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Fettsäure-TMPyP-Gemischen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 115
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Bedeutung und Geschichte

des Singulett-Sauerstoffs

Radikale

Radikale werden immer öfter in Zusammenhang mit der Entstehung verschiedener

Krankheiten, vor allem Arteriosklerose und Krebs, erwähnt. Fortwährend ist in der

Presse von Radikalen in Lebensmitteln oder erzeugt durch Umwelteinflüsse, wie Zi-

garettenrauch oder UV-Strahlung, zu lesen. Dabei werden diese aber auch im Körper

bei einer Überlastung der Stoffwechselprozesse in Mitochondrien oder von Lympho-

zyten zur Keimabwehr produziert [42]. Es gibt daher eine Vielzahl von möglichen

Radikalen und deren Erzeugung. Radikale sind Atome oder Moleküle, die ein oder

mehrere ungepaarte (freie) Elektronen besitzen.

Sauerstoff-Radikale und Singulett-Sauerstoff

Eine Untergruppe der Radikale sind die Sauerstoff-Radikale; diese bilden zusammen

mit dem Singulett-Sauerstoff die Gruppe der reaktiven Sauerstoff-Spezies (reactive

oxygen species, ROS). Den ROS gilt ein besonderes Interesse, da sie im menschli-

chen Körper ganz natürlich während der Energieerzeugung, aber auch durch äußere

Einflüsse, wie UV-Strahlung, entstehen [64].
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

In aeroben Organismen entstehen reaktive Sauerstoffspezies in den Mitochondri-

en als Nebenprodukt der Zellatmung, aber auch durch Immunzellen, um so Viren

und Bakterien zu schädigen. Zu den ROS gehören neben Singulett-Sauerstoff auch

die bei der Reduktion von Sauerstoff zu Wasser auftretenden Zwischenprodukte,

wie Hyperoxid-Anionen, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale. ROS (vor allem

Wasserstoffperoxid und Stickstoffmonoxid) kommen auch bei der pflanzlichen Ab-

wehr von Pathogenen zum Einsatz [19] (”oxidative burst”). Tabelle 1.1 gibt einen

Überblick über häufig vorkommende ROS.

Formel Bezeichnung Anmerkung

O−

2 · Hyperoxid-Anion freies Radikal,

alte Bezeichnung: Superoxid-Anion

HO· Hydroxyl-Radikal freies Radikal, hochreaktiv

HOO· Perhydroxyl-Radikal freies Radikal

ROO· Peroxylradikal freies Radikal

RO· Alkoxylradikal freies Radikal, bei Lipiden

H2O2 Wasserstoffperoxid Edukt zur Bildung weiterer ROS

ROOH Hydroperoxid instabil, Edukt zur Bildung weiterer ROS

O3 Ozon starkes Oxidationsmittel

NO· Stickstoffmonoxid freies Radikal

1O2 Singulett-Sauerstoff angeregtes Sauerstoffmolekül,

hochreaktiv

Tabelle 1.1: Übersicht über verschiedene reaktive Sauerstoffspezies

Warum sind reaktive Sauerstoff-Spezies gefährlich?

ROS sind in der Lage eine Vielzahl zellulärer Verbindungen zu schädigen. Von be-

sonderer Bedeutung dabei sind mögliche Schädigungen der Basen von Nucleinsäuren

(v.a. Thymin und Guanin), die letztendlich die Veränderung der Chromosomen und

damit des Erbguts nach sich ziehen können [73]. Auch Proteine können durch Ra-

dikale angegriffen werden. Durch eine Veränderung der Proteine z.B. in Enzyme
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1.1. BEDEUTUNG UND GESCHICHTE
DES SINGULETT-SAUERSTOFFS

kann deren Aktivität drastisch reduziert werden. Während Kohlenhydratverbindun-

gen kaum durch Sauerstoffradikale geschädigt werden, treten bei Lipiden häufig

Schädigungen auf. Lipide, Hauptbestandteil von Zellmembranen, sind auf Grund

ihrer Doppelbindungen bei den ungesättigten Fettsäuren leicht zu oxidierenden und

daher besonders anfällig für Schädigungen durch ROS [35].

Das Sauerstoff-Molekül

Disauerstoff O2, das Sauerstoffmolekül, enthält zwei ungepaarte Elektronen und bil-

det sich im Magnetfeld als paramagnetisches Triplett ab. Trotz der formalen Bin-

dungsordnung ”zwei” lässt sich keine entsprechende korrekte Valenzstrichformel für

O2 angeben. 〈O=O〉 bringt den Doppelbindungscharakter zum Ausdruck, ignoriert

aber sowohl die besetzten antibindenden Orbitale als auch den Radikalcharakter.

Die Schreibweise ·O−O· wird verwendet, um die biradikalischen Eigenschaften her-

vorzuheben, deutet jedoch nur eine Bindungsordnung von eins an. Um die Bindungs-

ordnung zwei und den radikalischen Charakter anzudeuten, sollte die Darstellung

〈O÷O〉 mit Radikalpunkten auf dem Bindungsstrich verwendet werden.

Allerdings ist die Reaktionsfähigkeit dieses Biradikals beschränkt, da das Prinzip von

der Erhaltung des Spins bei chemischen Reaktionen in den meisten Fällen zuerst eine

Anregung zu Singulett-Sauerstoff erfordert. So folgerte bereits 1928 Robert S. Mulli-

kan, dass die Sauerstoffmoleküle einen Triplett-Grundzustand besitzen und erklärte

damit den von Faraday 1848 beobachteten Paramagnetismus des Sauerstoffs.

Singulett-Sauerstoff

Des weiteren behauptete Mullikan, dass Sauerstoffmoleküle zwei relative niedrig lie-

gende Singulett-Zustände aufweisen [57, 58]. Der höhere der beiden Zustände war

zu diesem Zeitpunkt bereits bekannt, auf Grund der Beobachtung der dunkelroten

Fraunhofer Linie bei 762 nm im Spektrum der Sonne. Der niedrigere Zustand wur-

de 1933-34 als neues Band im Absorptionsspektrum der Erdatmosphäre und von

flüssigem Sauerstoff bei ca. 1270 nm entdeckt [22, 78].

Da in der Gasphase nur eine sehr schwache Intensität des Triplett-Singulett Über-

gangs beobachtet wurde, folgerte Michael Kasha, dass der Übergang vom Triplett-

in den Singulett-Zustand quantenmechanisch verboten ist, da der Spin, die Sym-
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

metrie und der Bahndrehimpuls nicht erhalten werden [38]. Dies verursacht eine

außerordentliche Metastabilität des Singulett-Zustands, die zu einer für chemische

Reaktionen langen Lebensdauer führt.

Bereits 1931 schlug Hans Kautsky vor, dass Singulett-Sauerstoff-Moleküle durch

Energietransfer von angeregten Farbstoff-Molekülen (Photosensibilisatoren) erzeugt

werden kann. Außerdem stellte er fest, dass Sauerstoff sowohl die Fluoreszenz, als

auch die Phosphoreszenz quenchen (verkürzen, auslöschen) kann [40, 41]. Für die

Fluoreszenz konnte der quenchende Effekt nahezu vernachlässigt werden, wohinge-

gen die Phosphoreszenz bereits durch sehr geringe Sauerstoff-Konzentrationen un-

terdrückt werden konnte [39]. Damit konnten erstmals die Wirkungsweise der pho-

todynamischen Therapie (PDT) erklärt werden. Bei dieser werden Zellen mit einem

Farbstoff inkubiert und mit Licht bestrahlt, so dass der Zelltod durch Oxidation der

Zellbestandteile eintritt. Erstmal beobachtet wurde dieser Effekt 1905 durch Her-

mann von Tappeiner, der damit die praktische Photodynamik begründete. Durch

Kautskys Überlegungen wurde die PDT auf physikalische Grundlagen gestellt und

konnte nun effektiver angewandt werden.

Aleksander Jablonski setzte 1933-1935 voraus, dass es mindestens zwei unterschiedli-

che angeregte Zustände von Farbstoffmolekülen gibt, einen kurzlebigen Fluoreszenz-

Zustand (S1-Zustand) und einen metastabilen langlebigen Phosphoreszenz-Zustand

(T1-Zustand) [29]. Theoretisch ist daher durch ein angeregtes Farbstoffmolekül im

S1-Zustand zweimal eine Anregung vom Sauerstoff-Grundzustand in den Singulett-

Zustand möglich, einmal durch die Relaxation des Farbstoffs von S1- in den T1-

Zustand, das zweite mal durch die Relaxation vom T1- in den S0-Grundzustand. Da

aber die Lebensdauer des S1-Zustands zu kurz ist, um eine effektive Anregung zu

erreichen, erfolgt die Anregung des Sauerstoffs hauptsächlich durch die Relaxation

des Farbstoffs vom Triplett-Zustand in den Grundzustand [72].

Der Nachweis von Singulett-Sauerstoff kann mittels des strahlenden Übergangs in

den O2-Grundzustand erfolgen und gilt als direkter Nachweis. Ein indirekter Nach-

weis ist durch den chemischen Nachweis von durch Singulett-Sauerstoff oxidierten

Produkten, wie Hydroperoxiden, möglich. Der erste direkte Nachweis von gelöstem

Singulett-Sauerstoff, also die Detektion der Lumineszenz bei 1270 nm im Lösungsmit-
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tel, gelang Alexander A. Krasnovsky jr. 1976 unter Verwendung eines selbstgebauten

Phosphorimeters und der Anregung des Sauerstoffs durch verschiedene Chlorophyll-

Derivate in Tetrachlormethan. Seine Beobachtungen erfolgten knapp über der Detek-

tionsgrenze, da sein Photomultiplier nur eine niedrige Empfindlichkeit für Strahlung

längerwellig als 1100 nm besaß [32].

Durch Messungen mit gepulsten Lasern konnten zeitaufgelösten Messungen der

Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz mit spektralen Messungen kombiniert werden. Dies

führte zu eine vermehrten Anwendung in der Photochemie und Photobiologie.

Der indirekte Nachweis von Singulett-Sauerstoff durch Reaktionsprodukte wie Hy-

droperoxide hat den entscheidenden Nachteil, dass das Ergebnis nicht eindeutig ist,

also die Endprodukte auf andere Wege als durch die Oxidation durch Singulett-

Sauerstoff entstanden sein können. Auch ist eine zeitliche Auflösung beim chemi-

schen Nachweis von Singulett-Sauerstoff nicht möglich.

So konnten durch zeitaufgelöste Lumineszenzmessungen die Einflüsse von Quen-

chern und Lösungsmittel auf die Singulett-Sauerstoff-Generierung bestimmt werden,

ebenso wie die Effekte von zelleigenen Substanzen. Auch wurden Unterschiede in der

Singulett-Sauerstoff-Generierung entdeckt. So ist es zum Beispiel bei einem hohen

Sauerstoff-Partialdruck und unpolaren Lösungsmitteln wie CCl4 möglich durch den

energetisch höheren, sehr kurzlebigen Singulett-Zustand des Farbstoffs (130 ns in

CCl4, 6,5 ps in H2O) Singulett-Sauerstoff zu erzeugen [33]. Sensibilisatoren für diese

Art der Singulett-Sauerstoff-Erzeugung (Anregung durch den Farbstoff-S1-Zustand)

sind diverse polyaromatische Kohlenwasserstoffe, wie Pyren oder Anthrazen, die nur

in unpolaren Flüssigkeiten gelöst werden können, aber auch bestimmte Carotinoide,

die in biologischen Systemen vorkommen [3, 11–13,68,69].

Auch eine chemische Erzeugung von Singulett-Sauerstoff als Folgeprodukt von pri-

mären Radikalen ist möglich (Typ I-Mechanismus, vgl. Kapitel 2.5). Diese läuft

jedoch um einiges schneller ab (ns-Bereich) [2] als eine photophysikalische Singulett-

Sauerstoff-Erzeugung und es kann somit in zeitaufgelösten Lumineszenz-Messungen

eindeutig zwischen der schnelleren chemischen und der langsameren photophysika-

lischen Generierung von Singulett-Sauerstoff unterschieden werden.

Der direkte Nachweis des Singulett-Sauerstoffs mittels Lumineszenzspektroskopie

11



KAPITEL 1. EINLEITUNG

hat somit einige Vorteile gegenüber dem indirekten Nachweis durch Folgeproduk-

te, jedoch ist es schwierig die Lumineszenz bei 1270 nm nachzuweisen. In pola-

ren Lösungsmitteln wie Wasser oder Ethanol ist die Lebensdauer der Singulett-

Sauerstoff-Lumineszenz nur wenige Mikrosekunden und nur etwa jeder zehnmilli-

onste Übergang eines Singulett-Sauerstoff-Moleküls ist ein strahlender Übergang.

Es sind daher besonders leistungsfähige Detektoren mit einer ns-Zeitauflösung im

Infrarot-Bereich notwendig. Bis zum Ende des letzten Jahrtausends standen aber nur

Germanium-Detektoren mit geringer Sensitivität im Infrarot-Bereich und Messauf-

bauten mit einer Zeitauflösung von mehreren Mikrosekunden zur Verfügung.

Es erfolgten laufend Verbesserungen im Bereich der Detektoren bis hin zur Ent-

wicklung von hochempfindlichen Photomultipliern auf InP/InGaAsP-Basis mit ei-

ner Zeitauflösung von unter 30 ns, des weiteren eine Optimierung der Lichtquellen,

wie Laser mit kürzeren Pulsdauern und höheren Frequenzen, und immer schnelleren

Zähleinrichtungen, mit einer Auflösung im ns-Bereich. Die Auflösung im ns-Bereich

ist insofern wichtig, da sich in biologischen Systemen die Singulett-Sauerstoff-Lebens-

dauer enorm verkürzen kann und die Lumineszenzsignale einen sehr kurzen An-

stieg aufweisen. Für eine Interpretation der Lumineszenzsignale ist die Anstiegs-

und Abklingdauer der Lumineszenz von große Bedeutung. Erst durch all diese Ver-

besserungen ist es heutzutage möglich, Singulett-Sauerstoff nicht nur in einfachen

Lösungsmitteln, sondern auch in vitro, das heißt in Zellsuspensionen lebender Zellen,

und in vivo, also direkt aus lebendem Gewebe, wie menschlicher Haut [8], mittels

zeitlich und spektral aufgelöster Lumineszenz direkt nachzuweisen.

1.2 Aufgabenstellung

Singulett-Sauerstoff spielt in der photodynamischen Tumortherapie und in Zukunft

auch bei Inaktivierung von multiresistenten Bakterien die tragende Rolle. In der

Photodynamik wird Singulett-Sauerstoff durch Energietransfer von lichtangereg-

ten Photosensibilisatoren erzeugt. Befindet sich der Photosensibilisator während der

Lichtanregung in ausreichender Konzentration in Tumorzellen oder Bakterien, wer-

den diese durch den hochreaktiven Singulett-Sauerstoff äußerst effektiv zerstört.
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1.2. AUFGABENSTELLUNG

Zur Optimierung dieses photodynamischen Prozesses ist der Nachweis von Singulett-

Sauerstoff von entscheidender Bedeutung. Trotz der geringen Quantenausbeute, ist

die Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff der einzige direkte Nachweis dieser reakti-

ven Sauerstoffspezies. Die Erzeugung und Relaxation von Singulett-Sauerstoff in ein-

fachen Lösungsmitteln ist inzwischen gut verstanden. Ein wesentlicher Parameter bei

diesen Prozessen blieb bisher häufig unberücksichtigt: die Sauerstoff-Konzentration.

Die Effizienz der Singulett-Sauerstoff-Erzeugung und damit auch die Effizienz der

photodynamischen Zerstörung von Tumorzellen oder Bakterien wird aber entschei-

dend durch die Sauerstoff-Konzentration am Ort seiner Erzeugung beeinflusst.

In einfachen Lösungsmitteln ist die Sauerstoff-Konzentration durch den Einsatz von

Mikrooptoden noch leicht bestimmbar, während dies in geschlossenen Systemen wie

Zellen oder Bakterien mit einer Größe von wenigen Mikrometern derzeit unmöglich

ist. Hier könnte das Lumineszenzsignal von Singulett-Sauerstoff Abhilfe schaffen.

Zum einen dient es als Nachweis von Singulett-Sauerstoff, zum anderen reagiert die

zeitliche Form des Signals sensitiv auf die jeweilige Sauerstoff-Konzentration. Aller-

dings muss zusätzlich berücksichtigt werden, dass das Lumineszenzsignal auch noch

durch Quenchermoleküle wie Proteine, die in Zellen und Bakterien reichlich vorhan-

den sind, beeinflusst wird.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff in Ab-

hängigkeit der jeweiligen Sauerstoff-Konzentration zu untersuchen. Zum Einsatz ka-

men dabei gleichzeitig Photosensibilisatoren, die für photodynamische Inaktivierung

von multiresistenten Bakterien neu entwickelt oder neu in Betracht gezogen wurden.

Die Experimente wurden zunächst in einfachen Lösungen begonnen, um mit den

dort erzielten Ergebnissen die komplexeren Systeme wie Zellen und Bakterien besser

untersuchen zu können. Die Sauerstoff-Konzentration kann zudem durch Reaktion

des erzeugten Singulett-Sauerstoffs mit zellulären Bestandteilen wie Proteinen und

Fettsäuren vermindert werden. Dies wiederum beeinflusst die laufende Singulett-

Sauerstoff Erzeugung. Deswegen wurden zusätzlich in die einfachen Lösungen Zell-

bestandteile zugegeben und die Veränderungen der Lumineszenzsignale gemessen.

Für die Untersuchungen mit Fettsäuren werden aus den am häufigsten im mensch-

lichen Organismus vorkommenden vier ungesättigte und eine gesättigte Fettsäuren
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ausgewählt. Bei den zugesetzten Proteinen werden vier natürlich vorkommende aus-

gesucht mit möglichst unterschiedlichen Molekulargewichten.

In einem Zwischenschritte wurde es notwendig, den Messaufbau der Lumineszenz-

detektion weiter zu optimieren, da die Lumineszenzsignale aus lebenden Zellen oder

Bakterien als klein angenommen wurden. Nach diesem Optimierungsschritt werden

dann die Untersuchungen an Zellen und Bakterien vorgestellt.

Ausgehend von den gewonnenen Erkenntnissen werden die Signale aus eukaryoti-

schen Zellen untersucht und entsprechend ausgewertet. Dabei soll die Lokalisation

verschiedener Farbstoffe in den Zellen durch fluoreszenzmikroskopische Bilder un-

tersucht werden. Durch den Vergleich der Fluoreszenzbilder mit der von der Lo-

kalisation abhängigen Singulett-Sauerstoff Lumineszenz sollen weitere Erkenntnis-

se über die Vorgänge bei der Erzeugung und Relaxation von Singulett-Sauerstoff

in Zellen erhalten werden. Auch wird erstmals bei allen in vitro-Experimenten die

Sauerstoff-Konzentration in der Lösung mitgemessen, um den Sauerstoff-Verbrauch

zu bestimmen, und gegebenenfalls verändert, um die Lumineszenzsignale eindeutig

auswerten zu können.

Zusätzlich zu den eukaryotischen werden auch prokaryotische Zellen untersucht. Da-

bei werden die Unterschiede in der Größe und im Aufbau der Zellen betrachtet

und die Veränderungen in den Singulett-Sauerstoff-Lumineszenzmessungen ausge-

wertet. Im Gegensatz zu den bisherigen Messungen [7, 31, 45] soll die Sauerstoff-

Konzentration während den Messungen protokolliert werden und die Abhängigkeit

der Lumineszenz von der Sauerstoff-Konzentration ermittelt werden. Die Untersu-

chungen erfolgen an Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien, wofür Staphy-

lococcus aureus (S. aureus) und Escherichia coli (E. coli) Stämme ausgewählt wer-

den. Diese werden wieder mit verschiedenen Farbstoffen inkubiert und der Einfluss

der Struktur der Bakterien auf die Farbstoff-Aufnahme und die Singulett-Sauerstoff-

Lumineszenz untersucht.

Bei all diesen Substanzen bzw. Organismen werden die Anstiegs- und Abklingraten

der Lumineszenzsignale und der Sauerstoffverbrauch bestimmt, um einen tieferen

Einblick in die ablaufenden chemischen und physikalischen Prozesse zu erhalten.

14



Kapitel 2

Theoretische Grundlagen

2.1 Farbstoff

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wurden bei der ersten direkten Detektion

von Singulett-Sauerstoff in Lösungsmitteln Chlorophyllmoleküle in Tetrachlorme-

than durch Licht angeregt. In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl weiterer

Farbstoffe gefunden, die in verschiedenen Lösungsmitteln und bei unterschiedlichen

Anregungswellenlängen Singulett-Sauerstoff erzeugen können. Viele dieser lichtak-

tiven Farbstoffmoleküle, die auch Photosensibilisatoren genannt werden, besitzen

delokalisierte Elektronen in bindenden π-Orbitalen, darunter die Gruppe der Porphi-

rine, die alle ein Ringsystem mit 18 delokalisierten π-Elektronen gemeinsam haben,

den in Abbildung 2.1 in zwei mesomeren Grenzstrukturen dargestellten Prophin-

Ring.

N N H

N H N NN H

N HNM e s o m e rie

Abbildung 2.1: Strukturformel des Porphin-Rings, dargestellt in beiden mesomeren Grenz-

strukturen
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In bindenden Orbitalen liegen die Elektronen normalerweise mit antiparallelem Spin

vor - eine Anordnung, die die sogenannten Singulett-Zustände charakterisiert (S0,

S1, S2). Durch die Absorption eines Photons im sichtbaren Spektralbereich geht das

Farbstoffmolekül vom S0-Grundzustand in einen angeregten Singulett-Zustand über,

häufig in den S1-Zustand, der zusätzlich, auf Grund des Franck-Condon-Prinzips

(Abbildung 2.2), schwingungsangeregt ist.

R R`

V (r)

r

ν = 0

ν = 2

ν = 1

ν = 2

ν = 1

ν = 0

S1

0S

Abbildung 2.2: Anregung und Deaktivierung von Singulett-Zuständen mit unterschiedli-

chen Kernabständen R und R‘. Sowohl bei der Anregung in den S1-Zustand

als auch bei der Relaxation in den S0-Zustand entstehen schwingungsan-

geregte Zustände (ν = 2) [70].

Innerhalb weniger Pikosekunden [10] relaxiert dieser Zustand in den S1-(ν=0)-Zustand.

Durch strahlende (Fluoreszenz) oder nichtstrahlende Relaxation (Internal Conver-

sion, IC) ist der Übergang in den S0-Grundzustand möglich.

Da die Fluoreszenz nur aus dem S1-(ν=0)-Zustand erfolgt (Regel von Kasha) ist

das Emissionsspektrum der Fluoreszenz gegenüber dem Absorptionsspektrum rot-

verschoben (Stokes-Shift, Abbildung 2.3).

Wie aus der Fluoreszenz-Lebenszeit-Mikroskopie (Fluorescence lifetime imaging,
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Abbildung 2.3: Spektren des Referenzfarbstoffs TMPyP. Das Absorptionsspektrum ist grün

eingezeichnet, das Emissionssspektrum durch die Anregung bei 420 nm ist

rot, das durch die Anregung bei 517 nm ist blau eingezeichnet. Zusätzlich

sind die Anregungswellenlängen bei 420 und 517 nm als schwarze Linien

angedeutet.Deutlich zu erkennen ist die Verschiebung des Maximums der

emission gegenüber der Absorption (Stokes-Shift)

FLIM) [60] bekannt, beträgt die Lebensdauer des angeregten S1-Zustands in der

Regeln nur wenige Nanosekunden. Daher ist die Wahrscheinlichkeit eines Ener-

gieübertrags von einem Farbstoffmolekül im S1-Zustand auf ein anderes Moleküle

sehr gering [2]. Neben der strahlenden oder der nichtstrahlenden Relaxation von an-

geregten Sn-Zuständen in den S0-Grundzustand, ist durch einen Wechsel der Spin-

Multiplizität, der sogenannten Interkombination (Intersystem Crossing, ISC), ein

Übergang aus einem Singulett-Zustand in einen Triplett-Zustand möglich. Dieser

Übergang ist zwar quantenmechanisch verboten, jedoch ermöglicht die Spin-Bahn-

Kopplung, das Ausbilden von Ringströmen im Farbstoffmolekül, Stöße mit dem

Lösungsmittel und der Schweratomeffekt die Aufhebung dieses Verbotes [67].

Im Allgemeinen geht das Farbstoffmolekül in einen schwingungsangeregten T1-Zu-

stand über, der wiederum nichtstrahlend schnell in den T1-(ν=0)-Zustand relaxiert.

Der Übergang in den S0-Grundzustand ist strahlend (Phosphoreszenz) oder nicht-

strahlend durch Interkombination (ISC) möglich. Dieser Übergang ist wieder spin-

verboten, wodurch der T1-Zustand metastabil ist und gegenüber dem S1-Zustand
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eine deutlich längere Lebensdauer von bis zu mehreren µs hat [30].

Eine Übersicht über die Zustände und die beteiligten Übergange ist in Abb. 2.4,

einem Jablonski-Diagramm, dargestellt.

S0

S1

Absorption

Fluoreszenz

IC
T 1

IS C

IS C

PhosphoreszenzS0

S1

Absorption

Fluoreszenz
IC

T 1

IS C

IS C

Phosphoreszenz

E
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e
rg

ie k
ISC

k
rad

k
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Abbildung 2.4: Jablonski-Diagramm für die Anregung und die Relaxationswege eines Pho-

tosensibilisators. Eingetragen sind der Singulett-Grundzustand S0, der ers-

te angeregte Zustand S1, sowie der erste angeregte Triplett-Zustand T1.

Zu allen diesen elektronischen Zuständen existieren zusätzliche schwin-

gungsangeregte Zustände, die durch dünne Linien angedeutet sind. Strah-

lungslose Übergänge wie die Relaxation zwischen den schwingungsangereg-

ten Zuständen, interne Konversion (IC) und Interkombination (ISC) sind

durch gestrichelte Pfeile, strahlende Übergänge, wie Absorption, Fluores-

zenz und Phosphoreszenz sind mit durchgezogenen Pfeilen eingezeichnet.

Zusätzlich sind die Raten für die Entvölkerung des S1-Zustands für die

strahlende (krad) und die nichtstrahlende (knr) Deaktivierung und die Rate

für den Übergang in den T1−Zustand (KISC) eingetragen. [2]

Die Deaktivierung des S1-Zustands mit der Gesamtrate k ist gegeben durch: k =

krad + knr + kISC . Dadurch lässt sich die Triplett-Ausbeute ΦT definieren zu: ΦT =

kISC/(krad + knr + kISC). Diese gibt den Anteil der angeregten Farbstoffmoleküle

an, die in den T1-Zustand übergehen.
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2.2 Sauerstoff

Die Linearkombination der Orbitale eines homonuklearer Moleküls mit zwei Atomen,

wie dem Sauerstoff O2, hat immer die Form Φ = Φ1 ±Φ2, wobei Φi die Wellenfunk-

tion des Atoms i darstellt. Für das Plus-Zeichen liegt ein bindendes Orbital, für

das Minus-Zeichen ein anti-bindendes Orbital vor. Abbildung 2.5 gibt in der ersten

Spalte an welche Atomorbitale der Sauerstoffatome kombiniert werden, die zweite

zeigt die räumliche Struktur der Atomorbitale, in der dritten sind die durch die

Linearkombination möglichen Molekülorbitale wiedergegeben und die vierte sagt et-

was über die Symmetrie der entstandenen Molekülorbitale aus mit den zugehörigen

Bezeichnungen der Molekülorbitale.

2s

2p  ; 2p

2p
x

zy

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2.5: Linearkombination von Atomorbitalen 2s, 2px und 2py, bzw. 2pz [75]

Die Kombination der 2s-Orbitale führt ebenso wie die Kombination der 2px-Orbitale

zu Gebilden, die rotationssymmetrisch um die Molekülachse sind. Deshalb ist der

Drehimpuls um diese Achse Null. Diese Orbitale werden daher als σ-Orbitale be-

zeichnet, σ 2s und σ 2px. Dabei gibt es bei beiden ein bindendes und ein antibin-

dendes Orbital, letztere sind mit einem Stern gekennzeichnet. Betrachtet man noch

zwei zum Mittelpunkt symmetrische Raumelemente dieser Orbitale und vergleicht

den Wert der zugehörigen Wellenfunktion, so stimmen im Fall der bindenden σ-
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Orbitale die Absolutbeträge überein, die Wellenfunktionen werden gerade genannt.

Im Fall der antibindenden σ*-Orbitale wechselt das Vorzeichen der Beträge und man

spricht von ungeraden Wellenfunktionen (Abb. 2.6).

u g

Abbildung 2.6: Gerade (g) und ungerade (u) Wellenfunktion aus der Kombination von

zwei s-Orbitalen [75]

Für die Kombination der 2py- und 2pz-Orbitale (unterste Zeile in Abb. 2.5) ergeben

sich wiederum je ein bindendes und ein antibindendes Molekülorbital. Die Symmetrie

bezüglich der Molekülachse ist vergleichbar mit der eines p-Orbitals und der Dre-

himpuls bezogen auf die Achse ist Eins, weshalb diese Orbitale π-Orbitale genannt

werden. In diesem Fall besitzt das bindende π-Orbital eine ungerade Wellenfunktion,

das antibindende eine gerade. Für das Sauerstoff-Molekül im Grundzustand sind die

Orbitale mit aufsteigender Energie besetzt. Da das O2-Molekül paramagnetisch ist,

also ein Triplett-Zustand vorliegt, muss die Elektronenkonfiguration (σ2s)2 (σ*2s)2

(σ2px)
2 (π2py,z)

4 (π*2py) (π*2pz) lauten. Die energetische Lage der Orbital und die

Besetzung mit den Elektronen ist in Abbildung 2.7 dargestellt.

Bei Molekülen werden nicht mehr wie bei Atomorbitalen die Quantenzahlen n, l,

ml, ms verwendet, sondern n, l, λ. Dabei wird λ als kleiner griechischer Buchstabe

dargestellt (σ, π, δ, ϕ) und entspricht der Komponente des Bahndrehimpulses in der

x-Richtung (Kernverbindungslinie) Die Molekülquantenzahlen werden als große grie-

chische Buchstaben dargestellt (Σ,Λ,Ω). Σ entspricht dem Gesamtspin (bei Atomen

S), Λ der Projektion des Gesamtbahndrehimpulses auf die Kernverbindungsachse

(bei Atomen L) und Ω der Projektion des Gesamtdrehimpulses auf die Kernverbin-

dungsachse (bei Atomen J), so dass das Termsymbol 2Σ+1ΛΩ lautet mit Ω = Λ+Σ.

Bei zweiatomigen homonuklearen Molekülen, wie dem O2-Molekül, wird statt der
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Abbildung 2.7: Die energetische Reihenfolge der Molekülorbitale des O2-Moleküls im

Grundzustand [50]

Projektion des Gesamtdrehimpulses Ω die Parität bezüglich der Spiegelung des Mo-

leküls beim Termsymbol mit einem + oder - angegeben.

Die Termsymbole der Moleküle werden ähnlich wie die der Atome gebildet, aller-

dings muss zusätzlich auf den Drehimpuls für die Rotation um die Kern-Kern Achse

geachtet werden. Abgeschlossene Schalen und σ-, bzw. σ*-Orbitale mit nur einem

Elektron besitzen keinen Bahndrehimpuls (Λ = 0). Ein einzelnes π-Elektron hat

bezüglich der Kern-Kern-Achse einen Bahndrehimpuls von einer Einheit (Λ = 1),

deshalb erzeugt es einen Π-Term, das Analogon zum P-Term.

Wenn, wie beim O2, zwei π-Elektronen vorhanden sind, kann der Gesamtbahndre-

himpuls Λ entweder den Wert Null haben (wenn die einzelnen Bahndrehimpulse λ1

und λ2 antiparallel koppeln) und wird durch ein Σ dargestellt oder den Wert Zwei

haben (wenn die einzelnen Bahndrehimpulse λ1 und λ2 parallel koppeln) und wird

durch ein ∆ dargestellt. Da beim O2 die Energie beim Σ-Term geringer ist als beim

∆-Term, liegt im Grundzustand ein Σ-Term vor. Die Komponenten in x-Richtung

von λ1 und λ2 sind dabei antiparallel und gleich lang.

Wie bereits bekannt liegt Sauerstoff im Grundzustand als Triplett vor (Paramagne-

tismus). Für die Gesamtparität sind nur die halb besetzten Orbitale verantwortlich,
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da dies zweimal ein π*-Orbital mit gerader Parität ist, ergibt sich nach g · g = g eine

gerade Parität für das Molekül. Das Termsymbol lautet also 3Σg. Rechts oberhalb

des Termsymbols kann noch das Verhalten bezüglich der Spiegelung an der x-y-

Ebene, die beide Kerne enthält, angebracht werden. Dabei ändert beim O2 nur das

Elektron im πz*-Orbital sein Vorzeichen, nicht das im πy*-Orbital. Der vollständige

Term lautet also 3Σ−

g . Die Notwendigkeit dieser genauen Bezeichnung wird bei der

Beschreibung der Auswahlregeln für optische Übergänge ersichtlich.

Bei der photodynamischen Anregung des Triplett-Sauerstoffs werden hauptsächlich

die zwei niedrigsten angeregten Zustände, zwei Singulett-Zustände, gebildet. Bei

diesen haben die beiden antibindenden π*-Elektronen entgegengesetzten Spin und

befinden sich beim niedrigeren Zustand in einem Molekülorbital, beim höheren in

beiden π*-Orbitalen. Die energetische Lage der Zustände mit den Termsymbolen,

der Elektronenkonfiguration der π*-Orbitale und den Energieunterschieden zwischen

den Zuständen ist in Abbildung 2.8 dargestellt.
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2py 2pz
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2pz

Abbildung 2.8: Konfiguration der beiden antibindenden π∗-Elektronen im Grundzustand

und in den ersten beiden angeregten elektronischen Zuständen mit den

Energiedifferenzen und den Termsymbolen [5]

Wie bereits oben erläutert bedeutet das Termsymbol des Grundzustandes, dass

ein Triplett vorliegt, ohne einer Bahndrehimpulskomponente in Kernverbindungs-

richtung mit gerader Parität und bei Spiegelung an der Kernebene einem Vertau-

schen der Vorzeichen. Für den ersten angeregten Zustand,1∆g, liegt ein Singulett-
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Zustand vor mit einer Bahndrehimpulskomponente in Kernverbindungsrichtung mit

dem Wert 2, da sich die beiden energetisch höchsten Elektronen im gleichen π*-

Orbital befinden. Die Parität ist wiederum gerade. Der zweite angeregte Zustand,

1Σ+
g , zeichnet sich wieder durch eine Singulett-Konfiguration aus, diesmal jedoch

ohne eine Bahndrehimpulskomponente in Kernverbindungsrichtung. Er besitzt eine

gerade Parität bei einer Punktspiegelung und eine + Symmetrie bei Spiegelung an

der Kernebene. Da der 1Σ+
g -Zustand sehr kurzlebig (τ < 1 ns) [33] ist und schnell

in den 1∆g-Zustand relaxiert, wird in dieser Arbeit auf Grund der Messungen mit

einer zeitlichen Auflösung im µs-Bereich nur letzterer nachgewiesen, der somit als

Singulett-Sauerstoff bezeichnet wird.

2.3 Auswahlregeln

Die beobachteten Übergänge der Sauerstoff-Moleküle sind die Anregung vom Triplett-

Grundzustand 3Σ−

g in den ersten Singulett-Zustand 1∆g durch photodynamische

Prozesse, sowie dessen strahlende oder nichtstrahlende Rekombination. Wie bereits

vorher erwähnt werden bei den Molekülen die Quantenzahlen als große griechische

Buchstaben dargestellt. Für die Übergänge zwischen dem Triplett-Sauerstoff und

dem Singulett-Sauerstoff beträgt die Änderung des Gesamtspins ∆Σ = ±1, die

Änderung des Bahndrehimpulses ∆Λ = ±2 und die Änderung des Gesamtdrehim-

pulses ∆Ω = ±1. Die Parität ist sowohl beim Triplett-Zustand, als auch bei den

Singulett-Zuständen gerade. Aus quantenmechanischen Berechnungen ergeben sich

die folgenden erlaubten Übergänge für Multipol-Strahlungen (Tabelle 2.1).

In Zeile 1 sind die erlaubten Änderungen des Gesamtdrehimpulses Ω für die ver-

schiedenen Multipol-Übergänge angegeben, sowie Übergänge, die diese Bedingung

erfüllen und dennoch verboten sind. In Zeile 2 ist die Änderung der Parität zwischen

dem Anfangs- und dem Endzustand angegeben; in Zeile 3 und 4 die Änderungen des

Gesamtbahndrehimpulses Λ in Abhängigkeit von der Änderung des Gesamtspins Σ.

Für jeden Multipolübergang gelten die in der Spalte unter ihm beschriebenen Be-

dingungen.
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elektr. Dipol (E1) magn. Dipol (M1) elektr. Quadrupol (E2)

1
∆Ω = 0,±1 ∆Ω = 0,±1,±2

(Ω = 0→0 verboten) (Ω = 0→0, 0→1, 1
2
→ 1

2
verboten)

2 g↔u g↔g, u↔u

3
Wenn ∆Σ = 0, Wenn ∆Σ = 0, Wenn ∆Σ = 0,

∆Λ = 0, ±1 ∆Λ = 0 ∆Λ = 0, ±1, ±2

4
Wenn ∆Σ = ±1, Wenn ∆Σ = ±1,

∆Λ = 0, ±1, ±2 ∆Λ = 0, ±1, ±2, ±3

Tabelle 2.1: Übersicht über Auswahlregeln für die niedrigsten Multipolübergänge bei Mehr-

elektronensystemen

Vergleicht man die erlaubten Übergänge mit den tatsächlich beobachteten (∆Ω =

±1, ∆Λ = ±2, ∆Σ = ±1, g↔g), lässt sich die Singulett-Sauerstoff Lumineszenz als

ein magnetischer Dipol-, bzw. elektrischer Quadrupolübergang verstehen. Daher ist

auch die geringe strahlende Ausbeute von 2· 10−7 [26] verständlich. Da der energe-

tisch höhere 1Σ+
g -Zustand sehr kurzlebig ist und in den 1∆g-Zustand relaxiert, wird

der Übergang von letzterem in den Grundzustand bevorzugt beobachtet.

2.4 Intermolekularer Energietransfer

Im photodynamischen Fall wird Singulett-Sauerstoff durch Energietransfer von ei-

nem Photosensibilisator auf das Sauerstoffmolekül erzeugt. Unter Energietransfer-

prozessen versteht man den Übertrag von Anregungsenergie von einem Molekül auf

ein anderes (intermolekularer Energietransfer) oder innerhalb eines Moleküls von

einem Chromophor zu einem anderen (intramolekularer Energietransfer).

2.4.1 Strahlender intermolekularer Energietransfer

Der einfachste Mechanismus zum Transfer von Energie stellt die Emission und Ab-

sorption von Strahlung dar. Dabei wird von einem angeregten Donator-Molekül ein
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Photon emittiert und von einem Akzeptor-Molekül absorbiert.

D*→D + hν

A + hν→A*

Durch die Emission des Photons durch den Donator (D) wird die Fluoreszenz und

die Phosphoreszenz des Farbstoffs und die strahlende Deaktivierung von Singulett-

Sauerstoff beschrieben. Allerdings kann auch die Absorption von Photonen beobach-

tet werden bei der Anregung eines Farbstoffmoleküls, wobei das Farbstoffmolekül

als Akzeptor (A) der Laserstrahlung betrachtet wird. Der strahlende Energietransfer

ist für die Generierung von Singulett-Sauerstoffs nicht von Bedeutung (siehe Aus-

wahlregeln). Bei der Absorption von Strahlung gilt das Franck-Condon-Prinzip, laut

diesem sind im E(ν)-Diagramm nur senkrechte Übergänge zwischen elektronischen

Zuständen erlaubt, da die Übergange so schnell erfolgen, dass die relative Positi-

on der Kerne unverändert bleibt. Elektronenübergänge erfolgen dementsprechend

mit größter Wahrscheinlichkeit zwischen den Bereichen der Schwingungsfunktion,

in denen die Amplitude der Funktion am größten ist und führen somit meist zu

schwingungsangeregten Zuständen. Multiplett-Übergänge, wie die Anregung vom

S0-Grundzustand in den T1-Zustand des Farbstoffs oder die optische Anregung

von Sauerstoff im Grundzustand in den Singulett-Zustand, sind daher äußerst un-

wahrscheinlich, da sich bei diesen die Kernabstände und der Gesamtspin verändern

müssten (siehe Auswahlregeln für Multipolübergänge).

2.4.2 Nichtstrahlender intermolekularer Energietransfer

Der nichtstrahlende Transfer von Energie von einem Donator auf einen Akzeptor

erfolgt hauptsächlich durch den Förster- und den Dexter-Mechanismus [47], die beide

bereits vor über 55 Jahren beschreiben wurden.

Förster-Mechanismus

Der Förster-Mechanismus oder auch Resonanz-Energietransfer (RET) beruht auf der

Wechselwirkung des Coulomb-Potentials zwischen den Molekülen. Es werden keine
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Elektronen ausgetauscht, wodurch kein direkter Kontakt zwischen dem Donator-

und dem Akzeptormolekül notwendig ist. Aus der Berechnung des energetischen

Überlapps ergibt sich, dass nur die spektrale Überlappung der Donatorlumineszenz

und der Akzeptorabsorption zum Energieübertrag beiträgt. Außerdem zeigt sich,

dass die Dipol-Dipol-Wechselwirkung den dominanten Term der Austauschwechsel-

wirkung darstellt und höhere Momente vernachlässigt werden können [65]. Für die

Ratenkonstante des Coulomb-Energietransfer kC erhielt Förster [20]:

kC ∼ fDfA
R6

DA · ν̃ · J (2.1)

worin fD und fA die Oszillatorstärken der Donator- und Akzeptorübergänge, J das

Überlappungsintegral und RDA der Abstand zwischen Donator- und Akzeptormo-

lekül sind. Daraus erkannt man, dass die Transferrate mit R−6 vom Abstand abhängt

und somit eine relevante Kopplung über Entfernungen von bis zu 15 nm möglich ist.

Abbildung 2.9: Schema des Förster-Resonanz-Energie-Transfers (FRET): ein angereg-

tes Donatormolekül überträgt seine Energie nichtstrahlend auf ein Akzep-

tormolekül. Die Spektren zeigen die jeweiligen Absorptions- und Emis-

sonsprofile, hier am Beispiel Fluorescein und Rhodamin. Die spektrale

Überlappung J(λ) liegt in diesem Fall zwischen 500 und 600 nm. [66]
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Beim Förster-Prozess gilt als Auswahlregel, dass sich weder beim Donator noch

beim Akzeptor der Spin ändern darf, d.h. bei beiden ∆Σ = 0. Dadurch wird der

Energieübertrag vom Triplett-Farbstoff auf den Triplett-Sauerstoff, der zu einem

Singulett-Zustand des Farbstoffs und des Sauerstoffs führt, quantenmechanisch ver-

boten. Trotz des Verbotes durch die Auswahlregel ist eine Anregung möglich, da

intermolekulare Störungen, wie Stöße der Sauerstoff-Moleküle untereinander oder

mit dem Lösungsmittel, diese Bedingung lockern [76].

Dexter-Mechanismus

Es kann aber auch ein Austausch von Elektronen durch den Dexter-Mechanismus

stattfinden, wobei in der Regel eine Kollision der Moleküle stattfinden muss ( Ab-

stand der Stoßpartner d ≤ 1,5 nm). Im Gegensatz zum Förster-Mechanismus ist

beim Dexter-Mechanismus ein Überlappen der Molekülorbitale notwendig, jedoch

kein spektraler Überlapp. Wegen der exponentiellen Abnahme der Wellenfunktion

mit dem Abstand r zeigt der Energietransfer über den Dexter-Mechanismus eine

Abstandsabhängigkeit, die proportional zu e−r ist.

Beim Dexter-Mechanismus wechselt das angeregte Elektron vom Donator in ein

freies unbesetztes Orbital (Lowest Unoccupied Molecular Orbital, LUMO) des Ak-

zeptors, der dafür ein Elektron aus einem besetzten Orbital (Highest Occupied Mo-

lecular Orbital, HOMO) auf den Donator überträgt.

Im Gegensatz zum Förster-Mechanismus, bei dem jegliche Spin-Änderung verboten

ist, gilt für die Spins S1 und S2 der beiden Moleküle beim Dexter-Mechanismus nur,

dass der Gesamtspin des Systems einen der Werte |S1+S2| , |S1+S2-1| , ... ,|S1-S2|
besitzen muss.

Insbesondere folgt die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff durch einen angeregten

Photosensibilisator im Triplett-Zustand 3P dieser Regel.

3P + O2(
3Σ−

g )→1P + O2(
1∆g)

Jedoch steht nicht jede mögliche Spinkombination zur Erzeugung von Singulett-

Sauerstoff zur Verfügung, da die Spins der einzelnen Moleküle und somit auch der
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Gesamtspin des Systems nach dem Energieübertrag Null ist. Es müssen also vorher

die Spins des Photosensibilisators und des Sauerstoffs antiparallel sein, so dass sich

beim Stoß ein Übergangskomplex aus Sensibilisator und Sauerstoff bildet, der einen

Singulett-Zustand darstellt. Dies ist nur in einem Neuntel aller Fälle zutreffend [18].

In biologischen Systemen und in Systemen bei denen die Moleküle, in unserem Fall

Farbstoff- und Sauerstoffmoleküle, durch Lösungsmittelmoleküle voneinander ge-

trennt sind, ist vor allem der Förster-Mechanismus von Bedeutung, insbesondere, da

durch die Stöße mit den Lösungsmittelmolekülen und die lange Triplett-Lebensdauer

des Farbstoffs das quantenmechanische Verbot dieser Art der Anregung gelockert

wird.

2.5 Photodynamischer Mechanismus,

Typ I / Typ II -Reaktionen

In der Photodynamik unterteilt man die Reaktionen des angeregten Farbstoffs in

zwei Gruppen. Dabei kann das angeregte Farbstoffmolekül seine Energie durch

Elektronen-/Protonentransfer oder durch Energietransfer (siehe Kap. 2.4) auf ande-

re Moleküle übertragen.

Bei der photodynamischen Reaktion vom Typ I handelt es sich nach B. M. Aveli-

ne [2] um eine Reaktion bei der ein Elektron oder Proton vom angeregten Farbstoff

auf ein Substratmolekül übertragen wird und somit Radikale erzeugt. Das ange-

regte Molekül muss nicht unbedingt ein Sauerstoffmolekül sein, auch Substrat oder

Lösungmittelmoleküle können aktiviert werden. Die so erzeugten Radikale können

anschließend weiterreagieren zu den in Kapitel 1 beschriebenen Radikalen. Aus die-

sen kann wiederum Singulett-Sauerstoff gebildet werden [25].

Anders als bei Reaktionen vom Typ I wird bei den Reaktionen vom Typ II unbedingt

der direkte Kontakt zwischen Farbstoff- und Sauerstoffmolekül vorausgesetzt. Es fin-

det dabei ein Energietransfer vom angeregten Farbstoffmolekül auf den Sauerstoff im

Grundzustand statt. Dies führt zur Deaktivierung des angeregten Farbstoffs zurück
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in den S0-Zustand und zur Anregung des Sauerstoffs in den in der Regel niedrigsten

Singulett-(1∆g)-Zustand (1O2) [2, 21].

3P + 3O2 → 1P + 1O2

Grundsätzlich ist es möglich, dass beide Reaktionsmechanismen ablaufen (siehe Ab-

bildung 2.10). Der relative Beitrag der verschiedenen Reaktionen ist allerdings von

den Reaktionsbedingungen abhängig, wie Sauerstoffgehalt oder den Eigenschaften

des Photosensibilisators (Lage des T1-Zustands, Oxidationspotential). Eine Unter-

scheidung auf Grund der Detektion der Photonen bei 1270 nm ist nicht möglich, da

auch beim Typ I-Mechanismus über Zwischenprodukte Singulett-Sauerstoff gebil-

det wird. Durch den Zusatz von spezifischen Quenchern des Typ I-Mechanismuses,

wie zum Beispiel Catalase oder Superoxiddismutase (SOD), ist eine Unterscheidung

möglich.

Substrat

O
2

Singulett-

Sauerstoff

oxidierte

Produkte

Substrat

Substrat

Radikale oder

Radikalionen

oxidierte

Produkte

O2

O2 Typ-I

Typ-II

hν
P1 P3

Abbildung 2.10: Übersicht über die wichtigsten Reaktionspfade bei der Photosensibilisie-

rung [2, 21]

2.6 Oxidation von Lipiden und Proteinen

In den vorherigen Abschnitten wurde die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff durch

einen Photosensibilisator beschrieben. Der so erzeugte Singulett-Sauerstoff kann in

den Grundzustand zurückkehren und seine Energie durch Lumineszenz mit einem
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Maximum bei 1268 nm (in Wasser) abstrahlen. Da der strahlende Übergang (sie-

he vorne) mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit auftritt, ist der häufigere Weg der

Relaxation nichtstrahlend. Bei der Anwesenheit von organischen Molekülen ist der

angeregte Sauerstoff allerdings auch in der Lage diese zu oxidieren. Dabei bilden sich

reaktive Sauerstoffmetabolite der allgemeinen Formel R-OOH, welche in lebenden

Zellen durch die Oxidation einer großen Gruppe organischer Substanzen (Glukosi-

de, Aminosäuren, Peptide, Proteine, Lipide, Nukleotide, Nukleinsäuren etc.) erzeugt

werden. Hydroperoxide gelten als verlässliche Marker von oxidativem Stress und

können durch UV-Strahlung oder in Gegenwart von Übergangsmetallen (z.B. Eisen

oder Kupfer) in freie Radikale (Alkoxyl-, Peroxyl-Radikale) zerfallen. Damit sind sie

selbst systematische Verstärker oxidativer Gewebeschäden.

Lipide

Die Oxidation von Fetten und Fettsäuren durch Sauerstoff ist hinlänglich bekannt

und tritt auch bei erniedrigten Temperaturen oder im Dunkeln auf. Bekannte un-

erwünschte Beispiele sind das ”ranzig werden” von Butter und Speiseölen oder der

typische Geruch von altem Fisch. Durch das Einwirken von Licht, insbesondere von

UV-Strahlung, wird dieser Prozess entscheidend beschleunigt.

Die Oxidation von Lipiden ist sowohl bei Reaktionen vom Typ I, als auch vom Typ

II möglich (Abb.2.11).

Die Bildung von Lipidhydroperoxiden (LOOH) ist dabei sowohl durch den Typ I,

als auch durch den Typ II-Mechanismus möglich, wie aus Abbildung 2.11 ersicht-

lich ist. Dabei wird zum einen bei der Oxidation nach Typ I durch die Abstraktion

eines Wasserstoffatoms durch einen angeregten Photosensibilisator (3S) aus einem

ungesättigten Lipid (LH) initiiert. Auf diese Weise entsteht ein Alkylradikal (L·), das
mit Sauerstoff zum Lipidhydroperoxid reagiert. Zum anderen kann Sauerstoff durch

die Fenton-Reaktion oder durch ein Photosensibilisatorradikal (S·−) ein Hyperoxid-

Anion (O2−) erzeugt werden, das zum Hydroxyl-Radikal (OH·) weiter reagiert. Al-
ternativ dazu ist die OH·-Entstehung durch die UV-Bestrahlung von bereits vorhan-

denen Lipidhydroperoxiden, die durch Autoxidation entstehen, beschrieben [28,48].

Die Hydroxyl-Radikale regieren mit Lipiden zu Lipidradikalen (L·), wodurch mit

Sauerstoff Peroxylradikale entsteht (LOO·). Diese können sich entweder durch die
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Abbildung 2.11: Reaktionsschema der photosensibilisierten Lipidperoxidation. Der Typ I

Mechanismus ist am Beispiel von Protonentransfer erläutert, der Typ

II Mechanismus ist durch die Oxidation von Lipiden (LH) durch 1O2

dargestellt. [25]

Abstraktion eines Wasserstoffatoms aus einem weiteren Lipidmolekül zum Lipid-

Hydroperoxiden (LOOH) oder zu zyklischen Peroxiden stabilisieren. Aus den zy-

klischen Peroxiden entstehen im Falle mehrfach ungesättigter Lipide Endoperoxide,

aus denen Malondialdehyd (MDA) freigesetzt werden kann. MDA wird durch seine

Reaktion mit 2-Thiobarbitursäure (TBA) nachgewiesen, wobei ein fluoreszierendes

Addukt entsteht. Der Oxidationsmechanismus nach Typ II läuft über die Bildung

von Singulett-Sauerstoff ab, der direkt mit ungesättigten Lipiden reagiert, wobei

ebenfalls Lipidhydroperoxide direkt entstehen [71].

Proteine

Ebenso wie bei den Lipiden ist eine Oxidation von Proteinen durch Typ I und Typ II

Reaktionen möglich. Für Reaktionen vom Typ I ohne Photosensibilisator sind aller-

dings Wellenlängen von unter 320 nm notwendig [16]. Die Oxidation durch Singulett-

Sauerstoff hängt vom Aufbau der Proteine durch die einzelnen Aminosäuren ab, da

nur ein Teil der essentiellen 20 Aminosäuren durch Singulett-Sauerstoff chemisch

verändert wird. Bei Proteinen ist sowohl die Oxidation der Aminosäuren-Seitenkette,
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als auch des Protein-Grundgerüstes durch Singulett-Sauerstoff möglich. Tabelle 2.2

gibt einen Überblick darüber welche Aminosäuren durch Singulett-Sauerstoff oxi-

diert werden können und mit welchen Ratenkonstanten kOX die Reaktionen ablau-

fen (abhängig von der Temperatur und dem pH-Wert) [15].

Wie bereits durch Michael J. Davies beschrieben, konnte gezeigt werden, dass durch

die Oxidation mit Singulett-Sauerstoff verschiedene Endo- und Hydroperoxide bei

Histidin, Tryptophan und Tyrosin gebildet werden. Durch Folgereaktionen der Per-

oxide in Dunkelreaktionen, unabhängig von der weiteren Singulett-Sauerstoff Pro-

duktion, können weitere Aminosäuren miteinander vernetzt werden. Die biologi-

schen Konsequenzen sind noch nicht vollständig geklärt, aber es ist bekannt, dass

die durch Singulett-Sauerstoff beschädigten Proteine einen weitreichenden Einfluss

auf Zell- und Hautfunktionen haben [14].

Bei den zwei schwefelhaltigen Aminosäuren Methionin und Cystein ist eine Oxida-

tion des Schwefelatoms möglich. Für die weiteren Aminosäuren ist bisher nur für

einen Teil die Ratenkonstante für die Reaktion mit Singulett-Sauerstoff bekannt.

Genauere chemische Vorgänge bei der Oxidation wurden noch nicht beschrieben.

32



2.6. OXIDATION VON LIPIDEN UND PROTEINEN

Aminosäure Code Rate

Alanin Ala kOX = 3,0 · 107 L· mol−1· s−1; pH = 10,6; T = 310K

Arginin Arg kOX = 1,0 · 107 L· mol−1· s−1; pH = 7,1; T = 298K

Asparagin Asn -*

Asparaginsäure Asp -*

Cystein Cys kOX = 0,9 · 107 L· mol−1· s−1

Glutamin Gln -*

Glutaminsäure Glu -*

Glycin Gly kOX ≤ 1 · 105 L· mol−1· s−1

Lösungsmittel: 75% D2O, 25% EtOH

Histidin His kOX = 3,0 - 9,0 · 107 L· mol−1· s−1;

pH abhängig; His Hydro-/Endoperoxide

Isoleucin Ile -*

Leucin Leu -*

Lysin Lys -*

Methionin Met kOX = 1,6 · 107 L· mol−1· s−1

Phenylalanin Phe kOX = 7 · 105 L· mol−1· s−1; T = 295K;

Lösungsmittel: 75% D2O, 25% EtOH

Prolin Pro -*

Serin Ser -*

Threonin Thr -*

Tryptophan Trp kOX = 2,0 - 7,0 · 107 L· mol−1· s−1;

pH abhängig; Trp Hydro-/Endoperoxide

Tyrosin Tyr kOX = 0,8 · 107 L· mol−1· s−1; Tyr Endoperoxide

Valin Val -*

Tabelle 2.2: Übersicht über die Aminosäuren und ihre Ratenkonstanten für die Oxidation

durch Singulett-Sauerstoff; *: Rate nicht bestimmt
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2.7 Diffusion und Fick‘sche Gesetze

Die durch Singulett-Sauerstoff hervorgerufene Oxidation von Biomolekülen, die den

Lösungen zugesetzt werden (Kapitel 5), bzw. die in den Zellen und Bakterien vorhan-

den sind (Kapitel 7), verringert den Sauerstoffgehalt in den Lösungen. Diese Abnah-

me der Sauerstoff-Konzentration beeinflusst jede weitere Generierung von Singulett-

Sauerstoff durch den Photosensibilisator und somit auch die weitere Lumineszenz,

wie in Abschnitt 2.8 gezeigt wird. Je nach Stärke des Sauerstoffverbrauchs durch

die Oxidation von Lipiden oder Proteinen kann dies bereits innerhalb des Messin-

tervalls die Lumineszenzdetektion beeinflussen. Der Sauerstoffverbrauch kann durch

einen externen Sensor gemessen werden, wobei beachtet werden muss, dass der Sau-

erstoff nur im Bereich der Laseranregung verbraucht wird, so dass sich innerhalb der

Lösung ein Gradient der Sauerstoff-Konzentration einstellt, wie in Abbildung 2.12

zu sehen ist.

[O2] 

z

Sauerstoffmessung
durch den Sensor

Zentrum der 
Anregung, größter 
O2-Verbrauch

Laserstrahl

Küvette

Abbildung 2.12: Ort der Detektion der Sauerstoff-Konzentration mit dem externen Sen-

sor, zusätzlich sind der Querschnitt des Laserstrahls und die Sauerstoff-

Konzentration (rote Linie) in der Küvette eingezeichnet.

Wie gezeigt, verringert sich durch die Oxidation der Moleküle die Sauerstoff-Konzen-

tration im Zentrum der Laseranregung stärker als in den Randbereichen und ein

Gradient der Sauerstoff-Konzentration bildet sich aus. Dieser Gradient verursacht

eine Diffusion der Sauerstoffmoleküle.

Nach dem Ersten Fick’schen Gesetz ist die Teilchenstromdichte J (mol · m−2· s−1)

proportional zum Konzentrationsgradienten entgegen der Diffusionsrichtung ∂c/∂x
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(mol · m−4), so dass gilt:

J = −D
∂c

∂x
. (2.2)

D ist der Diffusionskoeffizient und kann nach der Stokes-Einstein-Gleichung

D =
kBT

6πηR0

(2.3)

berechnet werden. Dabei sind kB die Boltzmann-Konstante (J/K), T die Temperatur

(K), η die dynamische Viskosität des Lösungsmittels (N · s · m−2) und R0 der

hydrodynamische Radius der diffundierenden Teilchen (m). Der Diffusionskoeffizient

D (m2· s−1) für Sauerstoff in Wasser bei 25◦C ist: D = 2·10−5 cm2· s−1 [7].

Die Teilchenstromdichte macht eine quantitative Aussage über die (im statistischen

Mittel) gerichtete Bewegung von Teilchen, d. h. wie viele Teilchen einer Stoffmenge

sich pro Zeiteinheit durch eine Flächeneinheit, die senkrecht zur Diffusionsrichtung

liegt, netto bewegen. Des weiteren kann die zeitliche Änderung der Konzentration

bei einem Gradienten berechnet werden. Für

∂c

∂t
= −∂J

∂x
(2.4)

ergibt sich aus dem ersten Fick‘schen Gesetz die homogene Diffusionsgleichung:

∂c

∂t
= D

∂2c

∂x2
. (2.5)

Daraus erhält man das zweite Fick‘sche Gesetz für einen konstanten Diffusionskoef-

fizienten D.

Durch die chemischen Vorgänge, Oxidation von Molekülen, die in unserem Fall einer

Reaktion nullter Ordnung folgen, erweitert sich die homogene Diffusionsgleichung

zur inhomogenen. Bei dieser können auch noch weitere Kräfte berücksichtigt wer-

den, die die Diffusion erleichtern oder aber ihr entgegen gerichtet sein können. Somit

ergibt sich für die inhomogene Diffusionsgleichung:

∂c

∂t
= f(x, t) +D

∂2c

∂x2
. (2.6)

Des weiteren lässt sich der Mittelwert der Diffusionsstrecke
√
∆x2 berechnen zu

√
∆x2 =

√
2Dt. (2.7)
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Mit dieser Formel kann die durchschnittliche Strecke eines Sauerstoffmoleküls wäh-

rend einer Messdauer von 20 Sekunden zu ca. 0,3 mm berechnet werden. Erst nach

über 20 Minuten kann davon ausgegangen werden, dass bei einem Strahldurchmes-

ser von 5 mm ein Sauerstoffmolekül ins Zentrum der Anregung vorgedrungen ist.

Die mittlere Diffusionsstrecke
√
∆x2 ist somit proportional zu t

1

2 . In Zellen können

aber auch langsamere oder schnellere Vorgänge beobachtet werden. Da in Zellen

Organellen und Makromoleküle vorhanden sind, wird die Diffusion gebremst, was

als Subdiffusion bezeichnet wird. Es gilt dann, dass
√
∆x2 proportional zu tα·

1

2 ist.

Wobei für die Subdiffusion gilt 0 < α < 1 [44].

Der entgegengesetzte Sonderfall der Subdiffusion ist die erleichterte Diffusion oder

Permeabilität. Sie beschreibt in der Biologie die Möglichkeit für bestimmte Stoffe,

eine Biomembran, wie zum Beispiel Plasmamembranen von Zellen und Bakterien,

leichter zu durchdringen, als dies eigentlich aufgrund ihrer Größe, Ladung, Polarität

etc. möglich wäre. Bestimmte Proteine, sogenannte Tunnelproteine, bilden einen

Tunnel durch die Zellmembran, der durch seinen Durchmesser und/oder Ladungs-

verteilungen bestimmte Stoffe leichter passieren lässt als durch die “geschlossene“

Membran. Da für den Sauerstoff allerdings keine Mechanismen bekannt sind, die die

Diffusion beschleunigen wird davon ausgegangen, dass der Sauerstoff durch Subdif-

fusion in die Zellen gelangt.

Mit Hilfe des Graham‘schen Gesetz kann die Diffusionskonstante D für Gase aus

kleinen Teilchen oder Molekülen berechnet werden:

D =

(
kB · T
π

) 3

2

· 2 ·NA

a2 · p ·
√
M

(2.8)

mit der Avogadro-Konstanten NA, dem Radius des Teilchens a, dem Druck p und

der Teilchenmasse M.

Aus dieser Formel kann gefolgert werden, dass bei kleinen Teilchen das Produkt aus

Diffusionskonstante und der Quadratwurzel aus dem Molekulargewicht konstant ist.

D ·
√
M = konst. (2.9)

Für große Molekulargewichte gilt allerdings die Stokes-Einstein-Relation und so

folgt:

D · 3
√
M = konst. (2.10)
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SINGULETT-SAUERSTOFF

Daraus kann für die Farbstoffe mit einem wesentlich höheren Molekulargewicht als

Sauerstoff gefolgert werden, dass die Diffusion durch Biomembranen nochmal we-

sentlich langsamer verläuft.

2.8 Modell zur Erzeugung und Relaxation von

Singulett-Sauerstoff

Mit Hilfe eines Lasers ist eine kontinuierliche oder eine gepulste Besetzung des T1-

Zustands möglich. Dabei muss bei der gepulsten Anregung der Abstand der Laser-

pulse größer sein als die Lebensdauer des T1-Zustands um die Zeitabhängigkeit der

angeregten Zustände zu untersuchen. Zur theoretischen Beschreibung der Zeitab-

hängigkeit des Farbstoff-T1-Zustands und des Singulett-Sauerstoff-Zustands wurde

als Grundlage das Modell von Parker et al. [62] verwendet, das in unserer Arbeits-

gruppe erweitert wurde [6].
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Abbildung 2.13: Schema des Ratengleichungsmodells zur Generation von Singulett-

Sauerstoff 1O2 durch Energietransfer vom Triplett-Zustand des Farbstoffs

(T1) und zur Relaxation des Singulett-Sauerstoffs und des Triplett-T1-

Zustand des Farbstoffs in die Grundzustände [5]

Das Energieniveauschema zur Erzeugung von Singulett-Sauerstoff durch Energie-

übertrag vom Triplett-T1-Zustand des Photosensibilisators und die Deaktivierung
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von Singulett-Sauerstoff und des Farbstoff-T1-Zustands ist schematisch in Abb.

2.13 dargestellt. Es beinhaltet den Singulett-Grundzustand des Photosensibilisa-

tors, den ersten angeregten Singulett-Zustand und den ersten angeregten Triplett-

Zustand. Des weiteren enthält das Schema den Sauerstoff-Grundzustand 3O2(t) und

seinen ersten angeregten Singulett-Zustand 1O2(t), außerdem die Grundzustände

des Lösungsmittels und eines möglichen Quenchers.

Die Relaxationsraten und Ratenkonstanten stellen die Häufigkeit der jeweiligen Re-

laxation dar. Die Bedeutung der einzelnen Raten und Ratenkonstanten wird in Ta-

belle 4.2 kurz erklärt. Zur mathematischen Beschreibung des Energieniveausche-

mas durch gekoppelte Differentialgleichungen wird die zeitliche Abhängigkeit der

Besetzungsdichten des angeregten Farbstoff-T1-Zustands und des Sauerstoff-1O2(t)-

Zustands berechnet.

Die Differentialgleichungen haben die folgende Form [5]:

d[T1]

dt
= −KT1

[T1] + k∆T1
[P ][1O2] (2.11)

d[1O2]

dt
= −K∆[

1O2] + kT1∆[O2][T1] (2.12)

mit

KT1
:= kT1

+ (kT1O2
+ kT1∆)[O2] + kT1S0

[P ] + kT1Q[Q] (2.13)

K∆ := k∆ + (k∆S0
+ k∆T1

)[P ] + k∆Q[Q]. (2.14)

Durch die Umrechnung in eine Differentialgleichung zweiter Ordnung und dem An-

satz [1O2] ∼ e−βt erhält man zwei linear unabhängige Lösungen β1 und β2.

β1,2 =
1

2

[
KT1

+K∆ ±
√
(KT1

−K∆)2 + 4kT1∆[O2] · k∆T1
[P ]

]
, β1 > β2. (2.15)

Daraus ergibt sich für die zeitliche Entwicklung der Singulett-Sauerstoff-Konzen-

tration

[1O2](t) =
[T1]0kT1∆[O2]

β1 − β2

(
e−β2t − e−β1t

)
, (2.16)

für die des angeregten Farbstoff-T1−Zustands

[T1](t) =
[T1]0

β1 − β2

[
(β1 −K∆)e

−β1t + (K∆ − β2)e
−β2t

]
. (2.17)
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kT1
Rate der Deaktivierung des Triplett-Farbstoff-Zustands

durch das Lösungsmittel

kT1S0
Ratenkonstante der Deaktivierung des Triplett-Farbstoff-Zustands

durch den Farbstoff im Grundzustand

kT1Q Ratenkonstante der Deaktivierung des Triplett-Farbstoff-Zustands

durch den Quencher

k∆ Rate der Deaktivierung des Singulett-Sauerstoffs

durch das Lösungsmittel

k∆Q Ratenkonstante der Deaktivierung des Singulett-Sauerstoffs

durch den Quencher

kT1O2
+ kT1∆ Ratenkonstanten der Deaktivierung des Triplett-Farbstoff-Zustands

durch Sauerstoff;

kT1∆ generiert Singulett-Sauerstoff,

kT1O2
generiert keinen Singulett-Sauerstoff

k∆S0
+ k∆T1

Ratenkonstanten der Deaktivierung des Singulett-Sauerstoffs

durch den Farbstoff;

k∆T1
generiert einen Farbstoff-T1-Zustand,

k∆S0
generiert keinen Farbstoff-T1-Zustand

kT1∆· k∆T1
Grad des Energierücktransfers vom Singulett-Sauerstoff

auf den Farbstoff-T1-Zustand

Tabelle 2.3: Übersicht über die Bedeutung der Raten und Ratenkonstanten

Wobei [T1]0 der anfänglichen Besetzung des Triplett-Zustands entspricht.

β1 und β2 entsprechen Raten (s−1) und beschreiben die Emission der Lumineszenz-
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photonen des Singulett-Sauerstoffs, die durch den Photomultiplier detektiert werden

können.

Gleichung 2.16 beschreibt das Lumineszenzsignal bei 1270 nm und zeigt die Abhäng-

igkeit der Singulett-Sauerstoff-Konzentration [1O2] von der Sauerstoff-Konzentration

[O2]. Ebenso kann aus Gleichung 2.13 die Abhängigkeit der Rate KT1
von der

Sauerstoff-Konzentration [O2] gefolgert werden.

Durch den Vergleich des detektierten Lumineszenzsignals des Singulett-Sauerstoffs

mit der theoretischen Berechnung können die Raten β1 und β2 mit der Anstiegs-

bzw. Abklingrate kr und kd aus dem Lumineszenzsignal gleichgesetzt werden.

2.8.1 Ohne Energierücktransfer (k∆T1
= 0)

Für den Fall, dass kein Energieübertrag (ohne Rücktransfer, oR) vom Singulett-

Sauerstoff zurück zum Triplett-Farbstoff-Zustand möglich ist, kann k∆T1
gleich Null

gesetzt werden und es ergibt sich:

KT1,oR = KT1
= kT1

+ (kT1O2
+ kT1∆)[O2] + kT1S0

[P ] + kT1Q[Q] (2.18)

K∆,oR = k∆ + k∆S0
[P ] + k∆Q[Q] (2.19)

für β1 und β2 folgt dann

β1 =





KT1
für KT1

> K∆,oR

K∆,oR für KT1
< K∆,oR

(2.20)

β2 =





K∆,oR für KT1
> K∆,oR

KT1
für KT1

< K∆,oR

(2.21)

Da β1 immer die größere Rate darstellt, kann die Bedeutung der Anstiegsrate kr und

der Abklingrate kd des gemessenen Lumineszenzsignals wechseln. Für KT1
> K∆,oR

entspricht die Abklingrate kd des Lumineszenzsignals des Singulett-Sauerstoffs der

Rate K∆,oR. Für KT1
< K∆,oR jedoch ist kd die Rate der Deaktivierung des T1-

Zustands des Sensibilisators. Letzterer Fall tritt bei niedrigen Sauerstoff- oder ho-

hen Quencher-Konzentrationen auf, wenn also die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer

kürzer ist als die Farbstoff-T1-Abklingdauer. Bei einer Variation der Sauerstoff- oder
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Quencher-Konzentrationen kann der Fall KT1
= K∆,oR eintreten und für k∆T1

= 0

ergibt sich, dass β1 = β2 ist und sich die Kurven schneiden.

2.8.2 Mit Energierücktransfer (k∆T1
> 0)

Durch den Rücktransfer der Energie auf den Triplett-Farbstoff-Zustand (k∆T1
> 0)

kann Gleichung 2.15 nicht vereinfacht werden, wodurch die Raten β1 und β2 eine

kompliziertere Form annehmen.

Über Gleichung 2.14 hängt K∆ mit K∆,oR zusammen und es gilt:

K∆ = K∆,oR + k∆T1
[P ]. (2.22)

Nach Gleichung 2.11 ergibt sich für die Generierung eines angeregten T1-Farbstoff-

Zustands eine neue Möglichkeit mit

k∆T1
[P ][1O2]. (2.23)

Der Zusatzbeitrag durch die Rückkopplung führt zu mehreren Effekten bei den Va-

riationen der Sauerstoff-, Farbstoff und Quencher-Konzentration:

• bei der Variation der Sauerstoff-Konzentration (Abbildung 2.14 A) ist ein Auf-

spalten der der Raten am Schnittpunkt K∆ = KT1
zu erkennen, mit

β1 − β2 =
√
4kT1∆[O2] · k∆T1

[P ], (2.24)

außerdem wird die Rate β1 um den Betrag

δ =
kT1∆k∆T1

[P ]

kT1O2
+ kT1∆

(2.25)

nach oben verschoben. Aus beiden Gleichungen kann die Größe des Produkts

kT1∆· k∆T1
abgeschätzt werden.

• bei der Variation der Farbstoff-Konzentration folgt aus dem Zusatzterm auf

Grund der Rückkopplung, dass die Steigung von K∆ um k∆T1
größer ist als von

K∆,oR, wie in Abbildung 2.14 B dargestellt. Für KT1
folgt aus Gleichung 2.13

keine Änderung, jedoch muss beachtet werden, dass ein System mit gekoppel-

ten Differentialgleichungen vorliegt und somit die Änderung eines Parameters

sich auf beide Raten aus wirkt.
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• bei der Variation der Quencher-Konzentration wird die Rate β1 wieder nach

oben verschoben (Abbildung 2.14 C).
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Abbildung 2.14: Verlauf der theoretisch berechneten Raten β1 und β2 in Abhängigkeit

der Sauerstoff- (A), Farbstoff- (B) und Quencher-Konzentration (C) mit

Energierücktransfer als durchgezogene Linien, sowie der Verlauf der Ra-

ten K∆,oR, K∆ und KT1
als gestrichelte Linien

Im Falle einer geringen Rückkopplung, dass also die Aufspaltung zwischen den Raten

und die Verschiebung von β1 nach oben nur sehr gering ausfallen, sind die Raten β1

und β2 bei Konzentrationen entfernt vom Schnittpunkt der Raten mit den Werten

für k∆T1
= 0 vergleichbar.
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2.8.3 Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten

Durch die zeitaufgelöste Messung des Singulett-Sauerstoff-Lumineszenzsignals ste-

hen die Anstiegs- und Abklingraten kr und kd zur Verfügung, indem Gleichung

2.16 dem Messsignal angefittet wird. Um alle Raten und Ratenkonstanten zu be-

stimmen, sind drei Messreihen notwendig. Für verschiedene Farbstoff-, Sauerstoff-

und Quencher-Konzentrationen müssen die zeitaufgelösten Lumineszenzsignale auf-

genommen werden. Ein theoretisches Beispiel ist in Abbildung 2.14 dargestellt; die-

ses wurde berechnet für Raten und Ratenkonstanten von TMPyP in H2O [6].

Die Variation der Sauerstoff-Konzentration wird bei einer konstanten Farbstoff-

Konzentration durchgeführt ohne zusätzliche Quencher. Die entsprechenden Kur-

ven sind in Abbildung 2.14 A dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich die

Kurven für β1 und β2 nicht mehr kreuzen, dies resultiert aus dem nun möglichen

Energieübertrag des Singulett-Sauerstoffs auf den Farbstoff. Des weiteren entspricht

β1 bei sehr niedrigen Sauerstoff-Konzentrationen K∆ und bei sehr hohen KT1
. Für

β2 gilt der umgekehrte Fall. Im Rahmen dieser Arbeit konnte dies gezeigt werde

(Abb.4.2 in Kap. 4.2), wo es zur Vertauschung der Bedeutung kommt.

Aus der Steigung der β1-Kurve bei hohen und der β2-Kurve bei niedrigen Sauerstoff-

Konzentrationen kann die Summe (kT1O2
+kT1∆) bestimmt werden. Aus den Glei-

chungen 2.14 und 2.22 folgt, dass die Rate K∆ unabhängig von der Sauerstoff-

Konzentration ist und dadurch k∆S0
+ (k∆S0

+k∆T1
)[P] bestimmt werden kann.

Für die Rate β2 folgt bei einer Sauerstoff-Konzentration von [O2] = 0 aus Gleichung

2.13, dass sie der Rate KT1
= kT1

+ kT1S0
· [P] entspricht. Aus der Größe der Auf-

spaltung der Raten bei KT1
= K∆ kann das Produkt der Ratenkonstanten kT1∆· k∆T1

bestimmt werden.

Die Variation der Farbstoff-Konzentration bei einer konstanten Sauerstoff-Konzen-

tration und ohne dem Zusatz von quenchenden Substanzen (Abbildung 2.14 B)

liefern die y-Achsenabschnitte für [P] = 0 der Raten folgende Raten, bzw. Raten-

konstanten: KT1
= kT1

+ (kT1O2
+ kT1∆) [O2] und K∆ = k∆, wodurch sich aus den

vorher ermittelten Werten bei der Variation der Sauerstoff-Konzentration die Ra-

tenkonstanten kT1
, kT1S0

und k∆S0
+ k∆T1

ermitteln lassen.

Der Einfluss eines Quenchers (K∆Q > KT1Q) auf das Lumineszenzsignal bei einer
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konstanten Sauerstoff- und Farbstoff-Konzentration ist in Abbildung 2.14 C dar-

gestellt. Bei hohen Quencher-Konzentrationen hat β1 die Steigung k∆Q und β2 die

Steigung kT1Q. Genauso wie im Fall ohne Rücktransfer tauschen die Bedeutungen

von β1 und β2 bei niedrigen Quencher-Konzentrationen.

Ausgehend von der Bestimmung der Raten β1 und β2 können durch die Kombina-

tion aller Informationen aus den Variationen die Ratenkonstanten kT1
, kT1S0

, kT1Q,

k∆ und k∆Q bestimmt werden. Für die restlichen können nur die Summen (kT1O2
+

kT1∆, k∆S0
+ k∆T1

) oder das Produkt (kT1∆· k∆T1
) bestimmt werden. Ein Überblick

über die Vorgehensweise wird in Abbildung 2.15 vorgestellt.

Lumineszenzsignal β  ,β1 2

Farbstoff-Variation

(k     +k    )[O ]T O T ∆1 2 1 2k  +T 1

k  T 1

Sauerstoff-Variation

k  +k     [P]T T S1 1 0∆ (k    +k    )[P]∆S ∆T0 1
k  +

∆k k     +k    T O T ∆1 2 1

k    +k   ∆S ∆T0 1
kT S1 0

k    k    T ∆ ∆T1 1

Quencher-Variation

kT Q1
k ∆Q

Abbildung 2.15: Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten aus den Lumineszenz-

signalen bei der Variation der Sauerstoff-, Farbstoff- und Quencher-

Konzentration

Über die Generation und Relaxation von Singulett-Sauerstoff können aus dem Lu-

mineszenzsignal etliche Informationen gewonnen werden. Es ist jedoch nicht nur

eine genaue Betrachtung der Raten notwendig, sondern auch die Sauerstoff- und

die Quencher-Konzentration muss beachtet werden, um eine korrekte Deutung der

Werte zu ermöglichen. Abbildung 2.16 A stellt theoretisch berechnete Lumineszenz-

signale für verschieden hohe Sauerstoff-Konzentrationen dar.

So entspricht für hohe Sauerstoff-Konzentrationen (0,5 mmol/L) die Abklingrate der

Lumineszenz dem reziproken Wert der Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer und die
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Abbildung 2.16: Änderungen des zeitlichen Verlaufs der Lumineszenz-Signale für

Variationen der Sauerstoff-Konzentration (A) und der Quencher-

Konzentration rechts (B) und links (C) vom Schnittpunkt der Raten K∆

und KT1

Anstiegsrate dem reziproken Wert der Abklingdauer des Farbstoff-T1-Zustands. Mit

der Abnahme der Sauerstoff-Konzentration ändert sich die Bedeutung der Raten,

so dass bei niedrigen Konzentrationen (0,01 mmol/L) die Abklingzeit der Lumi-

neszenz der Abklingdauer des Farbstoff-T1-Zustands entspricht und die Anstiegszeit

der des Singulett-Sauerstoffs. Dabei verlängert sich die Abklingdauer des angeregten

Farbstoff-Zustands signifikant mit der Abnahme der Sauerstoff-Konzentration, da

immer weniger Sauerstoffmoleküle zur Deaktivierung zur Verfügung stehen. Eben-
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so verschiebt sich die Zeitposition des Maximums des Lumineszenzsignal zu immer

höheren Zeiten der Funktion

tmax =
lnβ1

β2

β1 − β2

(2.26)

folgend, die ebenfalls in Abbildung 2.16 A dargestellt ist. Auch bei der Variati-

on der Quencher-Konzentration muss die Sauerstoff-Konzentration beachtet wer-

den. So verkürzt sich bei einer konstant hohen Sauerstoff-Konzentrationen (Ab-

bildung 2.16 B) die Abklingdauer des Lumineszenzsignals mit steigender Quencher-

Konzentration. Hingegen verkürzt sich bei niedrigen Sauerstoff-Konzentrationen (0,01

mmol/L) (Abbildung 2.16 C) die Anstiegszeit des Signals, die in diesem Fall der Ab-

klingdauer des Singulett-Sauerstoffs entspricht. Die Abklingdauer des Signals wird

jedoch kaum beeinflusst, da sie die Abklingdauer des Farbstoff-T1-Zustands darstellt,

die durch den Quencher kaum beeinflusst wird [43].

2.9 Das Quenchen von Singulett-Sauerstoff

Im vorherigen Abschnitt wurden die Ratenkonstanten für die Generierung und De-

aktivierung von Singulett-Sauerstoff eingeführt. Dabei beschreibt k∆ die Deaktivie-

rung von 1O2 im jeweiligen Lösungsmittel und bestimmt die Lebensdauer τ∆ = 1/k∆

des Singulett-Sauerstoffs. Die Ratenkonstanten k∆S0
und k∆T1

beschreiben die De-

aktivierung durch den Singulett- und den Triplett-Zustand des Farbstoffs, k∆Q die

Deaktivierung durch einen zusätzlichen Quencher. In dieser Arbeit wird lediglich

letztere Deaktivierung durch einen zusätzlichen Quencher als ”Quenchen” bezeich-

net.

Wie bereits in früheren Arbeiten gezeigt, wird zwischen physikalischen und chemi-

schen Quenchen unterschieden [15, 34]. Dabei beschreibt in dieser Arbeit das phy-

sikalischen Quenchen die Deaktivierung des Singulett-Sauerstoffs durch einen Ener-

gieübertrag auf den Quencher, der dann relaxiert und erneut Energie vom Singulett-

Sauerstoff aufnehmen kann. Diese Art des Quenchens verkürzt die Abklingdauer des

Singulett-Sauerstoffs und wird am besten durch Natriumazid gewährleistet. Das che-

mische Quenchen beschreibt die Deaktivierung des Singulett-Sauerstoffs durch ei-

ne chemische Veränderung des Quenchers, die irreversibel ist. Dies kann durch eine
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Oxidation durch Singulett-Sauerstoff geschehen (siehe Abschnitt 2.6, Ratenkonstan-

te kOX) oder wieder durch einen Energieübertrag, der die Struktur des Quenchers

erheblich verändert, aber zu keiner Oxidation führt.

Die in dieser Arbeit verwendeten Quencher (Natriumazid, Fettsäuren und Protei-

ne) quenchen nur den Singulett-Sauerstoff und nicht oder nur kaum den Triplett-

Farbstoff-Zustand [43]. Es wird daher nur die Rate K∆ durch die verschiedenen

Quencher beeinflusst. Für Sauerstoff-Konzentrationen unter 100 µmol/L oder Natri-

umazid-Konzentrationen über 1mmol/L entspricht die Anstiegsrate β1 der Singulett-

Sauerstoff-Abklingrate K∆. Für eine bessere Übersicht werden die einzelnen Quen-

chvarianten einzeln erläutert und die Folgen für die Raten beschrieben.

Beim rein physikalischen Quenchen des Singulett-Sauerstoffs wird nur Energie vom

Singulett-Sauerstoff auf den Quencher übertragen und nur die Abklingdauer 1/K∆

verkürzt. Da sich die Sauerstoff-Konzentration nicht ändert und der Farbstoff-Triplett-

Zustand nicht gequencht wird, verändert sich die Rate KT1
nicht.

Anders sieht der Fall des chemischen Quenchens aus, bei dem der Singulett-Sauerstoff

den Quencher oxidiert und dadurch die quenchenden Eigenschaften verändert, da

der oxidierte Quencher nicht mehr in der Lage ist Singulett-Sauerstoff zu deaktivie-

ren. Die Rate K∆ steigt mit steigender Quencher-Konzentration, bei wiederholten

Messungen an der gleichen Lösung, bzw. Suspension, sinkt jedoch der Einfluß des

Quenchers auf K∆. Durch den Sauerstoff-Verbrauch während der Bestrahlung nimmt

die Rate KT1
ab, wie in Gleichung 2.13 zu erkennen ist.

Der letzte hier dargestellt Fall ist die chemische Veränderung des Quenchers, ohne

dass dabei Sauerstoff verbraucht wird. Dadurch bleibt die Rate KT1
konstant bei

der Zugabe des Quenchers und die Rate K∆ steigt mit der Quencher-Konzentration,

nimmt jedoch nach wiederholten Messungen wieder ab.

Bei den meisten Molekülen überlagern sich die verschiedenen Effekte, so dass physi-

kalisches Quenchen und Sauerstoffverbrauch nebeneinander stattfinden. Da nur ein

Teil der Aminosäuren (siehe oben) und nur die ungesättigten Fettsäuren oxidiert

werden können, sind die gesättigten Fettsäuren und die anderen Aminosäuren nur

in der Lage physikalisch oder chemisch unter Veränderung der Molekülstruktur ohne

Oxidation zu quenchen [34].
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Kapitel 3

Experimentelle Methoden und

Materialien

3.1 Versuchsaufbau und Messgeräte

Aufbau

Der zur Messung der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz verwendete Versuchsaufbau

ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die optische Anregung erfolgt durch einen linear po-

larisierten Nd:YAG-Laser (Photon Energy AWL GmbH, Ottensoos, Deutschland),

der durch Frequenz-Verdoppelung bzw. -Verdreifachung zwei separate Strahlen mit

den Wellenlängen 532 nm und 355 nm emittiert. Je nach erforderlicher Anregungs-

wellenlänge kann einer der Strahlen abgeblockt werden. Die Pulsdauer des Lasers

beträgt 70 ns mit einer Wiederholrate von 2,0 kHz. Die Energie, die pro Laserpuls

abgegeben wird, kann je nach experimentellen Anforderungen bei 532 nm von 5 bis

125 µJ bzw. bei 355 nm von 5 bis 50 µJ variiert werden. Daraus folgt bei einer

belichteten Fläche von ca. 0,2 cm2 (Laserstrahldurchmesser: 5 mm) eine maximale

durchschnittliche Intensität von 1250 mW/cm2 bzw. 500 mW/cm2.

Ein Strahlteiler (ST)lenkt einen schwachen Reflex des Laserstrahls bei 532 nm auf

eine schnelle Photodiode (818-BB-22, UV enhanced silicon PIN detector, Newport

Spectra-Physics GmbH, Darmstadt, Deutschland). Ein Pulsgenerator (TGP110, Te-

49



KAPITEL 3. EXPERIMENTELLE METHODEN UND MATERIALIEN

Detektions-

einheit

Nd:YAG-Laser

N2

77°K

Kühlsystem

1270 nm

532 / 355 nm

Photodiode

ST

US

US
Küvette

Pulsgenerator

Verstärker

KE
N2

0,2 bar

Abbildung 3.1: Versuchsaufbau zur Erzeugung von Singulett-Sauerstoff und zur Detekti-

on seiner Lumineszenz. ST = Strahlteiler, US = Umlenkspiegel, KE =

Kontrolleinheit zur Regelung der Temperatur des Detektors.

lemeter Electronic, Donauwörth, Deutschland) verlängert den elektrischen Puls der

Diode zu einem Rechteckpuls. Die abfallende Flanke des Rechteckpulses dient einer

Single-Photon-Counting-Messkarte (7886S, FAST Com Tec GmbH, Oberhaching,

Deutschland) als Startsignal zur zeitaufgelösten Messung der Lumineszenzphoto-

nen. Je zwei dielektrische Spiegel (US) lenken die Strahlen auf die zu untersuchende

Probe. Die Spiegel ermöglichen neben einem kompakten Aufbau auch die exak-

te Justierung des Laserstrahls auf das verwendete Messobjekt. Dies kann je nach

Anforderung eine Küvette aus Quarzglas sein (SUPRASIL, Typ 101-QS, Hellma

GmbH & Co. KG, Müllheim, Deutschland), die zwischen 200 nm und 2500 nm eine

Transmission von über 80% garantiert, eine Durchflussküvette aus Quarzgals oder

Probenhalter für Untersuchungen an menschlicher und tierischer Haut (Abbildung

3.2).

Linsen bilden die Lumineszenzstrahlung des in den Proben erzeugten Singulett-

Sauerstoffs auf einen Photomultiplier (R5509-42, Hamamatsu Photonics Deutsch-

land GmbH, Herrsching) ab. Um die spektrale Bandbreite der einfallenden Strah-

lung möglichst nur auf die Lumineszenzstrahlung des Singulett-Sauerstoffs zu redu-

zieren wird ein Interferenzfilter (IF) (P-E Lambda 900, LOT-Oriel GmbH & Co.

KG, Darmstadt, Deutschland) verwendet, der bei 1270,6 nm eine maximalen Trans-

50



3.1. VERSUCHSAUFBAU UND MESSGERÄTE

Abbildung 3.2: Bilder der Quarzglasküvette und der Hauthalterung mit dem durch den

Laserstrahl angeregten Bereichen

mission von 49% und eine Bandbreite von 10 nm hat. Um einen möglichst großen

Anteil der erzeugten Strahlung detektieren zu können, werden drei Sammellinsen

verwendet, die den einfallenden Strahl auf die 3x8 mm2 große aktive Fläche der

InP/InGaAsP-Kathode des Photomultipliers bündeln. Der detaillierte Aufbau der

Linsen mit dem Photomultiplier ist in Abbildung 3.3 dargestellt.

ZL1 ZL2

Küvette

Photo-

multiplier

Einhausung

IF aktive

Fläche
SL

Abbildung 3.3: Darstellung der Detektionseinheit aus Abbildung 3.1: SL = Sammellinse,

ZL1,2 = Zylinderlinsen, IF = Interferenzfilter (für versch. Wellenlängen)

Um Störungen durch Streulicht zu vermeiden schirmt eine Einhausung die gesamte

optische Anordnung ab. Ein Kühlsystem, das die aktive Fläche des Photomultipliers

auf -80◦C kühlt, verringert das thermische Rauschen, Dunkelrauschen der Halbleiter-

schicht. Dazu wird aus einem Dewargefäß mit flüssigem Stickstoff der kalte Dampf

durch Überdruck in die Kühlschlange um die Photomultiplier-Röhre gepumpt. Eine

Kontrolleinheit (KE) regelt den Durchfluss und verhindert ein zu weites Abkühlen,
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indem sie bei Bedarf den Überdruck entweichen lässt.

Um den zeitlichen Verlauf der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz zu erfassen, verwen-

det man das Verfahren des Einzelphotonenzählens (single photon counting). Dazu

vervielfacht ein Verstärker (HFAC-26GHz Wite Band Amplifier with Overload De-

tection for PMTs or MCPs, Becker & Hickl GmbH, Berlin, Deutschland) das vom

Photomultiplier detektierte Signal elektronisch und leite es an die Messkarte im

PC weiter. Die Messkarte mit einer maximalen Zeitauflösung von 1 ns misst die

Zeit zwischen dem Startsignal (dem Triggersignal der Photodiode) und dem Si-

gnal des Photomultipliers. Jedes detektierte Photon erhöht abhängig vom zeitlichen

Abstand zum Startsignal den Zähler des entsprechenden Kanals um eins. Die beob-

achtete Zeitspanne nach dem Startsignal kann durch das Produkt aus Kanalanzahl

und Kanalbreite eingestellt werden. Die Anzahl der Kanäle ist gerätebedingt auf

30000 festgelegt und abhängig von der zeitlichen Länge der Lumineszenz wählt man

eine Kanalbreite von 4 ns bzw. 16 ns. Die Einzelmessung wiederholt man je nach

Signalstärke 103 bis 105 mal und speichert die zeitlich statistische Verteilung der

gezählten Photonen zur Weiterverarbeitung in einer ASCII-Datei.

Interferenzfilter für frequenzaufgelöste Messungen

Zur einfacheren und schnelleren Durchführung frequenzaufgelöster Messungen ohne

einen Monochromator können statt dem Interferenzfilter für 1270 nm auch Interfe-

renzfilter für andere Wellenlängen in den Aufbau eingebracht werden. Eine Übersicht

über die verschiedenen Filter gibt Tabelle 3.1 mit Angabe der zentralen Wellenlänge

und der Halbwertsbreite der Filter, sowie deren Hersteller. Durch die verschiedenen

Filter lassen sich Untergrundsignale vom Messsignal abziehen oder die Lumines-

zenzsignale können auf Grund der spektralen Auflösung eindeutig als Lumineszenz

des Singulett-Sauerstoffs nachgewiesen werden, da dieser nur im Bereich von 1270

nm Strahlung emittiert. Des weiteren können mit drei Interferenzfiltern mit Halb-

wertsbreiten von 10 nm, 30 nm und 80 nm Lumineszenzsignale bei 1270 nm aufge-

nommen werden, um die Signalhöhe bei wenigen Lumineszenzphotonen zu erhöhen.

Dabei muss beachtet werden, dass sowohl die Signalstärke der Lumineszenz als auch

die Störphotonen, hervorgerufen durch den Laser oder durch Fluoreszenz, vermehrt

detektiert werden. Des weiteren kann die Verwendung von Kantenfiltern mit einer
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Absorption unterhalb von 1000 nm das Messsignal entscheidend verbessern (Ka-

pitel 6). Die Interferenzfilter wurden von den Firmen Ealing (Ealing Catalog Inc.,

Rocklin, USA), LOT-Oriel (LOT-Oriel GmbH & Co. KG, Darmstadt, Deutschland)

und bk Interferenzoptik Elektronik GmbH (Nabburg, Deutschland) geliefert. Um

die aufgenommen Lumineszenzsignale bei verschiedenen Wellenlängen vergleichen

zu können, müssen bei der Auswertung nicht nur die Transmissionskurven der Filter

berücksichtigt werden, sondern auch die Empfindlichkeit des Detektors, die nicht bei

allen Wellenlängen konstant ist. Es erfolgte daher eine Kalibrierung der Empfindlich-

keit mit eine Halogenlampe bei den verschiedenen Wellenlängen der Filter, da durch

die verschiedenen Linsen, Filter und der Empfindlichkeit des Photomultipliers eine

Berechnung der Empfindlichkeit aus den Transmissionskurven und der Detektor-

Gerätekurve zu aufwendig ist. Die spektrale Emissionsverteilung der breitbandigen

Halogenlampe ist bekannt und entspricht nahezu der eines Schwarzen Strahlers.

zentrale Wellenlänge Halbwertsbreite max. Transmission Firma

1150,1 nm 9,8 nm 45,2% Ealing

1201,6 nm 9,5 nm 38,1% Ealing

1249,7 nm 9,6 nm 45,1% Ealing

1260,1 nm 9,8 nm 42,0% LOT

1270,6 nm 10,0 nm 49,1% LOT

1280,3 nm 10,1 nm 52,1% LOT

1299,3 nm 10,6 nm 49,6% Ealing

1353,6 nm 12,1 nm 45,3% Ealing

1401,5 nm 12,7 nm 52,0% Ealing

1272,8 nm 30,5 nm 91,0% bk

1273,3 nm 86,6 nm 94,7% bk

Tabelle 3.1: Übersicht über die verwendeten Interferenzfilter

Sauerstoff-Messung durch einen optischen Sensor

Zur Bestimmung der Sauerstoff-Konzentration in den verschiedenen Lösungsmitteln

wird das Sauerstoff Messgerät MICROX TX 3 (Microsensor Oxygen Meter, PreSens
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GmbH, Regensburg, Deutschland) verwendet. Dieses misst die O2-Konzentration

mit Hilfe der Fluoreszenzabklingzeit immobilisierter Farbstoffe (Fluoreszenz lifeti-

me imaging, FLIM). Es werden die Farbstoffmoleküle in der Spitze des Messsensors

durch Lichtimpulse angeregt und durch den bei den Farbstoffmolekülen vorhandenen

Sauerstoff gequencht, dabei wird der Effekt der dynamischen Fluoreszenzlöschung

(vgl. Abbildung 3.4) ausgenutzt. Bei diesem verkürzt die Möglichkeit der Deaktivie-

rung des angeregten Farbstoffs durch einen zusätzlichen Weg, hervorgerufen durch

den Quencher (hier: Sauerstoff), die Lebensdauer des angeregten Farbstoffs und ver-

ringert somit auch die Fluoreszenzintensität [49].

1

2

Absorption von Licht
angeregter Zustand

Emmission von Licht

Energietransfer

durch Kollision
keine Emmission

von Licht

Abbildung 3.4: Prinzip der dynamischen Fluoreszenzlöschung

1. Fluoreszenz-Anregung und -Emission in Abwesenheit von Sauerstoff

2. Fluoreszenz-Anregung und dynamische Fluoreszenzlöschung in Anwe-

senheit von Sauerstoff

Das hier verwendete Gerät misst allerdings nicht die Intensität, da diese stark

von der räumlichen Verteilung des Farbstoffs und der Homogenität der Anregung

abhängt [49]. Zur Bestimmung der Konzentration des Quenchers wird der Phasen-

unterschied ∆Φ zwischen dem sinusmodulierten Anregungssignal und dem Fluores-

zenzsignal gemessen (vgl. Abbildung 3.5).

∆Φ hängt von der Fluoreszenz-Lebensdauer des Farbstoffs ab, aus der die Quencher-

Konzentration bestimmt wird. Da sich bei der dynamischen Fluoreszenzlöschung ein

Stoßkomplex aus dem angeregten Farbstoff- und dem Quencher-Molekül bildet, ist

dieser Prozess temperaturabhängig (höhere Temperatur, stärkeres Quenchen). Da-
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her muss während der Messung die Temperatur der Lösung bestimmt werden und,

um Abweichungen zu vermeiden, die Temperatur möglichst konstant gehalten wer-

den. Stimmt die Temperatur der Lösung nicht mit der durch einen externen Sensor

bestimmten überein, können sich Abweichungen bei der Konzentrationsbestimmung

des Sauerstoffs ergeben. Außerdem muss vor einer neuen Messung die Messsonde

in dem bei der Messung verwendeten Lösungsmittel kalibriert werden. Dabei wird

sowohl der Phasenunterschied als auch die Temperatur der Lösung bei Luftsättigung

der Lösung mit Sauerstoff (als 100% O2 bezeichnet) und bei kompletter Verdrängung

des Sauerstoffs durch Stickstoff in der Lösung (0% O2) bestimmt und als Vergleichs-

wert gespeichert.

Da die Farbstoffe und Glasfasern des Sensors für den Gebrauch in Wasser bestimmt

sind, tritt in anderen Lösungsmitteln eine beschleunigte Alterung der Materialien

auf. So erreicht man in Alkohol als Lösungsmittel bereits nach wenigen Messungen

die Detektionsgrenze als in Wasser; in unpolareren Lösungsmitteln wie Benzol oder

Cyclohexan ist gar keine Messung möglich.

Auf Grund der sehr stark lokalisierten Sauerstoff-Messung an der Spitze des Mess-

sensors und der Tatsache, dass sich dieser nicht im Zentrum der Anregung (zu hohe

0 90 180

Φ [°]

1

0

-1

Indikator-

Fluoreszenz

∆Φ

anregende Lichtwelle

Abbildung 3.5: Messung des Phasenunterschieds ∆Φ zwischen der anregenden Lichtwelle

und der Indikator-Fluoreszenzwelle
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Lichtintensitäten führen zu Störungen) befindet, muss bei den Messungen bedacht

werden, dass sich ein Gradient in der Sauerstoff-Konzentration einstellt (vgl. Abb.

2.12). Dieser Effekt kann zwar durch das Rühren mit einem Magnetrührer vermin-

dert werden, stellt aber dennoch eine starke Beeinträchtigung dar, da nicht am Ort

der Singulett-Sauerstoff-Erzeugung, bzw. der Triplett-Anregung des Farbstoffs die

exakte Sauerstoff-Konzentration bestimmt werden kann. Die Genauigkeit der Mes-

sungen liegt zwischen 2% und 20%, je nach O2-Konzentration in der Lösung.

Breitbandige UVA-Bestrahlung

Um Veränderungen unter Langzeitbestrahlungen mit solarer UVA-Strahlung simu-

lieren zu können wurde eine Hochleistungs-UVA-Quelle verwendet (OmniCure Se-

ries 2000, igb-tech GmbH, Friedelsheim, Deutschland). Geräteintern ist das Spek-

trum einer Quecksilberdampflampe mit 200 W Ausgangsleistung auf einen Wel-

lenlängenbereich von 320 - 390 nm eingeschränkt (Spektrum siehe Abbildung 3.6).

Mit einer maximalen Ausgangsleistung von 2,5 W ist somit eine Bestrahlung mit

einer Dosis von 1 W/cm2 einstellbar. Dabei wurde das Ende des Lichtleiters mit

einem Durchmesser von 1 cm im Abstand von ca. 2 cm von der Küvette montiert.

Die UVA Strahlung leuchtete dann ca. 2,5 cm2 der Küvette aus.
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Abbildung 3.6: Emissionsspektrum der breitbandigen UVA-Lampe OmniCure Series 2000
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3.2 Auswertung der Messergebnisse

Das Steuerungsprogramm der schnellen Messkarte speichert das durch Single-Photon-

Counting aufgenommene Messsignal als ASCII-Datei ab. Somit kann das Programm

Mathematica (Mathematica 5.2, Wolfram Research, Champaign, USA) das Mess-

signal weiterverarbeiten und auswerten. Dazu kann als erstes, je nach Qualität

und Höhe des Signals, über mehrere Kanäle aufsummiert werden, so dass eine

Zeitauflösung von 4 ns bis zu 256 ns möglich ist. Ein Aufsummieren über mehr

als 256 ns ist nicht sinnvoll, da dann die Anstiegszeit in manchen Fällen nicht mehr

bestimmt werden kann. Das Abziehen des Untergrundrauschens bringt eine weitere

Verbesserung der Auswertbarkeit des Signals. Das so bereinigte Signal kann nun

in einem selbst ausgewählten Bereich gefittet werden, wobei mittels der Levenberg-

Marquard-Fitroutine versucht wird die Abweichungen zu minimieren. Dabei passt

Mathematica die vorgegebene Funktion N∆(t) = A · (eβ2(t−t0)− e−β1(t−t0)) den Mess-

punkten an (vgl Kapitel 2.8 Gleichung 2.16) und variiert die Fitparameter A, β1, β2

und t0 so lange, bis die mittlere quadratische Abweichung zwischen den Messpunk-

ten und der Fitkurve minimal ist. Die Abbildung 3.7 zeigt ein typisches Messbeispiel

für eine Lumineszenzmessung mit der Fitkurve. Zusätzlich ist darunter die Abwei-

chung der Messpunkte von der Kurve dargestellt.

Anstelle der Raten β1 und β2 gibt das Messprogramm direkt die Zeiten tR = 1/β1

und tD = 1/β2 an, die die Anstiegs- bzw. Abklingzeit darstellen. Der Parameter t0

verschiebt den Fit horizontal bezüglich der Messkurve, um den Start des Lumines-

zenzsignals möglichst genau zu bestimmen. Das über die gefittete Kurve berechnete

Integral ist als Energie der Lumineszenz zu verstehen und dient dem Vergleich ver-

schiedener Messkurven. Zu den Messwerten und der Fitkurve ist die Abweichung der

aufgenommenen Messpunkte zur Fitkurve extra dargestellt. Die Symmetrie dieser

Abweichungen dient zur Überprüfung, ob die Parameter der Fitkurve exakt be-

stimmt wurden. Die Genauigkeit der bestimmten Raten β1 und β2 hängt von meh-

reren Faktoren ab. So entscheidet als erstes die Qualität der Einzelmessung über die

Ungenauigkeit. Je besser das Signal-Rauschverhältnis einer Messung ist, um so bes-

ser können die Fitparameter bestimmt werden. Ebenso kann eine ungünstige Wahl
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Abbildung 3.7: Messsignal von 25 µM TMPyP in EtOH bei 10% Luftsättigung. In der

Überschrift ist der Dateiname, sowie die zeitliche Auflösung angegeben (16

ns · 2). Ebenfalls angezeigt sind die Anstiegs- (tR) und Abklingzeit (tD),

die zeitliche Verschiebung (t0), sowie der Wert des Integrals (Int) über die

gefittete Kurve. Unterhalb des Messsignals ist die Abweichung der Mess-

werte von der Fitkurve dargestellt.

des Fitbereichs die Genauigkeit verringern. So sollte der Startpunkt der Fitkurve

so gewählt werden, dass die Fluoreszenz des Farbstoffs und die Störung durch den

Laserpuls bereits abgeklungen sind, aber noch genügend Messpunkte zur Verfügung

stehen um eine akzeptable Anstiegszeit zu erhalten. Für den Endpunkt der Fitkur-

ve ist zu beachten, dass er nicht zu spät gesetzt wird und dadurch ein Bereich mit

berechnet wird, in dem das Rauschen bereits die Lumineszenz überwiegt. Es sollten

aber dennoch genügend Messpunkte zur Bestimmung der Fitkurve berücksichtigt

werden. Ein weiterer zu beachtender Punkt ist, dass die angegebenen Zeiten nicht

exakter bestimmt werden können, als es die Zeitauflösung der Messkarte bzw. des

aufsummierten Signals zulassen. So liegt diese zwischen minimal 4 ns und maximal
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256 ns. Aus all diesen möglichen Fehlerquellen ergibt sich für die ermittelten Raten

eine Ungenauigkeit von 10%.

3.3 Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskopie

Um bei zellulären Strukturen den Ort der Lokalisation des Farbstoffs zu finden,

ist es zweckmäßig, ein Fluoreszenzmikroskop einzusetzen. Dabei wird der inkubier-

te Farbstoff durch Licht angeregt und die dabei entstehende Fluoreszenz räumlich

aufgenommen. Durchlichtaufnahmen dienen der Erkennung der Form des zu un-

tersuchenden Objekts. Als Fluoreszenz- bzw. Durchlichtmikroskop wurde ein Zeiss

Axiotech Mikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) verwendet, welches in Abbildung 3.8

schematisch für beide Betriebsformen dargestellt ist (optische Auflösung 1 µm). Für

die Durchlichtaufnahmen (Abbildung 3.8 A ) wird die Probe von unten mit einer

Halogenlampe durchstrahlt. Das Licht, ausgehend von der Probe, wird mit den Lin-

sen L2 und L3 auf die CCD-Kamera abgebildet und mit dem PC ausgewertet.

PC

L1 F1 Bl
F2

F3

L2

L3

Probe

dichroider
Spiegel

Lampe

CCD-
Kamera

L2

L3

Probe

CCD-
Kamera

Lampe

PC

(B) Fluoreszenzmikroskopie(A) Durchlichtmikroskopie

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung des Strahlengangs im Durchlichtmikroskop (A)

und im Fluoreszenzmikroskop (B)
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Für die Fluoreszenzaufnahmen (Abbildung 3.8 (B)) steht eine Quecksilberdampf-

hochdrucklampe (HBO) als Lichtquellen zur Verfügung. Im Strahlengang der HBO-

Lampe befand sich ein Neutralglasfilter NG-4 (F1). Mit Hilfe der Blende (Bl) ist es

möglich, den ausgeleuchteten Bildausschnitt zu verkleinern. Die Blende ist jedoch

bei allen Aufnahmen ganz geöffnet. In den folgenden Filterblock (F2) sind die zu den

Organellfarbstoffen (Farbstoffe, die Bestandteile der Zelle sichtbar machen) und zu

TMPyP bzw. XF73 passenden Anregungsfilter eingebaut. Der Anregungsfilter be-

sitzt seine höchste Transmission im Absorptionsbereich des Farbstoffs und ist sonst

nicht transmittierend. Der dichroide Strahlteilerspiegel reflektiert das gefilterte An-

regungslicht auf die Probe. Das von dort ausgehende Fluoreszenzlicht reflektiert der

Strahlteilerspiegel nicht und der Emissionsfilter (F3) trennt es spektral von Resten

des Anregungslichts und allem anderen, nicht zur Fluoreszenz des jeweiligen Farb-

stoffes gehörendem, Licht. Die so entstandenen Fluoreszenzbilder jedes Farbstoffes

werden von einer CCD-Kamera (PCO, Kelheim) aufgenommen und per Bildverar-

beitung mit den Durchlichtaufnahmen zusammengefügt.

Tabelle 3.2 gibt eine Liste der verwendeten Anregungs- und Emissionsfilter (Omega

Optical, Brattleboro, USA) sowie der dichroiden Spiegel (Omega Optical) wieder.

Die jeweilige Filterbezeichnung enthält die Zentralwellenlänge sowie die Halbwerts-

breite (z.B. hat der Filter 695AF55 eine Zentralwellenlänge von 695 nm und eine

Halbwertsbreite von 55 nm). Die Klammerwerte geben die Katalogbezeichnung des

deutschen Vertriebs durch die Firma Photomed GmbH, Seefeld an. Der Farbstoff

Hoechst 33342 ist ein Farbstoff, der sich in die DNA einlagert und somit den Zell-

kern anfärbt (vgl. Kapitel 7).

Farbstoff Anregungsfilter dichroider Spiegel Emissionsfilter

TMPyP 405DF40 (XF1008) 415DRLP (XF2059) 695AF55 (XF3076)

XF73 405DF40 (XF1008) 415DRLP (XF2059) 695AF55 (XF3076)

Hoechst 33342 365WB50 (XF1005) 400DCLP (XF2001) 450AF58 (XF3073)

Tabelle 3.2: Liste der für die Kolokalisationsaufnahmen verwendeten Anregungs- und

Emissionsfilter, sowie der dichroiden Spiegel
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3.4 verwendete Photosensibilisatoren

In der vorliegenden Arbeit dient sowohl Wasser (H2O), als auch Ethanol (C2H5OH,

EtOH) als Lösungsmittel. Daher wird der hydrophile Farbstoff XF73 in Wasser un-

tersucht, da bisher dessen Phototoxizität in Zell- und Bakterienexperimenten nach-

gewiesen wurden, jedoch die grundlegenden physikalischen Daten noch fehlen. Der

hydrophobe Farbstoff Perinaphthenon löst sich in Ethanol und sein geringes Moleku-

largewicht und seine hohe Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute machen ihn zu ei-

nem geeigneten Untersuchungsobjekt für Toxizitätsversuche. Der Farbstoff TMPyP

wurde bereits vielfach untersucht und dient in dieser Arbeit als Referenzfarbstoff.

Mit einem Einstrahl-Spektrophotometer (DU-640, Beckmann Instruments, München)

werden Transmissionsspektren der Photosensibilisatoren bei geeigneten Konzentra-

tionen aufgenommen und zu den gezeigten Absorptionswirkungsquerschnitten um-

gerechnet.

3.4.1 TMPyP

Als Referenzfarbstoff wurde 5,10,15,20-Tetrakis(1-methl-4-pyridino)-porphyrin tetra-

(p-toluenesulfonate) (TMPyP) verwendet (Abbildung 3.9). Dieser Farbstoff ist ein

schon von verschiedenen Arbeitsgruppen untersuchter Photosensibilisator auf Phor-

phirin-Basis. Das Grundgerüst dieses Farbstoffs ist ein Porphin-Ring mit der Sum-

menformel C20H14N4, der aus 4 Pyrrol-Ringe gebildet wird, die durch Methin-Grup-

pen miteinander verbunden sind. Der Porphin-Ring (Abb. 2.1 in Kapitel 2) ist ein

planares, sehr stabiles Molekül mit 9 konjugierten Doppelbindungen.

An den Ring sind in 5,10,15,20-Position je ein Pyridin-Ring mit einem positiv gelade-

nem Stickstoff-Atom kovalent gebunden. Als Reinstoff liegt das Molekül als neutrales

Salz von, da weitere 4 Toluensulfonate als Anionen angelagert sind.

TMPyP löst sich sowohl in Wasser, als auch in Ethanol und kann daher in beiden

Lösungsmitteln verwendet werden. Abbildung 3.10 zeigt die Absorptionsspektren

von TMPyP in beiden Lösungsmitteln. Die Spektren zeigen kaum eine Abhängigkeit

vom Lösungsmittel, insbesondere bei der Anregungswellenlänge von 532 nm ist der

Absorptionswirkungsquerschnitt nahezu identisch bei (3,5 ± 0,3) · 10−17 cm2. Die
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Abbildung 3.9: Strukturformel von TMPyP

Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute Φ∆ beträgt 0,77 ± 0,04 [9]. Der Farbstoff mit

einer molaren Masse von 1363,63 g/mol wurde mit einer Reinheit von 97% von

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.
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Abbildung 3.10: Absorptionswirkungsquerschnitt von TMPyP gelöst in Wasser und Etha-

nol
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3.4.2 XF73

XF73 ist ein synthetischer, neu entwickelter Farbstoff, der von der Firma Desti-

ny Pharma aus Brington, England bezogen und von Xiangdong Feng synthetisiert

wurde. In unserer Arbeitsgruppe ergaben sich bereits erste Hinweise auf die Pho-

totoxizität und die bessere Aufnahme des Farbstoffs von Bakterien und Zellen. Im

Gegensatz zu TMPyP binden sich an den Porphin-Ring nur in 5,15-Position zwei

identische Substituenten kovalent. Die Substituenten sind Phenyl-Propyl-Ether mit

einem endständigen quartären Ammonium. Das Gegenion ist Chlorid.

 

+

Cl-

O

N

O

N

NNH

NHN

+

Cl-

Abbildung 3.11: Strukturformel von XF73

In Abbildung 3.11 ist die Strukturformel von XF73 dargestellt. Die zwei Sauerstoff-

atome in den Ether-Bindungen und die positiv geladenen Stickstoffatome sorgen

für eine gute Löslichkeit in Wasser. Abbildung 3.12 zeigt den Absorptionswirkungs-

querschnitt von XF73 in Wasser, aufgenommen bei Farbstofflösungen mit Konzen-

trationen von 10 µmol/L und 500 µmol/L. Zu erkennen ist die ausgeprägte Soret-

Bande des Porphin-Gerüstes bei 400 nm und die schwächeren Q-Banden im sichtba-

ren Bereich, außerdem die Veränderungen des Absorptionswirkungsquerschnitts bei

höheren Konzentrationen. Bei der Anregungswellenlänge von 532 nm besitzt XF73

einen Absorptionswirkungsquerschnitt von 2,3· 10−17cm2 bei 10 µmol/L und von

1,6· 10−17 bei 500 µmol/L. Die molare Masse von XF73 beträgt 694,93 g/mol. Die

Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute Φ∆ beträgt 0,57 ± 0,06.
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Abbildung 3.12: Absorptionswirkungsquerschnitt von XF73 in Wasser mit Konzentratio-

nen von 10 µmol/L und 500 µmol/L

3.4.3 Perinaphthenon

Perinaphthenon (PN) ist ein aromatisches Keton bestehend aus 3 aromatischen Rin-

gen (Abb. 3.13). Ketone besitzen einen ersten angeregten Singulett-Zustand und

darunter liegende Triplett-Zustände mit unterschiedlichen elektronischen Konfigu-

rationen ππ∗ oder nπ∗. Auf Grund eines sehr schnellen Intersystem Crossings fluo-

reszieren diese Farbstoffe nicht und bevölkern das Triplett-Niveau innerhalb von

Nanosekunden mit einer Effektivität von ca. 100% [59].

O

Abbildung 3.13: Strukturformel von PN

Die Effektivität des Energietransfers von einem Triplett-Zustand des Ketons auf

den Grundzustand des Sauerstoffs ist stark von dem elektronischen Charakter des

Triplett-Zustands abhängig. Ist der niedrigste besetzte Triplett-Zustand ππ∗, so wird

zu 90-100% Singulett-Sauerstoff erzeugt, während der Wert bei nπ∗ auf 25-35% fällt.

Es konnte gezeigt werden, dass der niedrigste Triplett-Zustand von PN eine ππ∗ Elek-

tronenkonfiguration aufweist [61]. Dies erklärt die hohe Singulett-Sauerstoff Quan-
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tenausbeute Φ∆ von PN in Benzol (Φ∆ = 0,94) und in Methanol (Φ∆ = 0,97) [59].

PN gehört somit zu den effizientesten Photosensibilisatoren bei der Erzeugung von

Singulett-Sauerstoff und findet daher oft als Referenzfarbstoff für andere Photosen-

sibilisatoren Verwendung.

Wie in Abbildung 3.14 zu erkennen ist, absorbiert Perinaphthenon nur bis zu einer

Wellenlänge von ca. 450 nm. Der Absorptionswirkungsquerschnitt bei 355 nm be-

trägt 0,45·10−16cm2. Das nahezu unpolare PN mit einer molaren Masse von 180,21

g/mol löst sich nicht in Wasser. Es wurde von Acros Organics (Belgien) mit einer

Reinheit von 97% bezogen.
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Abbildung 3.14: Absorptionswirkungsquerschnitt von PN in Ethanol
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Kapitel 4

Singulett-Sauerstoff-Interaktion in

reinen Lösungen

Zu Beginn dieser Arbeit werden nur die einfachsten Systeme bestehend aus einem

Photosensibilisator in einem Lösungsmittel betrachtet. Es werden dabei drei unter-

schiedliche Farbstoffe untersucht. Ausgewählt wurden Perinaphthenon und XF73,

da diese beiden auf Grund ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften, wie

Molekülgröße oder Polarität, besonders geeignet sein sollten, um als Photosensibi-

lisator zur Inaktivierung von Bakterien eingesetzt zu werden. Als Referenzfarbstoff

wurde TMPyP eingesetzt, dessen Eigenschaften schon des öfteren untersucht wur-

den und bisher keine negative Effekte, wie Eigenquenchen oder Ausbleichen unter

Bestrahlung, beobachtet wurden [9].

Es werden die physikalischen Eigenschaften der verschiedenen Farbstoffe bestimmt

und deren Verhalten beim Variieren der Farbstoff-, Sauerstoff- oder Quencher-Kon-

zentration. Diese Messungen liefern die grundlegenden Daten und dienen als Ver-

gleichswerte für weitere Untersuchungen, bei denen Biomoleküle oder Mikroorganis-

men in die Lösung eingebracht werden.

Von den drei verschiedenen Farbstoffen wurden Stammlösungen mit einer Photosen-

sibilisator-Konzentration von 1 mmol/L hergestellt. Dazu wurden die benötigten

Stoffmengen mit einer Analysewaage (Sartorius CP 225 D) abgewogen und die not-

wendigen Mengen vonWasser oder Ethanol zugegeben. Um die Farbstoffe vollständig
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aufzulösen wurden sie für 10 Minuten in ein Ultraschallbad (Qualilab, USR 30H)

gestellt. Durch serielle Verdünnungsreihen wurden dann die gewünschten Farbstoff-

Konzentrationen hergestellt. Es wurden immer reine Lösungsmittel verwendet, da

die Raten und Ratenkonstanten lösungsmittelabhängig sind und daher in Ethanol-

Wasser-Gemischen nur Mittelwerte von den Werten in reinen Lösungsmittel ge-

messen werden können. Auf Grund der Kalibrierung des Sauerstoff-Sensors bei

Luftsättigung und bei 0% Sauerstoff kann in Lösungsmittelgemischen die Sauerstoff-

Konzentration nicht bestimmt werden, da der Absolutgehalt an Sauerstoff (100%

Sauerstoff) für Gemische nicht bekannt ist.

4.1 Lumineszenzsignale

In Abbildung 4.1 sind exemplarisch die Lumineszenzsignale von TMPyP in Wasser

und Ethanol dargestellt. Die Anregung erfolgte durch einen Laserpuls bei 532 nm

mit einer durchschnittlichen Leistung von 70 mW und wurde 4·104 mal mit einer

Frequenz von 2,0 kHz wiederholt (35 µJ pro Puls). Die Farbstoff-Konzentration be-

trägt in beiden Lösungen 50 µmol/L.

Abbildung 4.1 A zeigt das Lumineszenzsignal bei 1270 nm von TMPyP in Was-

ser und die absolute Abweichung der Messpunkte von der Fitkurve. Die Sauerstoff-

Konzentration in der Lösung beträgt 270 µmol/L und entspricht 100% Luftsättigung

in Wasser [5], die sich bei 1013 mbar einstellt. Das Luminszenzsignal zeigt sowohl

einen exponentiellen Anstieg, als auch ein exponentielles Abklingen. Auf Grund

der logarithmischen Auftragung ergeben sich für den Anstieg und das Abklingen

der Lumineszenz Geraden; durch die Summe beider Exponentialfunktionen ergibt

sich ein charakteristisches Maximum der Lumineszenz [9]. Aus dem angepassten

Fitkurven lassen sich mit Hilfe der Gleichung 2.16 aus Kapitel 2.8 die Anstiegs-

und Abklingzeit der Lumineszenz bestimmen. Die Anstiegszeit, die in diesem Fall

der Abklingdauer des T1-Zustands des Farbstoffes TMPyP in Wasser ohne weitere

Zusätze entspricht, beträgt τR = (2,0 ± 0,2) µs. Hierbei ist die Qualität des Lu-

mineszenzsignals äußerst massgebend für die Genauigkeit, mit der die Anstiegszeit

bestimmt werden kann. Je besser das Signal/Rausch-Verhältnis und je geringer die
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Abbildung 4.1: Lumineszenzsignal von 50 µmol/L TMPyP in Wasser (A) und Ethanol

(B) mit den zugehörigen Anstiegs- (tR) und Abklingzeiten (tD) und dem

Integral über die Fitkurve, sowie der absoluten Abweichung zwischen den

Messpunkten und der Fitkurve

Störung durch Fluoreszenz oder Phosphoreszenz des Farbstoffs, desto besser kann

die Anstiegszeit ermittelt werden. Die Abklingdauer τD = (3,5 ± 0,3) µs entspricht

in diesem Fall der Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer in Wasser ohne Quencher und

stimmt gut mit den bekannten Literaturwerten überein (3,1-4,2 µs [77]).

Das Lumineszenzsignal von 50 µmol/L TMPyP in Ethanol bei Luftsättigung ist

in Abbildung 4.1 B zu sehen. In Ethanol beträgt der Sauerstoffgehalt bei 100%

Luftsättigung 1850 µmol/L [27]. Dieser erhöhte Sauerstoffgehalt spiegelt sich deut-

lich in der verkürzten Anstiegszeit des Lumineszenzsignals wieder, die bei TMPyP in

Ethanol (0,4 ± 0,04) µs beträgt. Die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer ist stark vom

Lösungsmittel abhängig und steigt in deuterierten oder unpolaren Lösungmitteln

an. So beträgt die Abklingdauer des Singulett Sauerstoffs in Abbildung 4.1 B τD =

(14 ± 1) µs. Im Rahmen der Messgenauigkeit stimmt dieser Wert gut mit den vor-

handenen Literaturwerten für Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten in Ethanol überein

(10-16 µs [77]).

Da beide Signale bei den gleichen Bedingungen (Anzahl der Laserpulse, Laserleis-

tung, Farbstoff-Konzentration) aufgenommen wurden, zeigt sich, dass durch die
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längere Singulett-Sauerstoff-Lebensdauer und die erhöhte Sauerstoff-Löslichkeit in

Ethanol die Signalhöhe um einen Faktor 5 ansteigt. Das Integral über die Gesamt-

zahl der detektierten Lumineszenzphotonen steigt sogar um den Faktor 14.

4.2 Nachweismethoden

Es gibt verschiedene Nachweismethoden um sicher zu gehen, dass die detektierten

Signale der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz entsprechen und es sich nicht um die

Phosphoreszenz des Farbstoffs oder um ein Störsignal handelt.

4.2.1 Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten

So bietet es sich bei Lumineszenzsignalen mit einem hohen Signal/Rausch-Verhältnis

an, die Abklingdauer mit den bekannten Werten aus der Literatur zu vergleichen.

In Tabelle 4.1 sind die Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten in verschiedenen Lösungs-

mitteln angegeben.

Lösungsmittel 1O2-Abklingzeit [µs] Zitat

H2O 3,5 ± 0,5 [5]

3,1 - 4,5 [77]

EtOH 14 ± 2 [5]

10 - 16 [77]

EtOD 30 ± 1 [77]

D2O 67 ± 3 [18]

Benzol 31 ± 2 [77]

Cyclohexan 23 ± 3 [77]

Aceton 38 - 54 [77]

Methanol 10 ± 1 [77]

Tabelle 4.1: Übersicht über die Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten in verschiedenen

Lösungsmitteln
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Es muss allerdings darauf geachtet werden, dass die bestimmten Abklingzeiten auch

tatsächlich der Singulett-Sauerstoff-Lebensdauer entsprechen. Da die Singulett-Sauer-

stoff-Abklingdauer 1/K∆ wie bereits im theoretischen Teil dieser Arbeit beschrieben

nach

K∆ := k∆ + (k∆S0
+ k∆T1

)[P ] + k∆Q[Q] (4.1)

unabhängig vom Sauerstoffgehalt der Lösung ist, muss sie bei einer Variation der

Sauerstoff-Konzentration konstant bleiben. Da jedoch nach

KT1
:= kT1

+ (kT1O2
+ kT1∆)[O2] + kT1S0

[P ] + kT1Q[Q] (4.2)

bei geringen Sauerstoff-Konzentrationen die Abklingdauer des Farbstoff-Triplett-

Zustands 1/KT1
länger sein kann als die Dauer der Singulett-Sauerstoff-Deaktivierung,

vertauscht die Bedeutung der Raten β1 und β2 und die Anstiegszeit des Lumineszenz-

signals entspricht der Singulett-Sauerstoff-Abklingzeit. Ein Beispiel ist in Abbildung

4.2 dargestellt. Hier ist das Lumineszenzsignal von 50 µmol/L TMPyP in Wasser
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Abbildung 4.2: Lumineszenzsignal von 50 µmol/L TMPyP in Wasser bei 100%

Luftsättigung und bei 20% Luftsättigung. Die Singulett-Sauerstoff-

Abklingzeit von ca. 3,5 µs wurde dabei einmal beim Abklingen der Lumi-

neszenz (100% Luftsättigung, A) und einmal im Anstieg der Lumineszenz

(20% Luftsättigung, B) detektiert.
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bei 100% Luftsättigung und bei 20% Luftsättigung gezeigt. Die bekannte Singulett-

Sauerstoff-Abklingzeit von (3,5 ± 0,3) µs ist dabei einmal in der Abklingzeit (100%

Luftsättigung, Abb. 4.2 A) und einmal in der Anstiegszeit (20% Luftsättigung, Abb.

4.2 B) wiederzufinden.

4.2.2 Spektrale Auflösung

Eine weitere Nachweismöglichkeit bietet die spektral aufgelöste Messung der zeit-

lich aufgelösten Lumineszenzsignale bei verschiedenenWellenlängen (“Wellenlängen-

scan“). Die maximale Übergangswahrscheinlichkeit zwischen 1∆g und 3Σ−

g liefert

eine maximale Signalintensität der Lumineszenz für Wasser bei 1268 nm (0,98 eV)

oder für Ethanol bei 1274 nm (0,975 eV), je nach Polarität des Lösungsmittels [5].

Abbildung 4.3 zeigt einen sogenannten Wellenlängenscan von 50 µmol/L TMPyP

in Wasser und in Ethanol. Für die einzelnen Wellenlängen werden alle Lumines-

zenzphotonen, abzüglich des Laserpeaks, der zeitaufgelösten Messungen numerisch

aufintegriert und gegen die Wellenlänge des verwendeten Filters aufgetragen, wobei

die Werte mit einem an die Transmission des jeweiligen Interferenzfilters angepass-

ten Faktor korrigiert werden. Anschließend wird durch eine Fitroutine eine Lorentz-

kurve durch die Messpunkte gelegt, wobei eine homogene Linienverbreiterung an-

genommen wird. Für den Fall einer detektierten Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz

in Wasser liegt dann ein Maximum im Bereich von 1270 nm vor, wohingegen für

die Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff in Ethanol das Maximum zwischen 1270

nm und 1280 nm liegt. Als Kontrolle dienen Untersuchungen der Lumineszenz bei

Lösungen, die weniger als 0,1% Sauerstoff enthalten. Bei diesen sollte dann das vor-

her ausgeprägte Maximum in Abhängigkeit der O2-Konzentration kleiner werden

oder gänzlich verschwinden.
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Abbildung 4.3: Wellenlängenscan von 50 µmol/L TMPyP in Ethanol (schwarz) und in

Wasser (grün); rote Kurve: 50 µmol/L TMPyP in Wasser mit weniger als

0,1% Sauerstoff

4.2.3 Kombination aus zeitlich und spektral aufgelösten Mes-

sungen

In Abbildung 4.4 sind dreidimensionale Bilder aus der Kombination aus Wellenläng-

enscans und zeitaufgelösten Messungen gezeigt. Diese dreidimensionale Darstellung

wird als sogenannter ”3D-Fingerprint” bezeichnet und stellt durch die Kombina-

tion von Abklingzeit und Lumineszenzmaximum einen eindeutigen Nachweis von

Singulett-Sauerstoff dar. Diese Darstellung ist insbesondere in komplexen Umgebun-

gen von Singulett-Sauerstoff, wie in Zellen, von Bedeutung. In der Abbildung 4.4

sind die Kombinationen der Wellenlängenscans und der Abklingzeit für 50 µmol/L

TMPyP in Wasser (A) in Ethanol (B) dargestellt. Deutlich ist die längere Abkling-

zeit zu erkennen, das höhere Lumineszenzsignal und die Verschiebung des Maximums

zu längeren Wellenlängen in Abbildung B.
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Abbildung 4.4: 3D-Fingerprint der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz generiert durch 50

µmol/L TMPyP in Wasser (A) und Ethanol (B); zu erkennen ist die

Verschiebung des Lumineszenzmaximums und die längere Abklingdauer in

Abb. B

4.2.4 Quenchen

Die Zugabe von verschiedenen Quenchern stellt eine weitere Möglichkeit dar die

Lumineszenz dem Singulett-Sauerstoff zuzuordnen. So kann durch den Einsatz von

Natriumazid NaN3, ein typischer Singulett-Sauerstoff-Quencher, die Lebensdauer

von 1O2 in Lösungen verkürzt werden [43].

In Abbildung 4.5 A ist ein Lumineszenzsignal von 50 µmol/L TMPyP in Wasser

bei 80% Luftsättigung dargestellt; daneben in Abbildung 4.5 B die Lumineszenz der

gleichen Lösung mit 2 mmol/L NaN3. Die
1O2-Abklingdauer verkürzt sich von 3,5

µs auf 0,67 µs.

Die Farbstoff-Triplett-Lebensdauer wird kaum durch Natriumazid gequencht, so

dass die Triplett-Abklingzeit konstant bei 2,4 µs bleibt. Dies zeigt einen Vorteil

von NaN3 gegenüber anderen Quenchern, da dies hauptsächlich 1O2, aber kaum

Triplett-Farbstoff-Zustände beeinflusst [43].
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Abbildung 4.5: Lumineszenzsignale von 50 µmol/L TMPyP bei einer Sauerstoff-

Konzentration von 216 µmol/L ohne (A) und mit (B) 2 mmol/L Natriu-

mazid

4.3 Singulett-Sauerstoff in Wasser

Die ersten zwei untersuchten Systeme sind Farbstoff-Wasser-Gemische. Dazu wurden

die beiden wasserlöslichen Porphyrine XF73 und TMPyP verwendet und ihre Raten

und Ratenkonstanten bestimmt. Alle ermittelten Raten und Ratenkonstanten aus

den Farbstoff-Wasser-Gemischen wurden in Abschnitt 4.5 noch einmal tabellarisch

zusammengefasst und mit den weiteren ermittelten Raten aus Farbstoff-Ethanol-

Gemischen verglichen.

4.3.1 XF73 in Wasser

Die Lumineszenzsignale des Singulett-Sauerstoffs, der durch XF73 generiert wur-

de, wurden als erstes untersucht. Es wurden dabei aus verschiedenen Einzelmes-

sungen der Lumineszenz die Anstiegs- und Abklingraten bei unterschiedlichen Be-

dingungen, hervorgerufen durch Variation der Farbstoff-, Sauerstoff- oder Quencher-

Konzentration, bestimmt. Diese wurden dann als Stern-Volmer-Plot aufgetragen und

75



KAPITEL 4. SINGULETT-SAUERSTOFF-INTERAKTION IN REINEN
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mit mathematisch berechneten Kurven für β1 und β2 (vgl. Kapitel 2.8), deren Raten

und Ratenkonstanten experimentell bestimmt wurden, verglichen. Dabei stellen die

durchgezogenen Linien den Fall mit Rückkopplung vom Singulett-Sauerstoff auf den

Triplett-Farbstoff-Zustand dar, die gestrichelten Linien dem Fall ohne Rückkopplung

(vgl. Kapitel 2.8). Aus den Raten β1 und β2 lassen sich dann mit den Gleichungen

2.13 bis 2.15 die Raten KT1
und K∆ ermitteln, die die verschiedenen Raten und

Ratenkonstanten zusammenfassen.

Die Einzelmessungen bestehen aus 40.000 Laserpulsen. Die Kanalbreite der Mess-

karte betrug 4 ns und es wurden immer 8 Kanäle aufsummiert, womit sich eine

zeitliche Auflösung von 32 ns ergibt. Der Laser hatte eine Ausgangsleistung von 100

mW bei 532 nm und eine Wiederholfrequenz von 2,0 kHz

Variation der Sauerstoff-Konzentration

Die Einzelmessungen mit unterschiedlichen Sauerstoff-Konzentrationen wurden bei

einer Farbstoff-Konzentration von konstant 50 µmol/L XF73 ohne zusätzliche Quen-

cher durchgeführt. Beginnend bei einer luftgesättigten Lösung mit 270 µmol/L Sau-

erstoff wurde der Sauerstoff-Gehalt durch das Durchleiten von gasförmigen Stickstoff

schrittweise verringert.

Durch die Variation der Sauerstoff-Konzentration konnten die sauerstoff-abhängigen

Raten und Ratenkonstanten ermittelt werden. Dazu wurden bei jeder Einzelmessung

die Anstiegs- und Abklingraten bestimmt und bei der entsprechenden Sauerstoff-

Konzentration aufgetragen. Anschließend wurden die analytisch berechneten Raten

β1 und β2 als Fitkurven eingezeichnet, so dass sich die in Abbildung 4.6 gezeigte

Darstellung ergibt mit einem vergrößerten Ausschnitt zwischen 70 und 170 µmol/L

Sauerstoff.

Für die mit dem O2-Sensor gemessene Sauerstoff-Konzentration wird ein Fehler von

2% angenommen, für die Anstiegs- und Abklingraten ein Fehler von 15%. Aus der

Abbildung 4.6 kann der Schnittpunkt der Raten KT1
und K∆,oR bestimmt werden

und liegt bei einer Sauerstoff-Konzentration von [O2] = (0,11 ± 0,02) mmol/L.
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Abbildung 4.6: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Sauerstoff-

Konzentration bei 50 µmol/L XF73 in Wasser

Für die nicht von der Sauerstoff-Konzentration abhängige Rate K∆ ergibt sich:

K∆([O2] = 0mmol/L) = k∆ + (k∆S0
+ k∆T1

) · 0, 05mmol/L = 0, 28µs−1;

und durch die Extrapolation der Anstiegsrate β2 auf die y-Achse (kein Sauerstoff in

der Lösung) erhält man:

KT1
([O2] = 0mmol/L) = kT1

+ kT1S0
· 0, 05mmol/L = 0, 03µs−1.

Rechts vom Schnittpunkt, also bei hohen O2-Konzentrationen, lässt sich die Stei-

gung der Rate β1 (entspricht KT1
) durch kΣT1O

= kT1O2
+ kT1∆ = (2,25 ± 0,3)

µs−1 mmol−1· L angeben. Die Summe der Ratenkonstanten beschreibt die Deak-

tivierung des Farbstoff-T1-Zustands durch molekularen Sauerstoff ohne und mit

der Erzeugung von Singulett-Sauerstoff. Bereits bei der Variation der Sauerstoff-

Konzentration ist durch die geringe Aufspaltung zwischen den Raten β1 und β2

ersichtlich, dass auch im Rahmen der Fehlertoleranz kein oder nahezu kein Ener-

gierücktransfer von Singulett-Sauerstoff auf den Triplett-Zustand des Farbstoffs statt-

findet. An dieser Stelle kann daher nur eine Obergrenze für das Produkt kT1∆·k∆T1
<

0,002 µs−2· mmol−2· L2 angegeben werden.

Variation der Farbstoff-Konzentration

Zur Ermittelung der farbstoffabhängigen Raten und Ratenkonstanten wurden die

XF73-Lösungen mit Farbstoff-Konzentrationen von 1 µmol/L bis 500 µmol/L un-
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tersucht. Dabei wurden bei jeder Farbstoff-Konzentration zwei Lumineszenzsigna-

le aufgenommen mit unterschiedlichen Sauerstoff-Konzentrationen, die so gewählt

wurden, dass auf beiden Seiten des Schnittpunkts aus Abbildung 4.6 Werte gemes-

sen wurden. Die gewählten Sauerstoff-Konzentrationen betrugen 216 µmol/L (80%

Luftsättigung) und 81 µmol/L (30% Luftsättigung), zusätzliche Quencher wurden

nicht hinzu gegeben.

In Abbildung 4.7 sind die Raten bei verschiedenen Farbstoff-Konzentrationen bei

beiden Sauerstoff-Konzentrationen dargestellt. Dabei ist im Bereich kleiner Farbstoff-

Konzentrationen die Abweichung von der theoretisch ermittelten Kurve größer,

da auf Grund des niedrigeren Signal/Rausch-Verhältnisses die Lumineszenzsigna-

le schlechter ausgewertet werden können.
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Abbildung 4.7: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der XF73-

Konzentration bei 80% (A) und 30% (B) Sauerstoff-Luftsättigung in Was-

ser

Bei einem Sauerstoffgehalt von 80% der Luftsättigung (216 µM) lässt die Varia-

tion der Farbstoff-Konzentration erkennen, dass die Messwerte für die Anstiegs-

und Abklingraten β1 und β2 auf einer waagrechten Geraden (Steigung < 0,001) zu

liegen kommen. Damit sind sowohl KT1
, welches der Anstiegsrate β1 entspricht,

als auch K∆, das der Abklingrate β2 entspricht, unabhängig von der Farbstoff-

Konzentration. Außerdem liegen die meisten Punkte innerhalb der Fehlertoleranz

auf der durchgezogenen Linie, lediglich bei geringen Farbstoff-Konzentrationen ist

die Abweichung größer. Daraus lässt sich folgern, wie bereits bei der Variation der
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Sauerstoff-Konzentration gezeigt, dass entweder kein oder nur ein sehr geringer Ener-

gierücktransfer stattfindet und sowohl der angeregte Farbstoff-Triplett-Zustand, als

auch der Singulett-Sauerstoff-Zustand nicht durch den Farbstoff gequencht werden.

Mit den ermittelten Daten ergibt sich für

KT1
([P ] = 0mM) = kT1

+ (kT1O2
+ kT1∆) · 0, 216mM = 0, 526µs−1

und für

K∆([P ] = 0mM) = k∆ = 0, 28µs−1.

Für kT1
ergibt sich mit kΣT1O

= (2,25 ± 0,3) µs−1 mmol−1· L ein Wert von (0,04 ±
0,01) µs−1, was einer Lebensdauer des T1-Zustands von (25 ± 5) µs entspricht. Für

die Rate der Singulett-Sauerstoff-Deaktivierung ergibt sich k∆ = (0,28 ± 0,01) µs−1

und somit eine Singulett-Sauerstoff-Lebensdauer von (3,6 ± 0,1) µs .

Ebenso wie bei 80% der Luftsättigung stellten sich bei 30% Werte für β1 und β2 als

unabhängig von der Farbstoffkonzentration dar und für die Extrapolation auf die

y-Achse folgt:

KT1
([P ] = 0mM) = kT1

+ (kT1O2
+ kT1∆) · 0, 081mM = 0, 222µs−1

wodurch wieder ein Wert von (0,04 ± 0,01) µs−1 für kT1
berechnet werden kann.

Variation der Quencher-Konzentration

Durch den Einsatz von Natriumazid als Singulett-Sauerstoff-Quencher kann die

Abhängigkeit der Lebensdauer des Triplett-Farbstoff-Zustands und des Singulett-

Sauerstoffs von der Quencher-Konzentration ermittelt werden. Dazu wurde bei ei-

ner konstanten Farbstoff-Konzentration von 50 µmol/L XF73 die Natriumazid-

Konzentration schrittweise von 0 µmol/L bis 1000 µmol/L erhöht. Ebenso wie bei der

Farbstoff-Variation wurde wieder bei zwei verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen

gemessen, diesmal bei 216 und 54 µmol/L (Abb. 4.8).

Für das Quenchen des Farbstoff-T1-Zustands ist die Ratenkonstante kT1Q und für

das Quenchen von Singulett-Sauerstoff ist k∆Q verantwortlich. Für die Deaktivie-

rungsrate des T1-Zustands gilt

KT1
= kT1

+ (kT1O2
+ kT1∆) · 0, 0216mM + kT1S0

· 0, 05mM + kT1Q[Q]
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Abbildung 4.8: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Natriumazid-

Konzentration bei 50 µmol/L XF73 bei 80% (A) und 20% (B) Sauerstoff-

Luftsättigung in Wasser

und für die Deaktivierung des Singulett-Sauerstoffs lässt sich die Rate zu

K∆ = k∆ + (k∆S0
+ k∆T1

) · 0, 05mM + k∆Q[Q]

bestimmen. Bei der höheren Sauerstoff-Konzentration entspricht im Bereich hoher

NaN3-Konzentrationen die Rate β1 der Rate K∆, die eine Steigung von k∆Q hat. β2

entspricht der Rate KT1
und hat eine Steigung von kT1Q. Aus den Fitkurven in den

Abbildungen 4.8 A und B lässt sich auch hier erkennen, dass kein Energietransfer von

dem Triplett-T1-Zustand des Farbstoffs auf den Quencher stattfindet. Somit folgt,

dass kT1Q = 0 ist und dadurch KT1
unabhängig von der Quencher-Konzentration

ist. Bei K∆ findet sich die erwartete Abhängigkeit von der Quencher-Konzentration

und die quencherabhängige Ratenkonstante lässt sich bestimmen zu k∆Q=(0,5 ±
0,1) µs−1· mmol−1· L (Literatur: 0,58 ± 0,03 [23]). Eine Erhöhung der Quencher-

Konzentration wirkt sich insofern auf K∆ aus, dass sich die Abklingdauer von 1O2

mit zunehmender Quencher-Konzentration verkürzt, da der 1O2-Zustand schneller

deaktiviert wird. Wie bei der Variation der Sauerstoff-Konzentration klar ersicht-

lich, lässt sich bei der Variation der Quencher-Konzentration zumindest vermuten,

dass kein Energierücktransfer vorliegt. Jedoch sind auf Grund des Quenchens durch

NaN3 die Lumineszenzsignale schwächer und damit schlechter auszuwerten. Außer-

dem bilden die Variationen der Farbstoff-, Sauerstoff- und Quencher-Konzentration

ein gekoppeltes System, weswegen die Messpunkte zum Teil von den gefitteten Mess-
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kurven abweichen. Bei der Auswertung muss abgewogen werden, welche Fitparame-

ter man wählt, um möglichst alle Datenpunkte aus den Lumineszenzmessungen mit

dem Graphen der analytischen Lösung des Verlaufs der Raten KT1
und K∆ (siehe

Gln. 2.13 und 2.14) innerhalb der Fehlertoleranz zu erreichen. Aus diesem Grund

liegt die gemessene Abklingrate K∆ bei der Variation der Quencher-Konzentration

bei [O2] = 216 µM oberhalb der theoretisch berechneten Kurve. Eine Änderung

der Fitparameter beeinflusst ebenso die berechneten Kurven bei der Variation der

Sauerstoff- und Farbstoff-Konzentration. Eine Zusammenfassung aller Raten und

Ratenkonstanten des Photosensibilisators XF73 in Wasser findet sich in Abschnitt

4.5.

4.3.2 TMPyP in Wasser

Da bei den weiterführenden Messungen der Einfluss des Farbstoffs auf die physi-

kalischen und biologischen Eigenschaften, wie Sauerstoffverbrauch und Toxizität,

ermittelt wurde, wurden hier die Ergebnisse aus den Lumineszenzmessungen mit

einem Referenzfarbstoff dargestellt. Deshalb wurden die gleichen Messungen wie bei

XF73 mit dem wasserlöslichen Farbstoff TMPyP durchgeführt. Im Unterschied zu

XF73 ist der Wirkungsquerschnitt von TMPyP konzentrationsunabhängig und die

positiven Ladungen befinden sich an anderen Stellen als bei XF73. Wie bei XF73

wurde kein Ausbleichen des Farbstoffes festgestellt. Die Auswertung der Raten und

Ratenkonstanten erfolgt nach den selben Gleichungen wie bei XF73.

Variation der Sauerstoff-Konzentration

Die Variation der Sauerstoff-Konzentration zwischen 0 und 270 µmol/L erfolgt wie-

der durch das Durchleiten von Stickstoff durch die Lösung. Die Einzelmessungen

wurden bei einer Farbstoff-Konzentration von 25 µmol/L TMPyP durchgeführt.

Der Farbstoff TMPyP wurde mit 100.000 Laserpulsen bei einer Laserleistung von

100 mW angeregt. Die ermittelten Raten β1 und β2 sind wieder wie bei XF73 auf-

getragen (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Sauerstoff-

Konzentration bei 25 µmol/L TMPyP in Wasser

Aus den in Abbildung 4.9 dargestellten Werten und den zugehörigen Fitkurven lässt

sich folgern:

• im Rahmen der Fehlertoleranzen kann nicht entschieden werden, ob ein Ener-

gierücktransfer von Singulett-Zustand des Sauerstoffs auf den Triplett-Zustand

des Farbstoffs erfolgt. Es ergibt sich eine Obergrenze für (kT1∆·k∆T1
) < 0,08

µs−2·mmol−2· L2

• aus der Steigung von KT1
ergibt sich

kΣT1O
= (kT1O2

+ kT1∆) = (1,9 ± 0,1) µs−1· mmol−1·L

• die Extrapolation auf die Sauerstoff-Konzentration [O2] = 0 ergibt

kT1
+ kT1S0

· 25 µmol/L = (0,007 ± 0,001) µs−1 und

k∆ + (k∆S0
+ k∆T1

) · 25 µmol/L = (0,28 ± 0,01) µs−1.

Variation der Farbstoff-Konzentration

Die Lumineszenzmessung wurden bei einer Sauerstoff-Konzentration von 54 µmol/L

und 216 µmol/L durchgeführt und die Farbstoff-Konzentration wurde zwischen 1

µmol/L und 1000 µmol/L TMPyP variiert. Es wurden je Einzelmessung 40.000 La-

serpulse bei einer Leistung von 100 mW aufsummiert. Abbildung 4.10 stellt die ge-

messenen Raten β1 und β2, sowie die analytischen Berechnungen für beide Sauerstoff-

Konzentrationen dar. Es zeigte sich, dass bei geringen Farbstoff-Konzentrationen

wieder Abweichungen von den Fitgeraden auftreten.
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Abbildung 4.10: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der TMPyP-

Konzentration bei 80% (A) und 20% (B) Sauerstoff-Luftsättigung in Was-

ser

Aus den Berechnungen für Abbildung 4.10 folgt

• mit demWert der Summe von (kT1O2
+ kT1∆) = (1,9± 0,1) µs−1·mmol−1·L aus

der Variation der Sauerstoff-Konzentration eine Obergrenze für kT1
< 0,006

µs−1 und somit eine Farbstoff-Triplett-Lebensdauer von mindestens 165 µs.

• mit kT1
die Obergrenze für die Ratenkonstante, die das Eigenquenchen des

Farbstoffs beschreibt: kT1S0
< 0,001 µs−1· mmol−1·L

• durch die Extrapolation der Rate β2 in Abbildung 4.10 A und der Rate β2 in

Abbildung 4.10 B auf verschwindende Farbstoff-Konzentration [P] = 0: k∆ =

(0,28 ± 0,01) µs−1

• mit k∆ die Obergrenze für die Summe der Ratenkonstanten, die das Quen-

chen von Singulett-Sauerstoff durch den Singulett- und Triplett-Zustand des

Farbstoffs beschreibt: k∆S0
+ k∆T1

< 0,1 µs−1· mmol−1·L

Variation der Quencher-Konzentration

Die Natriumazid-Konzentration wurde zwischen 0 und 1000 µmol/L variiert. Die

Farbstoff-Konzentration wurde bei [P] = 25 µmol/L gehalten, ebenso wie die Sauerstoff-

Konzentration bei [O2] = 216 µmol/L (80% Luftsättigung) bzw. [O2] = 54 µmol/L

(20% Luftsättigung). Die Abbildung 4.11 zeigt die erhaltenen Messwerte für die
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Anstiegs- und Abklingraten bei der höheren Sauerstoff-Konzentration von 216 µmol/L.
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Abbildung 4.11: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Natriumazid-

Konzentration bei 50 µmol/L TMPyP bei 80% Sauerstoff-Luftsättigung

in Wasser

Aus den Messungen bei den verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen können die

beiden quencherabhängigen Ratenkonstanten bestimmt werden zu kT1Q < 0,005

µs−1· mmol−1·L und k∆Q = (0,6 ± 0,05) µs−1· mmol−1·L Diese Werte entsprechen

im Rahmen der Fehler denen aus [23] mit k∆Q = (0,58 ± 0,03) µs−1· mmol−1·L und

kT1Q < 0,02 µs−1· mmol−1·L.
Eine Übersicht der ermittelten Raten und Ratenkonstanten für die Farbstoff-Lösungs-

mittel Kombination TMPyP-H2O sind in Abschnitt 4.5 zu finden.

4.4 Singulett-Sauerstoff in Ethanol

Da nicht alle Biomoleküle in Wasser löslich sind, wurde als unpolareres Lösungsmittel

Ethanol gewählt. Die Raten und Ratenkonstanten hängen nicht nur von den Farb-

stoffen, sondern auch vom Lösungsmittel ab, insbesondere die Singulett-Sauerstoff-

Abklingrate k∆. Es wurden daher in Ethanol weitere Lumineszenzuntersuchungen

notwendig. Als Farbstoffe wurden in diesem Fall wieder als Referenzfarbstoff TMPyP,

das sowohl in Wasser, als auch in Ethanol löslich ist und Perinaphthenon ausgewählt.

Die Anregung von TMPyP erfolgte wieder bei 532 nm, wohingegen der zweite Farb-

stoff Perinaphthenon, der unlöslich in Wasser, aber gut löslich in Ethanol ist, nur
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bei Wellenlängen unterhalb von 450 nm absorbiert und daher im UVA-Bereich bei

355 nm angeregt wurde. Dies stellt nun die Möglichkeit dar, nicht nur verschiedene

Farbstoffe und Lösungsmittel zu vergleichen, sondern auch den Einfluss verschiede-

ner Anregungswellenlängen zu untersuchen.

4.4.1 TMPyP in Ethanol

Durch die längere Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer in Ethanol erhöht sich auch

die Signalstärke der Lumineszenz, so dass für die Einzelmessungen bei der Variati-

on der Sauerstoff- und Farbstoff-Konzentration nur 20.000 Laserpulse bei 100 mW

zur Anregung bei 532 nm verwendet wurden. Bei der Variation der Natriumazid-

Konzentration wurden 60.000 Laserpulse benötigt wegen der Verringerung der Si-

gnalstärke durch das Quenchen.

In allen Darstellungen sind wieder die gemessenen und analytisch berechneten Ra-

ten β1 und β2 gegen die jeweilig variierte Konzentration aufgetragen. Die Raten und

Ratenkonstanten sind wieder aus den analytisch berechneten Raten β1 und β2 aus

allen drei Variationen bestimmt.

Die Variation der Sauerstoff-Konzentration wurde bei einer konstanten TMPyP-

Konzentration von [P] = 25 µmol/L und ohne Zugabe zusätzlicher Quencher durch-

geführt. Es wurde eine maximale Konzentration von Sauerstoff in Ethanol von [O2]

= 1850 µmol/L bei 100% Luftsättigung angenommen. Der Sauerstoff-Partialdruck

in der Lösung wurde wieder durch das Durchleiten von Stickstoff eingestellt.

Die Variation der TMPyP-Konzentration in Ethanol erfolgte in einem Bereich von

1 µmol/L bis 1000 µmol/L, ebenfalls ohne Zugabe eines zusätzlichen Quenchers.

Es wurden zwei Messreihen bei verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen durch-

geführt. Um dabei auf beiden Seiten des Schnittpunkts (KT1
= K∆) aus der Va-

riation der Sauerstoff-Konzentration Werte zu erhalten, wurden die Messungen bei

O2-Konzentrationen von 10% und nahezu 0% Luftsättigung durchgeführt. Dies ent-

spricht im Rahmen der Genauigkeit des Sauerstoff-Messgeräts [O2] = (0,19 ± 0,02)

mmol/L bei 10% bzw. maximal [O2] = 0,01 mmol/L bei 0%.
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LÖSUNGEN

Die Konzentration von Natriumazid wurde zwischen 100 µmol/L und 6 mmol/L

variiert. Die Konzentration des Farbstoffs betrug [P] = 25 µmol/L. Die Messun-

gen in diesen Lösungen erfolgten bei einer Sauerstoff-Konzentration von [O2] ≈ 0,2

mmol/L, dies entspricht etwa 10% der Sauerstoff-Luftsättigung in Ethanol.

In den Abbildungen 4.12 bis 4.14 sind die gemessenen Werte der Anstiegs- und Ab-

klingzeiten dargestellt, wobei in der ersten Abbildung der Ausschnitt von [O2] < 200

µmol/L vergrößert gezeigt ist.
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Abbildung 4.12: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Sauerstoff-

Konzentration bei 25 µmol/L TMPyP in Ethanol, der Bereich bis 0,2

mmol/L Sauerstoff ist vergrößert dargestellt.
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Abbildung 4.13: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der TMPyP-

Konzentration in Ethanol, bei nahezu keinem Sauerstoff in der Lösung

(A) und bei 10% Luftsättigung (B)
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Abbildung 4.14: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Natriumazid-

Konzentration bei 25 µmol/L TMPyP in Ethanol bei 10% Sauerstoff-

Luftsättigung

Für die Raten und Ratenkonstanten ergeben sich folgende Werte:

• k∆ = (0,07 ± 0,005) µs−1

• kT1
< 0,005 µs−1

• kΣT1O
= kT1O2

+ kT1∆ = (1,1 ± 0,1) µs−1· mmol−1·L

• k∆S0
+ k∆T1

< 0,03 µs−1· mmol−1·L

• kT1S0
< 0,002 µs−1·mmol−1·l

• k∆Q = (0,4 ± 0,1) µs−1· mmol−1·L

• kT1Q = (0,05 ± 0,02) µs−1· mmol−1·L

• (kT1∆· k∆T1
) < 0,01 µs−2·mmol−2· L2

• für die Lebensdauern ergeben sich somit: τ∆ = (14 ± 1) µs und τT1
> 200 µs

Die Ursache für die großen Abweichungen der Fitkurve von den Messpunkten bei

der Variation der Quencher-Konzentration könnten am Natriumazid liegen, dessen
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polares Azidion sich nur ungenügend im Ethanol löst. Außer dem Problem, dass da-

mit die gelöste Menge des Natriumazids ungenau zu bestimmen ist, kommt hinzu,

dass das Signal-Rausch-Verhältnis der Messung abnimmt. Dadurch führt das Fluo-

reszenzsignal des TMPyP‘s, das durch die Bestrahlung mit dem Laser erzeugt wurde

und in den ersten Messpunkten registriert wurde, zu erhöhten Fehlern bei der Be-

stimmung der Anstiegszeiten der Messsignale. Um dennoch auswertbare Messkurven

zu erhalten, wurden die Lumineszenzsignale bei 1150 nm und 1400 nm aufgenommen

und deren Mittelwert vom Lumineszenzsignal, detektiert bei 1270 nm, abgezogen.

Dies führte jedoch zu ungenaueren, tendenziell zu kurzen Anstiegszeiten.

Eine Übersicht der ermittelten Raten und Ratenkonstanten für die Farbstoff-Lösungs-

mittel Kombination TMPyP-Ethanol, sowie ein Vergleich mit den Werten bei H2O

sind in Abschnitt 4.5 zu finden.

4.4.2 Perinaphthenon in Ethanol

Dieser Abschnitt beschäftigt sich mit dem wasserunlöslichen Perinaphthenon (PN),

das als weiterer Farbstoff für Messungen in Ethanol verwendet wurde. Im Gegen-

satz zu TMPyP erfolgte die Anregung diesmal im UVA-Bereich bei 355 nm. Da PN

im Unterschied zu TMPyP nicht photostabil ist, wurden die Absorptionsspektren

und Lumineszenzsignale in Abhängigkeit von der Bestrahlungsenergie bestimmt.

Die Messbedingungen für die Variation der Farbstoff-, Sauerstoff- und Quencher-

Konzentration wurden auf Grund der erhaltenen Ergebnissen dem Ausbleichverhal-

ten angepasst.

4.4.2.1 Photostabilität

Zur Bestimmung des Verhaltens von Perinaphthenon bei Langzeit-Bestrahlungen

wurden 100 µmol/L PN in EtOH gelöst und mit dem Nd:YAG Laser bei einer Wel-

lenlänge von 355 nm und einer Leistung vom 100 mW angeregt. Es wurde der Ab-

sorptionswirkungsquerschnitt σ der PN-EtOH-Lösung nach verschiedenen Bestrah-

lungszeiten in Abhängigkeit von der Wellenlänge in einem Wellenlängenbereich zwi-

schen 300 und 600 nm bestimmt. Für jede Bestrahlungszeit wurde eine neue Lösung
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verwendet. Die Küvettendicke betrug für PN in EtOH 5 mm. In Abb. 4.15 sind die

Ergebnisse der Absorptionsmessungen von PN in EtOH gezeigt.
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Abbildung 4.15: Absorptionswirkungsquerschnitt von PN in Abhängigkeit von der Bestrah-

lungszeit und der Energie

Auf der rechten Seite der Abbildungen ist die Bestrahlungsenergie für die jeweili-

gen Messungen angegeben. 1 Joule entspricht einer Bestrahlungsdauer von 10 s. Man

sieht deutlich, dass Perinaphthenon photoinstabil ist. Der Absorptionswirkungsquer-

schnitt nimmt mit zunehmender Bestrahlungszeit ab.

Für PN in EtOH ist σ355nm = (3,3 ± 0,2)· 10−17 cm2 ohne Bestrahlung. Nach einer

Bestrahlungsdauer von 30 min (dies entspricht 180 Joule in der Abbildung 4.15)

sinkt σ355nm auf (0,6±0,2)· 10−17cm2. Diese Tatsache ist besonders bei Langzeitex-

perimenten zu berücksichtigen. Auch die Generierung von Singulett-Sauerstoff wird

dadurch erheblich beeinflusst. Je weniger Energie vom Farbstoff absorbiert werden

kann, desto weniger wird auf den molekularen Sauerstoff zur Bildung von Singulett-

Sauerstoff transferiert.

Um diese Ergebnisse zu bestätigen, wurden über 60 Minuten in drei Minuten Abstän-

den Lumineszenzsignale von Singulett-Sauerstoff von einer PN-EtOH- Lösung auf-

genommen. Pro Einzelmessung summiert man nur 20.000 Laserpulse auf, um die

Photodegradation während der Messung zu minimieren. Die PN-Konzentration be-

trug wie oben 100 µmol/L und die Sauerstoff-Konzentration wurde konstant auf

100% Luftsättigung gehalten. Die Laserleistung wurde auf 100 mW eingestellt. Die

89



KAPITEL 4. SINGULETT-SAUERSTOFF-INTERAKTION IN REINEN
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Werte der durchgeführten Messung sind in Abbildung 4.16 zu sehen, sowie ein Ver-

gleich der absorbierten Energie mit dem Integral des Lumineszenzsignals.
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Abbildung 4.16: (A) Das Integral über die Lumineszenzsignale (10 Sekunden) von PN in

Abhängigkeit von der zuvor eingestrahlten Energie; (B) Vergleich zwi-

schen der absorbieren Energie und dem Integral über die Lumineszenzsi-

gnale

Hier sind die einzelnen Messungen ausgewertet und die errechneten Integrale der

Lumineszenzsignale gegen die Bestrahlungszeit aufgetragen. Es ist deutlich zu erken-

nen, dass die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff mit der Bestrahlungzeit abnimmt

und dann einen konstanten Wert erreicht. Bereits nach 6 Minuten (=̂ 36 Joule) wur-

de nur noch ein Drittel der ursprünglichen Lumineszenzenergie generiert. Allerdings

korrelierte die absorbierte Energie mit dem Integral über das Lumineszenzsignal,

so dass davon ausgegangen werden kann, dass nur die verringerte Absorption den

Rückgang der Lumineszenz verursacht.

Um ein besseres Verständnis für dieses Verhalten von PN in EtOH zu erhalten,

wurde im nächsten Teil die chemische Zusammensetzung von PN nach einer konti-

nuierlichen Bestrahlung mit Hilfe einer analytischen HPLC-Messung untersucht.

Für eine HPLC-Analyse von PN in EtOH stellte man 3 Proben mit einer Farbstoff

Konzentration von 100 µmol/L her. Eine Lösung wurde unbestrahlt als Referenzpro-

be verwendet. Die zweite Probe wurde 8 min und 20 s (= 50 Joule) und die dritte 30

min (= 180 Joule) mit einer Laserleistung von 100 mW bei einer Wellenlänge von 355

nm bestrahlt. Die HPLC-Messungen wurden am Institut für Organische Chemie der
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Universität Regensburg durchgeführt. In der nachfolgenden Abbildung 4.17 sind die

Ergebnisse für unterschiedliche Bestrahlungszeiten dokumentiert. Hierbei sind die

Absorptionseinheiten (mAU = milli absorption units) gegen die Retentionszeit auf-

getragen. Es zeigt sich, dass Perinaphthenon in Abhängigkeit von der Bestrahlungs-

zeit Zwischenprodukte bildet und nach 30 Minuten vollkommen verschwunden ist.

Nach einer Bestrahlungsdauer von 8:20 Minuten können neben dem ursprünglichen

PN zwölf weitere Photoprodukte festgestellt werden. Nach 30 Minuten ist PN voll-

kommen zerfallen, die 12 Produkte bleiben vorhanden. Durch Aufnahme der UV-

Spektren der einzelnen Fraktionen (hier nicht gezeigt) wurde nachgewiesen, dass

diese Produkte ebenfalls in der Lage sind, bei einer Anregungswellenlänge von 355

nm zu absorbieren.
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Abbildung 4.17: HPLC-Analyse einer (a) unbestrahlten Referenzprobe von 100 µmol/L PN

in EtOH, (b) einer 8 Minuten 20 Sekunden bestrahlten Probe und einer

(c) 30 Minuten bestrahlter Probe.

Kuznetsova et al. konnten bereits 1987 mit Photolyse-Experimenten zeigen, dass

sich acht Photoprodukte durch Bestrahlung von Perinaphthenon in luftgesättigtem

EtOH bilden [46]. Mit Hilfe eines chromatographischen Trennverfahrens konnte

nachgewiesen werden, dass vier davon monosubstituierte Derivate von PN sind. Als

Substituent konnte an der 3., 4., 6. und 7. Stelle des Phenalens eine CH(OH)CH3-

Gruppe nachgewiesen werden. Diese Verbindungen wurden als isomerische α-Hydro-
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xyethyl-Derivate von PN identifiziert. Drei weitere Verbindungen waren an der 2., 4.

und 6. Stelle des Phenalens durch eine OH-Gruppe substituiert. PN wurde hier zu

Hydroxyphenalenon oxidiert. Des weiteren wurde als 8. Verbindung wie in diesem

Fall das ursprüngliche PN gefunden. Die Bildung dieser Derivate von PN kann mit

Hilfe des in Abb. 4.18 dargestellten Schemas erklärt werden.
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Abbildung 4.18: Schema zur Photoreduktion von PN [46]

Bei Bestrahlung von PN (1) in luftgesättigtem EtOH kommt es zur Abspaltung

eines H-Atoms des EtOH-Moleküls. Es entsteht das Radikal CH3C
•HOH. Das an-

geregte PN nimmt dieses H-Atom auf und wird dadurch zu einem Ketylradikal (1a)

reduziert. Durch Reaktion mit dem in der Lösung befindlichen O2 kommt es zur Bil-

dung der Hydroxyphenalenone (8). Je weniger Sauerstoff zur Verfügung steht, um-

so ausschlaggebender wird die Bildung der α-Hydroxyethyl-Derivate (2). Hier wird

das Produkt, das durch die Addition des α-Hydroxyethyl-Radikals (CH3C
•HOH)

mit dem Ketylradikal (1a) entsteht, reduziert, wodurch die α-Hydroxyethyl-Derivate

von PN gebildet werden. Diese stellen bei niedrigen Sauerstoff-Konzentrationen die

Hauptprodukte dar. Das PN-Radikal wechselwirkt somit effektiv mit den Alkoholra-

dikalen oder den O2-Molekülen, je nach vorliegender Sauerstoff-Konzentration. Die-

ses Reaktionsschema ist für weitere Experimente, bei denen Ethanol als Lösungsmit-

tel für PN benutzt wird, zu berücksichtigen. Warum bei der HPLC-Analyse 12 Pro-
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dukte nachgewiesen wurden, könnte mit der Bestrahlungsdauer zusammenhängen.

Die Produkte wurden allerdings nicht identifiziert. Da man jedoch zeigen konnte,

dass diese Produkte ein ähnliches Absorptionsspektrum wie PN aufweisen, kann

man davon ausgehen, dass es sich auch in diesem Fall um Derivate von PN handelt,

die nach dem in Abb. 4.18 dargestellten Schema entstehen.

Abschließend kann man zusammenfassen, dass PN in H-abspaltenden Lösungsmitteln,

wie Ethanol, bei kontinuierlicher Bestrahlung photoinstabil ist. Dies wird durch das

abnehmende Absorptionsvermögen mit zunehmender Bestrahlungszeit und der ana-

lytischen HPLC-Messung bestätigt. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass mit

zunehmender Bestrahlungszeit das Integral des Lumineszenzsignals, also die Ge-

nerierung von Singulett-Sauerstoff, zunächst abnimmt und dann einen konstanten

Wert erreicht. Auf Grund der HPLC-Analysen kann man daraus schließen, dass

die gebildeten Zwischenprodukte ebenfalls Singulett-Sauerstoff erzeugen, da das ur-

sprüngliche PN nach einer bestimmten Zeit vollkommen degradiert ist.

Im nächsten Schritt ist nun zu prüfen, inwieweit sich diese Photoinstabilität des PN

auf die Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten auswirkt.

4.4.2.2 Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten

Die Variation der Sauerstoff-Konzentration wurde auf Grund der Photoinstabi-

lität des PNs zweimal ausgeführt, mit und ohne einem Auswechseln der Proben,

um zu untersuchen, ob das Ausbleichen des Farbstoffs, innerhalb des Messinter-

valls, eine Auswirkung auf die Raten und Ratenkonstanten hat. Die Sauerstoff-

Konzentration wurde in beiden Fällen bei einer konstanten Farbstoff-Konzentration

von 25 µmol/L und ohne zusätzlichen Quencher in einem Bereich von 0 µmol/L

bis 1850 µmol/L variiert. Es wurde wieder angenommen, dass bei Luftsättigung

die Sauerstoff-Konzentration in EtOH 1850 µmol/L beträgt. Eine Verringerung des

Sauerstoffgehalts wurde auch hier durch Durchleiten von Stickstoff durch die Quarz-

glasküvette erreicht. Abbildung 4.19 zeigt die gemessenen Raten bei zwei verschiede-

nen Messmethoden wobei wieder der Bereich mit weniger als 0,2 mmol/L Sauerstoff

vergrößert dargestellt ist.

Die erste Probe wurde durchgehend bei verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen
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vermessen. Bei jeder Einzelmessung wurden 40.000 Laserpulse aufsummiert. PN

wurde somit 20 mal für 20 Sekunden bestrahlt mit einer Leistung von 100 mW (ins-

gesamt ca. 40 Joule). Damit wurde die Konzentration an lichtaktiven PN-Molekülen

bereits nach der ersten Messung um etwa 5 µmol/L (dies entspricht einer Abnahme

von etwa 20% der Ausgangskonzentration) reduziert. Die hiermit erhaltenen Werte

sind als rote Kreise und Dreiecke in der Abbildung 4.19 dargestellt. Bei der zweiten

Messreihe wurde jede Probe nach zwei Einzelmessungen gewechselt und es wurden

nur 20.000 Laserpulse pro Messung addiert. Die Probe wurde also pro Messung nur

10 Sekunden (=̂ 0,1 Joule) angeregt, um ein Ausbleichen des Farbstoffs zu verhin-

dern (gesamte Bestrahlungsenergie 0,2 Joule). Die Konzentration der lichtaktiven

PN-Moleküle wurde hier nach der ersten Messung um etwa 3 µmol/L (dies ent-

spricht einer Abnahme von etwa 10% der Ausgangskonzentration) reduziert. Die

erhaltenen Werte sind als schwarze Kreise und Dreiecke in der Abbildung 4.19 dar-

gestellt.

Die Variation der Farbstoff-Konzentration erfolgte ohne Zugabe von Quenchern bei

einer Sauerstoff-Konzentration von 20% Luftsättigung, dies entspricht einer Kon-

zentration von 370 µmol/L in EtOH. Da sich der Schnittpunkt der beiden Ra-

ten KT1
und K∆,oR bei einer sehr kleinen Sauerstoff-Konzentration von etwa 1,4%

Luftsättigung befindet, wurde die Farbstoff-Konzentration in einem Bereich zwi-

schen 1 µmol/L und 1000 µmol/L nur rechts vom Schnittpunkt aus der Variation der

Sauerstoff-Konzentration variiert. Unterhalb von einem Prozent Luftsättigung sind

die Lumineszenzsignale schwer zu interpretieren, da zu wenig Singulett-Sauerstoff

generiert wurde, vor allem bei geringen Farbstoff-Konzentrationen. Außerdem ist

der Fehler bei der Sauerstoff-Bestimmung durch den Messsensor zu groß, so dass

man bei diesen Sauerstoff-Konzentrationen keine genauen Werte angeben kann. Die

gemessenen Werte sowie die theoretischen Kurven sind in Abb. 4.20 gezeigt. In Abb.

4.20 A ist der gesamte Verlauf und in B der Verlauf für kleine PN-Konzentrationen

in einem Bereich zwischen 1 µmol/L und 100 µmol/L vergrößert dargestellt.
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Abbildung 4.19: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Sauerstoff-

Konzentration bei 20 µmol/L PN. Rote Messpunkte: ohne Wechsel der

Lösung zwischen den Einzelmessungen; schwarze Messpunkte: Wechsel

der Lösung nach zwei Einzelmessungen. Der Bereich mit dem Schnitt-

punkt (K∆ = KT1
) bis zu einer Sauerstoff-Konzentration von 0,15

mmol/L ist vergrößert dargestellt.
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Abbildung 4.20: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der PN-

Konzentration in Ethanol bei 20% Sauerstoff-Luftsättigung. Abb. A zeigt

den ganzen Verlauf, Abb. B den Bereich für kleine PN-Konzentrationen

bis 100 µmol/L vergrößert.

Wie man in Abbildung 4.19 erkennen kann, können für beide Messreihen gleiche

Fitparameter gefunden werden. Daraus folgt, dass die Photoinstabilität des PNs un-

ter der angegebenen Messdauer keinen Einfluss auf die Ratenbestimmung hat. Die

Anstiegs- und Abklingzeiten bleiben trotz der Umwandlung des Farbstoffs gleich.

Ein Wechsel der Proben ist deshalb für spätere Messungen bei Einhaltung der an-

gegebenen Messbedingungen nicht notwendig.
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Für die Raten und Ratenkonstanten ergeben sich aus den Abbildungen und den

zugehörigen Fitkurven folgende Werte:

• k∆ = (0,07 ± 0,01) µs−1

• kT1
< 0,01 µs−1

• kΣT1O
= kT1O2

+ kT1∆ = (2,0 ± 0,1) µs−1· mmol−1·L

• k∆S0
+ k∆T1

< 0,1 µs−1· mmol−1·L

• kT1S0
< 0,01 µs−1· mmol−1·L

• (kT1∆· k∆T1
) < 0,1 µs−2·mmol−2·L2

• für die Lebensdauern ergeben sich somit: τ∆ = (14 ± 1) µs und τT1
> 100 µs

Der Abbildung ist ebenfalls zu entnehmen, dass der Schnittpunkt der beiden Raten

K∆,oR und KT1
bei einer sehr geringen O2-Konzentration von etwa 1,4% Luftsättigung

(=̂ 25 µmol/L Sauerstoff) liegt.
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4.5 Übersicht über die Ergebnisse

Wie in diesem Kapitel gezeigt wurde, ist es möglich Singulett-Sauerstoff durch sei-

ne Lumineszenz eindeutig nachzuweisen. Dies kann durch die Bestimmung der Le-

bensdauer τ∆ von Singulett-Sauerstoff, durch die Bestimmung des Lumineszenzma-

ximums bei 1268 nm oder 1274 nm, je nach Lösungsmittel, oder durch das Quen-

chen der Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer erfolgen. Für drei verschiedene Farbstof-

fe wurden in zwei unterschiedlichen Lösungsmitteln die Raten und Ratenkonstanten

ermittelt. In Tabelle 4.2 sind alle erhaltenen Werte zusammengefasst. Für einige

Werte konnten nur die Obergrenzen abgeschätzt werden, da im Rahmen der Fehler-

toleranzen nur ihre Maximalwerte bestimmbar waren.

Rate/Raten- XF73 TMPyP TMPyP PN Einheit

konstante in Wasser in Wasser in EtOH in EtOH

k∆ 0,28 ± 0,01 0,28 ± 0,01 0,07 ± 0,005 0,07 ± 0,01 µs−1

kT1
0,04 ± 0,01 <0,006 <0,005 <0,01 µs−1

kΣT1O
2,3 ± 0,3 1,9 ± 0,1 1,1 ± 0,1 2,0 ± 0,1 µs−1· mmol−1·L

k∆S0
+k∆T1

<0,001 <0,1 <0,03 <0,1 µs−1· mmol−1·L

kT1S0
<0,001 <0,001 <0,002 <0,01 µs−1· mmol−1·L

kT1∆·k∆T1
<0,002 <0,08 <0,01 <0,1 µs−2·mmol−2·L2

k∆Q 0,5 ± 0,1 0,6 ± 0,05 0,4 ± 0,1 µs−1· mmol−1·L

kT1Q 0 <0,005 0,05 ± 0,02 µs−1· mmol−1·L

Tabelle 4.2: Übersicht über die Raten und Ratenkonstanten verschiedener Farbstoffe in

Wasser bzw. Ethanol

Die Singulett-Sauerstoff-Lebensdauer konnte in Wasser zu τ∆H2O = 1/k∆H2O = (3,5

± 0,2) µs und in Ethanol zu τ∆EtOH = 1/k∆EtOH = (14 ± 2) µs bestimmt werden

und liegen somit bei den aus der Literatur bekannten Werten [7, 77].

Zusammenfassend kann nach diesem Kapitel gesagt werden, dass bei den untersuch-

ten Farbstoffen die Rate K∆ vom Lösungsmittel und der Quencher-Konzentration

abhängt, die Rate KT1
vom Lösungsmittel und der Sauerstoff-Konzentration. Somit
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LÖSUNGEN

können die Anstiegs- und die Abklingzeit der Lumineszenz eindeutig den entspre-

chenden Raten zugeordnet werden,

• wenn bei jeder Lumineszenzmessung das gleiche Lösungsmittel verwendet wird

und

• wenn durch die Variation der Sauerstoff- bzw. der Quencher-Konzentration die

jeweils sich verändernde Rate bestimmt wurde.

Auf Grund dieser Erkenntnis kann durch die Variation der Sauerstoff-Konzentration

die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer in nahezu jedem Gemisch (vorausgesetzt die

Sauerstoff-Konzentration kann durch den Sensor bestimmt werden) ermittelt wer-

den. Außerdem zeigt sich, dass die Verwendung von Natriumazid als Singulett-

Sauerstoff-Quencher in Ethanol eher ungeeignet ist, da es sich nur mäßig löst und so-

mit keine exakten Abhängigkeiten von der Konzentration bestimmt werden können.
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Kapitel 5

Singulett-Sauerstoff-Interaktion

mit Biomolekülen

Da bereits aus vorherigen Untersuchungen bekannt ist, dass nahezu jede Art von

zugesetzten Substanzen die Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz verändert, wird in die-

sem Kapitel der Einfluss von verschiedenen Biomolekülen auf die Generierung und

die Relaxation von Singulett-Sauerstoff untersucht. Ausgehend von den aus dem

vorherigen Kapitel erhaltenen Ergebnissen (O2-Abhängigkeit der Triplett-Farbstoff-

Lebensdauer, Quencherabhängigkeit des Singulett-Sauerstoffs) wurden jetzt die Si-

gnale aus komplexeren Lösungen untersucht. Um sich an die Verhältnisse in leben-

den Zellen anzunähern, wurden die häufig vorkommenden Proteine und die für den

Aufbau von Zellmembranen verantwortlichen Fettsäuren näher untersucht. Dabei

erfolgt die Zugabe von vier verschiedenen Proteinen, die sich stark in ihrer mole-

kularen Größe unterscheiden, und von fünf Fettsäuren, bei denen die Anzahl der

Doppelbindungen ansteigt.

Die Messungen erfolgen in klaren Lösungen, um störende Effekte durch Streuung zu

vermeiden, daher wurden die Proteine in Wasser gelöst, die Fettsäuren in Ethanol.

Da diese Messungen erstmals unter Berücksichtigung der Sauerstoff-Konzentration

und der Konzentration der Proteine und Fettsäuren durchgeführt wurden, wurde

der Referenzfarbstoff TMPyP als Photosensibilisator bei der Anregungswellenlänge

von 532 nm verwendet. Für die Anregung im Ultravioletten bei 355 nm wurde Pe-
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rinaphthenon verwendet. Abschließende Messungen im UVA-Bereich bei Fettsäuren

erfolgen ohne weitere Photosensibilisatoren. Bei den verschiedenen Untersuchungen

wurde auch der Sauerstoff-Verbrauch durch eine Oxidation der Biomoleküle be-

trachtet. Außerdem wurden wieder Lumineszenzsignale bei verschiedenen Sauerstoff-

Konzentrationen verglichen und die Abhängigkeit der Raten und Ratenkonstanten

von der Protein-, bzw. Fettsäure-Konzentration ermittelt.

5.1 Materialien

5.1.1 Proteine

Es wurden Untersuchungen an vier verschiedenen, wasserlöslichen Proteinen/Pepti-

den vorgenommen, die sich wesentlich in der Anzahl der Aminosäuren unterschei-

den (Albumin, Trypsin-Inhibitor, Insulin (Peptid), Angiotensin (Peptid)). Alle vier

Proteine, bzw. Peptide sind in Abbildung 5.1 dargestellt. Die Proteine nehmen in

den hier untersuchten Systemen die Rolle des Quenchers in Ratengleichungsmodell

(vgl. Kapitel 2.8) ein. Die Ratenkonstanten kT1Q und k∆Q beschreiben also hier die

Fähigkeit des jeweiligen Proteins zum Quenchen des Singulett-Sauerstoffs. Es muss

allerdings beachtet werden, dass die Proteine sowohl physikalisch als auch chemisch

quenchen können, indem sie durch Singulett-Sauerstoff oxidiert werden und dadurch

Sauerstoff verbraucht wird.

A
B

D
C

Abbildung 5.1: drei-dimensionale Molekülstruktur von (A) Albumin, (B) Trypsin-

Inhibitor, (C) Insulin und (D) Angiotensin
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Albumin (mM ≈ 66.000 Da) sorgt im menschlichen Organismus vor allem für die

Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks, indem es in den Blutgefäßen Was-

ser an sich bindet und dessen Austritt in das Gewebe verhindert. Die Bindungskapa-

zität für Wasser beträgt ca. 18 ml/g. Durchschnittlich besitzt ein gesunder Mensch

3,5 bis 4,5 Gramm Albumin pro Kilogramm Körpergewicht. Mit 50 - 60% bildet

es den Hauptbestandteil der Serumproteine. Weitere biologische Aufgaben des Al-

bumins sind der Transport von wasserunlöslichen Substanzen, wie Fettsäuren oder

Vitamine, und die Stabilisierung des pH-Wertes im Blut.

In dieser Arbeit wurde kein humanes Serumalbumin (HSA), sondern Serumalbu-

min von Rindern (bovines Serumalbumin, BSA) verwendet. Es besteht aus 583

Aminosäuren mit einem hohen Anteil an Cystein. Der Anteil an oxidierbaren Ami-

nosäuren (vgl. Kapitel 2.6 Tabelle 2.2) in Albumin beträgt ca. 28%. Die Substanz

wurde von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) mit einer Reinheit von über

98% bezogen.

Als Trypsin-Inhibitoren (mM = 20.000 Da) werden allgemein Polypeptide mit

Hemmwirkung auf die Trypsin-Aktivität bezeichnet. Trypsin ist ein bei der Ei-

weißverdauung beteiligtes Enzym. Der hier verwendete Trypsin-Inhibitor aus Soja-

Bohnen und besitzt einen Anteil an oxidierbaren Aminosäuren von ca. 17%. Die

Substanz wurde von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) mit einer Reinheit

von über 90% bezogen.

Insulin (mM = 5733 Da) ist ein für Menschen und Tiere lebenswichtiges Peptid-

hormon, das in den β-Zellen der Bauchspeicheldrüse gebildet wird. Es ist für die

Senkung des Blutzuckerspiegels vor allem nach der Aufnahme von kohlehydratrei-

cher Nahrung verantwortlich. Das Insulinmolekül besteht aus zwei Peptidkette, der

A-Kette mit 21 Aminosäuren und der B-Kette mit 30 Aminosäuren. Diese zwei

Ketten sind durch zwei Disulfidbrücken kovalent verbunden. Der Anteil an oxidier-

baren Aminosäuren in Insulin beträgt ca. 27%. Insulin wurde von Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland) mit einer Reinheit von über 90% bezogen.

Angiotensin I (mM = 1296 Da) ist ein Dekapeptid und Prohormon. Die Primär-

struktur besteht aus zehn Aminosäuren (H2N-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-
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LeuCOOH). Angiotensin I selbst ist weitgehend inaktiv, wird jedoch durch das An-

giotensin Converting Enzym in das Oktopeptid Angiotensin II gespalten, das für

die blutgefäßkontrahierende Wirkung verantwortlich ist. Der Anteil an oxidierbaren

Aminosäuren in Angiotensin beträgt ca. 40%. Das Peptid wurde von Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland) mit einer Reinheit von über 90% bezogen.

5.1.2 Fettsäuren

In Tabelle 5.1 sind die für menschlichen Organismus wichtigsten Fettsäuren gezeigt,

wobei sie in gesättigte (keine Doppelbindungen) und ungesättigte (mindestens eine

Doppelbindung) unterschieden werden.

gesättigte Fettsäuren ungesättigte Fettsäuren

Myristinsäure 14:0 Ölsäure 18:1

Palmitinsäure 16:0 Linolsäure 18:2

Stearinsäure 18:0 Linolensäure 18:3

Arachinsäure 20:0 Arachidonsäure 20:4

Tabelle 5.1: die für den Menschen wichtigen Fettsäuren, unterteilt in gesättigte und un-

gesättigte; hinter den Fettsäuren ist immer die Anzahl der Kohlenstoffatome

in Relation zu den Doppelbindungen angegeben.

Für die Untersuchungen wurden fünf unterschiedliche Fettsäuren ausgewählt. Diese

sollten sich dabei nur in der Anzahl der isolierten Doppelbindungen unterscheiden,

die Kettenlänge sollte gleich bleiben. Für die Fettsäuren von null bis drei Doppel-

bindungen konnten die entsprechenden Eigenschaften gefunden werden bei Stea-

rinsäure (18:0), Ölsäure (18:1), Linolsäure (18:2) und Linolensäure (18:3). Lediglich

für die Fettsäure mit vier Doppelbindungen musste eine längere verwendet werden,

Arachidonsäure (20:4). Die Strukturmodelle der fünf Fettsäuren sind in Abbildung

5.2 gezeigt. Die verschiedenen Fettsäuren wurden hinsichtlich ihrer Oxidierbarkeit,

ihrem Einfluß auf das Ratensystem und ihrem Verhalten unter UVA-Bestrahlung

untersucht. Alle wurden von Sigma-Aldrich bezogen mit einer Reinheit von über

98%.
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Stearinsäure

Linolensäure

Arachidonsäure

Linolsäure

Ölsäure

Abbildung 5.2: Molekülstruktur der verwendeten Fettsäuren

Stearinsäure oder Octadecansäure 〈C17H35COOH〉 (mM = 284,48 g/mol) ist eine

gesättigte Fettsäure, deren Salze Stearate heißen. Diese werden häufig in der Kos-

metikindustrie verwendet und finden sich in nahezu allen Hautcremes. In der Form

von Glycerinstearaten, einer Untergruppe der Lipide, tritt die Säure in nahezu allen

pflanzlichen und tierischen Fetten und Ölen auf. Stearinsäure liegt unter Normalbe-

dingungen als weiße, fettige Plättchen vor, die in Wasser fast unlöslich sind, sich in

Ethanol aber gut lösen.

Die Ölsäure oder cis-9-Octadecensäure 〈C17H33COOH〉 (mM = 282,46 g/mol) ist

der wichtigste Vertreter der einfach ungesättigten Fettsäuren und liegt in der natür-

lichen Form in der cis-Konfiguration vor mit einer Doppelbindung zwischen dem

neunten und zehnten Kohlenstoffatom. Ebenso wie die Stearate werden die Oleate

häufig in Kosmetika verwendet. Als Triglycerid kommt es in fast allen natürlichen

Ölen vor (in Sonneblumenöl bis zu 93%). Die Ölsäure ist unlöslich in Wasser und

unter Normalbedingungen eine farblose, ölige und fast geruchslose Flüssigkeit, die

nur langsam an der Luft unter Gelbfärbung oxidiert.
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Linolsäure oder (cis,cis)-Octadeca-9,12-diensäure 〈C17H31COOH〉 (mM = 280,45

g/mol)ist ein essentieller Nährstoff, den der menschliche Körper über die Nahrung

aufnehmen muss. Linolsäure ist ein regelmäßiger Bestandteil der menschlichen Haut,

speziell der Epidermis. Sie ist in vielen pflanzlichen Ölen, wie Sojaöl und Sonnen-

blumenöl, enthalten. Ebenso wie die Ölsäure ist sie unter Normalbedingungen eine

farblose, ölige und fast geruchlose Flüssigkeit, die oxidationsempfindlich ist und an

Luft unter Gelbfärbung altert. Sie löst sich nur sehr schlecht in Wasser (139 mg/L),

aber gut in vielen organischen Lösungsmitteln, wie Ethanol oder Chloroform.

α-Linolensäure oder (all-cis)-Octadeca-9,12,15-triensäure 〈C17H29COOH〉 (mM =

278,43 g/mol) ist wiederum ein essentieller Nährstoff und spielt eine wichtige Rolle

bei Entzündungsprozessen und wirkt dabei entzündungshemmend. Mit den höchsten

Gehalt von bis zu 65% an Linolensäure besitzt Chiaöl, das aus der salbeiähnlichen

Chia-Pflanze gewonnen wird. Reine Linolensäure ist unter Normalbedingungen farb-

los, ölig und fast geruchlos, sie ist aber sehr oxidationsempfindlich und altert an Luft

rasch unter Gelbfärbung. Sie ist unlöslich in Wasser, löst sich aber in vielen organi-

schen Lösungmitteln.

Arachidonsäure oder (all-cis)Eicosa-5,8,11,14-tetraensäure 〈C19H31COOH〉 (mM

= 304,47 g/mol) ist eine vierfach ungesättigte Fettsäure, die nicht in Pflanzen

vorkommt. Sie wird in jedem tierischen oder menschlichen Körper aus Linolsäure

gebildet oder über die Nahrung aufgenommen. Der Arachidonsäure-Metabolismus

stellt einen der Hauptsignalübertragungswege bei der Entstehung von Schmerz und

Entzündungen dar. In ihrer veresterten (physiologisch inaktiven) Form ist sie vor

allem in Zellmembranen lokalisiert und kann durch die Phospholipase A2 freige-

setzt werden. Die farblose, ölige und fast geruchlose Arachidonsäure oxidiert an Luft

rasch zu eine gelblichen, ranzig riechenden Flüssigkeit. Sie löst sich gut in unpolaren

Lösungsmitteln und ist praktisch unlöslich in Wasser.

Transmissionsspektren

Als Ausgangsbasis für weitere Untersuchungen wurden die Transmissionsspektren

der fünf Fettsäuren gemessen. Es wurde darauf geachtet, dass die Messungen bei fri-

schen, also kaum durch Autooxidation verunreinigten, Lösungen erfolgt. Es wurde
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bei jeder Fettsäure eine Konzentration von 50 mmol/L verwendet und die Transmis-

sion imWellenlängenbereich von 200 nm bis 400 nm in einer 1 cm Quarzglas-Küvette

von Hellma (Müllheim, Deutschland) mit dem Spektrophotometer (Beckman DU

640) aufgenommen.
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Abbildung 5.3: Absorptionsspektren der fünf Fettsäuren, mit eingezeichnet sind die ver-

schiedenen UV-Bereiche und die Laserwellenlänge bei 355 nm

Wie in Abbildung 5.3 zu sehen ist, absorbieren alle Fettsäuren sehr gut im UVC-

Bereich, bis auf die Stearinsäure tritt auch noch Absorption im UVB-Bereich auf.

UVA-Strahlung wird hingegen nur noch von Linol-, Linolen- und Arachidonsäure

absorbiert. Bei einer Laserstrahlung von 355 nm absorbiert Arachidonsäure noch

etwa 5% der eingestahlten Energie. Auf eine Darstellung der Transmissionspektren

der verschiedenen Proteine ist verzichtet worden, da diese nicht im Bereich der An-

regungswellenlänge von 355 nm, bzw. 532 nm absorbieren.
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5.2 TMPyP mit Proteinen

Als erstes wurde der Einfluss von Proteinen auf die Singulett-Sauerstoff-Generierung

und dessen Relaxation in Wasser untersucht. Als Photosensibilisator wurde das

photostabile TMPyP verwendet, so dass die Anregung mit Laserstrahlung bei 532

nm stattfindet. Da nun für den erzeugten Singulett-Sauerstoff in den Lösungen die

Möglichkeit bestand die Proteine zu oxidieren, wurden die vier Proteine hinsichtlich

des Sauerstoffverbrauchs geprüft. Dieses Verhalten ist für eine weitere Bestimmung

der Raten und Ratenkonstanten von großer Bedeutung.

5.2.1 Sauerstoffverbrauch

Um den Einfluss des Sauerstoffverbrauchs der Proteine während den folgenden

Lumineszenz-Messungen bestimmen zu können, wurde von jedem Protein eine Protein-

TMPyP-Lösung erstellt. Die Farbstoff-Konzentration betrug dabei bei allen vier

Lösungen 50 µmol/L. Die Proteine wurden einzeln mit einer Konzentration von 2

mg/ml in dem Farbstoff-Wasser-Gemisch gelöst. Bei jeder Messung wurden 3 ml des

Farbstoff-Protein-Wasser-Gemisches in eine Quarzglasküvette gefüllt, die mit einem

Teflon-Stopfen verschlossen, mit Parafilm abgedichtet und mit einem Magnetrührer

durchmischt wurde. Anschließend wurde das Gemisch durchgehend mit dem Laser

(532 nm, 2 kHz, 50 mW) bestrahlt. Mit dem in den Teflon-Stopfen integrierten

Nadel-Sensor wurde die Sauerstoff-Konzentration in der Lösung gemessen.

Abbildung 5.4 zeigt, dass bei gleichen Massenkonzentrationen der Proteine die Ge-

schwindigkeit der Oxidation stark von der Molekülgröße abhängt, aber auch der

Anteil der oxidierbaren Aminosäuren kann eine Rolle bei der Oxidationsgeschwin-

digkeit spielen.

Bei der Oxidation der Aminosäuren bestimmt nur die Menge an gebildetem Singulett-

Sauerstoff die Reaktionsgeschwindigkeit, da die Menge der Aminosäuren (ca. 20

mmol/L) im Vergleich zu der des Singulett-Sauerstoffs (gesamter Sauerstoff: 0,27

mmol/L) im Überschuss vorhanden ist. Da aber die Menge des Singulett-Sauerstoffs

nahezu unabhängig von der Sauerstoff-Konzentration ist (Φ∆ ist konstant über einen

großen Bereich der Sauerstoff-Konzentration [5]) und nur von der durch den Pho-
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Abbildung 5.4: Der Sauerstoffgehalt der Proteinlösungen mit 50 µmol/L TMPyP gegen die

Bestrahlungszeit; dazu die Geraden mit einem angenommenen konstanten

Sauerstoffverbrauch

tosensibilisator absorbierten Lichtenergie abhängt, ist die Reaktionsgeschwindigkeit

unabhängig von der Konzentration der Reaktionspartner und die zeitabhängige Kon-

zentration des Sauerstoffs kann beschrieben werden mit einer Reaktion nullter Ord-

nung: [O2(t)] = [O2]0 - k · t.
Die Dimension von k ist [mol · l−1· s−1].

Diese Annahme gilt jedoch nur für photostabile Farbstoffe, hohe Aminosäuren-

Konzentrationen (über 1 mmol/L) und in einem Bereich, in dem sich die Singulett-

Sauerstoff-Quantenausbeute nicht ändert. Diese Einschränkung ist bereits in Abbil-

dung 5.4 zu erkennen, da die Reaktionsgeschwindigkeit bei Sauerstoff-Konzentrationen

unter 10% der Luftsättigung (ca. 30 µmol/L) abnimmt.

In Abbildung 5.4 sind die Geschwindigkeitskoeffizienten durch lineare Fitgeraden

bestimmt, die an die Messwerte bis zu einer Sauerstoff-Konzentration von 30 µmol

angepasst werden. Bei der vorliegenden Messung ergeben sich die in Tabelle 5.2 an-

gegebenen Geschwindigkeitskoeffizienten mit einem Fehler von 10%.

Bei Angiotensin nimmt die Sauerstoff-Konzentration während einer typischen Mess-

dauer von 10 Sekunden um bis zu 47 µmol ab. Dies führt dazu, dass sich die Rate

KT1
während der Messung ändert, nach

KT1
:= kT1

+ (kT1O2
+ kT1∆)[O2] + kT1S0

[P ] + kT1Q[Q]. (5.1)
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Protein/Peptid Geschwindigkeitskoeffizient

Albumin 0,8 µmol · L−1· s−1

Trypsin Inhibitor 1,1 µmol · L−1· s−1

Insulin 2,7 µmol · L−1· s−1

Angiotensin 4,7 µmol · L−1· s−1

Tabelle 5.2: Geschwindigkeitskoeffizient des Sauerstoffverbrauchcs verschiedener

Proteine/Peptide (2 mg/mL) in TMPyP-Wasser-Gemischen (TMPyP-

Konzentration = 50 µmol/L) bei 50 mW eingestrahlter Leistung

Somit können nur noch Mittelwerte zwischen der Anfangs- und Endkonzentration

des Sauerstoffs bestimmt werden, aus denen wiederum nur Abschätzungen der Rate

KT1
bei bestimmten Sauerstoff-Konzentrationen möglich sind.

Wie bereits früher gezeigt [50], wurden bei einer Laserleistung von 100 mW ohne

Einsatz eines Magnetrührers etwa 40 Joule benötigt, um den Sauerstoff in einer

Lösung mit 2 mg/ml Albumin und 50 µmol/L TMPyP unter das Detektionsmini-

mum zu senken. In dieser Messung bei 50 mW mit einem Magnetrührer wurden

hingegen nur etwa 30 Joule benötigt, um den gleichen Effekt zu erzielen.

Dies zeigt, dass der Sauerstoffverbrauch nicht nur von der eingestrahlten Energie

abhängt, sondern auch von der lokalen Konzentration des Sauerstoffs und der oxi-

dierbaren Proteine. Das soll heißen, dass bei einer niedrigeren Leistung und dem

ständigen Durchmischen der Probe die Reaktion von Singulett-Sauerstoff und Pro-

teinen wahrscheinlicher wird als wenn der Ausgleich der Sauerstoff-Konzentration

nur durch Diffusion erfolgt. Es ist somit mit Magnetrührer weniger Gesamtenergie

für den Verbrauch des gesamten Sauerstoffs notwendig, da immer genügend Sauer-

stoff zur Oxidation im Anregungszentrum zur Verfügung steht. Des weiteren kann

aus diesen Messungen gefolgert werden, dass sich für Albumin die Messbedingun-

gen am langsamsten ändern und sich für eine Einzelmessung von 10 Sekunden (=̂

0,5 Joule bei einer Leistung von 50 mW) die Sauerstoff-Konzentration nur um et-

wa 3% (=̂ 8 µmol/L) ändert. Im Vergleich dazu tritt die gleiche Veränderung der

Sauerstoff-Konzentration bei Angiotensin in nur 1,7 Sekunden auf.
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5.2.2 Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten

bei Albumin-TMPyP-Gemischen

Die Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten erfolgte im weiteren Verlauf nur

bei Albumin-TMPyP-Lösungen, da bei diesen der Sauerstoffverbrauch während der

Bestrahlung am geringsten (Tab. 5.2) und somit die Messbedingungen am stabilsten

sind.

Die Variation der Sauerstoff-Konzentration erfolgt bei einer Farbstoff-Konzentration

von [P] = 100 µmol/L und einer Albumin-Konzentration von [Q] = 2 mg/ml =

30 µmol/L. In Abbildung 5.5 sind die Raten β1 und β2 in Abhängigkeit von der

Sauerstoff-Konzentration aufgetragen.

Die Variation der Farbstoff-Konzentration wurde bei 20% und 80% Sauerstoffsätti-

gung (54 und 216 µmol/L) durchgeführt, um wie in Abbildung 5.5 ersichtlich links

und rechts des Schnittpunkts (K∆ = KT1
) zu messen. Die Albumin-Konzentration

beträgt in beiden Fällen wieder 30 µmol/L. Die TMPyP-Konzentration wurde zwi-

schen [P] = 10 µmol/L und [P] = 500 µmol/L variiert. Abbildung 5.6 zeigt die Raten

in Abhängigkeit von der Farbstoff-Konzentration bei 54 µmol/L Sauerstoff (K∆ >

KT1
) (A) und bei 216 µmol/L Sauerstoff (K∆ < KT1

) (B).

Die Variation der Protein-Konzentration erfolgt bei einer Farbstoff-Konzentration

von [P] = 100 µmol/L und einer Sauerstoff-Konzentration von [O2] = 54 µmol/L.

Die Protein-Konzentration wurde zwischen [Q] = 7,5 µmol/L und [Q] = 750 µmol/L

variiert. Wie in Abbildung 5.7 ersichtlich schneiden sich die Raten β1 und β2 nicht,

so dass β1 ≈ K∆ und β2 ≈ KT1
gilt.

Bei allen Messungen wurde die Lösung mit einem Magnetrührer durchmischt, um

den Sauerstoff-Gradienten im Bereich der Laseranregung möglichst gering zu halten.

Für die Bestimmung der Raten wurden nur die Signale von 2000 Laserpulsen (100

mW Leistung) aufsummiert, um so wenig Sauerstoff wie möglich zu verbrauchen.

Es muss aber berücksichtigt werden, dass die Sauerstoff-Konzentration während der

Messung immer noch um ca. 1,5 µmol/L abnimmt.
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Albumin-Konzentration in einer TMPyP-Albumin-Lösung (Farbstoff-

Konzentration: 100 µmol/L, Sauerstoff-Konzentration: 54 µmol/L)

Die aus den verschiedenen Variationen der Konzentrationen ermittelten Raten, so-

wie die Raten ohne Albumin aus Kapitel 4 und die bekannten Literaturwerte sind

in Tabelle 5.3 angegeben.

Rate/ TMPyP TMPyP TMPyP Einheit

Ratenkonstante mit Albumin ohne Albumin Literaturwerte

k∆ 0,27 ± 0,02 0,28 ± 0,01 0,29 ± 0,02 µs−1

kT1
<0,011 <0,006 0,007 ± 0,001 µs−1

kΣT1O
1,7 ± 0,2 1,9 ± 0,1 1,8 ± 0,2 µs−1· mmol−1·L

k∆S0
+ k∆T1

<0,08 <0,1 µs−1· mmol−1·L
kT1S0

<0,03 <0,001 µs−1· mmol−1·L
kT1∆· k∆T1

<0,2 <0,08 µs−2·mmol−2·L2

k∆Q 0,45 ± 0,10 0,6 ± 0,05 (NaN3) (0,45 ± 0,03)a µs−1· mmol−1·L
kT1Q n.b. <0,005 (NaN3) µs−1· mmol−1·L

Tabelle 5.3: Übersicht über die Raten und Ratenkonstanten von TMPyP in Wasser mit

und ohne Albumin und den vorhandenen Literaturwerten ohne Albumin

(a mit Albumin) [9]

Bei der Variation der Protein-Konzentration (Abb. 5.7) bei einer Sauerstoff-Konzen-

tration von 54 µmol/L entspricht die Rate β2 der Farbstoff-Triplett-Abklingrate
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KT1
. Bei einem quenchenden Effekt des Albumins müsste die Rate β2 mit steigender

Albumin-Konzentrationen ansteigen (wie bei Natriumazid als Quencher beschrie-

ben). Durch den lokalen Verbrauch von Sauerstoff zeigt sich allerdings die Sauerstoff-

Abhängigkeit der Rate KT1
(siehe oben), deren Wert mit sinkendem Sauerstoff-

Gehalt ebenfalls sinkt. Daher überlagert dieser Effekt die quenchenden Eigenschaf-

ten des Albumins und die Ratenkonstante würde einen negativen Wert annehmen,

der nicht mit der Theorie übereinstimmt. Des weiteren kann die Bindung von Prote-

inen an den Farbstoff [9] den Farbstoff-Triplett-Zustand beeinflussen. Dies legt auch

die Veränderung der Raten- und Ratenkonstanten nahe, die sich auf den Farbstoff-

T1-Zustand beziehen. So vergrößern sich kT1
, kT1S0

und das Produkt kT1∆· k∆T1
,

was auf eine insgesamt schneller Deaktivierung des Farbstoff-T1-Zustands durch das

Lösungsmittel und den Farbstoff selbst schließen lässt.

Die Abbildungen zeigen, dass aus den Messergebnissen nicht mit Sicherheit ent-

schieden werden kann, ob ein Energierücktransfer vom Singulett-Sauerstoff auf den

Triplett-Zustand von TMPyP erfolgt. Die Größe des Fehlers bei der Ratenbestim-

mung lässt sowohl eine Zuordnung zu den analytisch ermittelten Kurven mit (durch-

gezogene Linien) als auch ohne (gestrichelte Linien) Energierücktransfer zu.

Ein Überblick über die hier ermittelten Raten und Ratenkonstanten und ein Ver-

gleich mit denen mit Fettsäuren erfolgt in Abschnitt 5.6.

5.3 TMPyP mit Fettsäuren

Nach den Proteinen wurde in diesem Abschnitt die Beeinflussung der Raten und

Ratenkonstanten durch die Anwesenheit von Fettsäuren, wie sie auch in zellulären

Membranen vorkommen, untersucht. Zur Generierung von Singulett-Sauerstoff wur-

de wieder TMPyP verwendet; diesmal wurde der Farbstoff jedoch in Ethanol gelöst,

um die Löslichkeit der Fettsäuren zu berücksichtigen. Die Möglichkeit der Oxidie-

rung der Fettsäuren wurde bei Stearin-, Öl-, Linol- und Linolensäure untersucht.

Die verschiedenen Raten und Ratenkonstanten wurden bei Stearin- und Linolsäure-

Lösungen bestimmt, um einen Vertreter ohne Doppelbindungen und einen Vertreter

mit Doppelbindungen zu untersuchen.
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5.3.1 Sauerstoffverbrauch

Für die Bestimmung der Sauerstoffverbrauchsraten der verschiedenen Fettsäuren

wurden diese mit einer Konzentration von 50 mmol/L in einer Ethanol-TMPyP-

Lösung aufgelöst. Die Farbstoff-Konzentration beträgt dabei in allen vier Lösungen

25 µmol/L. Die Durchführung erfolgt mit einer Laserleistung von 250 mW bei einer

Anregungswellenlänge von 532 nm. Die Sauerstoff-Konzentration in den Ethanol-

Gemischen wurde wieder mit dem Nadelsensor bestimmt, der vorher in einer reinen

Ethanollösung kalibriert wurde.

Ohne Bestrahlung wird von einer maximalen Sauerstoff-Konzentration von 1850

µmol/L in Ethanol ausgegangen. Das Verhältnis von den Lipidmolekülen zu den

Ethanolmolekülen entspricht etwa 1:500, so dass ein Einfluss der gelösten Lipide

auf die Sauerstoff-Konzentration vernachlässigt werden kann. Die Quarzglasküvette

wurde bei allen Messungen bis oben hin gefüllt (Füllmenge ∼ 3,2 ml).

Um definierte Bedingungen zu haben, wurde die Küvette durch einen Teflonstop-

fen luftdicht verschlossen, wodurch eine Diffusion von O2 von Außen während der

Messung vermieden wurde. In der Küvette sorgt ein Magnetrührer für eine Durch-

mischung der Lösung.

Wie in Abbildung 5.8 zu erkennen erfolgt unter Laserbestrahlung die schnellste

Abnahme der Sauerstoff-Konzentration bei Linolensäure, der dreifach ungesättigten

Fettsäure. Bei den Fettsäuren mit nur einer oder zwei Doppelbindungen, Öl- und Li-

nolsäure, ist der Sauerstoffverbrauch deutlich langsamer. Die gesättigte Stearinsäure

zeigt so gut wie keinen Sauerstoff-Verbrauch. Ebenso wie beim Sauerstoffverbrauch

durch die Oxidation von Proteinen wird wieder von einer Reaktion nullter Ordnung

ausgegangen und die entsprechenden Geschwindigkeitskoeffizienten (siehe Tabelle

5.4) wurden wieder durch das Anpassen von linearen Fitkurven ermittelt.

Der Fehler der ermittelten Werte liegt wieder bei 10%. Im Vergleich zu Albumin mit

einer über 1000 mal geringeren Konzentration entspricht der Sauerstoffverbrauch der

verschiedenen Fettsäuren bei einer 5 mal höheren Laserleistung in etwa dem der Pro-

teine in Wasser. Dadurch können für die nachfolgenden Messungen zur Bestimmung

der Raten und Ratenkonstanten mit bis zu 20.000 Laserpulse bei einer Leistung von

50 mW erfolgen ohne die Sauerstoff-Konzentration maßgeblich zu verändern.
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Abbildung 5.8: Der Sauerstoffgehalt der Fettsäurelösungen mit 25 µmol/L TMPyP gegen

die Bestrahlungszeit; dazu die Geraden für einem angenommenen konstan-

ten Sauerstoffverbrauch

Fettsäure Geschwindigkeitskoeffizient

Stearinsäure 0 µmol · L−1· s−1

Ölsäure 1,2 µmol · L−1· s−1

Linolsäure 2,3 µmol · L−1· s−1

Linolensäure 3,5 µmol · L−1· s−1

Tabelle 5.4: Geschwindigkeitskoeffizient des Sauerstoffverbrauchs verschiedener

Fettsäuren (Konzentration = 50 mmol/L) in TMPyP-EtOH-Gemischen

bei 250 mW eingestrahlter Leistung und einer 25 µmol/L TMPyP-Lösung
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5.3.2 Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten bei

Fettsäure-TMPyP-Gemischen

Um den Einfluss der Fettsäuren, bzw. Doppelbindungen der Fettsäuren auf das ge-

samte System zu untersuchen, wurden Stearinsäure und Linolsäure in Ethanol mit

dem Farbstoff TMPyP gelöst und die Raten und Ratenkonstanten der Lösungen

bestimmt. Für beide Lösungen wurden immer die gleichen Bedingungen (Farbstoff-

und Sauerstoff-Konzentration, Laserleistung, etc.) gewählt, um vergleichbare Werte

zu erhalten.

Die Variation der Sauerstoff-Konzentration erfolgt jeweils bei einer Farbstoff-Konzen-

tration von [P] = 50 µmol/L und einer Fettsäure-Konzentration von [Q] = 50

mmol/L. In Abbildung 5.9 sind die Raten β1 und β2 in Abhängigkeit von der

Sauerstoff-Konzentration aufgetragen (A =̂ Stearinsäure, B =̂ Linolsäure).

Die Variation der Farbstoff-Konzentration wurde bei 20% Sauerstoffsättigung (370

µmol/L) durchgeführt. In Abbildung 5.10 sind die Raten β1 und β2 in Abhängigkeit

von der Farbstoff-Konzentration dargestellt. Die Ausschnitte mit der Singulett-

Sauerstoff-Abklingdauer sind noch einmal vergrößert gezeigt. Die Fettsäure-Kon-

zentration beträgt in beiden Fällen wieder 50 mmol/L. Die TMPyP-Konzentration

wurde zwischen [P]= 1 µmol/L und [P] = 500 µmol/L variiert.

Die Variation der Fettsäure-Konzentration erfolgt bei einer Farbstoff-Konzentration

von [P] = 50 µmol/L und einer Sauerstoff-Konzentration von [O2] = 370 µmol/L

und [O2] = 20 µmol/. Die Fettsäure-Konzentration wurde zwischen [Q] = 1 mmol/L

und [Q] = 100 mmol/L variiert. In Abbildung 5.11 sind die Messwerte für die Va-

riation bei 20 µmol/L Sauerstoff gezeigt.

Bei allen Messungen wurde die Lösung mit einem Magnetrührer durchmischt, um

den Sauerstoff-Gradienten möglichst gering zu halten. Für die Bestimmung der Ra-

ten wurden die Signale von 20.000 Laserpulsen (50 mW Leistung) aufsummiert.

Aus den erhaltenen Werten lassen sich bei beiden Fettsäure-TMPyP-Gemischen die

Singulett-Sauerstoff-Lebensdauer zu (14± 2) µs bestimmen. Die Triplett-Lebensdauer

von TMPyP liegt zwischen 50 µs bei Linolsäure und 200 µs bei Stearinsäure und

liegt damit in etwa bei dem Wert aus Kapitel 4.4. Die Abweichung der Rate kT1
bei
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Abbildung 5.9: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Sauerstoff-

Konzentration bei Fettsäure-TMPyP-Lösungen (Farbstoff-Konzentration:

50 µmol/L, Fettsäure-Konzentration: 50 mmol/L); Abbildung A: Stea-

rinsäure, Abbildung B: Linolsäure

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

A     Stearinsäure B     Linolsäure

β1

β2

K
T1

KΔ

β2
KΔ

β2
KΔ

β1

β2

K
T1

KΔ

β  ,β1

 

2

[1/µs]

β  ,β1

 

2

[1/µs]

β  ,β1

 

2

[1/µs]

β  ,β1

 

2

[1/µs]

[TMPyP]   [mmol/L]

[TMPyP]   [mmol/L] [TMPyP]   [mmol/L]

[TMPyP]   [mmol/L]

Abbildung 5.10: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der

TMPyP-Konzentration bei Fettsäure-TMPyP-Lösungen (Sauerstoff-

Konzentration: 370 µmol/L, Fettsäure-Konzentration: 50 mmol/L);

Abbildung A: Stearinsäure, Abbildung B: Linolsäure; darunter die

vergrößerten Ausschnitte für die Abklingrate β2, die hier der Singulett-

Sauerstoff-Abklingrate entspricht

Linolsäure kann durch eventuelle Bindungen der Linolsäure an TMPyP erklärt wer-

den, was eine schnellere Deaktivierung zur Folge hat. Bei der Singulett-Sauerstoff-
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Abbildung 5.11: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Fettsäure-

Konzentration bei Fettsäure-TMPyP-Lösungen (Farbstoff-Konzentration:

50 µmol/L, Sauerstoff-Konzentration: 20 µmol/L); Abbildung A: Stea-

rinsäure, Abbildung B: Linolsäure; Die rote Linie in Abbildung B zeigt

die Rate β2, die in diesem Fall der Farbstoff-T1-Abklingrate entspricht,

bei einer angenommenen Sauerstoff-Konzentration von 4 µmol/L

Rate/ Raten- TMPyP mit TMPyP mit TMPyP ohne Einheit

konstante Stearinsäure Linolsäure Fettsäuren

k∆ 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,005 µs−1

kT1
0,005 ± 0,002 0,02 ± 0,005 <0,002 µs−1

kΣT1O
1,25 ± 0,1 1,1 ± 0,1 1,1 ± 0,1 µs−1· mmol−1·L

k∆S0
+k∆T1

<0,05 <0,05 <0,03 µs−1· mmol−1·L

kT1S0
<0,003 <0,003 <0,002 µs−1· mmol−1·L

k∆Q 0 <0,0015 0,4 ± 0,1 (NaN3) µs−1· mmol−1·L

kT1Q 0 0 0,05 ± 0,02 µs−1· mmol−1·L

(kT1∆·k∆T1
) <0,01 <0,01 <0,01 µs−2·mmol−2· L2

Tabelle 5.5: Raten und Ratenkonstanten bei verschiedenen Fettsäuren in TMPyP-Ethanol-

Gemischen

Deaktivierung durch eventuelle Quencher (k∆Q) zeigt sich, dass nur die ungesättigte

Linolsäure Singulett-Sauerstoff quencht, jedoch wesentlich geringer als Natriumazid.

Bei der Variation der Stearin- und Linolsäure-Konzentration zeigt sich, dass die Ab-

klingrate β2, die bei der Sauerstoff-Konzentration von 20 µmol/L der Abklingrate des

Farbstoff-Triplett-Zustands entspricht, mit zunehmender Fettsäure-Konzentration
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abnimmt. Dieser Effekt lässt sich durch den Sauerstoffverbrauch auf Grund der

Oxidation der Fettsäuren erklären und kann bei Stearinsäure noch vernachlässigt

werden, tritt aber bei Linolsäure verstärkt auf, wodurch es möglich wurde eine weiter

Kurve für β2 einzufügen, allerdings bei einer niedrigeren Sauerstoff-Konzentration

von ca. 4 µmol/L.

Die Abweichungen der anderen Ratenkonstanten von den Werte bei TMPyP-EtOH-

Lösungen ohne zusätzlichen Fettsäuren liegt im Rahmen der Fehlertoleranzen von

15%.

5.4 Perinaphthenon mit Fettsäuren

Um auch die Veränderungen der Raten und Ratenkonstanten durch den Zusatz von

Fettsäuren bei Bestrahlung im UVA-Bereich untersuchen zu können, wurde in die-

sem Abschnitt Perinaphthenon als Photosensibilisator verwendet. Als Fettsäuren

wurden die gesättigte Stearinsäure (18:0) und die ungesättigten Fettsäuren, Linol-

(18:2) und Arachidonsäure (20:4) untersucht.

Bei den Einzelmessungen wurde versucht, mit so wenig Laserpulsen wie möglich aus-

zukommen, da sowohl der Sauerstoffverbrauch durch die ungesättigten Fettsäuren

(bereits bei TMPyP beobachtet), als auch die Zersetzung des Farbstoffs PN un-

ter UVA-Bestrahlung (vgl. Kapitel 4.4.2) möglichst gering gehalten werden sollten.

Pro Messung wurden daher nur 10.000 Laserpulse aufsummiert. Die Sauerstoff-

Konzentration änderte sich vor allem bei hohen Sauerstoff-Konzentrationen dras-

tisch. Für die Bestimmung der Sauerstoff-Konzentration wurde abhängig von der

verwendeten Fettsäure ein Fehler von mindestens 2,5% angenommen.

5.4.1 Sauerstoff-Verbrauch

Der bereits bei den Proteinen und den Fettsäuren mit TMPyP beobachtete Sau-

erstoffverbrauch wurde nun noch einmal mit einem UV-absorbierenden Farbstoff

untersucht. Dadurch wurde es möglich die Beeinflussung der Raten und Ratenkon-

stanten durch den Sauerstoffverbrauch besser zu quantifizieren und einen eventu-
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ellen Einfluss der Fettsäuren bei Bestrahlung im UVA-Bereich zu erkennen. Ne-

ben den verschiedenen Fettsäuren wurde PN als exogener Photosensibilisator in die

Lösung eingebracht und auch dessen Einfluss untersucht. Alle Komponenten wurden

in Ethanol gelöst.

Linolsäure (18:2) und Arachidonsäure (20:4) wurden jeweils in Konzentrationen von

50 mmol/L verwendet; die gesättigte Stearinsäure mit einer Konzentration von 20

mmol/L, da hier kein Sauerstoffverbrauch erwartet wurde (vgl. Abschnitt 5.3).

Ohne Bestrahlung wurde wieder von einer maximalen Sauerstoff-Konzentration von

1850 µmol/L in Ethanol ausgegangen. Die Küvette wurde wieder durch einen Tef-

lonstopfen luftdicht verschlossen und mit einem Magnetrührer durchmischt.

Die Verbrauchsmessungen an den verschiedenen Fettsäuren wurden bei einer Laser-

leistung von 100 mW und einer PN-Konzentration von 200 µmol/L durchgeführt.

Der gemessene Sauerstoffgehalt mit den entsprechend angepassten Fitkurven ist in

Abbildung 5.12 gegen die Zeit aufgetragen.
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Abbildung 5.12: Abnahme der Sauerstoff-Konzentration bei verschiedenen Fettsäuren ge-

gen die Zeit mit einer PN-Konzentration von 200 µmol/L mit den ent-

sprechenden Fitgeraden.

Aus der Abbildung ist zu entnehmen, dass wieder nur die ungesättigten Fettsäuren

einen Sauerstoffverbrauch verursachen. Betrachtet man die Anzahl der Doppelbin-
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dungen der verschiedenen Fettsäuren (Linolsäure 2, Arachidonsäure 4), so kann im

Rahmen der Fehlertoleranzen von einer direkten Proportionalität zwischen der An-

zahl der Doppelbindungen einer Fettsäure und dem Zeitverhalten des Sauerstoffver-

brauchs ausgegangen werden.

Bei einer genaueren Betrachtung des Sauerstoffverbrauchs, stellt man zu Beginn der

Bestrahlungen einen stärkeren Verbrauch fest. Aus den vorherigen Ergebnissen zur

Stabilität des PNs lässt sich dieser Verlauf erklären. So ist das unbestrahlte PN

noch in der Lage viel Singulett-Sauerstoff zu erzeugen, wohingegen mit der Dau-

er der Bestrahlung die PN-Konzentration und somit auch die Singulett-Sauerstoff-

Ausbeute zurück geht und somit auch weniger Sauerstoff verbraucht wird. Dies be-

deutet, dass es unterschiedliche Geschwindigkeitskoeffizienten ki (i=I,II) gibt. kI ist

die Verbrauchskonstante zu Beginn der Bestrahlung, kII beschreibt die Verbrauchs-

konstante des anschließenden Sauerstoffverbrauchs, wobei kI > kII gilt.

Aus den eingezeichneten Geraden, die an die Messkurven angepasst sind, ergeben

sich für die verschiedenen Lösungen die in Tabelle 5.6 dargestellten Werte. Es wird

wieder von einem Fehler von 10 % ausgegangen.

Fettsäure Verbrauchskonstante I Verbrauchskonstante II

Stearinsäure (0) 0,2 µmol · L−1· s−1 0 µmol · L−1· s−1

Linolsäure (2) 1,9 µmol · L−1· s−1 0,5 µmol · L−1· s−1

Arachidonsäure (4) 2,8 µmol · L−1· s−1 1,1 µmol · L−1· s−1

Tabelle 5.6: Übersicht über die O2-Verbrauchskonstante I und II verschiedener Fettsäuren.

In den Klammern steht die Anzahl der Doppelbindungen der jeweiligen

Fettsäure.

Da die Sauerstoffverbrauchskonstanten selbst zu Beginn der Messung geringer sind,

als beim Einsatz von TMPyP als Photosensibilisator (Linolsäure: 2,3 µmol · L−1·
s−1, Linolensäure: 3,5 µmol · L−1· s−1), wurde die Anzahl der Laserpulse nur dem

Ausbleichverhalten von PN angepasst, so dass im folgenden Abschnitt 10.000 La-

serpulse bei 100 mW verwendet wurden.
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5.4.2 Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten

bei Fettsäure-PN-Gemischen

Zur Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten wurde wie in den vorherigen Ka-

piteln eine Variation der Sauerstoff-, Farbstoff- und Fettsäure-Konzentration vor-

genommen. Bei der Variation der O2-Konzentration wurde für alle drei Fettsäuren

eine PN-Konzentration von 25 µmol/L und eine Fettsäuren-Konzentration von 20

mmol/L gewählt. Auf Grund der verringerten Konzentrationen des Farbstoffs und

der Fettsäuren wurde der beobachtete Sauerstoffverbrauch verringert. Dadurch wur-

de es möglich auf einen Magnetrührer während der Bestrahlung der Lösungen zu

verzichten. Dennoch wurde bei den Messungen mit Arachidonsäure einmal ein Ma-

gnetrührer eingesetzt und die erhaltenen Werte mit denen ohne Magnetrührer ver-

glichen.

In der Abbildung 5.13 sind die erhaltenen Anstiegs- und Abklingraten gegen die

Sauerstoff-Konzentration für die verschiedenen Fettsäuren aufgetragen.

Betrachtet man zunächst in Abbildung 5.13 A-C den Bereich bei hohen O2-Konzen-

trationen, so kann man deutlich erkennen, dass sich Abweichungen für die Anstiegs-

raten β1 (rote Kreise) von der Fitgeraden ergeben.

Ein Grund für die starken Abweichungen der Raten β1 ist der Sauerstoffverbrauch

der ungesättigten Fettsäuren, der insbesondere bei hohen O2-Konzentrationen ins

Gewicht fällt. Da sich durch den O2-Verbrauch sowohl die Rate KT1
(Abhängigkeit

von der Sauerstoff-Konzentration) als auch die Signalhöhe verringern, lassen sich die

Anstiegszeiten der Lumineszenzsignale, die in diesem Fall dem reziproken Wert von

KT1
entsprechen, nicht mehr exakt ermitteln und wurden eher als zu kurz bestimmt

(⇒ zu großes β1). Da die Rate K∆,oR unabhängig von der O2-Konzentration ist,

werden die ermittelten Raten β2 nicht durch das chemische Quenchen (Sauerstoff-

verbrauch) beeinflusst.

Wie in Abbildung 5.13 C zu erkennen ist, kann durch den Einsatz eines Magne-

trührers der Einfluss des Sauerstoffverbrauchs deutlich reduziert werden und die

Fitgeraden können besser an die gemessenen Raten angepasst werden. Dies zeigt,
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Abbildung 5.13: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Sauerstoff-

Konzentration bei Fettsäure-PN-Lösungen (Farbstoff-Konzentration: 25

µmol/L, Fettsäure-Konzentration: 20 mmol/L); Abbildung A: Stea-

rinsäure, Abbildung B: Linolsäure, Abbildung C: Arachidonsäure; die ge-

messenen Anstiegsraten β1 ohne dem Einsatz eines Magnetrührers sind

als rote Kreise dargestellt, zusätzlich sind in Abbildung 5.13 C einige der

Raten β1 als schwarze Kreise gezeigt, bei denen die Lösung mit einem

Magnetrührer durchmischt wurde. Die Abklingraten β2 sind als schwarze

Rechtecke wiedergegeben, hier sind die Unterschiede vernachlässigbar.

dass durch ein ständiges Durchmischen die Beschränkungen durch die diffusions-

beschränkten Prozesse (Deaktivierung des Triplett-Farbstoff-Zustands durch Sauer-

stoff) vermindert werden können.

Um die Abhängigkeit der Raten und Ratenkonstanten vom Farbstoff PN zu bestim-

men, wurden verschiedenen PN-Fettsäure-EtOH-Lösungen mit PN-Konzentrationen
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von 1 µmol/L bis 500 µmol/ vermessen. Die Fettsäuren-Konzentration beträgt in

allen drei Fällen 20 mmol/L. Als Sauerstoff-Konzentration wählt man bei der Stea-

rinsäure 10% Luftsättigung ([O2] = 185 µmol/L) und für die beiden ungesättigten

Fettsäuren jeweils 20% Luftsättigung ([O2] = 370 µmol/L). Die gemessenen Werte

der Raten β1 und β2 sind für die PN-Lösungen mit Linol- und Arachidonsäure in

Abb. 5.14 in Abhängigkeit von der PN-Konzentration gezeigt. Die Anstiegsrate β1

entspricht hier der Rate KT1
und die Abklingrate β2 der Rate K∆,oR.
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Abbildung 5.14: Verlauf der Raten β1 und β2 in Abhängigkeit von der PN-Konzentration

bei Fettsäure-Konzentrationen von 20 mmol/L bei Stearinsäure (A), Li-

nolsäure (B) und Arachidonsäure (C). Zum Vergleich wurde die theo-

retisch erwartete Kurve von KT1
rot und die experimentell ermittelte

Kurve von KT1
schwarz eingezeichnet. Die entsprechenden Sauerstoff-

Konzentrationen sind in der Abbildung eingetragen.

Aus der Abb. 5.14 ist zu entnehmen, dass die ermittelten Werte für β1 nicht mit den

theoretisch erwarteten Geraden (rote Linie) übereinstimmen. Stattdessen erhält man

mit zunehmender Farbstoff-Konzentration längere Anstiegszeiten, also ein kleineres

β1. Die gemessenen Werte lassen sich wieder mit dem Verbrauch des Sauerstoffs

in der Lösung erklären. Dazu wurden die Fitgeraden für eine niedrigere Sauerstoff-

Konzentration zusätzlich in die Abbildungen eingefügt (schwarze Linien). Wie sich

zeigt, hängt die Abweichung der Messpunkte von der schwarzen Fitgeraden von der

Farbstoff-Konzentration ab. Erklärt wird das durch die gesteigerte Generierung von

Singulett-Sauerstoff bei höheren Farbstoff-Konzentrationen und dem damit verbun-

denen höheren Sauerstoffverbrauch.

Da der T1-Zustand des Farbstoffs durch O2 gequencht wird, hängt die Rate KT1
von

der lokalen Sauerstoff-Konzentration am Ort des angeregten Farbstoffs ab, daher
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kann die Rate KT1
als [O2]-Sensor betrachtet werden, da sich die [O2]-Abnahme auf

die Raten β1 (rechts vom Schnittpunkt: β1 ≈ KT1
) auswirkt.

Vergleicht man die theoretisch erwartete Gerade von β1 (schwarze Linie) mit den

experimentell erhaltenen, so kann man in der PN-Linolsäure-EtOH-Lösung mit ei-

ner Abnahme der O2-Konzentration von etwa 60 µmol/L am Ort der Bestrahlung

rechnen. Für die PN-Arachidonsäure-EtOH-Lösung ergibt sich ein Wert von etwa

135 µmol/L. Der Wert entspricht in etwa dem doppelten Wert der PN-Linolsäure-

EtOH-Lösung, so dass man davon ausgehen kann, dass es eine direkte Proportiona-

lität zwischen Anzahl der Doppelbindungen einer ungesättigten Fettsäure und dem

Sauerstoffverbrauch gibt.

Bei der dritten Messreihe wurden die Konzentrationen der Stearin- und der Li-

nolsäure in einem Bereich zwischen 1 mmol/L und 100 mmol/L variiert um die

Abhängigkeit der Raten und Ratenkonstanten von der Fettsäuren-Konzentration zu

messen. Dabei ist die Farbstoff-Konzentration konstant bei 25 µmol/L und die O2-

Konzentration in der PN-Stearinsäure-EtOH-Lösung bei 185 µmol/L bzw. bei 370

µmol/L in der PN-Linolsäure-EtOH-Lösung. Abbildung 5.15 zeigt die Anstiegs- und

Abklingraten β1 und β2 aus der Variation der Linolsäure-Konzentration.
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Abbildung 5.15: Verlauf der Raten β1 und β2 in Abhängigkeit von der Stearin- und Li-

nolsäure-Konzentration bei [O2]= 190 bzw. 370 µmol/L und einer PN-

Konzentration von 25 µmol/L.

Zu Beginn jeder Einzelmessung beträgt [O2] in der Lösung 370 µmol/L. Die Rate

β1 entspricht hier der Rate KT1
und β2 der Rate K∆,oR.

Im Rahmen der Messgenauigkeit lassen sich nur geringe quenchenden Effekte der

Fettsäuren, sowohl der gesättigten als auch der ungesättigten, auf den Singulett-
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Sauerstoff nachweisen, da sich in beiden Fällen die Werte für β2 nur geringfügig mit

der Fettsäuren-Konzentration ändern.

Bei β1 ist in beiden Fällen ein leichter Anstieg mit zunehmender Fettsäuren-Konzen-

tration erkennbar. Dies zeigt, dass die Farbstoff-Triplett-Abklingdauer durch Fettsäure-

moleküle verkürzt wird.

Mit den aus allen drei Variationen erhaltenen Raten und den angepassten Fitkurven

lassen sich die in Tabelle 5.7 gezeigten Raten und Ratenkonstanten für die verschie-

denen Fettsäure-PN-Ethanol-Gemische bestimmen.

Rate, PN mit PN mit PN mit Einheit

Ratenkonstante Stearinsäure Linolsäure Arachidonsäure Einheit

k∆ 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,01 µs−1

kT1
<0,01 <0,01 <0,01 µs−1

kΣT1O
= kT1O2

+ kT1∆ 2,1 ± 0,1 2,2 ± 0,1 2,3 ± 0,1 µs−1· mmol−1·L

k∆S0
+ k∆T1

<0,05 <0,05 <0,05 µs−1· mmol−1·L

kT1S0
0,1 ± 0,01 0,05 ± 0,01 0,05 ± 0,01 µs−1· mmol−1·L

k∆Q 0,0 <0,00005 n.b. µs−1· mmol−1·L

kT1Q <0,001 <0,0015 n.b. µs−1· mmol−1·L

kT1∆· k∆T1
<0,01 <0,01 <0,01 µs−2·mmol−2· L2

Tabelle 5.7: Raten und Ratenkonstanten bei verschiedenen Fettsäuren in PN-Ethanol-

Gemischen

Mit den erhaltenen Werten lässt sich bei allen drei Fettsäure-PN-Gemischen die

Singulett-Sauerstoff-Lebensdauer zu (14± 2) µs bestimmen. Die Triplett-Lebensdauer

von PN liegt über 100 µs und bestätigt damit den Wert aus Kapitel 4.4.2. Die Ab-

weichungen der anderen Ratenkonstanten von den Werte bei PN-EtOH-Lösungen

ohne zusätzlichen Fettsäuren kann durch die quenchenden Einflüsse der verschiede-

nen Fettsäuren erklärt werden.

125



KAPITEL 5. SINGULETT-SAUERSTOFF-INTERAKTION MIT
BIOMOLEKÜLEN

5.5 Fettsäuren unter UVA-Bestrahlung

Im Rahmen der vorherigen Messungen mit Perinaphthenon und Fettsäuren wurde

überraschenderweise bei Kontrollmessungen an reinen Fettsäuren ohne PN eine Lu-

mineszenz des Singulett-Sauerstoffs und eine Abnahme der Sauerstoff-Konzentration

in der Lösung beobachtet. Um diese Beobachtung erklären zu können, wurden ver-

schiedene Fettsäuren unter UVA-Bestrahlung ohne Zusatz eines Photosensibilisa-

tors untersucht. Dazu wurden als erstes die Lumineszenzsignale detektiert, dann

der Sauerstoff-Verbrauch untersucht. Um den Einfluss der UVA-Strahlung auf die

Absorption und auf die Lumineszenz, die spektral und zeitlich aufgelöst wurde,

genauer untersuchen zu können, wurde eine breitbandige UVA-Quelle mit einer we-

sentlich höheren Leistung als der Laser bei 355 nm eingesetzt, so dass die beobachte-

ten Effekte schneller eintraten. Um die Vorgänge in den Lösungen besser verstehen

zu können, wurden abschließend noch exemplarisch HPLC-Analysen einer Arachid-

onsäure-Ethanol-Lösung durchgeführt.

5.5.1 zeitlich und spektral aufgelöste Lumineszenz

Wie bereits in Abschnitt 5.1.2.6 gezeigt, absorbieren die Fettsäuren ultraviolette

Strahlung. Dabei sind die mehrfach ungesättigten Fettsäuren in der Lage, im UVA-

Bereich (320 - 380 nm) zu absorbieren. Da alle fünf ausgewählten Fettsäuren zumin-

dest einen Bruchteil der Strahlung bei 355 nm absorbieren können, wurde untersucht,

ob die Fettsäuren in der Lage sind, die aufgenommene Energie zur Erzeugung von

Singulett-Sauerstoff ohne zusätzliche Photosensibilisatoren zu nutzen. Es wurden

daher die Lumineszenzsignale der fünf Fettsäuren bei einer Anregungswellenlänge

von 355 nm untersucht. Wie in Abbildung 5.16 A-E zu sehen, kann für alle fünf

Fettsäuren ein Lumineszenzsignal bei 1270 nm mit einer Abklingdauer τD zwischen

13 und 14 µs nachgewiesen werden. Für Stearinsäure und Ölsäure konnten nur schwa-

che Lumineszenzsignale gemessen werden, da bei 1270 nm nur 7.700, bzw. 11.000

Lumineszenzphotonen durch den Photomultiplier detektiert werden. Die Bestrah-

lung der frischen Linolsäure (29.000 Lumineszenzphotonen), Linolensäure (126.000
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Lumineszenzphotonen) und Arachidonsäure (46.000 Lumineszenzphotonen) führt zu

einem einfach exponentiell abfallendem Lumineszenzsignal bei 1270 nm.
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Abbildung 5.16: Lumineszenzsignale der Fettsäuren (50 mmol/L) detektiert bei 1270 nm

bei einer Bestrahlung mit 355 nm vor einer Bestrahlung mit der breitban-

digen UV-Lampe; alle Abklingzeiten liegen zwischen 13 und 14 µs

Um eindeutig nachzuweisen, dass die Lumineszenz vom Singulett-Sauerstoff stammt,

wurde bei allen Fettsäuren ein Wellenlängenscan mit den Filtern zwischen 1150

und 1400 nm durchgeführt. Die Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff in Ethanol

ist zentriert um 1274 nm, was einer Energie von 0,975 eV entspricht. Wie in den

Abbildungen 5.17 A-E gezeigt, ist für alle fünf ein eindeutiges Maximum zwischen

1270 und 1280 nm zu erkennen. Diese Maxima und die Abklingdauer von 13-14

µs sind ein eindeutiger Beweis für die Bildung von Singulett-Sauerstoff durch die

Bestrahlung von Fettsäuren mit UVA-Strahlung. Da kein Photosensibilisator einge-
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setzt wurde ist zunächst unklar wie der Singulett-Sauerstoff generiert wird, da nicht

davon ausgegangen wird, dass die Fettsäuren in der Lage sind über einen Triplett-

Zustand Energie auf den Sauerstoff zu übertragen. Dass das Lumineszenzsignal noch

während des Laserpulses auf sein Maximum ansteigt und daher keine Anstiegszeit

für das Lumineszenzsignal ermittelt werden kann, spricht ebenfalls gegen die Aus-

bildung eines langlebigen Triplett-Zustands.
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Abbildung 5.17: Wellenlängenscans aller Fettsäuren ( 50 mmol/L) bei einer Bestrahlung

mit 355 nm vor einer Bestrahlung mit der breitbandigen UV-Lampe; es

zeigen sich eindeutige Maxima zwischen 1270 und 1280 nm
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5.5.2 Sauerstoffverbrauch

Als nächstes wurde der bereits bei den Lumineszenzmessungen beobachtete Sauerstoff-

Verbrauch bei UVA-Strahlung untersucht. Es wurde dazu eine breitbandige UVA-

Quelle (Beschreibung siehe Kap. 3.1) mit einer maximalen Strahlungsleistung bei

365 nm zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs verwendet. Die fünf Fettsäuren

wurden mit einer Konzentration von 50 mmol/L in Ethanol gelöst und (3,2 ± 0,1)

ml der Lösung in eine Küvette gefüllt, die mit einem Teflonstopfen verschlossen

wurde. Die Lösung wurde magnetisch gerührt und mit ca. 1,5 W breitbandiger

UVA-Strahlung bestrahlt.
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Abbildung 5.18: Der Sauerstoffgehalt aller Fettsäuren gegen die Bestrahlungszeit mit der

breitbandigen UVA-Lampe;dazu die Fitgeraden für einem angenommenen

konstanten Sauerstoffverbrauch

Abbildung 5.18 zeigt die mit dem Sauerstoff-Sensor aufgenommenen Sauerstoff-

Konzentrationen gegen die Bestrahlungszeit. Bei einer angenommenen Startkonzen-

tration von 1850 µmol/L Sauerstoff (100% luftgesättigt) in den Lösungen ergeben

sich Sauerstoff-Verbrauchsraten von 0,15 µmol · L−1· s−1 bis zu 8,7 µmol · L−1· s−1.

Erstaunlich ist der Sauerstoff-Verbrauch bei Stearinsäure, der vermutlich auf Ver-

unreinigungen der Ausgangssubstanz zurückzuführen ist.

Es zeigte sich, dass für Linol-, Linolen- und Arachidonsäure der Sauerstoffverbrauch
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nahezu konstant erfolgt; für Öl- und Stearinsäure beschleunigte sich der Verbrauch

sichtlich nach einer ca. 20 minütigen Bestrahlung. Die kann nicht mit einer Reakti-

on nullter Ordnung und einem konstanten Absorptionskoeffizienten erklärt werden;

auch Reaktionen höherer Ordnung erklären dieses Verhalten nicht.

5.5.3 Abhängigkeit der Absorption von der

UVA-Bestrahlungszeit

Da der Sauerstoffverbrauch konstant ist, oder während der Bestrahlung sogar anstieg

(siehe oben), wurde die Transmission der verschiedenen Fettsäuren in Abhängigkeit

von der Zeit der breitbandigen Bestrahlung untersucht. Wie bereits bei den Trans-

missionsmessungen der frischen Fettsäuren wurde eine Konzentration von 50 mmol/L

verwendet. Während der Bestrahlung wurde durch die Lösungen ständig Sauerstoff

geleitet, um den bereits beobachteten O2-Verbrauch zu kompensieren.

In den Abbildungen 5.19 A-D sind die Transmissionskurven der verschiedenen un-

gesättigten Fettsäuren zu verschiedenen Bestrahlungszeiten gezeigt; die Transmissi-

onskurven von Stearinsäure ist nicht gezeigt, da deren Transmission sich nicht mit

der Bestrahlungszeit ändert. Ebenso ist die Anregungswellenlänge des Lasers bei

355 nm und der Bereich der breitbandigen UVA-Lampe eingezeichnet.
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Abbildung 5.19: Transmissionsspektren der ungesättigten Fettsäuren nach verschiedenen

Bestrahlungszeiten mit der breitbandigen UVA-Lampe
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In den vier Teilbildern ist zu erkennen, dass bei allen ungesättigten Fettsäuren die

Transmission im UVA-Bereich durch die Bestrahlung abnimmt. Bei Ölsäure wird

nach 120 Minuten ein Minimum der Transmission erreicht, wohingegen bei Linol-,

Linolen- und Arachidonsäure nach einem Minimum die Transmissionskurven mit

weiterer Bestrahlung wieder ansteigen. Um diesen Effekt besser erkennen zu können,

wird die Transmission bei 355 nm, der Anregungswellenlänge des Lasers, gesondert

betrachtet.
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Abbildung 5.20: Transmission aller untersuchten Fettsäuren bei 355 nm nach verschiede-

nen Bestrahlungszeiten mit der breitbandigen UVA-Lampe

Abbildung 5.20 zeigt die Transmission der fünf Fettsäuren bei 355 nm aufgetragen

gegen die UVA-Bestrahlungszeit. Es zeigt sich deutlich, dass die Transmission für

Stearin- und Ölsäure über 95 % bleibt. Für die anderen drei ist eine Abnahme der

Transmission zu erkennen. Bei Arachidonsäure beträgt die minimale Transmission

13% der eingestrahlten Energie bei 355 nm (Linolensäure min. 25%, Linolsäure min.

72%). Nach dem Minimum steigt bei allen drei Fettsäuren die Transmission wieder

an.

Aus den vorliegenden Messungen kann gefolgert werden, dass die gesättigte Stea-

rinsäure nicht nachweislich durch UVA-Bestrahlung verändert wird. Dies ist nicht

weiter verwunderlich, da sie erst unterhalb einer Wellenlänge von 250 nm zu absor-

bieren beginnt. Bei den ungesättigten Fettsäuren zeigt die Ölsäure so gut wie keine

Veränderungen im UVA-Bereich; dies kann wieder mit der geringen Absorption zwi-
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schen 320 und 380 nm der Fettsäure mit nur einer Doppelbindung erklärt werden.

Die restlichen drei Fettsäuren zeigen bis auf den Zeitpunkt der minimalen Trans-

mission ein ähnliches Verhalten. So sinkt die Transmission bis zu einem minimalen

Wert, nach welchem sie wieder zu steigen beginnt. Die Abnahme der Transmis-

sion kann mit einer Zunahme von absorbierenden Substanzen erklärt werden, die

durch die Oxidation der ungesättigten Fettsäuren entstehen. Die Erzeugung von

oxidierten Produkten wird auch durch den Sauerstoffverbrauch bestätigt. Bei den

Sauerstoffverbrauchsmessungen der mehrfach ungesättigten Fettsäuren ist zu erken-

nen, dass pro Minute zwischen 200 µmol/L und 520 µmol/L Sauerstoff verbraucht

wird. Da aber bei den Transmissionsmessungen der Sauerstoffgehalt konstant bei

Luftsättigung gehalten wurde, kann davon ausgegangen werden, dass nach 70 Mi-

nuten, dem Zeitpunkt der minimalen Transmission, ein Großteil der Fettsäuren (50

mmol/L) oxidiert ist. Nach dem Minimum der Transmission führt eine weitere UVA-

Bestrahlung zu einer Zunahme der Transmission, so dass von einer Zersetzung der

primären Oxidationsprodukte ausgegangen werden kann.

5.5.4 Abhängigkeit der Lumineszenz von der

UVA-Bestrahlungszeit

Da bereits nachgewiesen wurde, dass die Fettsäuren UVA-Strahlung absorbieren

können, dadurch auch Singulett-Sauerstoff generieren und die Absorption mit der

Bestrahlungszeit bis zu einemMaximalwert zunimmt, wurden die Lumineszenzsigna-

le bei 1270 nm nach verschiedenen UVA-Bestrahlungszeiten aufgenommen, um einen

eventuellen Zusammenhang zwischen Absorption und Singulett-Sauerstoff-Ausbeute

zu erhalten. In Abbildung 5.21 ist als Beispiel das Lumineszenzsignal von 50 mmol/L

Arachidonsäure vor und nach 50 Minuten breitbandiger UVA-Bestrahlung gezeigt.

Die Abklingdauer nimmt etwas ab, liegt aber immer noch im Bereich von (14 ± 2)

µs, für die Anstiegszeit ist wiederum kein Wert bestimmbar. Die Anzahl der detek-

tierten Photonen ist nach 50 Minuten um mehr als einen Faktor 10 höher als zu

Beginn der Bestrahlung. Parallel dazu hat die Absorption um etwa einen Faktor 20

zugenommen.
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Abbildung 5.21: Lumineszenz von Arachidonsäure vor Bestrahlung und nach 50 Minuten

Bestrahlung mit der breitbandigen UVA-Lampe

Die weiteren Lumineszenzsignale, sowie die der anderen Fettsäuren, sind hier nicht

gezeigt. Um aber alle aufgenommenen Signale vergleichen zu können, sind in Ab-

bildung 5.22 die Integrale der Lumineszenzsignale bei 1270 nm gegen die UVA-

Bestrahlungszeit aufgetragen. Dabei sind die Integrale aller fünf Fettsäuren in Ab-

bildung A und noch einmal gesondert für Stearin- und Ölsäure in Abbildung B

gezeigt. Zu beachten ist, dass die Skalierung in Abbildung B um einen Faktor 40

kleiner ist als in Abbildung A.
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Abbildung 5.22: Anzahl der Lumineszenzphotonen detektiert bei 1270 gegen die Bestrah-

lungszeit mit der breitbandigen UVA-Lampe für alle fünf Fettsäuren (A)

und vergrößert für Stearin- und Ölsäure (B)
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Für Linol-, Linolen- und Arachidonsäure ist ein Anstieg der Lumineszenz zu erken-

nen. Nach längeren Bestrahlungszeiten nimmt die Anzahl der Lumineszenzphotonen

jedoch wieder ab. Für Stearin- und Ölsäure ist das Lumineszenzsignal für kurze Be-

strahlungszeiten am höchsten und nimmt nach 5 Minuten kontinuierlich ab. Der

zeitliche Verlauf der Absorption bei 355 nm (Abschnitt 5.5.3) und der Lumineszenz

bei 1270 nm korrelieren, jedoch steigt die Absorption wesentlich stärker an..

Um zu zeigen, dass die beobachtete Lumineszenz während der gesamten Bestrah-

lungszeit eindeutig vom Singulett-Sauerstoff stammt, wurden zu verschiedenen Zei-

ten Wellenlängenscans aufgenommen. So kann ein zeit- und wellenlängenaufgelöstes

dreidimensionales Bild der Lumineszenz generiert werden. Abbildungen 5.23 A-E

zeigen die dreidimensionalen Darstellungen für die verschiedenen Fettsäuren.

Für Stearinsäure kann zu Beginn der Bestrahlung ein sehr schwaches Signal aufge-

nommen werden, dieses verschwindet nach 120 Minuten im Hintergrundrauschen.

Für Ölsäure kann ein eindeutiges Maximum bei 0 und 5 Minuten detektiert werden,

nach diesem nimmt die Lumineszenz bei allen Wellenlängen ab, so dass nach 120

Minuten nur noch das Hintergrundrauschen detektiert werden kann. Für die drei

mehrfach ungesättigten Fettsäuren kann nach einem schnellen Anstieg der Lumi-

neszenz ein eindeutiges Lumineszenz-Maximum bei 1270 nm nachgewiesen werden.

Nach diesem nimmt die Lumineszenz bei allen Wellenlängen ab. Das Hintergrund-

rauschen bei 1150 nm und 1400 nm ist nahezu konstant über die ganze Messdauer.

Ein Unterschied zeigt sich lediglich an der Höhe der Lumineszenz und der zeitlichen

Lage des Maximums. So kann für Arachidonsäure nach 50 Minuten Bestrahlungszeit

eine maximale Anzahl von 583.000 Lumineszenzphotonen nachgewiesen werden, für

Linolensäure nach 60 Minuten 517.000 Photonen und für Linolsäure nach 105 Mi-

nuten 152.000 Photonen.

In Tabelle 5.8 sind die Anzahl der Lumineszenzphotonen bei 1270 nm der verschiede-

nen Fettsäuren zu Beginn, beim Maximum und am Ende der jeweiligen Bestrahlung

gezeigt.
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Abbildung 5.23: drei-dimensionale Darstellung der Anzahl der detektierten Lumineszenz-

photonen gegen die Wellenlänge des Interferenzfilters und die Bestrah-

lungszeit mit der breitbandigen UVA-Lampe
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Lumineszenzphotonen Maximalzahl der Lumineszenzphotonen

zu Beginn Lumineszenzphotonen am Ende der

der Bestrahlung (Zeit) Bestrahlung (Zeit)

Stearinsäure 7700 8600 (5 min) 5800 (120 min)

Ölsäure 11000 11600 (5 min) 5100 (120 min)

Linolsäure 29000 152 000 (105 min) 94 500 (240 min)

Linolensäure 126000 517 000 (60 min) 114 000 (240 min)

Arachidonsäure 46000 583 000 (50 min) 137 000 (240 min)

Tabelle 5.8: Anzahl der bei 1270 nm detektierten Lumineszenzphotonen zu Beginn der Be-

strahlung, bei der Maximalzahl und dem Ende der Bestrahlungsdauer

5.5.5 HPLC-Messungen

Zur Bestätigung der Veränderungen der chemischen Zusammensetzung wurde ex-

emplarisch Arachidonsäure nach verschiedenen Bestrahlungszeiten mittels ESI-MS

untersucht. Es können Lipidhydroperoxide mit 32 Dalton mehr an Masse nachge-

wiesen werden, aber auch Moleküle bei denen nach der Oxidation Wasser abgespal-

ten wurde (32 - 16 = 14 Dalton mehr). Die Menge an Arachidonsäure nimmt mit

der Bestrahlungszeit ab, wohingegen die Menge an Lipidhydroperoxiden die ersten

60 Minuten ansteigt und nach diesem Maximum wieder abnimmt. Nach 240 Minu-

ten Bestrahlungszeit kann nahezu keine Arachidonsäure mehr nachgewiesen werden,

ebenso werden keine Lipidhydroperoxide mehr gefunden, aber viele mehrfach oxi-

dierte Produkte.
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Abbildung 5.24: HPLC-Analyse von Arachidonsäure nach unterschiedlichen Bestrahlungs-

zeiten mit der UVA-Lampe

5.6 Zusammenfassung und Interpretation der Mes-

sergebnisse

Sauerstoffverbrauch

Für den Sauerstoffverbrauch in allen in diesem Kapitel untersuchten Lösungen mit

Photosensibilisatoren (TMPyP-H2O-Proteine, TMPyP-EtOH-Fettsäuren, PN-EtOH-

Fettsäuren) wurde eine konstante Reaktionsgeschwindigkeit, also eine Reaktion null-

ter Ordnung angenommen. Dies setzt allerdings eine konstante Erzeugung von Singulett-

Sauerstoff voraus, also ein von der Sauerstoff-Konzentration unabhängiges Φ∆. Für

hohe Sauerstoff-Konzentrationen ist dies der Fall [5], sinkt jedoch die Sauerstoff-

Konzentration nimmt auch die Menge an Singulett-Sauerstoff ab. Es werden daher

die Verbrauchskonstanten nur für die Bereiche mit konstantem Φ∆ ermittelt.

Bei dem stabilen Photosensibilisator TMPyP bleibt die Geschwindigkeit des Sauer-

stoffverbrauchs sowohl bei Proteinen in Wasser, als auch bei Fettsäuren in Ethanol

nahezu konstant. Dagegen tritt bei Perinaphthenon auf Grund des lichtinduzierten

Zerfalls des Farbstoffs eine Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit auf und eine wei-

tere Reaktionskonstante kann bestimmt werden.
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In Tabelle 5.9 sind alle ermittelten Verbrauchskonstanten auf den Messungen mit

TMPyP und Perinaphthenon aufgelistet. Dabei muss beachtet werden, dass die ver-

schiedenen Werte bei unterschiedlichen Laserleistungen, Farbstoff- und Biomolekül-

Konzentrationen erstellt wurden. Auch muss die Singulett-Sauerstoff-Quantenaus-

beute Φ∆ und die absorbierte Energie berücksichtigt werden, um die Werte quan-

titativ vergleichen zu können. Die hier aufgeführten Werte dienen lediglich zur Be-

stimmung des Sauerstoffverbrauchs während den verschiedenen Lumineszenzmes-

sungen und ermöglichen es, die Laserleistung und Molekül-Konzentrationen so zu

wählen, dass während den Lumineszenzmessungen möglichst wenig Veränderungen

der Sauerstoff-Konzentration stattfinden.

Biomolekül TMPyP PN

Stearinsäure 0 µmol · L−1· s−1 (a) 0 - 0,2 µmol · L−1· s−1 (b)

Ölsäure 1,2 µmol · L−1· s−1 (a)

Linolsäure 2,3 µmol · L−1· s−1 (a) 0,5 - 1,9 µmol · L−1· s−1 (b)

Linolensäure 3,5 µmol · L−1· s−1 (a)

Arachidonsäure 1,1 - 2,8 µmol · L−1· s−1 (b)

Albumin 0,8 µmol · L−1· s−1(c)

Trypsin-Inhibitor 1,1 µmol · L−1· s−1 (c)

Insulin 2,7 µmol · L−1· s−1 (c)

Angiotensin 4,7 µmol · L−1· s−1 (c)

Tabelle 5.9: Übersicht über die O2-Verbrauchskonstanten der Farbstoffe TMPyP und PN

bei verschiedenen Biomolekülen; (a): TMPyP-Konzentration = 25 µmol/L,

Laserleistung = 250 mW, Fettsäure-Konzentration = 50 mmol/L; (b):

PN-Konzentration = 200 µmol/L, Laserleistung = 100 mW, Fettsäure-

Konzentration = 20 - 50 mmol/L; (c): TMPyP-Konzentration = 50 µmol/L,

Laserleistung = 50 mW, Protein-Konzentration = 2 mg/mL;
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Raten- und Ratenkonstanten

Im Hinblick auf die Zugabe von Zellen und Bakterien wurden in diesem Kapitel die

Raten und Ratenkonstanten in Lösungen von TMPyP und PN mit verschiedenen

Biomolekülen bestimmt. In Tabelle 5.12 sind alle erhaltenen Werte gezeigt. Um die

Tabelle übersichtlicher zu gestalten sind die Fehler nicht extra angegeben.

Rate / Raten- TMPyP mit TMPyP Einheit

konstante Albumin in Wasser

k∆ 0,27 0,28 µs−1

kT1
<0,011 <0,006 µs−1

kΣT1O
1,7 1,9 µs−1· mmol−1·L

k∆S0
+k∆T1

<0,08 <0,1 µs−1· mmol−1·L

kT1S0
<0,03 <0,001 µs−1· mmol−1·L

kT1∆·k∆T1
<0,2 <0,08 µs−2·mmol−2·L2

k∆Q 0,45 0,6 (NaN3) µs−1· mmol−1·L

kT1Q n.b. <0,005 µs−1· mmol−1·L

Tabelle 5.10: Übersicht über die Raten und Ratenkonstanten von TMPyP in Wasser mit

und ohne Albumin

Aus den vorliegenden Daten lässt sich erkennen, dass bis auf Stearinsäure alle zu-

gesetzten Biomoleküle in der Lage sind Singulett-Sauerstoff zu quenchen, teilweise

wird auch noch der Triplett-Zustands des Farbstoffs gequencht. Allerdings sind sehr

hohe Fettsäure-Konzentrationen (50 mmol/L) notwendig im Vergleich zur Farbstoff-

Konzentration (25 - 100 µmol/L). Wie jedoch in Kapitel 7 gezeigt wird, bestehen die

Membranen von Zellen und Bakterien fast ausschließlich aus Fettsäuren und Pro-

teinen, so dass im Fall einer Singulett-Sauerstoff-Erzeugung an oder in den Mem-

branen die erforderlichen Konzentrationen der Fettsäuren erreicht werden können.

Die anderen angegeben Raten und Ratenkonstanten stimmen im Rahmen der Feh-

lertoleranzen mit den Werten aus den Messungen ohne Zusatzstoffe (vgl. Kapitel

4) überein. Die Messungen bei unterschiedlichen Konzentrationen der ungesättigten

Fettsäuren, bzw. der Proteine zeigte, dass die sauerstoffabhängige Rate KT1
nicht

139



KAPITEL 5. SINGULETT-SAUERSTOFF-INTERAKTION MIT
BIOMOLEKÜLEN

Rate / Raten- TMPyP mit TMPyP mit TMPyP Einheit

konstante Stearinsäure Linolsäure in EtOH

k∆ 0,07 0,07 0,07 µs−1

kT1
0,005 0,02 <0,005 µs−1

kΣT1O
1,25 1,1 1,1 µs−1· mmol−1·L

k∆S0
+k∆T1

<0,05 <0,05 <0,03 µs−1· mmol−1·L

kT1S0
<0,003 <0,003 <0,002 µs−1· mmol−1·L

kT1∆·k∆T1
<0,01 <0,01 <0,01 µs−2·mmol−2·L2

k∆Q 0 <0,0015 0,4 (NaN3) µs−1· mmol−1·L

kT1Q 0 0 0,05 (NaN3) µs−1· mmol−1·L

Tabelle 5.11: Übersicht über die Raten und Ratenkonstanten von TMPyP in Ethanol mit

verschiedenen Fettsäuren und ohne Fettsäuren

Rate / Raten- PN mit PN mit PN mit PN Einheit

konstante Stearinsäure Linolsäure Arachidonsäure in EtOH

k∆ 0,07 0,07 0,07 0,07 µs−1

kT1
<0,01 <0,01 <0,01 <0,01 µs−1

kΣT1O
2,1 2,2 2,3 2,0 µs−1· mmol−1·L

k∆S0
+k∆T1

<0,05 <0,05 <0,05 <0,1 µs−1· mmol−1·L

kT1S0
0,1 0,05 0,05 <0,01 µs−1· mmol−1·L

kT1∆·k∆T1
<0,01 <0,01 <0,01 <0,1 µs−2·mmol−2·L2

k∆Q 0 <0,0015 n.b. n.b. µs−1· mmol−1·L

kT1Q 0 0 n.b. n.b. µs−1· mmol−1·L

Tabelle 5.12: Übersicht über die Raten und Ratenkonstanten von PN in Ethanol mit ver-

schiedenen Fettsäuren und ohne Fettsäuren

mehr den Werten entspricht, die auf Grund des extern gemessenen Sauerstoffgehalts

erwartet werden. Durch ein anpassen der Fitkurven an die Werte aus den Lumines-

zenzmessungen konnten niedrigere Sauerstoff-Konzentrationen bestimmt werden, die

denen entsprechen, die am Ort der Farbstoff-Anregung vorliegen.
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Singulett-Sauerstoff-Erzeugung durch Fettsäuren

In dieser Arbeit konnte erstmals die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff durch un-

gesättigte Fettsäuren unter UVA-Bestrahlung direkt nachgewiesen werden. Dabei

wurde ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Bestrahlungszeit, der Anzahl

der Doppelbindung der Fettsäuren und der Singulett-Sauerstoff-Ausbeute festge-

stellt. Da bereits nachgewiesen wurde, dass Fettsäuren durch Singulett-Sauerstoff

oxidiert werden können (Abschnitt 5.3 und 5.4) kann somit auch der beobachtete

Sauerstoffverbrauch ohne dem Zusatz von Photosensibilisatoren erklärt werden. Bei

den zeitlich aufgelösten Lumineszenzsignalen ist kein Anstieg zu beobachten. Dies

legt nahe, dass kein Triplett-Zustand gebildet werden kann, der die Energie auf den

Sauerstoff übertragen kann. Somit erfolgt aller Wahrscheinlichkeit nach eine Anre-

gung des Sauerstoffs auf chemischen Wegen (Typ I-Mechanismus).

In der HPLC konnte ebenfalls die Erzeugung von Lipidhydroperoxiden bestätigt

werden. Abbildung 5.25 zeigt einen möglichen Mechanismus der zur Erzeugung von

Singulett-Sauerstoff führt.
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oxidierte
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Peroxidation

LOO
•

(Russell Mechanismus)

direkter Nachweis

durch Lumineszenz

1O2

Fettsäuren

Abbildung 5.25: Mechanismus zur Erzeugung von Singulett-Sauerstoff durch die Bestrah-

lung von Fettsäuren mit UVA-Strahlung
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In der Abbildung ist ein möglicher Mechanismus zur Erzeugung von Singulett-

Sauerstoff durch UVA-Bestrahlung von Lipiden und Fettsäuren dargestellt. Dabei

wird die UVA-Strahlung von Fettsäuren und teilweise oxidierten Produkten ab-

sorbiert. Dies kann zum einen zu einer Abspaltung von Elektronen führen, was

zur Erzeugung von Hyperoxid-Anionen führt. Dieses Radikal generiert schließlich

Singulett-Sauerstoff. Zum anderen kann Singulett-Sauerstoff auch durch den Russel-

Mechanismus [56] erzeugt werden, bei dem zwei Peroxyl-Radikale (LOO·) ein linea-

res Tetraoxid bilden, das zerfällt zu einem Alkohol, Keton und Singulett-Sauerstoff

zerfällt. Durch die Oxidation der Fettsäuren durch den erzeugten Singulett-Sauerstoff

werden weitere Hydroperoxide erzeugt und der Kreislauf wird verstärkt. Erst wenn

nahezu keine unoxidierten Fettsäuren mehr zur Verfügung stehen, nimmt die Erzeu-

gung von Singulett-Sauerstoff ab (vgl. Lumineszenz-Abnahme nach ca. 60 Minuten

bei Arachidonsäure).

Diese Art der Singulett-Sauerstoff-Erzeugung (Typ I), ohne einem Triplett-Zustand,

der seine Energie auf den Sauerstoff überträgt, erklärt auch den nicht messbaren

Anstieg des Lumineszenzsignals. Es erfolgt also sofort mit dem Einsetzten der Be-

strahlung eine Singulett-Sauerstoff-Generierung.
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Kapitel 6

Verbesserungen der

Singulett-Sauerstoff-Detektion

Wie bereits in den vorherigen Kapiteln gezeigt wurde, ist es schwierig, die Lu-

mineszenzsignale bei niedrigen Sauerstoff- und Farbstoff-Konzentrationen korrekt

auszuwerten. Ein weiteres Problem, das bei in vitro Messungen hinzu kommt, ist,

dass die Zell- und Bakteriensuspensionen keine klaren Lösungen darstellen und das

Anregungslicht in der Küvette gestreut wird. Auch muss der natürliche Sauerstoff-

verbrauch der lebenden Organismen berücksichtigt werden, der zusätzlich zum Ver-

brauch durch die Oxidation der Bestandteile, wie Lipide oder Proteine (vgl. Kapitel

5), auftritt. All diese Aspekte erschweren die Singulett-Sauerstoff-Detektion und die

Interpretation der Daten.

Der wohl problematischste Sachverhalt bei in vitro Messungen liegt jedoch in der Lo-

kalisation der Farbstoff-Moleküle. Dies bedeutet, dass die durchschnittliche Farbstoff-

Konzentration in der Suspension relativ gering ist, aber lokal sehr hohe Farbstoff-

Konzentrationen in den Zellen oder Bakterien erreicht werden können. Des weiteren

ist der Farbstoff nach der Aufnahme durch Zellen und Bakterien von Proteinen

und Fettsäuren umgeben. Dies führt zu einem erhöhten Quenchen des Singulett-

Sauerstoffs und einem lokal erhöhten Sauerstoff-Verbrauch. Daher kann sowohl die

Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer (Quenchen durch Proteine und Fettsäuren), als

auch die Farbstoff-Triplett-Abklingdauer (erniedrigte Sauerstoff-Konzentration) ge-
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genüber eine reinen Farbstoff-Lösung gravierend verändert werden.

Um trotz all dieser Beeinträchtigungen auswertbare Signale zu erhalten, wird in die-

sem Kapitel die Problematik des Sauerstoffverbrauchs näher erläutert. Des weiteren

werden mögliche Verbesserungen der Messempfindlichkeit durch optische Filter mit

höheren Halbwertsbreiten bei klaren Lösungen und bei streuenden Suspensionen

untersucht, sowie der Einsatz von Magnetrührern, die bereits bei den vorherigen

Messungen verwendet wurden. Zum Abschluss wird die Bedeutung der verschiede-

nen Anstiegs- und Abklingraten in Abhängigkeit der vorhandenen Bedingungen in

der Lösung (Sauerstoff- und Quencher-Konzentration) diskutiert.

6.1 Messprobleme durch den Sauerstoffverbrauch

Singulett-Sauerstoff kann, wie bereits gezeigt, Proteine und Lipide, die in lebenden

Organismen vorkommen oxidieren. Dadurch nimmt der Sauerstoffgehalt in Lösungen

mit Biomolekülen während der Generierung von Singulett-Sauerstoff kontinuierlich

ab. Die Veränderung der Raten während den Messungen durch die Abnahme des

Sauerstoff-Gehalts führte bereits bei den vorherigen Versuchen zu Problemen bei der

Detektion, dabei waren in den bisher untersuchten Lösungen die Farbstoffmoleküle,

die Singulett-Sauerstoff erzeugen können und die zu oxidierenden Substanzen homo-

gen in der Lösung verteilt. Diese homogen Verteilung ändert sich aber bei Zellen und

Bakterien, da bei diesen die Farbstoffe im Zytoplasma oder den Plasmamembranen

lokalisiert sind. Dadurch sind die beiden Reaktionspartner, Singulett-Sauerstoff und

zu oxidierendes Molekül, viel näher beieinander und die Reaktionen laufen schneller

und lokal begrenzter ab.

Wie bereits durch Marcinek et al. beschrieben, beträgt die Sauerstoff-Konzentration

in Herzmuskelzellen in vivo etwa 30 µmol/L [53], etwa einem Zehntel der Sauerstoff-

Konzentration einer luftgesättigten Lösung. In Zellsuspensionen ist mit dem Sauerstoff-

Sensor nur die Bestimmung des Sauerstoff-Gehalts außerhalb der Zellen, im Lösungs-

mittel, möglich. Dieser Wert ist höher als der Sauerstoff-Gehalt in der Umgebung

der Farbstoffmoleküle nach der Aufnahme durch Zellen oder Bakterien.

Durch eine Verringerung der Sauerstoff-Konzentration im Lösungsmittel (Durch-
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leiten von Stickstoff) kann die Sauerstoff-Konzentration in den Zellen [24] gesenkt

werden, da in den Zellen weiter Sauerstoff durch den Stoffwechsel verbraucht wird,

aber die Diffusion verlangsamt wird. Es kann aber auch die Sauerstoff-Konzentration

außerhalb der Zellen durch den Sauerstoffverbrauch der Zellen ohne einem Zutun

von Außen gesenkt werden. Unabhängig von der Ursache der Sauerstoff-Depletion

sinkt somit die Sauerstoff-Konzentration innerhalb und außerhalb der Zellen.

Bei der Bestrahlung von farbstoffinkubierte Zellen mit Licht kommt es zu einer wei-

teren Beschleunigung des Sauerstoffverbrauchs. Der Sauerstoffverbrauch setzt sich

damit aus einem intrinsischen Sauerstoffverbrauch durch den Stoffwechsel und einem

extrinsischen Sauerstoffverbrauch durch die Oxidation durch Singulett-Sauerstoff zu-

sammen.

Diesen Unterschied zeigt deutlich Abbildung 6.1, die den Sauerstoff-Gehalt gegen

die Zeit anzeigt.
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Abbildung 6.1: Abnahme der Sauerstoff-Konzentration bei inklubierten Bakterien in Sus-

pension durch Stoffwechsel und Bestrahlung [51]

Es wurde die Sauerstoff-Konzentration in Bakterien-Suspensionen mit einer Protein-

Konzentration von 1,5 mg/ml gegen die Messdauer aufgetragen. Die Bakterien wur-

den 90 Minuten mit Photofrin inkubiert. Die ersten 40 Sekunden erfolgte keine

Bestrahlung, dann wurde die Suspension entweder für 30 Sekunden (durchgezogene

Linien) oder durchgehend für über 7 Minuten bestrahlt (gestrichelte Linien). Für

die durchgezogenen Linien zeigte sich der intrinsische Sauerstoffverbrauch durch die

Bakterien auf Grund des Stoffwechsels vor und nach der Bestrahlung [51].
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In den ersten 40 Sekunden nahm die Sauerstoff-Konzentration in der Bakterien-

Suspension von ca. 94% auf 90% ab. Durch die Bestrahlung für 30 Sekunden (ty-

pische Messdauer für eine Lumineszenzdetektion) bei 532 nm sank die Sauerstoff-

Konzentration um weitere 30%. Im ersten Experiment nahm die Sauerstoff-Konzen-

tration in der Suspension mit 1,5 mg/ml Protein-Konzetration nach der Bestrahlung

durch den intrinsischen Verbrauch von ca. 64% auf 46% innerhalb der nächsten 7

Minuten ab.

In einem weiteren Experiment wurden die Suspensionen durchgehend bestrahlt. In

diesem Fall konnte nach 8 Minuten kein Sauerstoff mehr in der Suspension festge-

stellt werden (unter 0,05%).

Da bereits durch eine 30 Sekunden dauernde Bestrahlung 30% der Sauerstoff-Konzen-

tration in einer Küvertte mit ca. 3,2 ml Inhalt verbraucht werden, zeigen diese Ex-

perimente, dass bei hohen Proteine-Konzentrationen, wie sie im Inneren von Zellen

und Bakterien vorliegen (vgl. Kapitel 7), die Sauerstoff-Konzentration sehr schnell

abnimmt. Es sollten daher die Bestrahlungszeiten so kurz wie möglich gehalten wer-

den, um die Messbedingungen in den Zell- und Bakteriensuspensionen während den

Messungen nicht zu sehr zu verändern. Auch muss vor jeder Messung die Sauerstoff-

Konzentration in den Suspensionen bestimmt werden, da durch den Stoffwechsel

der Zellen oder Bakterien bereits Sauerstoff verbraucht worden sein kann. Die Kon-

sequenzen des lokale Sauerstoff-Verbrauchs und der Zellatmung auf die Raten und

Ratenkonstanten wurden in Abschnitt 6.5 genauer erläutert.

6.2 Optische Filter

Die Lumineszenz des Übergangs vom Singulett-Sauerstoff in den Grundzustand liegt

zwischen 1268 nm in Wasser und 1274 nm in Ethanol. Die bisherigen Messungen

des Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz erfolgten daher mit einem Interferenzfilter mit

einer maximalen Transmission von 49% bei 1270 nm und mit einer Halbwertsbreite

(HWB) von 10,0 nm. Die niedrige Transmission und die kleine spektrale Breite der

Transmission stellten bei den Untersuchungen in Lösungen kein Problem dar, da die

Luminezenzsignale ausreichend hoch waren. Bei den Untersuchungen mit Zellen und
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Bakterien ist auf Grund der starken Quencherwirkung und des hohen O2-Verbrauchs

mit einem geringern Lumineszenzsignal zu rechnen. Auf Grund der spektralen Breite

des Übergangs von Singulett-Sauerstoff in den Grundzustand, muss der Interferenz-

filter mit Transmission bei 1270 nm angepasst werden, um erstens so viele Lumi-

neszenzphotonen wie möglich und zweitens so wenig Störphotonen wie möglich zu

detektieren. Um mehr Lumineszenzphotonen detektieren zu können, wurden daher

Interferenzfilter mit größeren Halbwertsbreiten und einer höheren Transmission ver-

wendet. Beide Filter wurden von der Firma bk Interferenzoptik Elektronik GmbH

(Nabburg, Deutschland) bezogen mit Halbwertsbreiten von 30,5 nm (T = 91%) und

86,6 nm (T = 95%). Zur Minimierung der Störphotonen wurde ein Kantenfilter bei

950 nm verwendet.
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Abbildung 6.2: Die Halbwertsbreite der verschiedenen Interferenzfilter mit Transmission

bei 1270 nm, verglichen mit einem Wellenlängenscan durchgeführt mit ei-

nem Monochromator einer TMPyP-Wasser-Lösung

In Abbildung 6.2 sind die Halbwertsbreiten der verschiedenen Filter mit dem Wel-

lenlängenscan von TMPyP in Wasser verglichen. Dabei wurde das Integral der

Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz zwischen 1200 und 1350 nm in Abständen von 10
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nm durch einen Monochromator spektral aufgelöst gemessen und eine Lorentz-Kurve

(homogene Linienverbreiterung) mit einem Maximum bei 1268 nm an die erhaltenen

Integralwerte angepasst. Die roten Doppelpfeile beschreiben die Halbwertsbreite der

verwendeten Interferenzfilter, die vor dem Photomultiplier aufgestellt sind. Es ist

deutlich zu erkennen, dass durch den Interferenzfilter mit einer Halbwertsbreite von

10 nm nur der Bereich um das Maximum zum Signal beiträgt, wohingegen der Filter

mit einer HWB von 30 nm nahezu den gesamten spektralen Bereich der Lumineszenz

detektiert. Der Filter mit einer HWB von 80 nm deckt einen noch weiteren Spek-

tralbereich ab, wodurch jedoch auch mehr Störphotonen detektiert werden können.

Abbildung 6.3 zeigt die aufgenommenen Lumineszenzsignale einer 5 µmol/L TMPyP-

Wasser-Lösung mit Filtern unterschiedlicher Halbwertsbreiten und die nach Glei-

chung 2.16 berechneten Fitgeraden (rote Linie).
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Abbildung 6.3: Die detektierten Lumineszenzsignale einer 5 µmol/L TMPyP-Wasser-

Lösung, aufgenommen mit Interferenzfiltern mit 10 nm HWB (A), 30 nm

HWB (B) und 80 nm HWB (C)

Anhand des Integrals über die Fitkurve können die drei Signale miteinander vergli-

chen werden. Für den schmalbandigsten Filter ergibt sich ein Integral von 472 und

eine Singulett-Sauerstoff-Abklingzeit von 3,6 µs (Abb. 6.3 A). Sowohl die Anstiegs-

zeit, als auch die Abklingzeit können eindeutig bestimmt werden und entsprechen

den Literaturwerten. Beim Einsatz des Filters mit einer Halbwertsbreite von 30

nm ergibt sich eine Singulett-Sauerstoff-Abklingzeit von 4,4 µs und ein integriertes

Signal von 2491. Jedoch zeigt sich in den ersten Mikrosekunden ein zusätzliches Si-

gnal, das das Aussehen des Lumineszenzsignals stark verändert. Es ist somit zwar

möglich eine Fitkurve durch die Messpunkte zu legen, jedoch sind die Anstiegs- und
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6.2. OPTISCHE FILTER

die Abklingzeit mit einem großen Fehler behaftet, da das zusätzliche Signal beide

Zeiten verfälscht. Der Einsatz des 80 nm HWB-Filters zeigt keine Vergrößerung des

Integrals (2120), jedoch verringert sich die Störung in den ersten Mikrosekunden

deutlich, die Singulett-Sauerstoff-Abklingzeit lässt sich somit zu 3,8 µs bestimmen

und auch die Anstiegszeit kann wieder gut ermittelt werden.

Die Störungen der Signale können sowohl durch Fluoreszenzphotonen des Photo-

sensibilisators, als auch durch 1064 nm Photonen des Nd:YAG-Lasers verursacht

werden. Obwohl die verwendeten Interferenzfilter diese Störsignale blockieren soll-

ten, können doch einige Photonen die Filter passieren, da diese nur eine begrenzte

Blockier-Kapazität außerhalb der spezifizierten Transmissionsweite haben. Der Ein-

satz eines zusätzlichen Kantenfilters bei 950 nm vor den Interferenzfiltern kann die

Störung der Lumineszenzsignale bei allen Filtern verringern (Abbildung 6.4).
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Abbildung 6.4: Die detektierten Lumineszenzsignale einer 5 µmol/L TMPyP-Wasser-

Lösung, aufgenommen mit Interferenzfiltern mit 10 nm HWB (A), 30 nm

HWB (B) und 80 nm HWB (C) mit einem zusätzlichen Kantenfilter bei

950 nm

Alle drei Signale konnten nun besser gefittet werden und die ermittelten Abkling-

zeiten sind mit denen aus der Literatur vergleichbar. Die ermittelten Singulett-

Sauerstoff-Abklingzeiten liegen mit dem Einsatz des Kantenfilters zwischen 3,6 und

3,8 µs. Die Höhe des Integrals nahm bei allen drei Interferenzfiltern nur gering ab. Es

ist somit durch die Wahl geeigneter Filter-Kombinationen möglich, die Signalhöhe

der Lumineszenz um einen Faktor 5 zu erhöhen, ohne die Störungen ebenfalls zu

verstärken.
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6.3 Streuexperimente

Im Gegensatz zu klaren Lösungen (Kapitel 4 und 5) streuen Bakteriensuspensionen

das Anregungslicht. Dadurch verändert sich die Strahlgeometrie des Anregungslichts

in der Küvette erheblich. Die unterschiedlich großen Streukörper (Bakterien, Orga-

nellen) verursachen homogene oder inhomogene Streuung. Das Anregungslicht und

die Fluoreszenz des Photosensibilisators können durch die Streuung verstärkt durch

die Sammellinsen vor dem Photomultiplier auf dessen Photokathode abgebildet wer-

den. Jedes Photon, ob Lumineszenz des Singulett-Sauerstoffs oder Störphoton, löst

beim Single Photon Counting ein Signal aus.

Um mögliche Störeinflüsse durch Streuprozesse nachzuahmen, wurde einer 5 µmol/L

TMPyP-Wasser-Lösung 0,05 mg/ml Titandioxid zugesetzt. Die Trübung der Lösung

wurde mit einem Trübungsindexstandard (McFarland-Standard) bestimmt und ent-

spricht der einer Bakterienlösung mit 108 Zellen pro Milliliter.
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Abbildung 6.5: Die detektierten Lumineszenzsignale einer 5 µmol/L TMPyP-Wasser-

Lösung mit Titanoxid als Streukörper, aufgenommen mit Interferenzfiltern

mit 10 nm HWB (A), 30 nm HWB (B) und 80 nm HWB (C)

Abbildung 6.5 zeigt die Lumineszenzsignale der drei 1270 nm-Filter mit den Halb-

wertsbreiten 10 nm, 30 nm und 80 nm ohne einem zusätzlichen Kantenfilter. Bei

allen Signalen sind Störungen auf Grund der Streuung zu erkennen. So ist es für die

Filter mit 10 nm und 30 nm HWB nicht möglich einen Fit nach Gleichung 2.16 an-

zupassen. Nur die Abklingdauer der Lumineszenz kann bestimmt werden. Lediglich

bei 80 nm HWB (Abb. 6.5 C) funktioniert die Berechnung nach Gleichung 2.16. Die

Abklingzeiten für die Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz liegen aber bei allen drei Si-
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6.3. STREUEXPERIMENTE

gnalen im Bereich von 4,3 bis 5,2 µs. Diese ist eindeutig länger als in reinem Wasser

und ist entweder durch den Zusatz von Titanoxid oder durch die Verfälschung durch

Störsignale verursacht. Verwendet man zusätzlich zu den verschiedenen Interferenz-

filtern den Kantenfilter bei 950 nm, zeigen die Signale wieder nahezu die gleiche

Form wie beim Einsatz eines Photosensibilisators ohne Titandioxid (Abb. 6.6).
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Abbildung 6.6: Die detektierten Lumineszenzsignale einer 5 µmol/L TMPyP-Wasser-

Lösung mit Titanoxid als Streukörper, aufgenommen mit Interferenzfiltern

mit 10 nm HWB (A), 30 nm HWB (B) und 80 nm HWB (C) mit einem

zusätzlichen Kantenfilter bei 950 nm

Die gefitteten Abklingzeiten sind etwas länger (4,0 bis 4,2 µs) als die von Singulett-

Sauerstoff in reinem Wasser (3,6 µs), liegen aber noch im Rahmen des Messgenau-

igkeit unserer Experimente (±15%).

Es zeigt sich, dass durch Streuung von Photonen schwache Lumineszenzsignale des

Singulett-Sauerstoff entscheidend gestört werden können. Abhilfe gegen die vermehr-

ten Störphotonen schafft aber der Einsatz von Interferenzfiltern mit größeren Halb-

wertsbreiten (größere Signale) und von Kantenfiltern (weniger Störungen) auf Grund

des dadurch verbesserten Signal-Rausch-Verhältnisses. Für den weiteren Einsatz bei

Messungen an Zell- und Bakteriensuspensionen wurde der Interferenzfilter mit 30

nm HWB und der Kantenfilter bei 950 nm verwendet, da diese Kombination ein

besseres Signal-Rausch-Verhältnis aufweist als der 10 nm HWB-Filter und außer-

dem die Anstiegszeit der Lumineszenz besser und genauer bestimmt werden kann,

als bei Filter-Kombinationen mit dem 80 nm HWB-Filter.
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6.4 Rühren und Diffusion

Abbildung 6.7 zeigt noch einmal die angenommene Sauerstoff-Konzentration in der

Küvette während der Bestrahlung durch den Laser. Wie bereits in Kapitel 2 be-

schrieben, kann die Spitze des Messsensors wegen der hohen Lichtintensität nicht

im Anregungszentrum platziert werden. Somit benötigt ein Sauerstoff-Molekül auf

Grund der Diffusion etwa 20 Minuten, um die ca. 5 mm zwischen Spitze des Sen-

sors und Zentrum des Laserstrahls zurückzulegen. Die Reichweite eines Singulett-

Sauerstoff-Moleküls innerhalb seiner durchschnittlichen Lebensdauer in Wasser von

3,5 µs beträgt ca. 0,13 µm .

[O2] 

z

Sauerstoffmessung
durch den Sensor

Sauerstoff-Messung durch die 
Lumineszenz; 
[O2 ] abhängiges KT1

Laserstrahl

Küvette

Abbildung 6.7: Ort der Bestimmung der Sauerstoff-Konzentration mit dem externen Sen-

sor und durch die Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz, zusätzlich sind der

Querschnitt des Laserstrahls und die Sauerstoff-Konzentration (rote Li-

nie) in der Küvette eingezeichnet.

Nimmt man an, dass bei einer Bestrahlung von Lösungen mit hohen Protein- oder

Lipid-Konzentrationen der Sauerstoff im Zentrum der Anregung nahezu vollständig

verbraucht wird und am Rand der Bestrahlung die Sauerstoff-Konzentration die glei-

che bleibt wie in der unbestrahlten Lösung, ergeben sich zum Beispiel für TMPyP

nach der Gleichung 2.13 für die Abklingdauer des Farbstoff-Triplett-Zustands Zei-

ten zwischen 2 µs am Rand und ca. 170 µs im Zentrum. Die Singulett-Sauerstoff-
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6.4. RÜHREN UND DIFFUSION

Konzentration (Gleichung 2.16) im Zentrum sinkt ebenfalls. Dabei zeigt der Sauerstoff-

Sensor, der außerhalb der Laseranregung die Sauerstoff-Konzentration misst, immer

noch an, dass in der Lösung 270 µmol/L Sauerstoff vorhanden sind.

Durch den Einsatz des Magnetrührers können die Sauerstoff-Gradienten minimiert

werden, vor allem in Lösungen mit und ohne Biomolekülen. Ein Beispiele für die Un-

terschiede bei der Lumineszenz liefern die Messungen bei Perinaphthenon mit Ara-

chidonsäure in Ethanol (Abbildung 6.8). Es wurde zweimal das Lumineszenzsignal

bei einer luftgesättigten Ethanol-Perinaphthenon-Arachidonsäure-Lösung gemessen

(vgl. Kapitel 5). Die Farbstoff-Konzentration betrug in beiden Fällen 25 µmol/L,

die Sauerstoff-Konzentration 1850 µmol/L, die Arachidonsäure-Konzentration 20

mmol/L, die Laserleistung 100 mW und die Pulszahl 10.000.
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Abbildung 6.8: Veränderung des Lumineszenzsignals einer PN-Arachidonsäure-Lösung

durch das Durchmischen mit einem Magnetrührer; Abbildung A: Ausgleich

der Sauerstoff-Konzentration nur durch Diffusion; Abbildung B: beschleu-

nigter Ausgleich der Sauerstoff-Konzentration durch einen Magnetrührer

Diese Messung zeigt, dass die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff diffusions-kontrol-

liert ist und die Diffusion den lokalen Sauerstoffverbrauch stark beeinflusst. Diese

Effekte, dass sich die Anstiegszeiten mit und ohne Magnetrührer unterscheiden,

wurde auch bei niedrigeren Sauerstoff-Konzentrationen beobachtet, wie in der Ab-

bildung 5.13 C bereits gezeigt wurde.

Ein weiterer Aspekt für das Rühren kommt bei der Bestrahlung von mit Farbstof-

fen inkubierten Zellen und Bakterien (Kapitel 7) zu tragen. Dabei erfolgt nur ei-

ne Singulett-Sauerstoff-Erzeugung, wenn die drei wesentlichen Bedingungen, Licht,

153



KAPITEL 6. VERBESSERUNGEN DER
SINGULETT-SAUERSTOFF-DETEKTION

Farbstoff und Sauerstoff, an einem Ort gleichzeitig vorhanden sind. Das heißt, dass

sich die mit Farbstoff inkubierten, ausreichend mit Sauerstoff gesättigten Zellen

innerhalb des vom Laser ausgeleuchteten Volumens befinden müssen. Durch die Ge-

nerierung von Singulett-Sauerstoff tritt dann allerdings sofort die Oxidation von

zellulären Molekülen ein und die Sauerstoff-Konzentration in den belichteten Zellen

sinkt. Da bei diesen Messungen jedoch nur ein Bruchteil der gesamten Küvette be-

strahlt wird, können durch den Einsatz eines Magnetrührers wieder “frische“, nicht

oxidierte Zellen in das ausgeleuchtete Volumen gelangen und von neuem Singulett-

Sauerstoff generieren.

Es ist somit möglich durch das Rühren nahezu alle Organismen gleich stark zu be-

strahlen und mehr Lumineszenzphotonen zu erhalten. Ohne Rühren, wo nur ein

Bruchteil der Organismen bestrahlt wird, bis lokal kein Sauerstoff mehr vorhanden

ist, würden erheblich weniger Lumineszenzphotonen detektiert. Der Magnetrührer

schafft somit vergleichbare, während der Lumineszenzmessung definierte Bedingun-

gen.

6.5 Bedeutung der Raten und deren Interpreta-

tion

Wie bereits in den vorherigen Kapiteln beschrieben, können für die Singulett-Sauer-

stoff-Abklingzeit (je nach Sauerstoff-Konzentration die Anstiegs- oder Abklingzeit

der Lumineszenz) in Wasser nahezu alle Zeiten zwischen 4 µs und 0 µs erreicht wer-

den, je nach Konzentration der Quencher oder anderer Zusätze (vgl. TiO2). Dahin

gegen kann durch die Veränderung der Sauerstoff-Konzentration in einer Lösung

oder Suspension die Triplett-Abklingdauer des Farbstoffs zwischen ca. 0,5 µs und

über 100 µs variiert werden, je nach Sauerstoff-Konzentration oder verwendeten Pho-

tosensibilisator. In Abbildung 6.9 sind zwei Signale mit nahezu gleichen Anstiegs-

und Abklingzeiten dargestellt.
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Abbildung 6.9: Lumineszenzsignal einer 50 µmol/L TMPyP-Wasser-Lösung bei

Sauerstoff-Luftsättigung ohne zusätzliochem Quencher (A) und bei

55% Sauerstoff-Luftsättigung mit 0,4 mmol/L Natriumazid

Es muss beachtet werden, dass das Lumineszenzsignal in Abb. 6.9 A bei einer Sauer-

stoff-Konzentration von 270 µmol/L und ohne einem Zusatz von weiteren Quenchern

inWasser aufgenommen wurde und die erwartete Abklingzeit von etwa 3,5 µs besitzt.

In diesem Fall entspricht die Anstiegsrate 1/τR = KT1
und es kann die Farbstoff-

T1-Lebensdauer zu 2,0 µs bestimmt werden. Aus der Abklingrate 1/τD = K∆ kann

die Singulett-Sauerstoff-Lebensdauer zu 3,5 µs berechnet werden (die benötigten

Ratenkonstanten stammen aus Kapitel 4). In Abbildung 6.9 B ist ein ähnliches Lu-

mineszenzsignal wie in Abbildung 6.9 A dargestellt. Die Anstiegsdauer entspricht

wieder 2,0 µs, die Abklingdauer wieder 3,5 µs. Allerdings beträgt die Sauerstoff-

Konzentration nur noch 55% der Luftsättigung (ca. 150 µmol/L) und Natriumazid

ist in einer Konzentration von 0,4 mmol/L hinzugefügt. Aus der Einzelmessung, die

in Abbildung 6.9 B dargestellt ist, ist es nicht möglich den Anstiegs- und Abklingzei-

ten eine Bedeutung zuzuordnen. Erst durch den Vergleich der Signale mit denen aus

Kapitel 4 ergibt sich, dass die Anstiegsrate 1/τR der Singulett-Sauerstoff-Abklingrate

K∆ entspricht und die Abklingrate 1/τD der Farbstoff-Triplett-Abklingrate KT1
. Für

die Singulett-Sauerstoff-Lebensdauer ergeben sich daher 2,0 µs und für die Farbstoff-

T1-Lebensdauer 3,5 µs. Die Bedeutung der aus dem Lumineszenzsignal bestimmba-

ren Raten hat also getauscht, man befindet sich also auf der anderen Seite der

Schnittpunkts der Raten (vgl. Abbildung 2.14).

Um bei den durchgeführten Lumineszenzmessungen Informationen über den Singulett-

Sauerstoff oder den Farbstoff-Triplett-Zustand zu erhalten, muss man den Anstiegs-
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und Abklingraten der Lumineszenzsignale die entsprechenden Raten des Farbstoffs

oder des Singulett-Sauerstoffs richtig zuordnen. Wie bereits bei diesem einfachen

Beispiel zu erkennen ist, kann dies nicht immer sofort geschehen. Es müssen erst

die Bedingungen in der Lösung, der Suspension oder am besten am Ort des Farb-

stoffmoleküls bekannt sein, um aus einer Einzelmessung Schlussfolgerungen ziehen

zu können. Da dies jedoch in den seltensten Fällen möglich ist – die Quencher- und

Sauerstoff-Konzentration in Zellen und Bakterien kann nur abgeschätzt werden –

kann die Zuordnung der entsprechenden Zeiten auf Grund von verschiedenen Varia-

tionen erfolgen. So ändert sich bei einer Variation der Sauerstoff-Konzentration in

der Suspension nur die Farbstoff-T1-Lebensdauer, es kann daher aus Messungen bei

verschiedenen O2-Konzentrationen die Bedeutung der Raten, bzw. Zeiten ermittelt

werden.

Da in den Zellen viele quenchende Moleküle, wie Proteine, vorhanden sind, und die

Sauerstoff-Konzentration wesentlich niedriger sein kann, als in gesättigten Lösungen,

ist die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer kürzer als die Triplett-Abklingdauer. Es

entspricht daher die Anstiegszeit des Lumineszenzsignals der Singulett-Sauerstoff-

Abklingdauer. Um daher nicht durch Störungen durch den Laserpuls oder Streuung

verfälscht zu werden (siehe oben), sollten die Anstiegszeiten der Lumineszenzsignale

länger als 0,5 µs sein, um wie bisher ausgewertet werden zu können und um Infor-

mationen über die vorhandene Quencher-Konzentration zu liefern.

Die Abklingzeit der Lumineszenz, die somit der Farbstoff-Triplett-Abklingdauer ent-

spricht, liefert auf Grund der Sauerstoffabhängigkeit des Farbstoff-Triplett-Zustands

Informationen über den Sauerstoff-Gehalt am Ort des Farbstoffs. Dadurch können

mit verschiedenen Farbstoffen, die sich an unterschiedlichen Stellen in den Zellen

lokalisieren, die Sauerstoff-Konzentrationen in verschiedenen Zellbestandteilen be-

stimmt werden.
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Kapitel 7

Singulett-Sauerstoff-Interaktion

mit Zellen und Bakterien

Die Lumineszenzdetektion von Singulett-Sauerstoff in lebenden Zellen und Bakteri-

en ist eine wichtige Methode, um die Mechanismen der Abtötung von Zellen besser

zu verstehen. Bisher war es kaum möglich, dieses Lumineszenzsignal mit ausreichen-

der Genauigkeit und Sensitivität zu detektieren [31, 45, 51]. Durch die vorher be-

schriebenen Verbesserung der Detektion der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz und

den Ergebnissen aus den Untersuchungen der Lumineszenz in Biomolekülen, sowie

die Auswahl geeigneter Farbstoffe für Zell- und Bakterienexperimente, ist es möglich

die Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff bei inkubierten Zellen und Bakterien nicht

nur zu detektieren, sondern auch genauer zu untersuchen und die Abhängigkeit ins-

besondere von der Sauerstoff-Konzentration zu bestimmen. Dadurch ergeben sich

neue Erkenntnisse für die antimikrobielle Photodynamische Therapie (aPDT), bei

der Möglichkeiten untersucht werden, resistente Bakterien oder Pilze durch den Ein-

satz von Licht und einem speziellen Farbstoff, der bevorzugt von den Bakterien oder

Pilzen aufgenommen wird, abzutöten ohne das umliegende Gewebe zu schädigen. Zu

den bekanntesten resistenten Keimen gehört der in nahezu jedem Krankenhaus vor-

handene Gram-positive MRSA (Methicilin resistenter Staphylococcus aureus), dessen

nicht-resistente Variante im Folgenden verwendet wird. Um auch einen Vertreter der

Gram-negativen Bakterien zu untersuchen, wurden bei den hier durchgeführten Ex-
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perimenten Staphylococcus aureus- und Escherichia coli -Suspensionen verwendet.

Um einen eventuellen Unterschied in der Wirkungsweise der Photosensibilisatoren

und des Singulett-Sauerstoffs zwischen Bakterien und Zellen nachzuweisen, wurden

zunächst Darmkrebszellen (HT29-Zellen) und Keratinozyten (NHEK-Zellen) genau-

er untersucht. Dadurch könnte auch ein therapeutisches Fenster bestimmt werden,

also Bedingungen bei denen die Bakterien bereits abgetötet werden, die Zellen aber

noch überleben. Dies soll zeigen, dass Bakterien im Rahmen einer Infektion abgetötet

werden können, ohne umliegende Zellen des menschlichen Gewebes zu schädigen.

Aufbauend auf den bereits bekannten Ergebnissen mit Photofrin in HT29-Zellen [5]

wurden diese und die Keratinozyten in den folgenden Experimenten mit XF73 und

TMPyP inkubiert, da diese Farbstoffe besser von den Zellen aufgenommen wer-

den und eine höhere Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute haben als Photofrin. Es

erfolgte daher die Anregung der Farbstoffe bei 532 nm, als Lösungsmittel für die

Suspensionen wurde phosphatgepuffertes Wasser (PBS) verwendet. Eine Anregung

mit 355 nm und PN als Photosensibilisator wurde hier nicht untersucht, da wie

bereits gezeigt wurde (Kapitel 5.5) unter UVA-Bestrahlung eigenständige Signale

ohne Photosensibilisatoren von den Zellbestandteilen generiert werden können. Au-

ßerdem besitzt UVA-Strahlung eine mutagene Wirkung und wird daher nicht für

therapeutische Zwecke verwendet.

Da PBS bei diesen Experimenten keinen Einfluss auf die Anstiegs- und Abkling-

zeiten hat, wurden in dieser Arbeit erstmals die Raten der Lumineszenz bei Zell-

und Bakteriensuspensionen in Abhängigkeit von der Sauerstoff-Konzentration in

der PBS-Suspension bestimmt. Außerdem kann durch die Triplett-Abklingdauer

des Farbstoffs die lokale Sauerstoff-Konzentration in den Zellen abgeschätzt wer-

den, da die Messung durch einen externen Sauerstoff-Sensor in Zellen nicht möglich

ist (Durchmesser des Sensors mind. 50 µm).
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7.1 Material und Methoden

Hier ist der Aufbau von Zellen und Bakterien genauer betrachtet, sowie der Prozess

der Herstellung der Zell- und Bakteriensuspensionen und der Probenerstellung für

die Lokalisation der Farbstoffe in den Zellen und Bakterien. Die in diesem Kapitel

verwendeten Farbstoffe wurden bereits in den vorherigen Kapitel beschrieben.

7.1.1 Aufbau von eukaryotischen und prokaryotischen Zel-

len

In der Natur existieren zwei grundverschiedene Zellgruppen, die sich auf Grund ih-

rer Größe und internen Struktur unterscheiden: prokaryotische (griechisch: pro =

bevor, karyon = Kern) und eukaryotische (griechisch: eu = echt, karyon = Kern)

Zellen. Zu den von der Struktur her einfachen prokaryotischen Zellen gehören die

Bakterien, während Pilze, Pflanzen und Tiere strukturell komplexe eukaryotische

Zellen besitzen.

Für die Gruppe der eukaryotischen Zellen wurden in diesem Kapitel zwei Zelltypen

untersucht: humane kolorektale Adenokarzinom-Zellen (HT29-Zellen), Darmkrebs-

zellen, die in der Zellmembran eine geringe Protein-Konzentration aufweisen [4],

sowie native humane epidermale Keratinozyten (NHEK-Zellen), Keratinozyten, die

den Hauptbestandteil der menschlichen Haut darstellen. Aus der Gruppe der Proka-

ryoten wurden der Gram-positive Staphylococcus aureus (S. aureus), der fast überall

in der Natur vorkommt, und das Gram-negative Colibakterium (Escherichia coli, E.

Coli), das weltweit mit am besten untersucht Bakterium, ausgewählt.

Die eukaryotische Zelle bildet die grundlegende, strukturelle und funktionelle Ein-

heit aller höheren Lebewesen, wohingegen Prokaryoten immer Einzeller sind. Die

verschiedenen Zelltypen unterscheiden sich nicht nur in ihrer Größe (Prokaryoten:

0,5 - 5 µm, Eukaryoten: 5 - 100 µm) [1], sondern auch in ihrem Zellaufbau. So besit-

zen Eukaryoten einen Zellkern, der von einer Kernmembran umgeben ist. Außerdem

sind die eukaryotische Zellen mittels Zellorganellen strukturiert, um ein reibungslo-
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ses Funktionieren der zellulären Abläufe über größere Entfernungen innerhalb der

Zelle zu ermöglichen. Die in dieser Arbeit wichtigen Zellorganellen sind die Plasma-

membran, das Zytoplasma, der Zellkern und verschiedene Vesikel.

Die Zellwand (Plasmamembran, Abbildung 7.1) umgibt die Zelle und trennt das

Innere der Zelle von der Umgebung. Sie besteht, ebenso wie die Membranhüllen

einiger Zellorganellen, aus einer Lipiddoppelschicht und ist mit einer Stärke von et-

wa 6–10 nm lichtmikroskopisch auf Grund von Beugungseffekten höchstens als vage

Linie erkennbar. Um die Lipiddoppelschicht flexibel zu halten werden ungesättigte

Fettsäuren in die Membranen eingelagert.

Jede Zelle identifiziert sich mit Hilfe ihrer peripheren Proteine nach außen hin. Diese

Membranproteine liegen oder “schwimmen“ auf oder in der Membran. Zusätzlich da-

zu hängen zur Markierung an der Außenseite der Zellmembran oft kurzkettige, teil-

weise bäumchenartig verzweigte Kohlenhydratverbindungen an den Proteinen und

den Lipiden. Man spricht dann von Glykoproteinen bzw. Glykolipiden. Die meisten

Zellen besitzen ein Membranpotential zwischen Innen und Außen. Es entsteht durch

unterschiedliche Stoff- und Ladungsverteilung ein elektrochemischer Gradient.

Abbildung 7.1: Die schematische Struktur einer Plasmamembran einer eukaryotischen

Zelle
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Als Zytoplasma wird der die Zelle ausfüllende Inhalt bezeichnet, der aus dem Zy-

tosol (Zellmedium) besteht und dem Zytoskelett und die Organellen enthält. Es ist

von der Plasmamembran eingeschlossen, wodurch die Zellen voneinander abgegrenzt

Stoffwechselprozesse durchführen können. Das Zytosol besteht aus Wasser und darin

gelösten Ionen, kleinen Molekülen (Aminosäuren) und größeren wasserlöslichen Mo-

lekülen, wie zum Beispiel Proteinen. Der Proteinanteil des Zytosols liegt bei 20–30%.

Je nach Zelltyp befinden sich 25–50% der Gesamtproteinmenge im Zytosol.

Der Zellkern, welcher bei Säugern typischerweise einen Durchmesser von 5 bis 16

µm hat, ist das im Mikroskop am leichtesten zu erkennende Organell der Zelle. Er

ist durch die Kernhülle, bestehend aus zwei biologischen Membranen, der inneren

und äußeren Kernmembran, begrenzt. Zellkerne können durch Anfärben der DNA

lichtmikroskopisch hervorgehoben werden, z. B. durch die Färbung mit Fluoreszenz-

farbstoffen wie Hoechst 33342.

Je nach Art der in ihnen nachweisbaren Enzyme unterscheidet man verschiedene

Typen von Vesikeln: Lysosome, Peroxisome und Mikrosome. Lysosome sind enzym-

haltige Vesikel (Bläschen mit einem Durchmesser unter 100 nm [36]), die von einer

Membran (einfache Lipiddoppelschicht) umschlossen sind. Meistens entstammen sie

dem endoplasmatischen Retikulum (ER) oder dem Golgi-Apparat (primäre Lysoso-

men) und dienen dem Proteintransport sowie dem Abbau von aufgenommenen Stof-

fen (sekundäre Lysosomen). Des weiteren gibt es sogenannte Autolysosomen, die zel-

leigenes Material und ganze Zellorganellen abbauen, was zur ständigen Erneuerung

der Organellen und der Beseitigung überflüssiger Strukturen beiträgt. Peroxisomen

sind evolutionär sehr alte Zellorganellen und gelten als die ersten Entgiftungsappara-

te, die mit dem Auftreten einer sauerstoffhaltigen Atmosphäre erforderlich wurden.

Es handelt sich um kleine (0,5 µm Durchmesser), membranumhüllte Vesikel, die

sich im Zytoplasma einer Zelle befinden. In diesen räumlich abgetrennten Bereichen

(Kompartimenten) können, durch die Membran geschützt, Reaktionen ablaufen, die

für den Organismus, gefährlich wären, würden sie im Zytoplasma erfolgen, zum

Beispiel Zerstörung von Bakterien durch Erniedrigung des pH-Wertes. Mikrosomen

sind kleine (ca. 100 nm im Durchmesser) membran-begrenzte Vesikel innerhalb von

Zellen. Es handelt sich um Fragmente des glatten bzw. rauen endoplasmatischen
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Retikulums (ER), die z. B. auch bei der Homogenisierung von Gewebe entstehen.

Die weiteren Organellen sind in Abbildung 7.2 zu sehen und sind hier nicht näher

erläutert.

Plasmamembran

Mitochondrium

Centriol

Vakuole

Lysosom

Kernmembran

Nucleolus

Chromatin

Kernpore

Nucleus

Ribosomen

Golgikomplex

Microfilamente

Zytoplasma

glattes 
endoplasmatisches 
Retikulum

raues 
endoplasmatisches 
Retikulum

Microtubuli

Abbildung 7.2: Struktur eine eukaryotischen, tierischen Zelle; nicht maßstabsgetreu

Lipophile und kleine, ungeladene aber polare Moleküle, wie beispielsweise Wassermo-

leküle, können durch Diffusion in die Zelle gelangen oder diese verlassen. Dabei fol-

gen sie immer dem Konzentrationsgefälle, mit dem Bestreben dieses auszugleichen.

Größere Moleküle wie Ionen, Zucker oder Aminosäuren, für die die Lipiddoppel-

schicht ohne Proteine unüberwindlich wäre, können mit Hilfe von Membrantransport-

Proteinen aktiv oder passiv vom Inneren der Zelle nach Außen oder umgekehrt

transportiert werden. Der passive Transport erfolgt dabei ohne jegliche Zuführung

von Energie in die Richtung eines Konzentrations- oder Potentialgefälles.

Beim aktiven Transport können Stoffe auch gegen ein Konzentrationsgefälle durch

die Membran transportiert werden, verbrauchen dann aber Energie. Die Größe der

Moleküle ist dabei unwichtig. Beim primär aktiven Transport wird ein Ion durch

eine sogenannte Ionenpumpe von der Seite der niedrigeren auf die Seite der höheren

Konzentration gepumpt. Der sekundär aktive Transport befördert ein Ion passiv ent-
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lang seines Konzentrationsgradienten und nutzt dabei die potentielle Energie dieses

Gradienten aus, um ein zweites Substrat gegen dessen Konzentrationsgradienten

in gleicher Richtung (Symport) bzw. in entgegengesetzter Richtung (Antiport) zu

transportieren.

Die Aufnahme von Farbstoffen erfolgt bei den Zellen passiv auf Grund der Diffusion

und funktioniert daher um so besser, je kleiner das Molekulargewicht des Farbstoffs

ist (vgl. Kapitel 2.7) [37]. Auch die Polarität der Farbstoffmoleküle oder eine positi-

ve Ladung beschleunigen die Aufnahme der Farbstoffe. Es ist jedoch auch möglich,

dass sich die Farbstoffe an Proteine binden [9] und dadurch die physikalischen Eigen-

schaften verändert werden, zum Beispiel eine Verringerung der Singulett-Sauerstoff-

Quantenausbeute.

Die prokaryotischen Zellen, zu denen die Bakterien gehören, besitzen im Ge-

gensatz zu den eukaryotischen einen wesentlich einfacheren Aufbau. So enthalten

Bakterien keinen Zellkern mit einer Kernmembran, sondern die DNA befindet sich

frei im Zytoplasma als Kernäquivalent oder auch Nucleoid. Des weiteren sind pro-

karyotische Zellen nicht kompartimentiert und enthalten keine Organellen außer

Ribosomen (Abbildung 7.3).

Abbildung 7.3: Struktur einer prokaryotischen Zelle (hier: Bakterium)

Die Plasmamembran ist ähnlich aufgebaut wie die der eukaryotischen Zellen und

fungiert auch hier als selektiv-permeable Trennwand zwischen der lebenden und der
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unbelebten Welt. Die Bakterien können zusätzlich noch von einer starren Zellwand

umgeben sein. Weiter kann eine Kapsel als zusätzlicher Schutz vorhanden sein. Ihre

Dicke kann je nach Stamm variieren und kann bei allen Gram-positiven sowie Gram-

negativen Bakterien vorkommen. Man kann daher bei dünneren Schichten von einer

Schleimhülle und bei dickeren Schichten von einer Kapsel sprechen. Oft sind diese

Schichten sogar dicker als das Bakterium selbst.

Die Gram-Färbung ist eine Methode zur Einfärbung der Zellwand von Bakterien,

so dass diese unter dem Mikroskop differenziert erscheinen. Die Gram-Färbung ist

nach dem dänischen Arzt und Bakteriologen Hans Christian Gram benannt, der

sie ca. Ende des 19. Jahrhunderts entwickelte. Verschiedene Bakterien reagieren auf

diese Färbung unterschiedlich. Daraus folgt eine Einteilung in sog. Gram-positive

Bakterien, die violett/blau erscheinen, und Gram-negative Bakterien, die eine rote

Färbung zeigen. Dies ist ein wichtiges Kriterium für die Unterscheidung verschie-

dener Bakterien, z.B. bei der Diagnostik von Infektionskrankheiten. Gram-positive

und Gram-negative Bakterien reagieren unterschiedlich auf Antibiotika. Mit dieser

schnellen diagnostischen Methode kann man in kurzer Zeit (ca. 5 Minuten) anhand

eines Abstrichs das Gram-Verhalten der Bakterien bestimmen. Damit hat man die

Möglichkeit, sofort mit einer antibiotischen Therapie zu beginnen, bevor das Ergeb-

nis der, oft mehrere Tage dauernden definitiven Keimbestimmung vorliegt.

In dieser Arbeit wurden sowohl Gram-positive als auch Gram-negative Bakterien un-

tersucht. Staphylococcus aureus (S. aureus) sind kugelförmige, Gram-positive Bak-

terien, die häufig in Trauben angeordnet sind. Sie sind unbeweglich und bilden keine

Sporen. Die Größe des Bakteriums liegt üblicherweise zwischen 0,8 und 1,2 µm. Sta-

phylococcus aureus zählt zu den häufigsten Erregern im Krankenhaus erworbener

Infektionen. Der Erreger ist äußerst widerstandsfähig gegen Einflüsse wie Austrock-

nung und kann eine Reihe von Resistenzen gegen über Antibiotika aufweisen.

In Abbildung 7.4 A ist die umgebende Membran der Gram-positiven Bakterien

schematisch dargestellt. Als Basis dient, wie bei den eukaryotischen Zellen, die Plas-

mamembran aus einer Lipiddoppelschicht, die das Zytoplasma einschließt. In dieser

inneren Membran werden Proteine ein- und angelagert, die unterschiedlich weit in

sie hinein- oder sogar durch sie hindurch reichen. Gram-positive Bakterien besitzen
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zusätzlich eine etwa 15 - 80 nm dicke Zellwand, bestehend aus bis zu 100 Schichten

von Peptidoglykanen (Zucker-Eiweiß-Moleküle), in welche Teichonsäuren, mit und

ohne Lipidanteil, vernetzt sind. Proteine sind mit in die Peptidoglykanschichten ein-

gebettet.

A Gram (+)

Teichonsäuren

Proteine

Peptidoglykanen

Zytoplasma Lipidmembran

Lipopolysacchariden

Porine

bilaminäre Lipidmembran

Proteine
  Periplasma

Peptidoglykanen

Zytoplasma Lipidmembran

B Gram (-)

Abbildung 7.4: Schematischer Aufbau der Bakterien umgebenden Zellwand von (A) Gram-

positiven und (B) Gram-negativen Bakterien [52]

Escherichia coli ist ein Gram-negatives, stäbchenförmiges und begeißeltes Bakte-

rium, das im menschlichen und tierischen Darm vorkommt und wichtige Funk-

tionen im Immunsystem hat. Es gehört zur Familie der Enterobacteriaceae (lat.

enteron: Darm). Weiter gehört es zu den fakultativ anaeroben Mikroorganismen

und besitzt daher die Fähigkeit, Energie sowohl durch Atmung als auch durch ge-

mischte Säuregärung zu gewinnen. Es dient als Indikator für fäkale Verunreinigun-

gen, beispielsweise von Wasser. Es veranlasst ein dauerndes Training des Mukosa-

Immunsystems und fördert die Produktion von sekretorischem Immunglobulin A.

Weiterhin produziert es Vitamin K. In Abbildung 7.4 B ist die umgebende Membran

der Gram-negativen Bakterien schematisch dargestellt. Neben der Plasmamembran
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besitzen diese Bakterien auch eine Zellwand, welche hier zwischen 10 und 15 nm

dick ist. E. coli besitzt eine dünne, innere Zellwand bestehend aus 2 - 3 Schichten

von Peptidoglykanen, einem periplasmatischen Raum und eine äußere bilaminäre

Lipidmembran. Die äußere Doppelmembran besteht auf der Innenseite aus Phos-

pholipiden, die über Lipoproteine mit der angrenzenden bilaminäre Lipidmembran

verbunden sind. Die Außenseite besteht aus Lipopolysacchariden und Porinen (Tun-

nelproteine).

In Tabelle 7.1 sind noch einmal die wichtigsten Unterschiede der vier verschiedenen

Zelltypen dargestellt.

Prokaryoten Eukaryoten

S. Aureus E. Coli HT29 NHEK

Größe 1 µm 3 µm 20-30 µm

Eigenschaften Gram-positiv Gram-negativ proteinarme Membran

Gene 2334 4288 ca. 30.000

Vielzelligkeit - +

Kern - +

Organellen - +

Tabelle 7.1: Übersicht über die Eigenschaften der verschiedenen Zelltypen

7.1.2 Herstellung der Zell- und Bakteriensuspensionen

für Lokalisations- und Lumineszenzmessungen

Zur Herstellung von Zellsuspensionen wurden immortalisierte Kolonkarzinom-Zellen

(HT29, Tumor des Dickdarms [63]) und Normale Humane Epidermale Keratino-

zyten (NHEK) verwendet. Zum einen werden Kolonkarzinome unter Verwendung

von Photofrin als Photosensibilisator mit Hilfe der PDT behandelt, zum ande-

ren weisen HT29-Zellen, verglichen mit anderen Zellstämmen, eine relativ niedrige

Protein-Konzentration in den Membranen auf. Die Keratinozyten wurden unter-

sucht, da die am häufigsten durch die PDT behandelten Erkrankungen karzinogene
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Veränderungen der Haut (Keratinozyten) sind.

Die verwendeten HT29- und NHEK-Zellen wurden in Gewebekulturschalen (Fal-

con, Franklinlakes, USA) unter Standardkulturbedingungen (37◦C, 5% CO2 in H2O-

gesättigter Atmosphäre) in sterilen Brutschränken gezüchtet [4].

Zur Bestimmung der subzellulären Lokalisation von XF73 und TMPyP in HT29-

Zellen und Keratinozyten wurden Kolokalisationsaufnahmen der Fluoreszenz von

XF73, TMPyP und eines weiteren Organellfarbstoffs unter Verwendung des Fluores-

zenzmikroskops (siehe Abbildung 3.8) gemacht. Dazu wurden die Zellen in Kultur-

schalen unter Standardkulturbedingungen (siehe vorher) auf Mikroskop-Objektträ-

gern gezüchtet. Für die Inkubation der HT29-Zellen mit Organellfarbstoffen wurde

eine Lösung des jeweiligen Farbstoffs in Medium hergestellt und für die jeweilige

Inkubationsdauer auf den Zellen belassen. Da für den verwendeten Organellfarb-

stoff und für die Photosensibilisator TMPyP bzw. XF73 Inkubationszeiten zwischen

10 und 60 Minuten verwendet wurden, musste der Startpunkt der Inkubation so

gewählt werden, dass die Inkubationszeiten zum gleichen Zeitpunkt endeten. Nach

Ablauf der Inkubationszeiten wurde der Überstand des Mediums abgesaugt und die

Zellen mehrmals mit PBS gewaschen. Zum Einfärben des Zellkerns wurde Hoechst

33342 (Molecular Probes, Eugene, USA) verwendet. Bei ihm handelt es sich um

einen weit verbreiteten Farbstoff, der sehr leicht in lebende Zellen eindringt und

nach Bindung an die DNA blau fluoresziert. Die Inkubationszeit betrug zehn Minu-

ten mit einer Inkubationskonzentration von 2 µM.

Zur Herstellung der Bakteriensuspension wurden S. aureus (ATCC 25923, Gram-

positive Bakterien) und E. coli (ATCC 25922, Gram-negative Bakterien) in gleicher

Weise behandelt, unter Verwendung von TMPyP und XF73 als Photosensibilisator.

Die Bakterienstämme wuchsen aerob bei 37◦C über Nacht in einem Schikanekolben.

Nachdem die Bakterien die stationäre Phase (kein weiteres Wachstum) erreichten,

wurde die Bakteriensuspension in eine Zentrifuge eingebracht. Bei 200 g für 15 Mi-

nuten setzten sich die Bakterien ab und der Überstand wurde abgesaugt. Mit einer

10 mM phosphatgepufferten, physiologischen Salzlösung (PBS) mit einem pH-Wert

von 7,4, wurden die Bakterien gespült. Anschließend wurden die Bakterien in PBS

suspendiert bis die optische Dichte etwa eine Anzahl von 108 Bakterien pro Milliliter
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entsprach (McFarland-Standard).

Um ein reproduzierbares Maß für die Anzahl der Bakterien pro Milliliter zu erhal-

ten, wurde bei den Proben für die Lumineszenzmessungen die BCA-Methode zur

Konzentrationsbestimmung gewählt. Dabei handelt es sich um einen sehr empfind-

lichen Proteinnachweis. Um sicher zu stellen, dass neben dem Farbstoff keine andere

Substanz Singulett-Sauerstoff generiert, wurden Kontroll-Messungen an Zellen und

Bakterien ohne Photosensibilisator durchgeführt. Erwartungsgemäß erzeugten diese

Kontroll-Messungen bei der Anregungswellenlänge von 532 nm kein Lumineszenzsi-

gnal.

7.2 TMPyP in eukaryotischen Zellen

7.2.1 Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen

Bereits in früheren Arbeiten [5] wurde die Lokalisation des Farbstoffs Photofrin in

HT29-Zellen bestimmt. In dieser Arbeit wurden nun weitere Farbstoffe wie TMPyP

und XF73 bezüglich ihrer Anreicherung in HT29-Zellen und Keratinozyten unter-

sucht. Dabei wurden für die neu untersuchten Farbstoffe kürzere Inkubationszeiten

verwendet (max. 60 Minuten) als beim Photofrin (90 Minuten und 24 Stunden).

Die Lokalisation des Farbstoffs TMPyP ist in diesem Abschnitt in Falschfarben-

darstellung gezeigt. Dabei wurde zusätzlich zu TMPyP zur bessern Orientierung

innerhalb der Zelle der Farbstoff Hoechst 33342 zugesetzt, der sich im Zellkern loka-

lisiert und in allen folgenden Abbildungen blau dargestellt ist. Die Farbe Rot zeigt

die Fluoreszenz von TMPyP und damit die subzelluläre Lokalisation dessen an. Die

Falschfarbenbilder entstehen durch die Überlagerung der einzelnen Fluoreszenzbil-

der von TMPyP und Hoechst 33342 und einer Durchlichtaufnahme. Sie zeigen die

Lokalisation der unterschiedlichen Farbstoffe und kleinere Strukturen innerhalb der

Zellen, die auf Grund der begrenzten Auflösung von ca. 1 µm nicht weiter analysiert

werden können.

In Abbildung 7.5 A sind die kombinierten Aufnahmen von HT29-Zellen und in Ab-

bildung 7.5 B die von Keratinozyten zu sehen, die mit 250 µmol/L TMPyP für 60
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Minuten inkubiert wurden. TMPyP befindet sich sowohl bei HT29-Zellen, als auch

bei den Keratinozyten im Zytoplasma der Zellen und ist teilweise in nicht näher

analysierten Vesikeln konzentriert. Eine Anreicherung in der Plasmamembran oder

im Zellkern kann ausgeschlossen werden, da keine Fluoreszenz aus dem Zellkern

oder den Membranen beobachtet wurde. Eine längere Inkubation oder höhere Kon-

zentrationen der Inkubationslösung zeigen keine Veränderung in der Lokalisation.

A B

Abbildung 7.5: Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen von HT29-Zellen (A) und Kera-

tinozyten (B) nach 60 Minuten TMPyP-Inkubation; als Marker wurde

zusätzlich Hoechst 33342 verwendet, um die Zellkerne anzufärben.

7.2.2 Lumineszenzmessungen

Für die Messung der Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz wurde eine HT29-Zellsuspen-

sion, die für 60 Minuten mit TMPyP inkubiert wurde, in eine Quarzglasküvette

gefüllt, die dann in den Aufbau aus Kapitel 3 gestellt wurde. Die Laserleistung

zur optischen Anregung von TMPyP in Zellsuspension betrug 100 mW, bei einer

Wellenlänge von 532 nm und einer Wiederholfrequenz von 2 kHz. Für die Einzel-

messungen wurden zwischen 40.000 und 60.000 Laserpulse benötigt.

Zusätzlich zur Aufnahme der Lumineszenz wurde erstmals bei Messungen dieser Art

die Sauerstoff-Konzentration in der Suspension vor und während der Bestrahlung

gemessen. Abbildung 7.6 zeigt zwei Lumineszenzsignale von Suspensionen mit ca.

4·106 Zellen pro Milliliter bei verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen.
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Abbildung 7.6: Lumineszenzsignale aus HT29-Zellen inkubiert für 60 Minuten mit

TMPyP bei 100% Sauerstoff-Luftsättigung (A) und 70% Sauerstoff-

Luftsättigung

Im linken Bild beträgt die Sauerstoff-Konzentration außerhalb der Zellen 100% der

Luftsättigung, im rechten Bild nur 70% der Luftsättigung. Angesichts des schlech-

ten Signal-Rausch-Verhältnisses kann nur die Abklingdauer des Signals eindeutig

bestimmt werden und beträgt bei 100% Luftsättigung (9,4 ± 0,9) µs und bei 70%

(14 ± 1) µs. Da TMPyP im Zytoplasma lokalisiert ist, das überwiegend aus Wasser

und Proteinen (Quencher) besteht, wird davon ausgegangen, dass die Singulett-

Sauerstoff-Abklingdauer kürzer als die in reinem Wasser ist, also unter 3,5 µs und

somit K∆ > KT1
gilt und man sich weit links vom Schnittpunkt (K∆= KT1

) (vgl.

Kapitel 4.3) befindet. Damit ist eine eindeutige Zuordnung der Raten β1 und β2

möglich und es gilt:

β2 = KT1
= kT1

+ (kT1O2
+ kT1∆)[O2] + kT1S0

[P ] + kT1Q[Q] (7.1)

β1 = K∆ = k∆ + (k∆S0
+ k∆T1

)[P ] + k∆Q[Q]. (7.2)

Die Abklingdauer des Lumineszenzsignals entspricht somit der Farbstoff-T1-Abkling-

dauer, was durch die Abhängigkeit der Lumineszenz-Abklingdauer von der Sauerstoff-

Konzentration bestätigt wird. Für die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer kann kein

Wert angegeben werden, da keine verlässliche Anstiegszeit in den Lumineszenzsi-

gnalen ermittelt werden kann. Abschätzungsweise liegt sie aber unter 0,5 µs.
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Die geringe Signalintensität führt dazu, dass die Lumineszenzsignale bei noch niedri-

geren Sauerstoff-Konzentrationen in der Suspension auf Grund des schlechten Signal-

Rausch-Verhältnisses nicht ausgewertet werden können. Dies kann mehrere Ursachen

haben:

1. Die HT29-Zellen haben zu wenig TMPyP aufgenommen und es wurde somit

zu wenig Signal während der Bestrahlung generiert;

2. die Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz wurde durch eine zu hohe Protein-Kon-

zentration gequencht;

3. die Sauerstoff-Konzentration in den Zellen nimmt zu schnell ab, um ein aus-

reichend hohes Luminenzenzsignal zu generieren.

Die Fluoreszenzaufnahmen zeigen jedoch, dass der Farbstoff TMPyP in die Zel-

len aufgenommen wurde und in diesen im Zytoplasma lokalisiert ist. Diese Auf-

nahmen werden durch die detektierten Lumineszenzsignale bestätigt, da durch die

Proteine im Zytoplasma und den dadurch resultierenden Sauerstoffverbrauch bei

Singulett-Sauerstoff-Erzeugung, die Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz nur sehr ge-

ring sein sollte. Außerdem ist die Sauerstoff-Diffusion ins Innere die Zelle zu lang-

sam, um den Verbrauch während der Bestrahlung auszugleichen. Somit wird wohl

Singulett-Sauerstoff zu stark gequencht und die Sauerstoff-Konzentration nimmt zu

schnell ab, um ein ausreichend hohes Signal zu erhalten.

Eine weitere Variation der Sauerstoff-Konzentration oder die Zugabe von Singulett-

Sauerstoff-Quenchern wurde in dieser Messreihe daher nicht durchgeführt, da keine

besseren Signale zu erwarten waren, die eine genauere Bestimmung der Raten zu-

lassen würden.
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7.3 XF73 mit Zellen

7.3.1 Fluoreszenzaufnahmen

Bei der Inkubation von HT29- und NHEK-Zellen mit XF73 zeigte sich wie bei

TMPyP eine Aufnahme in das Zytoplasma, es wurde jedoch ebenfalls die Zellmem-

bran gefärbt. Dies ist deutlich zu erkennen in den reinen Fluoreszenzaufnahmen

(ohne Durchlichtaufnahmen) von HT29-Zellen und NHEK-Zellen mit XF (Abbil-

dung 7.7).

Abbildung 7.7: Fluoreszenzaufnahme von HT29-Zellen (A) und Keratinozyten (B) nach 15

Minuten XF73-Inkubation; eine Anfärbung der Plasmamembran ist fest-

zustellen; es wurde wiederum der Zellkern durch Hoechst 33342 angefärbt

(blau)

7.3.2 Lumineszenzmessungen

Zur Bestimmung der Anstiegs- und Abklingraten in einer HT29-XF73-Suspension

wurden die Lumineszenzsignale bei verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen auf-

genommen. Dazu wurde die Suspension bei 532 nm mit 100 mW für 10 Sekunden

(20.000 Laserpulse) bestrahlt. Abbildung 7.8 zeigt fünf Lumineszenzsignale bei un-

terschiedlichen Sauerstoff-Konzentrationen außerhalb der Zellen.
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Abbildung 7.8: Lumineszenzsignale aus HT29-Zellen inkubiert für 15 Minuten mit XF bei

100% (A), 67% (B), 51% und 35% Sauerstoff-Luftsättigung

Wie bereits bei den Fluoreszenzaufnahmen zu sehen war, lagert sich XF73 nicht nur

im Zytoplasma der HT29-Zellen ein, wie TMPyP, sondern auch in der Zellmem-

bran. Dadurch wurde insgesamt mehr Farbstoff aufgenommen und auch an Stellen,

an denen die Protein-Konzentration nicht so groß ist wie im Plasma. Somit konn-

ten wesentlich bessere Signale – das Integral über alle Lumineszenzphotonen steigt

von ca. 500 bei TMPyP auf ca. 1500 bei XF73 – in einer kürzeren Zeit – nur noch

10 Sekunden statt 20 – aufgenommen werden. Durch die kürzere Bestrahlungszeit,

wurde auch weniger Sauerstoff verbraucht, wodurch die Veränderungen der Raten

während der Messung geringer wurden. Somit ist es bei diesen Aufnahmen möglich

auch die Anstiegszeit bei verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen zu bestimmen.

In Abbildung 7.8 ist wie bei der Verwendung von TMPyP eine Zunahme der Abkling-

dauer der Lumineszenz bei sinkender Sauerstoff-Konzentration in der Suspension zu

erkennen. Die Anstiegsdauer bleibt bei allen Messungen in etwa gleich und kann als
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unabhängig von der Sauerstoff-Konzentration betrachtet werden. Für eine genauere

Betrachtung sind alle aufgenommenen Raten von HT29-XF-Suspensionen gegen die

gemessene Sauerstoff-Konzentration in Abbildung 7.9 aufgetragen.
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Abbildung 7.9: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Sauerstoff-

Konzentration bei HT29-Zellen für 15 Minuten mit XF73 inkubiert;

zusätzlich werden die Abklingzeiten des Singulett-Sauerstoff angegeben

Im weiteren Verlauf wurden die Messungen bei Sauerstoff-Konzentrationen bis zum

doppelten Wert der Luftsättigung in der Suspension durchgeführt, um auch in

den Zellen einen erhöhten Sauerstoff-Partialdruck zu erhalten und um über einen

größeren Bereich messen zu können. Dazu wurde statt Stickstoff Sauerstoff durch

die Suspension geleitet.

Auf Grund der verbesserten Detektion und dem Einsatz eines neuen Farbstoffs

gelingt es nun erstmals die Anstiegs- und Abklingdauer von Lumineszenzsignalen

aus Zellen in Abhängigkeit von der umgebenden Sauerstoff-Konzentration in einem

Stern-Volmer-Plot aufzutragen. Dabei zeigt sich ein linearer Zusammenhang zwi-

schen der Rate β2 und der Sauerstoff-Konzentration außerhalb der Zellen, wohinge-

gen die Rate β1 der verschiedenen Messungen zwar schwankt, aber unabhängig von

der Sauerstoff-Konzentration scheint. Dies ermöglicht eine Zuordnung der Raten wie

bei TMPyP, nur dass diesmal die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer besser bestimmt

werden kann. Die Rate β1 entspricht wieder der Abklingrate des Singulett-Sauerstoffs
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K∆ und ermöglicht die Abschätzung der Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer in Zellen

von (1,0 ± 0,2) µs. Dies legt wieder eine hohe Fettsäure- bzw. Protein-Konzentration

nahe, wodurch die Abklingdauer des Singulett-Sauerstoffs stark verkürzt wird. Der

Rate β2 kann die Abklingrate des Farbstoff-Triplett-Niveaus KT1
zugeordnet werden,

was durch die Sauerstoffabhängigkeit (vgl. Gleichung 2.13) bestätigt wird.

7.4 TMPyP und XF73 in Bakterien

7.4.1 Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen

Im Gegensatz zu den Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen bei den Zellen war

es bei Bakterien auf Grund des begrenzten Auflösungsvermögens optischer Mikro-

skope nicht möglich Strukturen in den Bakterien zu erkennen, da die Bakterien

selbst nur etwa 1-3 µm groß sind, was dem Auflösungsvermögen optische Mikrosko-

pe entspricht. Eine Aufnahme des Farbstoffs ließ sich allerdings feststellen. Hierfür

wurden Suspensionen von S. aureus und E. coli mit 108 Bakterien pro Milliliter

mit 250 µmol/L TMPyP für 60 Minuten inkubiert. Nach einem Waschgang, um den

nicht gebundenen Farbstoff zu entfernen, wurden die Bakterien in PBS resuspen-

diert. Anschließend wurde jeweils ein Tropfen auf einen Objektträger aufgebracht

und unter dem Mikroskop betrachtet.

In Abbildung 7.10 sind die Aufnahmen von S. aureus und E. coli mit TMPyP ge-

zeigt. Bei S. aureus sind einzelne Bakterien zu erkennen, sowie die Fluoreszenz von

TMPyP (rot). Bei E. coli sind Zusammenballungen von Bakterien zu sehen, die

ebenfalls TMPyP aufnehmen und daher die Fluoreszenz in Falschfarbendarstellung

gezeigt werden kann.

Ebenso wie bei den Aufnahmen bei TMPyP-inkubierten Bakterien wurden die glei-

chen Bakterienstämme nun mit nur 10 µmol/L XF73 für 15 Minuten inkubiert,

gewaschen und anschließend in PBS resuspendiert.

Abbildung 7.11 zeigt die Aufnahmen von S. aureus und E. coli mit XF73. Es ist zu

erkennen, dass beide Bakterienstämme den Farbstoff XF73 aufnehmen können, das

Gram-negative E. coli -Bakterium jedoch deutlich schlechter.
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A B

Abbildung 7.10: Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen von S. aureus (A) und E. coli (B)

nach 60 Minuten TMPyP-Inkubation

BA

Abbildung 7.11: Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen von S. aureus (A) und E. coli (B)

nach 15 Minuten XF73-Inkubation

7.4.2 Lumineszenzmessungen

Es wurden Lumineszenzmessungen an Suspensionen mit je einem Bakterienstamm

(S. aureus oder E. coli) und je einem Farbstoff (XF73 oder TMPyP) untersucht.

Es ergaben sich daher vier mögliche Kombinationen, deren verschiedene Lumines-

zenzsignale bei Luftsättigung in der Abbildung 7.12 abgebildet sind. Dabei wurden

je Suspension 108 Bakterien pro Milliliter eingesetzt, die vorher für 60 Minuten mit

TMPyP, bzw. für 15 Minuten mit XF73 inkubiert wurden. Die Suspensionen wurden

mit einem Magnetrührer durchmischt und bei 532 nm mit 70 mW für 20 Sekunden

(40.000 Laserpulse) bestrahlt.
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Abbildung 7.12: Lumineszenzsignale aus S. aureus (A) und E. coli (B) nach 60 Minuten

TMPyP-Inkubation bei 90%, bzw. 100% Sauerstoff-Luftsättigung und aus

S. aureus (C) und E. coli (D) nach 15 Minuten XF73-Inkubation bei

100%, bzw. 95% Sauerstoff-Luftsättigung

Alle Abbildungen stellen Einzelmessungen dar und repräsentieren nur einen Teil der

aufgenommenen Signale. Da alle Suspensionen nach der ersten Lumineszenzmessung

weiter bestrahlt wurden, nahm der Sauerstoff-Gehalt in der Lösung kontinuierlich

ab, so dass Lumineszenzsignale bei verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen auf-

genommen werden konnten. Zusätzlich zu den Lumineszenzsignalen wurde während

der gesamten Bestrahlungsdauer die Sauerstoff-Konzentration außerhalb der Bakte-

rien erfasst.

Im Gegensatz zu den Experimenten mit Eukaryoten kann bei den Bakterien keine In-

formation über die Farbstoff-Lokalisation durch die Fluoreszenzmikroskopie erhalten

werden, nur aus den Unterschieden bei den Lumineszenzsignalen können eventuelle

Unterschiede in der Lokalisation festgestellt werden. Bei den Bakterien-Farbstoff-

Kombinationen S. aureus-TMPyP, E. coli -TMPyP und S. aureus-XF73 können die

Anstiegs- und Abklingraten bei verschiedenen Sauerstoff-Konzentrationen gut be-

stimmt werden, lediglich bei der Kombination XF73 mit E. coli -Bakterien lässt sich

nur die Abklingdauer der Lumineszenz feststellen. Da nun die Lumineszenzmessun-
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gen auch bei TMPyP auswertbare Signale liefern, lässt vermuten, dass der Farbstoff

nicht mehr im Zytoplasma lokalisiert ist (vgl. Abb. 7.6) oder dass die Sauerstoff-

Konzentration am Ort des Farbstoffs höher ist und dadurch mehr Singulett-Sauerstoff

generiert wird.

Ein Vergleich aller detektierten Lumineszenzsignale erfolgt in Abbildung 7.13. In

den vier Stern-Volmer-Plots ist die Abhängigkeit der Anstiegs- und Abklingraten

von der Sauerstoff-Konzentration dargestellt, soweit die Lumineszenzsignale aus-

wertbare Ergebnisse lieferten.
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Abbildung 7.13: Anstiegs- (β1) und Abklingraten (β2) aus der Variation der Sauerstoff-

Konzentration bei S. aureus (A) und E. coli (B) nach 60 Minuten

TMPyP-Inkubation und bei S. aureus (C) und E. coli (D) nach 15 Minu-

ten XF73-Inkubation; zusätzlich werden die Abklingzeiten von Singulett-

Sauerstoff angegeben

Bei den mit TMPyP inkubierten Bakterien S. aureus und E. coli zeigt sich bei ver-

schiedenen Sauerstoff-Konzentrationen eine in etwa gleichbleibende Rate β1, der K∆

zugeordnet werden kann. Es ergibt sich daraus eine Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer

zwischen 1,7 und 2,9 µs, die wieder auf das Vorhandensein von Quenchern hin-

weist, da sie unter der Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer in Wasser (3,5 µs) liegt.
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Für die Abklingdauer der Lumineszenz kann eine eindeutige Abhängigkeit von der

Sauerstoff-Konzentration nachgewiesen werden, so dass die Rate β2 der Rate KT1

entspricht.

Bei den mit XF73 inkubierten Bakterien konnte nur für S. Aureus eine Anstiegs-

zeit der Lumineszenz bestimmt werden, die wieder unabhängig von der Sauerstoff-

Konzentration ist und der Rate K∆ entspricht. Für die Singulett-Sauerstoff-Abkling-

dauer ergeben sichWerte zwischen 0,7 und 1,5 µs. Diese Singulett-Sauerstoff-Abkling-

dauer ist noch kürzer als die beim Einsatz von TMPyP bei S. aureus. Da die

Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer unabhängig von der Sauerstoff-Konzentration in

den Bakterien ist, hängt sie nur von der Quencher-Konzentration ab. Die Unter-

schiede in der Abklingdauer weisen daher auf eine unterschiedliche Lokalisation hin;

XF73 ist dabei an Stellen lokalisiert, an denen der Singulett-Sauerstoff besser durch

zelleigene Substanzen, wie Proteine und Fettsäuren, gequencht wird.

Bei den Messungen mit S. aureus wurde durch die Suspension zusätzlich Sauerstoff

geleitet, so dass sich Konzentrationen bis zum dreifachen Wert der Luftsättigung

ergeben. Selbst bei diesen hohen Konzentrationen beträgt die Abklingdauer der Lu-

mineszenz immer noch mehr als 3,5 µs, so dass ein Vertauschen der Bedeutung der

Raten während der Variation der Sauerstoff-Konzentration ausgeschlossen werden

kann und der Rate β2 die Rate KT1
zugeordnet wird.

Für die E. coli -XF73-Suspensionen können keine Anstiegszeiten bestimmt werden,

da diese zu stark durch den Laserpuls überlagert werden. Eine Bestimmung der

Abklingdauer der Lumineszenz ist allerdings möglich, wobei diese wieder eine Sau-

erstoffabhängigkeit zeigt, wie in Abbildung 7.13 D zu sehen ist. Auf Grund der

Sauerstoffabhängigkeit ist der Abklingrate der Lumineszenz β2 wieder die Farbstoff-

Triplett-Abklingrate KT1
zugeordnet. Somit kann durch den fehlenden Anstieg ange-

nommen werden, dass der Erzeugte Singulett-Sauerstoff sehr stark gequencht wird,

also am Ort der Sauerstoff-Farbstoff-Interaktion sehr hohe Protein-Konzentrationen

vorliegen. Ein Vergleich mit den Signalen von TMPyP in E. coli legt nahe, dass

XF73 an anderen Orten lokalisiert ist, da der Singulett-Sauerstoff wesentlich stärker

gequencht wird.
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7.5 Sauerstoffverbrauch

Zusätzlich zu den Lumineszenzsignalen wurde bei allen Bestrahlungen die Sauerstoff-

Konzentration in den Suspensionen mitgemessen. Da eine kontinuierliche Bestrah-

lung erfolgte, sollte auch die Sauerstoff-Konzentration stetig abnehmen. Es wurden

bei beiden Bakterienstämmen die Sauerstoff-Konzentrationen ohne Bestrahlung und

ohne Inkubation aufgenommen, um feststellen zu können wie viel Sauerstoff nur

durch die Zellatmung der Bakterien verbraucht wird. In Abbildung 7.14 ist der

Sauerstoff-Gehalt in den verschiedenen Kombinationen aus Farbstoff und Bakterien-

Suspensionen dargestellt.
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Abbildung 7.14: Der Sauerstoffverbrauch von S. aureus (A) und E. coli (B) mit TMPyP

und XF73 inkubiert unter Bestrahlung bei 532 nm und der Sauerstoffver-

brauch von nicht inkubierten Bakterien als Kontrolle

Es zeigt sich in der linken Abbildung, dass sowohl bei TMPyP, als auch bei XF73

inkubierten S. aureus der Sauerstoffverbrauch während der Bestrahlung gegenüber

dem reinen Verbrauch durch aerobes Wachstum (Stoffwechselaktivität) beschleunigt

ist. Beide Verbrauchskurven haben in etwa den gleichen Verlauf, so dass ein nahezu

gleicher Verbrauch angenommen werden kann. Bei E. coli (rechts) zeigt sich auch bei

beiden Stämmen ein beschleunigter Verbrauch gegenüber dem aeroben Wachstum,

jedoch unterscheiden sich die Geschwindigkeiten bei den Farbstoffen. So ist der Ver-

brauch bei XF73 in etwa doppelt so hoch wie bei TMPyP, obwohl gleiche Mengen

an Farbstoff in der Inkubationslösung vorhanden waren und TMPyP sogar viermal

länger inkubiert wurde. Somit wird XF73 entweder schneller und besser von den
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Bakterien aufgenommen oder die Singulett-Sauerstoff-Generierung läuft wesentlich

besser ab.

Auch bei Experimenten zur Bestimmung der Toxizität der Farbstoffe konnte mit

XF73 eine signifikant bessere Keimabtötung erreicht werden, als mit TMPyP (Da-

ten nicht gezeigt).

7.6 Interpretation der Messergebnisse bei Euka-

ryoten und Prokaryoten

Erstmals wurde in dieser Arbeit die Sauerstoff-Konzentration in Zell- und Bakterien-

Suspensionen bestimmt und die Abhängigkeit des Lumineszenzsignals von dieser.

Dies zeigt einen Zusammenhang zwischen der Sauerstoff-Konzentration außerhalb

der Zellen und dem Abklingverhalten der Lumineszenz, das durch die Sauerstoff-

Konzentration in den Zellen beeinflusst wird.

Aus den Abklingzeiten der verschiedenen Lumineszenzsignale kann wieder auf die

lokale Sauerstoff-Konzentration in den Bakterien geschlossen werden. In Tabelle 7.2

sind die Abklingzeiten der Lumineszenz bei 100% Luftsättigung, die reziproken

Werte dieser und die daraus folgende Sauerstoff-Konzentration der verschiedenen

Farbstoff-Bakterien-Kombinationen dargestellt, zusätzlich die Werte aus den Kom-

binationen mit den Zellen und die jeweiligen Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten.

Bei HT29-Zellen, die mit TMPyP inkubiert wurden, konnte keine Anstiegszeit ge-

messen werden, da sie von einem Störsignal durch den Laserpeak überlagert wird.

Abschätzungsweise liegt sie aber unter 0,5 µs und lässt daher auf eine hohe Kon-

zentration von zelleigenen Quenchern oder Proteinen schließen. Dies legt nahe, dass

Singulett-Sauerstoff in den Zellen erzeugt wird und auch in diesen wieder schnell

gequencht wird. Bei den mit XF73 inkubierten HT29-Zellen konnten über einen

weiten Bereich der Sauerstoff-Konzentration die Anstiegszeiten der Lumineszenz

bestimmt werden und es konnten Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten zwischen 0,8

und 1,2 µs bestimmt werden. Dies zeigt wieder, dass der Singulett-Sauerstoff stark
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τD 1/τD angenommene τ∆

O2-Konzentration

TMPyP + S. Aureus 6,4 µs 0,16 1/µs 80 µmol/L 1,7 - 2,9 µs

TMPyP + E. Coli 4,2 µs 0,24 1/µs 130 µmol/L 1,7 - 2,9 µs

XF73 + S. Aureus 7,8 µs 0,13 1/µs 50 µmol/L 0,7 - 1,5 µs

XF73 + E. Coli 5,2 µs 0,19 1/µs 70 µmol/L < 0,5 µs

TMPyP + HT29 9,4 µs 0,11 1/µs 60 µmol/L < 0,5 µs

XF73 + HT29 5,6 µs 0,18 1/µs 60 µmol/L 0,8 - 1,2 µs

Tabelle 7.2: Farbstoff-T1-Abklingzeiten, die reziproken Werte und die daraus folgen-

de Sauerstoff-Konzentration aus den verschiedenen Farbstoff-Bakterien-

Kombinationen und den Zellexperimenten, dazu die Singulett-Sauerstoff-

Abklingdauer

gequencht wird gegenüber den reinen Lösungen aus Kapitel 5. Es wird somit sowohl

bei TMPyP, als auch bei XF73 davon ausgegangen, dass die Farbstoffe, wie auch

auf den Fluoreszenzbildern zu sehen in den Zellen lokalisiert sind und den lokalen

Bedingungen (Protein- und Sauerstoff-Konzentration) unterworfen sind.

Da, wie in den vorherigen Kapiteln gezeigt, die Proteine und Lipide kaum einen

Einfluss auf die Triplett-Abklingdauer des Farbstoffs haben, sondern nur die lo-

kale Sauerstoff-Konzentration, kann aus den Abklingzeiten der Lumineszenz die

Sauerstoff-Konzentration in den Zellen abgeschätzt werden. So beträgt die Abkling-

dauer der Lumineszenz in mit TMPyP inkubierten HT29-Zellen etwa 9,4 µs bei einer

luftgesättigten Suspension, bei HT29-Zellen mit XF73 inkubierten etwa 5,6 µs. Dies

entspricht eine Sauerstoff-Konzentration am Ort beider Farbstoffe von ca. 60 µmol/L

(berechnet aus der Sauerstoff-Variation bei reinen Farbstoff-Lösungen, Kapitel 5),

dies entspricht ca. 20% der luftgesättigten Lösung. Die Abklingzeiten aus den Sus-

pensionen mit niedrigeren Sauerstoff-Konzentrationen ergeben ebenfalls, dass die

Sauerstoff-Konzentration in den Zellen etwa nur ein Fünftel der Konzentration aus-

serhalb beträgt.

Um sich die Bedingungen innerhalb und außerhalb der Zellen genauer vorstellen

zu können, werden kurze Abschätzungen der verschiedenen Konzentrationen (O2,
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Protein) und der Größenverhältnisse durchgeführt. Wie bereits beschrieben liegen

die Durchmesser der eukaryotischen Zellen im Bereich von 20-30 µm, die der pro-

karyotischen zwischen 1-3 µm. Dabei besitzen die Eukaryoten noch einen Zellkern

mit etwa 5 µm Durchmesser. Um die Protein-Konzentration innerhalb der Zellen

abschätzen zu können, wird davon ausgegangen, dass eine lebende Bakterie etwa

10−12 g wiegt [17] und insgesamt etwa 156·10−15 g Proteine enthält. Mit einem

angenommenen Radius von 2 µm ergibt sich ein Volumen von 4,19·10−12 cm3, so

dass eine durchschnittliche Protein-Konzentration von ca. 37 mg/ml folgt. Dies ist

nur eine grobe Abschätzung, da Bakterien als homogene Kugeln betrachtet wer-

den, zeigt aber, dass die Protein-Konzentration bei einem Wert liegt, der die Rate

KT1
auf Grund des Sauerstoffverbrauchs bereits merklich beeinflusst (vgl. Kapitel

5.2.2). Für die Sauerstoff-Konzentration in Herzmuskel-Zellen in vivo wird ein Wert

von 30 µmol/L angegeben [53]. Da sich die hier untersuchten Zellen allerdings in

einer Suspension befinden (in vitro), wird davon ausgegangen, dass die Sauerstoff-

Konzentration bei höheren Werten liegt, da die Zellen in den Suspensionen von

luftgesättigten Wasser umgeben sind. So beträgt die Sauerstoff-Konzentration au-

ßerhalb der Zellen 270 µmol/L in luftgesättigten Suspensionen und sinkt dann im

Inneren der Zelle auf die abgeschätzten 60 µmol/L ab, da wegen der Stoffwech-

selvorgänge in den Zellen Sauerstoff verbraucht wird und sich somit ein Gradient

der Sauerstoff-Konzentration ausbildet. Wird von einem ähnlichen Gradienten der

Sauerstoff-Konzentration bei Eukaryoten und Prokaryoten ausgegangen, müsste die

Konzentration des Sauerstoffs im Zentrum der Eukaryoten niedriger sein als die im

Zentrum von Prokaryoten, da die Diffusion des Sauerstoffs über die etwa 10-fache

Strecke erfolgen muss (Abbildung 7.15). Durch eine Inkubation mit Farbstoffen und

eine anschließende Bestrahlung wird wegen der Oxidation durch Singulett-Sauerstoff

der Gradient der Sauerstoff-Konzentration noch erhöht.

Die Annahme einer höheren Sauerstoff-Konzentration in Bakterien wird auch durch

die Werte aus den Lumineszenzmessungen für TMPyP-inkubierte Bakterien bestätigt

(vgl. Tab. 7.2). Es ist zu erkennen, dass die angenommene Sauerstoff-Konzentration

bei XF73-inkubierten Bakterien niedriger ist als bei TMPyP-inkubierten, was dar-
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Abbildung 7.15: angenommene Verteilung der Sauerstoff-Konzentration in Zellen und

Bakterien (nicht maßstabsgetreu)

auf schließen lässt, dass bei XF73 ein höherer Sauerstoffverbrauch innerhalb der

Bakterien stattfindet. Dies bestätigte auch die Messung des Sauerstoffverbrauchs in

den Suspensionen, insbesondere bei E. coli (vgl. Abb. 7.14).

Es kann also gefolgert werden, dass XF73 besser von den Bakterien aufgenommen

wird und in diesen schneller die intrazellulären Bestandteile oxidiert als TMPyP.

Dies wird auch durch Toxizitätstest bestätigt, bei denen eine höhere Wirksamkeit

von XF73 nachgewiesen wurde im Vergleich zu TMPyP [54,55,74].

Aus den verschiedenen Anstiegs- und Abklingzeiten der detektierten Lumineszenzsi-

gnale können Rückschlüsse auf die Singulett-Sauerstoff-Abklingzeit und die Abkling-

zeit des Triplett-Zustands des Farbstoffs gezogen werden. Wie bereits in Kapitel 5

beschrieben, hängt die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer nicht von der Sauerstoff-

Konzentration in der Lösung, Suspension oder Zelle ab. Bei allen in diesem Kapi-

tel gezeigten Signalen wird daher die Anstiegszeit der Lumineszenz der Singulett-

Sauerstoff-Abklingdauer zugeordnet.

Da in den Bakterien nur die Aufnahme des Farbstoffs durch die Fluoreszenzmessun-

gen bestimmt werden, nicht der Ort der Lokalisation, können nur die Lumineszenz-

signale aus den verschiedenen Bakterienstämmen zur Bestimmung der Lokalisation

ausgewertet werden. Dabei lassen sich bei beiden TMPyP-inkubierten Stämmen

Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten zwischen 1,7 und 2,9 µs bestimmen. Mit XF73

kann nur bei S. aureus die Anstiegszeit der Lumineszenz ermittelt werden, so dass

sich eine Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer zwischen 0,7 und 1,5 µs ergibt. Bei E.
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coli mit XF73 kann die Anstiegszeit nicht bestimmt werden und wird daher auf

unter 0,5 µs abgeschätzt.

Der Vergleich der beiden Farbstoffe bei beiden Bakterien-Stämmen lässt folgern, dass

der Singulett-Sauerstoff, der durch XF73 erzeugt wurde besser gequencht wird oder

weiter im Inneren der Bakterien erzeugt wurde. Somit kann eine bessere Aufnahme

von XF73 gefolgert werden. Insbesondere, da bei E. coli eine Aufnahme von XF73

nachgewiesen wurde und auch ein erhöhter Sauerstoffverbrauch gegenüber TMPyP

beobachtet wurde, kann davon ausgegangen werden, dass der erzeugte Singulett-

Sauerstoff sehr stark gequencht wird und daher die Anstiegszeit der Lumineszenz

nicht beobachtet werden kann.

Insgesamt ergibt sich das in Abbildung 7.16 dargestellte Bild, mit den angegebenen

Sauerstoff- und Protein-Konzentrationen und den Anlagerungsorten der Farbstoffe,

wobei nur die Ergebnisse für HT29-Zellen und S. aureus dargestellt sind.
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Abbildung 7.16: Vergleich der Bedingungen (O2- und Protein-Konzentration und

Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz) in Wasser, in Bakterien und in Zel-

len. Es sind die Verhältnisse in der Suspension dargestellt mit einer ge-

messenen O2-Konzentration von 270 µmol/L (100% Luftsättigung) au-

ßerhalb der Zellen und einer abgeschätzten Protein-Konzentration in Zel-

len und Bakterien von ca. 40 mg/mL. Die Lumineszenzsignale zeigen die

Anstiegs- und Abklingzeiten bei einer O2-Luftsättigung in der Suspension

von 100% (A) außerhalb der Zellen, (B) in den S. aureus-Bakterien und

(C) in HT29-Zellen. Es sind immer die Signale von TMPyP (I) und von

XF73 (II) dargestellt. Aus den vorherigen Messungen bei versch. Konzen-

trationen ist eine Zuordnung der Zeiten möglich, die als reziproke Werte

der Raten mitangegeben sind (1/K∆ = Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer,

1/KT1
= Farbstoff-T1-Abklingdauer); aus der Farbstoff-T1-Abklingdauer

lassen sich die angegebenen O2-Konzentrationen in der Zelle (60 µmol/L)

und der Bakterie (50 - 130 µmol/L) berechen.
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Kapitel 8

Zusammenfassung der Ergebnisse

Die photodynamische Therapie (PDT), wie sie seit über 100 Jahren angewandt

wird, basiert auf der Wechselwirkung von Licht, Farbstoff und Sauerstoff. Die Wir-

kung der PDT beruht auf der Zerstörung von Zellen durch Oxidation, hauptsächlich

durch Singulett-Sauerstoff. Die PDT wird zur Behandlung maligner und prämaligner

Gewebeveränderungen eingesetzt. Ein neuer Bereich für die Anwendung ist die anti-

mikrobielle photodynamische Therapie (aPDT), bei der Mikroorganismen, wie Bak-

terien oder Pilze, auf die gleiche Weise wie bei der PDT, abgetötet werden sollen.

Dafür ist allerdings zuerst ein besseres Verständnis der Interaktionen von Singulett-

Sauerstoff, den verwendeten Farbstoffen und den Mikroorganismen notwendig. Des

weiteren ist für die Anwendung von Photosensibilisatoren in der aPDT eine wich-

tige Voraussetzung, dass die Inkubationszeit der Farbstoffe kürzer ist, als die Zeit,

die die Zellen und Bakterien benötigen, um sich zu teilen. Außerdem muss ein the-

rapeutisches Fenster gefunden werden, also Bedingungen, bei denen die Bakterien

bereits sterben, die Körperzellen jedoch noch überleben. Aus all diesen Gründen

müssen die Bedingungen am Ort der Wechselwirkung zwischen Singulett-Sauerstoff

und den Mikroorganismen näher betrachtet werden.

Dazu wurden die bereits bekannten theoretischen Modelle für die Generierung und

Relaxation von Singulett-Sauerstoff verwendet, wobei die Sauerstoffabhängigkeit der

verschiedenen Prozesse besonders betrachtet wurde. Zusätzlich wurde auf oxidative

Prozesse an zelleigenen Materialien und die Diffusion von Sauerstoff eingegangen.
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Zentrale Aufgabe im Rahmen der vorliegenden Arbeit war der direkte Nachweis von

Singulett-Sauerstoff mittels zeitlich und spektral aufgelöster Detektion seiner Lu-

mineszenz im Infrarot-Bereich. Auf Grund der extrem schwachen Lumineszenz von

Singulett-Sauerstoff kam ein hochempfindlicher Infrarot-Photomultiplier zum Ein-

satz, der in Kombination mit einer schnellen Zähleinrichtung eine Zeitauflösung von

etwa 100 ns ermöglichte. Durch weitere Verbesserungen im Bereich der verwendeten

Interferenzfilter und der Sauerstoff-Detektion durch einen externen Sensor, konnte

das Verhalten von Singulett-Sauerstoff in komplexer werdenden Umgebungen be-

trachtet werden.

In einfachen Farbstoff-Lösungsmittel-Gemischen wurden die Farbstoffe XF73 inWas-

ser und Perinaphthenon in Ethanol, als mögliche Photosensibilisatoren für die aPDT,

untersucht. Dabei diente TMPyP sowohl in Wasser, als auch in Ethanol als Referenz-

farbstoff. Durch die Variation der Sauerstoff-, Farbstoff- und Quencher-Konzentration

konnten die relevanten Raten und Ratenkonstanten für die Generierung und Rela-

xation von Singulett-Sauerstoff in einfachen Lösungen bestimmt werden. Es zeigt

sich, dass die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer im wesentlichen vom Lösungsmittel

und der Quencher-Konzentration abhängt. Wohingegen sich die Farbstoff-Triplett-

Abklingdauer hauptsächlich nach der Sauerstoff-Konzentration am Ort des angereg-

ten Farbstoffs richtet.

Um sich den Verhältnissen in Zellen anzunähern, wurden zunächst die Erzeugung

und Deaktivierung von Singulett-Sauerstoff in Lösungen untersucht, die Fettsäuren

oder Proteine enthielten. Dabei zeigte sich, dass durch die Oxidation der Biomo-

leküle die Lumineszenzsignale sich bereits innerhalb der Detektionsintervalle ändern

können, so dass eine Anpassung der Parameter (kürzere Messdauern, Einsatz ei-

nes Magnetrührers) notwendig wurde, um die Raten und Ratenkonstanten von

Singulett-Sauerstoff unter definierten Bedingungen zu bestimmen. Die Proteine und

die ungesättigten Fettsäuren waren in der Lage Singulett-Sauerstoff physikalisch und

chemisch zu quenchen, wobei der Sauerstoffverbrauch durch das chemische Quen-

chen beobachtet werden konnte. Dieser wurde in Abhängigkeit von der Molekülgröße

bei Proteinen, bzw. der Anzahl der Doppelbindungen bei Fettsäuren bestimmt.

Dabei zeigte sich, dass je kleiner die Proteine, bei gleichbleibender Gesamtmas-
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se, oder je ungesättigter die Fettsäuren waren, desto mehr Sauerstoff verbraucht

wurde. Der Einfluß des Sauerstoffverbrauchs zeigte sich am deutlichsten bei der

Bestimmung der Farbstoff-Triplett-Abklingdauer, die sehr empfindlich auf die Ab-

nahme der Sauerstoff-Konzentration reagierte und eine Abschätzung der Sauerstoff-

Konzentration am Ort der Laseranregung zu ließ, da diese nicht durch den Sauer-

stoffsensor bestimmbar war. Auch konnte der quenchende Einfluß der Proteine und

der ungesättigten Fettsäuren auf die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer abgeschätzt

werden.

Im Rahmen der Untersuchungen zu Fettsäuren hat sich ergeben, dass Singulett-

Sauerstoff durch Anregung mit UVA-Strahlung auch ohne einem Photosensibilisator

erzeugt werden kann. Dabei wurde festgestellt, dass nur die mehrfach ungesättigten

In der Lage waren über einen längeren Zeitraum Singulett-Sauerstoff in messbaren

Mengen zu generieren. Entscheidend dabei war die Menge der oxidierten Fettsäuren,

die, wie am Beispiel der Arachidonsäure durch HPLC-Analysen gezeigt, mit der

Menge an erzeugtem Singulett-Sauerstoff korreliert. Durch den Russel-Mechanismus

wurde auch noch eine möglicher Weg zur Erzeugung von Singulett-Sauerstoff aus

den nachgewiesenen Lipidhydroperoxiden vorgestellt.

Erstmals war es möglich die Lumineszenzsignale von Photosensibilisatoren aus Zel-

len und Bakterien unter verschiedenen Bedingungen (O2-Konzentration, Zelltyp) zu

detektieren und auszuwerten. Dabei zeigte sich, dass der Sauerstoffverbrauch bei

den Gram-positiven S. aureus-Bakterien unabhängig vom verwendeten Farbstoff

ist, bei den Gram-negativen E. coli jedoch im Vergleich zu TMPyP ein stärkerer

Verbrauch bei XF73 festgestellt werden konnte. Aus den Lumineszenzsignalen konn-

ten die Anstiegs- und Abklingzeiten eindeutig der Farbstoff-T1-Abklingdauer und

der Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer zugeordnet werden. Durch die ermittelten

Farbstoff-T1-Abklingzeiten bei Zellen und Bakterien konnten die Sauerstoff-Konzentrationen

in der Umgebung der verwendeten Farbstoffe abgeschätzt werden und somit, eben-

so wie aus den Singulett-Sauerstoff-Abklingzeiten, die Veränderungen in der Loka-

lisation der Farbstoffe, wie sie in den Fluoreszenzbildern beobachtet wurden, zu-

mindest bei den Zellen bestätigt werden. Bei den XF73-inkubierten Bakterien lag

die Sauerstoff-Konzentration und die Singulett-Sauerstoff-Abklingdauer bei nied-
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rigeren Werten als bei TMPyP-inkubierten. Diese Beobachtungen lassen sich mit

einer besseren Aufnahme des neuen Farbstoffs XF73 gegenüber dem Referenzfarb-

stoffs TMPyP erklären. Auch konnte bei den Gram-positiven S. aureus-Bakterien

ein höherer Sauerstoffverbrauch als bei E. coli -Bakterien beobachtet werden, so dass

von einer besseren Wirksamkeit der Farbstoffe bei Gram-positiven als bei Gram-

negativen Bakterien ausgegangen werden kann.

Durch die somit erhaltenen Ergebnisse wurden aber auch neue Fragen aufgeworfen.

So muss für weiterführende Messungen die Lokalisation der Farbstoffe in Bakteri-

en durch chemische Analysen bestimmt werden, ebenso wie die Abhängigkeit der

Lumineszenz und der Zelltoxizität von der Menge des aufgenommenen Farbstoffs.

Dazu kann gegebenenfalls auch die Entwicklung neuer Farbstoffe notwendig sein, die

besser von Zellen oder Bakterien aufgenommen werden.

In dieser Arbeit konnte erstmals die Generierung von Singulett-Sauerstoff durch

Fettsäuren ohne Sensibilisator unter UVA-Bestrahlung festgestellt werden, jedoch

sind noch weitere Experimente mit effektiven Quenchern notwendig, um den Mecha-

nismus der Singulett-Sauerstoff-Generierung vollständig zu klären. Für weitere Un-

tersuchungen von endogenen Photosensibilisatoren, wie Fettsäuren oder Proteinen,

bieten sich Untersuchungen im nahen UVB-Bereich an, da dort die Moleküle höhere

Absorptionswirkungsquerschnitte besitzen, wodurch wegen der verstärkten Absorp-

tion bessere Signale erzeugt werden können. Auch können somit weitere körpereigene

Moleküle, wie Urocaninsäure oder L-α-Phosphatidylcholin, auf Singulett-Sauerstoff-

Generierung getestet werden.
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