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1. Zusammenfassung

Die Exposition von UV-Strahlung wird fiir eine grofe Anzahl von Erkrankungen der
Haut und des Auges verantwortlich gemacht. Eine hohe UV-Belastung spielt z.B.
bei Immunsuppression, Photo-Karzinogenese oder Lichtalterung eine Rolle. Bisher
wurde die biologisch schadliche Wirkung von UV Strahlung eingeteilt in UVB Scha-
den, die durch die direkte Absorption von UVB Strahlung in DNS induziert werden
und indirekte UVA Schiden durch die Generierung von reaktiven Sauerstoff-Spezies
(ROS), insbesondere Singulett-Sauerstoff. Durch UVA Anregung kann ein endogenes
Molekiil von seinem Grundzustand in einen energetisch hoheren Zustand iibergehen.
Ein Photosensibilisator zeichnet sich dadurch aus, dass er, in einen metastabilen
Triplett-Zustand wechseln kann, von dem aus er Energie auf andere Molekiile z.B.
Sauerstoff iibertragen und so Singulett-Sauerstoff generieren kann. Allerdings kénnen
verschiedene endogene Substanzen, die als Photosensibilisatoren bei UVA Anregung
bekannt sind, auch UVB Strahlung absorbieren. In dieser Arbeit wird untersucht,
ob verschiedene endogene Photosensibilisatoren bei UVB Anregung in der Lage sind
Singulett-Sauerstoff zu erzeugen.

In der vorliegenden Doktorarbeit wird zum ersten Mal gezeigt, dass sowohl endoge-
ne als auch exogene Substanzen durch UVB Anregung Singulett-Sauerstoff erzeu-
gen koénnen. Zuerst sind verschiedene endogene Substanzen wie wasser- und fett-
16sliche Vitamine in Losungen untersucht worden. Die Generierung von Singulett-
Sauerstoff bei UVB Anregung wurde direkt durch die Detektion von Singulett-
Sauerstoff Lumineszenzphotonen bei 1270 nm nachgewiesen. Es konnten mehrere
endogene UVB Photosensibilisatoren identifiziert werden. Singulett-Sauerstoff kann
also sowohl durch UVA als auch durch UVB Anregung von endogenen Substanzen er-
zeugt werden. Von den identifizierten UVB Photosensibilisatoren wurde die Effekti-
vitéit, mit der sie Singulett-Sauerstoff generieren kénnen (Singulett-Sauerstoff Quan-
tenausbeute), ermittelt. Einige der Vitamine haben &hnlich hohe Quantenausbeuten
wie Photosensibilisatoren, die zu therapeutischen Zwecken eingesetzt werden. Aufer-
dem wurde nachgewiesen, dass es fiir die Singulett-Sauerstoff Quantenausbeute der
untersuchten Vitamine ohne Bedeutung ist, ob sie mit UVA oder UVB Strahlung an-
geregt werden, solange die Vitamine bei den entsprechenden Anregungswellenléngen
Strahlung absorbieren konnen. Eine Verdnderung der Molekiilstruktur z.B. durch
eine Veranderung des pH-Wertes des Losungsmittels kann allerdings zu einer Ver-
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anderung der Singulett-Sauerstoff Quantenausbeute fiithren. Auch das Sonnenlicht,
dem die Molekiile téglich in der menschlichen Haut ausgesetzt sind, kann zu Verin-
derungen der Molekiilstruktur fiihren. Darum wurde untersucht, wie sich endogene
Photosensibilisatoren bei UVB Bestrahlung verdndern und welche Auswirkungen
diese Verdnderungen auf ihre photophysikalischen Eigenschaften haben. Einige Vit-
amine waren nicht photostabil bei UVB Bestrahlung und eine verédnderte Singulett-
Sauerstoff Quantenausbeute nach UVB Bestrahlung konnte festgestellt werden. Um
einen Photosensibilisator z.B. zu therapeutischen Zwecken anwenden zu kénnen, soll-
te untersucht werden wie die Generierung und Relaxation von Singulett-Sauerstoff
durch diesen Photosensibilisator ablauft. Deswegen wurden die Raten und Raten-
konstanten der Singulett-Sauerstoff Erzeugung sowie die fiir die Singulett-Sauerstoff
Erzeugung wichtigen angeregten Energieniveaus fiir einige endogene Vitamine, die
effektiv Singulett-Sauerstoff bei UVB Anregung erzeugen kénnen, bestimmt.

Aber nicht nur endogene Substanzen kénnen im menschlichen Kérper vorhanden
sein und bei UVB Anregung Singulett-Sauerstoff erzeugen. In der menschlichen Haut
konnen sich als exogene Substanzen auch Inhaltsstoffe verschiedener Medikamente
befinden und erzeugen als mdogliche Nebenwirkung Lichtempfindlichkeit der Haut.
Darum wurde fiir eine Auswahl an Medikamenten in Lésung die Singulett-Sauerstoff
Erzeugung bei UVB Anregung nachgewiesen und die Singulett-Sauerstoff Quan-
tenausbeuten bestimmt. Einige der Medikamente erzeugen Singulett-Sauerstoff mit
hoher Quantenausbeute. In der menschlichen Haut konnen sich als exogene Sub-
stanzen auch Inhaltstoffe von den im Alltag angewendeten Hautpflegeprodukten
befinden. Dementsprechend wurden verschiedene Hautpflegeprodukte ebenfalls un-
tersucht und einige konnen nachweislich Singulett-Sauerstoff bei UVB und UVA
Anregung erzeugen.

Die Effektivitit der Singulett-Sauerstoff Erzeugung einiger Substanzen dndert sich
mit ihrer Umgebung z.B. in verschiedenen Medien oder bei unterschiedlichen pH-
Werten. Die Singulett-Sauerstoff Erzeugung endogener Substanzen in der menschli-
chen Haut kann sich also von den Ergebnissen in Losung unterscheiden. Darum wur-
de nachgewiesen, dass Suspensionen mit Zellen oder Zellbestandteilen bei UVB An-
regung ebenfalls Singulett-Sauerstoff produzieren. Durch direkte Lumineszenzpho-
tonen Detektion und indirekte Quencherexperimente wurde bestétigt, dass Protein-
lysat, sowie Suspensionen aus eukaryotischen und prokaryotischen Zellen Singulett-
Sauerstoff generieren konnen. Abschliefend wurde noch gezeigt, dass Schweinehaut
und menschliche Haut bei UVB Anregung Singulett-Sauerstoff erzeugen und durch
die UV Bestrahlung zelluldre Aktivierungsmechanismen ausgelost werden.
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2. Einleitung

Sonnenlicht Exposition, insbesondere die Exposition von UV Strahlung wird fiir eine
Vielzahl von Augen- und Hautkrankheiten verantwortlich gemacht. UV Strahlung ist
bekannt fiir die Erzeugung von Entziindungen, vorzeitige Hautalterung und Haut-
krebs |[TKB09|. Dies ist in der heutigen Gesellschaft von grofer Bedeutung, da sich
die Menschen zunehmend dem Sonnenlicht, aufgrund von Verdnderungen im Frei-
zeitverhalten und von Schonheitsidealen, ungeschiitzt aussetzen. Die Sonne emittiert
ein kontinuierliches Spektrum an elektromagnetischer Strahlung, das aus 6 % UV-
Strahlung, 52 % sichtbarem Licht und 42 % Infrarotstrahlung besteht [ORS™06]. Der
UV Anteil des Spektrums kann unterteilt werden in UVC (Wellenlénge < 280 nm),
UVB (280 nm - 320 nm) und UVA (320 nm - 400 nm) Strahlung. Die UVC Strahlung
wird vollstdndig von verschiedenen Bestandteilen der Atmosphére wie z.B. Ozon ab-
sorbiert [GR0O8]. UVA und UVB Strahlung wird teilweise und zu verschiedenen An-
teilen von der Atmosphére absorbiert und das auf der Erde auftreffende Sonnenlicht
enthdlt UVA (ungefihr 95 %) und UVB (ungefihr 5 %) Strahlung [PDO06].

UV Strahlung kann zur Erzeugung von DNS Schiden, oxydativem Stress und zu
Immunsuppression fithren, was wiederum die Zell- und Gewebeintegritit beein-
flusst [BK00] [BPMK™04] [KKS03| [KHSO01] [Sch98| [Sch05b]. Die gefidhrlichste durch
UV Strahlung erzeugte Krankheit ist Hautkrebs (Karzinogenese). Dieser wird ein-
geteilt in nicht melanozytiare Hautkrebse (Basalzellkarzinome und Stachelzellkarzi-
nome), die etwa 90 % aller Hautkrebserkrankungen ausmachen und maligne Mela-
nome (etwa 10 %) [BfS07]. Nicht melanozytére Hautkrebse werden auch als weifser
Hautkrebs und maligne Melanome als schwarzer Hautkrebs bezeichnet [Krel0]. Die
Basalzellkarzinome und Stachelkarzinome entstehen in chronisch UV geschidigter
Haut und das Risiko einer Erkrankung steigt mit der UV Lebensdosis [BfS07]. Ob-
wohl maligne Melanome oft an UV geschiitzten Korperstellen entstehen, wird auch
UV Strahlung fiir die Krankheit verantwortlich gemacht, wobei die genauen Mecha-
nismen der Erkrankung noch unklar sind. Jahrlich erkranken etwa 195.000 Menschen
allein in Deutschland neu an Hautkrebs, wobei rund 24.000 an malignen Melano-
men erkranken [BfS11|. In Deutschland sterben etwa 3000 Menschen jdhrlich an
Hautkrebs, in den meisten Fillen an schwarzem Hautkrebs [Krel0).

Die Mechanismen, durch die UV Strahlung Hautkrebs erzeugen kann, sind bisher
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nicht vollstindig erforscht. Die biologischen Schiden durch UV Strahlung werden
normalerweise eingeteilt in direkte UVB induzierte DNS Schéden und in indirekte
UVA Schiden. Um Zellen oder Gewebe zu schidigen, muss die UVA oder UVB Strah-
lung absorbiert werden [RK06|. Die menschliche DNS kann UV Strahlung zwischen
230 nm (UVC) und 310 nm (UVB) absorbieren [Sch98] [Gru02|. Die Absorption
von UVB Strahlung kann zwischen benachbarten Pyrimidinbasen einer DNS Kette
Photoprodukte induzieren. Bei den erzeugten Photoprodukten handelt es sich haupt-
sachlich um Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und 6-4-Photoprodukte [Gru02]
|Hus05|. Diese DNS Schiden 16sen verschiedene DNS Reparaturmechanismen zur
Wiederherstellung der normalen DNS Struktur oder den programmierten Zelltod
zur Entfernung geschidigter Zellen aus [BK0O| [SRV*00]. Erst wenn die Repara-
turmechanismen fehlerhaft oder iiberlastet sind, folgen dauerhafte Mutationen der
Erbinformationen [Hus05]. Dies fiihrt zu dauerhaft geschédigten Zellen und kann zu
Hautkrebsentstehung beitragen [BfS07|. Auferdem konnen die durch UVB Strah-
lung induzierten DNS Schéden die Induktion von immunmodulatorischer Zytokine
und dadurch die Unterdriickung des Immunsystems auslosen [BK0O| [Sch05b].

endogene e s A
PhOtO' apsorplel LIrc UVA UVB apsorple Lrc DNS
sensibilisatoren

erzeugen ROS

DNS Strangbriche

Bindung von DNS an Proteine
Lipidoxidation von Membranlipiden
Proteinoxidation

Photoprodukte wie

CPDs und
— 6-4-Photoprodukte

Abbildung 2.1.: Einteilung der UV Schiden in direkte UVB und indirekte UVA Schéiden

UVA Strahlung hingegen wird nicht von der DNS absorbiert und kann somit keine
direkten DNS Schéden verursachen. UVA Strahlung kann aber von mehreren endo-
genen Substanzen, welche als Photosensibilisatoren wirken, absorbiert werden. Diese
endogenen Photosensibilisatoren konnen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) generie-
ren |Gru02|, insbesondere Singulett-Sauerstoff. ROS kénnen oxydative Schiden in
zellularen Strukturen verursachen, z.B. DNS Strangbriiche oder Bindung von DNS
an Proteine. ROS konnen noch weitere Zellverdanderungen induzieren, z.B. kann die
Zellmembran durch Lipidoxidation geschiadigt werden oder die Stoffwechselvorginge
konnen durch Modifikation von Proteinen gedndert werden [JBSMNO08|. UVA Strah-
lung kann also auch biologische Schiden erzeugen und damit in die Hautkrebsent-
stehung involviert sein [Gru02]. UVA Strahlung induziert auferdem Lichtalterung
und die Modulation des Immunsystems in der Haut. Fiir die biologische Wirkung



von UVA Strahlung scheint besonders die Generierung von Singulett-Sauerstoff eine
wichtige Rolle zu spielen [BK00| [KHSO01] [KKS03| [HS98] [BMM*06] [KBS00].

Die von UVA und UVB Strahlung ausgeldsten Signalwege, die zu den beschriebe-
nen biochemischen Verdnderungen in Zellen fithren, werden auch als UVA und UVB
Antwort bezeichnet und wurden in Keratinozyten und Fibroblasten schon detail-
liert untersucht [BK00| [BPMK™04]| [KHS01] [Sch98] [Sch05b] [SRGGGBO5]|. Die
mogliche Erzeugung von Singulett-Sauerstoff durch UVB Strahlung wurde bisher
vernachlassigt, obwohl dies vom photophysikalischen Standpunkt durchaus moglich
ist. Dazu miissen die endogenen Photosensibilisatoren UVB Strahlung absorbieren,
was bei vielen Biomolekiilen der Fall ist [WJJ05] [CJ05]. Oft absorbieren die endoge-
nen Molekiile sogar mehr UVB als UVA Strahlung. Durch UVB Strahlung erzeugter
Singulett-Sauerstoff konnte ebenfalls die DNS schiidigen und so einen Einfluss auf
die durch UVB verursachten Schidden haben [Gru02| [EMZW™08] und damit zu
neuen Signalwegen in der UVB Antwort fiithren. Singulett-Sauerstoff ist auferdem
in der Lage die chemische Struktur von endogenen Substanzen zu verdndern. UVA
und/oder UVB erzeugter Singulett-Sauerstoff konnte in Hinsicht auf die oxydati-
ve Schidigung von Zellen interagieren. Insbesondere die simultane Bestrahlung mit
UVA und UVB (Sonnenstrahlung) ist zu beriicksichtigen.

In dieser Arbeit werden verschiedene Themen im Zusammenhang mit der Gene-
rierung von Singulett-Sauerstoff durch UVB Anregung von endogenen Molekiilen
untersucht. Zum einen sollen verschiedene endogene Substanzen als UVB Photosen-
sibilisator identifiziert werden und ihre Singulett-Sauerstoff Produktion soll quantifi-
ziert werden (Singulett-Sauerstoftf Quantenausbeute). Auferdem wird die Singulett-
Sauerstoff Erzeugung durch UVB-Anregung in Zellen (in vitro) und in Hautmodellen
(ex vivo) untersucht werden. Auch der Einfluss von UVA- oder UVB Bestrahlung
auf die verschiedenen endogenen Substanzen (Photostabilitéit) wird ermittelt. Dabei
soll auch eine Bestrahlung von endogenen Substanzen mit UVA und UVB in Rei-
he und parallel untersucht werden und der Einfluss der chemischen Verdnderungen
der endogenen Substanzen auf ihre Fahigkeit Singulett-Sauerstoff zu erzeugen soll
ermittelt werden.
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3. Theoretische Grundlagen

3.1. UV-Strahlung

UV Strahlung ist fiir den Menschen unsichtbare elektromagnetische Strahlung im
Wellenldngenbereich von 100 bis 400 nm. Das Spektrum vom Sonnenlicht umfasst
UV, sichtbare und infrarote Strahlung, wobei UV Strahlung ungefihr 5 % des auf
die Erde auftreffenden Sonnenlichts ausmachen [Dif02]. In der Photobiologie wird
die UV-Strahlung normalerweise nach ihrer biologischen Wirkung einteilt in UVA
(400 - 320 nm, UVAI (340 -320 nm), UVAII (400 - 340 nm)), UVB (320 - 290 nm)
und UVC Strahlung (290 - 200 nm) [Dif91]. UVC Strahlung kommt nur in vernach-
lassighbaren Dosen auf der Erde vor. In der Stratosphére formt sich die Ozonschicht,
indem molekularer Sauerstoff Oy durch UVC Strahlung geteilt und zu Ozon (O3)
rekombiniert wird [GRO08|, der UV Strahlung absorbieren kann. Auferdem wird UV
Strahlung in der Atmosphére durch Molekiile wie Oy und Ny gestreut [Dif02]]. In
der Atmosphire wird der komplette UVC Anteil des Sonnenlichts, sowie ein Grofteil
der UVB Strahlung absorbiert, so dass normalerweise nur UV Strahlung mit einer
Wellenlidnge grofer als 290 nm die Erde erreicht [Gru02]. UVB und UVA Strahlung
werden nach ihrer biologischen Wirkung getrennt. UVA wird im Gegensatz zu UVB
Strahlung nur schlecht von Nukleinsduren oder DNS absorbiert und verursacht bei
moderater Exposition auch kein Erythem (Sonnenbrand) [Hus05], denn die Wirk-
samkeit von UV Strahlung zur Bildung von Erythemen hat ihr Maximum im UVB
Bereich bei 297 nm. Die Grenze zwischen UVA und sichtbarer Strahlung wird durch
die Sehfihigkeit des Menschen bestimmt, die unter 400 nm stark abnimmt, insbe-
sondere bei alteren Menschen [EhlO7].

Die Wechselwirkung von UV Strahlung mit der Haut wird durch die physikalischen
Parameter der Strahlungsquelle und die optischen Eigenschaften der Haut bestimmt.
Die wichtigsten Parameter der Exposition sind die Wellenldnge, Bestrahlungsdauer
und -stiarke. Die Energie der UV Strahlung, welche pro Fliche auf die Haut auftrifft,
wird als Dosis oder Strahlungsbelastung bezeichnet und in J-cm? oder J-m? gemes-
sen |Dif02]. Die Rate der ankommenden UV Strahlung wird als Intensitit bezeichnet
und in W-cm? oder W-m? gemessen [Hus05|. Die jéhrliche in Potsdam gemessene
UVA Dosis betriigt ungefiihr 20,65 kJ-cm? (=~ 98 %) und die UVB Dosis ungefihr
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345 J-em? (=~ 2 %) [FJG02|. Generell ist die Intensitit und das Spektrum der auf
der Erde auftreffenden UV Strahlung abhéngig vom Sonnenstand, der Abmilderung
durch die Atmosphére, der Wolkendecke, der Hohenlage und der Oberflachenrefle-
xion [DBBG™11]. Der Stand der Sonne héngt dabei vom Breitengrad und von der
Jahres- und Tageszeit ab. Damit ist durchschnittlich der Anteil der UVA Strahlung
(ungefihr 95 %) im Sonnenspektrum sehr viel hoher als der der UVB Strahlung
(ungeféhr 5 %) [WJJO05].

Abbildung 3.1.: Verschiedene Eindringtiefe von UVA und UVB-Strahlung in die Haut

Die UV Dosis, die eine Hautreaktion hervorruft, wird als MED (Minimale Erytheme
Dosis [HY02]|) bezeichnet. Die MED ist abhingig sowohl von der Wellenlidnge, als
auch vom Hauttyp. Der mediane MED liegt bei einer Wellenldnge von 290 nm bei
0,035 J-cm? und bei 320 nm bei 2,4 J-cm? |[YCH™81]. Bei einer minimalen Erythemen
Dosis bildet sich eine gerade sichtbare Veranderung der Haut, wiahrend man bei einer
Dosis von 10 MED schon einen starken Sonnenbrand haben kann. Da die Dosis
MED individuell sehr unterschiedlich ist, wurde noch die Standard Erytheme Dosis
SED eingefiihrt, die den festen Wert 100 J-m? = 0,01 J-cm? hat [HY02|. Es wird
angenommen, dass sich bei einer Dosis von 4 SED bei nicht gebraunter, weifer Haut
ein moderates Erythem bildet, doch bei vorgebraunter Haut noch kein Erythem zu
sehen ist [Dif02].

Auf Haut bzw. Gewebe auftreffende UV Strahlung wird reflektiert, gebeugt, ge-
streut und absorbiert, wobei mehrere Wechselwirkungen in Kombination auftreten
konnen.

Reflexion:

Von der auf der Erde auftreffenden UV Strahlung wird normal unter 10 % reflek-
tiert [Dif02]. An der Hautoberfliche findet Reflexion auf Grund des Unterschiedes
zwischen den Brechungsindizes der Luft (np = 1,0) und der Stratum Corneum (np
= 1,55) statt. Normal wird von der ankommenden UV Strahlung zwischen 4 - 7 % re-
flektiert [AP98]. Die restliche auf der Hautoberfliche auftreffende UV-Strahlung un-
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Reflexion

Abbildung 3.2.: Schematische Darstellung von UV Strahlung, die auf Gewebe trifft und in
Gewebe eindringt

terliegt in ihrer Ausbreitungsrichtung einer Brechung nach dem Brechungsgesetz von
Snellius. Dementsprechend werden die Photonen, die in das Medium mit dem héhe-
ren Brechungsindex eindringen, zum Lot beziiglich der Oberfliche gebrochen [RK13|.
Da die Hautoberfliche nicht eben ist, kommt es zu diffuser Reflexion und ebenso
wird die in die Haut eindringende Strahlung diffus gebrochen und dadurch auf-
gefichert [AP98]. In den verschiedenen Hautschichten kann nun die verbleibende,
eingedrungene Strahlung absorbiert oder gestreut werden.

Um eine biologische Wirkung zu erzielen, muss die UV-Strahlung das Stratum Cor-
neum passieren, um lebende Zellen zu erreichen. Danach kann die Strahlung von
verschiedenen Chromophoren und Strukturen des Gewebes gestreut oder absorbiert
werden. Da die Haut bei jedem Menschen variieren kann in Aufbau und Dicke
der Stratum Corneum, wie auch in vorhandenen Chromophoren und Strukturen,
sind die biologischen Auswirkungen von UV-Strahlung individuell sehr unterschied-
lich [AP98.

Streuung:

Die Streuung in der Haut ist von Bedeutung, da sie die Volumenverteilung der Strah-
lungsintensitit im Gewebe bestimmt [RK13]. Allgemein wird die Streuung durch
den Streukoeffizienten pig (ecm™') beschrieben, wobei der Kehrwert die mittlere freie
Wegliange bis zum néchsten Streuobjekt ist [RK13|. Dabei hingt die Streuung der
Strahlung von der Grofe und Form der Inhomogenitidten, an denen gestreut wird,
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3. Theoretische Grundlagen

von der Wellenlénge und vom Unterschied der Brechungsindizes zwischen Medi-
um und Inhomogenitét ab [AP98]. Streuende Gewebestrukturen kénnen makrosko-
pisch (Muskelfasern, Hautschichten), mikroskopisch (Zellen, intrazellulire Struktu-
ren) oder submikroskopisch (Makromolekiile) sein [RK13|. Allgemein wird zwischen
Rayleigh-Streuung und Mie-Streuung je nach Grofenverhéltnis von Streuzentrum
und Wellenldnge unterschieden [AP98]. Wird Licht an Mikropartikel oder Gewebe-
strukturen in der Grofenordnung der Wellenlidnge der Strahlung gestreut, so tritt
eine teilweise kohérente Streuung auf [Dem09|. Diese wird als Mie-Streuung (d >
A) bezeichnet und ist iiberwiegend vorwirts gerichtet. Atome oder Molekiile, die
sehr viel kleiner als die Wellenléinge der Strahlung sind, streuen umgekehrt propor-
tional zur 4. Potenz der Wellenlénge. Diese Streuung, auch Rayleigh-Streuung (d «
A) genannt, ist generell schwach, isotrop [AP98] und der Streuanteil steigt mit kiir-
zerer Wellenlénge. Fiir UV-Strahlung steigt also der Anteil der Rayleigh-Streuung,
insbesondere fiir UVB Strahlung. In Gewebe kommen beide Formen der Streuung
vor, wobei die Mie-Streuung héufiger ist als die Rayleigh-Streuung [AP98]. Beide
Theorien kénnen nicht exakt die Streuung in biologischem Gewebe erkliaren, wes-
halb als Mak fiir die Streurichtung der Anisotropiefaktor g eingefiihrt wird. Dieser
beschreibt die bevorzugte Streurichtung (g = 1 vorwérts, g = 0 isotrope Streuung,
g = -1 riickwérts). In Abbildung 3.3 ist der Streukoeffizient p; und der Anisotropie-
faktor g fiir die Wellenldngen 300 bis 2400 nm dargestellt. Zwischen 600 und 1500
nm liegt der Anisotropiefaktor g von Gewebe iiber 0,8, die Streuung ist also stark
vorwéirtsgerichtet. Fiir 300 nm liegt der Anisotropiefaktor g ungefihr bei 0,5, da
die isotrope Rayleigh-Streuung (g = 0) fiir kiirzere Wellenldngen eine grofere Rolle
spielt.
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Abbildung 3.3.: Der Absorptionskoeffizient p, (A), Streukoeffizient s (B) und Anisotro-
piefaktor g (C) bestimmt mittels Streulichtmessung und inverser Monte-
Carlo Simulation [RBSM99|

Absorption:

Die Absorption in einem Medium kann durch das Lambert-Beersche Gesetz beschrie-
ben werden.
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1

T = - = eap(—pl)

Dabei ist T die Transmission, I die Intensitit nach durchlaufen des Medium, I, die
urspriingliche Intensitét, u, der Absorptionskoeffizient und 1 die optische Weglénge.
Die Absorption in Gewebe wird also durch den wellenlingenabhéingigen Absorpti-
onskoeffizienten p, beschrieben (sieche Abbildung 3.3), wobei der Kehrwert 1/u, die
Eindringtiefe der Strahlung in Gewebe charakterisiert [RK13].

Die auf die Haut auftreffende UV Strahlung wird also zum Grofiteil absorbiert und
die Eindringtiefe der UV Strahlung ist wellenlingenabhéingig. UVB Strahlung wird
fast vollstindig in der Epidermis absorbiert, wobei nur noch 14 % der auftreffenden
UVB Strahlung die tiefere Epidermis erreichen, wihrend UVA tiefer eindringt und
ungeféhr 50 % der auftreffenden UVA Strahlung die Dermis erreicht [WJJ05|. Die
UV Strahlung kann von verschiedenen Chromophoren und Molekiilen der Haut ab-
sorbiert werden, so dass der Anteil der absorbierten Strahlung von der molekularen
Zusammensetzung der Hautschichten zusammenhéngt.

In der Epidermis befinden sich zahlreiche Chromophore, die eine hohe Absorption im
UVB Bereich haben, wie Urocaninsiure (Absorptionsmaximum: 277 nm), DNS und
Tryptophan [AP98|. In der Epidermis befindet sich dariiber hinaus noch Melanin,
eine endogene farbgebende Substanz, die auch sehr stark im UV Bereich absorbiert
|Hus05]. In der Epidermis wird UV Strahlung also hauptséchlich absorbiert und
damit stellt sie einen Schutz vor eindringender UV Strahlung dar. Im Gegensatz
dazu gibt es in der Dermis nur wenige absorbierende Molekiile wie Himoglobin oder
Bilirubin und die UV Strahlung wird hauptsachlich durch Streuung abgeschwicht
|AP98.

Durch die absorbierte Energie werden die Molekiile angeregt und verschiedene Reak-
tionen kénnen ablaufen. Bei manchen Molekiilen der Haut kann die im UVB Bereich
aufgenommene Energie direkt zu einer biologischen Wirkung fiihren. Beispiele sind
die DNS, die hauptsachlich UVB Strahlung absorbiert, wodurch es zu DNS Schiden
kommen kann, oder Proteine, die ein Absorptionsmaximum bei 280 nm [ORS™06]
haben und die durch UV Absorption inaktiviert oder in ihrer Funktion beeintrichtigt
werden konnen. Auch indirekte biologische Schiden kénnen erzeugt werden, wenn
die eingestrahlte UV Energie von einem endogenen Photosensibilisator aufgenom-
men wird und dieser seine Energie auf molekularen Sauerstoff iibertrégt und dadurch
reaktive Sauerstoffspezies erzeugt. Dies wird detailliert in Kapitel 3.4 beschrieben.
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3.2. Die Zelle

Die Zelle ist per Definition die kleinste Einheit der Struktur, der Vermehrung und
der Funktion eines Organismus und damit die elementare Einheit der biologischen
Organisation [Bus03|. Alle Zellen haben dieselben Fahigkeiten, die sie als Lebewe-
sen auszeichnen: Vermehrung durch Zellteilung, Stoff- und Energiewechsel, Reaktion
auf Reize, Wachstum und Entwicklung. Dabei unterscheidet man zwei verschiedenen
Zelltypen, die prokaryotische und die eukaryotische Zelle [Bus03]. Zu den Prokaryo-
ten gehoren Bakterien und Algen und zu den eukaryotischen Lebewesen gehoren
Pflanzen, Pilze, Tiere und der Mensch. Die wichtigsten Unterschiede zwischen Pro-
karyoten und Eukaryoten sind in Tabelle 3.1 ( [Bus03|) aufgefiihrt.

Prokaryoten Eukaryoten
Kerndquivalent (Nukleoid) Zellkern mit Zellplasma
1 Chromosom mehr als ein Chromosom
keine Zellorganellen Zellorganellen
gerine Kompartimentierung, komplizierte Kompartimentierung
kein endoplasmatisches Retikulum | mit endoplasmatischem Retikulum
1 bis 30 um 1000 bis 100000 pm

Tabelle 3.1.: Ubersicht iiber die wichtigsten Unterschiede zwischen Prokaryoten und Euka-
ryoten

3.2.1. Eukaryoten

Eukaryoten sind die grundlegende strukturelle und funktionelle Einheit von Pflan-
zen, Pilzen, Tieren und Menschen. Der menschliche Kérper besteht in etwa aus 10
eukaryotischen Zellen [DLM95|. Die meisten eukaryotischen Zellen von Pflanzen oder
Tieren haben eine Gréfe von 10 bis 15 um, aber es gibt auch Nervenzellen, welche
langer als ein Meter sind, wie beispielsweise die Nervenzelle im Hals einer Giraf-
fe [BKHOO]. In Abbildung 3.4 A ist der schematische Aufbau einer eukaryotischen
Zelle dargestellt.

Der wichtigste Unterschied von Eukaryoten zu Prokaryoten ist, dass Eukaryoten
einen Zellkern besitzen, eine Region, die von einer komplizierten Membranstruktur,
der Kernhiille umgeben ist [Kar05|. Der meist kugelformige Kern ist das grokte
Zellorganell und kann bis zur Hélfte des totalen Zellvolumen einnehmen [DLM95|. Er
ist umgeben von der Kernhiille, die aus zwei Membranen besteht, die von Kernporen
durchsetzt sind, um den Austausch von Makromolekiilen zwischen dem Zytoplasma
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Abbildung 3.4.: A: Schematische Darstellung einer eukaryotischen Zelle vom Tier, wobei
die Organellen nicht im richtigen Mafstab dargestellt sind [Kar05], B: die
schematische Darstellung der Plasmamembran von eukaryotischen Zellen
[Kar05]

der Zelle und dem Kernplasma sicher zustellen [BKHO00]. Im Zellkern liegen die
Chromosomen, beim Menschen 22 Chromosomen Paar und das XX bzw. XY Paar,
welches das Geschlecht bestimmt [DLM95].

Weitere Zellorganellen sind die Mitochondrien (wichtig fiir die Zellatmung und Ener-
giegewinnung der Zelle [BKHO00|), Lymen (enthalten Enzyme, welche biologische
Molekiile wie Proteine, Kohlenhydrate und Fette abbauen kénnen), raues und glat-
tes endoplasmatisches Retikulum (raues ER: Synthese von Proteinen, glattes ER:
Synthese von Lipiden und Steroiden [BKHO00]), der Golgi-Apparat (modifiziert Pro-
teine) und Ribsomen (Zusténdig fiir Proteinsynthese [DLM95|). Es gibt noch weitere
Zellorganellen (siehe Abbildung 3.4 A), die jetzt nicht detaillierter beschrieben wer-
den.

Die Zelle wird von einer Zellwand (Plasmamembran) umschlossen, welche schema-
tisch in Abbildung 3.4 B dargestellt ist. Diese Zellwand trennt das Innere der Zelle
von ihrer Umgebung und bewahrt das Innere. Die Plasmamembran besteht aus
einer Phospholipid-Doppelschicht, die eine Permeabilititsbarriere fiir die meisten
wasserloslichen Molekiile ist [BKHO00|. Phospholipide haben einen hydrophilen Kopf
und zwei hydrophobe Enden. In der Doppelschicht sind die hydrophoben Enden
einander zugewandt, wihrend die hydrophilen Kopfe nach aufien zeigen, entweder
zum Inneren der Zelle oder zur duferen Umgebung gewandt [BKHOO| (siche Abbil-
dung 3.4 B). In diese Doppelschicht sind Proteine an- oder eingelagert, wobei sie
unterschiedlich weit in die Membran hinreichen und manche sogar hindurchgehen.
Die Membranproteine orientieren sich so, dass ihre hydrophoben Enden im inneren
der Plasmamembran liegen, wihrend ihre hydrophilen Enden an der Oberfliche der
Membran sind.
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3.2.2. Prokaryoten

Prokaryoten sind zelluldare Lebewesen, die keinen Zellkern besitzen. Sie besitzen nur
ein Chromosom, das im Zytoplasma eingebettet frei in der Zelle liegt [Bus03]. Bak-
terien sind kleiner als eukaryotische Zellen, wobei sie normal einen Durchmesser von
0,2 bis 2,5 pm haben und eine Linge von 1 bis maximal 10 gm [MH99]|. Der charak-
teristische Aufbau eines Bakteriums ist schematisch in Abbildung 3.5 dargestellt.
Die Struktur einer Bakterienzelle ist wesentlich einfacher, da es keine Unterteilung
in Kompartimente gibt und die Zellorganellen (z.B. Mitochondrien) fehlen. Die DNS
(eine einzige ringformige, doppelstrangige DNS) liegt frei im Zytoplasma und ist an
einer Stelle an die Zytoplasmamembran angeheftet (Nukleoid). Sie besitzen freie
Ribosomen, die fiir die Proteinsynthese verantwortlich sind.

Ein Charakteristikum von Bakterien ist, dass das Zytoplasma von einer festen Zell-
wand umschlossen ist, die sich zusammensetzt aus der Zytoplasmamembran, der
Zellwand und zuséatzlich manchmal einer Kapsel. Sie hat die Aufgabe eines Stiitzele-
ments, Schutz vor Schwankungen des osmotischen Drucks und Permeabilitdtsbarrie-
re fiir grofere Molekiile. Die Zellwand verhindert, dass die Zelle durch den in ihrem
Inneren herrschenden osmotischen Druckes platzt. Manche Bakterien besitzen noch
eine oder mehrere Flagellen (Geifsel), einen extrazelluldren, wendelférmigen Faden,
der zur Fortbewegung dient.

Zytoplasmamembran
Zellwand Nukleoid Ribsomen

Kapsel /

Geildel

Zytoplasma J

b

Abbildung 3.5.: Schematischer Aufbau eines Bakteriums

Allgemein kann man Bakterien auf Grund ihrer unterschiedlich aufgebauten Zell-
wande in zwei Gruppen einteilen. Da diese Unterschiede im Zellwandaufbau zu un-
terschiedlichem Férbeverhalten bei Farbung nach Gram fiihrt, werden die Bakterien
in gram-positive und gram-negative Bakterien eingeteilt. Bakterien lassen sich mit
einem Kristallviolett-Jod-Komplex anfarben. Bei gram-positiven Bakterien kann die
Farbe nicht durch Alkohol entfernt werden, wiahrend sich gram-negative Bakterien
durch Alkohol entfirben lassen [Bus03].

Die Zytoplasmamembran, die das Zytoplasma umschliefst, ist bei allen Bakterien
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durch eine doppelschichtige Lipidschicht aufgebaut [MH99]. Die Lipidgrenzschicht
ist in beide Richtungen hydrophil (wasseranziehend) wéihrend sich in der Mitte der
Doppelschicht hydrophobe (wasserabweisende) Fettsiureketten befinden. Die Zy-
toplasmamembran ist die osmotische Schranke eines Bakteriums in die zahlreiche
Proteinmolekiile eingelagert sind, die als Transportmolekiile fiir die Zufuhr und Ab-
gabe von gelosten Substanzen sorgen [Bus03|. An die Zytoplasmamembran lagert
sich die Zellwand an, die sowohl bei gram-positiven und gram-negativen Bakterien
aus einer Murein- oder Peptidoglykanschicht besteht. Die Mureinschicht besteht aus
netzwerkartig angelagerten Zucker-Eiweifmolekiilen, die durch Peptid-Seitenketten
querverbunden sind. Bei gram-negativen Bakterien ist diese Schicht nur ca. 5-10 nm
dick, wihrend sie bei gram-positiven Bakterien bis zu 80 nm dick sein kann. Bei
gram-positiven Bakterien befinden sich in der dicken Mureinschicht zusétzlich noch
Teichonsduren. Aufgrund dieser dicken Mureinschicht kann der Alkohol nicht die
Farbe aus den gram-positiven Bakterien waschen. Bei gram-negativen Bakterien ist
an die diinne Mureinschicht ohne Teichonsduren ein zweiter periplasmatischer Raum
und eine zweite Lipid- Membran angelagert. Diese Lipid-Membran kann durch Alko-
hol aufgeldst werden und die diinne Mureinschicht wird frei, aus der dann die Farbe
der Gram-Farbung ausgewaschen werden kann.

3.3. Die Haut

3.3.1. Die menschliche Haut

Die menschliche Haut (Cutis) ist mit einer Oberfléiche von etwa 2 m? und einer Masse
von 3,5 bis 10 kg eines der grokten Organe des Menschen |[CKS92|. Die Funktion
der Haut ist vor allem die eines mechanischen, chemischen und immunologischen
Schutzorgans. Sie besteht aus der Oberhaut (Epidermis), der Lederhaut (Dermis)
und der fettreichen Unterhaut (Subkutis) [CKS92|.

Je nach Lokalisation, Alter und Geschlecht variiert die Dicke der Epidermis zwischen
30 und 300 pm [Jun98|. Die Epidermis ist ein mehrschichtiges, verhorntes Platte-
nepithel, bestehend aus den Schichten Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum
granulosum und Stratum corneum [CKS92| [Wit07]. Etwa 90 % der Zellen in der
Epidermis sind Keratinozyten [Sch05a|. Die Keratinozyten wandern durch die ver-
schiedenen Epidermisschichten und durchlaufen dabei einen Differenzierungsprozess,
bis sie als tote Corneozyten, die mit Keratin gefiillt sind, in der Stratum corneum an-
kommen und dort abgebaut werden (Hautschuppen, 10® Corneoyten pro Tag [Fri09]).
Der gesamte Differenzierungsprozess, der zu einer Erneuerung der Epidermis fiihrt,
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Abbildung 3.6.: Die Abbildung zeigt den Aufbau der Haut (links) und speziell den Aufbau
der Epidermis (rechts) [Wit07]

dauert ungefihr 4 Wochen (28 Tage) [Sch05a] [Mey96]. Schidliche Verédnderungen
der Keratinozyten z.B. durch UV Strahlung werden fiir die Entstehung von nicht-
melanomen Hautkrebsen verantwortlich gemacht [You97|. Die nahezu restlichen 10
% der Zellen bestehen aus Langerhans-Zellen, Melanozyten und Merkelzellen |Fri09).
Die Melanozyten sind mit 1-2 % die zweithaufigste Zelle in der Epidermis und liegen
im Stratum basale auf der Verbindungschicht zur Dermis [MS08|. Sie synthetisieren
Melanin (in der Regel Mischmelanine aus Phéomelanin und Eumelanin [WJJ05])
und geben dieses in Melanosomen an die umliegenden Keratinozyten ab, wobei auf
ein Melanozyt ungefahr 36 Keratinozyten kommen [BH03|. Die Synthese von Me-
lanin wird durch UV-Strahlung aktiviert und erfolgt ungefahr 24-72 Stunden nach
der UV Exposition mit einem Wirkungsmaximum im UVB Bereich [TH06]. Anor-
male Zellteilung von Melanozyten kénnte Ursache fiir die Entstehung von malignen
Malinomen sein [You97].

Die unterste Schicht der Epidermis, die Stratum Basale, ist einschichtig mit hoch-
prismatischen Keratinozyten und es kommen viele Mitosen vor [Sch05a]. Aus Mito-
se der Stammzellen entstehen die basalen Keratinozyten, die durch die weiteren
Epidermisschichten migrieren [Sch05a|. Die Keratinozyten der Stratum Basale sind
miteinander iiber Desmonen (Haftplatten), die sich aus einem intrazelluldrem und
extrazellulirem Anteil zusammensetzten, verbunden. Sie sind in Form von Trajek-
torien angeordnet, so dass eine netzartige Struktur entsteht (sieche Abbildung 3.7),
die Druck- und Scherkréiften standhalten kann [CKS92]. Wéhrend die Keratinozyten
die verschiedenen Epidermisschichten durchlaufen, werden die Desmononen geldst
und mit anderen Keratinozyten neu verbunden [Jun98|. Der epidermale Extrazel-
lularraum ist ein schmales Spaltsystem mit Glykosaminoglykanen gefiillt und bis
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in die Stratum Granulosum durchlissig, um die Epidermis mit Nahrung zu versor-
gen [Fri09]. Der weitere Differenzierungsprozess der Keratinozyten kann eingeteilt
werden in Synthese-, Transformations- und Terminalstadium. In der Stratum Spino-
sum findet ein intensiver Syntheseprozess statt. Es werden Profilaggrin, das ein Be-
standteil der Keratohyalingranula (Abbildung 3.7 KHG) ist und Odland-Ko6rperchen
(Abbildung 3.7 LG) synthetisiert. In der Stratum Granulosum findet der Transfor-
mationsprozess, die Umwandlung von lebenden Keratinozyten zu toten Corneozyten,
statt [Jun98|. Die Odland-Korperchen, die aus polaren Lipiden wie Phospholipiden,
Cholesterin, Sphingomyelin und Glykosylceramiden bestehen [Mad03| [Fei07], wer-
den in der Stratum Granulosum als Vesikel in den extrazelluliren Raum abgegeben.
Die Odland-Kérperchen geben ihren Inhalt am Ubergang zur Stratum Corneum an
den extrazellularen Raum ab, wobei die polaren Lipide enzymatisch in weniger polare
Barrierelipide (Ceramide, Cholesterin, freie Fettsduren) umgewandelt werden [Fri09].
In der Stratum Granulosum befinden sich aufserdem Keratohyalingranula und der
Abbau der Zellkerne und Organellen beginnt [Bon08]. Die Stratum corneum ist nor-
malerweise eine 10 um diinne Hornschicht, aber an Hand- und Fufflichen kann sie
100 pm dick sein [Fri09]. In der Stratum Corneum sind kernlose Corneozyten lo-
kalisiert. Sie sind mit Keratinfilamenten gefiillt, aber haben keine Organellen und
keinen Zellkern mehr, sind also biologisch tote Zellen |Ruw07|. Diese werden von
dem "cornified envelope", einer unléslichen Proteinhiille eingehiillt, welche mit dem
"Lipid envelope", einer aufen anliegenden Schicht aus Lipiden (hauptséchlich Cera-
mide) verbunden ist. Im extrazelluliren Raum befinden sich Lipid Lamellen, also
geordnete Lipidschichten, die aus Ceramiden (45- 51 % Massenanteil), Cholesterin
(25-27 % Massenanteil), freien Fettsduren (10-20 % Massenanteil) und weniger als
5 % anderen Lipiden bestehen [Mad03] [PHK*03]. Diese Lipid Lamellen (Barriere-
lipide) schliefen den Interzellularraum wasserdicht ab und schiitzen den Kérper so
vor Austrocknung [Mad03|. An der oberen Stratum Corneum kommt es dann zur
Abstofsung der obersten, verhornten Hautschichten unter Bildung von Hautschup-
pen.

Die Dermis hat komplexe biologische Aufgaben, wie die Erndhrung der Epidermis
und Bereitstellung von Abwehrzellen, auferdem ist sie fiir die mechanische Festigkeit
der Haut verantwortlich [CKS92]. Sie ist mit der Epidermis iiber die Junktionzone
verbunden. Die Zellen in der Dermis sind Fibroblasten, Mastzellen und andere Ge-
webezellen [Fri09], die vereinzelt eingebettet in einem Netz aus verkniipften Kolla-
genfaserbiindeln liegen [Ruw07]. Die Zellen und Fasern werden von einer gelartigen
Grundsubstanz umschlossen, wobei man die Fasern und Grundsubstanz als extra-
zelluldre Matrix der Dermis bezeichnet [Fri09]. Die Dermis kann eingeteilt werden in
die diinne, zell- und geféfreiche Stratum papillare und die dicke, faserreiche Stratum
reticulare. In beiden Schichten befindet sich ein ausgedehntes Blutgefafsystem, ein
parallel zur Hautoberfliche gelegener Plexus, einmal ein subepidermaler Plexus und
ein Plexus der tief in der Stratum reticulare liegt [CKS92].
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Abbildung 3.7.: Schematische Darstellung der Epidermis mit den Verdnderungen der Lipid
Strukturen wahrend der epidermalen Differenzierung

Die Stratum papillare ist aus feinmaschigen, kollagenen und elastischen Fasern, zahl-
reichen Fibroblasten und reichlich ungeformter Grundsubstanz aufgebaut [Rie03].
Die Stratum papillare streckt fingerformige, papillenférmige Ausldufer (Papillen)
gegen die Epidermis vor, wodurch eine Austausch- und Haftungsfliche entsteht. Die
Versorgung der Epidermis erfolgt iiber haarnadelférmige Kapillarschlingen, wobei
jede Papille von einer eigenen Kapillarschlinge versorgt wird |[CKS92|. Die brei-
te Stratum reticulare besteht aus dicken Kollagenfaserbiindeln, die in Form eines
Scherengitters angeordnet sind und nur wenigen Fibroblasten und Blutgefifen. Die
Kollagenfasern setzen sich aus Kollagenfibrillen zusammen, die in der Dermis haupt-
sichlich aus Kollagen Typ I und selten auf Kollagen Typ III bestehen und fiir die
mechanische Stabilitdt der Dermis verantwortlich sind [Jun98§].

Die Subcutis (Unterhaut) besteht aus lockerem Bindegewebe, elastischen Fasern
und Fettgewebe und ist das Bindeglied zwischen Dermis und den innenliegenden
Muskeln oder Knochen, das eine Verschiebung der Haut ermdéglicht [Rie03]. In der
Subcutis liegen Nerven, Gefifse, Haarwurzeln, Driisen und stellenweise Muskelzellen,
doch hauptsachlich besteht sie aus Fetteinlagerungen. Die Fetteinlagerungen dienen
der Energiespeicherung, der Warmeisolation und an manchen Stellen der Polsterung
(Ferse).

3.3.2. Schweinehaut als biologisches Modell fiir die
menschliche Haut

Da die Haut des Hausschweins der menschlichen Haut in Aufbau, Biochemie und
grundlegenden, stoffwechselphysiologischen Vorgingen dhnelt, wird sie in immer
groferem Mafe verwendet, um dermatologische Probleme zu erforschen |[MNT76]
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Abbildung 3.8.: Epidermis eines Hausschweins (Deutsches Edelschwein) [Mey96|

[MWB*08]. Doch obwohl die Haut des Hausschweins in Anatomie und Histoche-
mie der des Menschen dhnelt, gibt es auch viele Unterschiede. So sind auf der einen
Seite die Haut des Menschen und des Hausschweins durch feine, einschneidende
Linien, die charakteristische Muster bilden und wenig Behaarung gekennzeichnet,

doch andererseits sind die Haare des Hausschweins deutlich grober als die des Men-
schen [MY64].

Das Hausschwein besitzt eine relativ dicke Epidermis, die mit 70-140 pm deutlich
breiter ist, als die Epidermis von Ratten, Pferden und Hunden (10-90 gm) und darin
der Epidermis des Menschen dhnelt [Rie03]. Auferdem ist sie auch in verschiedene
Schichten gegliedert und der Differenzierungsprozess der Hautzellen dauert beim
Hausschwein 30 Tage (Mensch: 28 Tage) [Mey96]. Ahnlichkeiten wurden auferdem
bei der Untersuchung von glycospingolipiden und Ceramiden in der Epidermis von
Mensch und Schwein festgestellt [SM00|. Auch die histochemische Untersuchung
von Enzymen in der Schweinehaut spiegelte die Enzymverteilung in menschlicher
Haut wieder [MN76|. Insgesamt dhnelt die Epidermis vom Schwein sehr der vom
Menschen, bis auf die dicke, sehr kompakte Stratum corneum beim Schwein [MY64]
und einer groferen Anzahl von Langerhanszellen beim Menschen [Mey96].

Die Dermis beider Spezies sind dick, mit einem dhnlichen Papillarsystem und einem
hohen Gehalt an elastischen Fasern [SM00]. Auch die Anordnung Kollagenfibrillen
und Kollagenfaserbiindeln in der Schweinedermis entspricht den Beobachtungen in
menschlicher Dermis [MNRS&2]. Doch die Dermis des Schweines ist im Gegensatz zur
menschlichen Dermis nur schwach durchblutet und auch die Haarfollikel des Schweins
sind nur schwach durchblutet, wodurch die Haare des Schweins so gut wie kein
Mark besitzen [MY64]. Aukerdem haben Menschen meist ekkrine Schweilidriisen
und Schweine nur apokrine Driisen [SMO00].
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Abbildung 3.9.: Der Verlauf des Sauerstoffpartialdrucks, gemessen mit reduzierter atmo-
sphérischer Sauerstoffzufuhr und erhéhter Sauerstoffversorgung durch das
Blut [SSAT02]. Auf der x-Achse ist die Tiefe z der Haut in pum aufgetragen,
wobei 0 die Hautoberflache ist.

3.3.3. Sauerstoff in der Haut und in wéassrigen Losungen

In dieser Arbeit soll die Generierung von Singulett-Sauerstoff durch UVB Anre-
gung untersucht werden. Die Voraussetzung fiir die Entstehung von angeregtem
Singulett-Sauerstoff ist das Vorhandensein von Sauerstoff im Grundzustand. Aus
diesem Grund ist es von Interesse, ob die UVB absorbierenden Molekiile in der
Haut von Sauerstoff im Grundzustand umgeben sind.

Die Haut ist neben den Augen und Lungen das einzige Organ, das in direktem Kon-
takt mit Sauerstoff aus der Atmosphére steht [SMAO4]. Schon im 19. Jahrhundert
wurde festgestellt, dass die Haut in der Lage ist, Sauerstoff aus der Atmosphére
aufzunehmen. Dieses Phinomen wurde als Hautatmung bekannt [SAST00]. Dabei
macht der durch die Haut aufgenommene Sauerstoff nur ungefiahr 1 % des gesam-
ten vom menschlichen Organismus aufgenommenen Sauerstoffs aus und spielt fiir
die Sauerstoffversorgung des Organismus kaum eine Rolle [SAST00]. Doch er spielt
eine Rolle fiir die Sauerstoffversorgung der Haut. Alle Schichten der Epidermis und
Dermis, auber der Stratum corneum verbrauchen Sauerstoff in verschiedenen Men-
gen [SSAT02|. Dabei wird der Sauerstoff hauptséichlich in zelldichten Regionen der
Haut verbraucht, wo es entweder viele Keratinozyten oder Fibroblasten gibt, oder
wenn die Zellaktivitit der Keratinozyten und Fibroblasten erhoht ist [SMAO4]. Die
Haut kann sowohl iiber das Blut als auch iiber den aufgenommen, atmosphérischen
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Sauerstoff mit Sauerstoff versorgt werden. Der im Blut transportierte Sauerstoff
diffundiert von den Gefidflsystemen der Dermis dem Sauerstoffpartialdruckgefille
folgend in das umliegende Gewebe [SMAO4]. In Abbildung 3.9 ist der in Haut ge-
messene Sauerstoffpartialdruck abgebildet, wobei bei der Messung der Sauerstoff-
partialdruck auf der Hautoberfliche auf 78 Torr reduziert wurde (normal ungefihr
160 Torr = 0,213 bar) und die Sauerstoffversorgung durchs Blut erhdht war. Unter
diesen Bedingungen verlauft der Sauerstoffpartialdruck Pp, wie in Abbildung 3.9 mit
einem Minimum bei ungefihr 100 ym unter der Hautoberfliche [SSA102]. Unter nor-
malen Bedingungen liegt das Minimum des Sauerstoffpartialdrucks Py, vermutlich
tiefer und man geht von einer Sauerstoffversorgung durch hauptséchlich atmospha-
rischen Sauerstoff in eine Tiefe bis zu 400 pm aus [SSAT02|. Der atmosphérische
Sauerstoff wird auch durch Diffusion entlang dem Sauerstoffpartialdruckgefille auf-
genommen, wobei die stratum corneum als wesentliche Diffusionsbarriere anzusehen
ist [SMAO4]. In der Haut kann der Sauerstoffpartialdruck nach den Messungen im
Jahr 1987 (Abbildung 3.9) also weniger als 20 Torr betragen und in Zellen ist er
sogar noch niedriger, z.B. ungefahr 6 Torr in Herzzellen [Sch01].

Gewebe | Sauerstoffpartialdruck Pp, [Torr|
Milz 66 [VKOS)
Unterhaut 50 [VKO89]
Haut < 20 |BESLLS&7|
Herzzelle 6 |Sch01]

Tabelle 3.2.: Der Sauerstoffpartialdruck in verschiedenen Geweben

3.4. Singulett-Sauerstoff

3.4.1. Sauerstoff

Sauerstoff gehort zur VI Hauptgruppe der Elemente, der Chalkogene, und wird
durch das Symbol O und die Ordnungszahl 8 beschrieben. Elementarer Sauerstoff
kommt in der Natur in zwei Modifikationen vor: dem Ozon O3z und dem hier ndher
untersuchten molekularen Sauerstoff Oy [Mor96].

Die Eigenschaften und Verhaltensweisen von Sauerstoff sind auf seine elektronische
Struktur zuriickzufiihren, denn im Gegensatz zu den meisten Molekiilen hat Sauer-
stoff einen Triplett-Zustand als Grundzustand |Ogil0|. Elementarer Sauerstoff hat
eine gefiillte s-Schale und 6 Elektronen in der Valenzschale, die mit der Elektro-
nenkonfiguration syp, angeordnet sind [LKKO05]. Ein Atom strebt aber nach einem
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stabilsten Zustand, der erreicht ist, wenn seine Valenzschale maximal gefiillt ist.
Bei Sauerstoff wire dies der Fall, wenn es acht Valenzelektronen in seiner dufersten
Schale hétte. Aus diesem Grund verbindet sich das O-Atom oft mit einem anderen
O-Atom zum O,-Molekiil. Dabei teilen sich die beiden Sauerstoffatome durch eine
Doppelbindung zwei Elektronenpaare (kovalente Bindung). Da Sauerstoff ein klei-
nes, symmetrisches Atom ist, konnen die Elektronenzustinde des Molekiils Oy durch
Linearkombinationen der Atomorbitale von O beschrieben werden. Dabei erhilt man
aus zwei Atomorbitalen von O zwei Molekiilorbitale von O,, das bindende Molekiilor-
bital mit geringerer potentieller Energie und das anti-bindende Molekiilorbital mit
héherer potentieller Energie. Aus den Orbitalen der Valenzschale erhélt man dann
wie in Abbildung 3.10 sichtbar aus den gefiillten 2s-Orbitalen die Molekiilorbitale
095 und o3, und aus den 2p Orbitalen die Molekiilorbitale oyy,, 03, ; T2p,, 3, , T2p,
und 73, [LKKO05]. Die o-Orbitale werden aus Atomorbitalen mit der magnetischen
Quantenzahl m; = 0 gebildet, wihrend die m-Orbitale aus Atomorbitalen mit |m| =1
gebildet werden. Dabei sind die o-Orbitale rotationssymmetrisch um die Molekiilach-
se, mit einem Drehimpuls um die Molekiilachse von Null, wiahrend die m-Orbitale in
der Molekiilachse eine Knotenebene haben (Abbildung 3.10). Die Besetzung der Mo-
lekiilorbitale ist bestimmt durch die Hundsche Regel und das Pauli-Prinzip. Dabei
werden die Molekiilorbitale mit der niedrigsten potentiellen Energie zuerst besetzt,
wobei sich nur maximal 2 Elektronen mit antiparallelem Spin in einem Molekiilorbi-
tal aufhalten diirfen [LKKO05|. Daraus ergibt sich ein Grundzustand fiir Oy mit zwei
ungepaarten Elektronen in den Top, und 73, Orbitalen, die einen parallelen Spin
haben. Mit zwei ungepaarten Elektronen in der dufseren Schale, die beide denselben
Spin haben, ist Sauerstoff ein Diradikal [PHFT06]. Da Sauerstoff eine relativ kleine
Kernladungszahl Z = 8 besitzt, konnen die Elektronenzustdnde durch LS-Kopplung
genihert werden. Damit ist der Gesamtspin gleich der Spins der Valenzelektronen S
= % + % = 1 und die Spinmultiplizitdt 2S5 + 1 = 3. Der Grundzustand von Sauer-
stoff ist also ein Triplett-Zustand und wird mit O, oder mit *%_ bezeichnet. Dabei
bezeichnet 3 die Spinmultiplizitit des Zustandes, g steht fiir eine gerade Paritét, das
Symbol ¥ steht fiir einen Gesamtdrehimpuls von Null und das - beschreibt, dass die
Gesamtwellenfunktion beziiglich einer Spiegelung in einer Spiegelebene, welche die
Kernverbindungsachse enthilt, ihr Vorzeichen verdndert.

3.4.2. Reaktive Sauerstoffspezies

Als reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder Sauerstoffradikale bezeichnet man Ato-
me oder Molekiile mit mindestens einem ungepaarten Elektron. Falls sie mehrere
ungepaarte Elektronenpaare besitzen, werden sie als Diradikale, Triradikale usw.
bezeichnet. ROS konnen fiir die normalen Zellfunktionen benétigt werden, da sie
Teil der Signalprozesse von Zellen sind [PHFT06]. Aber in hohen Konzentrationen
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Abbildung 3.10.: Schematische Darstellung der Atom- und Molekiilorbitale von Sauerstoff
[Regl0]

sind sie fiir den Organismus schidlich und spielen bei oxidativem Stress und damit
bei verschiedenen Zellschiden und Krankheiten eine wesentliche Rolle. ROS bewir-
ken unter anderem oxidative Schiden wie Proteinoxidation und Lipidperoxidation.
Sie konnen aber auch die RNS und DNS von Zellen schidigen [PHF*06].

Zu den ROS gehoren freie Radikale wie das Superoxid-Anion O; -, das Hydroxyl-
Radikal OH- und das Peroxylradikal ROO-. Auferdem gehoren zu den nicht frei-
en ROS stabile molekulare Oxidanten wie Wasserstoffperoxid HsO,, Ozon (O3)
sowie angeregte Sauerstoffmolekiile (Singulett-Sauerstoff 'Oy [Gull2]). Singulett-
Sauerstoff ist demnach kein Radikal, sondern ein hoch reaktives Oxidant, die auch
zu der Gruppe der ROS gehoren [JBRKNOS].

3.4.3. Singulett-Sauerstoff

Sauerstoff hat als niedrigste angeregte Zustdnde zwei Singulett-Zustédnde, die sich
vom Sauerstoff-Grundzustand nur durch die Anordnung der Elektronen in den anti-
bindenen 7*-Orbitalen unterscheiden [DC02|. Diese beiden angeregten Zustiande sind
Singulett-Zustinde, da die Spins der Valenzelektronen entgegen der Hundschen Re-
gel antiparallel ausgerichtet sind. Durch die anti-parallelen Valenzelektronen haben
beide Singulett-Zustinde einen Gesamtspin von S — 0 und eine Spinmultiplizitit
von 25 + 1 = 1. Der energetisch etwas niedrigere, stabilere angeregte Sauerstoff
mit einer Anregungsenergie von 94 kJ - mol~! wird auch Singulett-Sauerstoff (10,)
genannt |Ogil0|. Die Anregungsenergie von 94 k.J -mol~! entspricht 0,97 ¢V und die
Ubergangswellenlinge ist 1270 nm. Die beiden angeregten Zustinde unterscheiden
sich dadurch, ob sich die beiden Valenzelektronen in einem ('O, mit Termsymbol
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Abbildung 3.11.: Die Energiezustinde von Sauerstoff-Atom im Grundzustand und in den
ersten beiden angeregten Zusténden mit den dazugehorigen Anregungs-
energien

'A,) oder in beiden 7*-Orbitalen (Termsymbol: 'X}) befinden. Der '¥¥-Zustand ist

energetisch héher mit einer Anregungsenergie von 158 k.J - mol~' [DC02]. Die Uber-
gangswellenldnge vom 12;—Zustand in den Grundzustand betrigt 762 nm [SS03|. Da
er energetisch instabiler ist, relaxiert er sehr schnell in den O,- oder Grundzustand
und hat ungestort (nicht in Medium) nur eine Lebensdauer von 11,3 s, wihrend der
'A,-Zustand langlebig ist mit einer Lebensdauer von 72 Minuten [SS03]. Das liegt
daran, dass der Ubergang vom 'A,~Zustand in den Grundzustand Spin-Verboten
ist [DCO02|. In Losung verkiirzt sich die Lebensdauer von elektronisch angeregten
Zustanden, da sie z.B. durch Kollisionen mit Losungsmolekiilen deaktiviert wer-
den konnen. Der 'A -Zustand hat in Losung eine Lebensdauer von 1073 bis 107°
s, wihrend der '} -Zustand nur eine Lebensdauer von 107'" bis 107 hat [DC02].
Beide Singulett-Zustinde haben eine gerade Paritét (g), aber Singulett-Sauerstoff
(*Ay) besitzt einen Gesamtdrehimpuls von zwei, wéhrend der 'Xf-Zustand einen
Gesamtdrehimpuls von Null hat.

3.4.4. Erzeugung von Singulett-Sauerstoff

10, kann auf verschiedene Arten erzeugt werden, z.B. chemisch aus anderen Sau-
erstoffverbindungen oder photochemisch mit Hilfe eines anderen Molekiils, das man
als Photosensibilisator bezeichnet. Die photochemische Erzeugung von 'O, wird wie-
derum eingeteilt in Typ I und Typ IT Reaktionen.

Bei der photochemischen Erzeugung Typ II von 'O, wird Energie vom angereg-
ten Photosensibilisator auf Sauerstoff im Grundzustand iibertragen, wodurch dieser
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Abbildung 3.12.: Schematische Darstellung der Singulett-Sauerstoff Erzeugung

in einen angeregten Zustand wechselt. In Abbildung 3.12 ist schematisch die 'O,
Generierung durch Energieiibertrag von einem Photosensibilisator dargestellt. Die
Voraussetzung fiir 1O, Erzeugung ist die Absorption von adiquater Strahlung durch
den Photosensibilisator, um diesen anzuregen. Der Photosensibilisator wird durch
die Absorption eines Photons (h - v) in einen angeregten Singulett-Zustand S; oder
Sy angeregt. Da die elektronischen Uberginge so schnell verlaufen, dass sich in die-
ser Zeit der Kernabstand wegen der hohen Kernmasse nicht veridndert, sind der Sy
bzw. Sy-Zustand nach dem Frank-Condon Prinzip schwingungsangeregt (v # 0).
Dieser Zustand relaxiert aber innerhalb von Pikosekunden durch interne Konversion
(internal conversion: IC) auf den S} bzw. Sy-Zustand mit v = 0. Ist der Photosen-
sibilisator in einen Sy-Zustand angeregt worden, relaxiert dieser durch IC schnell
in den S;-Zustand [DCO02]. Der S;-Zustand hat eine Lebensdauer im Nanosekunden
Bereich und relaxiert dann, indem er entweder strahlungslos durch IC oder strah-
lend durch Abgabe von Fluoreszenz-Photonen in den Grundzustand S, {ibergeht
oder strahlungslos durch Intersystem Crossing (ISC) auf den Triplett-Zustand T}
des Photosensibilisators iibergeht. Dieser T}-Zustand kann wieder schwingungsan-
geregt (v # 0) sein. Der Ubergang zwischen Singulett- und Triplett-Zustinden ist
quantenmechanisch verboten. Dieses Verbot kann im Photosensibilisator aufgrund
des Schweratomeffekts gelockert sein, da in diesen Atomen die Spin-Bahn-Kopplung
stirker ist und damit der Spin S keine gute Quantenzahl mehr ist. Auferdem kann
das Verbot des Ubergangs durch das Ausbilden von Ringstrémen im Photosensibili-
sator gelockert sein. In Losungen ist dieses Verbot zusétzlich durch Stofe mit ande-
ren Molekiilen, wie den Losungsmittel-Molekiilen, gelockert. Der Triplett 77-Zustand
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Abbildung 3.13.: In (A) ist der Energietransfer bei Forsterprozess dargestellt und in (B)
der Elektronenaustausch bei Dexter-Prozess

kann wieder in den Sy-Grundzustand des Photosensibilisators relaxieren, entweder
strahlungslos durch ISC oder strahlend durch Abgabe von Phosphorezenz-Photonen.
Dieser Ubergang vom T} in den Sy-Zustand ist wieder Spin-Verboten [SS03|, wodurch
der T}-Zustand metastabil ist mit Lebensdauern im Mikrosekunden Bereich [DC02].
Wenn die Energie des Ti-Zustandes iiber der Anregungsenergie von 'O, liegt (0,97
eV), was fiir viele organische Photosensibilisatoren der Fall ist [SS03], so kann die
Energie des T1-Zustandes auch auf ein O,-Molekiil iibertragen werden, welches dann
in den 'O,-Zustand iibergeht. Der mogliche Ubergang auf den 12;—Zustand wird
nicht betrachtet, da dieser in Losung schnell in den 'O,-Zustand relaxiert [Ogil0].
Der Ubergang von Energie vom T}-Zustand des Photosensibilisators auf Sauerstoff
im Grundzustand ist genauso wie der Ubergang vom S;-Zustand des Photosensibi-
lisators auf Sauerstoff im Grundzustand Spin-erlaubt [SS03].

Man unterscheidet bei dem nichtstrahlenden intermolekularen Energietransfer-Prozess
vom 7Tj-Zustand auf Sauerstoff zwischen dem Dexter-Prozess und dem Forster-
Prozess.

Beim Dexter-Prozess kommt es zwischen zwei Molekiilen zum Austausch von Elek-
tronen, wobei sich das eine Elektron in einem angeregten und das andere sich in
einem nicht angeregten Zustand befindet [VRWO07]. Der Photosensibilisator (Dona-
tor) gibt also ein angeregtes Elektron an den Sauerstoff (Akzeptor) ab und empfiangt
dafiir vom Sauerstoff ein nicht angeregtes Elektron. Ein solcher Elektronenaustausch
ist nur moglich, wenn sich die Wellenfunktionen der Molekiile iiberlappen und hat
damit eine sehr kurze Reichweite. Der Abstand zwischen den Molekiilen muss un-
ter 1 nm sein [VRWO07|. Da die Wellenfunktionen der Molekiile exponentiell mit
dem Abstand r abnehmen, ist der Dexter-Prozess proportional zu e~". In biologi-
schen Systemen oder Systemen in denen die Molekiile durch Losungsmittelmolekiile
voneinander getrennt sind, ist der Dexter-Prozess nur von untergeordneter Bedeu-
tung.

Beim Forster-Prozess ist das Uberlappen des Emissionsspektrums des Photosensi-

bilisators mit dem Absorptionsspektrum von Sauerstofl nétig [VRW07]. Auferdem
gilt der Forster-Prozess normal nur fiir Singulett-Singulett Ubergéinge, d.h. der Spin
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3.4. Singulett-Sauerstoff

muss erhalten bleiben (AS = 0) [Eng03]. Doch in Lésungen und biologischen Syste-
men ist durch die Kollision mit anderen Molekiilen diese Auswahlregel gelockert und
der Forster-Prozess von Bedeutung [Regl0]. Verantwortlich fiir den Energietransfer
beim Forster-Prozess ist die Wechselwirkung des Coulomb-Potentials zwischen dem
elektronisch angeregten Photosensibilisator im Tj-Zustand und 2Oy, wobei die wich-
tigste dieser Wechselwirkungen die Dipol-Dipol-Wechselwirkung ist. Forster berech-
nete die Enerietransferrate dieser Dipol-Dipol-Wechselwirkung und ermittelte, dass
sie mit der inversen sechsten Potenz der Distanz zwischen den Molekiilen abnimmt
(Energietransferrate o< r_g) [HWO06|. Die Dipol-Dipol Wechselwirkung hat also eine
viel grofsere Reichweite als der Dexter-Prozess, so dass ein Forster-Energietransfer
zwischen Molekiilen mit einer Entfernung bis zu 10 nm moglich ist.

Bei photodynamischen Reaktionen vom Typ I handelt es sich um Ladungstransfer-
Prozesse. Vom angeregten Photosensibilisator werden Elektronen an ein Substrat-
molekiil ibertragen, oder hdufiger vom Substratmolekiil an den Photosensibilisator
und so werden Radikale erzeugt. Wenn ein Elektron vom Photosensibilisator im 77-
Zustand auf molekularen Sauerstoff iibertragen wird, entsteht das Superoxid Anion,
das wiederum in der Lage ist chemisch zu reagieren und andere Radikale zu erzeu-
gen [Ogil0]. Auf diesem Weg kann nach mehreren Reaktionen auch 'O, entstehen.

3.4.5. Deaktivierung von Singulett-Sauerstoff

Sobald 10, erzeugt wurde, kann er auch auf verschiedene Weise deaktiviert werden
und wieder in seinen Grundzustand wechseln. Der Ubergang von 'O, zu 30, ist
als elektronischer Dipoliibergang Spin-verboten [SS03|. Dies erklért die lange Le-
bensdauer von ungestértem 'O,. In Losungen wird das Verbot vom elektronischen
Dipoliibergang von 'O, zu 30, durch Stéfe von Molekiilen gelockert, aukerdem
kann 'O, auch nicht strahlend relaxieren, indem es Energie iiber einen Dexter oder
Forsterprozess abgibt.

Generell unterscheidet man physikalisches Quenchen, wobei 'O, mit einem Mole-
kiil M kollidiert, dabei seine Energie abgibt und in den 20O,-Zustand relaxiert, ohne
dass Sauerstoff verbraucht wird oder Photoprodukte geformt werden und chemisches
Quenchen, bei dem der 'O, mit dem Molekiil M reagiert und ein neues Produktmole-
kiil entsteht [DCO02]. Im weiteren Verlauf der Arbeit ist mit Quenchen physikalisches
Quenchen gemeint. Beim physikalischen Quenchen unterscheidet man noch zwischen
Eigenquenchen oder Eigenloschung, falls das Sauerstoffmolekiil im !O,-Zustand seine
Energie an ein Sauerstoffmolekiil im 30,-Zustand abgibt. Gibt das angeregte Sau-
erstoffmolekiil seine Energie an ein anderes Molekiil, das kein Sauerstoff ist, ab, so
wird es als Fremdl&schung oder einfach quenchen bezeichnet. Ein geeigneter Quen-
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3. Theoretische Grundlagen

cher in wéssrigen Losungen ist zum Beispiel Natriumazid (NalN3), der ausfiihrlich
in Kapitel 4.1.5 beschrieben wird.

Wird ein 'O, Molekiil chemisch gequencht, so ist dieser Prozess irreversible, da
entweder Sauerstoff verbraucht wird und/oder Photoprodukte entstehen. Dies wird
in dieser Arbeit einfach als chemische Reaktion oder Oxidieren bezeichnet. 'O, ist
hochreaktiv, d.h. es reagiert sehr leicht mit anderen Substanzen. Da 'O, besonders
elektrophil ist, bevorzugt es elektronenreiche Reaktionspartner [JBRKNOS|. Einige
elektronenreiche Substanzen wie ungeséittigte Kohlenwasserstoffmolekiile, Phenole,
Amine oder Sulfide sind allgegenwirtig in Membran-Lipiden, Proteinen und DNS,
wodurch 'O, diese Biomolekiile oxidieren kann [JBRKNO08]. Dabei bilden sich re-
aktive Sauerstoffmetabolite mit der allgemeinen Formel R-OOH. Bei der Oxidation
von Lipiden bilden sich beispielsweise Lipidhydroperoxide mit der Formel LOOH.
Auch Proteine kénnen durch 'O, geschidigt werden, da dieser die Aminosduren-
Seitenketten und das Protein-Grundgeriist oxidieren kann. Dies ist abhingig von
den Aminosduren in den Seitenketten, da nur ein Teil der 20 essentiellen Aminosau-
ren durch 'O, oxidiert werden kann [Regl0]. Die durch 'O, geschidigten Proteine
konnen fiir die Funktion von Zellen und Haut von Bedeutung sein.

3.4.6. Detektion von Singulett-Sauerstoff

10, kann sowohl direkt als auch indirekt detektiert werden. Beim indirekten Nach-
weis von 'O, werden Reaktionsprodukte von 'O, analysiert und auf diesem Weg
wird die Generierung von 'O, nachgewiesen. Eine beliebte Methode ist das Verlin-
gern oder Verkiirzen der 'O,-Lebensdauer, wodurch die dazugehorigen Schiden von
Zellstrukturen erhéht oder verkleinert werden, was iiber verschiedene Zellparameter
detektiert werden kann [Ogi83|. Die Lebensdauer von 'O, kann durch verschiedene
Quencher wie NaNj verkiirzt werden [BMET00] oder durch den Gebrauch von man-
chen Losungsmitteln wie Deuterium Oxid (D,0) verldngert werden [Ogil0] [Ogi83].
Hierbei muss aber beachtet werden, dass die benutzten Quencher wirklich intrazel-
luldren 'O, erreichen kénnen, nicht toxisch sein diirfen und nicht andere Molekiile
aufer 1O, in grofem Mafke beeinflussen, sonst ist dieser Quencher nicht fiir in vitro
und in vivo Experimente geeignet [Ogil0|. Eine weitere Methode ist die Nutzung von
sogenannten Reporter-Molekiilen. Es gibt Reportermolekiile deren optischen Eigen-
schaften wie z.B. Fluoreszenz sich indern, wenn sie mit 'O, interagieren [Ogil0]. Ein
Nachteil dieser Methode ist, dass Reportermolekiile benotigt werden, die vielleicht
nicht in lebende Zellen eindringen konnen oder toxisch sind.

Der direkte Nachweis durch die zeitlich aufgeloste Detektion von 'O, Lumineszenz-
Photonen gilt als die spezifischste Methode der 'O, Detektion [JBRKNO0S|. Bei die-
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ser Methode wird die Lumineszenz-Strahlung bei ungefihr 1270 nm, die durch den
strahlenden Ubergang von 'O, zu 30, freigesetzt wird, detektiert. Ein Vorteil dieser
Methode ist, dass keine Reporter-Molekiile benotigt werden und sie sowohl in Losun-
gen als auch in vitro und in vivo angewendet werden kann [BRK*11]. Allerdings hat
der strahlende Ubergang von 'O, zu 0, einen extrem niedrigen Einsteinkoeffizient
von A = 2,3-107* [SS03], wodurch die Lumineszenz-Ausbeute dieses Ubergangs
extrem niedrig ist (1077). AuRerdem hat 'O, je nach Losungsmittel oder Umgebung
oft eine sehr kurze Lebensdauer. Man bendtigt also eine hochempfindliche, zeitauf-
geloste Emissionsspektroskopie, um die 'Oy-Lumineszenz-Photonen zu detektieren.
Dies kénnen spezielle Photomultiplier, die hochempfindlich im Infrarot-Bereich sind,
sein. Der direkte Nachweis von 'O, durch die Detektion von 'O, Lumineszenz wird
noch ausfiihrlich in Kapiteln 4.6 und 4.7 beschrieben.

3.5. Mathematische Grundlagen der
Singulett-Sauerstoff Erzeugung und
Relaxation

3.5.1. Modell zur Erzeugung und Relaxation von
Singulett-Sauerstoff

Um die Zeitabhingigkeit des Photosensibilisator-T}-Zustands und des Singulett-
Sauerstoff-Zustands theoretisch zu beschreiben, wurde das Modell von Parker et
al. [PS84] verwendet, das von Baier et al. [BFPT07| erweitert wurde. Das Ener-
gieniveauschema, auf dem das verwendete gekoppelte Differentialgleichungssystem
beruht, ist in Abbildung 3.14 dargestellt.

Das Energieniveauschema stellt die Erzeugung von 'O, durch Energieiibertrag vom
Ty-Zustand des Photosensibilisators und die Relaxation von 'O und dem 7T}-Zustand
mit den dazugehorigen Raten k; und Ratenkonstanten £;; dar. Die Raten und Ra-
tenkonstanten stellen die Haufigkeit der jeweiligen Relaxation dar.

o kp,: Rate der Deaktivierung des Photosensibilisator-Triplett-Zustands 73 durch
das Losungsmittel

o ks, Ratenkonstante der Deaktivierung des Photosensibilisator-Triplett-Zustands
Ti durch den Photosensibilisator im Grundzustand
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Abbildung 3.14.: Schematisches Energieniveaudiagramm zur Erzeugung von 'Oy durch
Energietransfer vom T7-Zustand des Photosensibilisators mit allen vor-
handenen Raten und Ratenkonstanten [Bai05]

o kr,o: Ratenkonstante der Deaktivierung des Photosensibilisator-Triplett-Zustands
T durch den Quencher

e ka: Rate der Deaktivierung von 'Oy durch das Losungsmittel
e kag: Ratenkonstante der Deaktivierung von 10, durch den Quencher

e kp,0,1+kr a: Ratenkonstanten der Deaktivierung des Photosensibilisator-Triplett-
Zustands T durch Sauerstoff; kr, A generiert 'O, und kg0, generiert keinen
e,

2

® kas,Tkar: Ratenkonstanten der Deaktivierung von 104y durch den Photosen-
sibilisator; kar, generiert einen Photosensibilisator-Triplett-Zustand 7; und
kas, generiert keinen Photosensibilisator-Triplett-Zustand 73

o kpa-kar: Grad des Energieriicktransfers von 'O, auf den Photosensibilisator

Aus dem abgebildeten Energieschema ldsst sich ein gekoppeltes Differentialglei-
chungssystem ableiten, das den zeitlichen Verlauf der Konzentration der Triplett-
Zustéinde Ty |T1] und der Konzentration von Singulett-Sauerstoff ['O,] wiedergibt.
Es werden gekoppelte Differentialgleichungen ermittelt, die die zeitliche Abhéngig-
keit der Besetzungsdichten des Triplett-Zustandes T des Photosensibilisators und
des 'O,-Zustandes darstellen.

Mit der Startbedingung, dass fiir t — 0 us die Besetzung des T)-Zustandes ab-
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geschlossen ist und verschiedenen Néherungen, durch die sich das Differentialglei-
chunssystem vereinfachen lasst, erhilt man folgendes Differentialgleichungssystem
[Bai05|:

M _ iy, (3] + ka0 P)
p gt] (3.1)
G = K0l 4 hna[OAT)
mit:
Kry = kry + (kro, + krya)[O2] + kry s, [P] + Eryo[Q) (3.2)
Ka = ka + (kas, + kar,)[P] + kaglQ)] (3.3)

Dieses vereinfachte Differentialgleichungssystem (Gleichung 3.1) kann analytisch ge-
16st werden. Dazu wird die Differentialgleichung der %—Konzentration nach der
Zeit abgeleitet und die dabei entstehende zeitliche Ableitung von [T7] wird durch die
Differentialgleichung dg;l] ersetzt. Man erhélt nun eine Differentialgleichung zweiter
Ordnung, die mit dem Losungsansatz 'O, ist proportional zu e ?* geldst werden

kann. Fiir £ erhélt man so zwei linear unabhéangige Losungen:

BI,Q — . [KT1 + KA + \/(KT1 — KA)2 -+ 4I€T1A[OQ]I€AT1], mztﬁl > 52 (34)

1
2
Die allgemeine Losung der Differentialgleichung ist dann:

[1O,] = Ae™ Pt - Be P! (3.5)

Die Konstanten A und B miissen iiber die Anfangsbedingungen bestimmt werden.
Dabei wird angenommen, dass zur Zeit t = 0 die Besetzung des Ti-Zustandes ab-
geschlossen ist, wihrend noch kein 'O, erzeugt wurde. Damit sind die Anfangsbe-
dingungen [*O,|(t=0) = 0 und [T}](t=0) > 0 und es ergibt sich fiir die zeitliche
Entwicklung der 'Oy-Konzentration die folgende Gleichung:
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[Tl]t:()leA [02] (e—ﬁzt

_ bt
55 e 71t (3.6)

[[Os)(t) =

[1O,](t) ist proportional zum experimentell bestimmten Lumineszenzsignal bei 1270

nm und 3; und 3, entsprechen dabei der Anstiegs- und Abklingrate der *O,-Konzentration
[1Os,]. Ist also B>, so ist der Anstieg der 'O,-Konzentration durch 3; bestimmt

und der Abfall der Singulett- Sauerstoff Konzentration durch fs.

3.5.2. Die Raten und Ratenkonstanten

Durch den verwendeten Versuchsaufbau, der in den Kapiteln 4.6 und 4.7 beschrie-
ben wird, kann die zeitliche Entwicklung der 'O,-Konzentration (['O,](t)) bestimmt
werden. Der theoretische Verlauf der *O,-Konzentration wird durch Gleichung 3.6
beschrieben, die verwendet wird, um die ermittelten 'O, Signale zu fitten und da-
durch B; und (5 zu bestimmen, indem man sie mit der Anstiegsrate k. und der
Abklingrate k; des Lumineszenzsignals gleichsetzt. Nun kénnen durch die Variation
der Photosensibilisator-, der Sauerstoff- und der Quencherkonzentration die Raten
und Ratenkonstanten des Ratengleichungsmodels aus Abbildung 3.14 bestimmt wer-
den. Die Raten und Ratenkonstanten hingen iiber die Gleichungen 3.2, 3.3 und 3.4
mit 5, und [y zusammen. ls aus Abbildung 3.14 bestimmt werden. Die Raten und
Ratenkonstanten hiangen iiber die Gleichungen 3.2, 3.3 und 3.4 mit 3, und 5 zu-
sammen.

3.5.2.1. Ohne Energieriicktransfer

Falls der Energieabstand zwischen dem 'O,-Zustand und dem T}-Zustand des Pho-
tosensibilisators zu grof ist, findet kein Energieriicktransfer (ohne Riicktransfer, oR,
kar,=0) statt. Damit ergeben sich folgende Gleichungen:

Kty or = K1y = kpy, + (b0, + k1 a)[O2] + krys, [P] + kryg|Q) (3.7)
Knor = ka + kasy[P] + kagl@)
mit

Br2= = [Kn + Kax[Kp, — Kaor|, 51 > B2 (3.9)

N | —

Die Anstiegs- und Abklingraten nehmen nun eine einfache Form an:

36



3.5. Mathematische Grundlagen der Singulett-Sauerstoff Erzeugung und Relaxation

| Knp wenn  Kp, > Kaor

b= { Knaor wenn Kpy < Kaor (3.10)
| Kaor wenn Kp > Kaor

Be = { Ky, wenn Ky, < Kaor (3.11)

Eine detaillierte Beschreibung zur Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten
ohne Energieriicktransfer ist in der Literatur zu finden [Bai05| [Regl0].

3.5.2.2. Mit Energieriicktransfer

Wenn kap, > 0 ist, kann der Triplett-Zustand des Photosensibilisators auch durch
Energietransfer vom 'Oy Zustand erzeugt werden. Dies ist nur der Fall, wenn beide
Zusténde ein dhnliches Energieniveau besitzen. Bei einer Energieriickkopplung (kar,
> 0) ist die Ermittlung der Raten und Ratenkonstanten schwieriger, da die Glei-
chungen fiir 4, und [, nicht vereinfacht werden kénnen und gegeben sind durch:

Bia= = [Kr, + Ka+\/(Kr, — Ka)? + 4kp,a[Oo)kar, (3.12)

1
2

fir 81 > B,

K hingt mit Ka og iiber die Gleichung 3.3 zusammen und es gilt:

KA = Kpor + kan [P] (3.13)

Bei einem System mit Energieriicktransfer lassen sich nur die Raten und Ratenkon-
stanten kr,, k1.5, b1 g, ka und kag eindeutig ermitteln. Die restlichen Raten lassen
sich darstellen durch die Summe kags, + kar, und kr o, + k1A, sowie das Produkt
kr,a - kar,. Die genaue Ermittlung dieser Raten, Ratenkonstanten, Summen und
Produkte ist in der Literatur erklart [Bai05] [Reg10].
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3.6. Quantenausbeute von Singulett-Sauerstoff

Die 10, Quantenausbeute ® o bezeichnet die Effektivitit, mit der ein durch Absorp-
tion von Strahlung angeregter Photosensibilisator 1O, generiert. Bei der Erzeugung
von 10, ist zum einen ®7 die T}-Quantenausbeute des Photosensibilisators, also die
Effektivitdat, mit der durch Absorption von Strahlung in einen Singulett-Zustand
angeregte Photosensibilisatoren durch ISC in den Triplett-Zustand wechseln, von
Bedeutung. Und zum anderen die Rate kp A, mit der der Energietransfer vom 7;-
Zustand auf Sauerstoff zur Erzeugung von 'O, beschrieben wird. Mit diesem Prozess
in Konkurrenz stehen alle Prozesse, welche Energie vom T3-Zustand auf Sauerstoff
iibertragen ohne 'Oy zu erzeugen (kr,0,) und alle Prozesse die den Triplett-Zustand
Ty entleeren ohne das ein Energieiibertrag auf Sauerstoff stattfindet (kr,s,) [DCO02].
Die !0, Quantenausbeute eines Photosensibilisators kann direkt oder indirekt be-
stimmt werden, wobei in dieser Arbeit nur die indirekte Methode verwendet wur-
de.

3.6.1. Indirekte Bestimmung der Singulett-Sauerstoff
Quantenausbeute

Die 'O, Quantenausbeute eines Photosensibilisators ®% kann bestimmt werden
durch den Vergleich mit einem Referenz-Photosensibilisator mit bekannter Quan-
tenausbeute CDief . Dabei wird die Lumineszenz der beiden Photosensibilisatoren
verglichen und man bendtigt das Verhéltnis:

P4 [0]
5700 (3.14)

Fiir einen Photosensibilisator ohne Energieriicktransfer (kaz, —0) ergibt sich die 'O,
Quantenausbeute zu:

N
P = "ha O] (3.15)
Kr,

Die Energie der Lumineszenz ist proportional zum Zeit-Integral {iber das Lumineszenz-
Signal von 'O, und lisst sich wie folgt darstellen [Bai05]:
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Er([0s]) = /(102) = [ﬁk 22[0[3)2] = [Kﬂio-‘flif (3.16)

Die Besetzung [Ty des Triplettzustandes hingt von der Besetzung des Singulett-
Zustandes [S;]o und der Triplett-Quantenausbeute ®7, iiber die Beziehung [T}y =
7, - [S1]o ab. Damit ergibt sich fiir die 'O, Quantenausbeute:

Er - Ka

2= 50,

(3.17)

Wenn sowohl im System der untersuchten wie auch der Referenzsubstanz gleiche Be-
dingungen herrschen, d.h. gleiches Losungsmittel, gleiche Sauerstoff-Konzentration,
sowie eine geringe Sensibilisator-Konzentration, um Eigenquenchen zu vermeiden,
dann gilt K} = ngf. Aufserdem ist die Besetzung des Si-Zustandes zum Zeitpunkt
t = 0 proportional zur Anzahl der absorbierten Photonen ng,, die mit der absor-
bierten Energie des anregenden Laserpulses durch die Formel ng,s = E‘;l—“b zusam-
menhéngt. Wenn die Anregungspulse des Lasers die gleiche Wellenlinge (A" = \7¢/)
haben, so gilt v* = v/ und das Verhiltnis der 'O, Quantenausbeuten lisst sich
darstellen durch:

? —.72 ?
G40} _ P _ S
ORT(0,) BT SR

Ref
A,abs

(3.18)

Mit Hilfe dieser Formel wurden die 'O, Quantenausbeuten in dieser Arbeit ermit-
telt. Die Lumineszenz-Signale wurden fiir verschiedene absorbierte Energien 4 45
gemessen. Die absorbierte Energie E4 455 ldsst sich aus der Absorption A der Pho-
tosensibilisatoren und der auftreffenden Laserleistung bestimmen. Sowohl die Ab-
sorption A konnte durch eine Variation der Photosensibilisator-Konzentration, als
auch die auftreffende Laserleistung durch verschiedene Filter variiert werden. Um
die Lumineszenz-Energie E; zu ermitteln, wurden die Photonen der Lumineszenz-
Signale summiert. Das Verhéltnis von Ey, zu Ey 4 wurde graphisch aufgetragen und
die Steigung S der Ausgleichsgeraden durch die Messpunkte wurde bestimmt. Durch
den Vergleich der Steigungen von untersuchtem und Referenz-Photosensibilisator
konnte dann die 'O, Quantenausbeute mit Formel 3.18 bestimmt werden.
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3.7. Motivation dieser Arbeit

Die Exposition von UV Strahlung ist verantwortlich fiir eine Vielzahl von Erkran-
kungen der Haut und des Auges. Eine durch UV Strahlung ausgeltste Krankheit ist
Hautkrebs, an der alleine in Deutschland jedes Jahr etwa 3000 Menschen sterben.
Bisher wurde angenommen, das UVB Strahlung direkt die menschliche DNS sché-
digt, da UVB von der DNS absorbiert wird und so zwischen benachbarten Pyrimidin-
basen einer DNS-Kette Photoprodukte induzieren kann. Falls die DNS Schéiden nicht
komplett repariert werden konnen, sind dauerhafte Mutationen der Erbinformation
die Folge, die zu dauerhaften Schiden der Zelle fiihren und zur Hautkrebsentstehung
beitragen konnen. UVA Strahlung kann indirekte DNS Schiden auslésen, indem sie
von endogenen Molekiilen, die als Photosensibilisator wirken, absorbiert wird. Diese
Photosensibilisatoren induzieren die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff und ande-
ren reaktiven Sauerstoffspezies, die ebenfalls die DNS der Zelle schidigen konnen.
Doch auch UVB Strahlung kann von Proteinen und vielen weiteren Biomolekiilen
absorbiert werden, zumeist besser als UVA Strahlung.

Das Ziel dieser Dissertation ist herauszufinden, ob zellulire Substanzen auch bei
UVB Anregung Singulett-Sauerstoff produzieren und damit die strikte Trennung
zwischen UVA und UVB Effekten in der Haut gerechtfertigt ist. UVB Strahlung
konnte neben den direkten DNS Schéden durch endogene Photosensibilisatoren zu-
sitzlich indirekte biologische Schiden auslésen durch die Erzeugung von Singulett-
Sauerstoff. Die Singulett-Sauerstoff Generierung durch endogene Substanzen in Lo-
sungsmitteln bei UVB Anregung soll nachgewiesen und quantifiziert werden. Dazu
wird die Singulett-Sauerstoff Quantenausbeute der identifizierten Photosensibilisa-
toren bestimmt und mit der Quantenausbeute fiir UVA Anregung verglichen. Die
photophysikalischen Eigenschaften einer Substanz &dndern sich, sobald das Mole-
kil seine Struktur &ndert. Bei UVB Bestrahlung konnen Molekiile direkt durch die
Absorption der Strahlung oder durch Reaktionen mit anderen Molekiilen z.B. Sau-
erstoff verdndert werden. Darum wird die Photostabilitit der identifizierten Pho-
tosensibilisatoren untersucht und fiir nicht photostabile Substanzen sollen mogli-
che Verdnderungen ihrer photophysikalischen Eigenschaften bestimmt werden. Dies
kann erste Riickschliisse auf die Wechselwirkung von UVB und UVA Strahlung im
Sonnenlicht und deren Auswirkungen geben. In der Dissertation sollen nicht nur
endogene, sondern auch exogene Substanzen, die sich in der menschlichen Haut be-
finden konnen, wie Medikamente oder Bestandteile von Hautpflegeprodukten unter-
sucht werden. Da die Umgebung eines Photosensibilisators sich auf seine Féahigkeit
Singulett-Sauerstoff zu generieren auswirkt, wird zunéchst die Singulett-Sauerstoff
Generierung in Suspensionen mit Zellbestandteilen, prokaryotischen und eukaryoti-
schen Zellen bei UVB Anregung untersucht. Abschliefsend soll Singulett-Sauerstoff
Generierung in Hautprdparaten nachgewiesen werden.
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4. Material und Methoden

4.1. Verwendete Substanzen

4.1.1. Referenzphotosensibilisatoren

Zum Kalibrieren der Messaufbauten werden bekannte Photosensibilisatoren verwen-
det, deren Eigenschaften und 'O, Quantenausbeuten schon untersucht und bekannt
sind. Sie werden aufierdem benétigt, um die 'O, Quantenausbeute der untersuchten
endogenen Substanzen indirekt zu ermitteln.

Perinaphthenon (PN)

PN ist ein a,b-ungesdttigtes Keton, das aus drei aromatischen Ringen besteht. Die
molekulare Struktur von PN (Abbildung 4.1) ldsst sich durch die Summenformel
C13H3O beschreiben. PN ist nahezu unpolar und seine molare Masse betriagt 180,21
g-mol™!. Bei PN ist vom niedrigsten S;-Zustand (n7*) durch ISC sowohl der T
(nm*) als auch der niedrigste Triplett-Zustand 77 (w7*) erreichbar, wobei der S;
nach 7} Prozess dominiert [DDST09]. Der T} Zustand von PN liegt energetisch bei
186 kJ -mol™! (1,92 eV) und hat eine Triplett Ausbeute von etwa eins [FNO1]. Dies
ist eine Erklirung fiir die hohe 'O, Quantenausbeute von PN, welche in Ethanol
0,93 £ 0,08 [MJCT96] betrdgt und in den meisten anderen Losungsmitteln etwa
0,95 [FNO1]. Auferdem ist PN ein schlechter Quencher von 'Oy [STDW94]. Damit
ist es ein sehr effizienter Photosensibilisator und wurde deshalb als Referenzfarbstoff
in Ethanol verwendet, da PN gut in Ethanol 16slich ist. Es wurde von Acros Organic
(Belgien) mit einer Reinheit von 97 % bezogen.

sulfoniertes Perinaphthenon (PNS)
PNS besteht aus drei aromatischen Ringen und kann durch Sulfonation von PN
abgeleitet werden. PNS 16st sich sowohl in H,O wie auch in D>O und hat eine molare

Masse von 260,27 g-mol~!. Die Struktur von PNS, die durch die Summenformel
C13HgO4S beschrieben werden kann, ist in Abbildung 4.1 dargestellt. PNS hat wie
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Abbildung 4.1.: molekulare Struktur der Referenz-Photosensitizer

PN zwei Triplett-Zustidnde, die energetisch unter dem S-Zustand liegen, was zu
einer Effektivitdt von nahezu 100 % bei der Besetzung des Triplet-Zustands fiihrt
INGT93|. PNS ist ein sehr effizienter und héufig untersuchter Photosensibilisator,
dessen 'O, Quantenausbeute in H,O zu 0.97 £+ 0,06 [MJCT96] und in D;O zu
ungefihr eins [Oli91] bestimmt wurde. PNS wurde vom Institut fiir Chemie der
Universitat Regensburg (Lehrstuhl Prof. Kénig) mit einer Reinheit von mindestens
95 % synthetisiert.

5,10,15,20-Tetrakis(1-methyl-4-pyridino)-porphyrin tetra-(p-toluenesulfonate)
(TMPyP)

TMPyP (Abbildung 4.1), das durch die Summenformel CryHggNgO12S4 beschrie-
ben werden kann, hat ein Molekulargewicht von 1363,63 g-mol~'. Das Grundgeriist
von TMPyP ist ein Porphin-Ring, der aus 4 Pyrrol-Ringen gebildet wird, die iiber
Methinbriicken miteinander verkniipft sind. So entsteht ein stabiles, planares Mole-
kiil, das iiber ein ausgedehntes konjugiertes m-Elektronensystem verfiigt, das fiir die
intensive Farbung verantwortlich ist [Loi06]. Der Porphin-Ring ist somit die farbge-
bende Komponente in TMPyP und auch in vielen Naturfarbstoffen wie Hamoglobin
und Chlorophyll [Mor96]. An den Porphin-Ring sind 4 Pyridin-Ringe mit einem
positiv geladenen Stickstoff-Atom kovalent gebunden. Auferdem sind 4 Toluensul-
fonate, die negativ geladen sind, an die Pyridin-Ringe gebunden, so dass TMPyP
neutral ist. TMPyP 16st sich in Wasser, D,O und Ethanol und die 'O, Quanten-
ausbeute in HyO ist 0,77 + 0.04 [BML*07]. Es wurde mit einer Reinheit von 97 %
von Sigma-Aldrich (Deutschland) bezogen.nares Molekiil, das iiber ein ausgedehntes
konjugiertes m-Elektronensystem verfiigt, das fiir die intensive Farbung verantwort-
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Abbildung 4.2.: molekulare Struktur der untersuchten Flavine

lich ist [Loi06]. Der Porphin-Ring ist somit die farbgebende Komponente in TMPyP
und auch in vielen Naturfarbstoffen wie Himoglobin und Chlorophyll [Mor96|. An
den Porphin-Ring sind 4 Pyridin-Ringe mit einem positiv geladenen Stickstoff-Atom
kovalent gebunden. Aufserdem sind 4 Toluensulfonate, die negativ geladen sind, an
die Pyridin-Ringe gebunden, so dass TMPyP neutral ist. TMPyP 16st sich in Wasser,
D50 und Ethanol und die 'O, Quantenausbeute in H,O ist 0,77 4+ 0.04 [BMLT07].
Es wurde mit einer Reinheit von 97 % von Sigma-Aldrich (Deutschland) bezogen.

4.1.2. Endogene Substanzen

4.1.2.1. wasserlosliche Vitamine

Riboflavin

Flavine sind eine Gruppe natiirlicher gelber Farbstoffe, denen das Ringsystem des
Isoalloxazin, bestehend aus drei organischen Ringen, zu Grunde liegt. Die verschie-
denen Flavine unterscheiden sich durch den Rest, der sich am mittleren organischen
Ring am Stickstoffatom (N) befindet. Riboflavin hat eine C5-Ribityl-Kette als am
Stickstoffatom ankoppelnden Rest [Kar94|. Riboflavin, das zum Vitamin-B-Komplex
(Vitamin Bs) gehort, ist in den prosthetischen Gruppen der Flavoproteine enthal-
ten, denn es dient als Vorstufe fiir die Flavin-Koenzyme FAD und FMN. Man findet
es in Hautzellen, da Flavoproteine sowohl in der Plasmamembran als auch in den
Mitochondrien der Zellen vorkommen [WJJ05]. Die Herstellerdaten von Riboflavin
(Struktur in Abbildung 4.2) sind in Tabelle 4.1 aufgelistet. Riboflavin ist 16slich in
H,0 (65 mgxI1~') und D,0. Es kann 'O, erzeugen [JCP87|, [HKMO06| und seine 'O,
Quantenausbeute in H>O bei UVA-Anregung (355 nm) ist 0,54 + 0,07 [Bai05].

Flavin-Mononukleotid (FMN)
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FMN oder Riboflavin-5’-phosphat (Abbildung 4.2) ist die phosphorylierte Form von
Riboflavin und gehort zu den Koenzymen [CJ05]. Es ist Teil der Flavoproteine,
zum Beispiel von NADH-Dehydrogenase, das eines der wichtigsten Flavoproteine der
Atmungskette der Zelle ist. FMN und FAD dienen also als Elektroneniibertriger, die
reversibel oxidiert und reduziert werden konnen. Die Herstellerdaten von FMN sind
in Tabelle 4.1 dargestellt. Die 'O, Quantenausbeute von FMN in H,O bei UVA-
Anregung (355 nm) ist 0,51 + 0,07 [Bai05]. FMN ist gut H,O (92 mg * ml~') und
D50 16slich.

Flavin- Adenin-Dinukleotid (FAD)

FAD ist ein Kondensationsprodukt von FMN und AMP (Adenosinmonophosphat)
|CJO05] und kann somit auch von Riboflavin abgeleitet werden. Im menschlichen
Korper enthalten die meisten Flavoproteine FAD (nicht FMN) [Kar94|, das fiir den
Elektronentransport zusténdig ist. Die Herstellerdaten von FAD (Struktur in Abbil-
dung 4.2) sind in Tabelle 4.1 aufgelistet. FAD ist gut loslich in H,O (5 mg * ml™!)
und DO und seine 'O, Quantenausbeute in H,O bei UVA-Anregung (355 nm) ist
0,07 = 0,01 [Bai03).

o
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Abbildung 4.3.: molekulare Struktur von Niacin und ihrer biologisch wirksamen Formen
NAD und NADP

Niacin (Nicotinsdure und Nicotinamidsiure)

Nicotinamidsdure und Nicotinsdure werden als Niacin zusammengefasst und geho-
ren zu den Vitaminen (Vitamin Bs) [CJ05]. Chemisch handelt es sich um einfache
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Pyridin-Derivate [Kar94|. Die biologisch wirksame Form sind die wasserstoffiiber-
tragenden Koenzyme NAD' und NADP* [L6f08]. Niacin kommt natiirlich in Ce-
realien, Fleisch und Milch vor [CJ05] und ein Mangel von Niacin dufert sich in der
Hautkrankheit Pellagra (Dermatitis, Dementia) |[Geh04]. Nicotinsdure kann sich in
Nicotinamidsdure umwandeln und umgekehrt [Geh04| und beide kénnen aus Tryp-
tophan synthetisiert werden. 50 % des Niacin Bedarfes wird durch Tryptophan in
der Leber produziert und nur die restlichen 50 % miissen durch die Nahrung aufge-
nommen werden [Dam].

Nicotinsaure ist chemisch gesehen eine heterozyklische Carbonsidure mit einem pK,
von 4,9 [NKS05| und besteht aus einem Pyridinring, der mit einer Carboxygruppe
(COOH) substituiert ist. Nicotinsdure (Abbildung 4.3) wurde mit einer Reinheit von
98 % vom Institut fiir Chemie der Universitit Regensburg (Lehrstuhl Prof. Konig)
synthetisiert.

Nicotinamidséure ist das Amid der Nicotinsaure. Es ist in der Lage oxidative Scha-
den durch reaktive Sauerstoffspezies zu verhindern, indem es die Oxidation sowohl
von Lipiden wie auch von Proteinen verhindert [KD99]. Es ist somit ein bekannter
Antioxidant und ebenfalls ein effizienter 'O, Quencher. Die Reaktionsrate von Nico-
tinamid und 'Oy betrigt 1,8 * 10® mol~'s~! [KD96]. Nicotinamidsiure (Abbildung
4.3) wurde vom Institut fiir Chemie der Universitit Regensburg mit einer Reinheit
von 98 % synthetisiert.

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD)

NAD kann im Koérper aus dem Vitamin Bj (Niacin) gebildet werden [Geh04]. In
NAD ist der Pyridin-Ring von Nicotinamidsiure mit Ribose verkniipft und diese
wiederum tiber eine Diphosphorsiure mit Adenosin [Kar94|, so dass sich die Struktur
aus Abbildung 4.3 ergibt. Wegen der positiven Ladung, die der Pyridin-Ring trigt,
wird die oxidierte Form von NAD oft auch mit NAD™ abgekiirzt [Kar94]. NAD
ist ein Wasserstoff transportierendes Koenzym, das an zahlreichen Redoxreaktionen
des Stoffwechsels der Zelle beteiligt ist. Dabei dient NAD™' dem Organismus meist
als Oxidationsmittel und wird dabei selbst reduziert zu NADH. NADH, dient als
Wasserstofflieferant in der Atmungskette der Zellen, wo es oxidiert wird, um ATP
(Energieeinheiten der Zellversorgung) zu erzeugen [Ehl07]. Die Herstellerdaten von
NAD (Struktur in Abbildung 4.3) sind in Tabelle 4.1 aufgelistet. NAD ist gut in H,O
und D50 16slich, doch fiir UVA-Bestrahlung in H,O lieR sich keine 'Oy Erzeugung
nachweisen [Bai05].

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADP)

NADP (Abbildung 4.3) ist auch ein Wasserstoff transportierendes Koenzym, das

45



4. Material und Methoden

Pyridoxine Pyridoxamine Pyridoxal Pyridoxal-5'-phosphat
OH NH,
CHO o CHO
1
_P
O 00 O L
/
N/ N/ N/ N

Abbildung 4.4.: molekulare Struktur der verschiedenen untersuchten Vitamine aus der Bg-
Gruppe

aus Vitamin Bj gebildet werden kann und aus NAD durch Phosphorylation entsteht
|Geh04]. Im Gegensatz zum NAD hat NADP einen dritten Phosphorsdure-Rest am
Adenosin des Dinucleoids [Kar94]. NADP dient dem Organismus hauptséchlich als
Reduktionsmittel, d.h. es kommt meist in seiner reduzierten Form NADPH vor und
wird durch die Abgabe von zwei Elektronen und einem Proton zu NADP* oxidiert.
So dient NADPH als Wasserstofflieferant in der Biosynthese, d.h. bei der Erzeugung
von z.B. Aminosduren oder Nukleinsduren [Ehl07|. Die Herstellerdaten von NADP
sind in Tabelle 4.1 dargestellt. NADP ist gut in HyO und D>0O l16slich, doch fiir
UVA-Bestrahlung in H,O liek sich keine 'O, Erzeugung nachweisen [Ehl07].

Vitamin Bg

Vitamin By, ist der Sammelbegriff fiir drei sehr dhnliche chemische Verbindung Py-
ridoxol /Pyridoxin (Alkohol), Pyridoxal (Aldehyd) und Pyridoxamin (Amin). Die
Stoffe konnen vom Stoffwechsel ineinander iiberfiihrt werden und besitzen dieselbe
biologische Aktivitdt. Die drei Stoffe unterscheiden sich dabei durch ihren Substitu-
ent an Position 4, der bei Pyridoxin CH;OH, bei Pyridoxamin CHy N H, und bei
Pyridoxal CHO ist [WJJ05]. Die molekulare Struktur der Molekiile ist in Abbildung
4.4 dargestellt. Vitamin Bg ist in der Haut vorhanden und ein Mangel dufert sich
in Hautveriinderungen wie Dermatitis [CJ05] und eine Uberdosis Vitamin Bs kann
Photosensitivitit der Haut auslésen [WJJ05]. Vitamin Bg kann durch 'O, abgebaut
werden, wodurch Vitamin Bg ein effektiver 'Oy Quencher ist [BLET00]. Vitamin
Bg ist nachweislich in der Lage 'O, bei Anregung im UVA-Bereich (355 nm) zu
generieren, wobei Pyridoxin eine Quantenausbeute von 0,28 + 0,04, Pyridoxamin
von 0,06 + 0,02 und Pyridoxal von 0,44 + 0,06 hat [DKK95|. In dieser Arbeit
wurden Pyridoxin (PYR), Pyridoxinhydrochlorid (PYR-HCL), Pyridoxalhydrochlo-
rid (PYRXAL-HCL) und Pyridoxaminedihydrate (PYRINE-DHCL) untersucht. Die
Herstellerdaten sind in Tabelle 4.1 aufgelistet.

Pyridoxin, Pyridoxamin und Pyridoxal sind die Vorstufen fiir die Wirkungsform
Pyridoxal-5’-phosphat (PYR-5-P) [CJ05]. PYR-5-P ist die aktive Form von Vitamin
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Bg, die als prothetische Gruppe von mehr als 50 Pyridoxal-Enzymen, die in die Syn-
these und den Stoffwechsel von Aminosduren involviert sind, wirkt [DKK94]. PYR-
5-P wirkt als Koenzym im Aminosiurestoffwechsel beispielsweise bei der Transami-
nierung, der Decarboxylierung und der Eliminierung [CJ05], [L6f08]. PYR-5-P kann
auf der einen Seite durch 'O, abgebaute werden (1O, Quencher) [BLET00], aber ge-
neriert auch 'O, bei UVA-Anregung bei 355 nm mit einer Quantenausbeute von 0,56
+ 0,07 [DKK94]. Die Herstellerdaten vom untersuchten Pyridoxal-5’phosphathydrat
(PYR-5-PH) sind in Tabelle 4.1 aufgelistet.

Name molekulare Reinheit | molekulare Firma
Formel [%] Masse
g - mol ™|
Riboflavin C17Ho9N,Og 99 376.37 Sigma Aldrich
FMN Ci17HogNyNaOgP 85 478.33 Sigma Aldrich
FAD CQ7H31N9015P2NA2 95 829.5 Slgma Aldrich
PYR CsH11NO;3 98 169.18 Sigma Aldrich
PYR-HCL CsH{1NO; cell 205.64 Sigma Aldrich
«HCI culture
PYR-5-PH CsHgNOgP cell 247.14 Sigma Aldrich
*HyO culture
PYRINE-DHCL CsH13N50, cell 241.11 Sigma Aldrich
*2HCI culture
PYRXAL-HCL CsHoNOs x HC 99 203.62 Sigma Aldrich
Nicotin- CeHsNOo 98 123.11 Department
saure of Chemistry
Nicotin- CeHgN>O 98 122.12 Department
amidsaure of Chemistry
NAD 021H27N7014P2 96.5 663.43 Slgma Aldrich
XHQO
NADP 021H28N7017P3 96 743.41 Slgma Aldrich
XHQO

Tabelle 4.1.: Ubersicht iiber die untersuchten wasserloslichen Vitamine

4.1.2.2. fettlosliche Vitamine

Vitamin A

Vitamin A bezeichnet mehrere chemische Verbindungen, die dieselbe biologische
Funktion haben. Vitamin A umfasst Retinol, Retinal und Retinsdure, die durch
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enzymatisch katalysierte Reaktionen ineinander iiberfiihrt werden koénnen [CJ05].
Vitamin A kann durch tierische Nahrungsmittel wie Leber oder Eigelb aufgenom-
men werden [CJ05]. Aukerdem kénnen Carotine (Provitamin A), die in pflanzlicher
Nahrung vorkommen, in Vitamin A umgewandelt werden [PKQS99|. Vitamin A ist
im menschlichen Korper verantwortlich fiir Wachstum, Funktion und Aufbau von
Haut und Schleimh&uten, sowie fiir den Sehvorgang. In der Haut beeinflusst Vitamin
A den epidermalen Zellwachstum, die epidermale Differentiation und die Versorgung
der Zellen [FXY+07]. Retinal ist auferdem ein Bestandteil vom Sehpurpur (Sehpig-
ment in der menschlichen Netzhaut), das ein Protein aus Opsin und 11-cis-Retinal
ist [Lof08]. Bei Lichteinfall wird 11-cis-Retinal in All-trans-Retinal umgewandelt,
das sich dann in der Retina sammelt [RHBR12|. Ein Mangel an Vitamin A kann un-
ter anderem zur Nachtblindheit und Schiden an der Augenhornhaut fithren [CJ05].
In dieser Arbeit wurde All-trans-Retinal (Vitamin A) untersucht. All-trans-Retinal
kann durch die Bestrahlung mit sichtbarem Licht abgebaut werden und es kommt zu
Photoabbauprodukten mit einem Absorptionsmaximum im UVA Bereich [RHBR12].
Aufierdem kann all-trans-Retinal bei UVA Anregung 'O, erzeugen und in der Lite-
ratur wurden Werte fiir die 'Oy Quantenausbeute von 0,31 4+ 0,02 [RHBR12| und
von 5 % [RG99], [FXY+07] veroffentlicht. Die Herstellerdaten von all-trans-Retinal
(Abbildung 4.5) sind in Tabelle 4.2 aufgelistet.

Vitamin D

Vitamin D ist eine Gruppe von fettloslichen Prohormonen, die von Steroiden ab-
stammen [FBB*12]. Im Menschen sind die Hauptvertreter Vitamin D3 (Cholecalci-
ferol) und Vitamin D, (Ergocalciferol). Cholecalciferol und Ergosterol werden auch
unter dem Begriff Calciferol zusammengefasst [CJ05]. Vitamin D ist eigentlich kein
Vitamin, da es nicht {iber die Nahrung aufgenommen werden muss, sondern in aus-
reichenden Mengen im menschlichen Kérper synthetisiert werden kann, wenn dieser
geniigend Sonnenlicht bekommt. Ein Mangel an Vitamin D kann bei Kindern zu
Rachitis und auferdem zu Osteoporose, erhéhter Entziindungsgefahr und zu einem
geschwichten Immunsystem fithren [FBB12] [L6{08]. Vitamin D ist wichtig fiir die
Mineralisierung der Knochen, es reguliert den Kalziumgehalt im Blut und modelliert
das Immunsystem [ELL*12]|.

Ergocalciferol (Vitamin D,) kann aus dem Steroid Ergosterol durch UVB Be-
strahlung gewonnen werden [L6f08]. Dementsprechend findet die Produktion von
Ergocalciferol in der Haut statt, die der Sonnenstrahlung ausgesetzt ist [FBB*12].
Es wird im Korper in die aktive Form Calcitriol umgewandelt. Die Herstellerdaten
von Ergocalciferol (Abbildung 4.5) sind in Tabelle 4.2 dargestellt.

Cholecalciferol (Vitamin D3) wird durch UVB Bestrahlung der menschlichen Haut
gewonnen. In der menschlichen Haut ist geniigend 7-Dehydrocholesterol vorhanden,
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Abbildung 4.5.: Struktur der verschiedenen fettlslichen Vitamine
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dessen Steranskelett durch UVB Strahlung aufgebrochen wird und durch eine weitere
Isomerisation entsteht Vitamin Dj [L6f08]. Danach wird Vitamin D3 weiter verstoft-
wechselt in seine aktive Form [L6f08]. Vitamin D3 wird nicht wie lange angenommen
nur von Tieren synthetisiert, sondern auch Pflanzen sind in der Lage Vitamin Dj
zu synthetisieren [FBB*12]. Die Herstellerdaten von Cholecalciferol (Abbildung 4.5)
sind in Tabelle 4.2 dargestellt.

7-Dehydrocholesterol ist Bestandteil der tierischen und menschlichen Haut und
die Vorstufe von Cholecalciferol (Vitamin D3) [FBBT12|. Es befindet sich haupt-
sichlich in der Stratum basale und Stratum Spinosum der Epidermis. Durch UVB
Strahlung wird der B-Ring des Steranskelett von 7-Dehydrocholesterol aufgebrochen
und schlussendlich entsteht Vitamin D3 [L6{08]. 7-Dehydrocholesterol (Struktur: Ab-
bildung 4.5, Herstellerdaten: Tabelle 4.2) hat dieselbe Summenformel und molare
Masse wie Cholecalciferol.

Ergosterol Ergosterol ist ein Steroid und kann durch UVB Strahlung in Ergocal-
ciferol (Vitamin D) umgewandelt werden |L6{08]. Ergosterol (Struktur: Abbildung
4.5, Herstellerdaten: Tabelle 4.2) hat dieselbe Summenformel und molare Masse wie
Ergocalciferol.

Name molekulare | Reinheit | molekulare Firma
Formel (%] Masse
g - mol™!]

Retinal all trans | CyyHog0 98 284,44 Sigma Aldrich
Ergocalciferol Cos H14O 98 396,65 Sigma Aldrich
Cholecalciferol CorHyyO 98 384,64 Sigma Aldrich

Alpha-tocopherol | Co9Hz00- 98 430,72 Sigma Aldrich

Vitamin K, C31Hy504 99 450,7 Sigma Aldrich

Ergosterol CosH44O 95 396,65 Sigma Aldrich

7-Dehydrochol- Coyr HyyO 98 384,64 Sigma Aldrich
esterol

Tabelle 4.2.: Ubersicht iiber die untersuchten fettldslichen Vitamine
Vitamin E

Vitamin E ist ein Oberbegriff fiir acht verschiedene fettlosliche Substanzen, die ein-
geteilt werden konnen in Tocopherole und Tocotrienole, die jeweils in einer a-, 8-, -,
d-Form vorkommen [Nik13]. Das in der menschlichen Haut am hiufigsten vorkom-
mende Vitamin E ist a-Tocopherol, das z.B. zehnmal héufiger ist als y-Tocopherol
[TEMO7]. Wenn in dieser Arbeit Vitamin E erwdhnt wird, ist a-Tocopherol (Struk-
tur: Abbildung 4.5, Herstellerdaten: Tabelle 4.2) gemeint. Vitamin E kann nicht
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im menschlichen Korper synthetisiert werden, sondern muss mit der Nahrung auf-
genommen werden, wobei es sich in Olen, Gemiise und Niissen befindet [TEMO7].
Im menschlichen Koérper sammelt sich Vitamin E in den Lipiddoppelschichten von
Membranen an [CJ05]. Seine Hauptaufgabe ist die eines kettenbrechenden Antioxi-
dants [WKR103]. a-Tocopherol reagiert mit Radikalen wie Peroxid-Radikalen oder
10,, wodurch die Radikalkette unterbrochen wird und so die Lipide in den Membra-
nen geschiitzt werden [SS95]. Um Membranlipide vor Radikalen zu schiitzen, geniigt
ein Vitamin E Molekiil auf 1000 Membranlipidmolekiile [CJ05]. In der menschlichen
Haut ist die Vitamin E Konzentration in der Epidermis mit 31 nmol * g~ dreimal
so hoch wie in der Dermis (12,2 nmol x g~') [TEMO07]. Wobei der Vitamin E Ge-
halt der Haut von der Hautstelle, an der gemessen wird, abhéngt und durch topisch
aufgetragenes Vitamin E, z.B. in Creme, erhoht werden kann [RZ99]. Die hochste
Vitamin E Konzentration in der Epidermis ist in der unteren Stratum Corneum mit
76 pmol * mg~! und die geringste Vitamin E Konzentration ist mit 6,5 pmol * mg~*
in der obersten Schicht der Stratum Corneum [TTP98|. Durch die Bestrahlung mit
UV Strahlung kann die Vitamin E Konzentration in der Haut um bis zu 50 % abge-
baut werden, wobei Vitamin E direkt durch UV-Strahlung (Absorptionsmaximum
bei 290 nm) oder indirekt durch Reaktionen mit ROS und 'O, abgebaut werden
kann [TEMO7], [TTP98]. 'O kann also durch Vitamin E gequencht werden, sowohl
chemisch als auch physikalisch. Dabei dominiert das physikalisches Quenschen von
10y und Vitamin E hat ein Quenchrate von 280-10° M ~1s~!, wihrend das chemische
Quenchen zu Oxidationsprodukten wie Tocopheryl Quinon fiithrt [KDMMS90|. Aber
Vitamin E kann bei einer Anregung im UVB Bereich (308 nm) auch 'O, generieren
mit einer 'Oy Quantenausbeute von 0,17 + 0,025 in Methanol [DBCP06].

Vitamin K

Der Bedarf an Vitamin K; (Struktur: Abbildung 4.5, Herstellerdaten: Tabelle 4.2)
kann zu 50 % aus Eigenproduktion im Darm gedeckt werden, die anderen 50 % miis-
sen iiber die Nahrung, vor allem durch griines Gemiise, aufgenommen werden [CJ05].
Vitamin K existiert in Z und E Isomeren, wobei in den meisten Losungsmitteln
die Z Isomere iiberwiegen [HHKWO03|. Vitamin K; kann durch UV-Bestrahlung

photooxidiert werden und Photoprodukte sind beispielsweise 1,3-Quinon Methi-
de [HHKWO03].

4.1.3. Medikamente

Tetracyclin

Tetracyclin gehort zu den Tetracyclinen, eine Gruppe von Breitband-Antibiotika,
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denen dasselbe 4-Ring-System zugrunde liegt. Tetracyclin kann zur Bekdmpfung von
grampositiven, gramnegativen und zellwandlosen Bakterien verwendet werden und
wird therapeutisch hauptséchlich bei Infektionen der Atemwege, der Harnorgane und
bei Akne verwendet. Eine der wichtigsten Nebenwirkungen ist, dass Tetracyclin bei
einer Bestrahlung im UVA Bereich phototoxisch sein kann [SS07]. Auferdem kann
Tetracyclin 'Oy bei UVA Anregung generieren [PMRT02]. Die molekulare Struktur
von Tetracyclin ist in Abbildung 4.6 dargestellt und die Herstellerangaben sind in
Tabelle 4.3 aufgelistet.

Name molekulare Reinheit molekulare Firma
Formel [%] Masse [g/mol]
Tetracychn 022H24N203*H20 98 444.43 Slgma Aldrich
Doxycyclin Cy9HyyNyOg x HC'l 98 512.94 Sigma Aldrich
hyclate *x0.5H50 * 0.5C3HgzO

Norfloxacin Ci6H13F N3O5 98 319.33 Sigma Aldrich
Enoxacin 015H17FN403 95 320.32 Slgma Aldrich
Levofloaxin CisHogF N3Oy 98 361.37 Sigma Aldrich
Azathioprin CoHN,0O5S 98 277.26 Sigma Aldrich
6 Thioguanin CsHsN5S 98 167.19 Sigma Aldrich

Tabelle 4.3.: Ubersicht iiber die untersuchten Medikamente

Doxycycline hyclate

Doxycycline (Struktur: Abbildung 4.6) gehort zu den Tetracyclinen und ist ein
Breitband-Antibiotikum fiir Mensch und Tier [MSGT98|. Doxycycline wird zum
Beispiel zur Behandlung von Atemwegserkrankungen, Infektionen des Magen-Darm-
Trakts, Dermartitis perioale sowie Akne benutzt. Auferdem wird es zur Malaria-
Prophylaxe eingesetzt. Doxycycline kann als Nebenwirkung phototoxisch sein, wobei
sich bei 3 % aller Patienten mit einer Dosis von 100 mg-Tag™! eine Phototoxizi-
tit entwickelt [SS07|. Das Doxycycline 'O, produzieren kann, wurde schon indirekt
nachgewiesen |GS].

Norfloxacin

Norfloxacin (Struktur: Abbildung 4.6) ist ein Breitband-Antibiotikum aus der Fa-
milie der Fluorchinolone, das hauptséchlich zur Therapie von Harnwegsinfektionen
verwendet wird. Norfloxacin wurde 1980 synthetisiert, wobei das Fluor-Atom an
Position 6 die Potenz von Norfloxacin gegen gram-negative Bakterien verbesser-
te [IMEQ9]. Als Nebenwirkung verursacht es Lichtempfindlichkeit. Die Phototoxizitét
von Norfloxacin wird verkniipft mit DNS-Schiaden durch ROS, insbesondere durch
10, [ME09]. Norfloxacin kann 'O, generieren mit einer Quantenausbeute von 0,081
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in Deuterium Oxid Phosphat Buffer Losung [MSC98].
Enoxacin

Enoxacin (Struktur: Abbildung 4.6) ist ein Breitband-Antibiotikum der Fluorchinolon-
Familie, das gegen Harnweginfektionen verwendet wurde, aber inzwischen auf dem
US-Markt nicht mehr erhiltlich ist. Eine Nebenwirkung von Enoxacin ist Phototo-
xizitét, die in Verbindung gebracht wird mit DNS-Schiden durch ROS [UAR™97|.
Enoxacin kann sowohl 'O, als auch Superoxidanionen produzieren [UART97]. In
Deuterium Oxid Phosphat Buffer Losung hat Enoxacin eine 'O, Quantenausbeute
von 0,061 [MSC98|.

Levofloxacin

Levofloxacin (Struktur: Abbildung 4.6) ist ein Breitband-Antibiotikum der Fluorchinolon-
Familie, das in Deutschland zum Beispiel bei bakteriellen Infektionen der Atemwege,

des Magen-Darm-Trakts oder der Harnwege verwendet wird. Eine Nebenwirkung von
Levofloxacin bei oraler Einnahme kann Lichtempfindlichkeit sein [SS07].

Azathioprin

Azathioprin (Struktur: Abbildung 4.6) gehort zu den Immunsuppressiva und un-
terdriickt das Immunsystem [MORT07]. Es wird nach Organtransplantationen zur
Vorbeugung gegen Abstofungsreaktionen des Korpers und zur Behandlung ver-
schiedener Erkrankungen, die mit einer Stérung der Immunreaktion einhergehen
(z.B. multiple Sklerose), verwendet. Es wird auch immer 6fter bei entziindlichen Er-
krankungen, wie chronisch entziindlichen Darmerkrankungen verschrieben [Kar07].
Azathioprin-Patienten, also Langzeitiiberlebende einer Organtransplantation bekom-
men héufig Hautkrebs [MORT07] [OPZ*05]. Im menschlichen Kérper wird Aza-
thioprin umgewandelt in 6-Mercaptopurin, das dann verstoffwechselt wird zu 6-
Thioguanin [ZZS*11]. Die DNA von mit Azathioprin behandelten Patienten ent-
hélt dementsprechend 6-Thioguanin, das Analogon der Guanin-Base, das besonders
schnell oxidiert werden kann [DKO09).

6-Thioguanin

6-Thioguanin (Struktur: Abbildung 4.6) ist ein Analogon der Nukleinbase Gua-
nin und wird auferdem als Arzneistoff in der Chemotherapie zur Behandlung von
Krebserkrankungen verwendet [ZZS*11]. Die Einnahme von 6-Thioguanin fiihrt da-
zu, dass in der DNA Guanin-Basen durch 6-Thioguanin ersetzt werden. Auch die
Einnahme von Azathioprin fiithrt dazu, dass sich 6-Thioguanin anstatt von GGuanin
in der DNA befindet [DK09]. 6-Thioguanin kann im Gegensatz zu Guanin Strahlung
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Abbildung 4.6.: Struktur der verschiedenen untersuchten Medikamente
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4.1. Verwendete Substanzen

im UVA Bereich absorbieren mit einem Absorptionsmaximum bei 342 nm [OPZ105].
Auferdem wird 6-Thioguanin leicht oxidiert, zum Beispiel durch reaktive Sauerstoff
Spezies (ROS) [DKO09]. Aber 6-Thioguanin kann auch als Photosensibilisator fun-
gieren und ROS, insbesondere 'O, durch UVA Anregung erzeugen [ZZST11].

4.1.4. Hautpflegeprodukte

Notation Beschreibung
Cremel Tagescreme mit Vitamin E und Kaktusfeige
Creme?2 Q10 Anti-Falten Tagescreme
Creme3 Nachtcreme mit Olivendl
Creme4d Hautpflegecreme
Creme) Creme fiir Babys mit Mandeldl
Creme6 Q10 Anti-Falten Creme
Creme7 Cell Energy Tageselixier mit LSF 15
Creme8 Hautpflegecreme mit Traubendl
Creme9 Tages- und Nachtcreme
Cremel0 Basissalbe mit weilem Vaseline
Cremell Weifles Vaseline
Cremel2 Creme mit gelben Vaseline
Cremel3 Pflegecreme mit Mandeldl und Glycerin
Sonnencremel Sonnencreme mit Karotin, LSF 6
Sonnencreme2 Markensonnencreme, LSF 20
Sonnencreme3 giinstige Sonnencreme, LSF 20
Sonnencreme4 Anti-ageing Sonnencreme, LSF 20

Tabelle 4.4.: Ubersicht iiber die untersuchten Hautpflegeprodukte

Es wurden auch verschiedene Hautpflegeprodukte (Cremes, Salben, Emulsionen und
Sonnencremes) auf ihre Fihigkeit 'Oy bei UVB-Anregung zu generieren, getestet.
Hautpflegeprodukte werden gewdhnlich topisch angewendet und sollen dann in die
Haut eindringen, wobei die gewiinschte Eindringtiefe von der Wirkung des Hautpfle-
geprodukts abhingt. Anti-ageing Produkte beispielsweise haben als Wirkungsziele
Keratinozyten in der Epidermis und Kollagen in der Dermis, weshalb sie bis in
die Dermis der Haut penetrieren konnen miissen [PLR™12|. Die verschiedenen un-
tersuchten Hautpflegeprodukte wurden durch eine Notation gekennzeichnet und in
Tabelle 4.4 wurden samtliche Notationen mit den dazugehdrigen Beschreibungen des
Hautpflegeprodukts aufgelistet.
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4.1.5. Quencher

Als Quencher bezeichnet man eine Substanz, die angeregte Zustinde in Molekiilen
wie z.B. Sauerstoff deaktivieren kann. Der Quencher geht dabei in einen elektronisch
angeregten Zustand {iber, wiahrend das gequenchte Molekiil in den Grundzustand
iibergeht. Ein 'O, Quencher kann den 'O,-Zustand von Sauerstoff deaktivieren,
wodurch sich die 'O, Abklingdauer verkiirzt. Dies kann als indirekter Nachweis fiir
die tatsichliche Entstehung von 'O, verwendet werden. Mit einem Quencher ist in
dieser Arbeit ein 'Oy Quencher gemeint.

Natriumazid

Als wasserloslicher Quencher wird in dieser Arbeit Natriumazid (NaN3) verwendet,
der eine molare Masse von 65,01 g - mol~! hat und von Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland) mit einer Reinheit von 99 % bezogen wird. In wissrigen Losungsmit-
teln dissoziiert NaNs in ein Natrium-Kation Na® und in das fiir 'O, funktionelle
N3 . NaNj kann sowohl in H,0O, D>0 als auch PBS gelost werden. Es ist ein sehr
effizienter Quencher und die Ratenkonstante fiir 'O, Quenchen in H,O von NalNs
betrigt 0,58 us'mM ! [KilO1].

4.1.6. Siliziumdioxid

Bei verschiedenen Experimenten muss ausgeschlossen werden, dass Streustrahlung
ein 10, Lumineszenz #hnliches Signal erzeugt und zu Verwechselungen fiihrt. Dafiir
werden Experimente mit bestrahlten Streukoérpern in Losungsmitteln durchgefiihrt.
Als Streukérper wird Silizinmdioxid (Si0;) verwendet. SiOs ist in stabiler, fester
Form ein Mineral, das als Quarz bezeichnet wird und Hauptbestandteil von Sand
ist. Si0y ist nur schwer loslich in wissrigen Losungen und ist dadurch bei den
durchgefiihrten Experimenten nicht gelost. SiO, hat eine molekulare Masse von
60,08 g-mol~! und wird mit einer Reinheit von 99 % von Sigma Aldrich bezogen.
Die einzelnen SiOsy Partikel haben eine Gréfe zwischen 0,5 bis 10 pum, wobei 80
% der Partikel nur 1 bis 5 um grok sind. Da die Wellenléinge der zu streuenden
Laserstrahlung im UV-Bereich liegt (280 - 400 nm), sind die Partikel Durchmesser
in etwa in der Gréfsenordnung der Wellenldnge oder grofer. Es handelt sich also um
Mie-Streuuung, die hauptséchlich vorwarts gerichtet ist.
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4.1.7. Losungsmittel

Fiir viele Messungen werden die Substanzen in einem Ldsungsmittel gelost. Die
wasserloslichen Substanzen werden in DO, HoO und PBS gelost, wihrend die fett-
16slichen Substanzen in Ethanol gelost werden.

Name Abkiirzung | Singulett-Sauerstoff | Sauerstoffsdttigung
Abklingdauer [us] [LM]
Deuterium D>0O 67 + 3 [EKMT02] 238 [Bai05|
Oxid
Wasser H,O 3,5 + 0,5 [Bai05] 270 [Bai05|
Ethanol EtOH 14 + 2 [Bai05] 1850 [Bai05]

Tabelle 4.5.: Ubersicht iiber die verschiedenen, verwendeten Losungsmittel

Deuteriumoxid

Deuteriumoxid (D,0) oder schweres Wasser hat eine molekulare Masse von 20.029
g*mol~!. Alle untersuchten wasserldslichen Substanzen konnten in D;O geldst wer-
den. Die 'O, Abklingdauer in DyO betrigt 66 us [Ogi83| bzw. 67 + 3 us [EKM102]
und ist damit ldnger als in H,O. Die Sauerstoffsittigung in D>O kann abgeschétzt
werden, da sie 88 % der Sauerstoffsittigung von H>O entspricht und damit bei 238
puM liegt [Bai05]. Der pD-Wert von DO bei 25 °Celsius entspricht 7,43. Bei Mes-
sungen mit dem XeCl-Excimer Laser sind die Lumineszenz Signale sehr schwach,
weshalb DO anstatt von HsO als Losungmittel verwendet wird, denn die zeitlich
langeren Signale konnen besser ausgewertet werden.

Wasser

Wasser (H,0) hat eine molekulare Masse von 18,0153 g * mol~!. Die 'Oy Abkling-
dauer in H,O ist 3,5 £ 0,5 us [Bai05] und damit kiirzer als in D;O. Um zeitlich
aufgeldste 1O, Signale in H,O zu detektieren, miissen die Messungen also besonders
prazise sein. In unseren Experimenten gehen wir bei luftgeséttigten H,O Losungen
bei Raumtemperatur (20 °C) von einem Sauerstoffsittigung von 270 uM = 100 %
aus. Der pH-Wert von reinem Wasser bei 25 °Celsius entspricht 7.

Ethanol
Ethanol (EtOH) ist bekannt als der Alkohol, welcher in alkoholischen Getrdnken

verwendet wird. Ethanol hat die molekulare Formel Cy HsOH und alle untersuchten
fettloslichen Substanzen konnten in Ethanol geldst werden. Die 'O, Abklingdauer
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in Ethanol betrégt 14 4+ 2 us [Bai05|. Die Sauerstoffkonzentration in Ethanol bei
einer gesiittigten Losung liegt bei 1850 uM [Bai05].

4.2. Herstellung von homogenen und heterogenen
Stoffgemischen

4.2.1. Herstellung von Loésungen

Ein homogenes Gemisch, das aus mindestens zwei chemischen Stoffen besteht, heifst
Losung. Die hier verwendeten Losungen bestehen aus dem zu lésenden endogenen
Photosensibilisatoren und dem entsprechenden Losungsmittel und eventuell noch
einem Quencher z.B. NaN3. Dazu wird die entsprechende Pulvermenge des endo-
genen Photosensibilisator mit einer Analysewaage CP255D (Sartorius, Gottingen,
Deutschland) bis auf 0,01 mg genau unter Zuhilfenahme eines Aluminiumschiffchens
(Weighing Boats, Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) abgewogen. Die Pulvermen-
ge ist so gewihlt, dass eine Stammlésung mit einer bestimmten Konzentration (meist
1 mM) in einem Falcon angeriihrt werden kann. Die entsprechende Menge Losungs-
mittel wird mittels einer Pipette hinzugefiigt. Das Gemisch wird geschiittelt und in
ein Ultraschalbad gegeben, bis sich der Photosensibilisator vollstiandig gelost hat.
Um die jeweils gewiinschte Konzentration an Losung zu erhalten, wird ein Teil der
Stammlésung mit der entsprechenden Menge Losungsmittel verdiinnt.

4.2.2. Bestimmung des pH-Wert einer Losung

Losungen konnen eingeteilt werden in neutrale Losungen, Sduren und Basen. Als
Sauren bezeichnet man Molekiile die Protonen abgeben kénnen und dementspre-
chend Protonendonatoren sind. Und eine Base kann Protonen aufnehmen und ist ein
Protonenakzeptor. Der pH-Wert von H50 ist ein Maf fiir den sauren oder basischen
Charakter einer wassrigen Losung. Er ist definiert als negativer Zehnerlogarithmus
der Wasserstoffionen-Aktivitat. In verdiinnten Lésungen entspricht der pH-Wert in
Nédherung dem negativen Zehnerlogorithmus der Stoffmengenkonzentration H3;O™:
pH = —lg(c(H307) [Atk94].

Bei 25 °Celsius ist der pH-Wert von reinem Wasser 7 (neutral) und bei Kérpertem-
peratur (37 °Celsius) entspricht der pH-Wert von reinem Wasser 6,84 [Atk94]. Es
handelt sich um saure wéssrige Losung wenn der pH-Wert <7 ist und um basische
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wassrige Losung, wenn der pH-Wert >7 ist. Das Losungsmittel DyO) hat bei 25
°Celsius einen pD-Wert von 7,43 (neutral). Fiir die menschliche Haut wurde lange
Zeit angenommen, dass der pH-Wert zwischen 5,0 und 6,0 liegt [LPBT06|. Doch
der pH-Wert der Haut ist abhingig vom Kontakt der Haut mit Seife, Wasser und
kosmetischen Produkten, die meist basisch sind. Neue Messungen vom natiirlichen
pH-Wert der Haut 24h nach dem letzten Kontakt mit Seife, Wasser und kosmetischen
Produkten haben eine pH-Wert der Haut unter 5,0 ergeben [LPB*06] [SABT08|.

Der pH-Wert einer Losung wird mit einem pH-Meter (pH-metro-potenciometro BA-
SIC 20, CRISON Instruments S.A., Barcelona, Spanien) gemessen. Ein pH-Meter
misst den pH-Wert iiber eine Spannungsdifferenz. Ein Glaskolben, der an ein Ma-
nometer angeschlossen ist, wird in die zu messende Losung getaucht. Dieser Kolben
besteht aus einem dufseren Mantel, der Bezugselektrode und einer inneren Mess-
elektrode. Es bildet sich ein elektrisches Potential an der Messelektrode aus, das in
direktem Zusammenhang mit der H*-Ionen Konzentration der Losung steht. Aus
der Potentialdifferenz zur Bezugselektrode entsteht eine elektrische Spannung, die
den pH-Wert abbildet. Das benutzte pH-Meter wird vor jeder Messung kalibriert mit
drei Referenzsubstanzen mit den pH-Werten 7,00, 4,01 und 9,21 und kann pH-Werte
zwischen -2 und 19 mit einer Genauigkeit von 4+ 0,01 messen.

Um den pH-Wert einer Losung zu dndern, muss man Séure oder Base zu der neutra-
len Losung hinzufiigen. In dieser Arbeit werden Tropfen von verdiinnter Schwefel-
sdure (Sigma Aldrich) oder Essigsdure (Sigma Aldrich) in die Losung gegeben, um
einen pH-Wert unter 7 in H,0O zu erreichen. Um eine Lauge zu erzeugen, werden
Tropfen von Natriumhydroxid (Sigma Aldrich) zum Losungsmittel hinzu gegeben.

4.2.3. Herstellung von Proteinlysat und Zelllysat

Der Zerfall einer Zelle durch Schidigung oder Auflésung der dufseren Zellmembran
wird als Lyse bezeichnet und das Ergebnis dieses Zerfalls als Lysat. Um sich langsam
komplizierten Strukturen wie Zellen und Haut anzunéhern, wurde Proteinlysat und
Zelllysat auf seine Fahigkeit Singulett-Sauerstoff zu generieren, untersucht.

Zu einer bestimmten Menge (ca. 6 Millionen) von Zellen (Keratinozyten), die sich
in einem 50 ml Falcon (Greiner Bio-One, Sollingen, Deutschland) befinden, wird 1
ml PBS gegeben und durchgemischt. Die so gewonnene Zellsuspension wird in ein 2
ml Reaktionsgefét (Eppi, Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland) gegeben und
dann bei 3000 Umdrehungen pro Minute fiir 5 Minuten zentrifugiert (Centrifuge
5415 R, Eppendorf Vertrieb, Deutschland). Danach wird der Uberstand mit Hil-
fe einer Pipette entfernt und zu dem zuriickbleibenden Zellpellet wird 500 pl RIPA
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Lysispuffer (Radio-Immunoprecipitation Assay Buffer) gegeben. Das Zellpellet muss
gut resuspendiert werden und danach im Kiihlraum (4 °C) 15 Minuten lang mit 600
Umdrehungen pro Minute geschiittelt werden. Die so gewonnene Losung wird als
Zelllysat bezeichnet und besteht aus Proteinen und den restlichen Zellbestandtei-
len. Sie kann nun verwendet oder fiir spéitere Verwendung eingefroren werden (-20
°C) werden. Fiir die Herstellung von reinem Proteinlysat muss das Zelllysat noch-
mal zentrifugiert werden. Dazu wird die Zentrifuge auf 4 °C runter gekiihlt und
10 Minuten mit 13000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Nun kann man den
Uberstand in ein weiteres 2 ml Reaktionsgefif fiillen. Hierbei handelt es sich dann
um reines Proteinlysat, welches verwendet oder fiir spatere Verwendung eingefroren
werden kann.

4.2.4. Herstellung von Zellsuspensionen

Eine Suspension ist ein heterogenes Stoffgemisch aus einer Fliissigkeit und darin
gleichmifig, fein verteilten Festkérpern.

Bakterien

Um Bakterienversuche durchfiihren zu kénnen, werden Bakteriensuspensionen von
E. coli und S. aureus hergestellt, wobei die Herstellung der Suspensionen fiir beide
untersuchten Bakterien gleich ist. Als erstes werden Bakterien des jeweiligen Bakte-
rienstamm angeimpft. Dabei wird eine Kolonie des jeweiligen Bakterienstamms mit
einer sterilen Impf-Ose aus einem bereits kultivierten Agar-Medium (Miiller-Hinton-
Agar-Medium, Oxoid, Wesel, Deutschland) herausgestrichen und in ein Reagenzglas
mit 5 ml Nahrmedium (Miiller-Hinton-Medium, Oxoid, Wesel, Deutschland) ge-
geben. Ein weiteres Reagenzglas mit 5 ml Ndhrmedium ohne Bakterien dient als
Kontrolle. Fiir ca. 18 Std. werden die Kontrolle und die Bakterienlosungen im Brut-
schrank bei 37 °C vermehrt. Um die Sauerstoffzufuhr im Medium wahrend der Ver-
mehrung zu gewahrleisten, werden die Bakterienlosungen und die Kontrolle auf einer
Riittelplatte mit 180 Umdrehungen pro Minute deponiert. Nach der Vermehrung,
wenn sich die Bakterien in der stationdren Phase befinden, werden die Bakterien-
suspensionen in ein Falkon umgefiillt und fiir 10 Minuten in der Zentrifuge bei 3000
Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Danach wird der Uberstand (Miiller-Hinton-
Medium) mit einer Pipette abgenommen und das iibrig gebliebene Bakterienpellet
mit dem entsprechenden Loésungsmittel resuspendiert. Mit Hilfe des Absorptionss-
pektrometer (siehe Kapitel 4.10) wird die optische Dichte (OD) der Bakterienlosung
bei einer Wellenldnge von 600 nm bestimmt. Uber die OD kann die Bakterienanzahl
in der Losung bestimmt werden. Die Bakterienlosung wird nun solange verdiinnt,
bis die OD bei 600 nm ungefihr 0,6 betragt.
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Keratinozyten

Zur Herstellung von Eukaryonten-Suspensionen werden Keratinozyten (Kapitel 3.2.1),
die am haufigsten in der Epidermis vorkommenden Zellen, verwendet. Die verwen-
deten Keratinozyten (ATCC, Manassas, USA) werden in Gewebekulturschalen (BD,
Heidelberg, Germany) unter Standardkulturbedingungen (37 °C, 8 % C'O,) in Brut-
schrianken geziichtet. Als Kulturmedium wird Dermal Cell Basal Medium (ATCC,
Manassas, USA) mit Keratinozyte Growth Kit und 1 % Penicillin/Streptomycin-
Losung (Gibco, Eggenstein) verwendet. Das Medium wird dreimal pro Woche ge-
wechselt. Zur Zellernte wird der Uberstand abgesaugt und die Keratinozyten mit
PBS gespiilt. Danach werden die Zellen mit Trpsin-EDTA (ATCC, Manassas, USA)
in PBS fiir wenige Minuten bei 37 °C inkubiert. Dadurch soll das Ablosen der Zel-
len vom Kulturflaschenboden erreicht werden. Die Trypsinaktivitdt wird durch die
Zugabe von Trypsin Neutralizing Solution gestoppt. Zur Trennung der abgeltsten
Zellen vom Uberstand wird dieser samt der abgelosten Zellen mit einer Pipette
abgenommen und in ein 50 ml Reaktionsgefifs gegeben. Dies wird nun mit 1200
Umdrehungen /Minute fiir 5 Minuten zentrifugiert. Danach wird der Uberstand mit
einer Pipette abgesaugt. Nun wird das verwendet Losungsmittel PBS hinzugefiigt
und resuspendiert und in der Neubauer Zahlkammer gezdhlt. Die Zellsuspensionen
hatten eine Konzentration von 5 bis 7x10° Zellen pro Milliliter Suspension.

4.3. Herstellung von Schweinehautpriparaten

Die Schweinehaut wurde von einem Metzger (Stierstorfer, Wenzenbach, Deutsch-
land) bezogen, direkt nach dem Schlachten abgeholt und dann entsprechend weiter-
verarbeitet. Zuerst werden mit einem Langhaar-Rasierer die Borsten auf der Hauto-
berfliche abrasiert. Um letzte abrasierte Borstenreste zu entfernen, wird die Schwei-
nehaut mit Wasser abgespiilt. Danach wird die an die Dermis anschliefsende Fett-
schicht mit einem Skalpell (Feather Safety Razor Co. Ltd, Osaka, Japan) erst grob
entfernt und danach noch abgeschabt, bis man {iberall die Dermis-Schicht erkennen
kann. Nun wird die Schweinehaut abgewaschen, um letzte Fettreste zu entfernen
und dann in eine grofe Petrischale (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland),
die mit PBS gefiillt ist, gebettet. In einer separaten trockenen Petrischale schneidet
man mit einem Skalpell den Rand (ca. 2 mm) des grofen Schweinehautstiick ab. Die
Schweinehaut wird mit der Epidermis nach oben in eine mit PBS gefiillte Petrischale
gelegt, um die Epidermis mit 70 % Ethanol-Losung mindestens 30 Sekunden lang zu
desinfizieren. Danach zerteilt man die Schweinehaut in gleich grofe Schweinehaut-
stiicken von ca. 2x2 c¢m, die in mit PBS gefiillte Petrischalen (94 mm Durchmesser,
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) gebettet werden. Nun wird Agarlo-
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sung hergestellt, indem man 1,5 g Agar (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
abwiegt (Analysewaage CP255D, Sartorius, Gottingen, Deutschland) und mit 150
ml destilliertem Wasser mischt. Diese Losung wird in einem hitzebestindigen Ge-
fafs in die Mikrowelle gestellt und bis zum aufkochen erhitzt. Zur abgekiihlten (ca.
25-40 °C) Agar-Losung gibt man 16,68 ml HEPES-Puffer. Der HEPES-Puffer (pH
von 7,55) wurde aus 40g NaCl (Natriumchlorid), 1,5 g KCI (Kaliumchlorid), 11,9 g
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonséure), 10 g Glucose und
450 ml destilliertem Wasser hergestellt. Nun werden die Schweinehautstiickchen ein-
zeln in kleine Petrischalen (60 mm Durchmesser, Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland), mit der Epidermis nach oben schauend, gelegt und die handwarme
Agar-HEPES-Puffer Losung dazugegeben, bis die Seitenrdnder der Schweinehaut
bedeckt sind, aber die Epidermis noch unbedeckt bleibt. Nachdem die Agar-Hepes-
Puffer Losung sich verfestigt hat (ca. 2 Minuten) liegt die Schweinehaut fest in der
Petrischale und kann in den Laseraufbau eingebaut werden.

4.4. Herstellung von Hautpraparaten

Gesunde Hautstiicke (perildsionale Haut), die in der Dermatologie der Uniklinik
Regensburg operativ entfernt wurden, werden nach der OP in eine Kochsalzlosung
gegeben und am selben Tag zu Hautpriparaten weiterverarbeitet, wenn sie eine
Mindestgroke von 1 em? hatten. Zuerst werden die Hautstiicke in mit PBS gefiillte
Petrischalen (94 mm Durchmesser, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland)
gebettet und gereinigt. Danach wird die an die Dermis anschliefende Fettschicht mit
einem Skalpell (Feather Safety Razor Co. Ltd, Osaka, Japan) erst grob entfernt und
danach noch abgeschabt, bis man iiberall die Dermis erkennen kann. Die von der
Fettschicht befreiten Hautstiickchen werden wieder in eine mit PBS gefiillte Petri-
schale gegeben und gewaschen. Nun wird eine Agarlosung hergestellt (siehe Kapitel
4.3). Jedes Hautstiick wird mit der Epidermis nach oben in eine kleine Petrischa-
le (60 mm Durchmesser, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) gelegt. Die
handwarme Agar-HEPES-Puffer Lésung wird dazugegeben, bis die Seitenrinder der
Hautstiicken bedeckt sind, aber die Epidermis noch unbedeckt bleibt. Nachdem die
Agar-Hepes-Puffer Losung sich verfestigt hat (ca. 2 Minuten) liegt die Haut fest in
der Petrischale und kann in den Laseraufbau aus Kapitel 4.7 eingebaut werden.
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4.5. Immunhistologische Farbung von MMP-1

Aus einer Hautprobe (Spindelecke) wird eine Stanze (Stiefel Laboratorium GmbH,
Offenbach am Main, Deutschland) von einem 3 mm? Durchmesser herausgestochen,
in Formalin fixiert und bei Raumtemperatur gelagert. Die iibrige Hautprobe wird
in eine Petrischale mit HEPES-Agar eingebettet (Kapitel 4.4). Diese Petrischale
kann in den Messaufbau (Kapitel 4.7) eingebaut werden und mit dem Laser bei den
Wellenldngen 308 nm, 320 nm und 355 nm mit verschiedenen UV-Dosen bestrahlt
werden. Danach wird die Petrischale mit der Hautprobe fiir 24 Stunden in einen
Brutschrank (37 °Grad, hohe Luftfeuchte) gelegt. Nach 24 Stunden im Brutschrank
wird eine weitere 3 mm? Stanze aus der Probe entfernt, in Formalin fixiert und bei
Raumtemperatur gelagert.

Danach erfolgt die Einbettung von beiden Gewebeproben in Paraffin. Dazu werden
die Gewebeproben iiber Nacht entwéssert und dann in einen Paraffin-Block eingebet-
tet, indem sie mit heikem Paraffin iibergossen werden. Die Paraffin-Blocke werden
mit einem Microtome (Microm International, Walldorf, Deutschland) bei Raumtem-
peratur in 3 pum breite Schnitte geschnitten. Die Schnitte werden mit einer Pinzette
in ein ca. 40 °C warmes Wasserbad mit destilliertem Wasser gegeben, danach auf
einen beschrifteten, superfixierenden Objekttrager (Superfrost Plus, Thermoscien-
tific) gelegt und iiber Nacht getrocknet. Die Objekttriger werden bis zur Farbung
bei Zimmertemperatur gelagert. Die immunhistologische Farbung nach MMP-1 wird
mit dem Kit ZytoChem Plus HRP-Kit Rabbit (ZYTOMED Systems GmbH, Berlin,
Deutschland) iiber Nacht durchgefiihrt. Fiir die Gegenfarbung wird Mayers’s Ha-
malaun verwendet. Die fertigen Proben konnen jetzt mit einem Mikroskop (Axiostar
plus, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen, Deutschland) betrachtet werden.

4.6. Messaufbau mit XeCl-Excimer Laser

Der fiir den Nachweis von 'Oy Erzeugung verwendete Messaufbau ist in Abbildung
4.7 dargestellt. Fiir die optische Anregung wird ein XeCl-Excimer Laser (Medolas,
Max 20), der Strahlung bei einer Wellenldnge von 308 nm emittiert, verwendet.
Alle Excimerlaser sind gepulste Laser, wobei die fiir die Experimente verwendete
Laserpulsenergie 1 mJ betragt und die Wiederholrate des Lasers 150 Hz ist.

Die emittierte Laserstrahlung wird durch einen Lichtleiter direkt auf die Probe, die
sich in einer Quarzglas-Kiivette befindet (QS-101, Helma Optik, Jena, Germany),

geleitet. Die in der Kiivette erreichte Laserintensitit betrigt 7 £ 1 mW - cm™2,
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Nz 77°K

‘ Verstarker D
Photomultiplier -
Probe 1570 nm 5 _

NIT: (Hamamatsu)

Startsignal

XeCl-Excimer Laser
308 nm
150 Hz

Abbildung 4.7.: Messaufbau mit dem XeCl-Excimerlaser

wobei 2 ecm? der Kiivette ausgeleuchtet werden. Das 'O, Lumineszenzsignal wird
aus einer Riickwértsrichtung in Bezug auf den Anregungsstrahl detektiert. Die Lu-
mineszenzstrahlung wird auf die aktive Fliche eines Photomultipliers (R5509-42,
Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herrsching) abgebildet. Vor dem Pho-
tommultiplier ist ein 600 nm Cut-off Filter eingebaut, um ein besseres Signal-Rausch
Verhéltnis zu erhalten. Um das Lumineszenzsignal abhéngig von der Wellenldnge zu
bestimmen, werden Interferenzfilter (siche Tabelle 4.6) mit verschiedenen maxima-
len Transmissionen, die eine Bandbreite von 10 nm haben, verwendet. Diese werden
nacheinander in den Messaufbau eingebaut und mit jeden Interferenzfilter wird ein
Lumineszenz Signal detektiert. Die aktive Fliche (3x8 mm?) der InP/InGaAsP-
Kathode des Photomultipliers muss auf -80 °C gekiihlt sein, um das thermische
Rauschen zu verringern. Dies geschieht durch fliissigen Stickstoff (Ny, 77°K). Die
vom Photomultiplier detektierten Lumineszenzsignale werden durch einen Verstér-
ker (HFAC-26GHz White Band Amplifier, Becker & Hickl GmbH, Berlin, Deutsch-
land) elektronisch verstirkt und dann an die Messkarte im PC weitergeleitet. Die
Messkarte mit einer maximalen Zeitauflosung von 1 ns misst die Zeit zwischen dem
Startsignal des Laserpulses und dem Lumineszenzsignal des Photomultipliers. Um
den zeitlichen Verlauf der 'O, Lumineszenz zu bestimmen, wird das Verfahren des
Einzelphotonzihlens (single photon counting) verwendet. Zur Erfassung eines zeit-
lich aufgelosten O, Signals werden die Lumineszenzphotonen von 5000 Laserpulsen
aufsummiert.
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zentrale Wellenldnge | 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

Tabelle 4.6.: Ubersicht iiber die verwendeten Interferenzfilter [Regl0]

4.7. Messaufbau mit dem abstimmbaren
Lasersystem

Fiir die Untersuchung von 'O, Erzeugung durch UV-Strahlung, sowohl im UVB, als
auch im UVA-Bereich, wurde ein abstimmbares Lasersystem erworben und in den
bestehenden Messaufbau integriert. Der Messaufbau ist schematisch in Abbildung
4.8 dargestellt. Das zur Anregung der Proben verwendete abstimmbare Lasersystem
basiert auf einem Nd:YAG Pumplaser (NL220). Dieser erzeugt einen Laserstrahl mit
einer Wellenlédnge von 1064 nm, der durch Second Harmonic Generation (SHG) und
Third Harmonic Generation (THG) frequenzverdoppelt (532 nm) und frequenzver-
dreifacht (355 nm) wird. Der Pumplaserstrahl hat also eine Wellenléinge von 355
nm, eine Pulsdauer von ungefdhr 7 ns und eine Pulsenergie kleiner 3,15 mJ bei einer
Repetitionsrate von 1 kHz. Dieser Laserstrahl wird geteilt, wobei er entweder zum
Laserausgang fiir 355 nm oder in den Optischen Parametrischen Oszillator (OPO)
geleitet wird. Der OPO besteht aus zwei Bariumborat-Kristallen (Typ II), die sich
durch eine besonders hohe Nichtlinearitdt auszeichnen und einem Resonator aus zwei
Spiegeln. Ein Optischer Parametrischer Oszillator kann Laserstrahlung iiber einen
weiten Spektralbereich abstimmbar machen, indem der Anregungslaserstrahl (355
nm) auf einen nichtlinearen Kristall trifft, was zu einer Abwértskonvertierung der
Anregungsfrequenz (wy) in zwei Strahlen mit niedrigerer Frequenz, der Signalfre-
quenz (w,) und der Idlerfrequenz (w;) fiithrt, unter Erfiilllung der Energieerhaltung
(wa—wstw;) |[EZ11]. Um die Signal- und Idlerfrequenz zu verstirken, miissen die
optischen Wellen in Phase gehalten werden (A =Fk4-ks-k;=0). Durch die Drehung
des Kristalls kann diese Phaseniibereinstimmungsbedingung geéndert werden und
die Signal- und Idlerfrequenz kénnen iiber einen weiten Spektralbereich abgestimmt
werden [EZ11]. Der zweite Kristall ist ntig, um den Strahl wieder in die gewiinsch-
te Richtung zu leiten. Der im Lasersystem vorhandene OPO erzeugt Laserstrahlung
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von 400 nm bis 2600 nm mit einer Effizienz von 20 %. Wenn Frequenzen im UV-
Bereich erwiinscht sind, wird die Strahlung aus dem OPO weitergeleitet an SH1
(Second Harmonic) oder SFG (Sum Frequency Generation), welche beide aus einen
Typ I Bariumborat-Kristall bestehen. Der SH1-Kristall erzeugt die Second Harmonic
des OPO-Signals und deckt den Wellenldngenbereich von 225 nm - 299 nm ab. Der
SEFG-Kristall erzeugt die Frequenzsumme des OPO-Signals und ist fiir die Wellenlén-
gen von 300 nm bis 399,95 nm zustidndig. Fiir die Generation einer Frequenzsumme
werden zwei Eingangssignale benotigt, das OPO-Signal (co;) und Laserstrahlung
vom Nd:YAG Laser (wsy, 1064 nm), um Strahlung mit héheren Frequenz zu erhal-
ten (cw3=w;+ws). Die Bariumborat-Kristalle sind wasseranziehend und miissen auf
einer konstanten Temperatur von ca. 50 °C gehalten werden.

Nd:YAG Laser \
(355 nm, Puls- —| SHG | THG
dauer von 7 ns)
355 nm é
/ J_ - | OPO y
210 - 2600 nm (%gl;l:n;lnd gfrr?nen- (Optischer Parame- 7
Harmonic) frequenz- trischer Oszillator
erzeugung) mit 2 Kristallen)

Photomultiplier Verstirker
1270 nm (Hamamatsu) -
Probe |
| "_’,
N, 77°K PC - single photon

counting

Abbildung 4.8.: Messaufbau mit dem abstimmbaren Lasersystem

Per PC-Steuerung kann die gewiinschte Ausgangswellenlinge zwischen 210 nm und
2600 nm gewahlt werden, die dann am Laserausgang emittiert und durch Spiegel auf
die zu bestrahlende Probe, die sich in einer Quarzglaskiivette (QS-101, Helma Optik,
Jena, Germany) befindet, geleitet wird. Die Ausgangsleistung des Lasers ist abhén-
gig von der emittierten Wellenldnge (z.B. 290 nm: 15 mW, 310 nm: 61,8 mW, 350
nm: 45,2 mW). Das Lumineszenzsignal wird mit einem Photomultiplier (siehe oben),
dessen aktive Fliche auf -80°C gekiihlt wurde, detektiert. Die vom Photomultiplier
detektierten Lumineszenzsignale werden wieder durch den Verstédrker elektronisch
verstirkt und dann an die Messkarte im PC weitergeleitet. Diese Messkarte hat eine
maximale Zeitauflosung von 100 ps und misst die Zeit zwischen dem Startsignal,
erzeugt durch einen Triggerausgang an der Lasersteuerung, und den auf dem Pho-
tomultiplier auftreffenden 'O, Lumineszenzphoton. Um den zeitlichen Verlauf der
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10, Lumineszenz zu bestimmen, wird wieder das Verfahren des Einzelphotonzih-
lens (single photon counting) verwendet. Dazu wird jedes auf dem Photomultiplier
detektierte Photon in Abhéngigkeit vom zeitlichen Abstand zum Startsignal des La-
serpulses erfasst. Die Anzahl der Kanéle mit der gemessen wird und die zeitliche
Breite eines Kanals werden vor der Messung festgelegt. Die Zeitspanne nach dem
Startsignal kann durch das Produkt der Kanalanzahl und der Kanalbreite bestimmt
werden. Die detektierten Photonen erh6hen also abhéngig vom zeitlichen Abstand
zum Startsignal den Zihler des entsprechenden Kanals um eins. Diese Einzelmes-
sung wird nun wiederholt und die statistische Verteilung der detektierten Photonen
wird zur Weiterverarbeitung in einer ASCII-Datei gespeichert.

4.8. Auswertung der Messergebnisse

Zeitaufgeloste Messung:

Die mit der Single-Photon-Counting-Messkarte gemessenen Daten werden automa-
tisch als ASCII-Files auf dem PC gespeichert. Um die Daten weiter zu bearbei-
ten und auszuwerten, wird das Auswerteprogramm Mathematica (Mathematica 8.0,
Wolfram Research, Champaign, USA) verwendet. Um die Counts pro Kanal darzu-
stellen, miissen die gemessenen Zeiten durch die Zeitauflosung At der Kanéle geteilt
werden. Danach kann man je nach Héhe und Qualitdt des Messsignals iiber mehrere
Kanile aufsummieren, um ein besser auswertbares Signal zu erhalten. Nun bestimmt
man, ab welchem Kanal das Hintergrundrauschen beginnt und zieht das mittlere
Hintergrundrauschen vom Signal ab. Zum fitten wird ein Fitbereich ausgewahlt, in-
dem Mathematica versucht mit der Levenberg-Marquard-Fitroutine die Abweichung
zwischen den Messpunkten und der Fitkurve zu minimieren. Die Lavenberg-Marquet
Fitroutine die Mathematica verwendet, lautet:

z—x( )

Ny=A-(etr —e ) (4.1)

Die Parameter A, xg, t; und ¢, werden von einem vorgegebenen Startwert aus so lan-
ge variiert, bis die mittlere Abweichung zwischen den Messpunkten und der Fitkurve
minimal ist. Die mittlere quadratische Abweichung wird dann spéter unter dem aus-
gewerteten Signal dargestellt und deren Symmetrie zur eingezeichneten Achse besté-
tigt, dass die Fitparameter richtig gewahlt wurden. In Abbildung 4.9 ist ein typisches
Messsignal einer Lumineszenzmessung mit Fitkurve und der darunter dargestellten
mittleren quadratischen Abweichung abgebildet. Bei der Fitroutine in Mathematica
werden nicht die Raten 8; und fy verwendet (siehe Kapitel 3.5.1), sondern direkt die
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Zeiten t1=tp=1/p und to=tp=1/p, welche die Anstiegs- (rise time) und Abkling-
zeit (decay time) darstellen. Uber die von Mathematica errechneten Werte fiir #; und
to konnen dann die Raten 5, und Sy bestimmt werden. Der Parameter x, verschiebt
die Fitkurve horizontal beziiglich der Messkurve, um den Beginn des Lumineszenzsi-
gnals moglichst genau zu ermitteln. Aukerdem wird noch das Integral der Fitkurve,
welches proportional zur Lumineszenzenergie ist, berechnet und angegeben.

10 yM TMPyP in Wasser, 308 nm Anregung

1000 | t
t

Counts

Counts

tlus]

Abbildung 4.9.: Ein Lumineszenzsignal von TMPyP in Wasser

Spekralaufgeldste Messung:

Hierzu werden zeitaufgeloste Messungen mit unterschiedlichen Interferenzfiltern im
Spektralbereich 1150 nm - 1400 nm, welche in Tabelle 4.6 nidher beschrieben wur-
den, detektiert. Alle Messungen werden als ASCII-Files auf dem PC gespeichert. Um
die verschiedenen Messreihen in einer Datei weiterzuverarbeiten wird das Auswert-
programm Mathematica (Mathematica 8.0, Wolfram Research, Champaign, USA)
verwendet. Dort kann man die detektierten Daten fiir jeden Interferenzfilter einlesen.
Fiir jede Einzelmessung wird der Laserpuls ermittelt, um dann iiber alle detektierten
Photonen nach dem Laserpuls zu summieren. Die Summe aller Photonen wird fiir je-
den Interferenzfilter berechnet. Danach werden die Summen gegen die Wellenlangen
der Interferenzfilter aufgetragen und mit einer Lorenzfunktion gefittet.
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3 1
Spiegel / 1 I
1
L Filter I
(Filter) (1064 nm)

Kihlsystem

dunkler Probenraum

Abbildung 4.10.: schematischer Messaufbau zur 'O Lumineszenz Messung

4.9. Messung der Singulett-Sauerstoff Lumineszenz
in Barcelona

Auch am Institut Quimic de Sarrid, Universidad Ramon Llull in Barcelona in der
Arbeitsgruppe von Prof. Santi Nonell werden 'O, Lumineszenz Signale und Quan-
tenausbeuten durch die Messung von zeitaufgeloster Lumnineszenz im Infrarotbe-
reich (1275 nm) bestimmt. Der benutze Messautbau ist schematisch in Abbildung
4.10 dargestellt.

Der zur Anregung der Proben benutzte Laser ist ein Dioden-gepumpter Nd:YAG
Laser (FTSS355-Q), Crystal Laser, Berlin, Deutschland), der eine Pulsrepeditions-
rate von 10 kHz hat. In dieser Arbeit werden emittierte Laserpulse bei 355 nm mit
einer Laserleistung von 5 mW und einer Laserpulsenergie von 0,5 pJ pro Puls fiir
die Anregung der Proben verwendet. Um infrarote Strahlung der Laseremission bei
1064 nm auszuschliefsen, ist ein Filter (Edmund Optics, York, Grofsbritannien) nach
dem Ausgang des Nd:YAG Lasers in den Laserstrahl eingebaut. Ein weiterer Fil-
ter zur Verringerung der anregenden Laserleistung kann optional eingebaut werden.
Durch einen verstellbaren Spiegel wird der Laserstrahl durch eine schmale Offnung
in den Probenraum geleitet, der durch einen Deckel geschlossen und dadurch ab-
gedunkelt werden kann. Im dunklen Probenraum wird der Laserstrahl durch eine
Linse auf die in der Mitte des Raumes positionierte Probe fokussiert. Die von der
Probe emittierte Lumineszenz wird in einem rechten Winkel zum Laserstrahl de-
tektiert. Durch eine spezielle Optik an Linsen und einen Filter bei 1275 nm (CVI
Laser Optics Melles Griot, Alburqueque, USA) werden die 'Oy Lumineszenz Photo-
nen zur Detektionseinheit geleitet. Detektiert werden die Lumineszenzphotonen von
einem infrarotempfindlichen Photomultiplier (Model H9170-45, Hamamatsu Photo-
nics, Japan). Durch ein Vakuum-Kiihlsystem wird dieser Photomultiplier auf - 60
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°C abgekiihlt. Der Photomultiplier arbeitet in einem Photon-Counting Modus und
das Signal des Photomultipliers wird an einen PicoQuant Nanoharp 250 Mehrkanal-
Impulsmesser (PicoQuant, Berlin, Deutschland) geleitet. Der PicoQuant Nanoharp
250 hat 262144 Kanile mit einer minimalen Kanalbreite von 4 ns. Fiir die Messun-
gen in dieser Arbeit werden 1064 Kanile mit einer Kanalbreite von 64 ns gewé&hlt.
Die Messzeit fiir ein Lumineszenz-Signal wird so gewahlt, dass das Signal-Rausch
Verhéltnis optimal ist.

Auswertung der Messergebnisse und Bestimmung der 'O, Quantenaus-
beute

Die mit PicoQuant gemessen zeitaufgelosten Photon-Histogramme werden am Com-
puter mit PicoQuant FluoFit 4.0 weiter ausgewertet. en zeitaufgelosten Photon-
Histogramme werden am Computer mit PicoQuant FluoFit 4.0 weiter ausgewertet.
Wenn die Abklingdauer vom 'O, grofer ist, als die Abklingdauer vom Triplett-
Zustand des Photosensitizers, dann ist die Rate 8, = % und f; = % Der zeitliche

Verlauf des bei 1275 nm gemessenen Lumineszenz-Signals ldsst sich nun mit der
folgenden Formel fitten, um Anstiegs- und Abklingdauer des Signals zu ermitteln:

—t =t

Sp=A-(ea —e™) (4.2)

Wobei A die Amplitude des Signals bei t — 0 ist, 7o die Abklingdauer von 'O,
und 7, die Abklingdauer vom Triplett-Zustand des Photosensibilisators ist. Die
Quantenausbeute ®5 von 'O, ist die Anzahl von generierten 'O, Molekiilen pro
vom Photosensibilisator absorbierten Photonen. Die 'O, ® ist proportional zu der
Amplitude des 'O, Signals, fiir die gilt:

TA

A=k Oy =Dy - « Eaps (4.3)

TA —Tny

Die 'O, Lumineszenz kann iiber den Vergleich der Amplituden der 'O, Signale mit
einer Referenzsubstanz bestimmt werden. Wenn die Referenzsubstanz und die zu
untersuchende Substanz dieselbe absorbiert Energie E,;, haben, gilt fiir ®A:

P e
Pl = plies. AT 4.4
AR ART () 44
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4.10. Absorptionsmessungen

Ein Molekiil kann durch seine chemische Struktur, die zu charakteristischen Energie-
niveaus fiihrt, charakterisiert werden. Ein Molekiil absorbiert nur dann, wenn es auf
Strahlung mit geeigneter Energie bzw. Wellenldnge trifft. Die Energiezufuhr sorgt
dafiir, dass das Molekiil angeregt und in einen energiereicheren Zustand iiberfiihrt
wird. Darum kann man ein Molekiil durch sein Absorptionsspektrum charakterisie-
ren. Um die Absorption eines Molekiils zu messen, wird es in einem geeigneten Lo-
sungsmittel gelost und in eine Kiivette transferiert. Die Absorptionsspektren werden
mit einem Einstrahl-Spektralphotometer (DU600, Beckmann Instruments GmBH,
Miinchen, Deutschland) erstellt, das Strahlung in einem Wellenldngenbereich von
190 nm bis 1100 nm emittieren kann. Um die Transmission der gelosten Molekiile
zu bestimmen, muss eine Kiivette mit dem entsprechenden Losungsmittel (Blanc)
vorher ausgemessen und als Offset von der Messung der Molekiillésung subtrahiert
werden. Der Transmissionswert T ist in Prozent gegeben und die Absorption A des
Molekiils kann berechnet werden mit A = 100 % -T.

Mit dem Spektralphotometer kann auch der Absorptionswirkungsquerschnitt o, also
die Wahrscheinlichkeit mit der Photonen absorbiert werden, bestimmt werden. o ist
eine Materialkonstante und konstant fiir verschiedene Konzentrationen eines gelts-
ten Molekiils. Eine Anderung fiihrt zu der Annahme, dass das Molekiil aggregiert,
beispielsweise eine Dimerisation durchléduft oder eine andere wechselseitige Beein-
flussung stattfindet. o ergibt sich aus dem Lambert-Beerschen Gesetz T' = =7V,
Dabei ist d die Dicke der Kiivette und N die Anzahl der Teilchen pro Volumeneinheit.
o kann somit beschrieben werden durch die Formel:

(4.5)

Fiir N lisst sich N = N4 -c einsetzen, wobei N4 [mol™!] die Avogadro-Konstante und
¢ [mol] die Stoffmengenkonzentration des untersuchten Molekiils ist. Damit ergibt
sich fiir o:

In(T)

- 4.
NA'd'C ( 6)

g =

Mit der mit gemessenen Transmission T, der Stoffmengenkonzentration des unter-
suchten Molekiils ¢ und der Dicke der Kiivette d lasst sich also o ermitteln.
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In Barcelona wird ein Spektrometer (UV-Vis-NIR Varian Cary 60001 Spectrophoto-
meter) benutzt, um Absorptionsspektra zu messen.

4.11. Messung der Photostabilitat

Geloste Molekiile konnen sich, wihrend sie mit UVB Strahlung beleuchtet werden,
chemisch verdndern, z.B. durch Photooxidation. Das chemisch verdnderte Molekiil
kann vollig andere Eigenschaften haben als das urspriingliche, wie ein verdndertes
Absorptionsverhalten oder eine unterschiedliche 'O, Quantenausbeute. Darum wird
die Photostabilitdt der Molekiile bei UVB Bestrahlung ebenfalls untersucht.

Bestrahlung mit UVB-Lampe

Wenn ein Molekiil bei UVB Bestrahlung nicht stabil ist, dann kénnen die Ande-
rungen im Absorptionsspektrum und die méglichen resultierenden Anderungen in
der chemischen Struktur des Molekiils analysiert werden. Fiir die UVB Bestrahlung
wird ein FLX-20M Transluminator (Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland) be-
nutzt. Die vier UVB Lichtrohren des Transluminators haben einen Output von 8
Watt und ein Emissionsmaximum bei 312 nm. Die endogenen Molekiile werden in
den entsprechenden Losungsmitteln gelost und die Lésung in eine Kiivette trans-
feriert. Der Transluminator hat eine Schublade, in die die abgedichteten Kiivetten
hineingelegt und beleuchtet werden. Die UVB Dosis, die die Kiivette erreicht, kann
am Transluminator in J - cm ™2 justiert werden. Die ganze Kiivette wird mit dieser
UVB Dosis gleichméfig von einer Seite beleuchtet. Als geringe UVB-Dosis wird z.B.
0,27 J-em™2, die ungefihr 1 MED bei 312 nm entspricht [YCH'81|, ampliziert. Eine
hohe UVB-Dosis ist z.B. eine UVB-Wochendosis (6,62 J - em™2 [FJG02|). Fiir die
eingestrahlte UVB-Dosis wird ein Fehler von 1 % angenommen. Vor und nach der
UVB Bestrahlung wird mit dem Spektrometer das Absorptionsspektrum des gelos-
ten Molekiils bestimmt, um die méglichen Verdnderungen im Absorptionsverhalten
und damit in der Molekiilstruktur zu entdecken. Ein Molekiil gilt als photostabil fiir
eine UVB Dosis, wenn sich das Absorptionsspektrum im gesamten Spektralbereich
nicht verdndert bei einer Bestrahlung mit dieser UVB Dosis.
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4.12. Fluoreszenz und Phosphoreszenz Messungen

Um die Fluoreszenz Anregungs- und Emissionsspektra eines Molekiils zu bestimmen
wird das Fluorimeter (Fluoromax-4 Spectrofluorometer, Horriba Scientific, Edison,
New Jersey, USA) der Arbeitsgruppe von Prof. Santi Nonell am Institut Quimic de
Sarria, Universidad Ramon Llull in Barcelona verwendet. In Abbildung 4.11 ist der
schematische Aufbau dieses Fluorimeter abgebildet.

Xe-Lampe |

Probe
| in Kuhlsystem

Abbildung 4.11.: Der schematische Aufbau des Fluorimeters

Die Probe, die sich in einem schmalen Glaskolben in der Mitte des abdunkelbaren
Probenraums befindet, wird mit einer 150 Watt Xe-Lampe angeregt. Der Strahl der
Lampe kann durch einen Spalt rdumlich begrenzt werden. Mit dem Anregungsmo-
nochromator wird die Anregungswellenldnge zwischen 200 und 950 nm festgelegt.
Der Anregungsstrahl trifft auf die Probe und regt diese an. Die Fluoreszenz wird in
einem rechten Winkel zum Anregungsstrahl gemessen. Die Fluoreszenz oder gege-
benenfalls Phosphoreszenz trifft zuerst auf einen Emissionsmonochromator, durch
den die Emissionswellenlange festgelegt ist und wird dann am Detektor mit Photon-
Zahl-Modus detektiert. Der Detektor kann Photonen zwischen 185 und 840 nm de-
tektieren. Es konnen die Fluoreszenz und/oder Phosphoreszenzphotonen bei Zim-
mertemperatur oder bei 77 Kelvin detektiert werden. Um die Probe auf 77 Kelvin
runter zu kiihlen, wird fliissiger Stickstoff in die Kiihleinrichtung geschiittet.

Um die Fluoreszenz Quantenausbeute zu bestimmen wird Quinine Sulfate in 1N
H,50, als Standard Referenz benutzt mit einer Quantenausbeute von 0,546 [Eat98].
Quinine Sulfate wird so in 1IN H,S50, gelost, dass es die gleiche optische Dichte bei
der Anregungswellenléinge hat, wie die zu untersuchende Substanz. Nun wird mit
dem Fluorimeter das Emissionsspektrum der Fluoreszenz fiir die Substanz und fiir
die Referenz fiir dieselbe spektrale Breite bestimmt. Mit der folgenden Formel kann
danach die Fluoreszenz Quantenausbeute der unbekannten Substanz ¢, bestimmt
werden [Eat98]:
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A Fyn?
A - bg (4.7)

s

Gu =

Mit der Fluoreszenz Quantenausbeute der Referenz ¢g, der optischen Dichte A,
dem Brechungsindex des Losungsmittels n (Wasser: 1,333; H2S0,: 1,418) und der
integrierten Flache des Fluoreszenzemissionsspektrums F.

4.13. Optoakustische Spektroskopie

Die Laser-induzierte optoakustische Spektroskopie (LIOAS) beruht auf dem op-
toakustischen Effekt, der besagt, dass Lichtenergie in akustische Energie (Schall)
umgewandelt werden kann. In Abbildung 4.12 ist schematisch dargestellt, wie durch
einen Laserstrahl eine Druckwelle entsteht, die dann detektiert werden kann und an
einem Oszilloskop sichtbar gemacht wird.

(A)

l_.___ : Oszilloskop

z
[==]
[=]
=]

Signal [pValt]

Laserstrahl ‘

akustische
Welle

piezoelektrischer
Sensor

Kivette

Zeit [ps]

Abbildung 4.12.: In (A) ist schematisch die Detektion einer laserinduzierten Druckwelle

dargestellt und in (B) ein auf dem Orzilloskop betrachtetes optoakusti-
sches Signal von BBBN

In der Arbeitsgruppe von Prof. Santi Nonell (Institut Quimic de Sarria, Barcelona)
wird ein Nd:YAG Laser Laser (Surelite 1-10, Continuum, Santa Clara, Kalifornien,
USA) bei seiner dritten Harmonischen (355 nm) zur Anregung der Proben ver-
wendet. Der Laser hat eine Repeditionsrate von 10 Hz und die Pulse haben eine
Pulsbreite von 5 ns und eine Energie von 1 bis 10 mJ/Puls. Die Laserenergie wird
durch Filter und Spalte reduziert, so dass die maximale Energie, die die Probe er-
reicht, 0,00072 J = 100 % betragt. Durch den Laserstrahl werden die Molekiile in der
Losung angeregt und konnen ihre Energie durch verschiedene strahlende oder nicht-
strahlende Ubergiinge wieder abgeben. Die eingestrahlte Laserenergie E, kann bei
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nicht-strahlenden Ubergingen als Wirme an das Medium oder bei strahlenden Pro-
zessen als Fluoreszenz oder Phosphoreszenz abgeben werden. Fiir E, gilt [BH92|:

E.=a-E, +®p-Ep+ &, By (4.8)

Der erste Term gibt den Anteil o von FE, wieder, der als Warme an das Medium
abgegeben wird. Der zweite Term ist die Energie, die in Form von Fluoreszenz ab-
geben wird und der dritte Term gibt die Energie wieder, die nicht innerhalb der
experimentellen Beobachtungszeit abgegeben wird. Falls es keine anderen langlebi-
gen Transiente gibt, ist es die Energie, die zunéchst im langlebigen Triplett-Zustand
gespeichert wird. So kann die Quantenausbeute &7, des Triplett-Zustandes, die die
Effizienz wiedergibt, mit der durch inter-system-crossing der Triplett-Zustand T}
besetzt wird, bestimmt werden.

l1—a) E,—®p-E
<1>T1:< ) - it (4.9)
T

1

Wenn also die Energien des ersten angeregten Singulett- und Triplett-Zustandes Er
und E7, und die Fluoreszenz-Quantenausbeute ®x bekannt sind, kann mit Hilfe
der optoakustischen Spektroskopie a bestimmt werden und dadurch ®,. a wird
iiber den Vergleich mit einer Referenz-Substanz bestimmt, die nicht fluoresziert,
keine langlebigen Transiente hat und 100 % der absorbierten Energie als Warme
an das Medium abgibt (a=1) [GV03]. Eine solche Referenz-Substanz, die bei der
Anregungswellenldnge 355 nm absorbiert, ist Brilliant Black BN.

Die zu untersuchende Substanz und Brilliant Black BN werden in 4 bis 5 verschie-
denen Konzentrationen in PBS gelst. Die Absorption der Lésung wird bestimmt
und danach wird fiir jede Losung das optoakustische Signal fiir 11 verschiedene
Energien zwischen 5 bis 100 % ermittelt. Ein Signal von Brilliant Black BN ist in
Abbildung 4.12 B zu sehen. Um die Amplitude dieses Signal zu bestimmen, werden
die Betrige der Amplitude der ersten positiven und negativen Signalwelle addiert.
Die Amplituden werden graphisch gegen die entsprechenden Energien aufgetragen
und die Steigungen der ermittelten Durchschnittsgeraden werden danach graphisch
gegen die entsprechenden Absorptionen der Losungen aufgetragen. Mit Hilfe der
Steigung der Durchschnittsgeraden H dieses Graphen lasst sich a der zu untersu-
chenden Substanz (un) ermitteln:

(4.10)
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5. Messergebnisse und Diskussion

5.1. Wasserlosliche Vitamine

5.1.1. Absorption

100~y
=100 pM FAD
a0 3
= = 100 pM FMN
80 -~ 100 uM Riboflavin
2 70 —— 30 mM Nicotinamidsaure
£ 60 = = 30 mM Nicotinsaure
| =
-% 50 10 mM NAD
E 40 10 mM NADP
< 30 200 uM PYR-5-PH
= = 100 pM PYRXAL-HCL
20
=== 100 puM PYRINE-DHCL
- — =100 uM PYR-HCL
0 ; — -100pM PYR
280 300 320 340 360 380 400
Wellenldnge in nm

Abbildung 5.1.: Absorptionsspektren der untersuchten wasserldslichen Vitamine

Die Voraussetzung fiir die photodynamische Generierung von 'O, ist die Absorption
von Strahlung. Viele Molekiile konvertieren absorbierte Strahlung in Hitze, doch ein
Charakteristika von Photosensibilisatoren ist ihre Fahigkeit, nach der Absorption
von Strahlung durch ISC in einen langlebigen Triplett-Zustand zu wechseln. Von
diesem Triplett-Zustand (Lebensdauer im Mikrosekunden Bereich) kann effizient
Energie auf molekularen Sauerstoff transferiert werden und so kann 'O, erzeugt
werden.

Fiir alle untersuchten wasserloslichen Substanzen ist ein Absorptionsspektrum in
D50 bestimmt worden (siehe Kapitel 4.10), die in Abbildung 5.1 dargestellt sind.
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Da bei den meisten Experimenten die Vitamine mit einer Wellenléinge von 308 nm
angeregt werden, wird eine Vitamin-Konzentration in wéssriger Losung (D20 und/
oder Hy0) gesucht, bei der die Absorption der Losung bei mindestens 20 % bei
308 nm liegt. Dies ist eine ausreichende Absorption um effizient 'O, bei dieser An-
regungswellenldnge zu erzeugen. In Tabelle 5.1 sind die wasserloslichen Vitamine
mit ihrer Absorption bei 308 nm und der entsprechenden Vitamin-Konzentration in
wiassriger Losung dargestellt. Nicotinamid hat bei einer Konzentration von 30 mM
nur eine Absorption von 19 %, aber in Kapitel 5.1.3 wird gezeigt, dass diese Ab-
sorption ausreichend ist, um ein 'O, Signal zu erzeugen. Fiir alle anderen Vitamine
sind geringere Konzentrationen gefunden worden, bei denen die Vitamine mehr als
20 % absorbieren, wobei der Fehler des Absorptionsspektrometers 4+ 1 % betréagt.

Substanz Konzentration Absorption bei
308 nm in %
DO H>0
Riboflavin 100 uM 22 +£1 21 &+ 1
FMN 100 uM 21 + 1 21 + 1
FAD 100 uM 19 +1 20 £ 1
PYR 50 uM 41 + 1 41 + 1
PYR-HCL 50 uM 34 +£1 35+ 1
PYR-5-PH 100 uM 27 + 1 29 + 1
PYRINE-DHCL 50 uM 39 £1 38 1
PYRXAL-HCL 40 uM 46 £ 1 47+ 1
Nicotinsdure 30 mM 40 £ 1 | nicht ermittelt
Nicotinamidséure 30 mM 19 4+ 1 | nicht ermittelt
NAD 10 mM 35 £ 1 | nicht ermittelt
NADP 10 mM 33 £ 1 | nicht ermittelt

Tabelle 5.1.: Absorption der wasserléslichen Vitamine bei 308 nm

5.1.2. Absorptionswirkungsquerschnitt

Mit der Transmission T, die das Absorptionsspektrometer misst, kann der Absorp-
tionswirkungsquerschnitt o wie in Kapitel 4.10 beschrieben, bestimmt werden. o
ist eine Materialkonstante. Fiir die verschiedenen wasserloslichen Vitamine ist o fiir
verschiedene Konzentrationen berechnet worden. So kann bestimmt werden, ob die
Molekiilkonzentration in der Lésung einen Einfluss auf o hat und damit das Mole-
kiil vermutlich ab einer bestimmten Konzentration aggregiert. Dies konnte Einfluss
haben auf die Eigenschaft des Molekiils 1O, zu erzeugen, da das aggregierte Molekiil
andere Eigenschaften besitzen kann.
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Abbildung 5.2.: ¢ fiir verschiedene Konzentrationen von FAD

Die meisten Vitamine zeigen fiir verschiedene Konzentrationen keine Verdnderung
des Absorptionswirkungsquerschnitts im UV Bereich. In Abbildung 5.2 ist o fiir
verschiedene Konzentrationen von FAD exemplarisch abgebildet. Es wird deutlich,
dass sich o fiir Konzentrationen im Bereich zwischen 10 und 500 M im gesamten
spektralen Bereich nicht verindert. Auch bei den Vitaminen FMN, Nicotinséure,
Nicotinamidsdure, NAD, NADP, PYR und PYRINE-DHCL kann keine Verdnderung
von o fiir den untersuchten Konzentrationsbereich festgestellt werden.

Doch bei den Vitaminen PYR-HCL, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH aus der Bg-
Gruppe ist fiir verschiedene Konzentrationen eine Anderung von o festgestellt wor-
den. Die o fiir verschiedene Konzentrationen sind in Abbildung 5.3 dargestellt. Fiir
PYR-HCL und PYRXAL-HCL sind bei einer Konzentrationen von 10 uM drei Peaks
bei 220 nm, 250 nm und 330 nm sichtbar. Fiir héhere Konzentrationen werden diese
drei Peaks weniger ausgepragt, wihrend ein neuer Peak bei ungefidhr 280 nm ent-
steht. 10 uM PYR-5-PH hat zwei deutliche Peaks bei 220 und 380 nm. Bei héheren
Konzentrationen von PYR-5-PH sind diese beiden Peaks weniger ausgepragt, dafiir
entsteht ein neuer Peak bei ungefihr 280 nm. Es kdnnte sein, dass die Molekiile
fiir hohere Konzentrationen aggregieren oder dass sich wegen der erhéhten Kon-
zentration von PYR-HCL, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH der pH- bzw. pD- Wert
der Losung dndert und damit die Struktur der Molekiile, denn die Vitamine der

Bg-Gruppe haben pH sensitive Seitengruppen und verdndern sich bei verschiedenen
pH-Werten [BLET00].

Der normale pH-Wert von H,O ist 7,0 und von DO 7,4 bei 25 °© Raumtemperatur.
Durch die erh6hte Konzentration an den unterschiedlichen Formen von Vitamin By,
erhoht sich auch der Anteil der HCL,H und DHCL Molekiile im Lésungsmittel. Der
Hydrochlorid-Rest der Vitamine (HCI) kann mit Wasser (H20) reagieren und es
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Abbildung 5.3.: ¢ fiir verschiedene Konzentrationen von PYR-HCL, PYRXAL-HCL und
PYR-5-PH

entsteht Chlorwasserstoffsdure (Salzsdure) [Atk94]. Darum sinkt der pH bzw. pD
Wert der Losung mit steigender Konzentration von Vitamin Bg.

In Abbildung 5.4 sind die unterschiedlichen Strukturen, die Pyridoxin (PYR), Py-
ridoxal (PYRXAL) und Pyridoxal 5’phosphat (PYR-5-P) bei unterschiedlichen pH
Werten annehmen kann, dargestellt. PYR und PYRXAL sind in Sdure (pH < 5.0,
4.2) positiv geladen, in Basen (pH > 8.96, 8.66) negativ geladen und dazwischen
gibt es eine elektrisch neutrale Form. PYRXAL hat allerdings eine Halbacetalform
in sauren und neutralen Medien, aber in Basen existieren freie Aldehyde [WC68].
Durch NMR Experimente in Barcelona ist nachgewiesen worden, dass PYRXAL in
neutralem Medium in Halbacetalform, in saurem Medium in einer positiv gelade-
nen Halbacetalform und in Basen in einer negativ geladenen nicht-Halbacetalform
vorliegt. PYR-5-P kann positiv, positiv und negativ, negativ, doppelt negativ und
dreifach negativ geladen sein. Die Konstante pK, beschreibt den Gleichgewichtszu-
stand, wenn in der Losung von beiden Strukturformen die gleiche Menge vorhanden
ist. Die pK, Konstanten fiir PYR sind 5,0 und 8,96, fiir PYRXAL 4,2 und 8,66 und
fiir PYR-5-P 2,5, 4,14, 6,2 und 8,69 [BLET00]. In Lsungen mit einem pH-Wert von
5 gibt es also genau gleich viele PYR mit einem geladenem Stickstoff, das mit einem
Wasserstoffatom oder Deuteriumatom verbunden ist (PH™) und ohne (P). Das ldsst
sich mathematisch durch den pK, zeigen:
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Abbildung 5.4.: Die Veranderung der Molekiile Pyridoxin, Pyridoxal und Pyridoxal 5'phos-
phat bei unterschiedlichen pH-Werten
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c(H307) % c¢(P n c(P c(P
ey ) = ~lalel O) ~ la(phs) = pH ~ ol )

pK, = —lg(

Fiir eine gleich groke Konzentration an PYR mit Proton (PH™) und PYR (P) ist
also der pK,=pH und dieser pH-Wert ist 5. Durch die Erh6hung der Konzentration
von PYR-HCL kann die Losung einen so niedrigen pH-Wert bekommen, dass die
zwei unterschiedlichen Formen von PYR im Absorptionsspektrum erkennbar sind.
Um diese Theorie zu bestitigen werden von PYR, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH
Absorptionsspektra in PBS mit unterschiedlichen pH-Werten aufgenommen. Dazu
wird eine Losung von 200 uM PYR, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH in PBS herge-
stellt. Der pH-Wert der Losung ist mit dem in Kapitel 4.2.2 beschriebenen pH-Meter
ermittelt worden. PYR und PYRXAL haben jeweils zwei pK, und wurden darum
bei drei verschiedenen pH-Werten gemessen, die jeweils moglichst entfernt von den
pK s sind, damit hauptséachlich eine Strukturform in der Losung vorhanden ist. Von
allen Losungen wird ein Absorptionsspektrum gemessen. PYR-5-P hat vier verschie-
dene pK, (2,5, 4,14, 6,2 und 8,69) und darum sind Absorptionsspektra bei einem
pH-Wert von 1,5, 3,4, 5,1, 7,3 und 10,5, die jeweils moglichst entfernt von den pK,s
sind, damit hauptséichlich eine Strukturform in der Losung vorhanden ist, gemessen
worden. Von allen Losungen wird ein Absorptionsspektrum gemessen. PYR-5-P hat
vier verschiedene pK, (2,5, 4,14, 6,2 und 8,69) und darum sind Absorptionsspektra
bei einem pH-Wert von 1,5, 3,4, 5,1, 7,3 und 10,5 gemessen worden.

In Abbildung 5.5 sind die Absorptionsspektren fiir verschiedene pH-Werte zwischen-
den pK,-Werten fiir PYR, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH in PBS-Lésung darge-
stellt. Es ist erkennbar, dass sich die Absorptionsspektra mit dem pH-Wert in der
PBS Lésung dndern. Fiir PYR und PYRXAL-HCL sind drei verschiedene Absorp-
tionsspektra fiir die drei unterschiedlichen pH-Werte, die zu den drei unterschiedli-
chen Formen von PYR bzw. PYRXAL gehéren (siche Abbildung 5.4) erkennbar. Fiir
PYR-5-PH zeigt Abbildung 5.5 deutlich vier unterschiedliche Absorptionsspektra,
denn die Absorptionspektra fiir pH 5,1 und 7,3 sind im Rahmen der Fehlergenau-
igkeit gleich. Ob nun eine oder zwei OH-Gruppen des Phosphat-Rest ihr Proton
abgegeben haben, scheint sich also nicht auf die Absorption von PYR-5-P auszuwir-
ken (siehe Abbildung 5.4).

In Abbildung 5.5 hat PYR in einer Losung mit pH 7,1 Absorptionsmaxima bei et-
wa 220 nm, 250 nm und 340 nm, wihrend es in einer Losung mit pH 2,0 nur ein
Maximum bei 290 nm besitzt. Wenn dies nun mit den o fiir verschiedenen Kon-
zentrationen von PYR-HCL in Abbildung 5.3 verglichen wird, ist erkennbar, dass
fiir Konzentrationen bis 100 uM PYR-HCL Peaks bei etwa 210 nm, 250 nm und
330 nm vorhanden sind und damit dem Absorptionsspektra von PYR bei einem
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pH von 7,1 gleicht. Es kann also angenommen werden, dass fiir Konzentrationen
bis 100 uM PYR-HCL Pyridoxin hauptséchlich in seiner ungeladenen Form vorliegt
(siehe Abbildung 5.4). Fiir grofe Konzentrationen (1000 xM) an PYR-HCL hat o
in Abbildung 5.3 ein zusétzliches Maximum bei 290 nm, das auch in dem Absorpti-
onsspektra von PYR bei einem pH von 2,0 vorhanden ist (Abbildung 5.5). Auch fiir
PYRXAL und PYR-5-P ist beim Vergleich der Abbildungen 5.3 und 5.5 erkennbar,
dass fiir Konzentrationen bis 100 uM o jeweils der Absorption der neutralen Mole-
kiilform entspricht, wihrend bei hohen Konzentrationen scheinbar auch protonisierte
Molekiilformen von PYRXAL bzw. PYR-5-P in der Losung vorhanden sind.

0,2 mM PYR 0,2 mM PYRXAL-HCL
e L[] — g
40 -‘ a0 -=pH 2 4
80 &0 —rH 63
= D En
5 80 wpH 7,1 g 50 pH 10,0
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Abbildung 5.5.: Die Absorptionsspektra von PYR bei einem pH-Wert von 2,0, 7,1 und
11,9, von PYRXAL-HCL bei einem pH-Wert von 2,4, 6,3 und 10 und von
PYR-5-PH bei einem pH-Wert von 1,5, 3,4, 5,1, 7,3 und 10,5

Die mégliche Anderung der Molekiilstruktur mit dem pH-Wert der Losung muss
bei der Messung von 'O, Lumineszenz beriicksichtigt werden. Es soll die 'O, Er-
zeugung der neutralen Molekiilform von PYR, PYRXAL und PYR-5-P ermittelt
werden und nicht von anderen durch den pH-Wert verdnderten Substanzen. Fiir
PYR-HCL, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH werden deshalb nur Konzentrationen
bis 100 uM fiir die Messung von 'O, Lumineszenz verwendet, da bis einschlieklich
zu dieser Konzentration keine Verdnderungen von o zu beobachten sind, die dar-
auf schliefsen lassen wiirden, dass sich der pH-Wert in der Losung verdndert hat, so
dass es Auswirkungen auf die pH empfindlichen Seitengruppen von PYR, PYRXAL
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und PYR-5-P hat. Natiirlich hat auch PYRINE pH-Wert empfindliche Reste und
pK, Werte von 3,37, 8,01 und 10,13 [BLET00]. Da sich ¢ fiir PYRINE-DHCL fiir
Konzentrationen bis 1 mM nicht verindert, wird davon ausgegangen, dass bis zu die-
ser Konzentration hauptsdchlich PYRINE in seiner neutralen Form in der Losung
vorhanden ist.

5.1.3. Zeitlich und spektral aufgeloste Singulett-Sauerstoff
Detektion von wasserloslichen Vitamien

Nachdem fiir alle untersuchten wasserloslichen Vitamine eine Konzentration gefun-
den worden ist, bei der sie im UVB-Bereich (308 nm) ausreichende absorbieren (siehe
Tabelle 5.1), soll festgestellt werden, ob sie bei UVB-Anregung 'O, erzeugen kén-
nen. Dafiir werden die Vitamine mit dem XeCl-Excimer Laser bei 308 nm angeregt.
Der dazu verwendete Messaufbau wird in Kapitel 4.6 beschrieben. Da der XeCl-
Excimer Laser eine sehr geringe Laserintensitit von 7 &= 1 mW - em ™2 hat, wird
das 10, Signal in D,O ermittelt, denn in DyO betrigt die Abklingdauer von 'O, 66
s [Ogi83]. Fiir zeitlich aufgeldste 'O, Signale wird ein Interferenzfilter bei 1270 nm
mit einer Bandbreite von 30 nm verwendet und iiber 10000 Laserpulse summiert. Es
konnten fiir alle untersuchten Substanzen aufser NAD und NADP zeitlich aufgelste
10, Signale detektiert werden. Um zu bestitigen, dass es sich bei diesen Signalen
wirklich um 'O, Lumineszenz handelt, werden unabhiingig davon noch Lumineszenz
Signale spektral aufgeldst detektiert.

Um 'O, nachzuweisen, wird Lumineszenz spektral aufgelost in D,O detektiert. Dazu
werden verschiedene Interferenzfilter aus Tabelle 4.6 in den Messaufbau eingebaut
und die Lumineszenz bei einer Anregung von 308 nm mit dem XeCl-Excimer La-
ser gemessen. Fiir eine Messung werden 5000 Laserpulse aufaddiert. Die ermittelten
Signale werden ausgewertet (Kapitel 4.8) und in Abbildung 5.6 dargestellt. In Ab-
bildung 5.6 sind die ermittelten Werte der Photonenanzahl normiert und durch eine
Lorenzfunktion gefittet worden. Es ist fiir alle Vitamine ein Peak des spektral auf-
geldsten 'O, Signals zwischen 1270 und 1280 nm erkennbar, was mit der Ubergangs-
energie von 'Oy in Dy0 von 1274 nm (0,975 €V) gut iibereinstimmt [BFPT07].

Mit dem neuen Lasersystem, das in den Messaufbau integriert worden ist (Kapitel
4.7), konnen sowohl in D,O als auch in H,O gut auswertbare, zeitlich aufgeloste 'O,
Signale ermittelt werden. Bei Anregung bei 308 nm kann eine Laserintensitét von
bis zu 45 & 3 mW - em™2 in der Kiivette erreicht werden. Mit einem zusitzlichen
Filter vor der Kiivette, um mogliche Strahlung im nicht UVB-Bereich auszuschliefien,
betrigt die Laserintensitiit in der Kiivette bei 308 nm noch 29 & 2 mW - em™2. Bei
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Abbildung 5.6.: spektral aufgelost detektierte 'Og Signale von wasserlsslichen Vitaminen
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dieser Laserintensitit wird fiir alle Substanzen ein zeitlich aufgelostes 'O, Signal
bestimmt und wie in Kapitel 4.8 ausgewertet. Die gefitteten Abklingzeiten der 'O,
Signale sind in Tabelle 5.2 dargestellt.

Substanz H,0 D,O
Konzentration | 7 [us] | Konzentration | 7 [us|
Riboflavin 100 M 3,44+ 04 100 uM 64 + 7
FMN 100 uM 3,5+0,4 100 uM 64 £ 7
FAD 100 uM 3,8+ 04 100 uM 64 + 7
PYR 100 uM 3,5 +04 100 uM 51 + 6
PYR-HCL 100 uM 3,3+04 100 uM 58 + 6
PYR-5-PH 100 uM 3,6 +04 100 uM 58 + 6
PYRINE-DHCL 100 uM 32404 100 uM 56 + 6
PYRXAL-HCL 100 uM 3,5+0,4 100 uM 53 £ 6
Nicotinsédure - - 25 mM 67 £ 7
Nicotinamidséure - - 25 mM 66 £ 7

Tabelle 5.2.: Die gefittete 'Oo Abklingdauer 7 in Vitaminldsungen in HoO und D20

Fiir das Vitamin Riboflavin und die vom ihm ableitbaren Koenzyme FMN und
FAD sind in H,O und D,O gut auswertbare, zeitlich aufgeldste 'O, Signale detek-
tiert worden und die Anstiegs- und Abklingzeiten der Signale sind bestimmt worden.
Die gefitteten Abklingzeiten (Tabelle 5.2) von Riboflavin, FMN und FAD stimmen
mit der 'Oy Abklingdauer in H,O (3,5 + 0,5 us [Bai05]) und in D,O (67 + 3
ps [EKM™T02]) iiberein. Fiir alle drei Substanzen wurden auch schon 'O, Signale bei
einer Anregung im UVA Bereich detektiert [Bai05]. Fiir die Vitamine aus der Bg-
Gruppe (PYR, PYR-HCL, PYR-5-PH, PYRINE-DHCL und PYRXAL-HCL) sind
sowohl in H,0 als auch in DO zeitlich aufgeloste 1Oy Signale detektiert und die
Anstiegs- und Abklingzeiten bestimmt worden. Fiir die Signale in H>O stimmen die
gefitteten Abklingzeiten gut mit der 'Oy Abklingdauer in H,O (3,5 4 0,5 us [Bai05])
iiberein. Die Abklingdauer der 'O, Signale in D;O von PYR-HCL und PYR-5-PH
stimmt im Rahmen der Messgenauigkeit mit der Abklingdauer von 'O, in D,O (67
+ 3 us [EKM™02|) iiberein. Doch die gefitteten Abklingzeiten von PYR, PYRINE-
DHCL und PYRXAL-HCL stimmen nicht mehr mit der Abklingdauer von 'O, in
D50 fiiberein, sondern sind kiirzer. Ein Grund fiir die verkiirzten Abklingdauern der
10, Signale in D,O der Vitamine der Bg-Gruppe kinnte sein, dass diese Vitamine
bekannt dafiir sind 'O, in DyO zu quenchen mit Raten zwischen 5,5 - 107 M ~!s!
und 7,5 - 10"M~'s7! [BLET00]. Auferdem passen die gemessenen Abklingdauern
der Vitamine der Bg-Gruppe in D,O gut dem Literaturwert von 55 + 5 us fiir die
Abklingzeit der Vitamine der Bg-Gruppe in D;O [DKK94| bei Anregung im UVA
Bereich iiberein. Fiir Nicotinsdure und Nicotinamidsaure ist weder fiir UVA noch fiir
UVB Anregung ein Literaturnachweis iiber 'O, Erzeugung gefunden worden. Dass
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diese beiden Substanzen 'O, erzeugen, wird also in dieser Arbeit erstmalig nachge-
wiesen. Die 'O, Signale in H,O sind allerdings so schwach, dass die Anstiegs- und
Abklingzeiten nicht gefittet werden konnten. Aber die ermittelten Abklingdauern
der 'O, Signale in D,O (Tabelle 5.2) stimmen sowohl fiir Nicotinsiure als auch fiir
Nicotinamidsiure mit der 'Oy Abklingdauer in D,O iiberein.

5.1.4. Singulett-Sauerstoff Quantenausbeuten (UVB, UVAI,
UVAII) von wasserloslichen Vitaminen

Die 'O, Quantenausbeute ®5 beschreibt, welcher Anteil der von den endogenen Vit-
aminen absorbierten Photonen zur Erzeugung von 'O, fiihrt. Die Quantenausbeute
® A kann indirekt iiber den Vergleich mit Referenzsubstanzen bestimmt werden. Die-
se Methode wird in Kapitel 3.6.1 beschrieben. Als wasserlosliche Referenzsubstanzen
werden PNS mit einem ®5 von 0,97 + 0,06 in H,O [MJC*96] und TMPyP mit ei-
nem P in H,0 von 0,77 + 0,04 [BML107] verwendet. Die in Tabelle 5.3 aufgefiihr-
ten Vitamine und die Referenzsubstanzen werden in drei bis fiinf unterschiedlichen
Konzentrationen in HoO geldst. Die Konzentrationen wurden so gewihlt, dass die
Absorption bei der entsprechenden Anregungswellenldnge nicht unter 5 % und nicht
iiber 60 % betrug. Zunichst wird die 'O, Quantenausbeute ® fiir UVB Anregung
mit der Wellenldnge 308 nm bestimmt. Die Laserintensitdt bei 308 nm wird durch
einen Filter auf 70 % der urspriinglichen Intensitit reduziert. Die absorbierte Ener-
gie F 455 der Vitamine und Referenzsubstanzen wird iiber die gemessene Absorption
bei 308 nm und die eingestrahlte Laserenergie bei 308 nm bestimmt. Danach wer-
den die 'O, Lumineszenz Signale der gelosten Vitamine und Referenzsubstanzen
gemessen. Die Lumineszenzenergie Er.,,, wird mit der Summe aller detektierten
Lumineszenzphotonen des 'Oy Signals (Anzahl der Lumineszenzphotonen) gleich-
gesetzt. Mit der bekannten Quantenausbeute der Referenzsubstanz kann iiber den
Vergleich der Steigungen % die gesuchte Quantenausbeute bestimmt werden. In

Abbildung 5.7 sind die Steigungen LA“’" beispielhaft fiir FAD und die Referenzsub-
stanzen PNS und TMPyP eingezeichnet und berechnet. Aus dem Vergleich dieser
Steigungen kann mit den bekannten Quantenausbeuten von PNS und TMPyP in
H>0 die Quantenausbeute von FAD in H,O bestimmt werden.

In Tabelle 5.3 sind fiir alle wasserloslichen Vitamine, bei denen im Ldsungsmittel
H,0 gut auswertbare 'O, Signale gemessen werden kiénnen, die 'O, Quantenaus-
beute bei einer Anregung von 308 nm in der zweiten Spalte von links dargestellt.
AuRerdem ist fiir diese Substanzen noch die 'O, Quantenausbeute fiir die Anregung
im UVAII Bereich bei 330 nm (dritte Spalte von links) und im UVAI Bereich bei 370
nm (ganz rechte Spalte) auf die gleiche beschriebene Weise ermittelt und in Tabelle
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Abbildung 5.7.: Die Bestimmung der Quantenausbeute von FAD durch den Vergleich der
Steigungen von Lumineszenzenergie pro absorbierte Energie mit den Re-
ferenzsubstanzen PNS und TMPyP

5.3 dargestellt worden. Der angenommene Fehler der ermittelten 'O, Quantenaus-
beuten betragt 10 % fiir Quantenausbeuten iiber 0,10. Fiir kleinere Quantenaus-
beuten wird wegen dem grofen Unterschied in der Effektivitit der 'O, Erzeugung
zwischen Referenzsubstanzen und zu untersuchender Substanz ein Fehler von 20 %
angenommen.

Substanz 308 nm 330 nm 370 nm
Riboflavin 0,61 + 0,07 | 0,64 £+ 0,07 | 0,58 £+ 0,06
FMN 0,58 £+ 0,06 | 0,64 £+ 0,07 | 0,58 £ 0,06
FAD 0,16 £ 0,02 | 0,12 £ 0,02 | 0,15 £ 0,02
PYR 0,11 £ 0,02 | 0,08 £ 0,02 -
PYR-HCL 0,07 & 0,02 | 0,05 £ 0,01 -
PYR-5-PH_ | 0,16 + 0,02 | 0,13 & 0,02 | 0,14 + 0,02
PYRINE-DHCL | 0,06 & 0,02 | 0,04 £ 0,01 -
PYRXAL-HCL | 0,08 + 0,02 | 0,08 £ 0,02 -

Tabelle 5.3.: 10y Quantenausbeuten ® der wasserldslichen Vitamine bei einer Anregungs-
wellenldnge von 308, 330 und 370 nm in HoO

Riboflavin hat eine 'O, Quantenausbeute von 0,61 4 0,07 fiir eine Anregungswel-
lenldnge von 308 nm. Dieser Wert stimmt im Rahmen der Fehlergenauigkeit mit den
ermittelten Werten fiir Anregung bei 330 und 370 nm iiberein. Auferdem stimmt er

88



5.1. Wasserlosliche Vitamine

mit dem in der Literatur gefundenen Wert von 0,54 4+ 0,07 bei Anregung mit 355
nm iiberein [Bai05]. Auch bei FMN stimmt die Quantenausbeute bei einer Anre-
gung von 308 nm von 0,58 + 0,06 mit den ermittelten Werten fiir eine Anregung
von 330 nm und 370 nm und dem Literaturwert von 0,51 &+ 0,07 [Bai05| innerhalb
der Messgenauigkeit iiberein. FAD hat eine Quantenausbeute von 0,16 £ 0,02 bei ei-
ner Anregung bei 308 nm, was im Rahmen der Messgenauigkeit mit den ermittelten
Quantenausbeuten bei einer Anregung von 330 und 370 nm {ibereinstimmt. In der
Literatur wird fiir FAD eine Quantenausbeute von 0,07 + 0,01 [Bai05| angegeben.
Dieser Wert ist deutlich kleiner, als die in den Messungen ermittelten Quantenaus-
beuten.

Bei einer Wellenlédnge von 370 nm kann fiir die Vitamine PYR, PYR-HCL, PYRXINE-
DHCL und PYRXAL-HCL wegen zu geringer Absorption keine 'O, Quantenaus-
beute ermittelt werden. Die ermittelten Quantenausbeuten bei einer Anregung von
308 und 330 nm stimmen aber fiir alle Substanzen im Rahmen der Fehlergenauigkeit
iiberein. PYR-5-PH absorbiert sowohl bei 370, 330 und 308 nm und die ermittelten
Quantenausbeuten stimmen innerhalb der Messgenauigkeit iiberein. In der Literatur
werden die 'O, Quantenausbeuten fiir die Vitamine der Bs Gruppe bei Anregung im
UVA-Bereich (355 nm) in DO untersucht [DKK95| [DKK94|. Nur der Literaturwert
von Pyridoxamin (0,06 £+ 0,02) [DKK95] stimmt im Rahmen der Fehlergenauigkeit
mit den ermittelten Quantenausbeuten fiir eine Anregung bei 308 und 330 nm iiber-
ein. Die Literaturwerte fiir Pyridoxin (0,28 £+ 0,04) [DKK95|, Pyridoxal (0,44 +
0,06) [DKK95| und Pyridoxal-5-phosphat (0,56 £ 0,07) [DKK94| stimmen nicht mit
den ermittelten 'O, Quantenausbeuten iiberein. Die gemessenen Quantenausbeuten
sind alle deutlich kleiner als die Werte in der Literatur.

Um auszuschliefsen, dass der Unterschied in den Quantenausbeuten durch das Lo-
sungsmittel DyO bzw. H,O verursacht wird, ist die 'O, Quantenausbeute fiir die
Vitamine der Bg Gruppe nochmal im Losungsmittel DyO mit einer Anregungswel-
lenldnge von 308 nm untersucht worden und in Tabelle 5.4 sind die ermittelten
10, Quantenausbeuten aufgelistet. Die Quantenausbeuten in DO stimmen fiir alle
Substanzen aufter PYR im Rahmen der Messgenauigkeit mit den ermittelten QQuan-
tenausbeuten in HyO bei einer Anregung von 308 nm iiberein. Die Quantenausbeute
von PYR ist mit 0,05 + 0,01 in D,0O deutlich kleiner als 0,11 + 0,02 in H>O. Dies
kann aber darauf zuriickgefiihrt werden, dass bei der angewendeten Methode der
Quantenausbeuten Ermittlung iiber den Vergleich mit einer Referenz-Substanz das
Quenchen von 'O, beriicksichtigt wird. Die Lumineszenzenergie wird iiber die Sum-
me aller Photonen eines Lumineszenz-Signals gebildet. So ist fiir ein Signal mit einer
verkiirzten 'Oy Abklingdauer z.B. von 51 us von PYR (siehe Tabelle 5.2) die Summe
der Photonen natiirlich im Verhaltnis kleiner als bei einem Signal, dass eine typische
10, Abklingdauer (67 + 3 [EKM™02]) in D,O hat. Die Vitamine der Bg Gruppe sind
alle bekannte !0, Quencher, aber die Ratenkonstante des Quenchens #ndert sich mit
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dem pD der Lésung und ist fiir basische Losungen grofser und fiir saure Losungen um
ein vielfaches kleiner als in Losungen mit einem pD von 6,2 [BLE100]. Aus diesem
Grund ist fiir PYR, das in DO (pD von 7,4) gelost ist, die Quenchrate besonders
hoch im Gegensatz zu PYR-HCL, PYR-5-PH, PYRXAL-HCL und PYRINE-DHCL,
die auf Grund ihrer Restgruppe alle in D>O mit einem pD unter 7,4 gelost sind. Dies
spiegelt sich in der am stéirksten verkiirzten 'O, Lebensdauer in D,O (siehe Tabelle
5.2) und in einer geringeren 'O, Quantenausbeute in DoO wieder.

Substanz 308 nm
Nicotinsdure 0,05 + 0,01
Nicotinamidsaure | 0,64 4+ 0,07
PYR 0,05 + 0,01
PYR-HCL 0,08 £+ 0,02
PYR-5-PH 0,12 + 0,02
PYRINE-DHCL | 0,05 + 0,01
PYRXAL-HCL | 0,06 + 0,02

Tabelle 5.4.: 'O, Quantenausbeuten ® A der wasserldslichen Vitamine bei einer Anregungs-
wellenldnge von 308 nm in D20

Die ermittelten Werte sowohl in D,O als auch in H5O sind also fiir alle Vitamine der
Bg-Gruppe aufser PYRINE-DHCL deutlich kleiner als die gefundenen Werte in der
Literatur (Pyridoxin (0,28 + 0,04), Pyridoxal (0,44 + 0,06), Pyridoxal-5-phosphat
(0,56 + 0,7) [DKK95] [DKK94]). Dies kann vielleicht mit den unterschiedlichen Me-
thoden der Ermittlung der 'O, Quantenausbeute erklirt werden. Die Literaturwerte
sind iiber den Vergleich der Lumineszenz-Signal Amplituden mit Referenzsubstan-
zen bestimmt worden [DKK95|, wihrend in dieser Arbeit die Lumineszenz-Energie
iiber die Summe aller Lumineszenzphotonen bestimmt worden ist, wodurch sich das
Quenchen von 'O, durch die Substanz in der Quantenausbeute widerspiegelt. Eine
andere Moglichkeit ist, dass die Quantenausbeuten bei unterschiedlichen pH bzw.
pD Werten bestimmt worden sind. Die Quantenausbeuten in dieser Arbeit sind mit
Konzentrationen an PYR, PYR-HCL, PYRINE-DHCL und PYRXAL-HCL in H,O
so bestimmt worden, dass der pH-Wert der Losung nicht unter den pK,-Wert der
entsprechenden Substanz sank (siehe Kapitel 5.1.2). Somit war der pH-Wert der
Losung zwischen 7 (reines H2O) bzw. 7,4 (reines Dy0) und pH gleich pK,-Wert
der entsprechenden Substanz. Fiir die Literaturwerte wird nicht angegeben bei wel-
chem pD-Wert sie gemessen worden sind. Da die Substanzen sich mit dem pD-
Wert dndern, ist anzunehmen, dass die verschiedenen Substanzen auch verschiedene
Quantenausbeuten haben. Falls die Literaturwerte bei anderen pD-Werten bestimmt
worden sind, wire dies eine Erkldrung fiir die grofsen Abweichungen.

Um zu bestiitigen, dass sich der pH-Wert einer Losung auf die 'Oy Erzeugung ei-
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pH-Wert | Quantenausbeute &5 von PYR-5-PH
1,5 0,27 £+ 0,06
3,3 0,09 £+ 0,02
5,1 0,16 4+ 0,04
7,3 0,16 4+ 0,04
10,5 0,05 £ 0,02

Tabelle 5.5.: 10y Quantenausbeuten ®A von in PBS geléstem PYR-5-PH bei verschiedenen
pH-Werten bei einer Anregungswellenldnge von 355 nm

ner pH-empfindlichen Substanz auswirken kann, ist die 'O, Quantenausbeute von
PYR-5-PH bei unterschiedlichen pH-Werten gemessen worden. Dazu werden Losun-
gen von 200 uM PYR-5-PH in PBS hergestellt und mit dem pH-Meters (Kapitel
4.2.2) wurde der pH-Wert der Losungen bestimmt. Es werden fiinf 200 uM PYR-
5-PH Lésungen mit einem pH von 1,5, 3,3, 5,1, 7,3 und 10,5 hergestellt. Diese pH-
Werte wurden ausgewihlt, da sie genau zwischen den pK, Werten von PYR-5-PH
liegen |[BLE*00]. Die Quantenausbeute ist mit dem in Kapitel 4.9 beschriebenen
Messaufbau durch den Vergleich mit der Referenz-Substanz TMPyP bei einer Anre-
gungswellenlédnge von 355 nm bestimmt worden. Dazu wird die Absorption von den
PYR-5-PH Losungen mit verschiedenen pH-Werten bei 355 nm bestimmt. Danach
wird TMPyP so in PBS gelost, dass es eine identische Absorption bei 355 nm hat.
Fiir diese fiinf PYR-5-PH und TMPyP Losungen mit identischer Absorption bei 355
nm, wird das 'O, Signal bestimmt (Kapitel 4.9). Danach werden die Amplituden der
ausgewerteten PYR-5-PH und der entsprechenden TMPYP Signal verglichen und
wie in Kapitel 4.9 beschrieben, die Quantenausbeute berechnet. Die fiir die verschie-
denen pH-Werte ermittelten Quantenausbeuten von PYR-5-PH sind in Tabelle 5.5
dargestellt. Fiir die pH-Werte 5,1 und 7,3 in der Losung sind die gleichen Quanten-
ausbeuten mit 0,16 + 0,04 bestimmt worden. Dieser Wert stimmt auch i{iberein mit
den Messungen der 'O, Quantenausbeute bei Anregungswellenlingen von 308 nm,
330 nm und 370 nm (siche Tabelle 5.3). In Tabelle 5.5 ist aber auch erkennbar, dass
sich die 'O, Quantenausbeute mit dem pH-Wert der Losung dndert und in extrem
basische Losungen (pH von 10,5) ist die 'Oy Quantenausbeute mit 0,05 + 0,02 sehr
klein. Fiir extrem saure Losungen (pH von 1,5) war die 'Oy Quantenausbeute von
PYR-5-PH mit 0,27 £ 0,06 ziemlich hoch. Die 'O, Quantenausbeute von PYR-5-PH
ist also eindeutig vom pH-Wert der Losung abhéngig und dies sollte beim Vergleich
mit Literaturwerten auch immer berticksichtigt werden.

Die 'O, Quantenausbeute von Nicotinsiure und Nicotinamidsiure in D50 ist bei
einer Anregungswellenldnge von 308 nm bestimmt worden. Fiir die Anregungswel-
lenldngen 330 nm (UVAII) und 370 nm (UVAI) absorbierten die beiden Substanzen
fiir Konzentrationen bis 30 mM nicht (siche Abbildung 5.1), weshalb bei diesen An-
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regungswellenléingen keine 'O, Quantenausbeute bestimmt werden kann. Die ermit-
telten Quantenausbeuten fiir eine Anregung bei 308 nm in D,O sind in Tabelle 5.4
dargestellt. Nicotinsdure hat eine Quantenausbeute von 0,05 4+ 0,01 und Nicotina-
midsdure eine von 0,64 + 0,07. Beide Substanzen waren bisher nicht als endogene
UVA-Photosensibilisator bekannt und in der Literatur sind keine Werte zur 'O,
Quantenausbeute von Vitamine B3 gefunden worden. Beide Substanzen erzeugen
aber bei UVB Anregung 'O, und Nicotinamid mit eine Quantenausbeute von 0,64
4+ 0,07 auch sehr effektiv.

5.1.5. Photostabilitat von wasserloslichen Vitaminen

Wenn sich die Struktur eines Molekiils verdndert, kann sich damit auch seine Fi-
higkeit 'O, zu erzeugen verdindern. So ist fiir die Vitamine der Bs Gruppe bereits
festgestellt worden, dass sie ihre Struktur verdndern kénnen, wenn sich der pH-Wert
der Lésung dndert und dass die verdinderten Molekiile eine andere 'O, Quantenaus-
beute haben (siehe Kapitel 5.1.4). Die Struktur eines Molekiils kann sich aber auch
durch Bestrahlung der Molekiile verdndern (Photobleaching). UVB Strahlung hat
die Fahigkeit die Struktur von Molekiilen zu verdndern. Damit dndert sich mit der
UVB Bestrahlung gegebenenfalls auch die Fihigkeit der Vitamine durch 'Oy Erzeu-
gung zelluldre Schaden zu verursachen und damit ihre biologische Wirkung. Deshalb
wird die Photostabilitdt der verschiedenen wasserltslichen Vitamine bei breitban-
diger UVB Bestrahlung untersucht. Dafiir werden die in wissriger Losung gelosten
Vitamine, wie in Kapitel 4.11 beschrieben, mit verschiedenen UVB Dosen bestrahlt.
Vor und nach der Bestrahlung wird das Absorptionsspektrum der Lésung gemessen
(siche Kapitel 4.10), um mogliche Verdnderungen der Absorption zu ermitteln und
damit mogliche Verdnderungen der Molekiilstruktur. Bei den Messungen werden
UVB Dosen zwischen 0 und 6,62 £ 0,07 J - em~2 auf die Losungen in der Quarz-
glaskiivette appliziert. Ein Molekiil wird als photostabil betrachtet, wenn sich sein
Absorptionsspektrum im gesamten Spektralbereich im Rahmen der Messgenauigkeit
nicht verdndert.

In Abbildung 5.8 sind die Absorptionsspektren der wasserloslichen Vitamine nach
der Bestrahlung mit 0, 0,27, 0,95 und 6,62 J - em~2 UVB dargestellt. Dabei ent-
spricht 0,95 J - em ™2 einer durchschnittlichen UVB Tagesdosis in Potsdam [FJGO02].
Nur Nicotinamidsadure kann in einem Spektralbereich von 280 bis 400 nm als photo-
stabil bis zu UVB Dosen von 6,62 J - cm~? betrachtet werden. Fiir Riboflavin, FMN
und Nicotinséure konnten fiir eine UVB Dosis bis 0,95 J - cm~? keine Anderungen
des Absorptionsspektrums im Rahmen der Messgenauigkeit festgestellt werden. Fiir
eine UVB Dosis von 6,62 J - cm~2 hat sich das Absorptionsspektrum verindert.
Diese Molekiile sind also nur photostabil im Spektralbereich von 280 bis 400 nm

92



5.1. Wasserlosliche Vitamine

150 uM FAD
100
R = 2~
=0 | 4
£ 60
£ 50
& 40
i
10
0
280 330 380
Wellenlinge [nm]
100 uM FMN
100
o0
2 7
5 60
& 50
iv 7
20 —
10
0
280 320 380
Wellenlange [nm]
100 uyM Riboflavin
100
]
_. 80
£ 70
5 o %
g © Y
E 40
Z %
20
10
]
280 330 380
Wellenlange [nm]
30 mM Nicotinsadure
100
-
g m
s = kY
§ o —\
2 2 !
20
10
o

¥

330 380
‘Wellenlange [nm]

30 mM Nicotinamidsaure

Absorption %]
cBBE58838E88

a

Abbildung 5.8.:

|

|
| |
|
| |
A

T

20 330 380
Wellenlinge [nm]

Absorption [%] Absorption [%] Absorption [%] Absorption [¥%]
coB 85883888 ccB858833888

coBE5883888

Absorption [Y%]
cEHBEZBd888

100 pM PYR
7N
V4 A Y
\
280 330 380

Wellenlange [nm]

100 uM PYR-HCL

L N\

y 4 \

y 4 L Y
4 LY

——

280 330 380

‘Wellenlange [nm]

100 uM PYRINE-DHCL

‘Wellenldnge [nm]

100 uM PYRXAL-HCL

N
ZAN W
AW Y
N~ \)
280 330 380

2

mit verschiedenen UVB Dosen

‘Wellenlinge [nm]

200 pM PYR-5-PH

[
-~ b
20 330 280

Wellenlinge [nm]

- J/cm?

—) 27 Jfcm?
m—() 95 | fcm?
52 )fcm?

— |

—,27 \fem®
—0,95 |fem?
— 62 |fcm?

— |

—, 77 )fem?
—0,95 Jfem?
— 62 |fcm?

—) jem?

—,27 \fem®
0,95 1fcm?
— 62 |fcm?

— Jfem?

—,27 Ifcm?
—(,95 |fcm?
— 62 lfem?

Die Absorptionsspektren der wasserloslichen Vitamine nach Bestrahlung

93



5. Messergebnisse und Diskussion

bis zu einer UVB Dosis von 0,95 J - cm~2. FAD war im Rahmen der Messgenau-
igkeit photostabil in einem Spektralbereich von 280 nm bis 400 nm bis zu einer
UVB Dosis von 0,27 J - em~2. Fiir eine UVB Dosis von 0,95 J - cm~2 ist eine Ver-
anderung des Absorptionsspektrum sichtbar. Das Flavine durch Bestrahlung mit
Licht photoabgebaut werden kénnen, ist in der Literatur bekannt |[Gor|. Doch die
Effektivitat des Photoabbau durch Licht in der Gegenwart von Sauerstoff ist fiir
FMN und Riboflavin gering [Gor|. Dies passt sehr gut mit den Messergebnissen der
UVB-Photostabilitit der Flavine {iberein, da FMN und Riboflavin fiir UVB Dosen
bis 0,95 J - em~2 photostabil im UV-Spektralbereich sind. Abbauprodukte von Ri-
boflavin kénnen Lumiflavin und Lumichrome sein [HKMO6|. Alle Vitamine der Bg
Gruppe sind nicht photostabil. Sogar fiir eine UVB-Dosis von 0,27 J - cm ™2 ist ei-
ne deutliche Verdnderung im UV-Spektralbereich fiir alle Vitamine der Bg Gruppe
sichtbar. Dass die Vitamine der Bg Gruppe nicht photostabil sind, kann dadurch
erklirt werden, dass sie durch 'O, oxidiert werden [BLET00].

Name Absorption Absorption

bei 308 nm [%] bei 355 nm %]

UVB 0J-em™2 |1 J-em™2|0J-em™2 |1 J-em™?
Riboflavin 23 24 84 85
FMN 21 21 83 82
FAD 26 32 88 89
PYR 66 19 8 5
PYR-HCL 65 21 6 4
PYR-5-PH 43 61 67 17
PYRXINE-DHCL 65 24 9 6
PYRXAL-HCL 83 32 2 9
Nicotinsdure 41 42 0 1
Nicotinamidséaure 17 17 1 1

Tabelle 5.6.: Verdnderungen der Absorption der wasserldslichen Vitamine nach Bestrah-
lung mit 1 J - em~2 UVB. Ein Anstieg der Absorption > 2 % ist in rot und
ein Abfall in blau markiert.

Um einen genaueren Einblick zu bekommen, wie sich die Absorption der wasserlos-
lichen Vitamine verdndert, wenn sie mit UVB bestrahlt werden, sind die Absorpti-
onsspektra vor und nach der Bestrahlung mit 1 J - cm ™2 UVB ausgewertet worden.
In Tabelle 5.6 sind die Veranderungen der Absorption fiir die Wellenldingen 308 nm
(UVB) und 355 nm (UVA) dargestellt worden. Ein Anstieg der Absorption nach
UVB Bestrahlung wird durch eine rote Zahl und eine Abnahme durch eine blaue
Zahl hervorgehoben. Da bei der Messung der Absorption ein Fehler von 1 % an-
genommen wird, werden erst Anstiege und Abnahmen ab 2 % hervorgehoben. Fiir
die Vitamine Nicotinamidsidure, Nicotinsdure, Riboflavin und FMN kann fiir die Be-
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strahlung mit 1 J - em~2 UVB keine Verinderung der Absorption bei 308 und 355
nm festgestellt werden. Dies stimmt mit den Ergebnissen fiir die Bestrahlung mit
0,95 J - em™2 UVB in Abbildung 5.8 iiberein. Fiir FAD werden nur Verdinderun-
gen in der Absorption bei 308 nm festgestellt. Die Absorption der Vitamine der By
Gruppe hat sich sowohl bei 308 als auch bei 355 nm deutlich veréndert, was durch
die Oxidation dieser Vitamine durch 'O, erklirt werden kann. Fiir PYR, PYR-HCL
und PYRINE-DHCL ist die Absorption sowohl bei 308 nm als auch bei 355 nm ge-
sunken. Fiir PYR-5-PH stieg die Absorption bei 308 nm an und fiir PYRXAL-HCL
bei 355 nm.

Name Absorption UVB | Absorption UVA
(280-320 nm) (320-400 nm)
UVB 1J-em™? 1J-ecm™?
Riboflavin +3% +2%
FMN unverandert unverandert
FAD +8% +2%
PYR - 60 % -70%
PYR-HCL -58 % -70%
PYR-5-PH + 50 % -69 %
PYRXINE-DHCL -51 % -62 %
PYRXAL-HCL -41 % -47 %
Nicotinsédure +1% unverindert
Nicotinamidsiure unverindert +5%

Tabelle 5.7.: Verdnderungen der Absorption der wasserloslichen Vitamine nach Bestrah-
lung mit 1 J-em™2 UVB im gesamten UVB bzw. im gesamten UVA Bereich
in %.

Um die Verdnderungen im ganzen UVA bzw. UVB Bereich zu betrachten, werden
die Absorptionsspektra vor und nach der Bestrahlung mit 1 J-cm =2 UVB gemessen
und dann werden alle Werte der Absorption im UVA bzw. UVB Spektralbereich
summiert. Die Differenz der Summen vor und nach der Bestrahlung wird gebildet
und daraus wird die prozentuale Verdnderung zum Ursprungswert berechnet. Die
prozentuale Verdnderung der Absorption im UVA bzw. UVB Bereich ist in Tabelle
5.7 dargestellt worden. Erwartungsgemafl sind die Verdnderungen der Absorption
im UVA und UVB Bereich fiir Nicotinamidsdure, Riboflavin, FMN und FAD nur
sehr gering oder unter 1 % (unveridndert). Fiir Nicotinamidsdure wird im UVA Be-
reich ein Anstieg der Absorption um 5 % ermittelt. Der Anstieg um 5 % lésst sich
dadurch erkléren, dass die Absorption von Nicotinamidsiure im UVA Bereich na-
hezu Null ist und sich dadurch auch minimale Veranderungen der Absorption, die
in den Fehlergrenzen liegen (unter 1 %) prozentual bemerkbar machen. Dieser An-
stieg widerspricht also nicht der Tatsache, dass Nicotinamidsdure photostabil im
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gesamten UV Bereich fiir UVB Dosen bis 6,62 J - cm ™2 ist (siehe Abbildung 5.8).
Fiir alle Vitamin Bg kénnen deutliche Verdnderungen in der Absorption sowohl in
gesamten UVB als auch im UVA Bereich festgestellt werden. Fiir PYR, PYR-HCL,
PYRINE-HCL und PYRXAL-HCL ist die Absorption in beiden Spektralbereichen
deutlich gesunken, aber fiir PYR-5-PH ist die Absorption im UVB Bereich deutlich
angestiegen.

Die Bestrahlung mit 1 J - em~2 UVB fiihrt also fiir die Vitamine der Bg Gruppe
zu deutlich verdnderten Absorptionsspektren. Diese Vitamine werden durch die Be-
strahlung verindert und vermutlich durch 'O, oxidiert, wodurch neue Molekiile mit
verdnderten Absorptionsspektren entstehen. Diese Molekiile konnen andere photo-
physikalischen Figenschaften besitzen und damit auch eine unterschiedliche Effekti-
vitit in der Erzeugung von 'O, haben. Auch die Absorptionsspektren der Vitamine
Riboflavin und FAD werden durch die Bestrahlung mit 1 .J - em ™2 UVB veréndert
und neue Photoabbauprodukte mit verdnderter Absorption sind entstanden, aller-
dings in einem geringeren Ausmak. FMN, Nicotinsdure und Nicotinamidsaure sind
fiir UVB Dosen bis 1 J - cm ™2 photostabil im gesamten UV Bereich.

5.1.6. Wechselwirkung von UVA und UVB Strahlung bei
wasserloslichen Vitaminen

5.1.6.1. PYR, PYR-HCL, PYRINE-DHCL, PYRXAL-HCL und
PYR-5-PH

Die Vitamine der Bg Gruppe haben bei der Bestrahlung mit der UVB-Lampe schon
bei einer UVB-Dosis von 0,27 J - cm™2 ihr Absorptionsspektrum veréindert (siche
Abbildung 5.8) und bei einer Bestrahlung mit 1 J - cm™2 hat sich die Absorption
sowohl im UVA als auch im UVB Bereich deutlich verdndert (siche Tabelle 5.6).
Bei einer Anregungswellenlinge von 308 nm stieg die Absorption nach einer Be-
strahlung mit 1 J - em™2 fiir PYR-5-PH deutlich an, wihrend sie fiir die anderen
anderen Vitamine der Bg Gruppe deutlich gesunken ist. Durch die Bestrahlung kon-
nen die Vitamine der Bg Gruppe photooxidiert werden und Photoabbauprodukte
entstehen [BLET00]. Um zu bestimmen, ob die Photoabbauprodukte tatsichlich
durch Oxidation der Vitamine der Bg Gruppe entstehen, wird die Sauerstoffsétti-
gung wihrend der Bestrahlung mit UVB gemessen. Dafiir ist eine 50 uM Vitamin
Losung in HyO hergestellt und in den Messaufbau (Kapitel 4.7) integriert worden.
Der Laserstrahl hat eine Wellenldnge von 308 nm und eine Laserintensitdt von 36
+4mW-em™L.
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In Abbildung 5.9 ist der Sauerstoffverbrauch von mehreren Vitaminen der Bg Grup-
pe bei Laserbestrahlung mit 308 nm fiir 20 Minuten dargestellt. Fiir die Vitamine
kann eindeutig ein Sauerstoffverbrauch festgestellt werden. Die Sauerstoffséttigung
zu Beginn der Messung ist in allen Vitamin-Losungen bei etwa 127 % und ist dann
nach 20 Minuten Bestrahlung mit 308 nm um mindestens 20 % (PYRINE-DHCL)
und hochstens 30 % (PYR-HCL) gesunken. Die Sauerstoffabnahme ist relativ gleich-
mékig, jedoch nicht linear. Die Vitamine der Bg Gruppe verbrauchen also Sauerstoff
bei der Bestrahlung mit UVB (308 nm). Die Abnahme der Sauerstoffsittigung ist
eine Bestatigung dafiir, dass die Vitamine bei der Bestrahlung mit UVB mit Sauer-
stoff bzw. 1O, reagieren und Oxidationsprodukte entstehen, so wie es schon in der
Literatur beschrieben wurde [BLET00]. Diese Photoprodukte kénnen nun andere
physikalische Eigenschaften wie die Vitamine haben z.B. ein anderes Absorptionss-
pektrum oder eine unterschiedliche Effektivitit 'Oy zu erzeugen.
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Abbildung 5.9.: Der Sauerstoffverbrauch von den Vitaminen der Bg Gruppe bei Bestrah-
lung mit 308 nm fiir 20 Minuten

Deshalb wird fiir alle Vitamine der Bs Gruppe das 'O, Signal bei einer Anregungs-
wellenliinge von 308 nm vor und nach der Bestrahlung mit 1 .J-cm~2 UVB spektral
aufgelost detektiert. Dazu werden 100 M Losungen von PYR, PYR-HCL, PYRINE-
DHCL und PYRXAL-HCL und eine 200 M Losung PYR-5-PH in H>O hergestellt
und in jeweils zwei Quarzglaskiivetten gefiillt. Eine dieser Quarzglaskiivetten wird
in den in Kapitel 4.7 beschriebenen Messaufbau integriert. Die Sauerstoffsittigung
der luftgesittigten Losung wird mit dem Sauerstoffsensor bestimmt. Danach wird
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Abbildung 5.10.: Spektral aufgeldste 'Oy Signal der Vitamine der Bg vor (blaue Linie)
und nach (rote Linie) der Bestrahlung mit 1 J - em™2 UVB bei einer
Anregungswellenlénge von 308 nm
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ein 10, Signal bei einer Anregungswellenliinge von 308 nm spektral aufgelost detek-
tiert. Es wird eine zeitliche Auflésung von 3,2 ns gewéhlt und fiir das Signal werden
20000 Laserpulse aufsummiert. Die Laserintensitit bei 308 nm entspricht 36 + 4
mW - em~2. Die Lumineszenz-Signale werden wie in Kapitel 4.8 beschrieben aus-
gewertet und die gefittete Lorenzkurve ist in Abbildung 5.10 durch die blaue Linie
dargestellt. Die andere Kiivette wird mit dem UVB Transluminator (siehe Kapitel
4.11) mit 1 J - em™2 bestrahlt. Die bestrahlte Losung wird dann in den Messauf-
bau integriert und der Sauerstoffgehalt in der Losung wird solange erhoht, bis er
der luftgesdttigten Losung entspricht. Danach wird fiir die bestrahlte Losung das
Lumineszenz-Signal spektral aufgelost bestimmt und das ausgewertete Signal ist in
Abbildung 5.10 als rote Linie dargestellt. Abbildung 5.10 zeigt, dass fiir PYR-5-PH
zwar die Absorption nach der Bestrahlung mit 1 J-cm™2 UVB von 43 % auf 61 %
(siehe Tabelle 5.6) angestiegen ist, aber das spektral aufgeloste Lumineszenz-Signal
nach der Bestrahlung mit 1 J-cm~2 UVB schwiicher ist. Das Maximum der gefitteten
Lorentz-Kurve ist von circa 3700 gezdhlten Lumineszenz-Photonen vor der Bestahl-
ung auf circa 2000 gezdhlte Lumineszenz-Photonen nach der Bestrahlung gesunken.
Fiir PYRINE-DHCL ist durch die Bestrahlung mit 1 .J - cm ™2 UVB die Absorption
auf etwa ein Drittel (24 %) der urspriinglichen Absorption (65 %) gesunken, doch
das spektral aufgeloste Lumineszenz-Signal nach der Bestrahlung mit 1 J - em ™2
UVB ist hoher als das spektral aufgeloste Lumineszenz-Signal der unbestrahlten
Losung (siche Abbildung 5.10). Das Maximum der gefitteten Lorentz-Kurve ist von
circa 2800 gezdhlten Lumineszenz-Photonen vor der Bestahlung auf circa 3800 ge-
ziéhlte Lumineszenz-Photonen angestiegen. Fiir die Vitamine PYR, PYR-HCL und
PYRXAL-HCL ist durch die Bestrahlung mit 1 J-cm =2 UVB sowohl die Absorption
bei 308 nm als auch die Intensitdt des spektral aufgelosten Lumineszenz-Signals bei
einer Anregung bei 308 nm gesunken. Allerdings korreliert nur fiir PYR-HCL die
Abnahme der Absorption von 65 % auf 21 % mit dem Verlust an Lumineszenz-Signal
von etwa 6200 Lumineszenzphotonen bei 1270 nm auf 2000 Lumineszenzphotonen
nach der Bestrahlung mit 1 .J - em™2 UVB. Die durch UVB Strahlung entstanden
Photoprodukte haben fiir PYR, PYRINE-DHCL, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH
offensichtlich nicht nur eine andere Absorption, sondern die UVB Bestrahlung hat
auferdem die Fihigkeit der Vitamin-Losungen 'Oy zu erzeugen, verindert. Diese
Verdnderung korreliert nicht mit dem Anstieg bzw. der Abnahme der Absorpti-
on. Die durch UVB Bestrahlung entstehenden Photoprodukte von PYR, PYRINE-
DHCL, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH haben also offensichtlich eine andere Effek-
tivitit mit der sie 'O, generieren konnen wie die urspriinglichen Vitamine.

Darum ist die 'O, Quantenausbeute ®5 von den mit 1 J - em™2 UVB bestrahl-
ten Vitamin-Bg-Losungen bei einer Anregung bei 308 nm ermittelt und mit den
Quantenausbeuten der unbestrahlten Vitamin-Bg-Losungen bei einer Anregung bei
308 nm verglichen worden. Dafiir sind zwei verschieden konzentrierte Vitamin-Bg-
Losungen in H,0 hergestellt und danach mit 1 J-cm~2 UVB im UVB-Transluminator
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(siche Kapitel 4.11) bestrahlt worden. Von den bestrahlten Losungen wird die Ab-
sorption bestimmt. Die absorbierte Laserenergie wird mit Hilfe der Laserintensitét
bei einer Anregungswellenlinge von 308 nm von 36 & 4 mW - em ™2 bestimmt. Die
mit 1 J - cm™2 UVB bestrahlten Losungen werden nun in den Messaufbau (Kapitel
4.7) integriert und die Sauerstoffsattigung in den Losungen ist auf 100 % eingestellt
worden. Danach werden zeitaufgeloste Lumineszenz-Signale mit einer zeitlichen Auf-
16sung von 3,2 ns und mit 20000 Laserpulsen bestimmt. Nun kann iiber den Vergleich
mit den Referenz-Substanzen PNS und TMPyP mit bekanntem &5 wie in Kapitel
3.6.1 beschrieben, die 'Oy Quantenausbeute ® der bestrahlten Losungen bestimmt
werden.

Substanz 308 nm
0J-em™2UVB|1J-em™2 UVB
PYR 0,11 £+ 0,02 0,05 4+ 0,01
PYR-HCL 0,07 + 0,02 0,06 £+ 0,02
PYRINE-DHCL 0,06 + 0,02 0,08 £ 0,02
PYRXAL-HCL 0,08 + 0,02 0,07 £ 0,02
PYR-5-PH 0,16 + 0,02 0,07 £ 0,02

Tabelle 5.8.: Die ermittelten Quantenausbeuten ® A der Vitamine der Bg-Gruppe bei einer
Anregung von 308 nm vor und nach der breitbandigen Bestrahlung mit 1
J-em™2 UVB

In Tabelle 5.8 sind die Quantenausbeuten von unbestrahltem und von mit 1 J - cm =2

UVB vorbestrahltem PYR, PYR-HCL, PYRINE-DHCL, PYRXAL-HCL und PYR-
5-PH dargestellt. Es ist erkennbar, dass sich die 'O, Quantenausbeute durch die
Vorbestrahlung verdndern kann. PYR und PYR-5-PH koénnen nach einer Vorbe-
strahlung mit 1 J - cm~2 UVB eindeutig weniger effizient 'O, erzeugen als davor.
Fiir PYRINE-DHCL, PYRXAL-HCL und PYR-HCL kann keine eindeutige Veran-
derung der 'O, Quantenausbeute durch die Vorbestrahlung mit 1 J-cm™2 UVB im
Rahmen der Fehlergenauigkeit festgestellt werden.

UVB Strahlung kann also nicht nur die Absorption und damit die Molekiilstruk-
tur von endogenen Molekiilen verdndern, sondern auch ihre Fahigkeit bzw. Effizi-
enz 10,y zu erzeugen. Dies sollte noch genauer untersuchen werden, insbesondere
die Veranderungen endogener Molekiile durch parallele UVA und UVB Bestrahlung
(Sonnenlicht).
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5.1.6.2. Nicotinsdure und Nicotinamidsiure

Die Vitamine der B; Gruppe, Nicotinsdure und Nicotinamidsiure verdndern sich bei
einer Bestrahlung mit 1 J-cm ™2 UVB nicht (siehe Abbildung 5.8). Wenn Nicotinsiu-
re und Nicotinamidsdure fiir 20 Minuten mit dem Laser mit einer Laserintensitit von
35 &= 4 mW -cm ™2 bei einer Wellenlinge von 308 nm bestrahlt werden, verindert sich
auch die Sauerstoffsidttigung in der Losung im Rahmen der Fehlergenauigkeit nicht.
Doch wenn Nicotinsiure und Nicotinamidsiure mit einer UVB Dosis von 13 J - cm ™2
UVB bestrahlt werden, sind Verdnderungen im Absorptionsspektrum sichtbar.
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Abbildung 5.11.: Absorptionsspektra von Nicotinsidure (rechts) und Nicotinamidsiaure
(links) vor und nach der Bestrahlung mit 13 J - cm~2 UVB

In Abbildung 5.11 sind die Absorptionsspektra von Nicotinsdure und Nicotinamid-
sdure vor und nach der Bestrahlung mit 13 J - em™2 UVB dargestellt. Es wird
deutlich, dass sich nach einer UVB Dosis von 13 J - em ™2 die Absorptionsspektra
verdndert haben. Bei einer Wellenldnge von 355 nm im UVA Bereich absorbieren
Nicotinséure und Nicotinamidséure nach der Vorbestrahlung mit 13 J-cm ™2 UVB
Strahlung, obwohl die Absorption von unbestrahlter Nicotinsdure und Nicotinamid-
sdure bei 355 nm nicht nachweisbar ist (< 1 %). Die Absorption von Nicotinsiure
und Nicotinamidsiure bei 355 nm nach einer Vorbestrahlung mit 13 .J - em=2 UVB
betrigt 19 % bzw. 5 %.

Darum wird das 'O, Signal von Nicotinséiure und Nicotinamidséure vor und nach
der Bestrahlung mit 13 J - cm ™2 UVB bei einer Anregungswellenlinge von 355 nm
spektral aufgelost detektiert. 30 mM Losungen in DyO werden in zwei Quarzglaskii-
vetten gefiillt. Eine dieser Quarzglaskiivetten wird in den in Kapitel 4.7 beschriebe-
nen Messaufbau integriert. Die Sauerstoffsdttigung wird mit dem Sauerstoffsensor
bestimmt und dann wird ein spektral aufgelostes 'O, Signal detektiert. Die Anre-
gungswellenlénge ist 355 nm, die zeitliche Auflosung 25,6 ns und die Laserintensitét
bei 355 nm entspricht 33 & 4 mW - em~2. Die Lumineszenz-Signale werden durch
eine Lorenzkurve gefittet, die in Abbildung 5.12 durch die blaue Linie dargestellt
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ist. Die andere Kiivette wird mit dem UVB Transluminator (siche Kapitel 4.11) mit
13 J - em™2 UVB bestrahlt und danach in den Messaufbau integriert. Der Sauer-
stoffgehalt in der Losung wird hochreguliert, bis er dem der luftgesittigten Losung
entspricht. Danach wird fiir die bestrahlte Losung das Lumineszenz-Signal spektral
aufgelost bestimmt und das ausgewertete Signal ist in Abbildung 5.12 als rote Linie
dargestellt.
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Abbildung 5.12.: Spektral aufgeldste 'Oy Signal Nicotinsiure und Nicotinamidsiure vor
(blaue Linie) und nach (rote Linie) der Bestrahlung mit 13 J-cm ™2 UVB
bei einer Anregungswellenléinge von 355 nm

Die spektral aufgelésten 'O, Signale von unbestrahlter Nicotinsiure und Nicotina-
midsdure sind in Abbildung 5.12 durch blaue Linien gekennzeichnet und weisen ein
Maximum um 1270 nm auf. Wenn allerdings die Fehlerbalken der einzelnen Signale
betrachtet werden, ist erkennbar, dass dieses Lumineszenz-Signal nicht eindeutig ist.
Die spektral aufgelosten 'O, Signale, nachdem die Nicotinsiure und Nicotinamid-
siureldsungen mit 13 J - em™? UVB bestrahlt worden sind (rote Linie), haben ein
eindeutiges Maximum zwischen 1270 und 1280 nm. Nicotinsdure und Nicotinamid-
sdure konnen also nach einer UVB-Vorbestrahlung 'O, im UVA Bereich erzeugen,
obwohl unbestrahlte Nicotinsdure und Nicotinamidsdure im UVA Bereich weder ein-
deutig absorbiert noch 'O, erzeugt haben. Durch die UVB-Bestrahlung entstehen
also Photoabbauprodukte mit von den urspriinglichen Substanzen unterschiedlichen
physikalischen Eigenschaften. Diese Photoabbauprodukte von Nicotinsdure bzw. Ni-
cotinamidsiure produzieren 'O, bei einer Anregung im UVA Bereich (355 nm).

Die !0, Quantenausbeute ®5 von bestrahlten Nicotinsiure und Nicotinamidsiu-
re Losungen werden bestimmt, um abschétzen zu kénnen, wie effektiv eine Losung
aus Nicotinsiure bzw. Nicotinamidsiure und seinen Photoabbauprodukten 'O, bei
UVA Anregung erzeugen kann. Es wurden drei verschieden konzentrierte Losun-
gen von Nicotinsdure bzw. Nicotinamidsdure in DO hergestellt und danach mit
13 J - em™2 UVB im UVB-Transluminator (siehe Kapitel 4.11) bestrahlt. Die be-
strahlten Losungen werden in den Messaufbau (Kapitel 4.7) integriert und die Sau-
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erstoffsittigung in den Losungen wird auf 100 % eingestellt. Nun kann iiber den
Vergleich mit den Referenz-Substanzen PNS und TMPyP die !0, Quantenausbeu-
te ®a der bestrahlten Losungen bestimmt werden. In Tabelle 5.9 sind die ermit-
telten Quantenausbeuten fiir mit 13 J - em™2 UVB vorbestrahlten Nicotinsiure-
bzw. Nicotinamidsdure-Losungen aufgelistet. Nicotinsdure-Losungen haben nach ei-
ner UVB-Vorbestrahlung eine Quantenausbeute von 0,08 4 0,02 fiir die Erzeugung
von 10y durch UVA-Strahlung. Unbestrahlte Nicotinsdure hat bei einer Anregung
bei 308 nm nur eine Quantenausbeute von 0,05 + 0,01 (siehe Tabelle 5.4). Und
vorbestrahlte Nicotinamidsiure erzeugt 'Oy mit einer Effektivitit von 0,18 4 0,02
durch UVA Anregung, wihrend unbestrahlte Nicotinamidsdure eine Quantenaus-
beute bei Anregung bei 308 nm von 0,64 + 0,07 hat. Durch die Bestrahlung mit
13 J - em~2 UVB sind also Photoabbauprodukte von Nicotinsidure und Nicotina-
midsdure entstanden, die bei einer Wellenlénge von 355 nm Strahlung absorbieren
und 'O, erzeugen konnen. Die Effektivitit mit der sie 'O, erzeugen konnen, unter-
scheidet sich aber von den Quantenausbeuten der urspriinglichen Substanzen. Ein
nichster Schritt wire die Bestimmung der entstandenen Photoabbauprodukte z.B.
durch HPLC und dann die photophysikalische Untersuchung dieser Photoabbaupro-
dukte.

Substanz Quantenausbeute bei 355 nm
Nicotinsédure 0,08 & 0,02
Nicotinamidsaure 0,18 + 0,02

Tabelle 5.9.: Die ermittelten Quantenausbeuten ®A von Nicotinsdure und Nicotinamid-
siure bei einer Anregung von 355 nm nach der Bestrahlung 13 J - cm ™2
breitbandigem UVB

5.1.7. Pyridoxal 5’phosphat

PYR-5-PH hat aus der Gruppe der untersuchten Bg Vitamine am effektivsten 'O,
generiert. Aus diesem Grund wird der Triplett-Zustand von PYR-5-PH néher unter-
sucht und die kompletten Raten- und Ratenkonstanten der 'O, Erzeugung werden
sowohl in H50 als auch D,O bestimmt.

5.1.7.1. Energie vom Singulett und Triplett-Zustand

Zunéchst ist die emittierte Fluoreszenz und Phosphoreszenz sowohl bei Zimmertem-
peratur als auch bei 77 Kelvin untersucht worden. Fluoreszenz ist gewohnlich schon
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bei Raumtemperatur sichtbar, wihrend Phosphoreszenz bei vielen organischen Sub-
stanzen erst bei tiefen Temperaturen detektierbar wird. Sowohl Fluoreszenz als auch
Phosphoreszenz sind Prozesse, die in Konkurrenz stehen mit nicht strahlenden Uber-
gangen, die durch Stofe des Molekiils mit Losungsmittelmolekiilen induziert werden.
Allerdings hat der fiir die Phosphoreszenz wichtige Triplett-Zustand eine viel lingere
Lebensdauer (im us Bereich) als der Singulett-Zustand (im ns Bereich), der fiir Fluo-
reszenz entscheidend ist. Dadurch wird der Triplett-Zustand bei Zimmertemperatur
effizient durch Stofe mit Losungsmittelmolekiilen deaktiviert und Phosphoreszenz
ist meist nicht detektierbar [Val02|. Bei sinkenden Temperaturen nimmt sowohl die
Fluoreszenz als auch die Phosphoreszenz zu, da durch das gefrorene Losungsmit-
tel keine Stofe mehr mit Losungsmittelmolekiilen stattfinden. Allerdings nimmt die
Quantenausbeute der Fluoreszenz nur um das 10-fache zu, wihrend die Quantenaus-
beute der Phosphoreszenz um ein 1000-faches ansteigt [Val02|. Aus diesem Grund
wird die Fluoreszenz und Phosphoreszenz bei Zimmertemperatur und bei 77 Kelvin
untersucht.

Dazu wird PYR-5-PH in Ethanol gel6st, da sich die Losungsmittel H,O und D>O
beim Gefrieren ausdehnen und darum den Glaskolben zerstoren wiirden, wihrend
sich Ethanol, wie die meisten Fliissigkeiten, nicht beim Gefrieren ausdehnt sondern
zusammenzieht. Um PYR-5-PH in Ethanol zu l6sen, werden 2,47 mg PYR-5-PH in
Pulverform abgewogen und in 20 ml Ethanol gelést. Dies entspricht einer 500 M
Losung. Um ein vollstindiges losen von PYR-5-PH zu ereichen, wird die Losung
noch 15 Minuten in ein Ultraschalbad gegeben. Danach ist PYR-5-PH gelost und
die Stammlosung von 500 M wird verdiinnt, um eine 10 uM Loésung von PYR-5-PH
in Ethanol herzustellen.

PYR-5-PH

Sk &% ——10uMin Ethanol
: : 0,2mM, PBS, pH=5,1

Absorption [%]
[4)]
L]

200 300 400 500
Wellenldnge [nm]

Abbildung 5.13.: Das Absorptionsspektrum von 10 uM PYR-5-PH in Ethanol (rote Linie)

und zum Vergleich das Absorptionsspektrum von 10 uM PYR-5-PH in
PBS mit einem pH-Wert von 5 (gestrichelte rote Linie)
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Das Absorptionsspektrum von 10 uM PYR-5-PH in Ethanol wird mit dem Absorp-
tionsspektrometer ermittelt und dann ist solange tropfenweise Schwefelsdure hinzu-
gefiigt worden, bis das Absorptionspektrum in Ethanol dem von PYR-5-PH gelost
in PBS bei einem pH-Wert von 5 gleicht, da die menschliche Haut einen natiirlichen
pH-Wert von durchschnittlich 4,9 hat [SABT08]. In Abbildung 5.13 ist das Absorp-
tionsspektrum von 10 M PYR-5-PH in Ethanol (rote Linie) dargestellt und zum
Vergleich ist das Absorptionsspektrum von 200 uM PYR-5-PH in PBS mit einem
pH-Wert von 5 (gestrichelte rote Linie) eingefiigt. Es ist erkennbar, dass die Ab-
sorptionsspektren bei dhnlichen Wellenldngen Maxima und Minima haben, die auf
Grund der unterschiedlichen Konzentrationen unterschiedlich stark ausgepragt sind.
Danach wird die Losung in einen schmalen Glaskolben gefiillt und in den Messauf-
bau aus Kapitel 4.12 integriert. Aufgrund des Absorptionsspektrum von PYR-5-PH
(Abbildung 5.13) wird mit einer Wellenldnge von 315 nm angeregt, denn bei dieser
Wellenlénge ist ein Absorptionsmaximum von 10 uM PYR-5-PH, aber die optische
Dichte ist noch unter 0,1, eine Voraussetzung fiir die Benutzung des Messaufbaus.
Die emittierten Photonen sind in einem Wellenldngenbereich von 335 nm bis 600
nm detektiert worden.

1.0x106 1.0x10°¢

EtOH PBS, pH5
8.0x105+ © 29K 8.0x105-
77K /
2] 5] [7) kY
£ 6.0x10 \ £ 6.0x10° /
3 5 /
g == \, § el
2.0x105-] /\/\— 20x105{
0 ' oL

400 500 600 400 500 600
Wellenldange [nm] Wellenldnge [nm]

Abbildung 5.14.: A: die detektierten Fluoreszenz und Phosphoreszenz Photonen bei An-
regung von 10 uM PYR-5-PH in Ethanol bei 315 nm in einem Wellen-
langenbereich von 335 bis 600 nm bei Zimmertemperatur (blaue Linie)
und 77 Kelvin (rote Linie); B: das detektierte Emissionsspektrum bei
Anregung von 10 pM PYR-5-PH in PBS (pH 5) bei 320 nm in einem
Wellenlédngenbereich von 340 bis 600 nm bei Zimmertemperatur

Die detektierten Fluoreszenz und Phosphoreszenz Photonen bei Anregung von 10
uM PYR-5-PH in Ethanol bei 315 nm in einem Wellenldngenbereich von 335 bis
600 nm sind in Abbildung 5.14 A dargestellt. Zunichst wird eine Messung bei Zim-
mertemperatur durchgefiihrt (blaue Linie) und danach wird die Probe auf 77 Kelvin
gekiihlt und eine weitere Messung wird durchgefiihrt (rote Linie). Bei der Messung
bei Zimmertemperatur ist ein eindeutiger Peak bei 377 nm zu erkennen, der hoch
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ist, verglichen zu dem schwachen, zweiten Peak bei 503 nm. Der hohe Peak kann
Fluoreszenz-Photonen zugeordnet werden, denn bei Zimmertemperatur ist Fluores-
zenz deutlich stirker als Phosphoreszenz. Wenn die gleiche Messung bei 77 Kelvin
durchgefiihrt wird (rote Linie), ist ein deutlicher Peak bei 470 nm zu erkennen, wéh-
rend in dem Bereich zwischen 350 und 400 nm zwar eine erhéhte Menge an Photonen
detektiert worden ist, aber kein eindeutiger Peak erkennbar ist. Der Peak bei 470
nm wird Phosphoreszenz-Photonen zugeordnet. Die Fluoreszenz wird in dem erhéh-
ten Bereich zwischen 350 und 400 nm vermutet, kann aber nicht genau zugeordnet
werden, da kein Peak sichtbar ist. Der kleine Peak bei etwa 340 nm, der sowohl bei
Zimmertemperatur als auch bei 77 Kelvin zu erkennen ist, ist nicht von Bedeutung,
da es sich um Raman-Streuung handelt [ZK98|. Dies ist durch eine zweite Messung
bei einer Anregungswellenliinge von 305 nm bestéitigt worden, bei der sich der Peak
auch um 10 nm verschoben hat.

In Abbildung 5.14 B ist das Emissionsspektrum von 10 pM PYR-5-PH in PBS
mit einem pH von 5 dargestellt. Um dieses Emissionsspektrum zu erzeugen, ist die
Losung bei Raumtemperatur bei 320 nm angeregt worden und die emittierten Pho-
tonen werden zwischen 340 und 600 nm detektiert. Ein klares Maximum bei 405
nm ist erkennbar, das der Fluoreszenz zugeordnet wird. Dies wird bestétigt, indem
das Fluoreszenz-Signal zeitaufgeldst gemessen wird mit dem in Kapitel 4.9 beschrie-
benen Messaufbau. Zur Anregung der Probe ist allerdings ein Laser (PicoQuant
GmbH), der bei 290 nm emittiert, verwendet worden und die emittierten Photo-
nen werden zunéichst durch einen Monochromator (9055, Science Tech Inc.) geleitet,
der die Wellenldnge bestimmt, bei der die Fluoreszenz zeitaufgelost bestimmt wird.
Detektiert werden die Photonen von einem Photomultiplier (H5783-P01 Hamamat-
su), der sensibel fiir UV und sichtbare Strahlung ist. Die maximale Fluoreszenz von
PYR-5-PH in PBS (pH 5) ist zwischen 400 und 430 nm detektiert worden mit einer
Lebensdauer von 0.45 + 0.05 ns.

Energie-Zustand Energie in kJoule-mol~! | Wellenléinge in nm
Singlett-Zustand S, 292 + 14 410 £ 20
Triplett-Zustand T} 255 + 12 470 £+ 24

Tabelle 5.10.: Die ermittelten Energien vom ersten angeregten Singulett- und Triplett-
Zustand von PYR-5-PH und die dazugehdrigen Wellenléngen

Mit den Emissionsmaxima von PYR-5-PH, die Fluoreszenz oder Phosphoreszenz zu-
geordnet werden kénnen, kann die jeweilige Energie des ersten angeregen Singulett-
und Triplett-Zustandes berechnet werden. Fiir die Fluoreszenz ist in PBS (pH 5) ein
Maximum bei 410 nm bei Zimmertemperatur ermittelt worden. Die Phosphoreszenz
von PYR-5-PH ist nur fiir 77 Kelvin in EtOH bei 470 nm detektiert worden. In
Tabelle 5.10 sind die ermittelten Energien fiir den Singulett-Zustand 57, der fluo-
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resziert und fiir den Triplett-Zustand T}, der Phosphoreszenz emittiert, dargestellt.
Fiir den Singulett-Zustand S; ist ein Energieniveau von 292 kJoule-mol™! bei einer
Messgenauigkeit von 10 % ermittelt worden und fiir den Triplett-Zustand 77 eine
Energie von 255 kJoule-mol L.

5.1.7.2. Quantenausbeute fiir das Intersystemcrossing (ISC)

Die Quantenausbeute fiir die Besetzung des Triplett-Zustandes kann durch LIOAS
(Kapitel 4.13) mit der folgenden Formel bestimmt werden.

1— B, —®p - F
&y = 129 rbr (5.1)
Erq,

Die Energien vom Singulett- und Triplettzustand Er und Ep, sind in Tabelle 5.10
aufgelistet worden. Um die Intersystemcrossing-Quantenausbeute auf den Tripelett-
Zustand (®7,) von PYR-5-PH zu bestimmen, muss noch a per LIOAS ermittelt
werden und die Fluoreszenz Quantenausbeute von PYR-5-PH bei derselben Wellen-
lange, die fiir die Anregung in LTAOS genutzt wird (355 nm).

Die Fluoreszenzquantenausbeute von PYR-5-PH in PBS wird wie in Kapitel 4.12
beschrieben iiber den Vergleich mit der Standart Referenz Quinine Sulfate in 1N
H>S50, bestimmt. Die Fluoreszenz-Emissionsspektren werden mit dem Fluorimeter
fiir PYR-5-PH in PBS (pH 5) und Quinine Sulfate (QS) in 1N HyS0y, die mit dersel-
ben optischen Dichte gelost sind (A,=A;), bei einer Anregungswellenldnge von 355
nm bestimmt. Dann wird die Fliche F unter dem Fluoreszenz-Emissionspektrum
fiir PYR-5-PH und QS berechnet. Mit dem Brechungsindex des Losungsmittels
n (Wasser: 1,333; H2S0,: 1,418) und der Fluoreszenz Quantenausbeute von QS
¢$5=0,546 [Eat98] wird die Fluoreszenz Quantenausbeute von PYR-5-PH bestimmt
zu 0,01 4+ 0,005.

Die ins Medium abgegebene Wiarme o wird wie in Kapitel 4.13 beschrieben, iiber
den Vergleich mit der Referenz Substanz BNNN (a=1) ermittelt. Die Amplitude
des LIOAS Signal wird fiir verschiedene Energien zwischen 5 und 100 % (0,00072
J) bestimmt fiir verschiedene Absorptionen von PYR-5-PH in PBS (pH von 5). Von
den am Ostzilloskop angezeigten LIOAS Spannungssignalen werden die Amplituden
ermittelt. Diese werden graphisch gegen die entsprechenden eingestrahlten Energi-
en aufgetragen und die Steigung der Durchschnittsgerade wird ermittelt (Abbildung
5.15 A). Um den Fehler zu reduzieren, werden fiir die graphische Auswertung nur die
Amplituden der Signale fiir eine Energie bis zu 70 % verwendet. Dies wird analog fiir
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Abbildung 5.15.: A: Die Amplituden des LIOAS Signal fiir verschiedenene eingestrahlte
Laserenergien fiir PYR-5-PH in PBS (pH=5) mit einer Absorption von
0,27. B: Die aus den Amplituden pro Energie Graphen ermittelten Stei-
gungen aufgetragen gegen die Absorption fiir PYR-5-PH und die Referenz
BBBN

die Referenz Substanz BBBN durchgefiihrt. Danach werden die so ermittelten Stei-
gungen gegen die entsprechenden Absorptionen der PYR-5-PH und BBBN Losungen
aufgetragen und wieder werden die Steigungen der Durchschnittgeraden berechnet
(Abbildung 5.15 B). Durch den Vergleich der Steigungen von PYR-5-PH und BBBN
wird fiir PYR-5-PH o = 0,839 bestimmt. Damit kann die Quantenausbeute der Be-
setzung des Triplett-Zustand von PYR-5-PH bestimmt werden zu &, = 0,20 +
0,03. Dieser Wert steht im Einklang mit der ermittelten 'O, Quantenausbeute von
0,16 £ 0,04 in PBS (pH von 5, A = 355 nm), 0,16 + 0,02 in H,0 (A = 308 nm)
und 0,12 £ 0,02 in DO (A = 308 nm) (Kapitel 5.1.4), da &, fiir die Besetzung des
Triplett-Zustandes grofer sein muss als die 1O, Quantenausbeute.

5.1.7.3. Raten und Ratenkonstanten von Pyridoxal 5’phosphat in
Wasser

In diesem Abschnitt werden die Raten und Ratenkonstanten (Kapitel 3.5.2) von in
H50 gelostem PYR-5-PH bestimmt. In der Losung befindet sich auferdem molekula-
rer Sauerstoff, dessen Konzentration mit einem Sauerstoffsensor bestimmt wird. Um
die Raten und Ratenkonstanten zu bestimmen, wird eine Variation der Sauerstoff-,
PYR-5-PH- und Quencherkonzentration durchgefiihrt. Bei der Variation der Quen-
cherkonzentration befindet sich zusétzlich der Quencher NaN; (Kapitel 4.1.5) in
der Losung. In Abbildung 5.16 A,B,C,D,E und F sind die ermittelten Anstiegsra-
ten [y als Kreise und die Abklingraten [, als Rechtecke in Abhéngigkeit von der
Sauerstoff-, PYR-5-PH- oder NaN;-Konzentration dargestellt. Die ermittelten Er-
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gebnisse fiir die Raten und Ratenkonstanten von PYR-5-PH in H>O sind in Tabelle
5.11 dargestellt.

Bei der Sauerstoffvariation ist eine PYR-5-PH-Konzentration von 100 pM in H,O
verwendet worden. Die Laserintensitit hat 30 &= 3 mW - em =2 bei einer Laseranre-
gungswellenldnge von A = 308 nm betragen. Die Sauerstoffsidttigung in der PYR-5-
PH-Losung wird ausgehend von 100 %, was einer Sauerstoffkonzentration von [Oy]
= 270 uM in H50 entspricht, auf 5 %, was [Oy] = 13,5 uM entspricht, verringert.
Die Abbildung 5.16 A und B zeigen die ermittelten Anstiegs- und Abklingraten
B und By gegen die Sauerstoffkonzentration aufgetragen, mit einem Fehler von 10
% fiir die Raten 7 und S, und einem absoluten Fehler von 2,7 uM fiir die Sau-
erstoffkonzentration. In Abbildung 5.16 B ist zwar eine Aufspaltung der Anstiegs-
und Abklingraten 8; und (s erkennbar, aber die Energieriickkopplung, die durch
das Produkt kp,a - kar, = 0,0099 4 0,001 us™2mM 2 abschitzt wird, ergibt einen
vernachlassigbar geringe Energieriickkopplung. Der Schnittpunkt der beiden Hilfs-
geraden Ka,p und Kp, liegt bei einer Sauerstoffkonzentration von (0,14 £ 0,02)
mM. Die Steigung der Rate (1 bei grofen Sauerstoffkonzentrationen lisst sich an-
geben durch k7,0, + kA und lisst sich durch Extrapolation bestimmen zu (2,0 +
0,2) us~'mM~!. Die Steigung beschreibt die Deaktivierung des T}-Zustands durch
molekularen Sauerstoff im Grundzustand und durch die Erzeugung von 'Os.

Die PYR-5-PH Variation ist bei einer Laserintensitiit von 33 + 4 mW - ecm™2 (A =
308 nm) durchgefiihrt worden. Die Konzentration von PYR-5-PH in H5O ist von 25
uM bis zu 500 pM erhoht worden bei einer Sauerstoffsattigung von 30 % (81 uM,
Abbildung 5.16 D) und bei einer Sauerstoffsiattigung von 100 % (270 M, Abbildung
5.16 E). Diese Sauerstoffkonzentrationen sind ausgew&hlt worden, da sie beide weit
genug vom Schnittpunkt (140 M), den man in der Sauerstoffvariation ermittelt
hat, entfernt liegen und so bei kleinen Schwankungen im Sauerstoffbereich die Raten
dennoch eindeutig zugeordnet werden konnen. In Abbildung 5.16 D beschreibt die
obere Linie die Triplett-Abklingdauer Kr,, wiahrend die untere Linie Ka beschreibt.
Durch Extrapolation ergibt sich fiir die y-Achsenschnittpunkte K ([PYR — 5 —
PH] = 0)= (0,54 &+ 0,06) pus~! und Ka([PYR—5—PH] = 0)= (0,29 + 0,03) ps™".
Damit ergibt sich fiir die 'Oy Abklingdauer in Wasser 7a = (3,5 & 0,5) s, das im
Rahmen der Fehlergenauigkeit mit dem Literaturwert 7o = (3,5 + 0,5) us [Regl0]
iibereinstimmt. 'Oy kann auch durch PYR-5-PH gequencht werden, was durch die
Summe der Ratenkonstanten kar, + kas, = (0,03 £ 0,01) pus~*mM ™! beschrieben
wird. Die ermittelte 'Oy Quenchingratenkonstante von PYR-5-PH ist kleiner aber
in der Grofenordnung vom Literaturwert, der in DyO bestimmt wurde [BLET00].

Bei der NaNj-Variation ist eine PYR-5-PH-Konzentration in H,O von 0,1 mM bei

einer Sauerstoffsiattigung von 100 % (270 uM, Abbildung 5.16 F) und bei 30 % (81
uM, Abbildung 5.16 E) verwendet worden. Die NaN3-Konzentration in der Losung
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Abbildung 5.16.: Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von PYR-5-PH bei
einer Variation der Sauerstoffkonzentration bei 0,1 mM PYR-5-PH (A B),
bei einer Variation der PYR-5-PH Konzentration bei 30 % (C) und 100
% (D) Sauerstoffsattigung und bei einer Variation der Quencherkonzen-
tration bei 30 % (E) und 100 % (F) Sauerstoffsittigung in Wasser sind
dargestellt
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kr, 0,003 ps~t
ka 55 15~
ks, 0,03 us~'mM~!
k1o 0,02 s~ 'mM~!
kag 0,55 pus™tmM~!
kr,a - kar, | 0,0009 us~tmM !
kr,a + k10, | 1,989 ps~tmM 1
kar, + kas, | 0,03 pus™tmM 1

Tabelle 5.11.: Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten von PYR-5-PH in H50O

ist von 0 mM bis zu 0,5 mM erhoht worden. In den Abbildungen 5.16 E und F
lisst sich erkennen, dass nicht nur der 'O, durch NaN; gequencht wird, sondern
auch der Ti-Zustand von PYR-5-PH, allerdings weniger effektiv. Fiir eine Sauer-
stoffkonzentration von 0,27 mM gilt das fy dieselbe Steigung wie die Hilfsgerade
KA or hat, wodurch die Ratenkonstante kag durch Extrapolation zu (0,55 £ 0,06)
s~ imM ™1 bestimmt worden ist. Dies stimmt im Rahmen der Fehlertoleranz mit
dem Literaturwert fiir die Quenching Ratenkonstante fiir NaN; (kag = (0,5 £ 0,1)
pus~*mM~1) in H,O iiberein |Fel09]. Die Ratenkonstante k7, kann bestimmt wer-
den zu (0,02 + 0,01) us~'mM~'. NaN3 quencht also 'O, 30 mal so effektiv wie den
Triplett-Zustand von PYR-5-PH.

5.1.7.4. Raten und Ratenkonstanten in schwerem Wasser

Da in dieser Arbeit Experimente mit PYR-5-PH gelost in HoO und D>O durch-
gefiihrt werden und das Losungsmittel Einfluss auf die photophysikalischen Eigen-
schaften einer Substanz haben kann, sind die Raten und Ratenkonstanten auch in
D50 untersucht worden. Dazu ist eine Variation der Sauerstoffkonzentration (5.17
A), eine Variation der PYR-5-PH Konzentration bei 30 % und 100 % (5.17 B) Sau-
erstoffsittigung und eine Quenchervariation bei 30 % und 100 % (5.17 C) Sauerstoff-
sdttigung durchgefiihrt worden. Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten sind in
Tabelle 5.12 zusammengefasst worden und ein Fehler von 10 % wird angenommen.

Bei der Variation der Sauerstoff- und NaN3-Konzentration ist eine PYR-5-PH-
Konzentration von 100 M in D,O verwendet worden. Die Laserintensitit ist 23
+ 3 mW - cm™2 bei einer Anregung bei 308 nm. In Abbildung 5.17 A ist erkennbar,
dass der Schnittpunkt an dem die Raten ; und S5 ihre Bedeutung wechseln bei ei-
ner Sauerstoffsittigung unter 3 % liegt. Dadurch konnte keine PYR-5-PH und Na/N;
Variation bei einer Sauerstoffkonzentration unterhalb des Schnittpunktes durchge-
fithrt werden. Diese Variationen sind deshalb bei 30 % und 100 % (5.17 B und C)
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Sauerstoffvariation in 0,1 PYR-5-PH in D,0
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Abbildung 5.17.: Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von PYR-5-PH bei
einer Variation der Sauerstoffkonzentration bei 0,1 mM PYR-5-PH (A),
bei einer Variation der PYR-5-PH Konzentration bei 100 % (B) Sauer-
stoffsdttigung und bei einer Variation der Quencherkonzentration bei 100
% (C) Sauerstoffsdttigung in schwerem Wasser sind dargestellt

durchgefiihrt worden. Auch in D50 scheint der Energieriicktransfer vernachlassigbar
klein mit bz, A -kar, = (0,01 & 0,001) us—?mM 2. Die Abklingdauer von 'O, ist mit
(66 £ 7) ps deutlich linger als in H>O und stimmt mit den in der Literatur vorhan-
denen Werten iiberein [BFP107] [Ogi83|. Die Abklingdauer des Triplett-Zustandes
von PYR-5-PH hat in DyO ebenfalls eine doppelt so lange Abklingdauer wie in
H>0. Das Losungsmittel scheint sich also auch auf die Abklingdauer des Triplett-
Zustandes auszuwirken. 1O, kann auch durch PYR-5-PH gequencht werden mit der
Summe der Ratenkonstanten kar, + kas, = (0,03 £ 0,01) pus~'mM 1. Die ermittel-
te 1Oy Quenchingratenkonstante von PYR-5-PH ist kleiner aber in der Gréfenord-
nung vom Literaturwert [BLE100]. Die Variation der NaNj-Konzentration ergibt
Ratenkonstanten von (0,35 4+ 0,04) us~'mM~! fiir das Quenchen von NaNs. Au-
fserdem kann NalN3 auch den Triplett-Zustand von PYR-5-PH quenchen mit einer
Ratenkonstante von (0,04 4= 0,01) us~'mM ="' in D,O.
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kr, 0,006 ps~t
ka e ps!

k7, s 0,03 us~tmM =t
kro 0,04 ps™tmM~!
kag 0,35 ps~tmM =1
kra - kar, | 0,0099 ps™tmM !
kroa + k10, | 1,989 ps™'mM~!
kar, + kas, 0,03 ps tmM 1

Tabelle 5.12.: Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten von PYR-5-PH in DO

5.1.8. Nicotinsaure und Nicotinsaureamid

Nicotinsédure ist eine Monocarbonséure mit einem pK, von 4,9 [NKS05] und kann
damit seine Struktur aufgrund des pH-Wertes einer Losung dndern. Dies ist vor
allem interessant, da Nicotinsiure selbst eine Siure ist und durch eine Anderung der
Nicotinsdurekonzentration in wassriger Losung sich auch der pH-Wert der Losung
andert. Damit konnten sich die photophysikalischen Eigenschaften von Nicotinséure,
insbesondere die Fiahigkeit 1Oy zu erzeugen, mit der Konzentration dndern. Mit dem
in Kapitel 5.1.3 beschriebenen pH-Meter wird der pH-Wert einer 30 mM wéssrigen
Nicotinsdurelosung bestimmt. 30 mM ist die Konzentration, bei der fiir Nicotinsédure
die 'O, Generierung nachgewiesen wurde (Kapitel 5.1.3). Bei dieser Konzentration
hat die Nicotinsaurelosung eine pH-Wert von 4,06. Damit liegt der pH-Wert unter
dem pK, von 4,9 und Nicotinsiure liegt in der entsprechenden Form vor.

Ob Nicotinamidsédure auch ein pH-empfindliches Molekiil ist, konnte in der Literatur
nicht ermittelt werden. Dementsprechend wird zunéchst davon ausgegangen, dass
Nicotiamidsédure pH-empfindlich sein konnte und vermutlich einen dhnlichen pK,
Wert wie Nicotinsaure hat. Allerdings ist Nicotinamidsdure keine Sdure und eine 30
mM Nicotinamidlosung in PBS hat einen pH Wert von 7.

Um festzustellen, ob sich die photophysikalischen Eigenschaften von Nicotinséure
und Nicotinamidsaure mit dem pH-Wert verdndern, ist zunédchst wie in Kaptitel
4.10 beschrieben, der Absorptionswirkungsquerschnitt o fiir 300 uM Nicotinsdure
bzw. Nicotinamidsdure Losungen mit den pH-Werten 3 und 7 bestimmt worden und
in Abbildung 5.18 dargestellt. Es ist erkennbar, dass sich ¢ mit dem pH-Wert sowohl
fiir Nicotinsdure als auch fiir Nicotinamidsiure verdndert hat. Bei Nicotinsaure l4sst
sich das durch die Verdnderung des Molekiils mit dem pH-Wert mit einem pK, von
4.9 erklaren. Offensichtlich verdndert sich auch das Molekiil Nicotinamidsdure mit
dem pH-Wert und scheint einen pK, Wert zwischen 7 und 3 zu haben.
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Abbildung 5.18.: Die optische Dichte von Nicotinsdure und Nicotinamidsdure im UVB und
UVA Bereich fiir unterschiedliche pH Werte

5.1.8.1. Energie der Singulett und Triplett-Zustande

Die Energie der Singulett- und Triplett-Zustinde von Nicotinsdure und Nicotina-
midsdure werden in Medien mit unterschiedlichen pH-Werten ermittelt, da sich die
Molekiile mit dem pH-Wert verdndern konnen und somit auch verdnderte photo-
physikalische Eigenschaften haben konnen. Dafiir werden Emissionsspektra von Ni-
cotinsdure und Nicotinamidsdure in Medien mit unterschiedlichen pH-Werten mit
dem in Kapitel 4.12 Fluorimeter bei Raumtemperatur und 77 Kelvin durchgefiihrt.
300 uM Nicotinsdure und Nicotinamidsdure werden in Ethanol gelost und es sind
durch Zugabe von Sduren oder Basen saure und basische Lésungen hergestellt wor-
den. Die Fluoreszenz und Phosphoreszenz Photonen sind bei Anregung bei 285 nm
in einem Wellenldngenbereich von 305 bis 500 nm detektiert und in Abbildung 5.19
A (Nicotinamidsdure) und B (Nicotinsdure) dargestellt worden. Zunéchst ist eine
Messung bei Zimmertemperatur durchgefithrt worden (dunkelblaue Linie = saure
Losung, dunkelrote Linie = basische Losung). Dann werden die Proben auf 77 Kel-
vin gekiihlt und eine weitere Messung wird durchgefiihrt (hellblaue Linie = saure
Losung, hellrote Linie = basische Losung). Bei den Messung bei Zimmertemperatur
ist sowohl fiir saure als auch fiir basische Vitamin B3 Losungen ein Peak bei 343 nm
zu erkennen. Dieser Peak kann Fluoreszenz-Photonen zugeordnet werden, denn bei
Zimmertemperatur ist Fluoreszenz deutlich starker als Phosphoreszenz. Der kleine
Peak bei etwa 320 nm ist nicht von Bedeutung, da es sich um Raman-Streuung
handelt [ZK98|]. Dies ist durch eine zweite Messung bei einer anderen Anregungs-
wellenldnge bestétigt worden.

Wenn die gleiche Messung bei 77 Kelvin durchgefiihrt wird, ist fiir Nicotinamid-
sdure (Abbildung 5.19 A) in saurem Medium (hellblaue Linie) ein Peak bei 392
nm und in basischem Medium (hellrote Linie) ein Peak bei 410 nm zu erkennen,
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Abbildung 5.19.: Die Emissionsspektren von Nicotinsdure gelost in Ethanol (B) und PBS
(D) und Nicotinamidsaure gelost in Ethanol (A) und PBS (C) in saurer
und basischer Lésung

der hoher ist als der Peak im sauren Medium. Fiir Nicotinsdure (Abbildung 5.19
B) ist in saurem Medium (hellblaue Linie) ein Peak bei 425 nm zu erkennen, der
viel kleiner ist als der Peak in basischem Medium (hellrote Linie) bei 405 nm. Die
bei 77 Kelvin ermittelten Peaks werden Phosphoreszenz zugeordnet. Die mit diesen
Peaks ermittelten Singulett- und Triplett-Zustandsenergien sind in Tabelle 5.13 zu-
sammengefasst. Fiir Nicotinamidsdure ergibt sich ein Singulett-Zustand bei 349 +
17 kJoule-mol~* und ein Triplett-Zustand bei 400 & 20 kJoule-mol~!. Die Singulett-
und Triplett-Energien von Nicotinsdure sind im Rahmen der Messgenauigkeit iden-
tisch.

Substanz Energie-Zustand Energie Wellenldnge
[kJoule-mol =] [nm |
Nicotinsdure Si-Zustand 349 £ 17 343 + 17
Nicotinsdure T}-Zustand 288 + 14 415 £ 21
Nicotinamidsaure S1-Zustand 349 £+ 17 343 £ 17
Nicotinamidsaure T1-Zustand 300 £+ 15 400 £+ 20

Tabelle 5.13.: Die ermittelten Energien vom ersten angeregten Singulett- und Triplett-
Zustand von Nicotinsdure und Nicotinamidsdure und die dazugehorigen Wel-
lenlédngen
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Bei den Messungen ist allerdings ein pH-abhéngiger Unterschied in der Hohe der
Emissionspeaks, sowohl fiir Nicotinsdure als auch fiir Nicotinamidsdure aufgefal-
len. Aus diesem Grund ist eine weitere Messung der Emissionsspektra von 300 pM
Nicotinsdure und Nicotinamidsdure gelost in PBS mit einem pH von 3 und 7 bei
Raumtemperatur durchgefiihrt worden. Die Proben sind bei 280 nm angeregt wor-
den und die emittierten Photonen sind in einem Wellenldngenbereich von 300 bis
500 nm detektiert worden. In Abbildung 5.19 C (Nicotinamidsdure) und D (Nico-
tinamidsédure) sind die Emissionsspektra fiir einen pH Wert von 3 (blaue Linie) und
7 (rote Linie) dargestellt. Es wird deutlich, dass sich zwar mit dem pH-Wert nicht
die Positon des Emissionspeak dndert, aber seine Intensitédt, insbesondere fiir Ni-
cotinsdure. Die Effektivitit der Fluoreszenz von Vitamin B hdngt also von dem
pH-Wert der Losung ab. Dies konnte sich auch auf die Fahigkeit von Vitamin Bj
1Oy zu generieren auswirken.

5.1.8.2. Raten und Ratenkonstanten von Nicotinamidsaure

Die Raten und Ratenkonstanten werden fiir Nicotinamidsidure, das mit 0,64 eine
besonders hohe 'O, Quantenausbeute hat, bestimmt. Dafiir wird Nicotinamidsiu-
re in schwerem Wasser (D,0) gelost, da wegen der langen 'O, Abklingdauer in
D50 in diesem Losungsmittel besonders gut 'O, Lumineszenz detektiert werden
kann. Die Losungen bestehen aus Nicotinamidsdure, dem Losungsmittel DO und
molekularen Sauerstoff, dessen Konzentration iiber einen Sauerstoffsensor bestimmt
wird. Bei der Variation der Quencherkonzentration befindet sich zusétzlich noch der
Quencher NaNj in der Losung. Bei allen Messungen ist die Laserintensitit 28 £+ 3
mW - em™2 bei einer Anregung bei 308 nm. In Abbildung 5.20 A,B,C,D und E sind
die ermittelten Anstiegsraten ; als Kreise und die Abklingraten (3, als Rechtecke
in Abhéngigkeit von der Sauerstoff, Nicotinamidsdure- oder NaNs-Konzentration
dargestellt. Fiir die ermittelten Raten und Ratenkonstanten ist ein Fehler von 10 %
angenommen worden und sie sind in Tabelle 5.14 zusammengefasst worden.

Bei der Sauerstoffvariation ist eine Nicotinamidsdure-Konzentration von 25 mM in
D50 verwendet worden und die Sauerstoffsittigung in Losung ist ausgehend von
100 %, was einer Sauerstoffkonzentration von 238 uM in D50 entspricht, auf 2 %
reduziert worden. Abbildung 5.20 A zeigt die ermittelten Anstiegs- und Abklin-
graten (5, und [ gegen die Sauerstoffkonzentration aufgetragen, mit einem Fehler
von 10 % fiir die Raten (3, und (3, und einem absoluten Fehler von 2,4 uM fiir die
Sauerstoffkonzentration. In Abbildung 5.20 A ist keine Aufspaltung der Anstiegs-
und Abklingraten 8 und [y erkennbar. Dies wird durch eine Energieriickkopplung
(krya - kaT,), die in etwa Null ist, bestétigt. Der Schnittpunkt der beiden Hilfsgera-
den Ka g und K7, liegt bei unter 2 % Sauerstoffsdttigung. Die Steigung der Rate

116



5.1. Wasserlosliche Vitamine

Sauerstoffvariation in 25 mM Nicotinamidsaure in DO

0.30
A
n.2sf
= 020f B
2 1
= 0150 :]‘H‘{_,{-"*‘/
s S
0.10F e
B
DO5E
o DDFY L L f L ]
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 025
Sauerstoff [mh]
o Nicotinamidsaure-Variation (25 % O;J i Nicotinamidsdure-Variation (100 % O}J
il o
D0.08 0.2
0.20)
% D08l {,_}_-i-—:{_—r'_ B S ol e
Z ] p T e DRERT T
© 0.04 @
- = D10
D.02
- | e
e 0 20 30 40 50 o 10 20 an 40 50
Nicofinamidsdure ] Micotinamids3ure [mM]
i NaN, Variation (25 % O,) o NaN, Variation (100 % O,)
Ip IE
0.8
03l _I_ =3 i
L 0.5
2 ,--’”f_{}: 2 o4 L e e
ol = . i
= S ) 2 il o
0.1 o * o ’fj’ ik
S ek i1
- i - R 0.1
: R il — g ]
e e——w—p——a —
o'luJ 00 [T 0.04 0.06 008 D'% i} 0.02 0.04 0.08 0.08 010
MaM, [miM] MaM, [mh]

Abbildung 5.20.:

Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von Nicotinamid-
sdure bei einer Variation der Sauerstoffkonzentration bei 25 mM Nicotina-
midsdure (A), bei einer Variation der Nicotinamidsidure-Konzentration
bei 25 % (B) und bei 100 % (C) Sauerstoffsdttigung und bei einer Varia-
tion der Quencherkonzentration bei 25 % (D) und bei 100 % (E) Sauer-
stoffsdttigung in D20 sind dargestellt
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B1 bei grofen Sauerstoffkonzentrationen lisst sich angeben durch kz,0, + kA und
ldsst sich durch Extrapolation bestimmen zu (0,64 4+ 0,07) us™'mM 1.

Die Nicotinamidsdure Variation kann nicht bei einer Sauerstoffsittigung unter 2
% durchgefiihrt werden, da der verwendete Sauerstoffsensor bei so geringen Sau-
erstoffkonzentrationen nicht exakt genug misst. Deshalb ist die Nicotinamidsdure
Variation bei einer Sauerstoffsittigung von 25 % und bei 100 % (5.20 B und C)
durchgefiihrt worden. In Abbildung 5.20 B beschreibt die obere Linie die Triplett-
Abklingdauer Kr,, wihrend die untere Linie Ka beschreibt. Durch Extrapolation
ergibt sich fiir die y-Achsenschnittpunkte K, (|[Nicotinamidsdure|=0)= (0,56 £ 0,06)
ps~! und Ka([Nicotinamidsiure]=0)= (0,015 4 0,002) us~!. Damit ergibt sich fiir
die 'O, Abklingdauer in DyO von 7o = (67 4 7) us, was im Rahmen der Fehl-
ergenauigkeit mit dem Literaturwert 7o = 66 us [Ogi83| iibereinstimmt. Die Rate
kr, gibt die Deaktivierung vom 7j-Zustand von Nicotinamidsdure durch das Lo-
sungsmittel an, kann zu (0,019 + 0,002) ps™! bestimmt werden und entspricht einer
theoretischen Triplett-Abklingdauer in D>O von (53 + 6) us.

ke, 0,019 pus™!
ka o s

ks 0,0001 ps—tmM—!

kryo 2,5 ps~tmM~!

kag 0,55 pus tmM~!
kroa-kar, | 1-1077 ps~tmM—!

kroa + k1o, | 0,64 ps~imM!
kATl + kASg 0,0002 ,us_lmM_l

Tabelle 5.14.: Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten von Nicotinamid in DO

Bei der NaNs-Variation ist eine Nicotinamidsiure-Konzentration von 25 mM bei
einer Sauerstoffsittigung von 25 % und 100 % (Abbildung 5.20 D und E) verwendet
worden. Die NaNs-Konzentration in der Losung ist von 0 mM bis zu 0,1 mM erhoht
worden. In den Abbildungen 5.20 D und E lisst sich erkennen, dass nicht nur der 'O,
durch NaNj3 gequencht wird, sondern auch der Ti-Zustand von Nicotinamidséure.
Fiir eine Sauerstoffkonzentration von 0,238 mM gilt, dass (3, dieselbe Steigung wie
die Hilfsgerade Ka ,r hat, wodurch die Ratenkonstante kag durch Extrapolation zu
(0,55 £ 0,06) us™'mM ! bestimmt worden ist. Die Ratenkonstante kr,o kann be-
stimmt werden zu (2,5 & 0,3) us~*mM . NaN3 quencht also den Triplett-Zustand
von Nicotinamidsiure fiinf mal so effektiv wie 'O,. Ein guter Quencher sollte 1O,
viel effektiver quenchen als den Triplett-Zustand des Photosensitizers. Aus diesem
Grund ist NaNj kein guter Quencher fiir Nicotinamidsdure. Um Nicotinamidséure
noch detailierter zu untersuchen, sollte ein anderer wasserloslicher Quencher gefun-
den werden, der nicht den Triplett-Zustand von Nicotinamidsiure quencht.
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5.2. Fettlosliche Vitamine

5.2.1. Absorption

Da die Voraussetzung fiir die photodynamische Erzeugung von 'O, die Absorption
von einer entsprechenden Anregungsstrahlung ist, wird fiir alle untersuchten fett-
16slichen Vitamine ein Absorptionsspektrum im UVB und UVA Bereich bestimmt.
Insbesondere wird die Absorption bei den in den Experimenten verwendeten Anre-
gungswellenléngen 308 nm im UVB Bereich und 355 nm im UVA Bereich ermittelt.
Die verschiedenen fettloslichen Vitamine und ihre Vorstufen sind in Kaptitel 4.1.2.2
naher beschrieben worden. Sie werden im Losungsmittel Ethanol gelost und das Ab-
sorptionsspektrum wird wie in Kapitel 4.10 beschrieben, bestimmt. In Abbildung
5.21 sind die Absorptionsspektren der fettloslichen Vitamine graphisch dargestellt.
Es ist erkennbar, dass alle untersuchten Substanzen im UVB-Bereich absorbieren.
Nur Vitamin A und Vitamin K; absorbieren auch im gesamten UVA Bereich. Vit-
amin D, und Vitamin D3 absorbieren noch in geringem Mafke im UVA II Bereich
(320 - 340 nm) und Ergosterol sogar noch in sehr geringem Mafe bei einer Anre-
gungswellenldnge von 355 nm.
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Abbildung 5.21.: Die Absorptionsspektren der verschiedenen untersuchten fettléslichen
Vitamine

In Tabelle 5.15 sind die genauen Werte fiir die Absorption bei 308 nm (UVB)
und 355 nm (UVA) fiir die verschiedenen untersuchten fettloslichen Vitaminen bei
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Name Konzentration | 308 nm | 355 nm
in M 7] 2]
Vitamin A 25 45 +1 |82 +1
Vitamin D, 250 44 + 1 -
Vitamin Dj 250 40 £ 1 -
Vitamin E 250 23+ 1 -
Vitamin K; 100 39+11]294+1
Ergosterol 500 M“4+£1 | 241
7-Dehydrocholesterol 500 7T+1 -

Tabelle 5.15.: Die Absorption der verschiedenen fettloslichen Vitamine in Ethanol bei 308
und 355 nm in %

den entsprechenden Konzentrationen in Ethanol aufgelistet. Alle untersuchten fett-
16slichen Vitamine absorbieren bei der in den Experimenten verwendeten Anre-
gungswellenlinge (308 nm) fiir UVB induzierte 'O, Erzeugung. Ergosterol und 7-
Dehydrocholesterol absorbieren allerdings bei einer Konzentration von 500 yM nur
14 bzw. 7 %. Alle anderen Vitamine absorbieren in dem fiir eine effektive 'Oy Erzeu-
gung giinstigen Bereich von 20 bis 80 %. Die Vitamine A und K absorbieren auch
bei einer Wellenléinge von 355 nm (UVA), bei der fiir die anderen Vitamine keine
ausreichende Absorption festgestellt werden kann. Der Fehler des Absorptionsspek-
trometers betragt + 1 %.

5.2.2. Absorptionswirkungsquerschnitt

Fiir die fettloslichen Vitamine A, D,, D3, E und K; wird im UVB und UVA Spek-
tralbereich der Absorptionswirkungsquerschhnitt o, wie in Kapitel 4.10 beschrieben,
bestimmt. o wird in einem Konzentrationensbereich, der um die Konzentration, bei
der das Vitamin effektiv UVB (308 nm) absorbiert, liegt. Fiir Vitamin A wird o fiir
Konzentrationen von 5 bis 100 M und fiir Vitamin E von 10 bis 500 M bestimmt.
So kann zum Beispiel ein Aggregieren der Molekiile in diesem Konzentrations- und
Spektralbereich ausgeschlossen werden. Fiir die untersuchten fettloslichen Vitamine
ist in den entsprechenden Konzentrationsbereichen in einem Spektralbereich von 280
nm bis 400 nm im Rahmen der Messgenauigkeit keine Anderung von o festgestellt
worden.
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5.2.3. Zeitlich und spektral aufgeloste Singulett-Sauerstofft
Detektion von fettlosliche Vitamien

Die fettloslichen Vitamine werden mit einer Konzentration in Ethanol geldst, bei der
fiir die Vitamine eine Absorption bei 308 nm nachweisbar ist (> 5 %). Die geloste
Substanz wird dann mit einer Pipette in eine Quarzglaskiivette umgefiillt und in den
in Kapitel 4.7 beschriebenen Messaufbau eingefiigt. Um 'O, Generierung im UVB
Bereich nachzuweisen, werden die gelosten Substanzen mit einer Laserwellenldnge
von 308 nm angeregt.

In Abbildung 5.22 sind fiir alle untersuchten fettloslichen Vitamine und ihre Vorstu-
fen die spektral aufgelost detektierten 1O, Signale dargestellt. Fiir alle untersuchten
Substanzen ist ein klares Maximum der gefitteten Lorenzkurve zwischen 1270 und
1280 nm erkennbar. Dies ist ein Nachweis fiir 'O, Lumineszenz, da die Ubergangs-
senergie von 'Oy in Ethanol 0,975 €V (entspricht 1274 nm) betrigt [Bai05|. Ein
zusitzliches zeitaufgelostes 10, Signal bei 1270 nm wird fiir alle Substanzen auf-
genommen. Jedoch kann nur fiir die Vitamine A und E ein zeitaufgelostes Signal
detektiert werden, was intensiv genug ist, um geméf dem Standard-Modell (siehe
Kapitel 4.8) gefittet zu werden. In Abbildung 5.23 sind oben die zeitaufgelosten 1O,
Signale von Vitamin A und E dargestellt. Fiir beide Substanzen kann eine Anstiegs-
und Abklingdauer des Signals gefittet werden (rote Linie). Fiir Vitamin A betrégt
die Abklingdauer 14 + 2 pus bei einem angenommenen Fehler von 10 % fiir die Mess-
genauigkeit. Diese Abklingdauer stimmt iiberein mit der Abklingdauer von 'O, in
Ethanol, die 14 + 2 us betrigt [Bai05]. Die Abklingdauer von Vitamin E betréigt
9 4 1 us, was eindeutig kiirzer ist, als die Abklingdauer von 'O, in Ethanol. Dies
kann damit zusammenhéngen, dass Vitamin E ein effektiver 'Oy Quencher ist [DB-
CP06, KDMMS90, SS95, WKR*03|. Vitamin E kann also 'O, effektiv deaktivieren
und dadurch seine Abklingdauer verkiirzen.

Substanz Ethanol
Konzentration T
Vitamin A 15 uM 14 £ 2
Vitamin D- 250 uM 13 £ 2
Vitamin Ds 250 pM 12 £ 2
Ergosterol 500 pM 14+2
7-Dehydrocholesterol 350 pM 14+ 2
Vitamin E 250 uM 9+ 1
Vitamin K, 100 uM 13 £ 2

Tabelle 5.16.: Die gefittete 'Oy Abklingdauer 7 in Losungen aus fettloslichen Vitaminen in
Ethanol
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Abbildung 5.22.: Spektral aufgeldste 'Og Signale der fettloslichen Vitamine in Ethanol
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Abbildung 5.23.: Zeitaufgeldste 'Oy Signale von Vitamin A, E und K;
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Die Lumineszenzsignale der Vitamine Dy, D3 und K, sowie ihrer Vorstufen Ergos-
terol und 7-Dehydrocholesterol sind so schwach, das keine Anstiegszeit der Signale
ermittelt werden kann. Die Abklingdauer der Signale kann aber gefittet werden und
in Abbildung 5.23 unten ist beispielhaft das Lumineszenzsignal von Vitamin K; mit
der gefitteten Abklingdauer von 13 4 2 us dargestellt. Fiir alle untersuchten fettlos-
lichen Vitamine sind die Abklingdauern des 'Oy Signals in Ethanol in Tabelle 5.16
zusammengefasst worden.

5.2.4. Singulett-Sauerstoff Quantenausbeuten (UVB, UVA)
von fettloslichen Vitaminen

Nachdem nachgewiesen ist, dass die verschiedenen untersuchten fettloslichen Vit-
amine und ihre Vorstufen bei UVB Anregung 'O, generieren kiénnen, wird fiir sie
die 'O, Quantenausbeute ® A, wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben, iiber den Vergleich
mit den in Ethanol 16slichen Referenz-Photosensibilisatoren PN und TMPyP ermit-
telt.

350000
c 300000 -
c 4
S 250000 4*—
=]
o
£ 200000 <
: - .
@ 150000 =
N 'ﬂi ETMPyP
@ - -
£ 100000 % Vitamin E
E v=222058x
3 50000 e

o0 =
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

absorbierte Energie [Joule]

Abbildung 5.24.: Graphische Auftragung der absorbierten Energie gegen die Lumineszen-
zenergie von Vitamin E und den Referenz-Substanzen PN und TMPyP

Um verschiedene absorbierte Energien E4 4,5 zu erhalten, werden die Substanzen
mit verschiedenen Konzentrationen in Ethanol gelst, so dass sie zwischen 5 und
50 % bei 308 nm absorbieren. Die absorbierte Energie wird iiber die Absorption A
und die auf die Probe eingestrahlte Laserenergie bestimmt. In den Laserstrahl ist
ein zusétzlicher UV-Filter eingebaut worden, der die Laserintensitiat auf etwa 70 %
des urspriinglichen Wertes reduziert. Die auf die Losung auftreffende Laserintensi-
tit ist 30 &£ 5 mW - em ™. Nun wird die Summe aller Lumineszenzphotonen eines
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5.2. Fettlosliche Vitamine

Lumineszenz-Signals ermittelt, da die Zahl der Photonen proportional zur Lumines-
zenzenergie Fp ist. In Abbildung 5.24 ist beispielhaft die Steigung Lummegjii’:h"to”m
fiir die Referenz-Substanzen PN und TMPyP und das fettlosliche Vitamin E dar-
gestellt. Aus dem Vergleich dieser Steigungen kann & von Vitamin E bestimmt
werden. In Tabelle 5.17 sind die entsprechenden ®, fiir die untersuchten fettlosli-
chen Vitamine bei einer Anregung von 308 nm aufgefiihrt. Sie varieren von 0,007
+ 0,005 fiir Vitamin D3 bis zu 0,15 4+ 0,02 fiir Vitamin E. Fiir geringe &, unter
0,1 wird aufgrund der kleinen Signale ein Fehler von 20 % angenommen, ansonsten
wird ein Fehler der Messungen von 10 % angenommen.

Substanz 308 nm 355 nm
Vitmin A 0,06 & 0,02 | 0,07 & 0,02
Vitmin Dy 0,02 + 0,01 -
Vitmin D3 0,007 £ 0,005 -
Vitmin E 0,15 4+ 0,02 -
Vitmin K, 0,02 &£ 0,01 | 0,02 + 0,01
Ergosterol 0,03 £ 0,01 -
7-Dehydrocholesterol | 0,03 £ 0,01 -

Tabelle 5.17.: Die Quantenausbeute ®a der verschiedenen fettléslichen Vitamine bei 308
und 355 nm

Fiir Vitamin A und Vitamin K3, die auch eine hohe Absorption im gesamten UVA
Spektralbereich haben (siehe Abbildung 5.21), ist ®A auch fiir eine Anregungswel-
lenldnge von 355 nm bestimmt worden. So kann untersuchen werden, ob es fiir die
Effektivitit der 1O, Erzeugung von Bedeutung ist, ob die Anregungswellenlinge im
UVB oder UVA Bereich liegt. Die ermittelten ® fiir Anregung bei 355 nm sind in
Tabelle 5.17 dargestellt. Sie stimmen mit den ermittelten ® fiir UVB Anregung im
Rahmen der Messgenauigkeit iiberein. Ob die Anregungswellenlinge zur 'Oy Gene-
rierung im UVA oder UVB Bereich liegt, scheint sich also nicht auf die Effektivitit
der 'O, Generierung auszuwirken.

In der Literatur sind nur Angaben zu ®5 von Vitamin A und E gefunden worden.
Dementsprechend sind fiir die anderen Vitamine keine Vergleiche mit Literaturanga-
ben gemacht worden. Bei einer Anregungswellenlinge von 366 nm ist fiir in Methanol
gelostes Vitamin A @5 = 0,05 [RGI9], [FXYT07]. Dieser Wert passt im Rahmen der
Messgenauigkeit sowohl mit den Messergebnissen fiir UVB Anregung (0,06 £+ 0,02)
als auch mit denen fiir UVA Anregung (0,07 £ 0,02) iiberein. Allerdins ist ®5 von
Vitamin A in Benzol gelst iiber den Vergleich mit der Referenz-Substanz Tetra-
phenylporphrin (TPP) zu 30 £+ 4 % betimmt worden, was nicht mit den ermittelten
Werten {ibereinstimmt [RWBT]|. Grund dafiir konnte die Referenz-Substanz TPP
sein, fiir die ®5 von 0,63 angenommen wird [RWB™]. In der Literatur schwankt der
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Wert fiir &5 von TPP in Benzol aber zwischen 0,41 und 0,89 [RG99]. Fiir in Me-
thanol gelostes Vitamin E ist fiir Anregung mit 308 nm ein Literaturwert von 0,17
+ 0,025 gefunden worden [DBCPO06]. Dieser Wert korreliert innerhalb der Fehlerge-
nauigkeit der Messungen mit den Messergebnissen fiir Vitamin E (0,15 £+ 0,02).

5.2.5. Photostabilitat von fettloslichen Vitaminen

Die Absorption von Strahlung durch fettlosliche Vitamine und damit ihre Féhig-
keit 'O, zu erzeugen, ist abhingig von der molekularen Struktur der Vitamine,
die durch UVB Strahlung verdndert werden kann. Deshalb ist die Photostabilitét
der verschiedenen fettloslichen Vitamine bei breitbandiger UVB Bestrahlung unter-
sucht worden. Dafiir werden die in Ethanol gelosten Vitamine, wie in Kapitel 4.11
beschrieben, mit dem Transluminator mit verschiedenen UVB Dosen bestrahlt. Vor
und nach der Bestrahlung wird das Absorptionsspektrum der Losung gemessen, um
mogliche Verdnderungen der Absorption zu ermitteln und damit mogliche Verédnde-
rungen der Molekiilstruktur der Vitamine. Bei den Messungen werden UVB Dosen
zwischen 0 und 6,62 J - cm =2 auf die Losungen in der Quarzglaskiivette appliziert.
Ein Molekiil wird als photostabil betrachtet, wenn sich sein Absorptionsspektrum
im gesamten Spektalbereich im Rahmen der Messgenauigkeit nicht verdndert.

In Abbildung 5.25 sind die Absorptionsspektren der fettloslichen Vitamine nach Be-
strahlung zwischen 0 und 6,62 J - cm =2 UVB in einem Spektralbereich von 200 bis
600 nm dargestellt. Fiir Vitamin A ist erkennbar, dass die Absorption mit steigender
UVB Bestrahlungsdosis im Spektralbereich zwischen 300 und 500 nm sinkt, wihrend
sie im UVC Bereich ansteigt. Es ist bei Vitamin A schon bei einer Bestrahlungsdosis
von 0,27 J -em ™2 eine Verinderung im Absorptionsspektrum erkennbar. Vitamin A
ist also nicht photostabil bei UVB Bestrahlung. In der Literatur findet man dhnli-
che Ergebnisse fiir die Bestrahlung von Vitamin A mit sichtbarem Licht [RHBR12].
In diesem Fall sank ebenfalls das Absoptionsmaximum bei 380 nm und bei kiirze-
ren Wellenldngen kam es zu einem relativen Anstieg, was zu der Vermutung fiihrt,
das Vitamin A Photoabbauprodukte hat, die bei kiirzeren Wellenléingen absorbie-
ren [RHBR12|. Vitamin D und Dj sind im Rahmen der Messgenauigkeit photosta-
bil in einem Spektralbereich von 200 bis 600 nm fiir eine Bestrahlungsdosis bis 0,27
J-cm™2. Bei einer hoheren Bestrahlungsdosis von 0,95 J-cm ™2 wird erkennbar, dass
die Absorption von Vitamin Dy und D3 im UVB und UVC Bereich sinkt. Vitamin E
und A sind nicht photostabil in einem Spektralbereich von 200 bis 600 nm. Schon
bei einer Bestrahlungsdosis von 0,27 J - em™2 UVB sind deutliche Verinderungen
im Absorptionsspektrum sichtbar. Das Absoptionsmaximum von Vitamin E bei 290
nm verschwindet bei zunehmender UVB Bestrahlung, wihrend die Absorption im
UVC und UVA Bereich zunimmt. Bei Vitamin K steigt fiir eine Bestrahlungsdosis
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von 0,27 J - em~2 UVB die Absorption zwischen 300 und 600 nm deutlich an, aber
mit steigender UVB Bestrahlung nimmt die Absorption in diesem Spektralbereich
wieder ab und nur die Absorption im UVB Bereich bleibt erhéht. Die Absorption
von Ergosterol im UVB Bereich steigt bei einer Bestrahlungsdosis von 0,95 J - cm ™2
an. Ein Erhéhen der Bestrahlungsdosis fiihrt zu keiner weiteren Verdnderung im
Rahmen der Messgenauigkeit. 7-Dehydrocholesterol ist photostabil in einem Spek-
tralbereich von 200 bis 600 nm fiir eine Bestrahlungsdosis bis 0,95 J - em™2 im
Rahmen der Messgenauigkeit. Fiir eine Bestrahlungsdosis von 1,87 J/cm? erhoht
sich die Absorption im UVB Bereich. Ein weiteres Erhohen der Bestrahlungsdosis
fithrt zu keinen weiteren Verdnderungen. Alle fettldslichen Vitamine sind also nicht
photostabil fiir eine UVB-Dosis von 6,62 .J - cm ™2 in einem Spektralbereich von 200
bis 600 nm. Die Verdnderungen im Absorptionsspektrum und die dafiir bendtigte
UVB-Dosis sind aber fiir jedes Vitamin unterschiedlich.

Name Absorption Absorption

bei 308 nm [%)] bei 355 nm [%)]

UVB 0J-em™2 |1 J-em™2|0J-em™2 | 1J-em™?
Vitamin A 45 37 82 61
Vitamin D, 44 31 1 5
Vitamin Ds 40 23 0 0
Ergosterol 15 47 2 2
7-Dehydrocholesterol 7 8 0 0
Vitamin E 23 29 0 14
Vitamin K, 38 60 29 38

Tabelle 5.18.: Verdnderungen der Absorption der fettloslichen Vitamine nach Bestrahlung
mit 1 J - em™2 UVB. Ein Anstieg der Absorption > 2 % ist in rot und ein
Abfall in blau markiert.

1 J-em™2 ist in etwa die tégliche UVB Strahlungsdosis in Potsdam (Deutschland)
|[FJGO2|. In Tabelle 5.18 ist die Absorption bei den Wellenldngen 308 nm (UVB)
und 355 nm (UVA) fiir die fettloslichen Vitamine vor und nach der Bestrahlung
mit 1 J-em ™2 breitbandiger UVB Strahlung dargestellt. Wenn die Absorption nach
der UVB Bestrahlung um mehr als 2 % angestiegen ist, wird dies durch einen roten
Absorptionswert dargestellt und wenn die Absorption um mehr als 2 % gesunken ist,
durch einen blauen. Fiir alle untersuchten Substanzen aufser 7-Dehydrocholesterol
16st die Bestrahlung mit 1 J-c¢m =2 UVB eine Veriinderung der Absorption um mehr
als 2 % bei 308 nm und/oder 355 nm aus. Die Absorption von Vitamin A bei 308
und 355 nm sinkt nach der Bestrahlung mit 1 J - em =2 UVB, doch fiir Vitamin E
und Vitamin K steigt die Absorption sowohl bei 308 also auch bei 355 nm an. Fiir
7-Dehydrocholesterol veranderte sich die Absorption bei beiden Wellenlangen durch
die Bestrahlung nicht.
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In Tabelle 5.19 ist der Unterschied zwischen der Absorption der fettloslichen Vit-
amine vor und nach der Bestrahlung mit 1 J - em™2 UVB fiir den gesamten UVB
und UVA Bereich in % dargestellt. Dafiir wird jeweils das Intergral der Absorption
von 280 bis 320 und von 320 bis 400 nm vor und nach der Bestrahlung gebildet. Der
Zugewinn oder Verlust an Absorption nach der Bestrahlung wird dann in Prozent
vom urspriinglichen Absorptionsintergral umgerechnet und ist in der Tabelle 5.19

dargestellt.

Name Absorption UVB | Absorption UVA
(280-320 nm) | (320-400 nm)

UVB 1J-cm™2 1J-cm™2
Vitamin A -8% -26 %
Vitamin D, -20 % + 448 %
Vitamin Ds -28% - 100 %
Ergosterol +19% -13 %

7-Dehydrocholesterol 0 % -7 %

Vitamin E -11 % + 1047 %
Vitamin K; +93% + 66

Tabelle 5.19.: Verdnderungen der Absorption fettloslicher Vitamine nach Bestrahlung mit
1 J-cm™2 UVB im gesamten UVB bzw. im gesamten UVA Bereich in %.

Die Absorption von Vitamin A und D3 nimmt im UVA und UVB Bereich durch
die Bestrahlung mit 1 J - ¢m™2 UVB ab und fiir Vitamin K; nimmt sie in beiden
Bereichen zu. Fiir Vitamin Dy und E nimmt die Absorption im UVB Bereich ab, aber
die Absorption im UVA Bereich steigt an, obwohl die Absorption im UVA Bereich
vor der Bestrahlung gegen Null tendierte. Fiir Ergosterol steigt die Absorption im
UVB Bereich nach der Bestrahlung an und sinkt im UVA Bereich, wéhrend sich
die Absorption im UVB Bereich bei der Bestrahlung von 7-Dehydrocholesterol nicht
verdndert und im UVA Bereich ebenfalls abnimmt.

Alle Vitamine und ihre Vorstufen verdndern sich also bei UVB Bestrahlung mit 1
J - em™? und Photoprodukte entstehen. Fiir Vitamin A ist schon festgestellt wor-
den, dass die Photoprodukte von Vitamin A auch 'O, erzeugen kénnen mit nahezu
derselben Effektivitdt wie Vitamin A selbst [RHBR12|. Auch fiir Vitamin E sind
schon Verdnderungen im Absorptionsspektrum nach Bestrahlung mit einer Blitz-
lampe festgestellt worden und z.B. Tocoperoxyl-Radikale sind als Photoprodukte
von Vitamin E identifiziert worden [NMS*03|. Auflerdem erzeugt Vitamin E, das
topisch auf Méusehaut aufgetragen und dann mit UVB bestrahlt wird, nicht nur die
typischen Produkte von Reaktionen mit Peroxyl-Radikalen, sondern durch die Ab-
sorption von UVB Strahlung entstehen auch Dihydroxy-Dimere und Spirodimere als
Photoprodukte [KSKL99|. In der Literatur ist auch schon bekannt, dass Vitamin K
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nicht photostabil ist. Die Photoprodukte, die bei Bestahlung von Vitamin K entste-
hen, héingen von den Reaktionsbedingungen (Losungsmittel, Sauerstoffkonzentration
usw.) ab und identifizierte Photoprodukte sind 1,2-Quinon Methid Tautomere und
1,3-Quinon Methid Tautomere [HHKWO03]. Von den Photoprodukten von Vitamin
E und K, ist allerdings noch nicht bekannt, ob sie auch 'O, erzeugen kénnen.

5.2.6. Wechselwirkung von UVB und UVA Strahlung bei
fettloslichen Vitaminen

Um gegenseitige Beeinflussung von UVB und UVA Strahlung auf fettlosliche Vit-
amine und ihre Fihigkeit 'O, zu erzeugen, zu untersuchen, werden als Beispiele
die Vitamine E und K intensiver untersucht. Beide Vitamine verdndern bei der
Bestrahlung mit einer UVB Dosis von 0,27 J - em™2 ihr Absorptionsspektrum (Ab-
bildung 5.25). Nach einer Bestrahlung mit 1 J-cm ™2 bei einer Anregungswellenléinge
von 308 nm steigt die Absorption sowohl von Vitamin E (von 23 % auf 29 %) als
auch von Vitamin K; (38 % auf 60 %) an (Tabelle 5.19). Die molekulare Struktur
der Vitamine hat sich also durch die Bestrahlung mit UVB verdndert und Photopro-
dukte sind entstanden. Um zu bestimmen, ob diese Photoprodukte teilweise durch
Oxidation der Vitamine entstanden sind, wird der Sauerstoffverbrauch wihrend der
Bestrahlung mit UVB gemessen. Dafiir ist eine 250 M Vitamin E und eine 100
pM Vitamin K; Losung hergestellt und in den Messaufbau (Kapitel 4.7 ) integriert
worden. Der Laserstrahl hat eine Laserintensitit von 36 + 4 mW -cm ™! (308 nm).
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Abbildung 5.26.: Der Sauerstoffverbrauch von Vitamin E und Vitamin K; bei der Be-
strahlung mit 308 nm, 100 % Sauerstoffsdttigung entsprechen 1850 pM
Sauerstoff in Ethanol
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In Abbildung 5.26 ist erkennbar, dass bei der Bestrahlung der Vitamine mit 308 nm
Sauerstoff verbraucht wird. Fiir Vitamin E sinkt die Sauerstoffsattigung bei einer
Bestrahlung von 30 Minuten von 120 % auf 16 % und fiir Vitamin K; von 118 %
auf 61 %. Diese Abnahme ist ein weiteres Indiz dafiir, dass die beiden Vitamine bei
der Bestrahlung mit UV mit Sauerstoff reagieren und vermutlich Oxidationsproduk-
te entstehen. Diese Photoprodukte haben andere physikalische Eigenschaften, z.B.
eine andere Absorption wie die Ausgangsstoffe. Die Fihigkeit der Vitamine 10y zu
erzeugen konnte sich also auch verédndern.

250 pM Vitamin E, 308 nm 100 pM Vitamin K,, 308 nm

14000 . 50000
) T 40000 H
10000 .' ;_ | ¥
2 [.] £ 30000
by S il 5
S go00 I S 20000
4000 I\ i Ao\
2000} § . é" N _ A%
i e ._+ 0 e i -+"’ e |

0

1150 1200

1250 1300
Wellenlange [nm]

1350

1400

1150

1200

1250 1300 1350

Wellenlange [nm]

1400

Abbildung 5.27.: Spektral aufgeloste 'O Signal vor (blaue Linie) und nach (rote Linie)
der Bestrahlung mit 1 .J-em~2 UVB bei einer Anregungswellenlinge von
308 nm

Darum ist fiir beide Substanzen das 'O, Signal bei 308 nm vor und nach der Be-
strahlung mit 1 J - cm ™2 UVB spektral aufgelost detektiert worden. Dazu werden
zwei 250 pM Losungen Vitamin E und 100 M Losungen Vitamin K, in Ethanol
hergestellt und in jeweils zwei Quarzglaskiivetten gefiillt. Die eine Quarzglaskiivette
wird in den Messautbau (Kapitel 4.7) integriert und ein Sauerstoffgehalt von etwa
100 % Sauerstoffsattigung wird mit dem Sauerstoffsensor bestimmt. Die Laserinten-
sitit bei 308 nm entspricht 37 & 4 mW - ecm 2. Die ermittelten Lumineszenz-Signale
werden wie in Kapitel 4.8 beschrieben ausgewertet und die gefittete Lorentzkurve ist
in Abbildung 5.27 durch die blaue Linie dargestellt. Die jeweils zweite Kiivette wird
mit dem UVB Transluminator (siehe Kapitel 4.11) mit 1 J - cm ™2 bestrahlt. Die be-
strahlte Losung wird dann in den Messaufbau integriert und die Sauerstoffsittigung
in der Losung wird auf etwa 100 % erhoht. Danach wird fiir die bestrahlte Losung das
spektral aufgeloste Lumineszenz-Signal bestimmt und das ausgewertete Signal ist in
Abbildung 5.27 als rote Linie dargestellt. In Abbildung 5.27 ist erkennbar, dass fiir
Vitamin E zwar die Absorption nach der Bestrahlung mit 1 J-cm~=2 UVB von 23 %
auf 29 % angestiegen ist, aber das spektral aufgeloste Lumineszenz-Signal nach der
Bestrahlung schwécher geworden ist. Das Maximum der gefitteten Lorentz-Kurve
ist von circa 13000 gezdhlten Lumineszenz-Photonen vor der Bestahlung auf circa
8000 gezahlte Lumineszenz-Photonen nach der Bestrahlung gesunken. Fiir Vitamin
K steigt nach der Bestrahlung mit 1 J - em™2 UVB sowohl die Absorption (38 %
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auf 60 %), als auch das gemessene spektral aufgeloste Lumineszenz-Signal an. Doch
wahrend sich die Absorption nicht mal verdoppelt hat, ist das Lumineszenz-Signal
von einem Maximum der Lorenzkurve bei circa 5000 Lumineszenzphotonen zu einem

Maximum von circa 45000 Lumineszenz-Photonen angestiegen.
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Abbildung 5.28.: Spektral aufgeldste 'O Signal vor (blaue Linie) und nach (rote Linie)
der Bestrahlung mit 1 J-em ™2 UVB bei einer Anregungswellenlinge von
355 nm

Wenn Vitamin E und K; mit 1 J - em ™2 UVB bestrahlt werden, verdndert sich die
Absorption auch bei einer Anregungswellenlange von 355 nm. Fiir Vitamin E, das
im Rahmen der Fehlergenauigkeit bei 355 nicht absorbiert, kann nach der Bestrah-
lung eine Absorption von 14 % festgestellt werden und bei Vitamin K steigt die
Absorption durch die Bestrahlung um etwa 24 % an. Deswegen wird fiir beide Vit-
amine auch fiir eine Anregungswellenliinge von 355 nm ein 'O, Lumineszenz Signal
spektral aufgeldst ermittelt. Dafiir wird auch die unbestrahlte und die bestrahlte
Vitamin-Losung in den Messaufbau aus Kapitel 4.7 integriert und die Sauerstoffsit-
tigung in der Losung wird auf circa 100 % eingestellt. Die Laserintensitét bei 355
nm entspricht 24 & 3 mW - em™2. In Abbildung 5.28 sind die spektral aufgelosten
Lumineszenz-Signale vor (blaue Linie) und nach (rote Linie) der Bestrahlung mit 1
J-em~2 UVB von Vitamin E und Vitamin K, dargestellt. Fiir beide Vitamine hat
das Maximum des gefitteten Lumineszenz-Signal zugenommen. Fiir Vitamin /; ist
das Maximum des gefitteten Signals von 2500 Lumineszenzphotonen auf 9500 Lu-
mineszenzphotonen angestiegen, was einem Anstieg um 280 % entspricht, aber die
Absorption ist durch die Bestrahlung mit 1 J-cm ™ UVB nur um 24 % angestiegen.
Vitamin F hat unbestrahlt nicht nachweisbar bei 355 nm absorbiert.

Sowohl fiir Vitamin E als auch fiir Vitamin K 16st die Bestrahlung mit 1 J - cm =2
UVB eine Verdnderung der Absorption bei den Wellenldngen 308 und 355 nm aus,
sowie eine verinderte 'O, Generierung bei 308 und 355 nm. Durch Bestrahlung mit
UVB konnen Vitamin E und K; verdndert werden und Photoprodukte entstehen
[KSKL99, HHKW03]. Die durch UVB Strahlung entstanden Photoprodukte haben
eine andere Absorption wie Vitamin E bzw. K. Aufserdem verdndert sich durch die
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UVB Bestrahlung die Féhigkeit der Vitamin-Losungen 'Oy zu erzeugen. Die durch
UVB Bestrahlung entstehenden Photoprodukte haben also offensichtlich eine andere
Effektivitiit, mit der sie 'Oy generieren koénnen, wie die urspriinglichen Vitamine.
Um dies zu iiberpriifen wird die 'O, Quantenausbeute ®5 von den mit 1 J - cm™2
UVB bestrahlten Vitamin-Losungen ermittelt und mit den (Quantenausbeuten von
unbetrahlten Vitamin E und K; Lésungen verglichen. Die 'O, Quantenausbeuten
® A werden jeweils fiir eine Anregungswellenléinge von 308 und 355 nm bestimmt.
Dafiir sind drei verschieden konzentrierte Vitamin E bzw. Vitamin K; Lésungen
hergestellt und danach mit 1 J - em™2 UVB im UVB-Transluminator (sieche Kapi-
tel 4.11) bestrahlt worden. Von den bestrahlten Losungen wird mit dem Absorpti-
onspektrometer wie in Kapitel 4.10 beschrieben, die Absorption bestimmt. Bei einer
Anregungswellenlinge von 308 nm betriigt die Laserintensitit 36 &= 4 mW - em =2
und bei 355 nm 24 £ 3 mW - em™2. Die mit 1 J - em™2 UVB bestrahlten Losun-
gen werden in den Messaufbau (Kapitel 4.7) integriert und die Sauerstoffsittigung
in den Losungen wird auf circa 100 % eingestellt. Danach wird ein zeitaufgelos-
tes Lumineszenz-Signal gemessen, und die Summe der detektierten Lumineszenz-
Photonen entspricht der Lumineszenz-Energie. Nun kann iiber den Vergleich mit
den Referenz-Substanzen PN und TMPYP mit bekanntem &5 wie in Kapitel 3.6.1
beschrieben, die !0, Quantenausbeute ®» der bestrahlten Losungen bestimmt wer-
den.

Substanz 308 nm 355 nm
0J-em™2 | 1 J-em™2 | 0J-em™2 | 1 J-em™2
UVB UVB UVB UVB
Vitamin E | 0,15 £ 0,02 | 0,05 + 0,01 - 0.05 + 0,01
Vitamin K, | 0,02 + 0,01 | 0,10 & 0,02 | 0,02 £ 0,01 | 0,10 + 0,02

Tabelle 5.20.: Die ermittelten Quantenausbeuten ®a von Vitamin E und K;j bei 308 und
355 nm und die Quantenausbeuten ®a von mit 1 .J - em ™2 breitbandigem
UVB vorbestrahlten Vitamin E und K7 bei 308 und 355 nm

In Tabelle 5.20 sind die ermittelten ® A von bestrahlten und unbestrahlten Vitamin E
und K fiir Anregungswellenléingen von 308 und 355 nm aufgelistet. Es ist erkennbar,
dass sich die Quantenausbeute ® o durch die Bestrahlung mit 1 J-cm ™2 UVB sowohl
fiir Vitamin E als auch fiir Vitamin K verdndert hat. Unbestrahltes Vitamin E bei
einer Anregung von 308 nm hat ein &, von 0,15 + 0,02, aber fiir die bestrahlte
Losung kann nur ein ®5 von 0,05 £ 0,01 ermittelt werden, sowohl fiir eine Anregung
bei 355 nm als auch bei 308 nm. Dies lidsst vermuten, dass die Photoprodukte von
Vitamin E weniger effektiv O, generieren kénnen wie Vitamin E selbst. Bei Vitamin
K hingegen betrégt ® fiir eine unbestrahlte Vitamin K; Losung 0,02 £ 0,01, aber
die bestrahlte Losung hatte sowohl fiir eine Anregungswellenlinge von 308 und 355
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nm ein Pa von etwa 0,10 + 0,02. Die Photoprodukte von Vitamin K scheinen also
effektiver 1O, erzeugen zu konnen, als Vitamin K selbst.

5.2.7. Raten und Ratenkonstanten von Vitamin E

Vitamin E hat von den untersuchten fettldslichen Vitaminen die héchste 'Oy Quan-
tenausbeute, aber Vitamin E ist auch ein effektiver !0, Quencher. Darum werden in
diesem Kapitel die Raten und Ratenkonstanten fiir in Ethanol gel6stes Vitamin E
bestimmt. Die Losungen bestehen aus Vitamin E, dem Losungsmittel Ethanol und
molekularem Sauerstoff, dessen Konzentration iiber einen Sauerstoffsensor bestimmt
wird. Die Raten und Ratenkonstanten werden durch eine Variation der Sauerstoff-
und der Vitamin E Konzentration bestimmt. Eine Quenchervariation ist nicht durch-
gefithrt worden, da kein geeigneter Quencher vorhanden war. Der 'O, Quencher
NaNs ist nicht in Ethanol 16slich. Ein typischer in Ethanol 16slicher Quencher ist
Vitamin E selbst, aber da es bei UVB Anregung 'O, generieren kann, ist es kein ge-
eigneter Quencher im UVB Bereich. Die Laserintensitit bei einer Anregung bei 308
nm betriigt 33 £ 4 mW - em~2. In Abbildung 5.29 A,B und C sind die ermittelten
Anstiegsraten (5, als Kreise und die Abklingraten (5 als Rechtecke in Abhéingigkeit
von der Sauerstoff- und der Vitamin E Konzentration dargestellt. Fiir die ermittel-
ten Raten und Ratenkonstanten ist ein Fehler von 10 % angenommen worden und
sie sind in Tabelle 5.21 zusammengefasst worden.

Bei der Sauerstoffvariation ist eine Vitamin E Konzentration von 250 M in Ethanol
verwendet worden und die Sauerstoffsittigung in der Losung ist ausgehend von 20
%, was einer Sauerstoffkonzentration von [Os] = 370 uM in Ethanol entspricht, auf
1 % (|Oq] = 18,5 uM) reduziert worden. Fiir Sauerstoffkonzentrationen iiber 20 %
konnte die Anstiegsrate der Signale nicht mehr korrekt gefittet werden, da sie bei
hohen Sauerstoffkonzentrationen zu klein wird. Darum ist auf hohere Sauerstoff-
Konzentrationen verzichtet worden. Die Abbildung 5.29 A zeigt die ermittelten
Anstiegs- und Abklingraten 5, und [, gegen die Sauerstoftkonzentration aufgetra-
gen, mit einem Fehler von 10 % fiir die Raten 1 und 3, und einem absoluten Fehler
von 18,5 uM fiir die Sauerstoffkonzentration. In Abbildung 5.29 A ist keine Aufspal-
tung der Anstiegs- und Abklingraten $; und (3, fiir eine Sauerstoffsittigung > 1 % zu
erkennen und die Energieriickkopplung kp, a -kar, = (0,001 4 0,0001) ps™2mM 2 ist
vernachléssigbar gering. Der Schnittpunkt der beiden Hilfsgeraden Ka ,g und Ky,
liegt unter einer Sauerstoffsattigung von 1 %. Die Steigung der Rate [3; bei grofen
Sauerstoffkonzentrationen lisst sich angeben durch kr, o, + kr, o und lasst sich durch
Extrapolation bestimmen zu (12 4+ 2) us~'mM~!. Die Steigung beschreibt die De-
aktivierung des Tj-Zustands durch molekularen Sauerstoff im Grundzustand und
durch die Erzeugung von 'O,. Man kann erkennen, dass der Triplett-Zustand von
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Sauerstoffvariation in 0.25 mM Vitamin E
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Abbildung 5.29.: Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von Vitamin E bei
einer Variation der Sauerstoffkonzentration bei 0,25 mM Vitamin E (A)
und bei einer Variation der Vitamin E Konzentration bei 7 % Sauerstoff
(B und C) in Ethanol sind dargestellt

Vitamin E effektiv durch Sauerstoff gequencht wird. Das lasst sich durch die hohe
10y Quantenausbeute von Vitamin E und durch seine Fihigkeit mit Sauerstoff zu
reagieren (Abbildung 5.26) erkliren.

ke, 0,001 ps™!
ka = ps!
kr, s, 0,19 ps~tmM=*

kr,a - kar, | 0,001 ps™tmM—!
kria + kro, | 11,6 ps™'mM™!
kATl + kASo 0,19 ,usflmel

Tabelle 5.21.: Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten von Vitamin E in Ethanol

Bei der Variation der Vitamin E Konzentration ist die Konzentration von 50 pM
bis zu 500 M erhoht worden bei einer Sauerstoffsiattigung von 14 % (259 M) und
von 7 % (130 uM, Abbildung 5.29 B und C). In Abbildung 5.29 B beschreibt die
obere Linie die Triplett-Abklingdauer K7, wiahrend die untere Linie K5 beschreibt,
die noch mal detailierter in Abbildung 5.29 C dargestellt ist. Durch Extrapolation
ergibt sich fiir die y-Achsenschnittpunkte K7, ([VitaminE] = 0)= (1,5 + 0,2) us™!
und Ka([VitaminE] = 0)= (0,07 £ 0,01) ps~'. Damit ergibt sich fiir die 'Oy
Abklingdauer in Ethanol 7o = (14 4+ 2) us bei einer Sauerstoffsittigung von 7 %,
was im Rahmen der Fehlergenauigkeit mit dem Literaturwert 7o = (14 £ 2) ps in
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Ethanol [Bai05] iibereinstimmt. 'Oy wird auch effektiv durch Vitamin E gequencht,
was durch die Summe der Ratenkonstanten kar, + kas, = (0,19 & 0,02) ps™'mM !
beschrieben wird. Die ermittelte 'O, Quenchingratenkonstante (1,9-105M ~'s™!) von
Vitamin E liegt im Rahmen der Quenchingratenkonstanten, die in der Literatur fiir
Vitamin E gefunden werden [KDMMS90| [Nik13| [SS95].

5.3. Medikamente

Es werden auch verschiedene Medikamente untersucht, die in Zusammenhang mit ei-
ner erhohten Lichtempfindlichkeit oder sogar Phototoxizitét gebracht werden [SS07],
[ME09], [OPZT05]. Die Wirkstoffe von bestimmten Medikamenten (z.B. Antibioti-
ka) konnen sich nach systemischer Gabe fiir eine gewisse Zeit in der Haut einlagern.
Nach der Einlagerung in die Haut, kdnnen diese Wirkstoffe unter UV-Strahlung re-
aktive Sauerstoffspezies, darunter auch 'O, erzeugen [BRK™11]. Dieser Effekt ist
seit langem als kutane Lichtsensibilisierung bekannt [Bor85]. Die untersuchten Me-
dikamente sind detailliert in Kapitel 4.1.3 beschrieben.

5.3.1. Absorption

Zunachst wird die Absorption der verschiedenen Medikamente sowohl im UVA als
auch im UVB Bereich untersucht. In Abbildung 5.30 sind die Absorptionsspektra
der untersuchten Medikamente in einem Wellenldngenbereich von 280 bis 400 nm
dargestellt. Diese Absorptionsspektra sind wie in Kapitel 4.10 beschrieben, gemes-
sen worden. Dazu sind die verschiedenen Medikamente in HoO oder D,O gelost
worden, so dass eine 25 uM Tetracyclin, Doxycyclin, Enoxacin, Levofloxacin und
Norfloxacin Losung, eine 50 uM Azathioprin und eine 100 pM 6-Thioguanin Losung
entstand. Von Norfloxacin und Enoxacin ist bekannt, dass diese Substanzen was-
serloslich sind [MSC98| und auch die anderen Medikament lassen sich in wéssriger
Losung losen. In Abbildung 5.30 ist erkennbar, dass die verschiedenen Medikamente
bei dieser Konzentration in wéssriger Losung sowohl im UVB als auch im UVA-
Bereich absorbieren. 6-Thioguanin hat ein ausgeprigtes Absorptionsmaximum im
UVA Bereich bei 340 nm, was mit Literaturwerten iibereinstimmt [OPZ*05].

In Tabelle 5.22 sind fiir die entsprechende Medikament Konzentration in wéssriger
Losung die Absorption in % fiir die Wellenldngen 308 (UVB) und 330 nm (UVA)
aufgelistet. Diese Wellenldngen werden spéter genutzt, um durch die Anregung der
Medikamente 'O, im UVB und UVA Bereich zu erzeugen. Dafiir ist eine Absorption
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Abbildung 5.30.: Absorptionsspektra der verschiedenen untersuchten Medikamente

Name Konzentration | 308 nm | 330 nm
in M %] d

Tetracyclin 25 43 +1 | 43+ 1
Doxycyclin 25 43+£1 | 4+ 1
Norfloxacin 25 46 +£1 | 48+ 1
Enoxacin 25 53+1 | 45+ 1
Levofloaxin 25 56+ 1 | 51 =1
Azathioprin 50 45+1 | 35+ 1
6-Thioguanin 100 91 | 98 +1

Tabelle 5.22.: Die Absorption der verschiedenen Medikamente bei 308 und 330 nm in %

zwischen 20 und 80 % geeignet. Bei einer Anregung bei 308 nm haben die 25 uM
Tetracyclin, Doxycyclin, Enoxacin, Levofloxacin und Norfloxacin Lésungen, die 50
uM Azathioprin und die 100 M 6-Thioguanin Losung eine geeignete Absorption.
Auch bei UVA Anregung sind diese Konzentrationen geeignet, da die Absorption bei
einer Anregung von 330 nm zwischen 20 und 80 % liegt, auker fiir das Medikament
6-Thioguanin. 100 M 6-Thioguanin hat bei einer Wellenldnge von 330 nm eine
Absorption von fast 100 %, weshalb fiir die Anregung mit 330 nm eine geringere
Konzentration von 6-Thioguanin in wéssriger Losung verwendet wird.
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5.3.2. Absorptionswirkungsquerschnitt

Fiir die verschiedenen Medikamente ist der Absorptionswirkungsquerschnitt o in ei-
nem Wellenldngenbereich von 280 bis 400 nm fiir Konzentrationen zwischen 5 und
100 uM ermittelt worden, da die folgenden Messungen in diesem Konzentrationsbe-
reich durchgefiihrt werden. Die Messung von o wird in Kapitel 4.10 beschrieben.

In Abbildung 5.31 sind die ¢ der verschiedenen Medikamente fiir verschiedene Kon-
zentrationen in einem Wellenldngenbereich von 280 bis 400 nm abgebildet. Im Rah-
men der Messgenauigkeit stimmen die o fiir die verschiedenen Konzentrationen in
diesem Wellenldngenbereich {iberein. Eine Verdnderung des in diesem Konzentrati-
onsbereich z.B. durch Aggregation kann also ausgeschlossen werden.

5.3.3. Zeitlich und spektral aufgeloste Singulett-Sauerstofft
Detektion von Medikamenten

Um die Erzeugung von 'O, bei UVB Anregung experimentell zu belegen, werden 25
uM Tetracyclin, Doxycyclin, Enoxacin, Levofloxacin und Norfloxacin, 50 M Aza-
thioprin und 100 M 6-Thioguanin in DyO geldst und in eine Quarzglaskiivette
gefiillt. Diese Losungen werden in den in Kaptitel 4.7 beschriebenen Messaufbau
integriert und mit dem abstimmbaren Lasersystem bei einer Wellenldnge von 308
nm angeregt. Die Laserintensitit bei 308 nm ist 29 & 2 mW - em~!. Die spektral
aufgelost detektierten Lumineszenz-Signale werden wie in Kapitel 4.8 beschrieben,
ausgewertet, auf ihren Maximalwert normiert und mit einer Lorentzfunktion gefit-
tet. In Abbildung 5.32 sind die spektral aufgeldst detektierten 'O, Signale der ver-
schiedenen Medikamente abgebildet. Fiir alle Medikamente ist ein deutlicher Peak
zwischen 1270 und 1280 nm erkennbar, was mit der Ubergangsenergie von 'O, in
D0 von 1274 nm gut iibereinstimmt [BFP*07].

Fiir ein zeitlich aufgelostes 'O, Signal wird ein 1270 nm Filter mit einer Band-
breite von 10 nm vor dem Photomultiplier eingebaut. Die zeitlich aufgelésten 1O,
Signale fiir die verschiedenen in DO geldste Medikamente sind in Abbildung 5.33
dargestellt. Die Signale werden wie in Kapitel 4.8 beschrieben, gefittet und die ent-
sprechenden Abkling- und Anstiegszeiten ¢; und s sind ermittelt worden. Fiir alle
Signale konnen Abklingzeiten fiir das 'O, Signal zwischen 61 und 68 us bestimmt
werden. Diese passen iiberein mit der 'O, Abklingdauer in D,O von 66 us [Ogi83].
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Abbildung 5.31.: o der untersuchten Medikamente fiir Konzentrationen zwischen 5 und 100
uM
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Abbildung 5.32.: Spektral aufgelost detektierte Lumineszenzsignale der untersuchten Me-
dikamente
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Abbildung 5.33.: Zeitlich aufgeloste Lumineszenzsignale der untersuchten Medikamente
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5.3.4. Singulett-Sauerstoff Quantenausbeuten (UVB, UVAI)
von Medikamenten

Nachdem sichergestellt ist, dass alle untersuchten Medikamente 'O, bei UVB Anre-
gung generieren kénnen, wird die Effektivitit dieser 'Oy Produktion ermittelt. Die
10y Quantenausbeute wird wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben, iiber den Vergleich mit
den zwei Referenz-Photosensibilisatoren PNS und TMPyP, die ebenfalls in D,O ge-
16st sind, ermittelt. F'iir verschiedene absorbierte Energien Fy4 o5 wird die Summe
der Lumineszenzphotonen, die proportional ist zur Lumineszenzenergie Ej ermit-
telt und iiber den Vergleich mit den Referenzsubstanzen PNS und TMPyP wird die
Quantenausbeute bestimmt. In Tabelle 5.23 sind die entsprechenden Quantenaus-
beuten fiir die untersuchten Medikamente bei einer Anregung von 308 nm aufgefiihrt.
Sie varieren von 0,01 + 0,005 fiir Azathioprin bis zu 0,12 4+ 0,02 fiir Levofloxacin.

UVB und UVA Strahlung haben oft eine unterschiedliche biologische Wirkung [BK00|
[BHO3] [CMWT]. Eine mogliche Begriindung wéren unterschiedliche Quantenaus-
beuten fiir die Anregung mit UVA und UVB Strahlung. Darum wird die 'O, Quan-
tenausbeute auch bei UVA Anregung ermittelt. Dabei wird mit 330 nm (UVAI)
angeregt, da alle untersuchten Medikamente bei 330 nm noch effektiv absorbieren
(siehe Tabelle 5.22), wihrend bei langwelligeren Wellenléngen im UVA Bereich die
Absorption einiger Medikamente nachlisst (Abbildung 5.30). Die Quantenausbeu-
ten bei 330 nm werden genauso ermittelt wie die Quantenaubeuten bei 308 nm, nur
das jetzt die Medikamente und Referenzsubstanzen mit 330 nm angeregt werden.
Die ermittelten Quantenausbeuten fiir eine Anregung bei 330 nm fiir die untersuch-
ten Medikamente sind in Tabelle 5.23 aufgefiihrt. Im Rahmen der Fehlergenauigkeit
entsprechen die Quantenausbeuten fiir eine UVAI Anregung den Quantenausbeuten
bei UVB Anregung.

Name 308 nm 330 nm
Tetracyclin 0,02 £ 0,01 | 0,02 £ 0,01
Doxycyclin 0,02 £ 0,01 | 0,02 £ 0,01
Norfloxacin | 0,08 £ 0,01 | 0,07 £ 0,01

Enoxacin 0,03 £ 0,01 | 0,03 & 0,01
Levofloaxin | 0,12 £ 0,02 | 0,12 £+ 0,02
Azathioprin | 0,01 4+ 0,005 | 0,01 £ 0,005
6 Thioguanin | 0,09 + 0,01 | 0,07 £ 0,01

Tabelle 5.23.: Die 1Oy Quantenausbeuten der verschiedenen Medikamente bei 308 und 330
nm in luftgesittigtem D2O

Fiir in luftgesattigtem DO gelostem Tetracyclin und Doxycyclin wird sowohl bei
der Anregung im UVB als auch im UVAI Bereich eine 'O, Quantenausbeute von
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0,02 £+ 0,01 ermittelt. Das entspricht dem in der Literatur gefundenen Wert fiir
die 'O, Quantenausbeute von Tetracyclin und Doxycyclin [MSG198|. Norfloxacin
in D50 gelost hat eine 'O, Quantenausbeute von 0,08 4= 0,01 bzw. 0,07 & 0,01 fiir
Anregung im UVB bzw. UVAI Bereich. Das korreliert mit dem Literaturwert fiir in
D>0O Phosphat Buffer gelostes Norfloxacin von 0,081 [MSC98|. Fiir in D;O Phos-
phat Buffer geldstes Enoxacin wird ein Literaturwert fiir die 'Oy Quantenaubeute
von 0,061 gefunden [MSC98|, der nicht mit dem gemessenen Wert fiir Enoxacin
von 0,03 £ 0,01 iibereinstimmt. Fiir Levofloxacin und Azathioprin sind keine Werte
fiir eine 'Oy Quantenausbeute in der Literatur gefunden worden. Die quantitative
1O, Erzeugung ist erstmals in dieser Arbeit ermittelt worden. Fiir Levofloxacin in
D50 wird eine Quantenausbeute von 0,12 4+ 0,02 und fiir Azathioprin eine Quan-
tenausbeute von 0,01 £ 0,005 ermittelt. Fiir 6-Thioguanin in D,O ist eine 'O,
Quantenausbeute zwischen 0,09 4+ 0,01 und 0,07 £ 0,01 fiir UV Anregung ermittelt
worden. In der Literatur werden fiir die 'O, Quantenausbeute Werte von 0,58 £ 0,08
bzw. 0,56 + 0,18 gefunden [ZZST11]. Allerdings sind diese Quantenausbeuten nicht
iiber den Vergleich von direkt gemessenen zeitaufgeldsten Lumineszenz-Signalen mit
einer Referenzsubstanz, sondern indirekt per 'O,-Trapping iiber den Vergleich mit
der Referenzsubstanz TCPP (¢a = 0,53) ermittelt worden. Es sind auferdem andere
Losungsmittel (DO Tris Buffer, NaOH D,0) und andere Anregungswellenléngen
(337 nm, 340 nm) benutzt worden, als bei den Messungen in dieser Arbeit. Dies
konnten Griinde fiir eine Abweichung der ermittelten Ergebnisse sein.

Die untersuchten Medikament konnen alle 1O, erzeugen und einige haben sogar 10,
Quantenausbeuten iiber 0,1. Damit konnte der erzeugte 1O, teilweise verantwortlich
sein fiir die kutane Lichtsensibilisierung durch diese Medikamente.

5.3.5. Photostabilitat der Medikamente

Fiir die gleichbleibende Erzeugung von 'O, ist es von Bedeutung, dass sich die als
Chromophore agierenden Molekiile nicht verdndern. Deshalb wird die Photostabi-
litdt der verschiedenen Medikamente bei UVB Bestrahlung getestet. Dafiir werden
die gelosten Medikamente mit einem breitband UVB Transluminator (Kapitel 4.11)
bestrahlt. Ein Molekiil wird als stabil betrachtet, wenn sich sein Absorptionsspek-
trum im gesamten Spektalbereich im Rahmen der Messgenauigkeit fiir die applizierte
UVB Dosis nicht verdndert.

In Abbildung 5.34 sind die Absorptionsspektra der verschiedenen Medikamente in
einem Spektralbereich von 200 bis 500 nm nach den verschiedenen applizierten UVB
Dosen dargestellt. Fiir 25 yM Tetracycline, Doxycycline, Enoxacin und Norfloxacin
haben sich die Absorptionsspektra fiir UVB Dosen bis zu 0,95 J - cm ™2 im Rahmen
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Abbildung 5.34.: Absorptionsspektren der untersuchten Medikmente nach Bestrahlung mit
unterschiedlichen UVB Dosen
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der Messgenauigkeit nicht verdndert. Diese Medikamente sind stabil fiir UVB Dosen
unter 0,95 J-cm~2. Fiir eine UVB Dosis von 6,62 J-cm ™2 ist eine deutliche Verinde-
rung der Absorption dieser Medikamente sichtbar. Fiir diese UVB Dosis sind sie also
nicht stabil. Fiir 25 uM Norfloxacin, 50 uM Azathioprin und 100 pM 6-Thioguanin
konnen auch schon deutliche Verdnderungen der Absorption nach Bestrahlung mit
UVB Dosen von 0,95 J - cm =2 festgestellt werden. Diese Medikamente sind auch fiir
geringe UVB Dosen instabil.

Name Absorption bei 308 nm | Absorption bei 355 nm

UvB 0J-em™2|1J-em™2 | 0J-em™2 | 1 J-cm™2
Tetracyclin 43 42 52 ol
Doxycyclin 43 42 50 48
Norfloxacin 45 44 23 25
Enoxacin 53 51 26 26
Levofloaxin 56 53 29 26
Azathioprin 49 48 25 34
6 Thioguanin 49 53 80 49

Tabelle 5.24.: Verdnderungen der Absorption der Medikamente nach Bestrahlung mit 1
J -em™2 UVB. Ein Anstieg der Absorption > 2 % ist in rot und ein Abfall
in blau markiert.

In Tabelle 5.24 sind die Verdnderungen der Absorption der Medikamente fiir die Wel-
lenlingen 308 nm (UVB) und 355 nm (UVA) nach der Bestrahlung mit 1 J - cm ™2
dargestellt. Man kann erkennen, dass sich die Absorption von 25 uM Tetracyclin,
Doxycyclin, Enoxacin und Norfloxacin um nicht mehr als 2 % bei beiden Wellen-
langen verdndert, wihrend fiir 25 M Norfloxacin, 50 yM Azathioprin und 100 uM
6-Thioguanin deutliche Verédnderungen in der Absorption festgestellt werden kénnen.
Die Absorption von Azathioprin steigt bei 355 nm um 9 % an nach der Bestrahlung
mit 1 J - em ™2, withrend die Absorption von 6-Thioguanin bei 355 nm um 31 %
abféllt.

Durch die Bestrahlung mit UVB kann sich also die molekulare Struktur der Medi-
kamente veriandern, wodurch sie eine andere Absorption haben. Auch andere pho-
tophysikalische Eigenschaften, wie die Fihigkeit 'O, zu generieren, kénnen sich ver-
dndert haben. Ein nichster Schritt wire die Untersuchung der 'Oy Erzeugung der
durch UVB Bestrahlung entstandenen Molekiile, um festzustellen, ob die Féhigi-
keit der Medikamente 'O, zu erzeugen mit der UVB Strahlung ab oder zunimmt.
Das konnte Aufschluss dariiber geben, ob die kutane Lichtsensibilisierung durch die
Medikament bei langerer UVB Exposition ab oder zunimmt.
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5.4. Hautpflegeprodukte

Bei den untersuchten Hautpflegeprodukten handelt es sich um verschiedene Cre-
mes, Salben, Emulsionen oder Sonnencremes, die mit den entsprechenden Notatio-
nen aus Tabelle 4.4 bezeichnet werden. Hautpflegeprodukte werden topisch auf die
Haut aufgetragen und ihre Inhaltstoffe penetrieren die Epidermis und Dermis je nach
Wirkungsziel [PLR*12]. Verschiedenen Bestandteile der Hautpflegeprodukte kénnen
sich also entweder extrazelluldr oder in Zellen der Epidermis und Dermis befinden.
Versuche mit einem Vitamin E haltigem Waschmittel fiihrten beispielsweise zu deut-
lich Vitamin E reicheren Hautbarrierelipiden als im Vergleich mit Vitamin E freiem
Waschmittel [EMTPT05]. Durch das Vitamin E im Waschmittel ist auch der Vitamin
E Gehalt in Hautbestandteilen gestiegen. Vitamin E, Vitamin A und Vitamin Bj,
die alle effektiv 'O, bei UVB Bestrahlung generieren konnen (Kapitel 5.6.1), sind
in vielen weiteren Hautpflegeprodukten zu finden [FHR™10| [RZ99]|. Auch andere
hiufige Bestandteile von Hautpflegeprodukten, wie z.B. freie Fettsduren, konnen
10y generieren [RMK™'13]. Es stellt sich die Frage, ob durch die Anwendung von
Hautpflegeprodukten Inhaltstoffe auf die Haut aufgebracht werden oder in der Haut
deponiert werden, die unter UV-Bestrahlung durch z.B. Sonnenlicht 'O, erzeugen
konnen. Ein solcher in der Epidermis oder Dermis generierter 'O, kénnte mit ande-
ren Hautkomponenten reagieren und diese z.B. schidigen [BK00| [KHS01] [KKS03].
Dadurch kénnte ein zusitzliches Schidigungspotential gegeben sein. Damit ist es
von Interesse, ob verschiedene Hautpflegeprodukte bei direkter Anregung durch UV
Strahlung, insbesondere UVB Strahlung, 'O, produzieren. Um dies zu messen, wird
das entsprechende Hautpflegeprodukt auf eine 0,5 mm vertiefte Quarzglasplatte ge-
strichen, glatt gestrichen und mit einem entsprechenden Quarzglasdeckel abgedichtet
(Kapitel 5.4.2).

5.4.1. Minimalisierung von Fehlern durch Streueffekte

Hautpflegeprodukte sind im Gegensatz zu den vorher untersuchten gelésten Sub-
stanzen keine homogenen Losungen sonderen heterogene Stoffgemische, die aus ver-
schiedensten Molekiilen bestehen. Losungen bilden eine Phase, was bedeutet, dass
physikalische Parameter wie z.B. der Brechungsindex fiir die gesamte Losung gleich
ist. Ein heterogenes Stoffgemisch aus verschiedenen Molekiilen mit unterschiedlicher
Loslichkeit (hydrophob, hydrophil) zeichnet sich dadurch aus, dass die Stoffe, aus de-
nen es gemischt ist, noch in ihrer eigenen Phase sind. Heterogene Stoffgemische sind
also mehrphasig und haben dementsprechend auch mehrere Brechungsindices. Eine
Hautcreme ist eine Emulsion, ein sehr feines Gemisch von nicht mischbaren Stoffen.
Es handelt sich also um ein mehrphasiges System mit verschiedensten Brechungs-
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indices. In einem Hautpflegeprodukt befinden sich also verschiedenste potentielle
Streukorper. Diese Streukorper haben verschiedene Grofen und dementsprechend
kommt es zu unterschiedlicher Streuung (z.B. Mie- oder Rayleigh- Streuung, sie-
he Kapitel 3.1). Durch dieses komplexe Streuverhalten von mehrphasigen Stoffge-
mischen, wird die einfallende Laser-Strahlung in der mit Hautcreme bestrichenen
Quarzglasplatte mehrfach gestreut und reflektiert. In Gewebe ist es mdoglich, dass
die einfallende UV-Strahlung inelastisch gestreut wird (Raman-Streuung) und sich
dadurch Photonenenergie verringert bzw. die Wellenlidnge grofer wird [Tuc07]. Im
UV-Bereich ist der Anteil der Raman-Streuung im Vergleich zu anderen optischen
Prozessen zwar gering [Tuc07|, aber der verwendete Photomultiplier ist empfind-
lich genug, um die dabei entstehende Streustrahlung zu detektieren. Auferdem ist
die anregende Laserstrahlung nicht vollstdndig monochromatisch. Bedingt durch den
Laseraufbau konnen auch andere Wellenléingen als die Anregungswellenléinge in ganz
geringem Mafle vorhanden sein, die aufgrund der hohen Empfindlichkeit des Photo-
multipiers detektiert werden kénnen. Dadurch kann es zu Verwechslungen mit 1O,
Lumineszenz Photonen kommen.

Aus diesem Grund werden vor den eigentlichen Experimenten einige Messungen
durchgefiihrt, um den Unterschied zwischen einem Signal von 'O, Lumineszenz und
von Streustrahlung zu untersuchen. Dazu wird der in Kapitel 4.1.1 beschriebene
Referenzphotosensibilisator TMPyP in H,O gelost. Diese Losung wird dann mit
Streukorpern versetzt und in die 0,5 mm tiefe Quarzglasplatte gefiillt. Als Streukor-
per wird Siliziumdioxid (Kapitel 4.1.6) verwendet. Die Siliziumdioxid Partikel haben
zu 80 % eine Grofe zwischen 1-5 pym. Darum sollte die auftreffend Laserstrahlung
(308 nm) hauptséchlich in vorwérts Richtung gestreut werden, da es sich um Mie-
Streuung handeln sollte. Es werden drei verschiedene Mengen an Streukorpern in
TMPyP Losung in H,O untersucht. Zuerst wird eine reine 100 uM TMPyP in H,O
Losung in der 0,5 mm tiefen Quarzglasplatte bestrahlt (Abbildung 5.35 A). Danach
werden jeweils 25 und 50 mg Siliziumdioxid auf die Quarzglasplatte gestrichen und
mit einer 100 uM TMPyP in H,O Losung aufgefiillt (Abbildung 5.35 B, C). Zum
Schluss wird die gesamte 0,5 mm tiefe Quarzglasplatte mit Siliziumdioxid aufgefiillt,
das entspricht 100 mg (Abbildung 5.35 D). Fiir jede dieser Mengen an Silliziumdi-
oxid Streupartikeln wird das Lumineszenzsignal bei Anregung bei 308 nm sowohl
zeit- als auch spektral aufgelost gemessen.

In Abbildung 5.35 ist erkennbar, dass sich die abgebildeten Signale verdndern. Je
mehr Streukorper sich in in der 100 uM TMPyP Losung befinden, umso mehr steigt
die Signalintensitdt bei 1150 nm an und nimmt gleichzeitig bei 1280 nm ab. Fiir
Streukorper alleine sollte keine 'O, Lumineszenz detektierbar sein, da Silicium-
dioxid keinen 'Oy generieren kann (Nachweis spiter). In Abbildung 5.35 D wird
deuttlich, dass das spektral aufgelost detektierte Signal von 100 mg Siliciumdioxid
nicht mehr fitbar ist, da das Signal bei 1150 nm extrem hoch ist und das Signal
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Abbildung 5.35.: A, B, C: Spektral aufgelost detektierte Lumineszenz Signale von TMPyP
Losungen (H20O) mit Streukorpern (Siliziumdioxid). D: Das Signal von
Siliziumdioxid alleine. I, F: Die spektral aufgelost detektierten Signa-
le von reinem HO mit Siliziumdioxid. Zum Vergleich ist die Skala der
Photonencounts normiert auf den Maximalwert
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bei 1280 nm extrem niedrig. Allerdings ist das Signal bei 1270 nm immer noch das
hochste der Signale und das Signal bei 1150 nm hat nur 80 % dieser Intensitdt. Um
einen besseren Vergleich zu haben, werden sowohl 25 als auch 50 mg Siliciumdioxid
mit reinem H50 in der 0,5 mm Quarzglasplatte gemischt und die entsprechenden
zeit- und spektral aufgelosten Signale detektiert. Da Siliciumdioxid und H5O keinen
1O, generieren, werden die detektierten Photonen einer Streustrahlung zugeordnet.
Die spektral aufgelost detektierten Signale sind in Abbildung 5.35 E und F darge-
stellt und es ist erkennbar, dass bei diesen Signalen die héchste Intensitét fiir 1150
nm gemessen wird, wahrend das Signal bei 1270 nm nur 80 % dieser Intensitit hat.
Insgesamt sind diese Signale nicht mit einer Lorentzfunktion mit einem Maximum
zwischen 1269 und 1280 nm fitbar. Wiihrend fiir Suspensionen mit TMPyP, der 'O,
produziert, auswertbare Lumineszenz Signale spektral aufgelost detektiert werden
(Abbildung 5.35 A, B, C), konnen die detektierten Signale von Streukérpern allein
und in Suspension (Abbildung 5.35 D, E, F) nicht mit einer Lorenz-Funktion ge-
fittet werden. Diese Signale werden einer Streustrahlung zugeordnet, die sich durch
erhohte Photonendetektion bei 1150 und 1270 nm auszeichnet, nicht aber bei 1280
nm.

100 yM TMPYP (H,0) 100 UM TMPYP + 25 mg SiO, (H,0)
1000

1000} | t,=37%04ps 5 1,=65£0,7 us

t,=23+03ps 100
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Abbildung 5.36.: Zeitlich aufgeléste Lumineszenz Signale von TMPyP Lésungen mit Streu-
kérpern

In Abbildung 5.36 sind die zeitlich aufgelosten Emissionssignale der 100 uM TMPyP
Suspensionen mit verschiedenen Streukorperanteilen dargestellt. Beim zeitlich aufge-
16sten Signal kann die Anstiegszeit schon fiir Suspensionen mit 25 mg Siliciumdioxid
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nicht mehr gefittet werden, da das Signal keinen Anstieg mehr hat, sondern direkt
nach dem verbreiteten Laserpeak abfillt. Wenn die Anzahl der Streukorper noch wei-
ter erhoht wird, ist das zeitaufgeldste Signal weiter aufgefichert und der Anteil des
Signalrauschens steigt steigt von circa 5 Counts auf 10 Counts an. Fiir Streukdrper
alleine verlauft das Abklingen des Signals dhnlich wie eine Exponential-Funktion.
Auferdem steigt die Abklingzeit von 3,7 & 0,4 us, die mit der 'O, Abklingzeit in
H,0 iibereinstimmt [Bai05|, an auf eine Abklingzeit von 7,3 4+ 0,8 us. Um auszu-
schlieffen, dass die als Streukdrper verwendeten Siliciumdioxid Partikel selbst 1O,
erzeugen konnen, werden die Signale von 25 mg Siliciumdioxid vermischt mit H,O
und D50 in einer 0,5 mm Quarzglasplatte gemessen. Das Streusignal von Silicium-
dioxid hat sowohl in H>O als auch in D>O Abklingzeiten von 8,1 + 0,9 bzw. 10 +
1 ps, die mehr als doppelt so grof sind wie die 'O, Abklingdauer in H,O [Bai05],
aber kleiner als die 'Oy Abklingdauer in DO [Ogi83]. Es handelt sich bei den de-
tektierten Signalen von Siliciumdioxid also nicht um 'O, Lumineszenz, sondern um
Streustrahlung.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass bei heterogenen Stoffgemischen, wie den Haut-
pflegeprodukten, der Nachweis von 'Oy mittels Lumineszenz schwieriger sein wird
als bei reinen Losungen.

5.4.2. Zeitlich und spektral aufgeloste Singulett-Sauerstoff
Detektion von Hautpflegeprodukten

Fiir die verschiedenen Hautpflegeprodukte werden die Signale zeitlich und spektral
aufgelost detektiert. Dazu wird das entsprechende Hautpflegeprodukt auf eine 0.5
mm vertiefte Quarzglasplatte gestrichen, glatt gestrichen und mit einem entspre-
chenden Quarzglasdeckel abgedichtet. Es wird eine moglichst diinne Quarzglasplat-
te verwendet, um eine moglichst diinne Schicht vom Hautpflegeprodukt zu haben,
damit die Streustrahlung moglichst gering ist. Diese Quarzglasplatte wird in dem
Messaufbau (Kapitel 4.7) bei 308 nm angeregt. Die mittlere Laserintensitéit bei 308
nm mit eingebauten UV Filter liegt bei 29 &= 3 mW - em ™2 auf der Quarzglasplatte.
Die 'O, Lumineszenz Signale werden zeitlich aufgeldst bei 1270 nm und spektral
aufgeldst bei Wellenlingen von 1150 bis 1400 nm detektiert. Die 'O, Lumineszenz
Signale werden mit den ermittelten Signalen aus den Streustahlung Experimenten
(Abbildung 5.35, 5.36) verglichen. Streustrahlung kann die Lumineszenz von 'O,
stark verdndern. Sie konnte sogar mit 'O, Lumineszenz verwechselt werden. Um
den eindeutigen Nachweis von 'Oy Erzeugung zu erméglichen, werden im folgenden
Messsignale verworfen, die gewissen Kriterien nicht geniigen. Nur spektral aufge-
16st detektierte Signale, die dem spektral aufgelost detektiertem Signal von reiner
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TMPyP Lésung gleichen, werden als 'O, Signale akzeptiert. Das bedeutet, dass nur
spektral aufgelost detektierte Signale, die keine erhohte Intensitét bei 1150 nm, aber

eine erhohte Intensitit bei 1280 nm haben, akzeptiert werden.
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Abbildung 5.37.: Spektral aufgeloste 'Oy Signale von den verschiedenen untersuchten
Hautpflegeprodukte

Nach diesem Ausschlussprinzip kann fiir acht der untersuchten Hautpflegeprodukte
spektral aufgeldst 1O,y detektiert werden. Die Signale sind in Abbildung 5.37 darge-
stellt. Die gefittete Lorenzkurve der spektral aufgelost detektierten 'O, Signale hat
ein Maximum zwischen 1270 und 1280 nm. Zusétzlich werden fiir diese acht Haut-
pflegeprodukte die zeitaufgeldst detektierten 'O, Signale bei 1270 nm ausgewertet,
wobei jedoch fiir die meisten nur eine Abklingzeit des Signals gefittet werden konnte,
da wegen der Streuung kein Signalanstieg sichtbar war. Die zeitaufgelosten 'O, Si-
gnale der vier effektivsten Hautpflegeprodukte sind in Abbildung 5.38 dargestellt.

Fiir die Cremes 10 und 11 kann sowohl eine Anstiegs- also auch eine Abklingzeit
gefittet werden. Das ist ein Zeichen dafiir, dass sich ein Photosensibilisator in der
entsprechenden Creme befindet, dessen Triplett-Zustand eine Abklingzeit hat und
der 'O, generiert, der wiederum eine Aklingdauer hat. Die Anstiegszeiten liegen bei
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Abbildung 5.38.: Zeitaufgeloste 'Oo Signale der untersuchten Cremen 4,10, 11 und 12

3,1 £ 0,4 bzw. 3,9 £+ 0,4 us und die Abklingzeiten bei 13 + 2 bzw. 15 + 2 us. Diese
Abklingzeiten miissen jetzt noch dem Photosensibilisator Triplett-Zustand und 'O,
zugeordnet werden. 'O, hat in Lipiden eine Abklingzeit von 14 + 3 us [Bai05], was
mit den Abklingzeiten der Signale von Creme 10 und 11 iibereinstimmen wiirde.
Da diese Cremen hauptséichlich aus Alkanen, die zu den nicht veresterbaren Lipiden
gehoren, bestehen (Nachweis spéter), kann die Abklingzeiten der Signale von Creme
10 und 11 *O, zuordnen werden und die Anstiegszeit des Signals dementsprechend
dem Abklingen des Triplett-Zustands. Fiir die Cremes 4 und 12 kann keine Anstiegs-
zeit gefittet werden. Ein moglicher Grund wire, dass der 'O, durch Substanzen mit
Doppelbindungen chemisch generiert wird [RMK™13] und nicht durch einen Photo-
sensibilisator. Eine andere Mdoglichkeit wire, das die Anstiegszeit des Signals so kurz
ist, dass es durch das Storsignal von der Streustrahlung iiberdeckt wird. Das Signal
von Creme 4 hat eine Abklingzeit von 11 4 2 us, die im Rahmen der Fehlergenauig-
keit auch mit der 'Oy Abklingdauer in Lipiden iibereinstimmen wiirde [Bai05| und
die Creme 12 hat eine Abklingzeit von 7,4 & 0,8 us. 'O, kann durch einen Pho-
tosensibilisator generiert werden, was typische Lumineszenzsignale mit Anstiegs-
und Abklingzeiten zur Folge hat, wie bei Creme 10 und 11 [BRK'11|. Auferdem
kann 'O, durch Molekiile mit Doppelbindungen z.B. Fettsiuren chemisch generiert
werden, wodurch die Lumineszenzsignale eine Abkling- aber keine Anstiegszeit ha-
ben [BRK*11] [RMK*13].
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5.4.3. Vergleich von zeitlich aufgelosten Singulett-Sauerstoff
Signalen von Hautpflegeprodukten

Da fiir die verschiedenen Hautpflegeprodukte die Absorption bei 308 nm nicht be-
stimmt werden kann, ist es nicht mdoglich eine 'O, Quantenausbeute zu bestimmen.
Stattdessen wird fiir jede Creme ein zeitaufgeldstes 'O, Signal bei einer Anregung
von 308 nm mit identischer Laserintensitit (30 & 3 mW - cm™2) gemessen und die
gezdhlten Photonen dieses Signals werden aufsummiert und verglichen. In Tabel-
le 5.25 sind die acht 'O, erzeugenden Cremen mit der Anzahl der Photonen ihrer
Lumineszenz-Signale aufgelistet. Die Unterschiede in der Anzahl der Photonen pro
Signal liegt aber nicht nur in dessen Hohe, sondern auch in den unterschiedlichen
Abklingzeiten, die die Signale von verschiedenen Cremen hatten. Die 'O, Signale
von Cremen 4, 10 und 11 haben die hochste Photonenanzahl aber auch die langsten
Abklingzeiten. In der dritten Spalte von Tabelle 5.25 ist die Anzahl der Photonen
darum durch die Abklingzeit des jeweiligen Signals dividiert wordern. Und in Spalte
4 ist die Anzahl der Photonen pro Signallange auf den Maximalwert fiir Creme 4 mit
11932 £ 1193 Photonen/Abklingzeit normiert worden. Man erkennt, dass Creme 4,
10 und 11 die intensivsten 'O, Signale haben, gefolgt von Creme 12. Da die Pho-
tonenanzahl mit der Anzahl der erzeugten 'O, Molekiile korreliert, erzeugt damit
Creme 4 am meisten 'O, unter Bestrahlung mit UVB (308 nm).

Creme | Photonen- | Photonenanzahl auf Maximum
anzahl /Abklingzeit | normalisierte Werte

Creme2 14608 1826 0,15
Creme3 19509 2787 0,23
Creme4 131257 11932 1

Creme7 18391 2829 0,24
Creme8 15181 1380 0,12
Cremel( | 127438 9803 0,82
Cremell 130356 8690 0,73
Cremel2 42725 7121 0,60

Tabelle 5.25.: Vergleich der zeitaufgelosten Singulett-Sauerstoff Signale (Fehler von 10 %)
bei Anregung von verschiedenen Cremes bei 308 nm

Das gleiche wird wiederholt fiir eine Laseranregung bei 355 nm. Wieder wird das
Lumineszenz-Signal der acht verschiedenen Cremes gemessen und die Photonen auf-
summiert (Tabelle 5.26, 2. Spalte), durch die Abklingzeit dividiert (Tabelle 5.26, 3.
Spalte) und auf den Maximalwert von Creme 4 normiert (Tabelle 5.26, 4. Spalte).
Die Laserintensitit betrigt 20 4+ 2 mW - cm ™2 bei 355 nm und ist damit niedriger
als die Laserintensitdt bei 308 nm. Dementsprechend wird bei den Lumineszenz-
Signalen bei 355 nm eine geringere Photonenausbeute erwartet. Dies ist bei den
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Signalen fiir Creme 4, 10, 11 und 12 auch deutlich zu erkennen. Doch die Signale
der anderen Cremes sind fast genauso intensiv wie die Signale bei 308 nm. Dies liegt
vermutlich daran, dass bei kleinen Lumineszenz-Signalen der Fehler durch Rauschen
viel stirker ins Gewicht fallt. Jedoch ldsst sich auch bei einer Anregung bei 355 nm
erkennen, dass wieder die Cremes 4, 10, 11 und 12 die intensivsten 'O, Signale
produzieren.

Creme | Photonen- | Photonenanzahl auf Maximum
anzahl /Abklingzeit | normalisierte Werte

Creme?2 15902 1893 0,32
Creme3 19357 2420 0,40
Creme4 71208 5934 1

Creme7 17308 1731 0,29
Creme8 16801 1866 0,31
Cremel0 61194 4707 0,79
Cremell 50934 3918 0,66
Cremel2 27692 3956 0,67

Tabelle 5.26.: Vergleich der zeitaufgelosten Singulett-Sauerstoff Signale (Fehler von 10 %)
bei Anregung von verschiedenen Cremes bei 355 nm

Um die Bestandteile von den Cremes 4, 10, 11 und 12 néher zu untersuchen, sind in
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Chemie der Universitit Regensburg Protonen-
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Messungen und Gaschromotographie Massen-
spektroskopie Analysen (GCMS-Analysen) durchgefiihrt worden. Fiir die Protonen-
NMR werden hohe Probenkonzentrationen von 50 mg Creme in 0,6 ml Lésungsmittel
CDCl3 (99,9 % Reinheit, Deutero GmbH, Kastellaun, Deutschland) verwendet. In
Abbildung 5.39 ist das Protonen-NMR-Spektrum von Creme 10 (A) und Creme
11 (B) und in Abbildung 5.40 von Creme 4 (A) und 12 (B) dargestellt worden.
Durch entsprechend beschriftete Kreise sind die fiir Alkane, Cholesterolstrukturen
oder Doppelbindungen typischen Bereiche in einem Protonen-NMR hervorgehoben
worden.

In Abbildung 5.39 A ist erkennbar, dass Creme 10 hauptséichlich aus Alkanen be-
steht, mit mehreren scharfen Peaks im NMR Spektrum zwischen 0,8 ppm und 1,55
ppm. Der fiir Alkane typische Bereich in einem Protonen-NMR Spektrum liegt zwi-
schen 0,5 und 2 ppm. Dies ist typisch fiir eine Creme, die zu 95 % aus weifem Vaselin
besteht (Herstellerangaben). Creme 11, die auch aus weifem Vaselin besteht (Her-
stellerangaben) hat ein dhnliches NMR Spektrum wie Creme 10 mit scharfen Peaks
zwischen 0,8 und 1,55 ppm, die im fiir Alkane typischen Bereich liegen (Abbildung
5.39 B). Bei Creme 10 und Creme 11 sind unter den scharfen Peaks schwichere,
breitere Resonanzen zu erkennen, die auf Cholesterolstrukturen hindeuten.
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Abbildung 5.39.: Protonen-NMR von Creme 10 (A) und 11 (B)
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Das Protonen-NMR von Creme 4 (Abbildung 5.40 A) zeigt auch scharfe Peaks und
schwiichere, breitere Resonanzen in einem Bereich von 0,5 bis 2 ppm, was auf Alka-
ne und Cholesterolstrukturen hindeutet. Aufserdem hat Creme 4 einen Peak bei 5,0
ppm, der auf Substanzen mit Doppelbindungen hindeutet. Substanzen mit Doppel-
bindungen sind theoretisch in der Lage 'O, durch Abgabe von Elektronen (Typ I
Reaktionen) zu erzeugen, was schon fiir verschiedenen Fettsdure und Lipide nach-
gewiesen wurde [RMK™13|. Es sind auch kleine Peaks in einem Bereich von 3,5 bis
4,2 ppm erkennbar, die auf Verunreinigungen der Creme hindeuten. Das Protonen-
NMR von Creme 12 (Abbildung 5.40 B) zeigt zusétzlich zu den fiir Alkane typischen
scharfen Peaks zwischen 0,5 und 2 ppm noch ein Peak bei 2,3 ppm, das auf Isoalka-
ne hinweist, da es im typischen Verschiebungsbereich liegt. Auferdem gibt es einen
Peak bei 5,1 ppm, der im fiir Doppelbindungen typischen Bereich liegt.

Um die Inhaltstoffe der Cremen detaillierter zu untersuchen sind noch GCMS-
Analysen durchgefiihrt worden und die ermittelten Spektra sind per Datenbank-
vergleich {iber die Gesamtmasse und die Frakmentierungsmuster analysiert worden.
Die Ionisierungsmethode der Einzelspektren war Electron Ionisation (EI). In Abbil-
dung 5.41 sind die GC-Spektren von Creme 10 (A) und 11 (B) und in Abbilung 5.42
von Creme 4 (A) und 12 (B) dargestellt. Die GCMS-Analyse von Creme 10 (GC-
Spektrum in Abbildung 5.41 A) ergibt das einheitlichste GC-Spektrum an Peaks,
die durch ein regelméfbiges Delta in der Retentionszeit einen einheitlichen Abstand
zueinander haben (Sdgezahnmuster). Durch den Datenbankvergleich kann bestétigt
werden, das die einheitlichen Peaks im GC-Spektrum von Creme 10 zu gesittigten
Alkanen gehdren. Creme 10 besteht also fast nur aus geséttigten Alkanen und an-
sonsten sind noch minimale Spuren von Cholesterol vorhanden, das im GC-Spektrum
durch einen kleinen Peak bei einer Retentionszeit von 21,9 Minuten sichtbar ist und
iiber den Datenbankvergleich mit dem Frakmentierungsmuster als Cholesterol iden-
tifiziert wurde. Cholesterol (Abbildung 5.43) kann durch Sauerstoff photooxidiert
werden und ein typisches Photoprodukt ist Cholesta-3,5-dien-7-one, das im UVB-
Bereich absorbieren kann [ORK99|. Auch fiir Creme 11 ist durch GCMS-Analyse
und Datenbankvergleich iiber die Frakmentierungsmuster bestdtigt worden, dass
die Creme hauptséchlich aus Alkanen besteht. Im GC-Spektrum (Abbildung 5.41)
ist unter dem Peak-Muster der Alkane (Sdgezahnmuster) aber einen Bauch erkenn-
bar, der kleine Peaks hat, die zu Verunreinigungen gehoren. Diese Verunreinigungen
deuten nicht nur auf Isoalkane, sondern auch auf ungesittigte Verbindungen und
moglicherweise auch Aromate hin. Aromate sind in der Lage 'O, photophysikalisch
iiber einen Triplett-Zustand zu erzeugen. Das wiirde das 'O, Signal von Creme 11
mit Anstiegs- und Abklingzeit erkiren. Und da gesiittigte Alkane nicht mit 'O,
reagieren, ist das 'O, Signal von Creme 11 ungequencht.

In Abbildung 5.42 ist das GC-Spektrum von Creme 12 (B) dargestellt. Es sind die
regelméifigen Peaks (Sigezahnmuster) der geséittigten Alkane sichtbar, sowie einige
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Peaks dazwischen, die auf weitere Substanzen hindeuten. Fiir den Peak bei einer
Retentationszeit von 18,17 min ergibt sich durch Abgleich der MS-Spektren mit
den Frakmentierungsmustern der Datenbank als weitere Substanz Cholesta-3,5-dien
(Cholestan). Cholesta-3,5-dien (Struktur in Abbildung 5.43, Absorptionsmaximum
bei 235 nm [LC57]) deutet auf Cholesterol hin, da Cholesterol beim Prozess der
GCMS-Analyse Wasser abgibt und das Derivat Cholesta-3,5-dien bildet sich. Au-
ferdem wurden Spuren von Cholesterol (Peak bei einer Retentionszeit von 21,75
min in Abbildung 5.42 B, Struktur in Abbildung 5.43, Absorptionsmaximum bei
205 nm |ORK99|) und Cholesta-3,5-dien-7-one (Peak bei einer Retentionszeit von
22,95 min in Abbildung 5.42 B, Struktur in Abbildung 5.43, Absorptionsmaximum
bei 280 nm [ORK99|) gefunden. Cholesta-3,5-dien-7-one ist ein typisches Derivat von
photooxidiertem Cholesterol und konnte damit durch Bestrahlung von Cholesterol
entstehen [ORK99|. Es kann im UVB Bereich absorbieren und durch seine Doppel-
bindung konnte es durch chemische Reaktionen 'Oy produzieren. Dies erklirt das
10, Signal von Creme 12 ohne Anstiegszeit, da chemische Reaktionen zu schnell
verlaufen, als dass man diese Zeit auf der us-Skala auflésen konnte. Auferdem kann
Cholesterol durch 'O, oxidiert werden [ORK99|, wodurch sich die verkiirzte Ab-
klingdauer vom 'O, Signal von Creme 12 mit 7,4 £ 0,8 pus erkliren lassen wiirde.

Cholesterol Cholesta-3,5-dien Cholesta-3,5-dien-7-one

HO 2

Molekulargewicht = 386.67 Molekulargewicht = 368.65 Molekulargewicht = 382.64
Summenformel  =C,;H,0 Summenformel  =C;H,, Summenformel  =C,;H,,0

Lanosterol =
Olséduredecylester

Molekulargewicht = 422.74
Summenformel = CHs,0,

Molekulargewicht = 426.73
Summenformel = C40H,0

Abbildung 5.43.: In den Cremen per GCMS-Analyse und Datenbankvergleich der Frak-
mentierungsmuster identifizierte Substanzen

Fiir Creme 4 ist in Abbildung 5.42 A erkennbar, dass das GC-Spektrum nicht nur
die regelmifbigen Peaks der gesittigten Alkane sondern einige weitere Peaks bei
Retentionszeiten von 19,96, 21,73 und 24,97 min enthélt. Der Datenbankabgleich
ergibt aufser Alkanen noch Spuren von Cholesterol, Lanosterol (Peak bei einer Re-
tentionszeit von 24,97 min, Abbildung 5.43) und Olsiuredecylester (Peak bei einer
Retentionszeit von 19,96 min, Abbildung 5.43) als Creme-Bestandteile an. Lanos-
terol hat ein Absorptionsmaximum bei etwa 245 nm und absorbiert auch noch im
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UVB Bereich [MS79] wihrend Olsiiure ein Absorptionsmaximum im UVC Bereich
hat, allerdings noch bis in den UVB Bereich (300 nm) absorbiert [ASB83]. Olséure-
decylester und Lanosterol konnten wegen ihrer Doppelbindungen durch chemische
Reaktionen O, produzieren. Dies wiirde das 1O, Signal von Creme 4 ohne Anstiegs-
zeit erkldren, da chemische Reaktionen quasi instantan ablaufen.

In den Cremes 4, 10, 11 und 12 befinden sich also durchaus Substanzen, die in
der Lage sein konnten, 'Oy zu produzieren. Allerdings befinden sich auch in den
anderen untersuchten Cremen laut Inhaltsstoff-Verzeichnis zum Teil dieselben oder
andere Substanzen, die 'O, produzieren kénnen. Man kann bei der GCMS-Analyse
leider keine Aussagen iiber die Menge der identifizierten Bestandteile machen. Daher
ist derzeit noch unklar, warum ausgerechnet diese Cremes besonders effektiv 1O,
generieren.

5.5. Suspensionen aus Zellbestandteilen

Um sich langsam komplizierten Strukturen wie Zellen und Haut anzunéheren, wird
Proteinlysat und Zelllysat auf seine Fihigkeit 'Oy zu generieren, untersucht. Lysat
bezeichnet dabei das Ergebniss einer Zersetzung einer Zelle durch Schiadigung oder
Auflosung der duferen Zellmembran. Bei Proteinlysat handelt es sich um bei einer
Lyse freigesetzte Proteine in Losungsmittel, nachdem die restlichen Zellbestandteile
wegzentrifugiert wurden. Bei einem Zelllysat handelt es sich um eine Suspension aus
Proteinen, Losungsmittel und den restlichen Zellbestandteilen. Wie Proteinlysat und
Zelllysat hergestellt werden, ist in Kapitel 4.2.3 detailliert beschrieben.

5.5.1. Absorption

Proteinlysat und Zelllysat sind Suspensionen und keine Ldsungen. Darum sind sie
mehrphasig und haben mehrere Brechungsindices. Wenn Strahlung auf die Suspen-
sion fillt, wird sie abgeschwécht, wobei jedoch nicht das Lambert-Beer Gesetz von
Losungen gilt, denn die Strahlung wird nicht nur absorbiert, sondern zusétzlich
durch mehrere Brechungsindices gestreut. Wenn das Losungsmittel H,O als Blanc
verwendet wird, wird dadurch nur die Reflektion der Quarzglaskiivette und die Streu-
ung durch das Losungsmittel abgezogen. Man kann also kein Absorptionsspektrum
von Proteinlysat und Zelllysat bestimmen, sondern nur ein Abschwichungsspek-
trum, wobei sich die Abschwichung zusammensetzt aus Absorption und Streuung
mit dem Extinktionskoeffizient p; = p, + p1s [Tuc07]. Dieses Abschwiichungsspektra
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kann mit Hilfe des Absorptionsspektrometers (Kapitel 4.10) fiir Proteinlysat und
Zelllysat in H5O hergestellt werden. Dafiir werden das Proteinlysat und Zelllysat in
H50 verdiinnt und dann in eine Quarzglaskiivette gegeben.

100

o

0.1¢ Protein
——Proteinlysat [

—Felllysat

Schwachung [%] 3

Absorbance

200 250 300 350 400

!
Wellenlange [nm] 0.001+ 220 240 260 280 30

Wellenlange [nm]

Abbildung 5.44.: A: Die Abschwichung von Strahlung durch Proteinlysat und Zelllysat in
H>0, B: Absorption von Proteinen [Har80|

In Abbildung 5.44 A sind die gemessenen Schwichungsspektra von Proteinlysat und
Zelllysat dargestellt. Es ist erkennbar, dass in Proteinlysat im UVA Bereich zwi-
schen 320 und 400 nm die Strahlung kaum abgeschwicht wird, umso geringer je
langwelliger die UVA Strahlung ist. Zwischen 320 nm und 300 nm im UVB Bereich
ist die Abschwichung dann um die 10 %, aber ab 300 nm steigt die Abschwichung
an und im UVC-Bereich von 280 bis 200 nm wird die Strahlung in Proteinlysat
mit fast 100 % abgeschwicht, aufer bei dem Minimum bei 250 nm, wo die Ab-
schwichung auf 85 % abfillt. Dass Proteinlysat ein Absorptionsmaximum zwischen
250 und 300 nm hat, kann dadurch erklirt werden, dass die stirksten Chromopho-
re, aus denen Proteine aufgebaut sind, die Aminosduren Trypthophan und Tyrosin
sind [PD06]. Tryptophan ist mit 1,3 % Anteil in Proteinen zwar seltener, hat aber
ein Absorptionsmaximum bei 280 nm [CJ05|. Tyrosin ist mit 3,2 % haufiger und hat
ein Absorptionsmaximum bei 275 nm [CJ05]. In Abbildung 5.44 B ist zum Vergleich
das Absorptionsspektra von Protein, das ein Maximum bei 280 nm und ein Mini-
mum bei 250 nm hat [Har80|. Es ist erkennbar, dass sich die Spektren von Protein
und Proteinlysat gleichen mit Maxima und Minima bei denselben Wellenldngen.
Auch das Zelllysat hat ein Maximum zwischen 250 und 300 nm im Abschwichungs-
spektrum, das auch auf die in der Suspension vorhandenen Proteine zuriickzufiihren
ist (Abbildung 5.44). Aber die Abschwichung zwischen 320 und 400 nm im UVA
Bereich erscheint deutlich hoher als fiir Proteinlysat. Das kann an einer erhéhten
Abschwéchung von Strahlung im Zelllysat durch Streuung liegen. Im Proteinlysat
wird die Strahlung durch Proteine, die deutlich kleiner sind als die Wellenldnge der
Strahlung (< 10 nm [AckO01]), gestreut. Es handelt sich also um Raileigh-Strahlung.
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Im Zelllysat sind noch andere Zellbestandteile vorhanden, wodurch es auch Streu-
zentren in der Grofsenordnung oder grofer als die Wellenldnge der Strahlung gibt
und daher zusétzlich Resonanz- und Mie-Streuung auftritt [Ack01]. Durch die er-
héhte Anzahl verschiedener Streuzentren kommt es zu einer erhéhten Abschwichung
der Strahlung durch Streuung im Zelllysat.

Substanz Schwichung in % bei
308 nm | 300 nm | 290 nm

Proteinlysat 7 11 83

Zelllysat 25 33 70

Tabelle 5.27.: Abschwéchung von Strahlung durch Proteinlysat und Zelllysat bei verschie-
denen Wellenldngen

In Tabelle 5.27 sind die Abschwéachungswerte in % fiir die Wellenldngen 290, 300 und
308 nm von Proteinlysat und Zelllysat aufgefiihrt, da bei diesen Wellenlingen 'O,
Erzeugung nachgewiesen werden soll. 290 nm ist ausgewahlt worden, da hier Proteine
gut absorbieren (Abbildung 5.44 B). Allerdings hat der anregende Laser (Kapitel
4.7) bei 290 nm eine sehr geringe Laserleistung von 15 mW (Herstellerangabe).
Deshalb werden auferdem die Wellenldingen 300 und 308 nm, bei denen Proteine
zwar nur wenig absorbieren, aber die Laserleistung mehr als doppelt so hoch ist,
ausgewahlt.

5.5.2. Zeitlich und spektral aufgeloste Singulett-Sauerstoff
Detektion von Suspensionen aus Zellbestandteilen

Um 'O, Signale spektral aufgelost zu messen, wird das Proteinlysat und das Zell-
lysat in DO verdiinnt. D,O wird als Losungsmittel verwendet, um bessere 10,
Signale detektieren zu kénnen, da 'O, in D,O eine viel lingere Abklingdauer hat als
in H,O [Bai05]. Von dieser verdiinnten Stammlosung werden 1,5 ml zusammen mit
1,5 ml D50 in eine Quarzglaskiivette gegeben. Die QQuarzglaskiivette wird in den in
Kapitel 4.7 beschriebenen Messaufbau integriert und 'O, wird mit Inteferenz-Filtern
zwischen 1150 und 1400 nm (Tabelle 4.6) spektral aufgelost detektiert und wie in
Kapitel 4.8 beschrieben ausgewertet. Die ausgewerteten 'O, Signale sind in Abbil-
dung 5.45 fiir die drei Anregungswellenldngen 290, 300 und 308 nm (siehe Kapitel
5.5.1) dargestellt durch die blauen Messpunkte inklusive der gefitteten Lorenzkurve
(blauen Linie).

Um zu belegen, dass es sich bei den gemessenen Signalen tatsichlich um 'Oy Lumi-
neszenz handelt, wird jeweils eine zweite Messung durchgefithrt mit dem Quencher
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Abbildung 5.45.: Die 'Oy Lumineszenz Signale von Proteinlysat und Zelllysat in DyO ge-

16st bei Anregungswellenléingen von 290 nm, 300 nm und 308 nm spek-
tral aufgelost detektiert und mit einer Lorenzkurve gefittet (blaue Linie).
Aufierdem das 'Os Signal einer gleich konzentrierten Proteinlysat bzw.
Zelllysat Suspension in DoO mit zusédtzlich 20 mM Natriumazid bei den-
gleichen Anregungswellenldngen spektral aufgelost detektiert (rote Linie).
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5. Messergebnisse und Diskussion

NaN3 (Kapitel 4.1.5) in der Losung. In eine Quarzglaskiivette werden nun 1,5 ml
der verdiinnten Stammlésung von Proteinlysat oder Zelllysat in D>O gefiillt und
zusitzlich 1,5 ml von einer 40 mM konzentrierten Na/N3 Losung in D,O. Dement-
sprechend ist die Konzentration des Protein- oder Zelllysat die gleiche wie in der
Messung ohne NaN3, nur das nun zusédtzlich 20 mM NaNj3 in der Losung sind. Die
Quarzglaskiivette wird in den Messaufbau integriert und 'O, wird wie zuvor bei
dengleichen Anregungswellenldngen von 290, 300 und 308 nm spektral aufgelost de-
tektiert. Das mit einer Lorenzkurve gefittete 1O, Signal in Anwesenheit von NaNs
fiir Proteinlysat und Zelllysat ist in Abbildung 5.45 durch eine rote Linie und rote
Messpunkte dargestellt.

Fiir Proteinlysat in Anwesenheit von 20 mM NaNj3 kann fiir alle drei Anregungswel-
lenlingen kein 'O, Signal spektral aufgeldst detektiert werden, obwohl in Abwesen-
heit von NaNs bei dengleichen Anregungswellenlingen klare 1O, Signale detektiert
worden sind. Proteinlysat erzeugt also eindeutig 'O, fiir Anregungswellenlingen im
UVB Bereich. Fiir Zelllysat wird in Anwesenheit von 20 mM NaN3 bei 290 nm kein
10, Signal spektral aufgeldst detektiert. Fiir 300 und 308 nm ist ein abgeschwéchtes
10, Signal im Vergleich zu dem Signal in Abwesenheit von NaN3 (blaue Linie) zu
erkennen. Auch Zelllysat erzeugt also eindeutig 'O, im UVB Bereich.

Sowohl fiir Protein- als auch fiir Zelllysat sind zeitaufgeloste 1O, Signal in D,O
und H,0 bei einer Anregungswellenlinge von 290 nm detektiert in Abbildung 5.46
dargestellt.

Die zeitaufgelosten 'Oy Signale von Protein- und Zelllysat in H,O haben eine gefitte-
te Abklingdauer von 4,2 + 0,5 us und 3,8 4+ 0,4 us. Dies konnte die Abklingzeit von
10, sein, da die Abklingdauer von 'O, in HyO normal 3,5 & 0,5 us betriigt [Bai05].
Die gefitteten Anstiegszeiten des Signals sind 0,6 + 0,1 s und 0,7 4+ 0,1 ps. Im Lo-
sungsmittel D,O hatten die 'O, Signale von Protein- und Zelllysat deutlich lingere
Abklingdauern von 32 4+ 4 us und 33 £ 4 ps und auch die Anstiegszeiten haben
sich etwas verldngert. Eine verldngerte Abklingdauer in DyO gegeniiber HyO ist ei-
ne weitere indirekte Standardmethode zum Nachweis von 'O,. Allerdings sind die
ermittelten 'O, Abklingdauern kiirzer als die in D,O iibliche 'O, Abklingdauer von
67 + 3 us [EKMT02]. Dies kann erklért werden durch die Eigenschaft von Proteinen
10, mit Ratenkonstanten im Bereich von 107 mol~'s~! zu quenchen, wobei ihre Fi-
higkeit zu quenchen von den Aminosduren abhéngt, aus denen sie zusammengesetzt
sind [MEKL75].

Proteinlysat und Zelllysat konnen also effektiv 1O, generieren durch Anregung im
UVB Bereich. Dies ist nachgewiesen worden sowohl direkt durch zeit- und spektral
aufgeloste 'O, Lumineszenz Messungen, als auch indirekt durch Verwendung vom
10y Quencher NaN; und durch Verwendung des Losungsmittels D,O, das zu einer
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Abbildung 5.46.: Zeitaufgeldstes 'Oy Signal von Proteinlysat und Zelllysat Suspension in
H>0 und D50 bei einer Anregungswellenldinge von 290 nm
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5. Messergebnisse und Diskussion

lingeren 'O, Abklingdauer fiihrt. Vermutlich wird der 'O, in den Lysaten durch
die Proteine bzw. durch Bestandteile von den Proteinen generiert. Vitamine wie
FMN, FAD und Vitamin Bg sind prothestische Gruppe von Proteinen, die im Zell-
stoffwechsel bzw. Aminostoffwechsel essentiell sind [CJ05]. Diese Vitamine konnen
effektiv 'O, generieren (siehe Kapitel 5.1.4). Tm Zelllysat sind zusitzlich zu Protei-
nen noch andere Zellbestandteile wie z.B. Fettsduren und Lipide vorhanden. Diese
sind auch in der Lage 'O, zu generieren [RMK™13] [Regl0].

5.5.3. Photostabilitiat der Suspensionen aus
Zellbestandteilen

Aufserdem wird die Photostabilitit bei UVB Bestrahlung der Protein- und Zellly-
sat Suspensionen untersucht. Die Protein- und Zelllysat Suspensionen werden dazu
in eine Quarzglaskiivette gefiillt und verschlossen. Danach wird die Quarzglaskii-
vette mit dem UVB Transluminator (Kaptitel 4.11) mit verschiedenen UVB Dosen
zwischen 0 und 13,2 J - em™2 bestrahlt und die Abschwichungsspektra nach der
Bestrahlung gemessen (Kapitel 4.10).

In Abbildung 5.47 sind die Abschwichungsspektra von Protein- und Zelllysat nach
der Bestrahlung mit verschiedenen UVB Dosen dargestellt. Fiir kleine UVB Dosen
bis zu 0,03 J-cm ™2 ist sowohl Protein- als auch Zelllysat im gesamten Spektralbereich
von 200 bis 350 nm im Rahmen der Messgenauigkeit photostabil. Aber fiir hohe UVB
Dosen wie 6,6 oder 13,2 J - em~2 sind Verdnderungen des Abschwiichungsspektra
um bis zu 10 % sichtbar. Die Abschwiichung beim Minima bei 250 nm steigt an und
sowohl Zelllysat als auch Proteinlysat beginnt bei lingeren Wellenléingen bis in den
UVA Bereich Strahlung abzuschwichen.

In Tabelle 5.28 sind fiir die verschiedenen genutzen Anregungswellenlingen zur 'O,
Erzeugung (290, 300 und 308 nm) im UVB Bereich und fiir eine Wellenlédnge im
UVA Bereich (330 nm) die Abschwéchung von Strahlung durch Proteinlysat und
Zelllysat vor und nach der Bestrahlung mit 1 und 13 J - cm~2 UVB aufgelistet. Es
ist erkennbar, dass sich fiir eine UVB Dosis von 1 J - em™2 (durchschnittliche UVB
Tagesdosis in Potsdam) hochstens minimale Verdnderungen in der Abschwichung
bei den verschiedenen Wellenldngen ergeben. Aber fiir eine hohe UVB Dosis von
13 J - em™? steigt die Abschwiichung sowohl fiir Proteinlysat als auch bei Zelllysat
bei allen Wellenlédngen an. Sogar im UVA Bereich (330 nm), wo Proteinlysat und
Zelllysat ohne Vorbestrahlung nicht absorbieren, ist nach einer UVB Bestrahlung
mit 13 J - em~2 auch eine UVA Abschwichung von 3 % nachweisbar.
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Abbildung 5.47.: Abschwichung von Strahlung durch Proteinlysat und Zelllysat nach der
Bestrahlung mit verschiedenen UVB Dosen

Abschwéchung Abschwichung
durch Proteinlysat [%] | durch Zelllysat [%]
J-em™ | 0|1 13 0|1 13
290 nm | 50 | 48 55 49 | 48 54
300nm | 1 | 3 11 6 | 6 12
308nm | 0 | O 7 2 |1 7
330nm | 0 | O 2 01]0 3

Tabelle 5.28.: Verdnderungen der Abschwéchung von Strahlung durch Proteinlysat und
Zelllysat nach Bestrahlung mit 1 und 13 J - em™2 UVB. Ein Anstieg der
Abschwichung > 2 % ist in rot und ein Abfall in blau markiert.

Um herauszufinden, ob die Verdnderungen der Abschwichungsspektren von Prote-
inlysat und Zelllysat durch die Oxidation von den Proteinen bzw. den Proteinen
und anderen Zellbestandteilen verursacht wird, ist der Sauerstoffverbrauch wihrend
der Bestrahlung mit UVB gemessen worden. Dafiir wird das Protein- bzw. Zelllysat
in eine luftdicht verschliekbare Quarzglaskiivette gefiillt und in den Messaufbau aus
Kapitel 4.7 integriet. Die Sauerstoffkonzentration wird mit einem Sauerstoffsensor
in der Kiivette oberhalb des Laserstrahls gemessen. Fiir eine moglichst gleichméfige
Sauerstoffverteilung in der Quarzglaskiivette wird ein Riihrfisch hinzugefiigt, der die
Suspension permanent wahrend der Bestrahlung durchmischt. Die Wellenldnge, mit
der bestrahlt wird, ist 308 nm und die Laserintensitit bei dieser Wellenldnge betrigt
30 £ 3 mW-cm ™2

In Abbildung 5.48 ist der Verlauf der Sauerstoffkonzentration in der Protein- bzw.
Zelllysatsuspension wahrend der Bestrahlung bei 308 nm fiir 45 Minuten darge-
stellt. Die Sauerstoffkonzentration in der Protein- bzw. Zelllysatsuspension nimmt
wahrend der UVB Bestrahlung ab. In der Proteinlysatsuspension fillt die Sauer-
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Abbildung 5.48.: Sauerstoffverbrauch von Proteinlysat und Zelllysat bei UVB Bestrahlung
bei 308 nm fiir 45 Minuten

stoffkonzentration von 0,3 mM auf 0,19 mM ab nach einer Bestrahlung von 45 Mi-
nuten bei 308 nm und in der Zelllysatsuspension fillt die Sauerstoffkonzentration
von 0,29 mM auf 0,17 mM ab bei dergleichen Bestrahlung. Die Sauerstoffkonzentra-
tion sinkt also um 0,11 mM in der Proteinlysatsuspension und um 0,12 mM in der
Zelllysatsuspension. Dieser Sauerstoffverbrauch wiahrend der Bestrahlung mit UVB
Strahlung deutet darauf hin, dass Bestandteile der Protein- und Zelllysatsuspen-
sionen oxidiert werden. Dies kann auch eine Erklarung fiir die Verdnderungen im
Abschwichungsspektrum der Protein- bzw. Zelllysatsuspension nach der Bestrah-
lung mit UVB sein. Um besser zu verstehen, welche Art von chemischen Reaktionen
ablauft, ist die Kurve vom Sauerstoffverbrauch wiahrend der Bestrahlungszeit durch
ein Polynom gefittet worden und die gefittete Gleichung ist bis zum quadratischen
Term in Abbildung 5.48 in der jeweiligen Legende aufgefiihrt. Die hoheren Terme
waren vernachlissigbar klein. Man erkennt das hauptséichlich chemische Reaktionen
nullter Ordnung, die durch den linearen Polynomterm beschrieben werden, ablau-
fen. Dies ist typisch fiir Reaktionen, die nicht von der Stoffkonzentration abhingig
sind, wie z.B. photochemische Reaktionen, die nur von der Bestrahlungsintensitat
abhingig sind. Allerdings laufen nicht nur Reaktionen nullter Ordnung ab, sondern
auch Reaktionen hoherer Ordnung, die von den Stoffkonzentrationen der beteiligten
Reaktionspartner abhingig sind. Die Ordnung der weiteren Reaktionen kann nicht
bestimmt werden, da die Stoffkonzentration der verschiedenen moglichen Reaktions-
patner die sich im Protein- bzw. Zelllysat befinden, nicht bekannt ist. Eine mogliche
Erklarung ist, dass durch die Oxidation der Proteine, die Proteinstruktur veréin-
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5.6. Suspensionen aus Bakterien

dert ist und noch weitere Reaktionen neben der Oxidation von Proteinen ablaufen
kénnen.

Suspensionen bestehend aus verschiedenen Proteinen mit und ohne die restlichen
Zellbestandteile konnen also effektiv 'Oy generieren bei Anregung im UVB Bereich.
Auferdem sind diese Suspensionen bei Bestrahlung mit hohen UVB Dosen (z.B. 13
J - em™?) nicht photostabil und ihre Abschwiichung von Strahlung in einem Bereich
zwischen 200 und 350 nm verdndert sich. Eine wahrscheinliche Erklarung kénnte die
Oxidation von Bestandteilen dieser Suspensionen sein, denn bei ihrer Bestrahlung
mit UVB (308 nm) wird Sauerstoff verbraucht.

5.6. Suspensionen aus Bakterien

Um sich komplexen Strukturen wie der menschlichen Haut anzunidhern, wird die Ge-
nerierung von 'O, durch Zellen in Suspension untersucht. In diesem Kapitel wird die
10, Erzeugung durch Bakterien behandelt. Bakterien sind Prokaryonten, die in Ka-
pitel 3.2.2 detailiert beschrieben werden. In dieser Arbeit werden zwei verschiedenen
Bakterien verwendet.

Escherichia coli (E. coli): E. Coli ist ein stibchenformiges Bakterium, das sich
mit Hilfe von Geifeln fortbewegt. Die Stdbchen haben einen Durchmesser bis zu
1,5 pm und eine Linge von 2 bis 6 pm. Es gehort zu den im Darm vorkommen-
den Escherichia Bakterien und ist gram-negativ. Im menschlichen Darm ist es ein
Produzent von Vitaminen, insbesondere von Vitamin K und normal nicht krank-
heitsauslosend. Es gibt aber pathogene Stdmme und die sind die haufigste Ursache
von menschlichen Infektionskrankheiten.

Staphylococcus aureus (S. aureus): S. Aureus ist ein kugelformiges Bakterium,
das zu den Staphylokokken und damit zu den gram-positiven Kokken gehort. Sie
sind zwischen 0,8 und 1,2 um grof und bei geeigneten duferen Bedingungen la-
gern sie sich traubenférmig zusammen. S. Aureus kommt fast iiberall in der Natur,
auch auf der Haut und in den oberen Atemwegen von 20 bis 50 % aller Menschen
vor [MH99], aber 16st meist keine Krankheitssymptome aus. S. Aureus wird normal
durch Schmierinfektion iibertragen, wobei Infektionsquelle vor allem andere Men-
schen sind [MH99|. Aus der Nase kann der Erreger auch iiber Tropfcheniibertragung
verbreitet werden [MH99).
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5.6.1. Zeitlich und spektral aufgeloste Singulett-Sauerstoff
Detektion

Die Bakteriensuspensionen werden fiir alle Versuche frisch hergestellt (Kapitel 4.2.4).
Um die Erzeugung von 'Oy durch UV-Anregung zu verifizieren, werden die Bakte-
rienlosungen in den in Kapitel 4.7 beschriebenen Versuchsaufbau integriert. Um
nachzuweisen, dass es sich bei den gemessenen Lumineszenz Signalen um 'O, Lu-
mineszenz handelt, wird zunéchst ein Lumineszenz Signal von den Bakterien im
Losungsmittel DoO mit einer bestimmten optischen Dichte (OD) spektral aufgelost
detektiert und anschliefend das Lumineszenz Signal von einer Bakteriensuspensi-
on mit derselben OD, damit die gleiche Anzahl von Bakterien in der Suspension
vorhanden ist, aber in einer Losung aus dem Quencher Natriumazid (NaN3) und
D50O. Dafiir werden die wie in Kapitel 4.2.4 beschriebenen Bakteriensuspensionen
in Dy0 mit einer OD von 0,6 bei einer Wellenldnge von 600 nm hergestellt. Die-
se Bakterienldsungen werden nun mit entweder reinem D;O oder mit Na/N3 und
D50 so verdiinnt, das zwei Bakteriensuspensionen mit gleicher OD entstehen, eine
in reinem D,0 und die andere mit 40 mM NaN3 in D,O.

Diese Bakteriensuspensionen mit und ohne 40 mM NaN3 in DO werden in eine
Kiivette mit Riihrfisch gegeben und in den in Kapitel 4.7 beschriebenen Messautbau
integriert. Die Kiivette wird mit dem abstimmbaren Laser bei den Wellenldngen 308,
320 und 355 nm angeregt, da bei diesen Wellenldngen im UVB bzw. UVA Bereich
die Laserleistung besonders hoch ist. Fiir jede Anregungswellenlinge wird wie in
Kaptitel 4.8 beschrieben ein 'O, Signal spektral aufgeldst gemessen. Sowohl fiir E.
Coli als auch fiir S. Aureus Suspensionen sind 'O, Signale fiir die Anregungswel-
lenléngen 308 nm, 320 nm und 355 nm mit (rote Linie) und ohne (blaue Linie) den
Quencher NaNj spektral aufgelost detektiert und danach mit einer Lorenzfunktion
gefittet worden. Diese spektral aufgeldst detektierten Signale sind in Abbildung 5.49
abgebildet.

Fiir reine E. Coli Suspensionen in DyO ist fiir alle Anregungswellenldngen ein spek-
tral aufgeldst detektiertes Signal mit einem Maximum des Lorenzfit zwischen 1270
und 1280 nm ermittelt worden (blaue Linien). Dieses Maximum korreliert mit der
Ubergangsenergie von 'O, in D,O [BFP*07|. Fiir E. Coli Suspensionen mit 40 mM
NaNj ist fiir die Anregungswellenlingen 308 und 320 nm kein 'O, Signal spektral
aufgelost detektiert worden (rote Linien). Fiir eine Anregungswellenldnge von 355
nm ist auch fiir E. Coli Suspensionen mit NaN3 ein 'O, Signal spektral aufgeldst
detektiert worden, dass allerdings nur 60 % der Intensitit des Signals ohne NalN3
hat. E. Coli kann also O, generieren fiir Anregungswellenlingen im UVA und UVB
Bereich. Fiir reine S. Aureus Suspensionen sind auch bei allen Anregungswellenlan-
gen 'O, Signal spektral aufgeldst detektiert worden (blaue Linie). Die Zugabe von 40

170



5.6. Suspensionen aus Bakterien

E. Coliin D,O, 308 nm S. Aureus in D,0, 308 nm
8000 6000
|
-fy 5000 I
6000 |
[ 4000 !
2 I 2
5 4000f | S 3000 H
8 T LCJ, ‘i‘ I‘Illl.
- ek 2000F 1 It
1. T {/ s
+ & +\$ M 1000 + f&%h’.-_‘;_______i,
0

1150 1200 1250 1200 1250 1400 O {750 4200 1250 4300 1350 1400
Wellenldange [nm] Wellenlange [nm]

E. Coliin D,O, 320 nm S. Aureus in D0, 320 nm

7000~ . . 6000
6000 5000f fl{v
R
5000 |
| 000} hal
4000 £ T
I 5 3000 sl
3000 I 8 2000- —
F Il
0000f, :'.;L , i
1000 + Lo +=;;_.+;;;+ 1000
0 {150 1200 1250 1300 1350 1400 0 1180 1200 1250 1300 1350 1400
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
E. Coliin D,O, 355 nm S. Aureus in D,O, 355 nm
5000 5000

Jn
i i

1150 1200 1250 1300 1350 1400

1160 1200 1250 1300 1350 1400
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abbildung 5.49.: Spektral aufgeldst detektierte 'O Signale von Bakteriensuspensionen in
D50 mit (rote Linie) und ohne (blaue Linie) Quencher (40 mM NaN3)
bei Anregungswellenldngen von 308, 320 und 355 nm
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mM NaNs in S. Aureus Suspensionen fiihrt zu einem weniger intensiven 'O, Signal,
aber 10, Lumineszenz kann spektral aufgelost detektiert werden (rote Linie). Auch
S. Aureus scheint 'O, bei UV Anregung zu generien, aber die 'O, Signal sind we-
niger intensiv als die Signale von E. Coli die unter gleichen Bedingungen detektiert
worden sind und lassen sich auch weniger effektiv durch Na/N3 quenchen.

Die 'O, Lumineszenz Signale von E. Coli und S. Aureus Suspensionen sind auch
zeitaufgelost im Losungsmittel DoO und HsO bei einer Anregung bei 308 nm de-
tektiert worden. Die 'O, Signale von S. Aureus Suspension haben eine Abklingzeit
von 2,2 + 0,3 us in HoO und von 30 4+ 3 us in D,O. Fiir die Signale von E. Coly
in HyO werden Abklingzeiten von 2 £ 0,2 us ermittelt und in D>O von 34 + 4 us.
Diese Abklingzeiten sind kiirzer als die 'O, Abklingzeit in den jeweiligen Losungs-
mitteln [Bai05] [EKM™02], doch das ldsst sich dadurch erkliren, dass 'O, durch
die Bakterien in der Suspension gequencht werden konnte. Doch die Abklingdauer
der 'O, Signale von E. Coli und S. Aureus sind beide in D,O linger als in H50O,
was eine weitere indirekte Standardmethode zum Nachweis von 'O, ist. E. Coli und
S. Aureus konnen also 'O, bei Anregung im UV-Bereich erzeugen. Allerdings sind
die 'O, Signale vom gram-negativen E. Coli unter gleichen Anregungsbedingungen
immer intensiver als die Signale vom gram-positiven S. Aureus (siehe z.B. 5.49). Es
gibt in Bakterien also Substanzen die als Photosensibilisatoren fungieren kénnen.
Dies konnten zum Beispiel verschiedene Vitamine sein, denn in Bakterien kommen
teilweise dieselben Vitamine wie in menschlichen Hautzellen vor [Got86]. Vitamin
K und Nicotinsdure sind Bestandteile von E. Coli und Nicotinsdure kommt auch in
S. Aureus vor [PP45] [BK62|. Diese Vitamine erzeugen nachweislich 'O, (Kapitel
5.1.3 und 5.2.3).

5.7. Suspensionen aus Keratinozyten

Keratinozyten sind eukaryotische Zellen. Der Aufbau und die Funktionsweise von
eukaryotischen Zellen ist in Kapitel 3.2.1 detailliert beschrieben. Dabei sind Kera-
tinozyten in der Epidermis vorkommende Zellen, die von epidermalen Stammzellen
abstammen und dann durch die verschiedenen Schichten der Epidermis differenzie-
ren. Dieser Vorgang wird ausfiihrlich in Kapitel 3.3.1 beschrieben. Keratinozyten
werden verwendet um 'O, Erzeugung in eukaryotischen Zellen nachzuweisen, da es
die haufigsten Zellen in der menschlichen Epidermis sind. Die Eindringtiefe von UVB
Strahlung ist zudem auf die Epidermis beschrankt, nur wenig Strahlung in diesem
Spektralbereich kann tiefer eindringen [WJJ05].
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5.7.1. Zeitlich und spektral aufgeloste Singulett-Sauerstofft
Detektion

Die Keratinozyten-Suspensionen werden wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben, fiir alle
Versuche frisch hergestellt. Fiir die Detektion von 'O, Lumineszenz in Suspensionen
aus Keratinozyten werden 23,5 Millionen Zellen pro Milliliter in PBS hergestellt.
Diese Suspension wird halbiert und eine Hélfte wird mit reinem PBS gemischt, so
dass eine Suspension mit etwa 12 Millionen Zellen pro Milliliter ensteht und die
andere Hélfte wird mit einer Losung aus PBS und dem Quencher NaN5 gemischt,
so dass eine Suspension mit etwa 12 Millionen Zellen pro Milliliter und 50 mM Na/N3
in PBS entsteht.

Diese Keratinozyten-Suspensionen mit und ohne 50 mM NaN3 in PBS werden in ei-
ne Kiivette mit Riihrfisch gegeben und in den in Kapitel 4.7 beschriebenen Messauf-
bau integriert. Die Kiivette wird mit dem abstimmbaren Laser bei der Wellenlin-
gen 308 nm und 320 nm angeregt. Die Laserintensitit bei 308 nm betridgt 33 £+ 4
mW -em™! und bei 320 nm 20 4= 2 mW -em 1. Die Lumineszenz wird mit den Filtern
aus Tabelle 4.6 spektral aufgelost detektiert, wobei die Suspension in der Kiivette
regelmélig gewechselt wird, um sicherzustellen, dass die Keratinozyten durch die
Bestrahlung nicht veréndert oder sogar zerstort worden sind.

12 Mio/ml Keratinozyten, 308 nm

1000 —

12 Mio/ml Keratinozyten, 320 nm

1000 ,W
! o4
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Abbildung 5.50.: Spektral —aufgelost detekierte 'Oy Signale von Keratinozyten-

Suspensionen (12 Millionen Zellen pro ml) mit (rot) und ohne
(blau) 50 mM NaN3 bei 308 nm (links) und 320 nm (rechts)

In Abbildung 5.50 sind die ausgewerteten spektral aufgeldst detektierten Lumineszenz-
Signale bei 308 nm (links) und 320 nm (rechts) dargestellt. Die blauen Messpunk-
te stellen die Signale von reinen Keratinozyten-Suspensionen in PBS da und die
roten Messpunkte die Signale von Keratinozyten-Suspensionen mit dem (Quencher
NaN3 (50 mM). Die blaue und rote Linie sind dann die jeweiligen gefitteten Lorenz-
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5. Messergebnisse und Diskussion

Kurven. Man erkennt, dass die in die Messpunkte gefitteten Lorenz-Kurven der
Lumineszenz-Signale von reinen Keratinozyten-Suspensionen (blaue Linien) sowohl
fiir die Anregung bei 308 nm als auch bei 320 nm ein Maximum zwischen 1270 nm
und 1280 nm haben. Das ist ein typischer Nachweis von 'O, Lumineszenz, denn die
Ubergangsenergie von 'O, in H,O liegt bei 0,98 ¢V [Bai05]. Fiir die Anregung bei
320 nm ist das Maximum des spektral aufgelost detektierten Signals etwas hoher
als fiir die Anregung bei 308 nm, obwohl die Laserintensitit bei dieser Wellenldnge
niedriger ist. Scheinbar wird 'O, durch Anregung der Keratinozyten bei 320 nm
effektiver generiert als bei 308 nm. Aufserdem erkennt man in Abbildung 5.50, dass
durch die Zugabe von dem 'O, Quencher NaN; das Lumineszenz-Signal bei 1270
nm weniger intensiv ist. Das quenchen mit NaNj ist eine weitere Nachweismethode
von 'Oy [BRKT11].

In Keratinozyten befinden sich verschiedene Substanzen wie Proteine und Vitami-
ne, die in Losung oder Suspension 'O, bei UVB Anregung erzeugen konnen (Ka-
pitel 5.1, Kapitel 5.2, Kapitel 5.5). In diesem Kapitel wurde gezeigt, dass auch
Keratinozyten durch Anregung im UVB Bereich (308 und 320 nm) 'O, erzeugen
kénnen. Damit ist zweifelsfrei gezeigt, dass UVB Strahlung in Keratinozyten und
damit auch in Haut 'O, erzeugen kann. UVA und UVB Strahlung kann verschie-
dene zellbiologische Effekte erzeugen, wie die Freisetzung von MMP-1 [BSJ108§],
die Erzeugung von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren (CPD) und 6-4-Photoprodukten
(6-4P) [Gru02| [Hus05] [PDO06] oder die Generierung von 8-Hydorxy-Guanin (8-
oxoG) [PD06]. Wiahrend die DNA Photoprodukte CPD und 6-4P durch direkte UVB
Absorption der DNA ausgel6st werden, wurde fiir oxidierte DNA Photoprodukte wie
8-0x0G UVA Strahlung verantwortlich gemacht wurde |PD06|. Die Ergebnisse in die-
sem Kapitel zeigen allerdings, dass auch UVB Strahlung O, in Zellen erzeugen kann
und damit auch fiir oxidierte DNA Photoprodukte verantwortlich sein kdnnte.

5.8. Schweinehaut

Schweinehaut ist ein geeignetes Modell, um zu untersuchen, ob UVB-Anregung von
Haut zur Generierung von 'O, fiihrt. Die verschiedenen Griinde, warum sich Schei-
nehaut als Modell fiir menschliche Haut eignet und die Gemeinsamkeiten und Un-
terschiede, sind ausfiihrlich in Kapitel 3.3.2 beschrieben.
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5.8. Schweinehaut

5.8.1. Zeitlich und spektral aufgeloste Singulett-Sauerstofft
Detektion von Schweinehaut

Die Schweinehaut wird fiir alle Experimente nach Schlachtung innerhalb weniger
Stunden, wie in Kapitel 4.3 beschrieben, zu messbaren Priperaten weiterverarbeitet,
so dass alle Experimente noch am selben Tag durchgefiihrt werden kénnen.

Es werden aus der Schweinehaut mehrere Praperate mit einer Grofe von 2x2 ¢m her-
gestellt. So konnen Experimente mit und ohne Zusatz vom Quencher Na/N3 durch-
gefiihrt werden. NaN3 quencht effektiv 'O, (Kapitel 4.1.5) und der Riickgang von
Lumineszenzphotonen bei 1270 nm durch Zugabe von Na/V3 ist eine indirekte Nach-
weismethode von 10,. Allerdings muss sich NaN3, um O, quenchen zu kénnen, am
Entstehungsort von 'O, befinden. In einer Losung kann man das durch die Zuga-
be einer hohen Konzentration an NalNj relativ leicht realisieren. Allerdings ist es
bisher nicht geklirt, wo genau in Schweinehaut 'O, generiert wird. Sicher ist aber,
dass das NaNj die Schweinehaut penetrieren muss, um den in der Schweinehaut
erzeugten 'O, quenchen zu kénnen. Um die Erzeugung von 'O, in Schweinehaut
durch Anregung im UV Bereich nachzuweisen, werden dementsprechend zwei 'O,
Signale von demgleichen Schweinehautstiick spektral aufgelost detektiert, wobei eine
Schweinehautprobe mit Na /N3 inkubiert worden ist. Dafiir werden die Schweinehaut-
priaperate wie in Kapitel 4.3 hergestellt. Nachdem man das Schweinehautstiick in
zwei 2x2 cm kleine Schweinehautstiickchen zerteilt hat, wird ein Schweinehautstiick
in eine Losung mit 100 mM NaNj3 in PBS fiir 45 Minuten eingelegt, wiahrend das
andere Schweinehautstiick in reinem PBS fiir 45 Minuten liegt. Erst danach werden
beide Schweinehautstiicke mit Hilfe von Agar-HEPES-Puffer Lésung in Petrischalen
befestigt, die in den Messaufbau (Kapitel 4.7) eingebaut werden.

Die Petrischale wird in den Messaufbau an der Stelle eingebaut, wo normal die
Proben-Halterung ist (Abbildung 4.8). Sie wird so ausgerichtet, dass der auftreffen-
de Laserstrahl auf die Epidermis der Schweinehaut trifft. Das 'O, Signal wird wie
in Kapitel 4.8 beschrieben, spektal aufgelost gemessen und ausgewertet. Das 'O,
Signal wird sowohl fiir das in reinem PBS als auch fiir das in 100 mM NaNj in
PBS eingelegte Schweinehautstiickchen bei der selben Anregungswellenldnge spek-
tral aufgelost detektiert. Dieses Experiment wird fiir eine Anregungswellenldnge von
308 nm (UVB) mit einer Laserintensitit von 35 & 4 mW - em ™" und fiir eine Anre-
gungswellenléinge von 355 nm (UVA) mit einer Laserintensitéit von 23 + 3 mW -cm ™!
durchgefiihrt.

In Abbildung 5.51 (a) und (b) ist das spektral aufgeldst detektierte 'Oy Lumineszenz

Signal fiir in reinem PBS eingelegte Schweinehautstiickchen bei einer Anregungswel-
lenldnge von 308 nm (a) und 355 nm (b) dargestellt. Ein klares Maximum zwischen
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Abbildung 5.51.: In (a) und (b) sind die spektral aufgelést detektierten 'O Lumineszenz
Signale fiir eine Anregung mit 308 und 355 nm dargestellt. In (c) und (d)
sind dieselben Lumineszenz Signale fiir eine Anregung mit 308 und 355
nm dargestellt (blaue Linie) und die spektral aufgeldst detektierten 1O
Lumineszenz Signale der in NalV3 eingelegten Schweinehautstiickchen fiir
dieselbe Anregung (rote Linie).
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5.8. Schweinehaut

1270 und 1280 nm ist erkennbar, was ein Nachweis von 'O, Lumineszenz ist. In Ab-
bildung 5.51 (¢) und (¢) ist das spektral aufgelost detektierte 'Oy Lumineszenz Signal
fiir in 100 mM NaNj in PBS eingelegte Schweinhautstiickchen (rote Linie) fiir eine
Anregung von 308 nm (c) und 355 nm (d) dargestellt. Auferdem ist zum direkten
Vergleich das 'O, Lumineszenz Signal von in reinem PBS eingelegten Schweinehaut-
stiickchen bei der selben Anregungswellenlédnge (blaue Linie) abgebildet.

In Abbildung 5.51 (c) ist erkennbar, dass das 'O, Lumineszenz Signal fiir eine An-
regung bei 308 nm fiir das in NaNj eingelegte Schweinehautstiickchen schwicher
ist, als das Signal fiir das in reinem PBS eingelegte Schweinehautstiickchen. Beide
Schweinehautstiicken (2x2 c¢m) stammen vom selben Stiick Schweinehaut, so dass
die Unterschiede im Lumineszenz-Signal nicht auf Unterschiede in der Schweinehaut
zuriickzufiihren sind, sondern allein auf das Einlegen in Na/N3. Bei 1270 nm wird fiir
das in reinem PBS eingelegte Schweinehautstiickchen eine Lumineszenz-Signal mit
18000 Photonen gemessen, wihrend es fiir das in Na/N3 eingelegte Schweinehaut-
stiickchen nur noch 13500 Photonen waren. Dies entspricht einer Abschwéichung
des Lumineszenz-Signals bei 1270 nm von 25 %. In Abbildung 5.51 (d) ist die An-
zahl der Photonen fiir das gemessene Lumineszenz-Signal bei 1270 nm von 12000
fiir das in PBS eingelegte Schweinehautstiickchen auf 11500 fiir das in NaNj ein-
gelegte Schweinehautstiickchen gesunken. Dies entspricht einer Abschwichung des
Lumineszenz-Signals bei 1270 nm von 5 %. Diese Abschwichung ist allerdings im
Rahmen der Fehlergenauigkeit (10 % Fehler) nicht aussagekraftig.

Die Messung bei einer Anregung von 308 nm mit und ohne NaNj ist fiir ein anderes
Schweinehautstiick wiederholt worden. Diesmal ist die Anzahl der Photonen von
14500 fiir ein in reines PBS eingelegtes Schweinehautstiick auf 12800 Photonen fiir
ein in NaN3 eingelegtes Schweinehautstiick gesunken, was einer Abnahme um 12 %
entspricht.

Dass Haut 'O, bei einer Anregung von 355 nm (UVA) erzeugen kann, ist schon
in der Literatur bekannt [BMM™'07]. In dieser Arbeit kann ein 'O, Signal spektal
aufgelost fiir eine Anregung von 355 nm detektiert werden, allerdings hat die In-
kubation mit NaNs keinen nachweisbaren Effekt auf die 'O, Erzeugung. Dass 1O,
durch Anregung von Schweinehaut im UVB Bereich generiert werden kann, ist in
dieser Arbeit zum ersten Mal nachgewiesen worden. Es kann ein 'O, Lumineszenz-
Signal spektral aufgelost detektiert werden. Auferdem kann durch die Inkubation
der Schweinehaut mit dem Quencher NaNs ein quenchen der 'O, Lumineszenz bei
1270 nm nachgewiesen werden. Schweinehaut generiert also 'O, auch fiir Anregung
im UVB-Bereich (308 nm).
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5.9. Menschliche Haut

Der Aufbau und die Funktionsweise von menschlicher Haut wird ausfiihrlich in Kapi-
tel 3.3.1 beschrieben. Die Hautpréiperate sind vor jedem Experiment frisch hergestellt
worden wie in Kapitel 4.4 beschrieben.

5.9.1. Zeitlich und spektral aufgeloste Singulett-Sauerstoff
Detektion von menschlicher Haut

Das menschliche Haut 'O, bei UVA Anregung generieren kann, wurde schon nach-
gewiesen [BMM™07]. Nun soll untersucht werden, ob menschliche Haut auch bei An-
regung im UVDB Bereich 10, erzeugt. Dazu werden die hergestellten Hautpriperate
(Kapitel 4.4) in den Messautbau (Kapitel 4.7) integriert, so dass der auftreffende
Laserstrahl auf die Stratum Corneum der Epidermis trifft. Die 'O, Lumineszenz
wird zeit- und spektral aufgelost detektiert und dann wie in Kapitel 4.8 beschrie-
ben, ausgewertet. Anregungswellenlingen im UVB Bereich sind 308 nm mit einer
Laserintensitéit von 38 + 4 mW - cm ™! und 320 nm mit einer Laserintensitéit von 23
£ 3mW -em™L.
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Abbildung 5.52.: Die Singulett-Sauerstoff Signale von menschlicher Epidermis zeitlich (un-
ten) und spektral aufgeldst (oben) detektiert fiir Anregungswellenldngen
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5.10. Nachweis von MMP-1 Ezpression

Fiir Anregung bei 308 und 320 nm kann 'O, spektral aufgelost detektiert und mit
einer Lorenzkurve gefittet werden (Abbildung 5.52). Die gefittete Lorenzkurve hat
ein Maximum zwischen 1270 und 1280 nm, was mit der Ubergangsenergie von 'O,
tibereinstimmt [JBRKNO8|. Bei dengleichen Anregungswellenlingen kann auch ein
zeitaufgelostes 10, Signal gemessen werden (Abbildung 5.52). Die gefitteten Ab-
klingzeiten des 'O, Signals kénnen bestimmt werden zu 1,2 & 0,2 us fiir Anregung
bei 308 nm und zu 1,6 £+ 0,2 us bei 320 nm. Diese Abklingzeiten stimmen iiberein
mit 'O, Abklingzeiten, die in mit Photosensibilisatoren inkubierten Zellen gemessen
wurden [JBSMNO8|. Die menschliche Haut ist anscheinend auch bei UVB Anre-
gung der Lage 'O, zu generieren. Dieser durch UVB Anregung generierte 'O, kénn-
te fiir zellularen Aktivierungsmechanismen durch UVB Strahlung von Bedeutung
sein. Bisher wurde die Erzeugung von Photoprodukten in DNS-Ketten nach der Ab-
sorption von UVB durch DNS fiir die UVB ausgelosten Signalwege verantwortlich
gemacht [BSSK02] [DDP*08].

5.10. Nachweis von MMP-1 Expression

Hautzellen reagieren auf UV Strahlung mit der Freisetzung von dem Enzym Matrix-
Metalloprotease-1 (MMP-1), das in den Fibroblasten der Dermis produziert wird
und zum enzymatischen Abbau von Kollagen in der Dermis fiihrt und so Faltenbil-
dung beim Photoaging induzieren kann [Ruw07|. Sowohl UVA als auch UVB Be-
strahlung kann eine Erhohung der MMP-1 Expression in der Haut auslosen [BSJ108].
MMP-1 regt dann die Hydrolyse von Kollagen Fibrillen in der extrazelluldren Matrix
an und fiithrt so zum Abbau von Kollagen. Die MMP-1 Expression wird durch meh-
rere Signalwege reguliert, wobei UVA und UVB Strahlung MMP-1 Expression {iber
mehrere verschiedene Signalwege auslosen [BSJT08] [SRGGGBO05]. Ein moglicher
Signalweg ist der Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) Signalweg, fiir den
verschiedene charakteristische Aktivierungsmuster nach UVA und UVB Bestrah-
lung nachgewiesen werden konnen [SRGGGBO5]. In in-vitro Experimenten wurde
gezeigt, dass Bestrahlung von Fibroblasten mit UVA als auch mit UVB zur Frei-
setzung von MMP-1 fiihrt, allerdings iiber underschiedliche Signalwege [BSJ*08].
Aufgrund der begrenzten Eindringtiefe kurzwelliger UV-Strahlung erreicht UVB
Strahlung die in der Dermis liegenden Fibroblasten unter natiirlichen Umstédnden
kaum [WJJO05]. Experimente mit humanen Keratinozyten zeigten jedoch, dass so-
wohl UVB als auch UVA Bestrahlung von Keratinozyten zur Freisetzung von MMP-1
fithren kann [Kru01|. Allerdings spielen in Keratinozyten unterschiedliche Transkrip-
tionsfaktoren bei UVA und UVB induzierter MMP-1 Freisetzung eine Rolle [Kru01].
Aufedem wurde gezeigt, das die UVB Bestrahlung von epidermalen Keratinozyten
indirekt zu einer MMP-1 Produktion in dermalen Fibroblasten fiihren kann [XY-
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ZGO06]. Die verschiedenen Wege auf denen UVA und UVB Strahlung die Freisetzung
von MMP-1 induzieren sind also sehr komplex. In diesem Kapitel soll gezeigt werden,
dass die Bestrahlung mit UVB in einem ez-vivo Haut-Modell (perildsionale Haut,
die im Rahmen von operativen Eingriffen entnommen wurde) zu einer Freisetzung
von MMP-1 fiihrt. Dafiir wird eine UVB Dosis, die ausreicht, um ein 'O, Signal in
menschlicher Haut zu erzeugen, verwendet. Zusétzlich wird die MMP-1 Freisetzung
fiir drei verschiedene Wellenlingen im UVB und UVA Bereich (308, 320 und 355
nm) untersucht, um festzustellen, ob bei der Bestrahlung mit verschiedenen Wellen-
langen Unterschiede bei der MMP-1 Freisetzung im ez-vivo Haut-Modell detektiert
werden koénnen.

Um die Freisetzung von MMP-1 zu untersuchen, werden operativ entfernte perila-
sionale Hautstiicke mit einem Durchmesser > 1 em? wie in Kaptitel 4.5 beschrieben,
vorbereitet. Hautproben werden mit einer Stanze vor der Bestrahlung und 24 Stun-
den nach der Bestrahlung (Inkubation im Brutschrank) entnommen. Die Hautpro-
ben werden zum Nachweis von MMP-1 immunbhistologisch gefarbt und mit Mayers’s
Hémalaun gegengefdarbt. Um einen guten Kontrast zu bekommen, wurde der MMP1-
Antikérper mit (1:200) verdiinnt. Danach kénnen mit Hilfe eines Licht-Mikroskops
die durch MMP-1 Expression gefarbten Hautareale identifiziert werden.

Zunichst werden drei verschiedene Hautstiicke mit Laser-Strahlung bei drei verschie-
denen Wellenléngen aus dem UVB (308 und 320 nm) und UVA (355 nm) Bereich
mit, einer Energiedosis von 0,2 J bestrahlt. Dies ist die Energiedosis, die notig ist,
um eine zeitaufgeldstes 1O, Signal in menschlicher Haut bei UVB Anregung zu de-
tektieren (siehe Kaptiel 5.9.1). Die untersuchte Hautprobe wird durch eine Stanze
(Durchmesser: 3 mm) entnommen und hat damit eine Fliche von 0,07 em?. Da die
mittlere téigliche UVB Dosis in Potsdam 0,95 J - cm ™2 betrigt [FJG02|, entspricht
die Energie von 0,2 J bei einer Probenfliche von 0,07 em? einer UVB Dosis von 3 Ta-
gen. Zur Bestrahlung wurde die in einer Petrischale fixierte Haut in den Messaufbau
(Kapitel 4.7) integriert und mit einer Energiedosis von 0,2 Joule bei der jeweiligen
Wellenldnge bestrahlt.

In Abbildung 5.53 sind Negativ- und Positiv-Kontrolle der immunhistologischen Fér-
bung dargestellt. Als positive Kontrolle wurde Plazenta gefirbt (Abbildung 5.53
rechts). Es werden deutlich die rosa-rot eingefarbten Areale um die blau eingeférb-
ten Zellen herum erkannt, die eine erhohte MMP-1 Expession anzeigen. Die Negativ-
Kontrolle (Abbildung 5.53 links) enthélt keine rosa-rot eingefirbten Areale, sondern
ist lediglich mit Mayers’s Himalaun gegengefarbt. Das Stratum Corneum ohne Zel-
len, die Epidermis mit blau gefarbten Zellen (Keratinozyten) und darunter die breite
Dermis mit einer geringeren Anzahl von blau geférbten Zellen (Fibroblasten) werden
sichtbar.
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Abbildung 5.53.: Links: Negativ-Kontrolle, die ohne Zugabe vom MMP-1 Antikoérper ge-
farbt wurde. Rechts: MMP-1 positiv gefirbte Plazenta.

In Abbildung 5.54 sind die gefirbten histologischen Schnitte der Hautproben vor
und nach der Bestrahlung mit 0,2 Joule UVB (308 und 320 nm) und UVA (355
nm) dargestellt. Auf der linken Seite von Abbildung 5.54 befinden sich jeweils die
unbestrahlten Hautproben, die nur blau gefarbte Zellen zeigen. Es kann keine MMP-
1 Expression nachgewiesen werden. Vor der Bestrahlung war dementsprechend die
MMP-1 Expression in dem entsprechenden Hautstiick nicht erhdht. In Abbildung
5.54 rechts sind die gefirbten histologischen Schnitte der Hautproben nach der Be-
strahlung mit 0,2 Joule dargestellt. Die schwarzen Pfeile in den Abbildungen deu-
ten auf rosa-rot gefirbte Areale hin, die eine erhohte MMP-1 Expression anzeigen.
Nach einer Bestrahlung mit 0,2 Joule bei 308 nm ldsst sich nur in der Dermis eine
erhohte MMP-1 Expression feststellen. In der Epidermis koénnen keine rosa-roten
Areale identifiziert werden. UVB Strahlung wird fast komplett in der Epidermis
absorbiert und erreicht damit die Fibroblasten in der Dermis nicht [WJJO05]. Doch
die MMP-1 Freisetzung in der Dermis bei Bestrahlung mit 308 nm koénnte durch
indirekte Effekte, bei denen UVB Bestrahlung von epidermalen Keratinozyten zu
MMP-1 Freisetzung in dermalen Fibroblasten fiihrt, erkldrt werden [XYZGO06]. Fir
eine UVB Dosis von 0,2 Joule bei 320 nm koénnen sowohl in der Epidermis als auch
in der Dermis mehrere rosa-rot gefirbte Areale sichtbar gemacht werden. 320 nm
liegt genau an der Grenze zwischen dem UVB und UVA Bereich und ist demnach
die UVB-Strahlung, die am tiefsten in die Haut eindringen kann. Fiir 0,2 Joule bei
355 nm werden in der Dermis rosa-rot gefarbte Areale entdeckt, die auf eine erhdhte
MMP-1 Expression hinweisen. In der Epidermis kénnen auch rosa-rote Areale iden-
tifiziert werden, die sich allerdings mit braunlich gefirbten Arealen iiberschneiden.
Eine braunliche Farbe bei immunhistologischen Farbungen nach MMP-1 deutet auf
eine erhohte Melanin Expression hin. Melanin wird in den Melanozyten der unteren
Epidermis synthesiert und an die Keratinozyten weitergeleitet [MS08].

Durch eine Bestrahlung mit 0,2 Joule, einer Energiedosis die ausreicht um 'O, Si-
gnale zu detektieren, wird die MMP-1 Expression in der Haut erhoht. Allerdings
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308 nm, 0 Joule

20 nm, 0 Joule

Abbildung 5.54.: Histologische Schnitte, die bei verschiedenen Wellenldngen mit 0,2 Joule
bestrahlt wurden und danach immunbhistologisch gefarbt worden sind. Die
schwarzen Pfeile deuten auf Areale mit erh6hter MMP-1 Expression. Un-
ten rechts wurde ein histologischer Schnitt vergréfert dargestellt, damit
die braunliche und die rosa-rote Farbung besser zu erkennen ist.
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5.10. Nachweis von MMP-1 Ezpression

war bei diesen drei exemplarischen Messungen die MMP-1 Expression bei 308 nm
nur leicht, wihrend sich bei 320 und 355 nm die MMP-1 Expression durch viele
und grofle rot-rosa gefirbte Hautareale deutlich gezeigt hat. Dies ist ein Indiz dafiir,
dass die Wellenlinge der einfallenden Strahlung fiir die MMP-1 Expression von Be-
deutung ist. Das wiire in Ubereinstimmung mit in vitro Experimenten, die fiir die
MMP-1 Expression unterschiedliche Signalwege bei UVA oder UVB Bestrahlung von
Keratinozyten und Fibroblasten bestimmt haben [Kru01] [BSJ*08].

308 nm, 0 Joule ) 308 nm, 0,2 Joule

Abbildung 5.55.: Links: unbestrahlte histologische Schnitte; Mitte: histologische Schnitte,
die bei 308 nm und 320 nm mit 0,2 Joule UVB bestrahlt wurden; Rechts:
histologische Schnitte, die bei 308 nm und 320 nm mit 2,2 Joule UVB
bestrahlt wurden

Zusitzlich ist die MMP-1 Expression bei Bestrahlung im UVB Bereich (308 und 320
nm) noch bei einer hoheren Energiedosis von 2,2 Joule untersucht worden, um zu
untersuchen, wie die Erhéhung der MMP-1 Expression von der eingestrahlten Ener-
giedosis abhéngt. In Abbildung 5.55 sind die eingefiarbten histologischen Schnitte vor
und nach einer Bestrahlung mit 2,2 Joule bei 308 und 320 nm dargestellt und zu-
sdtzlich zum Vergleich die histologischen Schnitte, die mit 0,2 Joule bei 308 und 320
nm bestrahlt wurden aus Abbildung 5.54. Die unbestrahlten histologischen Schnitte
sind in Abbildung 5.55 links abgebildet und zeigen keine MMP-1 positiven Areale.
Allerdings hat der histologische Schnitt des Hautstiickes, das mit 308 nm bestrahlt
wird (Abbildung 5.55 links oben), eine rotbraunlich gefirbte Epidermis. Diese Ver-
farbung wird vermutlich durch Melanin in der Epidermis verursacht, das sich bei
der immunhistologischen Farbung bréaunlich verfarbt. In Abbildung 5.55 rechts sind
die bestrahlten Hautstiicke dargestellt. Fiir eine Bestrahlung mit 2,2 Joule bei 320
nm ist erkennbar, dass sich viele Areale in der Dermis und Epidermis rosa-rot ge-
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5. Messergebnisse und Diskussion

farbt haben durch eine erhohte Expression an MMP-1. Wenn man die histologischen
Schnitte, die mit 0,2 und 2,2 Joule UVB bei 320 nm bestrahlt wurden, vergleicht,
wird deutlich, dass die rot-rosa gefarbten Areale in dem mit 2,2 Joule bestrahlten
Hautstiick haufiger und grofer sind als in dem mit 0,2 Joule bestrahlten Hautstiick.
Bei einer Bestrahlung mit 2,2 Joule bei 308 nm (Abbildung 5.55 rechts oben) lésst
sich durch rosa-rot gefirbte Areale auch eine Erh6hung der MMP-1 Expression fest-
stellen. Wenn diese Abbildung mit der Abbildung von 0,2 Joule UVB bei 308 nm
verglichen wird, ist erkennbar, dass bei der héheren UVB Dosis von 2,2 Joule MMP-
1 positive Areale sowohl in der Epidermis als auch in der Dermis zu erkennen sind,
wahrend bei 0,2 Joule nur in der Dermis MMP-1 positive Areale erkennbar sind. Bei
Bestrahlung der Hautstiicke mit UVB Strahlung bei 308 und 320 nm wurde MMP-1
in den durchgefiihrten Messungen bei Bestrahlung mit 320 nm effektiver freigesetzt
(mehr positiv gefarbte Areale in den histologischen Schnitten). Dies ist in Korre-
lation mit der 'O, Erzeugung in Keratinozyten, wo Anregung bei 320 nm zu einer
effektiveren 'O, Erzeugung fiihrte als Anregung bei 308 nm (Kapitel 5.7).

In diesem Kapitel wird exemplarisch gezeigt, dass durch die Bestrahlung bei den
Wellenldngen 308 nm, 320 nm und 355 nm ez vivo in Hautproben MMP-1 Expres-
sion induziert wird. Die durch die Farbung sichtbar gemachten Areale der MMP-1
Expression waren allerdings fiir die unterschiedlichen Wellenldngen unterschiedlich
stark ausgeprigt, was ein Indiz dafiir sein konnte, dass die Freisetzung von MMP-1
von der eingestahlten Wellenldnge abhéngig ist.

184



6. Zusammenfassung der Ergebnisse

Eine grofle Anzahl von Erkrankungen der Haut und des Auges konnen durch eine
iiberméfige Sonnenlicht Exposition entstehen, wobei insbesondere die im Sonnen-
licht enthaltene UV Strahlung fiir ihre biologisch schidliche Wirkung bekannt ist.
Die UV Strahlung der Sonne besteht zu 95 % aus UVA Strahlung, die die mensch-
liche Haut bis in die tieferen Schichten der unteren Dermis durchdringen kann. Die
restlichen 5 % sind aus dem UVB Bereich und kénnen die Haut nur bis in die un-
tere Epidermis penetrieren. Bisher wurde angenommen, dass UVB Strahlung direkt
von der zelluldren DNS absorbiert wird und so zur Entstehung von Photoprodukten
fithrt. UVA Strahlung, die kaum von der DNS absorbiert wird, kann von endogenen
Photosensibilisatoren absorbiert werden und so zur Generierung von reaktiven Sau-
erstoffspezies (ROS) fiithren. ROS, insbesondere Singulett-Sauerstoff, werden fiir die
schidlichen biologischen Auswirkungen von UVA Strahlung verantwortlich gemacht.
Photophysikalisch betrachtet ist die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff durch UVB
Strahlung ebenfalls mdoglich, insbesondere da viele endogene UVA Photosensibili-
satoren auch UVB Strahlung absorbieren, oft sogar in grofserem Ausmafk als UVA
Strahlung. Demnach konnte durch UVB generierter Singulett-Sauerstoff eine zusétz-
liche Rolle bei oxydativen Schiden von Zellen und Gewebe spielen.

Die Singulett-Sauerstoff Erzeugung von endogenen Substanzen bei UV- insbeson-
dere UVB Anregung wurde direkt durch die zeitlich und spektral aufgeloste De-
tektion von Singulett-Sauerstoff Lumineszenz bei 1270 nm nachgewiesen. Fiir die
Anregung der endogenen Substanzen im UV-Bereich wurde ein im gesamten UV Be-
reich abstimmbarer Laser verwendet und die extrem schwache Singulett-Sauerstoff
Lumineszenz wurde von einem hochempfindlichen Infrarot-Photomultiplier detek-
tiert. Durch einen externen Sensor konnte die Sauerstoffkonzentration wéhrend der
Singulett-Sauerstoff Detektion in Losungen bestimmt werden.

In einfachen Losungen wurden verschiedene endogene Vitamine als mogliche Photo-
sensibilisatoren bei UVB Anregung untersucht. Ein paar der Vitamine sind bekannte
UVA Photosensibilisatoren, wihrend fiir die anderen noch nie untersucht wurde, ob
sie Singulett-Sauerstoff erzeugen kénnen, da sie keine UVA Strahlung absorbieren.
Als Losungsmittel wurden HyO und DO fiir lipophobe und Ethanol fiir lipophile
Vitamine verwendet. Die meisten untersuchten Vitamine konnten als endogene UVB
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6. Zusammenfassung der FErgebnisse

Photosensibilisatoren identifiziert werden und ihre Singulett-Sauerstoff Quantenaus-
beute wurde iiber den Vergleich mit den Referenzsubstanzen TMPyP, PNS oder
PN ermittelt. Die Effektivitit, mit der endogene Photosensibilisatoren Singulett-
Sauerstoff erzeugen, ist sehr unterschiedlich und Quantenausbeuten zwischen 0,7
% fir Vitamin D3 und 64 % fiir Nicotinamidsdure konnten fiir UVB Anregung
bestimmt werden. Die Quantenausbeuten wurden zusétzlich bei UVA Anregung ge-
messen, um zu iiberpriifen, ob die Wellenldnge der Anregungsstrahlung einen Ein-
fluss auf die Effektivitat der Singulett-Sauerstoff Erzeugung hat. Bei den untersuch-
ten Substanzen und Wellenldngen konnte kein Einfluss auf die Singulett-Sauerstoff
Quantenausbeute entdeckt werden. Allerdings wurden unterschiedliche Singulett-
Sauerstoff Quantenausbeuten fiir verschiedene Losungsmittel und verschiedene pH-
Werte des Losungsmittel gemessen. Die Umgebung des endogenen Photosensibilsa-
tors, der durch das Losungsmittel und dessen pH-Wert festgelegt ist, spielt also eine
wichtige Rolle fiir die Effektivitiat der Singulett-Sauerstoff Erzeugung. Daher kann
ein Vitamin, das sich in einer Hautzelle befindet, eine andere Singulett-Sauerstoff
Quantenausbeute haben, wie dasselbe Vitamin in Losung. Aufserdem kénnen Vit-
amine noch topisch auf die Haut aufgetragen werden, wenn sie sich z.B. in Hautpfle-
geprodukten befinden und dort wieder aufgrund ihrer Umgebung mit einer anderen
Effektivitat Singulett-Sauerstoff erzeugen.

UVB Bestrahlung von endogenen Substanzen kann auch zu Verdnderungen der Mole-
kiilstruktur der endogenen Substanzen fiihren. Die Molekiile konnen entweder direkt
durch die Absorption der Strahlung verédndert werden oder durch Reaktionen mit
anderen Molekiilen wie z.B. Sauerstoff. Die Photostabilitdt von allen identifizierten
endogenen UVB Photosensibilisatoren bei UVB Bestrahlung mit unterschiedlichen
Dosen wurde untersucht. Nach der Bestrahlung mit 1 J - em~2 UVB, das einer
durchschnittlichen UVB Tagesdosis in Potsdam entspricht, verdnderte sich fiir eini-
ge Vitamine z.B. FMN das Absorptionsspektrum im gesamten UV Bereich nicht und
diese Molekiile wurden als photostabil fiir diese UVB Dosis eingestuft. Die meisten
Vitamine sind jedoch nicht photostabil bei dieser UVB Dosis und ihre Absorption im
UV Bereich hat sich durch die UVB Bestrahlung verindert. Die durch UVB Strah-
lung verdnderten Molekiile kénnen von den urspriinglichen Molekiilen verschiedene
photochemische und photophysikalische Eigenschaften besitzen. Darum wurde fiir
verschiedene nicht-photostabile Vitamine die Singulett-Sauerstoff Quantenausbeute
nach einer Vorbestrahlung mit 1 J - em~2 UVB ermittelt. Diese Quantenausbeuten
unterschieden sich von den urspriinglichen Singulett-Sauerstoff Quantenausbeuten
und die durch UVB Bestrahlung entstandenen verdnderten Molekiile konnen entwe-
der mehr oder weniger effektiv Singulett-Sauerstoff generieren. Aufserdem konnte fiir
einige durch UVB Bestrahlung geénderte Molekiile eine Singulett-Sauerstoff Erzeu-
gung fiir eine Anregung in einem neuen Spektralbereich, bei dem die Molekiile vor
der Bestrahlung nicht absorbierten, entdeckt werden. Die bei in vitro Experimen-
ten entdeckte Wechselwirkung von UVA und UVB Strahlung (molecular crosstalk)
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kénnte z.B. auch durch Bestrahlung verinderte Molekiile in den Zellen mit anderer
Singulett-Sauerstoff Quantenausbeute und damit einem anderen biologisch schédi-
genden Potential bewirkt werden. Die Verdnderung von Molekiilen kénnte auch unter
paralleler Bestrahlung von UVA und UVB im Sonnenlicht eintreten und sollte bei
der Interpretation der Rolle von UVA und UVB Strahlung fiir Hautschaden in vivo
beriicksichtigt werden.

Die wasserloslichen Vitamine PYR-5-PH und Nicotinamidsiure sind identifizierte
UVB Photosensibilisatoren mit hohen Singulett-Sauerstoff Quantenausbeuten. Um
besser zu verstehen, warum diese Vitamine effektiv Singulett-Sauerstoff erzeugen
konnen, wurden die Energien, der fiir die Singulett-Sauerstoff Erzeugung wichtigen
angeregten Singulett- und Triplett-Zustédnde, bestimmt. Aufierdem konnten durch
die Variation der Sauerstoff-, Vitamin- und Quencherkonzentration die relevanten
Raten und Ratenkonstanten fiir die Generierung und Relaxation von Singulett-
Sauerstoff in einfachen Losungen bestimmt werden. Das fettldsliche Vitamin E ist ein
bekannter Singulett-Sauerstoff Quencher, der oft als Antioxidantien eingesetzt wird.
In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass Vitamin E auch effektiv Singulett-
Sauerstoff mit einer Quantenausbeute von 15 % erzeugt. Darum wurden die Raten
und Ratenkonstanten der Singulett-Sauerstoff Erzeugung auch fiir Vitamin E in
einfachen Losungen ohne Quencher bestimmt.

In Losungen wurden aufserdem verschiedene Medikamente untersucht, die sich bei
systemischer Anwendung in der menschlichen Haut einlagern und zu kutaner Licht-
sensibilisierung fiithren konnen. Fiir diese Medikamente in Ldsung wurde erstma-
lig nachgewiesen, dass sie sowohl bei UVB als auch bei UVA Anregung Singulett-
Sauerstoff generieren konnen mit Quantenausbeuten zwischen 1 und 12 %. Damit
konnen diese Substanzen ebenfalls zur Erzeugung von Singulett-Sauerstoff in der
Haut unter UV Bestrahlung beitragen.

Da fiir viele reguliare Bestandteile von Hautpflegeprodukten wie Vitamine oder Fett-
sduren nachgewiesen wurde, dass sie Singulett-Sauerstoff generieren kénnen, wurden
aulkerdem verschiedene Hautpflegeprodukte selbst untersucht. Fiir acht verschiedene
Hautpflegeprodukte konnte sowohl bei UVB als auch bei UVA Anregung Singulett-
Sauerstoff Generierung nachgewiesen werden. Die vier Hautpflegeprodukte, die am
effektivsten Singulett-Sauerstoff erzeugten, wurden aukerdem durch Protonen-NMR
und GCMS-Analyse untersucht. Verschiedene Bestandteile, die potentiell Singulett-
Sauerstoff erzeugen konnen, wie Cholesterol Derivate, Olsiuredecylester und Lano-
sterol, wurden identifiziert.

Die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff in menschlichem Gewebe ist viel komplexer

als die Singulett-Sauerstoff Erzeugung in Losungen und die Kinetik des erzeugten
Singulett-Sauerstoffs hiangt vom Ort der Erzeugung ab. Um die Generierung von
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6. Zusammenfassung der FErgebnisse

Singulett-Sauerstoff in Zell-Suspensionen bei UVB Anregung zu verstehen, wurden
als Zwischenschritt Proteinlysat Suspensionen untersucht. Durch die zeitlich und
spektral aufgeldste Detektion von Singulett-Sauerstoff Lumineszenz in Proteinlysat
Suspensionen mit und ohne den Quencher Natriumazid konnte nachgewiesen wer-
den, dass Singulett-Sauerstoff durch UVB Anregung von Proteinlysat Suspensionen
entstehen kann. Durch UVB Bestrahlung von Proteinlysat Suspensionen wird nicht
nur Singulett-Sauerstoff erzeugt, sondern die Molekiile in der Suspension kénnen
durch die UVB Bestrahlung verédndert werden, was durch ein verindertes Absorp-
tionsspektrum nach einer UVB Bestrahlung mit 6 J - cm ™2 nachgewiesen werden
konnte.

Fiir die Untersuchung von Zell-Suspensionen wurden sowohl eukaryotische Zellen
(Keratinozyten) als auch prokaryotische Zellen (E. Coli und S. Aureus) verwendet.
Die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff in Zellen bei UVB Anregung ohne zusétzli-
chen Photosensibilisator konnte durch die zeitlich und spektral aufgeloste Detektion
von Singulett-Sauerstoff Lumineszenz in den Zell-Suspensionen mit und ohne den
Quencher Natriumazid nachgewiesen werden.

Abschliefsend wurde die Erzeugung von Singulett-Sauerstoff durch UVB Anregung
in der Haut belegt. Dazu wurden zunéichst Schweinehautpriparate und danach Pra-
parate von menschlicher Haut untersucht. Die Praparate wurden in den bestehenden
Messaufbau integriert und die bei UVB Anregung entstehende Singulett-Sauerstoff
Lumineszenz konnte zeitlich und spektral aufgelost detektiert werden. Zusétzlich
wurden menschliche Hautpriparate mit unterschiedlichen UV-Dosen im UVB Be-
reich (308 und 320 nm) und im UVA Bereich (355 nm) bestrahlt, Hautproben wur-
den vor und nach der Bestrahlung entnommen und immunhistologisch gefarbt, um
die Freisetzung von dem Enzym Matrix-Metalloprotease-1 (MMP-1) durch die Be-
strahlung abschitzen zu konnen. Hautzellen reagieren auf UV Strahlung mit der
Freisetzung von MMP-1, das zur Zerstérung von Kollagen in der Dermis fiihrt und
so Hautalterung induzieren kann. Mit Hilfe der immunhistologisch gefarbten Haut-
praparate konnte gezeigt werden, dass bei einer Bestrahlung mit 0,2 Joule sowohl
im UVA als auch im UVB Bereich MMP-1 freigesetzt wurde.

Durch die vorliegenden Ergebnisse wurde erstmals klar gezeigt, dass sowohl korperei-
gene Substanzen als auch Substanzen, die im Rahmen der Hautpflege oder der me-
dizinischen Therapie der Haut zugefiigt werden, unter UVB Bestrahlung Singulett-
Sauerstoff erzeugen kénnen. Dieser erzeugte Singulett-Sauerstoff scheint die gleichen
zellbiologischen Effekte, die schon von UVA bekannt sind, hervorzurufen, was ex-
emplarisch durch die Aktivierung von MMP-1 gezeigt werde konnte. Damit ist die
bisherige strikte Trennung der Wirkung von UVA und UVB Strahlung auf die Haut
nicht mehr haltbar.

188



Tabellenverzeichnis

3.1. Ubersicht iiber die wichtigsten Unterschiede zwischen Prokaryoten und
Eukaryoten . . . . . . . . . ...
3.2.  Der Sauerstoffpartialdruck in verschiedenen Geweben . . . . . . . . . ..

4.1. Ubersicht iiber die untersuchten wasserloslichen Vitamine . . .. .. ..
4.2. Ubersicht iiber die untersuchten fettloslichen Vitamine . . . . . . . . . .
4.3. Ubersicht iiber die untersuchten Medikamente . . . . . . . . ... .. ..
4.4. Ubersicht iiber die untersuchten Hautpflegeprodukte . . . . . .. .. ..
4.5. Ubersicht iiber die verschiedenen, verwendeten Losungsmittel . . . . . .
4.6.  Ubersicht iiber die verwendeten Interferenzfilter [Regl0] . . . . . . . ..

5.1.  Absorption der wasserloslichen Vitamine bei 308 nm . . . . . . ... ..
5.2. Die gefittete 1O, Abklingdauer 7 in Vitaminlésungen in H,O und DO .
5.3. 'O, Quantenausbeuten ®, der wasserloslichen Vitamine bei einer An-
regungswellenlénge von 308, 330 und 370 nm in H,O . . . . .. ... ..
5.4. 'O, Quantenausbeuten ®, der wasserloslichen Vitamine bei einer An-
regungswellenlénge von 308 nm in D,O . . . .. .. ...
5.5. 10, Quantenausbeuten ® 5 von in PBS gelostem PYR-5-PH bei verschie-
denen pH-Werten bei einer Anregungswellenldnge von 355 nm . . . . . .
5.6. Verdnderungen der Absorption der wasserloslichen Vitamine nach Be-
strahlung mit 1 J - cm~2 UVB. Ein Anstieg der Absorption > 2 % ist in
rot und ein Abfall in blau markiert. . . . . .. ... ...
5.7. Verdnderungen der Absorption der wasserloslichen Vitamine nach Be-
strahlung mit 1 J - em™2 UVB im gesamten UVB bzw. im gesamten
UVA Bereich in %. . . . . . . . .. . ...
5.8. Die ermittelten Quantenausbeuten &5 der Vitamine der Bg-Gruppe bei
einer Anregung von 308 nm vor und nach der breitbandigen Bestrahlung
mit 1 J-em™2UVB . ...
5.9. Die ermittelten Quantenausbeuten ®, von Nicotinsdure und Nicotina-
midsdure bei einer Anregung von 355 nm nach der Bestrahlung 13 J -
em~2 breitbandigem UVB . . . . . . .. ... ... ... .. .......
5.10. Die ermittelten Energien vom ersten angeregten Singulett- und Triplett-
Zustand von PYR-5-PH und die dazugehorigen Wellenldngen . . . . . .
5.11. Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten von PYR-5-PH in H,O

189



Tabellenverzeichnis

5.12.
5.13.

5.14.
5.15.

5.17.

5.18.

5.19.

5.20.

5.21.
5.22.
5.23.

5.24.

5.25.

5.26.

2.27.

5.28.

190

Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten von PYR-5-PH in D,O . . 113
Die ermittelten Energien vom ersten angeregten Singulett- und Triplett-
Zustand von Nicotinsdure und Nicotinamidsiure und die dazugehorigen
Wellenldngen . . . . . .. ... 115
Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten von Nicotinamid in D,O . . 118
Die Absorption der verschiedenen fettloslichen Vitamine in Ethanol bei

308und 355 nmin % . ... ... 120
. Die gefittete 1O, Abklingdauer 7 in Losungen aus fettloslichen Vitami-

nen in Ethanol . . . . . . . . ... 121

Die Quantenausbeute ® der verschiedenen fettléslichen Vitamine bei

308 und 355 nm ... . 125

Verdnderungen der Absorption der fettloslichen Vitamine nach Bestrah-
lung mit 1 J-cm™2 UVB. Ein Anstieg der Absorption > 2 % ist in rot
und ein Abfall in blau markiert. . . . . . ... ... .. ... L. 128
Verdanderungen der Absorption fettloslicher Vitamine nach Bestrahlung
mit 1 J-em™2 UVB im gesamten UVB bzw. im gesamten UVA Bereich
in %. . e 129
Die ermittelten Quantenausbeuten ®, von Vitamin E und K; bei 308
und 355 nm und die Quantenausbeuten ®5 von mit 1 J-em =2 breitban-
digem UVB vorbestrahlten Vitamin E und K bei 308 und 355 nm . . . 133
Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten von Vitamin E in Ethanol . 135
Die Absorption der verschiedenen Medikamente bei 308 und 330 nm in % 137
Die 'O, Quantenausbeuten der verschiedenen Medikamente bei 308 und
330 nm in luftgeséttigtem DO . . . . . ..o 142
Verdanderungen der Absorption der Medikamente nach Bestrahlung mit
1 J-em~2 UVB. Ein Anstieg der Absorption > 2 % ist in rot und ein

Abfall in blau markiert. . . . . . .. ... oo 145
Vergleich der zeitaufgelosten Singulett-Sauerstoff Signale (Fehler von 10
%) bei Anregung von verschiedenen Cremes bei 308 nm . . . . . . . .. 153
Vergleich der zeitaufgelosten Singulett-Sauerstoff Signale (Fehler von 10
%) bei Anregung von verschiedenen Cremes bei 355 nm . . . . . . . .. 154
Abschwéichung von Strahlung durch Proteinlysat und Zelllysat bei ver-
schiedenen Wellenldngen . . . . . .. .. . .. .. . oL 162

Verdnderungen der Abschwichung von Strahlung durch Proteinlysat und
Zelllysat nach Bestrahlung mit 1 und 13 .J-em~2 UVB. Ein Anstieg der
Abschwichung > 2 % ist in rot und ein Abfall in blau markiert. . . . . . 167



Abbildungsverzeichnis

2.1.

3.1.
3.2.

3.3.

3.4.

3.5.
3.6.

3.7.

3.8.
3.9.

3.10.

3.11.

3.12.

3.13.

3.14.

Einteilung der UV Schéden in direkte UVB und indirekte UVA Schiden 8

Verschiedene Eindringtiefe von UVA und UVB-Strahlung in die Haut . . 12
Schematische Darstellung von UV Strahlung, die auf Gewebe trifft und
in Gewebe eindringt . . . . . ..o 13
Der Absorptionskoeftizient p, (A), Streukoeflizient i, (B) und Anisotro-
piefaktor g (C) bestimmt mittels Streulichtmessung und inverser Monte-
Carlo Simulation [RBSM99| . . . . . .. ... ... ... .. ... ... 14
A: Schematische Darstellung einer eukaryotischen Zelle vom Tier, wobei
die Organellen nicht im richtigen Makstab dargestellt sind [Kar05], B:
die schematische Darstellung der Plasmamembran von eukaryotischen

Zellen [Kar05] . . . . . . . . o o 17
Schematischer Aufbau eines Bakteriums . . . . . .. ... ... ... .. 18
Die Abbildung zeigt den Aufbau der Haut (links) und speziell den Auf-

bau der Epidermis (rechts) [Wit07] . . . . . ... .. ... oL 20
Schematische Darstellung der Epidermis mit den Verdnderungen der Li-

pid Strukturen wihrend der epidermalen Differenzierung . . . . . . . . . 22
Epidermis eines Hausschweins (Deutsches Edelschwein) [Mey96] . . . . . 23

Der Verlauf des Sauerstoffpartialdrucks, gemessen mit reduzierter atmo-
sphérischer Sauerstoffzufuhr und erhohter Sauerstoffversorgung durch
das Blut [SSAT02]. Auf der x-Achse ist die Tiefe z der Haut in pm

aufgetragen, wobei 0 die Hautoberflache ist. . . . . . . . .. .. .. ... 24
Schematische Darstellung der Atom- und Molekiilorbitale von Sauerstoff
[ReglO] . . . . . o 27

Die Energiezustiande von Sauerstoff-Atom im Grundzustand und in den
ersten beiden angeregten Zustinden mit den dazugehorigen Anregungs-

ENETEIETL .« . . v o e e e e e e 28
Schematische Darstellung der Singulett-Sauerstoff Erzeugung . . . . . . 29
In (A) ist der Energietransfer bei Forsterprozess dargestellt und in (B)

der Elektronenaustausch bei Dexter-Prozess . . . . . .. .. ... . ... 30

Schematisches Energieniveaudiagramm zur Erzeugung von 'O, durch
Energietransfer vom T}-Zustand des Photosensibilisators mit allen vor-
handenen Raten und Ratenkonstanten [Bai05] . . . . . . ... ... ... 34

191



Abbildungsverzeichnis

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.
4.10.

4.11.
4.12.

5.1

0.2,

2.3.

5.4

2.5.

0.6.

5.7.

5.8.

2.9.

5.10.

5.11.

5.12.

192

molekulare Struktur der Referenz-Photosensitizer . . . . . . . . ... .. 42
molekulare Struktur der untersuchten Flavine . . . . . . . ... ... .. 43
molekulare Struktur von Niacin und ihrer biologisch wirksamen Formen

NAD und NADP . . . . . . . . 44
molekulare Struktur der verschiedenen untersuchten Vitamine aus der

Be-Gruppe . . . .. 46
Struktur der verschiedenen fettloslichen Vitamine . . . . . . . . . . ... 49
Struktur der verschiedenen untersuchten Medikamente . . . . . . . . .. 54
Messaufbau mit dem XeCl-Excimerlaser . . . . . . . . ... . ... ... 64
Messaufbau mit dem abstimmbaren Lasersystem . . . . .. .. ... .. 66
Ein Lumineszenzsignal von TMPyP in Wasser . . . . . . ... .. .. .. 68
schematischer Messaufbau zur 'Oy Lumineszenz Messung . . . . . . . . 69
Der schematische Aufbau des Fluorimeters. . . . . . . . ... ... ... 73

In (A) ist schematisch die Detektion einer laserinduzierten Druckwelle
dargestellt und in (B) ein auf dem Ozilloskop betrachtetes optoakusti-

sches Signal von BBBN . . . .. ... oo oo 74
Absorptionsspektren der untersuchten wasserloslichen Vitamine . . . . . 77
o fiir verschiedene Konzentrationen von FAD . . . . . ... .. ... .. 79
o fiir verschiedene Konzentrationen von PYR-HCL, PYRXAL-HCL und
PYR-5-PH . . . . . 80
Die Veranderung der Molekiile Pyridoxin, Pyridoxal und Pyridoxal 5’phos-
phat bei unterschiedlichen pH-Werten . . . . . . .. . ... ... .. .. 81

Die Absorptionsspektra von PYR bei einem pH-Wert von 2,0, 7,1 und
11,9, von PYRXAL-HCL bei einem pH-Wert von 2,4, 6,3 und 10 und
von PYR-5-PH bei einem pH-Wert von 1,5, 3,4, 5,1, 7,3 und 10,5 . . . . 83
spektral aufgeldst detektierte 'Oy Signale von wasserloslichen Vitaminen 85
Die Bestimmung der Quantenausbeute von FAD durch den Vergleich
der Steigungen von Lumineszenzenergie pro absorbierte Energie mit den

Referenzsubstanzen PNS und TMPyP . . . . .. .. .. ... ... ... 88
Die Absorptionsspektren der wasserloslichen Vitamine nach Bestrahlung
mit verschiedenen UVB Dosen . . . . . . .. ... ... ... ...... 93
Der Sauerstoffverbrauch von den Vitaminen der Bg Gruppe bei Bestrah-
lung mit 308 nm fiir 20 Minuten . . . . . . . .. ... 97

Spektral aufgeloste 'O, Signal der Vitamine der Bg vor (blaue Linie)
und nach (rote Linie) der Bestrahlung mit 1 J - ¢cm™2 UVB bei einer

Anregungswellenlinge von 308 nm . . . . . . ... ... ... 98
Absorptionsspektra von Nicotinsiure (rechts) und Nicotinamidsédure (links)
vor und nach der Bestrahlung mit 13 J-em™2UVB . . ... ... ... 101

Spektral aufgeloste 'O, Signal Nicotinsdure und Nicotinamidsiure vor
(blaue Linie) und nach (rote Linie) der Bestrahlung mit 13 J-cm ™2 UVB
bei einer Anregungswellenldnge von 355 nm . . . . . .. ... ... ... 102



Abbildungsverzeichnis

5.13.

5.14.

5.15.

5.16.

5.17.

5.20.

5.21.

5.22.
5.23.
5.24.

Das Absorptionsspektrum von 10 uM PYR-5-PH in Ethanol (rote Linie)
und zum Vergleich das Absorptionsspektrum von 10 pM PYR-5-PH in
PBS mit einem pH-Wert von 5 (gestrichelte rote Linie) . . . . . . .. ..
A: die detektierten Fluoreszenz und Phosphoreszenz Photonen bei An-
regung von 10 pM PYR-5-PH in Ethanol bei 315 nm in einem Wellen-
lingenbereich von 335 bis 600 nm bei Zimmertemperatur (blaue Linie)
und 77 Kelvin (rote Linie); B: das detektierte Emissionsspektrum bei
Anregung von 10 uM PYR-5-PH in PBS (pH 5) bei 320 nm in einem
Wellenldangenbereich von 340 bis 600 nm bei Zimmertemperatur . . . . .
A: Die Amplituden des LIOAS Signal fiir verschiedenene eingestrahl-
te Laserenergien fiir PYR-5-PH in PBS (pH—5) mit einer Absorption
von 0,27. B: Die aus den Amplituden pro Energie Graphen ermittelten
Steigungen aufgetragen gegen die Absorption fiir PYR-5-PH und die
Referenz BBBN . . . . . . .
Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von PYR-5-PH
bei einer Variation der Sauerstoffkonzentration bei 0,1 mM PYR-5-PH
(A,B), bei einer Variation der PYR-5-PH Konzentration bei 30 % (C)
und 100 % (D) Sauerstoffsiattigung und bei einer Variation der Quen-
cherkonzentration bei 30 % (E) und 100 % (F) Sauerstoffsittigung in
Wasser sind dargestellt . . . . . . . .. .. Lo 0oL
Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von PYR-5-PH
bei einer Variation der Sauerstoffkonzentration bei 0,1 mM PYR-5-PH
(A), bei einer Variation der PYR-5-PH Konzentration bei 100 % (B)
Sauerstoffsdttigung und bei einer Variation der Quencherkonzentration
bei 100 % (C) Sauerstoffsittigung in schwerem Wasser sind dargestellt .

. Die optische Dichte von Nicotinsdure und Nicotinamidsdure im UVB

und UVA Bereich fiir unterschiedliche pH Werte . . . . . . .. ... ..

. Die Emissionsspektren von Nicotinséure gelost in Ethanol (B) und PBS

(D) und Nicotinamidsdure gelost in Ethanol (A) und PBS (C) in saurer
und basischer Lésung . . . . . . .. ..o Lo
Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von Nicotinamid-
sdure bei einer Variation der Sauerstoffkonzentration bei 25 mM Nico-
tinamidsédure (A), bei einer Variation der Nicotinamidsiure-Konzentration
bei 25 % (B) und bei 100 % (C) Sauerstoffsittigung und bei einer Va-
riation der Quencherkonzentration bei 25 % (D) und bei 100 % (E)
Sauerstoffsattigung in D,O sind dargestellt . . . . . .. ... ... ...
Die Absorptionsspektren der verschiedenen untersuchten fettloslichen
Vitamine . . . . . . ... Lo
Spektral aufgeldste 'O, Signale der fettloslichen Vitamine in Ethanol . .
Zeitaufgeloste O, Signale von Vitamin A, Eund K; . . . ... ... ..
Graphische Auftragung der absorbierten Energie gegen die Lumineszen-
zenergie von Vitamin E und den Referenz-Substanzen PN und TMPyP .

193



Abbildungsverzeichnis

5.25. Die Absorptionsspektren der fettloslichen Vitamine nach UVB Bestrah-
lung zwischen 0 und 6,62 J - cm ™2 in eine Spektralbereich von 200 bis
600 nm . ... L L e e
5.26. Der Sauerstoffverbrauch von Vitamin E und Vitamin K; bei der Be-
strahlung mit 308 nm, 100 % Sauerstoffsiattigung entsprechen 1850 uM
Sauerstoff in Ethanol . . . . . . . ... . oo
5.27. Spektral aufgeloste 'O, Signal vor (blaue Linie) und nach (rote Linie)
der Bestrahlung mit 1 J-cm ™2 UVB bei einer Anregungswellenlinge von
308 nm ... e e
5.28. Spektral aufgeloste 'O, Signal vor (blaue Linie) und nach (rote Linie)
der Bestrahlung mit 1 J-cm ™2 UVB bei einer Anregungswellenlinge von
3D MM .. e e
5.29. Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von Vitamin E
bei einer Variation der Sauerstoffkonzentration bei 0,25 mM Vitamin
E (A) und bei einer Variation der Vitamin E Konzentration bei 7 %
Sauerstoff (B und C) in Ethanol sind dargestellt . . . .. .. ... ...
5.30. Absorptionsspektra der verschiedenen untersuchten Medikamente . . . .
5.31. o der untersuchten Medikamente fiir Konzentrationen zwischen 5 und
100 M . oo
5.32. Spektral aufgelost detektierte Lumineszenzsignale der untersuchten Me-
dikamente . . . . . . .
5.33. Zeitlich aufgeloste Lumineszenzsignale der untersuchten Medikamente . .
5.34. Absorptionsspektren der untersuchten Medikmente nach Bestrahlung
mit unterschiedlichen UVB Dosen . . . . . . .. .. .. .. ... ....
5.35. A, B, C: Spektral aufgelost detektierte Lumineszenz Signale von TMPyP
Losungen (H0) mit Streukorpern (Siliziumdioxid). D: Das Signal von
Siliziumdioxid alleine. E, F: Die spektral aufgelost detektierten Signale
von reinem H,O mit Siliziumdioxid. Zum Vergleich ist die Skala der
Photonencounts normiert auf den Maximalwert . . . . . . . ... .. ..
5.36. Zeitlich aufgeloste Lumineszenz Signale von TMPyP Lésungen mit Streu-
kGrpern . . . .. Lo
5.37. Spektral aufgeloste 'O, Signale von den verschiedenen untersuchten Haut
pflegeprodukte . . . . .. ..o
5.38. Zeitaufgeloste 1Oy Signale der untersuchten Cremen 4,10, 11 und 12
5.39. Protonen-NMR von Creme 10 (A)und 11 (B) . . . . .. ... .. .. ..
5.40. Protonen-NMR von Creme 4 (A) und 12(B) . . . ... ... ... ...
5.41. Das GC-Spektrum von Creme 10 (A) und Creme 11 (B) . . . .. .. ..
5.42. Das GC-Spektrum von Creme 4 (A) und Creme 12 (B) . . . . .. .. ..
5.43. In den Cremen per GCMS-Analyse und Datenbankvergleich der Frak-
mentierungsmuster identifizierte Substanzen . . . . . .. ... L.
5.44. A: Die Abschwichung von Strahlung durch Proteinlysat und Zelllysat
in H,O, B: Absorption von Proteinen [Har80] . . . . . . ... ... ...

194



Abbildungsverzeichnis

5.45.

5.46.

5.47.

5.48.

2.49.

3.50.

5.51.

5.52.

2.53.

5.54.

3.59.

Die 'Oy Lumineszenz Signale von Proteinlysat und Zelllysat in DyO ge-
16st bei Anregungswellenlingen von 290 nm, 300 nm und 308 nm spek-
tral aufgelost detektiert und mit einer Lorenzkurve gefittet (blaue Linie).
Auferdem das 'O, Signal einer gleich konzentrierten Proteinlysat bzw.
Zelllysat Suspension in DoO mit zusétzlich 20 mM Natriumazid bei den-
gleichen Anregungswellenléingen spektral aufgelost detektiert (rote Linie).163
Zeitaufgelostes 'O, Signal von Proteinlysat und Zelllysat Suspension in

H>0 und D50 bei einer Anregungswellenldnge von 290 nm . . . . . . . 165
Abschwéchung von Strahlung durch Proteinlysat und Zelllysat nach der
Bestrahlung mit verschiedenen UVB Dosen . . . . . .. . ... ... .. 167
Sauerstoffverbrauch von Proteinlysat und Zelllysat bei UVB Bestrahlung
bei 308 nm fiir 45 Minuten . . . . . . . . .. ... ... ... ..., 168

Spektral aufgeldst detektierte 1O, Signale von Bakteriensuspensionen in

D50 mit (rote Linie) und ohne (blaue Linie) Quencher (40 mM NalV3)

bei Anregungswellenlingen von 308, 320 und 355 nm . . . . . . . .. .. 171
Spektral aufgelost detekierte 'O, Signale von Keratinozyten-Suspensionen

(12 Millionen Zellen pro ml) mit (rot) und ohne (blau) 50 mM NaNj

bei 308 nm (links) und 320 nm (rechts) . . . ... ... ... .. .... 173
In (a) und (b) sind die spektral aufgeldst detektierten 'Oy Lumineszenz
Signale fiir eine Anregung mit 308 und 355 nm dargestellt. In (c) und (d)

sind dieselben Lumineszenz Signale fiir eine Anregung mit 308 und 355

nm dargestellt (blaue Linie) und die spektral aufgelost detektierten 'O,
Lumineszenz Signale der in NaNj eingelegten Schweinehautstiickchen

fiir dieselbe Anregung (rote Linie). . . . . . .. ... ... ... 176
Die Singulett-Sauerstoff Signale von menschlicher Epidermis zeitlich (un-

ten) und spektral aufgelost (oben) detektiert fiir Anregungswellenlidngen

von 308 nm (links) und 320 nm (rechts). . . . . . .. ... ... ... 178
Links: Negativ-Kontrolle, die ohne Zugabe vom MMP-1 Antikorper ge-
farbt wurde. Rechts: MMP-1 positiv gefarbte Plazenta. . . . . . . . . .. 181

Histologische Schnitte, die bei verschiedenen Wellenldngen mit 0,2 Joule
bestrahlt wurden und danach immunhistologisch geféarbt worden sind.
Die schwarzen Pfeile deuten auf Areale mit erhohter MMP-1 Expressi-
on. Unten rechts wurde ein histologischer Schnitt vergrofsert dargestellt,
damit die brdunliche und die rosa-rote Farbung besser zu erkennen ist. . 182
Links: unbestrahlte histologische Schnitte; Mitte: histologische Schnitte,
die bei 308 nm und 320 nm mit 0,2 Joule UVB bestrahlt wurden; Rechts:
histologische Schnitte, die bei 308 nm und 320 nm mit 2,2 Joule UVB
bestrahlt wurden . . . . . . ... Lo o 183

195



Abbildungsverzeichnis

196



Literaturverzeichnis

[Ack01]

[AP9S]

[ASB83]|

[Atko4|

[Bai05]

[BESLL87]

[BEPT07]

[BISO7]

[BIS11]

ACKERMANN, Giinther: Photophysikalische Grundlagen zur Fluores-

zenzdiagnostik von Tumoren der Haut, Universitit Regensburg, Diss.,
2001

ANDERSON, R. R. ; PARRISH, J. A.: The optics of human skin. In: J
Invest Dermatol (1998), Nr. 1, S. 13 - 19

ARUDIL R. L. ; SUTHERLAND, M. W. ; BIELSKI, B. H. J.: Purifikation
of oleic acid and linoleic acid. In: J Lipid Research (1983), Nr. 24, S.
485 - 488

ATKINS, P. W.: Physical Chemistry. Oxford University Press Oxford
Melbourne Tokyo, 1994

BAIER, Jiirgen: Lumineszenz-Untersuchung zur Generierung und Re-
lazation von Singulett-Sauverstoff in zelluldrer Umgebung, Universitat
Regensburg, Diss., 2005

BAUMGARTL, H. ; EHRLY, A. ; SAEGER-LORENZ, K. ; LUBBERS, D.:
Clinical Ozygen Pressure Measurement. Springer-Verlag Berlin, 1987

BAIER, J. ; Fuss, T. ; PoLLMANN, C. ; WIESMANN, C. ; PINDL, K.
; ENGL, R. ; BAUMER, D. ; MAIER, M. ; LANDTHALER, M. ; BAUM-
LER, W.: Theoretical and experimental analysis of the luminescence

signal of singlet oxygen for different photosensitizers. In: J Photochem
Photobiol B (2007), Nr. 87, S. 163 - 173

BFS: UV-Fibel Gepriiftes Sonnenstudio Zertikizierungskrite-
rien des Bundesamt fiir Strahlenschutz. website, 2007. -

http://doris.bfs.de/jspui/handle /urn:nbn:de:0221-201012164217

BFS: Infoflyer des UV-Biindnisses: Sonne aber sicher. website, 2011.
— http://www.bfs.de

197



Literaturverzeichnis

|BH92|

[BHO3|

[BK62]

[BKOO]

[BKHO0|

[BLE*00]

[BME*00]

[BML*07]

[BMM+06]

[BMM*07]

198

BRASLAVSKY, S. E. ; HEIBEL, G. E.: Time-resolved photothermal and

photoacoustic methods applied to photoinduced processes in solution.
In: Chem. Rev. (1992), Nr. 92, S. 1381 - 1410

BRENNER, M. ; HEARING, V. J.: The protective role of melanin
against UV damage in human skin. In: Photochem Photobiol (2003),
Nr. 3, S. 539 - 549

Bisuor, D. H. ; KING, H. K.: Ubiquinone and vitamin K in bacte-

ria. 2. Intracellular distribution in Escherichia coli and Micrococcus
lysodeikticus. In: Biochem J (1962), Nr. 85, S. 550 - 554

BERNEBURG, M. ; KRUTMANN, J.: Photoimmunology, DNA repair
and photocarcinogenesis. In: J Photochem Photobiol B (2000), Nr.
54, 5. 87 - 93

BECKER, W. M. ; KLEINSMITH, L. J. ; HARDIN, J.: The World of
the Cell. The Benjamin/Cummings Publishing Company, 2000

BiLski, P. ; L1, M. Y. ; EHRENSHAFT, M. ; DAUB, M. E. ; CHIGNELL,
C. F.: Vitamin B6 (pyridoxine) and its derivates are efficient singlet
oxygen quenchers and potential fungal antioxidants. In: Photochem
Photobiol (2000), Nr. 2, S. 129 - 134

BAUMLER, D. ; MAIER, M. ; ENGL, R. ; SZEIMIES, R. M. ; BAUM-
LER, W.: Singlet oxygen generation by 9-acetoxy-2,7,12,17-tetrakis
(beta-methoxyethyl)-porphycene (ATMPn) in solution. In: Chem
Phys (2000), Nr. 285, S. 309 - 318

BAIER, J. ; MAIscH, T. ; LoiBL, M. ; VASOLD, R. ; BAUMLER, W.:
Time dependence of singlet oxygen luminescence provides an indi-

cation of oxygen concentration during oxygen consumption. In: J.
Biomed. Opt. (2007), Nr. 12

BAIER, J. ; MAIscH, T. ; MAIER, M. ; ENGEL, E. ; LANDTHALER, M.
; BAUMLER, W.: Singlet oxygen generation by UVA light exposure
of endogenous photosensitizers. In: Biophys J (2006), Nr. 4, S. 1452
- 1459

BAIER, J. ; Ma1scH, T. ; MAIER, M. ; LANDTHALER, M. ; BAUMLER,
W.: Direct detection of singlet oxygen generated by UVA irradiation



Literaturverzeichnis

[Bon08]|

[Bor85|

[BPMK*04]

[BRK*11]

[BSJ+08]

[BSSKO02]

[Bus03)|

|C.705]

[CKS92|

[CMW+]

in human cells and skin. In: J Invest Dermatol (2007), Nr. 127, S.
1498 - 1506

BoNzZEL, FEugen Alexander M.: Hautphysiologie im Neugeborenenal-
ter: Die Barrierefunktion der Haut von Frithgeborenen in den ersten
steben Lebenswochen, Charité - Universitidt Berlin, Diss., 2008

Bork, K.: Kutane Arzneimittelnebenwirkungen. SCHATTAUER
Stuttgart, 1985

BERNEBURG, M. ; PLETTENBERG, H. ; MEDVE-KONIG, K. ; PFAHL-
BERG, A. ; GERS-BARLAG, O. H. G. H. Gefeller ; KRUTMANN, J.:
Induction of the photoaging-associated mitochondrial common dele-
tion in vivo in normal skin. In: J Invest Dermatol (2004), Nr. 5, S.
1277 - 1283

BAUMLER, W. ; REGENSBURGER, J. ; KNAK, A. ; FELGENTRAGER,
A. ; MAiscH, T.: UVA and endogenous photosensitizers - the detec-
tion of singlet oxygen by its luminescence. In: Photochem Photobiol
Seci (2011), Nr. 11, S. 107 - 117

BUECHNER, N. ; SCHROEDER, P. ; JAKOB, S. ; KUNZE, K. ; MA-
RESCH, T. ; CALLES, C. ; KRUTMANN, J. ; HAENDELER, J.: Chan-
ges of MMP-1 and collagen type lalphal by UVA, UVB and IRA are
differentially regulated by Trx-1. In: Ezp Gerontol (2008), Nr. 43, S.
633 - 637

BRENNEISEN, P. ; SiEs, H. ; SCHARFFETTER-KOCHANEK, K.:
Ultraviolet-B irradiation and matrix metalloproteinases: from induc-
tion via signaling to initial events. In: Ann N Y Acad Seci (2002), Nr.
973, S. 31 - 43

BUSELMAIER, W.: Biologie fiir Mediziner. Springer-Verlag Berlin
Heidelberg New York, 2003

CHRISTEN, Phillipp ; JAusst, Rolf: Biochemie: Eine Einfihrung mit
40 Lerneinheiten. Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 2005

CzARNETZKI, B. ; KERL, H. ; STERR, W.: Dermatologie und Vene-
rologie. Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 1992

Cuot, W. ; MIYAMURA, Y. ; WOLBER, R. ; SMUDA, C. ; REINHOLD,

199



Literaturverzeichnis

|[Dam]

[DBBG*11]

[DBCPOG]

[DCO02]

[DDP*08]

[DDS*09]

[Dem09)

[Dif91]

[Dif02]

200

W.; Liu, H. ; KOLBE, L. ; HEARING, V. J.: Regulation of human skin
pigmentation in situ by repetitive UV exposure: molecular characte-
rization of responses to UVA and/or UVB. In: J Invest Dermatol ,
Nr. 130, S. 1685 - 1696

DAMIAN, D. L.: Photoprotective effects on nicotinicamide. In: Pho-
tochem Photobiol , Nr. 4, S. 578 - 585

DADVAND, P. ; BASAGANA, X. ; BARRERA-GOMEZ, J. ; DIFFEY,
B. ; NIEUWENHUIJSEN, M.: Measurement errors in the assessment of
exposure to solar ultraviolet radiation and its impact on risk estimates
in epidemiological studies. In: Photochem Photobiol (2011), Nr. 7, S.
1161 - 1167

DAD, P. ; BisBY, R. H. ; CLARK, I. P. ; PARKER, A. W.: Formation

of singlet oxygen from solutions of vitamin E. In: Free Radic Res
(2006), Nr. 40, S. 333 - 338

DERoOsA, M. C. ; CRUTCHLEY, R. J.: Photosensitized singlet oxygen
and its applications. In: Coordination Chemistry Review (2002), S.
361 - 371

Dong, K. K. ; DAmAcHI, N. ; P1CcaRT, S. D. ; MARKOVA, N. G. ;
OBAYASHI, K. ; OKANO, Y. ; MASAKI, H. ; GRETHER-BECK, S. ;
KRUTMANN, J. ; SMILES, K. A. ; YAROSH, D. B.: UV-induced DNA
damage initiates release of MMP-1 in human skin. In: Ezp Dermatol
(2008), Nr. 17, S. 1037 - 1044

DAza, M. C. ; DOERR, M. ; SALZMANN, S. ; MARIAN, C. M. ; THIEL,
W.: hotophysics of phenalenone: quantum-mechanical investigation of
singlet-triplet intersystem crossing. In: Phys Chem Chem Pys (2009),
Nr. 11, S. 1688 - 1696

DEMTRODER, W.: FExperimentelle Physik II Elektrizitit und Optik.
Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 2009

DIFFEY, B. L.: Solar ultraviolet radiation effects on biological system.
In: Phys Med Biol (1991), Nr. 3, S. 299 - 328

DIFFEY, B. L.: Sources and measurement of ultraviolet radiation. In:
Academic Press (2002), Nr. 28, S. 4 - 13



Literaturverzeichnis

[DK09]

[DKK94]

[DKK95]

[DLMO5]

[Eatog]

[Eh107]

[EKM*02]

[ELL+12|

[EMTP+05]

DAEHN, I. ; KARRAN, P.: Immune effector cells produce lethal DNA
damage in cells treated with a thiopurine. In: Cancer Res (2009), Nr.
69, S. 2393 - 2399

DzHAGAROV, B. M. ; KRUK, N. N. ; KONOVALOVA, A. A. Stepuro 1.
N. V. Solodunov S. N. V. Solodunov: Quantum yield of photosen-
sitized formation of singlet oxygen by vitamins of the B6 group and
their adducts. In: Journal of Applied Spectroscopy (1994), Nr. 61, S.
505 - 508

DzHAGAROV, B. M. ; KRUK, N. N. ; KONOVALOVA, A. A. Stepuro 1.
N. V. Solodunov S. N. V. Solodunov: Photosensitized Formation of
singlet oxygen by vitamins of the B group. In: Journal of Applied
Spectroscopy (1995), Nr. 2, S. 285 - 289

Dow, J. ; LINDSAY, G. ; MORRISON, J.: Biochemistry Molecules,
Cells and the Body. Addison-Wesley Publishers Ltd., 1995

EATON, D. F.: International Union of Pure and Applied Chemistry
Organic Chemistry Division Commission on Photochemistry. Refe-
rence materials for fluorescence measurement. In: J Photochem Pho-
tobiol B (1998), Nr. 2, S. 523 - 531

EHLERS, A.: Klinische Anwendungen der Multiphotonen-
Tomographie humaner Haut, Universitit des Saarlandes, Diss., 2007

ENnGL, R. ; KILGER, R. ; MAIER, M. ; SCHERER, K. ; ABELS, C.
; BAUMLER, W.: Singlet Oxygen Generation by 8-Methoxypsoraln
in Deuterium Oxide: Relaxation Rate Constants and Dependence of
the Generation Efficacy on the Oxygen Partial Pressure. In: J. Phys.
Chem. B (2002), Nr. 106

EGGERSDORFER, M. ; LAUDERT, D. ; LETINOIS, U. ; MCCLYMONT,
T. ; MEDLOCK, J. ; NETSCHER, T. ; BONRATH, W.: One hundred

years of vitamins-a success story of the natural sciences. In: Angew
Chem Int Ed Engl (2012), Nr. 51, S. 12960 - 12990

EKANAYAKE-MUDIYANSELAGE, S. ; TAVAKKOL, A. ; POLEFKA,
T. G.; NABI, Z. ; ELSNER, P. ; THIELE, J. J.: Vitamin E delivery to
human skin by a rinse-off product: penetration of alpha-tocopherol
versus wash-out effects of skin surface lipids. In: Skin Pharmacol
Physiol (2005), Nr. 18, S. 20 - 26

201



Literaturverzeichnis

[EMZW*08]

[Eng03]

[EZ11]

[FBB+12]

[Fei07]

[Fel09]

[FHR*10]

[FIG02]

[FNO1]

202

EL-MAHDY, M. A. ; ZHU, Q. ; WANG, Q. E. ; WANI, G. ; PATNAIK,
S. ; ZHAO, W. ; ARAFA EL, S. ; BARAKAT, B. ; MIR, S. N. ; WaA-
NI, A. A.: Naringenin protects HaCaT human keratinocytes against
UVB-induced apoptosis and enhances the removal of cyclobutane py-
rimidine dimers from the genome. In: Photochem Photobiol (2008),
Nr. 2, 5. 307 - 316

ENxcL, Roland:  Die Erzeugung und Relazxation wvon Singulett-
Sauerstoff in homogenen Lisungen sowie Lipid- und Zellsuspensio-
nen, Universitdt Regensburg, Diss., 2003

EBRAHIM-ZADEH, M.: Optischer parametrischer Oszillator: Gepulste
Laserstrahlung vom Ultraviolett bis ins Infrarot. In: Photonik (2011),
Nr. 1

F11zPATRICK, T. B. ; BASSET, G. J. ; BOREL, P. ; CARRARI, F. ;
DELLAPENNA, D. ; FRASER, P. D. ; HELLMANN, H. ; OSORIO, S. ;
ROTHAN, C. ; VALPUESTA, V. ; CARIS-VEYRAT, C. ; FERNIE, A. R..

Vitamin deficiencies in humans: can plant science help? In: Plant Cell
(2012), Nr. 24, S. 395 - 414

FeEINGOLD, K. R.: Thematic review series: skin lipids. the role of

epidermal lipids in cutaneous permeability barrier homeostasis. In:
Journal of Lipid Research (2007), Nr. 12, S. 2531 - 2546

FELGENTRAGER, Ariane: Spektroskopische Untersuchungen zur Inak-
tivierung von Bakterien, Universitdt Regensburg, Diplomarbeit, 2009

Fu, J. J. ; HILLEBRAND, G. G. ; RALEIGH, P. ; L1, J. ; MARMOR,
M. J.; BERTUCCI, V. ; GRIMES, P. E. ; MANDY, S. H. ; PEREZ, M. 1.
; WEINKLE, S. H. ; KAczvINSKY, J. R.: A randomized, controlled
comparative study of the wrinkle reduction benefits of a cosmetic
niacinamide /peptide/retinyl propionate product regimen vs. a pres-
cription 0.02 % tretinoin product regimen. In: Br J Dermatol (2010),
Nr. 162, S. 647 - 654

FEISTER, U. ; JAKEL, E. ; GERICKE, K.: Parameterization of daily
solar global ultraviolet irradiation. In: Photochem Photobiol (2002),
Nr. 3, S. 281 - 293

FLors, C. ; NONELL, S.: On the Phosphorescence of 1H-Phenalen-
1-one. In: Helvetica Chimica Acta (2001), Nr. 84, S. 2533 - 2539



Literaturverzeichnis

[Fri0g]

[FXY07]

|Geh04]

|Got86|

|Gor|

|GROS]

|Gru02|

|GS]

|Gul12]

[GV03]

[Har80]

[HHKW03]

FriscH, Peter: Dermatologie und Venerologie fir das Studium. Wal-
ter der Cruyter & Co., 2009

Fu, P. P.; X1aA, Q. ; YIN, J. J. ; CHERNG, S.-H. ; YAN, J. ; MEL, N.
; CHEN, T. ; BOUDREAU, M. D. ; HOWARD, P. C. ; WAMER, W. G.:
Photodecomposition of Vitamin A and Photobiological Implications
for the Skin. In: Photochemistry and Photobiology (2007), Nr. 83, S.
409 - 424

GEHRING, W.: Nicotinic acid/ nicotinicamide and the skin. In: J
Cosmet Dermatol (2004), Nr. 2, S. 88 - 93

GOTTSCHALK, G.: Bacterial Metabolism. Springer-Verlag, 1986

GORNER, H.: Oxygen uptake after electron transfer from amines, ami-
no acids and ascorbic acid to triplet flavins in air-saturated aqueous
solution.

GRruLJL, F. R. ; REBEL, H.: Early events in UV carcinogenesis-DNA

damage, target cells and mutant p53 foci. In: Photochem Photobiol
(2008), Nr. 2, S. 382 - 387

GRULIL, F. R.: Photocarcinogenesis: UVA vs. UVB radiation. In:
Skin Pharmacol Appl Skin Physiol (2002), Nr. 5, S. 316 - 320

GLETTE, J. ; SANDBERG, S.: Phototoxicity of tetracyclines as rela-
ted to singlet oxygen production and uptake by polymorphonuclear
leukocytes.

GULCIN, L..: Antioxidant activity of food constituents: an overview.
In: Arch Tozicol (2012), Nr. 86, S. 345 - 391

GENscH, T. ; VIAPPIANI, C.: Time-resolved photothermal methods:
accessing time-resolved thermodynamics of photoinduced processes
in chemistry and biology. In: Photochem. Photobiol. Sci (2003), Nr.
2,S.699 - 721

HarM, W.: Biologicol Effects of Ultraviolet Radiation. In: Cambridge
University Press (1980)

HANGARTER, M.-A. ; HORMANN, A. ; KaMDzHILOV, Y. ; WIRZ,
J.: Primary photoreactions of phylloquinone (vitamin K1) and

203



Literaturverzeichnis

[HKMO6]

[HS98]

[Hus05]

[HWO6]

1Y 02]

[JBRKNOS]

[JBSMNOS]

[JCP87]

[Jun98|

|Kar94]

204

plastoquinone-1 in solution. In: Photochem Photobiol Sci (2003), Nr.
9.'S. 524 - 535

Huang, R. ; Kim, H. J. ; MIN, D. B.: Photosensitizing effects of
riboflavin, lumiflavin and lumichrome on the generation of volatiles
in soy milk. In: J Agric Food Chem (2006), Nr. 6, S. 2359 - 2364

Hanson, K. M. ; SiMON, J. D.: Epidermal trans-urocanic acid and
the UV-A-induced photoaging of the skin. In: Proc Natl Acad Sci
USA (1998), Nr. 18, S. 10576 - 10578

HusseiN, M. R.: Ultraviolet radiation and skin cancer: molecular
mechanisms. In: J Cutan Pathol (2005), Nr. 3, S. 191 - 205

HAKEN, Hermann ; WoLF, Hans C.: Molekiilphysik und Quanten-
chemie: Einfiihrung in die experimentellen und theoretischen Grund-
lagen. 5. Auflage. 2006

HARRISON, G. I. ; YOUNG, A. R.: Ultraviolet radiation-induced ery-
thema in human skin. In: Methods (2002), Nr. 28, S. 14 - 19

JIMENEZ-BANZO, A. ; RAGAS, X. ; KAPUSTA, P. ; NONELL, S.: Time-
resolved methods in biophysics. 7. Photon counting vs. analog time-

resolved singlet oxygen phosphorescence detection. In: Photochem
Photobiol Sci (2008), Nr. 7, S. 1003 - 1010

JIMENEZ-BANZO, A. ; SAGRISTA, M. L. ; MORA, M. ; NONELL, S.:

Kinetics of singlet oxygen photosensitization in human fibroblasts.
In: Free Radic Biol Med (2008), Nr. 11, S. 1926 - 1934

JosHr, P. C. ; CARRARO, C. ; PATHAK, M. A.: Involvement of reactive
oxygen species in the oxidation of tyrosine and dopa to melanin and
in skin tanning. In: Biochem Biophys Res Commun (1987), Nr. 1, S.
265 - 237

JUNG, E. G.: Dermatologie. Hippokrates Verlag GmbH, 1998

KARLSON, Detlef und Koolman J. Peter und Doenecke D. Peter
und Doenecke: Kurzes Lehrbuch der Biochemie fiir Mediziner und

Naturunssenschaftler. 14. Auflage. Georg Thieme Verlag Stuttgart,
1994



Literaturverzeichnis

[Kar05)

[Kar07]

[KBS00]

[KD96)|

[KD99]

[KDMMS90]

[KHSO01]

|Kilo1]

[KKS03]

|Krel0]

|Kru01]

[KSKL99

KARP, G.: Molekulare Zellbiologie. Springer-Verlag Berlin Heidelberg,
2005

KARRAN, P.: Thiopurines, DNA damage, DNA repair and therapy-
related cancer. In: Br Med Bull (2007), Nr. 79, S. 153 - 170

Krorz, L. O. ; BriviBA, K. ; SiES, H.: Mitogen-activated protein
kinase activation by singlet oxygen and ultraviolet A. In: Method

Enzymol (2000), Nr. 319, S. 130 - 143

KAMAT, J. P. ; DEVASAGAYAM, T. P.: Methylene blue plus light-
induced lipid peroxidation in rat liver microsomes: inhibition by nico-

tinamide (vitamin B3) and other antioxidants. In: Chem Biol Interact
(1996), Nr. 99, S. 1 - 16

KAMAT, J. P. ; DEVASAGAYAM, T. P.: Nicotinamide (vitamin B3)

as an effective antioxidant against oxidative damage in rat brain mit-
ochondria. In: Redox Rep (1999), Nr. 4, S. 179 - 184

KAISER, S. ; D1 MAscio, P. ; Murpiy, M. E. ; Sies, H.: Physical
and chemical scavenging of singlet molecular oxygen by tocopherols.
In: Arch Biochem Biophys (1990), Nr. 277, S. 101 - 108

Krotz, L. O. ; HOLBROOK, N. J. ; SIES, H.: UVA and singlet oxygen
as inducer of cutaneous signaling events. In: Curr Probl Dermatol
(2001), Nr. 29, S. 95 - 113

KILGER, Robert: Untersuchungen der Relaxzation von Photofrin-
generiertem Singulett-Sauerstoff in Losungen und in vitro, Univer-
sitdt Regensburg, Diss., 2001

Krotz, L. O. ; KRONCKE, K. D. ; SiEs, H.: Singlet oxygen-induced
signaling effects in mammalian cells. In: Photochem Photobiol Sci

(2003), Nr. 2, S. 88 - 94

Friherkennungsblatt: Hautkrebs erkennen. website, 2010. -
http: //www.krebshilfe.de

KRUTMANN, J.: The Role of UVA rays in skin aging. In: Furopean
Journal of Dermatology (2001), Nr. 11

KRAMER-STICKLAND, K. ; Kror, E. S. ; LIEBLER, D. C.: UV-B

205



Literaturverzeichnis

[LC57]

[L5£08]

[LKKO5]

[Loi06]

|[LPB*06]

[Mad03]

[ME09]

[MEKL75]

[Mey96]

[MH99]

[MJC+96]

206

induced photooxidation of Vitamin E in Mouse Skin. In: Chem. Res.
Tozicol. (1999), Nr. 12, S. 187 - 191

LINBURG, R. G. ; Cox, R. H.: Stigmasta- 3,5,55 Triene and distig-
masteryl ether. In: Canadian Journal of Chemistry (1957), Nr. 35

LOFFLER, G.: Bassiswissen Biochemie mit Photobiochemie. Springer
Medizin Verlag Heidelberg, 2008

LaTscH, Hans P. ; KAZMAIER, U. ; KLEIN, Helmut A.: Chemie fiir
Biologen. 2. Auflage. Springer Verlag Berlin Heidelberg, 2005

LoiBL, M.: Messung der Lumineszenz von Singulett-Sauerstoff in
Makromolekiilen, Universitdt Regensburg, Diplomarbeit, 2006

LAMBERS, H. ; PIESSENS, S. ; BLOEM, A. ; PRONK, H. ; FINKEL, P.:
Natural skin surface pH is on average below 5, which is beneficial for
its resident flora. In: Int J Cosmet Sci (2006), Nr. 28, S. 359 - 370

MAaDISON, Kathi C.: Barrier Function of the Skin: ,La Raison d’Etre*
of the Epidermis. 1In: The Journal of Investigative Dermatology
(2003), Nr. 121, S. 231 - 241

MusaA, K. A.; ERIKSSON, L. A.: Theoretical assessment of norfloxacin
redox and photochemistry. In: J Phys Chem A (2009), Nr. 113, S.
10803 - 10810

MATHESON, I. B. ; ETHERIDGE, R. D. ; KRATOWICH, N. R. ; LEE,

J.: The quenching of singlet oxygen by amino acids and proteins. In:
Photochem Photobiol (1975), Nr. 21, S. 165 - 171

MEYER, W.: Comments on the suitability of swine skin as a biological
model for human skin. In: Der Hautarzt, Zeitschrift fiir Dermatologie,
Venerologie und verwandte Gebiete (1996), Nr. 3, S. 178 - 182

Miks1Ts, K. ; HAHN, H.: Basiswissen Medizinische Mikrobiologie und
Infektologie. Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 1999

MARTI, C. ; JURGENS, O. ; CUENCA, O. ; CASALS, M. ; NONELL,
S.: Aromatic ketones as standarts for singlet oxygen O2 (102) pho-
tosensitization Timeresolved photoacustic and NIR emission studies.
In: Photochem Photobiol (1996), Nr. 97, S. 11 - 18



Literaturverzeichnis

[MN76]

[MNRS2]

[Mor96]

[MOR*07]

[MS79]

[MS08]

[MSC98]

[MSG+98]

[MWB+08]

[MY64]

[NGT93|

MEYER, W. ; NEURAND, K.: The distribution of enzymes in the skin
of domestic pig. In: Laboratory animals (1976), Nr. 3, S. 237 - 247

MEYER, W. ; NEURAND, K. ; RADKE, B: Collagen fibre arrangement
in the skin of the pig. In: Journal of anatomy (1982), Nr. 134, S. 139
- 148

MORTIMER, C. E.: Chemie: Das Basiswissen der Chemie. 6. Auflage.
Georg Thieme Verlag Stuttgart New York, 1996

MONTANER, B. ; O’'DONOVAN, P. ; REELFS, O. ; PERRETT, C. M.
; ZHANG, X. ; XU, Y. Z. ; REN, X. ; MACPHERSON, P. ; FRITH, D.
; KARRAN, P.: Reactive oxygen-mediated damage to a human DNA
replication and repair protein. In: EMBO Rep (2007), Nr. 11, S. 1074
- 1079

MEeRz, W. G. ; SANDFORD, G. R.: Isolation and Characterization

of a Polyene-Resistant Variant of Candida tropicalis. In: Journal of
Clinical Microbiology (1979), Nr. 9, S. 677 - 680

MADDODI, N. ; SETALURI, V: Role of UV in cutaneous melanoma.
In: Photochem Photobiol (2008), Nr. 2, S. 528 - 536

MARTINEZ, L. J. ; SiK, R. H. ; CHIGNELL, C. F.: Fluoroquinolone

antimicrobials: singlet oxygen, spuperoxide and phototoxicity. In:
Photochem Photobiol (1998), Nr. 67, S. 399 - 403

MISKOSKI, S. ; SANCHEZ, E. ; GARAVANO, M. ; LOPEZ, M. ; SOLTER-
MANN, A. T. ; GARcIA, N. A.: Singlet molecular oxygen-mediated
photo-oxidation of tetracyclines: kinetics, mechensim and micobiolo-
gical implications. In: J Photochem Photobiol B (1998), Nr. 43, S.
164 - 171

MaiscH, T. ; WORLICEK, C. ; BABILAS, P. ; LANDTHALER, M ; SZE-
MIES, R. M.: A HCL/alcohol formulation increase 5-aminolevulinic
acid skin distribution using an ex vivo full thickness porcine skin

model. In: Ezperimental Dermatology (2008), Nr. 10, S. 813 - 820

MONTAGNA, W. ; YUN, J. S.: The Skin of the domestic pic. In: The
Journal of Investigative Dermatology (1964), Nr. 42, S. 11 - 21

NONELL, S. ; GONZALEZ, M. ; TRULL, F. R.: 1h-Phenalen-1-one-

207



Literaturverzeichnis

[Nik13]

[NKS05]

INMS*03]

[Ogi83]

[Ogil0]

[O1i91]

[OPZ+05]

|ORK99]

|ORS*06]

208

2-sulfonic acid: an extemely efficient singlett-oxygen sensitizer for
aqueous media. In: Afinidad L (1993), Nr. 448 S. 445 - 450

NikI, E.: Role of vitamin E as a lipid-soluble peroxyl radical scaven-
ger: in vitro and in vivo evidence. In: Free Radic Biol Med (2013)

NABOKINA, S.M. ; KAasuyApr, M. L. ; SAID, H. M.: Mechanism and
regulation of human intestinal niacin uptake. In: Am J Physiol Cell
Physiol (2005), Nr. 289, S. C97 - C103

Naqvi, K. R. ; MELO, T. B. ; SLIWKA, H.-R. ; MOHAMAD, S. B. B. ;
PARALL V.: Photochemical and photophysical behavior of vitamin E:
interaction of its long-lived transient photoproducts with carotenoids.
In: Photochem Photobiol Sci. (2003), Nr. 2, S. 381 - 385

OgGILBY, C. S. P. R.and Foote F. P. R.and Foote: Chemistry of
Singlet Oxygen Effect of Solvent, Solvent Isotopic Substitution and

Temperature on the Lifetime of Singlet Molecular Oxygen. In: J Am
Chem Soc (1983), Nr. 105, S. 342 - 343

OGILBY, P. R.: Singlet oxygen: there is indeed something new under
the sun. In: Chem Sov Rev (2010), Nr. 39, S. 3282 - 3209

OLIVEROS, E.: 1H-Phenalen-1-one: Photophysical Properties and
Singlet-Oxygen Production. In: Helvetica Chimica Acta (1991), Nr.
74,S.79 - 90

O’DONOVAN, P. ; PERETT, C. M. ; ZHANG, X. ; MONTANER, B. ;
XU, Y-Z. ; HARwWooD, C. A. ; MCGREGOR, J. M. ; WALKER, S. L.
: HANAOKA, F. ; P., Karren: Azathioprine and UVA Light Generate
Mutagenic Oxidative DNA Damage. In: Science (2005), Nr. 309, S.
1871 - 1874

OsADpA, K. ; RavanD1, A. ; Kuksts, A.: Rapid Analysis of Oxidized
Cholesterol Derivatives by High-Performance Liquid Chromatogra-
phy combined with Diode-Array Ultraviolet and Evaporative Laser
Light-Scattering Detection. In: JAOCS (1999), Nr. 76, S. 863 - 871

OTT, G. ; REIDENBACH, H.-P. ; SIEKMANN, H. ; STEINMETZ, M. ;

T., Volker.: Leitfaden "Nichtionisierende StrahlungSSonnenstrahlung.
2006



Literaturverzeichnis

[PDO06]

[PHF*06]

[PHK*03]

[PLR*12]

[PMR*02]

[PP45]

[PS84]

[RBSMOY]

|Regl0]

PatTisoN, D. 1. ; Davies, M. K.: Action of ultraviolett light on
cellular structures. In: EXS (2006), Nr. 96, S. 131 - 157

Pryor, W. A. ; Houk, K. N. ; Footg, C. S. ; FukuTo, J. M. ;
IGNARRO, L. J. ; SQUADRITO, G. L. ; DAVIES, K. J.: Free radical
biology and medicine: it’s a gas, man! In: Am J Physiol Regul Integr
Comp Physiol (2006), Nr. 291, S. 491 - 511

PAPPINEN, Sari ; HERMANN, Marin ; KUNTSCHE, Judith ; SOMER-
HARJU, Pentti ; WERTZ, Philip ; URTTI, Arto ; SUHONEN, Marjukka:
Comparison of rat epidermal keratinocyte organotypic culture (ROC)
with intact human skin: Lipid composition and thermal phase behavi-

or of the stratum corneum. In: Biochimica et Biophysica Acta (2003),
Nr. 1778, S. 824 - 834

PaTzeLT, A. ; LADEMANN, J. ; RICHTER, H. ; DARVIN, M. E. ;
SCHANZER, S. ; THIEDE, G ; STERRY, W. ; VERGOU, T ; HAU-
SER, M.: In vivo investigation on the penetration of various oils and

their influence on the skin barrier. In: Skin Research and Technology
(2012), Nr. 18, S. 364 - 369

PANDEY, R. ; MEHROTRA, S. ; RAY, R. S. ; JosHI, P. C. ; HANS,
R. K.: Evaluation of UV-radiation induced singlet oxygen generation

potential of selected drugs. In: Drug and chemical toxicology (2002),
Nr. 25, S. 215 - 225

PETERSON, W. H. ; PETERSON, M. S.: Relation of Bacteria to Vit-
amins and Other Growth Factors. In: Bacteriol Rev (1945), Nr. 2, S.
49 - 109

PARKER, J. G. ; STANBRO, W. D.: Dependence of photosensitized

singlet oxygen production on porphine structure and solvend. In:
Photochem Photobiol (1984), Nr. 170, S. 259 - 284

ROGGAN, A. ; BEUTHAN, J. ; SCHRUNDER, S. ; MULLER, G.: Diagno-
stik und Therapie mit dem Laser. In: Physikalische Blitter (1999),
Nr. 55, S. 25 - 30

REGENSBURGER, Johannes: Spektroskopische Untersuchungen zur
Singulett-Sauerstoff-Lumineszenz in Biomolekilen, Bakterien und
Zellen, Universitdt Regensburg, Diss., 2010

209



Literaturverzeichnis

[RG99]

[RHBR12]

[Rie03]|

[RKO06]

[RK13]

[RMK*13]

|[Ruw07|

[RWB|

[RZ99]

[SAB*08]

210

REDMOND, R. W. ; GAMLIN, J. N.: A compilation of singlet oxygen
yields from biologically relevant molecules. In: Photochem Photobiol
(1999), Nr. 70, S. 391 - 475

RozANOWSKA, M. ; HANDZEL, K. ; BOULON, M. E. ; ROZANOWSKI,
B.: Cytotoxicity of All-Trans-Retinal Increases Upon Photodegrada-
tion(dagger). In: Photochem Photobiol (2012), Nr. 55

RIEDEL, S.: Vergleichende Untersuchungen zur dermalen Penetration
und Permeation in Diffusionszellen, Tierdrztliche Hochschule Hanno-
ver, Diss., 2003

REDMOND, R. W. ; KOCHEVAR, [. E.. Spatially resolved cellular

responses to singlet oxygen. In: Photochem Photobiol (2006), Nr. 5,
S. 1178 - 1186

RAULIN, C. ; KARSAIL S.: Lasertherapie der Haut. Springer-Verlag
Berlin Heidelberg, 2013

REGENSBURGER, J. ; MAiscH, T. ; KNAK, A. ; GOLLMER, A. ; FEL-
GENTRAEGER, A. ; LEHNER, K. ; BAEUMLER, W.: UVA irradiation
of fatty acids and their oxidized products substantially increases their
ability to generate singlet oxygen. In: Phys Chem Chem Phys (2013),
Nr. 15, S. 17672 - 17680

RUWIEDEL, K.: Wechselwirkung UVA- €& UVB- induzierter Signal-
transduktionsprozesse in humanen Hautzellen, Heinrich-Heine Uni-
versitit Diisseldorf, Diss., 2007

RozANOWSKA, M. ; WESSEL, J. ; BoUuLON, M. E. ; BURKE, J. M. ;
RODGERS, M. A. ; TRUSCOTT, T. G. ; SARNA, T.: Blue light-induced
singlet oxygen generation by retinal lipofuscin in non-polar media,
JOURNAL=Free Radic Biol Med, YEAR=1998, NUMBER=24, PA-
GES=1007 1012.

RANGARAJAN, M. ; ZATZ, J. L.: Skin delivery of vitamin E. In: J.
Cosmet. Sci. (1999), Nr. 50, S. 249 - 279

SEGGER, D. ; Assmus, U. ; BROCK, M. ; ERASMY, J. ; FINKEL, P.
; FITZNER, A. ; HEUSS, H. ; KORTEMEIER, U. ; MUNK, S. ; RHEIN-
LANDER, T. ; H., Schmidt-Lewerkiihne ; SCHNEIDER, W. ; WESER,
G.: Multicenter study on measurement of the natural pH of the skin



Literaturverzeichnis

[SAS*00]

[Sch98]

[Sch01]

[Sch05a]

|Sch05b|

[SMO0]

[SMAO4]

[SRGGGBOS)

[SRV+00]

surface. In: International Journal of Cosmetic Science (2008), Nr.

30, S. 75

STUCKER, M. ; ALTMEYER, P. ; STRUK, A. ; HOFFMANN, K. ;
SCHULZE, L. ; ROCHLING, A. ; LUBBERS, D. W.: The transepider-
mal oxygen flux from the enviroment is in balance with the capillary
oxygen supply. In: Journal of Investigative Dermatology (2000), Nr.
114, S. 533 - 540

SCHWARZ, T.: UV light affects cell membrane and cytoplasmic tar-
gets. In: J Photochem Photobiol B (1998), Nr. 2, S. 91 - 96

SCHENKMAN, K. A.: Cardiac performance as a function of intracel-
lular oxygen tension in buffer-perfused hearts. In: American Journal
of Physiology Heart and circulatory physiology (2001), Nr. 6, S. 2463
- 2472

SCHIEBLER, Theodor H.: Anatomie, Histologie, Entwicklungsge-
schichte, makroskopische und mikroskopische Anatomie, Topographie.
9. bearbeitete Auflage. Springer Medizin Verlag Heidelberg, 2005

SCHWARZ, T.: Mechanisms of UV-induced immunosuppression. In:
Keio J Med (2005), Nr. 4, S. 165 - 171

SIMON, G. A. ; MAIBACH, H. I.: The pig as an experimental animal
model of percutaneous permeation in man: qualitative and quantita-

tive observations— an overview. In: Skin Pharmacol Appl Skin Physiol
(2000), Nr. 5, S. 229 - 234

STUCKER, M. ; MOLL, C. ; ALTMEYER, P.: Sauerstoffversorgung der
Haut Unter besonderer Beriicksichtigung der kutanen Sauerstoffauf-
nahme aus der Atmosphére. In: Der Hautarzt (2004), Nr. 3, S. 273 -
279

SCHIEKE, S. M. ; RUWIEDEL, K. ; GERS-GARLAG, H. ; GRETHER-
BECK, J. S. K. S. Krutmann: Molecular crosstalk of the ultraviolet A
and ultraviolet B signaling responses at the level of mitogen-activated
protein kinases. In: J Invest Dermatol (2005), Nr. 4, S. 857 - 859

STEGE, H. ; RozA, L. ; VINK, A. A. ; GREWE, M. ; Ruzicka, T. ;
GRETHER-BECK, S. ; KRUTMANN, J.: Enzyme plus light therapy to

211



Literaturverzeichnis

SS95]

5503]

507]

[SSA*02]

[STDW94]

[TEMO7]

[THO6]

[TKB09|

[TTPY8]

212

repair DNA damage in ultraviolet-B-irradiated human skin. In: Proc
Natl Acad Seci U S A (2000), Nr. 97, S. 1790 - 1795

Sies, H. ; STanL, W.: Vitamin E and C, b-carotene, and other caro-
tenoids as antioxidants. In: Am J Clin Nutr (1995), Nr. 62, S. 1315
- 1321

SCHWEITZER, C ; SCHMIDT, R.: Physical Mechanisms of Generation
and Deactivation of Singlet Oxygen. In: Chem Rev (2003), Nr. 103,
S. 1685 - 1757

STEIN, K. R. ; SCHEINFELD, N. S.: Drug-induced photoallergic and

phototoxic reactions. In: Ezpert opinion on drug safety (2007), Nr.
6, S. 431 - 443

STUCKER, M. ; STRUK, A. ; ALTMEYER, P. ; HERDE, M. ; BAUM-
GARTL, H. ; LUBBERS, D. W.: The cutaneous uptake of atmospheric
oxygen contributes significantly to the oxygen supply of human der-
mis and epidermis. In: Journal of Physiology (2002), Nr. 3, S. 985 -
994

ScHMIDT, R. ; TANIELIAN, C. ; DUNSBACH, R. ; WOLLF, C.: Phena-
lenone, a Universal Reference Compound for the Determination of
Quantum Yields of Singlet Oxygen (Delta) Sensitization. In: J Pho-
tochem Photobiol A: Chem (1994), Nr. 79, S. 11 - 17

THIELE, J. J. ; EKANAYAKE-MUDIYANSELAGE, S.: Vitamin E in
human skin: Organ-specific physiology and considerations for its use
in dermatology. In: Molecular Aspects of Medicine (2007), Nr. 26, S.
646 - 667

TrRAUPE, H. ; HAMM, H.: Pradiatrische Dermatologie. Springer Me-
dizin Verlag Heidelberg, 2006

THALER, A. K. ; KAMENISCH, Y. ; BERNEBURG, M.: The role of

ultraviolet radiation in melanomagenesis. In: Ezp Dermatol (2009),
Nr. 19, S. 81 - 88

THIELE, J. J. ; TRABER, M. G. ; PACKER, L.: Depletion of human
stratum corneum vitamin E: an early and sensitive in vivo marker of
UV induced photo-oxidation. In: J Invest Dermatol (1998), Nr. 110,
S. 756 - 761



Literaturverzeichnis

| Tuc07]

[UAR*97]

[VKO89|

[VRWO07]

[WC6s]

[Wit07]

[WJJ05]

[WKR*03]

[XYZG06]

[YCH*81]

TucHIN, V.: Tissue Optics Light Scattering Methods and Instruments
for Medical Diagnosis. Spie Press, 2007

UMEZAWA, N. ; ARAKANE, K. ; RyUu, A. ; MASHIKO, S. ; HIROBE,
M. ; NAGANO, T.: Participation of reactive oxygen species in photot-
toxicity induced by quinolone antibacterial agents. In: Arch Biochem
Biophys (1997), Nr. 342, S. 275 - 281

VAUPEL, P. ; KALLINOWSI, F ; OKUNIEFF, P.: Blood Flow, Oxy-
gen and Nutrient Supply, and Metabolic Microenviroment of Human
Tumors: A Review. In: Cancer Research (1989), Nr. 49, S. 6449 -
6465

VOGTLE, Fritz ; RICHARDT, Gabriele ; WERNER, Nicole: Dentri-
sche Molekiile: Konzepte, Synthesen, Figenschaften, Anwendungen.
1. Auflage. 2007

WAMPLER, J. E. ; CHURCHICH, J. E.: The Triplet State of Pyridoxal.
In: Biochem Biophys Res Commun (1968), Nr. 32, S. 629 - 634

WITT, M.: Anatomie G1. Springer Medizin Verlag Heidelberg, 2007

WONDRAK, Georg T. ; JACOBSON, Myron K. ; JACOBSON, Elaine L.:
Endogenous UVA-Photosensitizers: mediators of skin photodamage

and novel targets for skin photoprotection. In: Photochemical and
Photobiological Sciences (2005), Nr. 5, S. 215 - 237

WRONA, M. ; KORYTOWSKI, W. ; ROZANOWSKA, M. ; SARNA, T. ;
TruscotT, T. G.: Cooperation of antioxidants in protection against
photosensitized oxidation. In: Free Radic Biol Med (2003), Nr. 35, S.
1319 - 1329

XIAO-YONG, W. ; ZHI-GANG, B.: UVB-irradiated human kerati-
nocytes and interleukin-lalpha indirectly increase MAP kinase/AP-1
activation and MMP-1 production in UVA irradiated dermal fibro-
blasts. In: Chinese Medical Journal (2006), Nr. 119, S. 827 - 831

YOUNG, A. R. ; CHADWICK, C. A. ; HARRISON, G. . ; NIKAIDO, O.
; RAMSDEN, J. ; POTTEN, C. S.: The simalarity of the action spectra
for thymine dimers in human epidermis and erythema suggests that
DNA is the chromophore for erythema. In: J Invest Dermatol (1981),
Nr. 1, S. 982 - 988

213



Literaturverzeichnis

[You97] YOUNG, A. R.: Chromophores in human skin. In: Phys Med Biol
(1997), Nr. 5, S. 789 - 802

|ZK98| ZINTH, W. ; KORNER, H. J.: Physik III Qptik, Quantenphinomene
und Aufbau von Atomen. R. Oldenburg Verlag Miinchen Wien, 1998

|ZZST11] ZHANG, Y. ; ZHU, X. ; SMITH, J. ; HAyGcooDp, M. T. ; GAo, R.
Direct observation and quantitative characterization of singlet oxygen
in aqueous solution upon UVA excitation of 6-thioguanines. In: J Phys
Chem B (2011), Nr. 115, S. 1889 - 1894

214



Wissenschaftliche Publikationen

. Wolfgang Béaumler, Johannes Regensburger, Alena Knak, Ariane Felgentréger,

Tim Maisch, UVA and endogenous photosensitizers- the detection of

singlet oxygen by its luminescence, In: Photochemical € Photobiological
Sciences (2012 Januar, 11 (1) 107-117)

Johannes Regensburger®, Alena Knak™, Tim Maisch, Michael Landthaler, Wolf-
gang Baumler, Fatty acids and vitamins generate singlet oxygen under
UVB irradiation, In: Ezperimental Dermatology, (2012 Februar, 21(2) 135-
139), (*geteilte Erstautorenschaft)

Johannes Regensburger, Tim Maisch, Alena Knak, Anita Gollmer, Ariane Fel-
gentraeger, Karin Lehner, Wolfgang Baeumler, UVA irradiation of fatty
acids and their oxidized products substantially increases their ability
to generate singlet oxygen, In: Phys. Chem. Chem. Phys. (2013 September,
15 (40) 17672-17680)

. Alena Knak, Johannes Regenshurger, Tim Maisch, Michael Landthaler, Wolf-

gang Baumler, Singlet oxygen generation and photochemical changes
of vitamins - the interaction of UVB and UVA irradiation, In: Pho-
tochemical and Photobiological Sciences, accepted

. Alena Knak, Roger Bresoli, Ester Boix, Santi Nonell, Wolfgang Biumler,

Quantum Yield of Triplet State and Singlet Oxygen Generation of
Vitamin Bg at a skin-like pH, In: to be submitted

215



7. Wissenschaftliche Publikationen

216



Beitrage auf wissenschaftlichen
Konferenzen

. Vortrag bei der International Photodynamic Association 2011, 12.05.2011,

Innsbruck, Osterreich
Titel: Generation of singlet oxygen by UVB-irradiation of endoge-
nous molecules

. Vortrag beim 18. Jahrestag der Deutschen Gesellschaft fiir Lasermedizin, 21.05.2011,

Ulm, Deutschland
Titel: Generation of singlet oxygen by UVB-irradiation of endoge-
nous molecules

Postervortrag beim Symposium des Universitatsklinikums Regensburg 2011,
04.11.2011, Regensburg, Deutschland

Titel: Generation of singlet oxygen by UVB-irradiation of endoge-
nous molecules

Postervortrag beim 39. Jahrestreffen der Arbeitsgemeinschaft Dermatologische
Forschung, 01.03.2012 - 03.03.2012, Marburg, Deutschland

Titel: UVB and singlet oxygen - Potential new pathways of cell da-
mage?

Postervortrag bei der 36. Konferenz der American Society of Photobiology,
23.-27.06.2012, Montreal, Kanada

Titel: UVB radiation generates not only singlet oxygen but is also
able to change endogenous photosensitizers - potential new pathways
of cell damage?

217



8. Beitrige auf wissenschaftlichen Konferenzen

6. Postervortrag beim 9. Internationalen Symposium fiir Photodynamische The-

218

rapie und Photodiagnose in der klinischen Praxis, 16.10.1012 - 20.10.2012, Bri-
xen, Italien

Titel: UVA and UVB radiation changes endogenous molecules in dif-
ferent ways and influences therefore their ability to generate singlet
oxygen - Potential new pathways of cell damage?

Postervortrag beim 9. Internationalen Symposium fiir Photodynamische The-
rapie und Photodiagnose in der klinischen Praxis, 16.10.1012 - 20.10.2012, Bri-
xen, Italien

Titel: Different endogenous photosensitizers generate singlet oxygen
by UVB irradiation

Postervortrag beim 40. Jahrestreffen der Arbeitsgemeinschaft Dermatologische
Forschung, 14.03.1013 - 16.03.2013, Dessau

Titel: UVA and UVB radiation changes endogenous molecules in dif-
ferent ways and influence therefore their ability to generate singlet
oxygen - Potential new pathways of cell damage?

Postervortrag beim /1. Jahrestreffen der Arbeitsgemeinschaft Dermatologische
Forschung, 13.03.1014 - 15.03.2013, Koln

Titel: Singlet oxygen generated by skin care products and their in-
gredients via UVB excitation



Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich bei allen Personen bedanken, die mich in den
letzten Jahren wahrend meiner Dissertation unterstiitzt haben.

Ein besonderes Dankeschén mdéchte ich Herrn Prof. Dr. Wolfgang Baumler ausspre-
chen, dafiir dass er mich als Doktorandin angenommen hat, fiir die gute Betreuung
meiner Arbeit und dafiir dass er mir immer mit Rat und Tat zur Seite stand.

Aulerdem mochte ich mich insbesondere bedanken bei:

e Herrn Prof. Dr. Elmar Lang, dafiir dass er sich bereit erkliart hat, mein Mentor
zu sein und mich wihrend meiner Zeit als Doktorandin stets unterstiitzt hat,

e Frau Prof. Dr. Karrer, dafiir dass sie bereit war, meine Mentorin zu sein und
mich wihrend dieser Zeit immer unterstiitzt hat,

e Herrn Dr. Johannes Regensburger, fiir seine Hilfsbereitschaft speziell in tech-
nischen Fragen und die gute Zusammenarbeit,

e Herrn Dr. Tim Maisch, fiir seine stete Unterstiitzung und fiir die Hilfe in allen
biologischen Fragen,

e Herrn Dr. Andreas Spéth, fiir seine Hilfe in chemischen Fragen, die gute Zusam-
menarbeit und die Kooperationsmoglichkeit mit dem Institut fiir organische
Chemie fiir NMR-Messungen und GCMS-Analysen,

e Frau Ariane Felgentriger und Frau Anita Gollmer, die mir immer tatkréftig
zur Seite standen,

e Frau Petra Unger, Frau Eva Herschberger und Frau Lydia Kiinzel, fiir ihre
Hilfe bei der Zellkultur und der Immunhistologie,

e allen Mitarbeitern der dermatologischen Abteilung im H4, fiir die bereitwillige
Unterstiitzung, die gute Zusammenarbeit und das freundliche Arbeitsklima,

e Herrn Prof. Santi Nonell, fiir die herzliche Aufnahme in seine Arbeitsgrup-
pe in Barcelona und seine Hilfe und Betreuung bei den dort durchgefiihrten
Messungen,



220

Herrn Roger Bresoli, fiir seine stete Unterstiitzung und Hilfe bei den in Bar-
celona durchgefiihrten Experimenten.

allen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Prof. Santi Nonell in Barcelona,
dafiir dass sie mich so herzlich aufgenommen haben, fiir die angenehme Zu-
sammenarbeit und ihre Hilfe und Unterstiitzung wiahrend meiner Zeit in Bar-
celona,

meiner Familie und meinen Freunden fiir ihre Unterstiitzung,

dem Freistaat Bayern, fiir die finanzielle Unterstiitzung durch ein Stipendium
im Rahmen der bayrischen Eliteférderung,

dem Deutschen Akademischen Austauschdienst (DAAD), fiir ein Stipendium
zur wissenschaftlichen Aus- und Fortbildung im Ausland.



ERKLARUNG

Ich Knak, Alena geboren am 20.11.1984 in Bad Oeynhausen erklire hiermit, dass ich
die vorliegende Arbeit ohne unzuléssige Hilfe Dritter und ohne Benutzung anderer
als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe.

Die aus anderen Quellen direkt oder indirekt ibernommenen Daten und Konzepte
sind unter Angabe der Quelle gekennzeichnet. Insbesondere habe ich nicht die ent-
geltliche Hilfe von Vermittlungs- bzw. Beratungsdiensten (Promotionsberater oder
andere Personen) in Anspruch genommen.

Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher oder dhnlicher
Form einer anderen Priifungsbehérde vorgelegt.

Regensburg, den 25. Mérz 2014 ..
Alena Knak



	Zusammenfassung
	Einleitung
	Theoretische Grundlagen
	UV-Strahlung
	Die Zelle
	Eukaryoten
	Prokaryoten

	Die Haut
	Die menschliche Haut
	Schweinehaut als biologisches Modell für die menschliche Haut
	Sauerstoff in der Haut und in wässrigen Lösungen

	Singulett-Sauerstoff
	Sauerstoff
	Reaktive Sauerstoffspezies
	Singulett-Sauerstoff
	Erzeugung von Singulett-Sauerstoff
	Deaktivierung von Singulett-Sauerstoff
	Detektion von Singulett-Sauerstoff

	Mathematische Grundlagen der Singulett-Sauerstoff Erzeugung und Relaxation
	Modell zur Erzeugung und Relaxation von Singulett-Sauerstoff
	Die Raten und Ratenkonstanten
	Ohne Energierücktransfer
	Mit Energierücktransfer


	Quantenausbeute von Singulett-Sauerstoff
	Indirekte Bestimmung der Singulett-Sauerstoff Quantenausbeute

	Motivation dieser Arbeit

	Material und Methoden
	Verwendete Substanzen
	Referenzphotosensibilisatoren
	Endogene Substanzen
	wasserlösliche Vitamine
	fettlösliche Vitamine

	Medikamente
	Hautpflegeprodukte
	Quencher
	Siliziumdioxid
	Lösungsmittel

	Herstellung von homogenen und heterogenen Stoffgemischen
	Herstellung von Lösungen
	Bestimmung des pH-Wert einer Lösung
	Herstellung von Proteinlysat und Zelllysat
	Herstellung von Zellsuspensionen

	Herstellung von Schweinehautpräparaten
	Herstellung von Hautpräparaten
	Immunhistologische Färbung von MMP-1
	Messaufbau mit XeCl-Excimer Laser
	Messaufbau mit dem abstimmbaren Lasersystem
	Auswertung der Messergebnisse
	Messung der Singulett-Sauerstoff Lumineszenz in Barcelona
	Absorptionsmessungen
	Messung der Photostabilität
	Fluoreszenz und Phosphoreszenz Messungen
	Optoakustische Spektroskopie

	Messergebnisse und Diskussion
	Wasserlösliche Vitamine
	Absorption
	Absorptionswirkungsquerschnitt
	Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauerstoff Detektion von wasserlöslichen Vitamien
	Singulett-Sauerstoff Quantenausbeuten (UVB, UVAI, UVAII) von wasserlöslichen Vitaminen
	Photostabilität von wasserlöslichen Vitaminen
	Wechselwirkung von UVA und UVB Strahlung bei wasserlöslichen Vitaminen
	PYR, PYR-HCL, PYRINE-DHCL, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH
	Nicotinsäure und Nicotinamidsäure

	Pyridoxal 5'phosphat
	Energie vom Singulett und Triplett-Zustand
	Quantenausbeute für das Intersystemcrossing (ISC)
	Raten und Ratenkonstanten von Pyridoxal 5'phosphat in Wasser
	Raten und Ratenkonstanten in schwerem Wasser

	Nicotinsäure und Nicotinsäureamid
	Energie der Singulett und Triplett-Zustände
	Raten und Ratenkonstanten von Nicotinamidsäure


	Fettlösliche Vitamine
	Absorption
	Absorptionswirkungsquerschnitt
	Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauerstoff Detektion von fettlösliche Vitamien
	Singulett-Sauerstoff Quantenausbeuten (UVB, UVA) von fettlöslichen Vitaminen
	Photostabilität von fettlöslichen Vitaminen
	Wechselwirkung von UVB und UVA Strahlung bei fettlöslichen Vitaminen
	Raten und Ratenkonstanten von Vitamin E

	Medikamente
	Absorption
	Absorptionswirkungsquerschnitt
	Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauerstoff Detektion von Medikamenten
	Singulett-Sauerstoff Quantenausbeuten (UVB, UVAI) von Medikamenten
	Photostabilität der Medikamente

	Hautpflegeprodukte
	Minimalisierung von Fehlern durch Streueffekte
	Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauerstoff Detektion von Hautpflegeprodukten
	Vergleich von zeitlich aufgelösten Singulett-Sauerstoff Signalen von Hautpflegeprodukten

	Suspensionen aus Zellbestandteilen
	Absorption
	Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauerstoff Detektion von Suspensionen aus Zellbestandteilen
	Photostabilität der Suspensionen aus Zellbestandteilen

	Suspensionen aus Bakterien
	Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauerstoff Detektion

	Suspensionen aus Keratinozyten
	Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauerstoff Detektion

	Schweinehaut
	Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauerstoff Detektion von Schweinehaut

	Menschliche Haut
	Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauerstoff Detektion von menschlicher Haut

	Nachweis von MMP-1 Expression

	Zusammenfassung der Ergebnisse
	Tabellenverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Literaturverzeichnis
	Wissenschaftliche Publikationen
	Beiträge auf wissenschaftlichen Konferenzen

