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1. Zusammenfassung

Die Exposition von UV-Strahlung wird für eine groÿe 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 schädliche Wirkung von UV Strahlung eingeteilt in UVB Schä-
den, die durch die direkte Absorption von UVB Strahlung in DNS induziert werden
und indirekte UVA Schäden durch die Generierung von reaktiven Sauersto�-Spezies
(ROS), insbesondere Singulett-Sauersto�. Durch UVA Anregung kann ein endogenes
Molekül von seinem Grundzustand in einen energetisch höheren Zustand übergehen.
Ein Photosensibilisator zeichnet sich dadurch aus, dass er, in einen metastabilen
Triplett-Zustand wechseln kann, von dem aus er Energie auf andere Moleküle z.B.
Sauersto� übertragen und so Singulett-Sauersto� generieren kann. Allerdings können
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-Sauersto� zu erzeugen.

In der vorliegenden Doktorarbeit wird zum ersten Mal gezeigt, dass sowohl endoge-
ne als auch exogene Substanzen durch UVB Anregung Singulett-Sauersto� erzeu-
gen können. Zuerst sind verschiedene endogene Substanzen wie wasser- und fett-
lösliche Vitamine in Lösungen untersucht worden. Die Generierung von Singulett-
Sauersto� bei UVB Anregung wurde direkt durch die Detektion von Singulett-
Sauersto� Lumineszenzphotonen bei 1270 nm nachgewiesen. Es konnten mehrere
endogene UVB Photosensibilisatoren identi�ziert werden. Singulett-Sauersto� kann
also sowohl durch UVA als auch durch UVB Anregung von endogenen Substanzen er-
zeugt werden. Von den identi�zierten UVB Photosensibilisatoren wurde die E�ekti-
vität, mit der sie Singulett-Sauersto� generieren können (Singulett-Sauersto� Quan-
tenausbeute), ermittelt. Einige der Vitamine haben ähnlich hohe Quantenausbeuten
wie Photosensibilisatoren, die zu therapeutischen Zwecken eingesetzt werden. Auÿer-
dem wurde nachgewiesen, dass es für die Singulett-Sauersto� Quantenausbeute der
untersuchten Vitamine ohne Bedeutung ist, ob sie mit UVA oder UVB Strahlung an-
geregt werden, solange die Vitamine bei den entsprechenden Anregungswellenlängen
Strahlung absorbieren können. Eine Veränderung der Molekülstruktur z.B. durch
eine Veränderung des pH-Wertes des Lösungsmittels kann allerdings zu einer Ver-
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änderung der Singulett-Sauersto� Quantenausbeute führen. Auch das Sonnenlicht,
dem die Moleküle täglich in der menschlichen Haut ausgesetzt sind, kann zu Verän-
derungen der Molekülstruktur führen. Darum wurde untersucht, wie sich endogene
Photosensibilisatoren bei UVB Bestrahlung verändern und welche Auswirkungen
diese Veränderungen auf ihre photophysikalischen Eigenschaften haben. Einige Vit-
amine waren nicht photostabil bei UVB Bestrahlung und eine veränderte Singulett-
Sauersto� Quantenausbeute nach UVB Bestrahlung konnte festgestellt werden. Um
einen Photosensibilisator z.B. zu therapeutischen Zwecken anwenden zu können, soll-
te untersucht werden wie die Generierung und Relaxation von Singulett-Sauersto�
durch diesen Photosensibilisator abläuft. Deswegen wurden die Raten und Raten-
konstanten der Singulett-Sauersto� Erzeugung sowie die für die Singulett-Sauersto�
Erzeugung wichtigen angeregten Energieniveaus für einige endogene Vitamine, die
e�ektiv Singulett-Sauersto� bei UVB Anregung erzeugen können, bestimmt.

Aber nicht nur endogene Substanzen können im menschlichen Körper vorhanden
sein und bei UVB Anregung Singulett-Sauersto� erzeugen. In der menschlichen Haut
können sich als exogene Substanzen auch Inhaltssto�e verschiedener Medikamente
be�nden und erzeugen als mögliche Nebenwirkung Lichtemp�ndlichkeit der Haut.
Darum wurde für eine Auswahl an Medikamenten in Lösung die Singulett-Sauersto�
Erzeugung bei UVB Anregung nachgewiesen und die Singulett-Sauersto� Quan-
tenausbeuten bestimmt. Einige der Medikamente erzeugen Singulett-Sauersto� mit
hoher Quantenausbeute. In der menschlichen Haut können sich als exogene Sub-
stanzen auch Inhaltsto�e von den im Alltag angewendeten Hautp�egeprodukten
be�nden. Dementsprechend wurden verschiedene Hautp�egeprodukte ebenfalls un-
tersucht und einige können nachweislich Singulett-Sauersto� bei UVB und UVA
Anregung erzeugen.

Die E�ektivität der Singulett-Sauersto� Erzeugung einiger Substanzen ändert sich
mit ihrer Umgebung z.B. in verschiedenen Medien oder bei unterschiedlichen pH-
Werten. Die Singulett-Sauersto� Erzeugung endogener Substanzen in der menschli-
chen Haut kann sich also von den Ergebnissen in Lösung unterscheiden. Darum wur-
de nachgewiesen, dass Suspensionen mit Zellen oder Zellbestandteilen bei UVB An-
regung ebenfalls Singulett-Sauersto� produzieren. Durch direkte Lumineszenzpho-
tonen Detektion und indirekte Quencherexperimente wurde bestätigt, dass Protein-
lysat, sowie Suspensionen aus eukaryotischen und prokaryotischen Zellen Singulett-
Sauersto� generieren können. Abschlieÿend wurde noch gezeigt, dass Schweinehaut
und menschliche Haut bei UVB Anregung Singulett-Sauersto� erzeugen und durch
die UV Bestrahlung zelluläre Aktivierungsmechanismen ausgelöst werden.
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2. Einleitung

Sonnenlicht Exposition, insbesondere die Exposition von UV Strahlung wird für eine
Vielzahl von Augen- und Hautkrankheiten verantwortlich gemacht. UV Strahlung ist
bekannt für die Erzeugung von Entzündungen, vorzeitige Hautalterung und Haut-
krebs [TKB09]. Dies ist in der heutigen Gesellschaft von groÿer Bedeutung, da sich
die Menschen zunehmend dem Sonnenlicht, aufgrund von Veränderungen im Frei-
zeitverhalten und von Schönheitsidealen, ungeschützt 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 (Wellenlänge ≤ 280 nm),
UVB (280 nm - 320 nm) und UVA (320 nm - 400 nm) Strahlung. Die UVC Strahlung
wird vollständig von verschiedenen Bestandteilen der Atmosphäre wie z.B. Ozon ab-
sorbiert [GR08]. UVA und UVB Strahlung wird teilweise und zu verschiedenen An-
teilen von der Atmosphäre absorbiert und das auf der Erde auftre�ende Sonnenlicht
enthält UVA (ungefähr 95 %) und UVB (ungefähr 5 %) Strahlung [PD06].

UV Strahlung kann zur Erzeugung von DNS Schäden, oxydativem Stress und zu
Immunsuppression führen, was wiederum die Zell- und Gewebeintegrität beein-
�usst [BK00] [BPMK+04] [KKS03] [KHS01] [Sch98] [Sch05b]. Die gefährlichste durch
UV Strahlung erzeugte Krankheit ist Hautkrebs (Karzinogenese). Dieser wird ein-
geteilt in nicht melanozytäre Hautkrebse (Basalzellkarzinome und Stachelzellkarzi-
nome), die etwa 90 % aller Hautkrebserkrankungen ausmachen und maligne Mela-
nome (etwa 10 %) [BfS07]. Nicht melanozytäre Hautkrebse werden auch als weiÿer
Hautkrebs und maligne Melanome als schwarzer Hautkrebs bezeichnet [Kre10]. Die
Basalzellkarzinome und Stachelkarzinome entstehen in chronisch UV geschädigter
Haut und das Risiko einer Erkrankung steigt mit der UV Lebensdosis [BfS07]. Ob-
wohl maligne Melanome oft an UV geschützten Körperstellen entstehen, wird auch
UV Strahlung für die Krankheit verantwortlich gemacht, wobei die genauen Mecha-
nismen der Erkrankung noch unklar sind. Jährlich 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 jährlich an
Hautkrebs, in den meisten Fällen an schwarzem Hautkrebs [Kre10].

Die Mechanismen, durch die UV Strahlung Hautkrebs erzeugen kann, sind bisher
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nicht vollständig erforscht. Die biologischen Schäden durch UV Strahlung werden
normalerweise eingeteilt in direkte UVB induzierte DNS Schäden und in indirekte
UVA Schäden. Um Zellen oder Gewebe zu schädigen, 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-
sächlich um Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und 6-4-Photoprodukte [Gru02]
[Hus05]. Diese DNS Schäden lösen verschiedene DNS Reparaturmechanismen zur
Wiederherstellung der normalen DNS Struktur oder den programmierten Zelltod
zur Entfernung geschädigter Zellen aus [BK00] [SRV+00]. Erst wenn die Repara-
turmechanismen fehlerhaft oder überlastet sind, folgen dauerhafte Mutationen der
Erbinformationen [Hus05]. Dies führt zu dauerhaft geschädigten Zellen und kann zu
Hautkrebsentstehung beitragen [BfS07]. Auÿerdem können die durch UVB Strah-
lung induzierten DNS Schäden die Induktion von immunmodulatorischer Zytokine
und dadurch die Unterdrückung des Immunsystems auslösen [BK00] [Sch05b].

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

UVA Strahlung hingegen wird nicht von der DNS absorbiert und kann somit keine
direkten DNS Schäden verursachen. UVA Strahlung kann aber von mehreren endo-
genen Substanzen, welche als Photosensibilisatoren wirken, absorbiert werden. Diese
endogenen Photosensibilisatoren können reaktive Sauersto�spezies (ROS) generie-
ren [Gru02], insbesondere Singulett-Sauersto�. ROS können oxydative Schäden in
zellulären Strukturen verursachen, z.B. DNS Strangbrüche oder Bindung von DNS
an Proteine. ROS können noch weitere Zellveränderungen induzieren, z.B. kann die
Zellmembran durch Lipidoxidation geschädigt werden oder die Sto�wechselvorgänge
können durch Modi�kation von Proteinen geändert werden [JBSMN08]. UVA Strah-
lung kann also auch biologische Schäden erzeugen und damit in die Hautkrebsent-
stehung involviert sein [Gru02]. UVA Strahlung induziert auÿerdem Lichtalterung
und die Modulation des Immunsystems in der Haut. Für die biologische Wirkung
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von UVA Strahlung scheint besonders die Generierung von Singulett-Sauersto� eine
wichtige Rolle zu spielen [BK00] [KHS01] [KKS03] [HS98] [BMM+06] [KBS00].

Die von UVA und UVB Strahlung ausgelösten Signalwege, die zu den beschriebe-
nen biochemischen Veränderungen in Zellen führen, werden auch als UVA und UVB
Antwort bezeichnet und wurden in Keratinozyten und Fibroblasten schon detail-
liert untersucht [BK00] [BPMK+04] [KHS01] [Sch98] [Sch05b] [SRGGGB05]. Die
mögliche Erzeugung von Singulett-Sauersto� durch UVB Strahlung wurde bisher
vernachlässigt, obwohl dies vom photophysikalischen Standpunkt durchaus möglich
ist. Dazu müssen die endogenen Photosensibilisatoren UVB Strahlung absorbieren,
was bei vielen Biomolekülen der Fall ist [WJJ05] [CJ05]. Oft absorbieren die endoge-
nen Moleküle sogar mehr UVB als UVA Strahlung. Durch UVB Strahlung erzeugter
Singulett-Sauersto� könnte ebenfalls die DNS schädigen und so einen Ein�uss auf
die durch UVB verursachten Schäden haben [Gru02] [EMZW+08] und damit zu
neuen Signalwegen in der UVB Antwort führen. Singulett-Sauersto� ist auÿerdem
in der Lage die chemische Struktur von endogenen Substanzen zu verändern. UVA
und/oder UVB erzeugter Singulett-Sauersto� könnte in Hinsicht auf die oxydati-
ve Schädigung von Zellen interagieren. Insbesondere die simultane Bestrahlung mit
UVA und UVB (Sonnenstrahlung) ist zu berücksichtigen.

In dieser Arbeit werden verschiedene Themen im Zusammenhang mit der Gene-
rierung von Singulett-Sauersto� durch UVB Anregung von endogenen Molekülen
untersucht. Zum einen sollen verschiedene endogene Substanzen als UVB Photosen-
sibilisator identi�ziert werden und ihre Singulett-Sauersto� Produktion soll quanti�-
ziert werden (Singulett-Sauersto� Quantenausbeute). Auÿerdem wird die Singulett-
Sauersto� Erzeugung durch UVB-Anregung in Zellen (in vitro) und in Hautmodellen
(ex vivo) untersucht werden. Auch der Ein�uss von UVA- oder UVB Bestrahlung
auf die verschiedenen endogenen Substanzen (Photostabilität) wird ermittelt. Dabei
soll auch eine Bestrahlung von endogenen Substanzen mit UVA und UVB in Rei-
he und parallel untersucht werden und der Ein�uss der chemischen Veränderungen
der endogenen Substanzen auf ihre Fähigkeit Singulett-Sauersto� zu erzeugen soll
ermittelt werden.
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3. Theoretische Grundlagen

3.1. UV-Strahlung

UV Strahlung ist für den Menschen unsichtbare elektromagnetische Strahlung im
Wellenlängenbereich von 100 bis 400 nm. Das Spektrum vom Sonnenlicht umfasst
UV, sichtbare und infrarote Strahlung, wobei UV Strahlung ungefähr 5 % des auf
die Erde auftre�enden 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-
lässigbaren Dosen auf der Erde vor. In der Stratosphäre formt sich die Ozonschicht,
indem molekularer Sauersto� O2 durch UVC Strahlung geteilt und zu Ozon (O3)
rekombiniert wird [GR08], der UV Strahlung absorbieren kann. Auÿerdem wird UV
Strahlung in der Atmosphäre durch Moleküle wie O2 und N2 gestreut [Dif02]]. In
der Atmosphäre wird der komplette UVC Anteil des Sonnenlichts, sowie ein Groÿteil
der UVB Strahlung absorbiert, so dass normalerweise nur UV Strahlung mit einer
Wellenlänge gröÿer 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 Nukleinsäuren 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 Sehfähigkeit des Menschen bestimmt, die unter 400 nm stark abnimmt, insbe-
sondere bei älteren Menschen [Ehl07].

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 Wellenlänge, Bestrahlungsdauer
und -stärke. Die Energie der UV Strahlung, welche pro Fläche auf die Haut auftri�t,
wird als Dosis oder Strahlungsbelastung bezeichnet und in J·cm2 oder J·m2 gemes-
sen [Dif02]. Die Rate der ankommenden UV Strahlung wird als Intensität bezeichnet
und in W·cm2 oder W·m2 gemessen [Hus05]. Die jährliche in Potsdam gemessene
UVA Dosis beträgt ungefähr 20,65 kJ·cm2 (≈ 98 %) und die UVB Dosis ungefähr
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3. Theoretische Grundlagen

345 J·cm2 (≈ 2 %) [FJG02]. Generell ist die Intensität und das Spektrum der auf
der Erde auftre�enden UV Strahlung abhängig vom Sonnenstand, der Abmilderung
durch die Atmosphäre, der Wolkendecke, der Höhenlage und der Ober�ächenre�e-
xion [DBBG+11]. Der Stand der Sonne hängt dabei vom Breitengrad und von der
Jahres- und Tageszeit ab. Damit ist durchschnittlich der Anteil der UVA Strahlung
(ungefähr 95 %) im Sonnenspektrum sehr viel höher als der der UVB Strahlung
(ungefähr 5 %) [WJJ05].

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 abhängig sowohl von der Wellenlänge, als
auch vom Hauttyp. Der mediane MED liegt bei einer Wellenlänge von 290 nm bei
0,035 J·cm2 und bei 320 nm bei 2,4 J·cm2 [YCH+81]. Bei einer minimalen Erythemen
Dosis bildet sich eine gerade sichtbare Veränderung der Haut, während 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 eingeführt, die den festen Wert 100 J·m2 = 0,01 J·cm2 hat [HY02]. Es wird
angenommen, dass sich bei einer Dosis von 4 SED bei nicht gebräunter, weiÿer Haut
ein moderates Erythem bildet, doch bei vorgebräunter Haut noch kein Erythem zu
sehen ist [Dif02].

Auf Haut bzw. Gewebe auftre�ende UV Strahlung wird re�ektiert, gebeugt, ge-
streut und absorbiert, wobei mehrere Wechselwirkungen in Kombination auftreten
können.

Re�exion:

Von der auf der Erde auftre�enden UV Strahlung wird normal unter 10 % re�ek-
tiert [Dif02]. An der Hautober�äche �ndet Re�exion auf Grund des Unterschiedes
zwischen den Brechungsindizes der Luft (nD = 1,0) und der Stratum Corneum (nD
= 1,55) statt. Normal wird von der ankommenden UV Strahlung zwischen 4 - 7 % re-
�ektiert [AP98]. Die restliche auf der Hautober�äche auftre�ende UV-Strahlung un-
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3.1. UV-Strahlung

Abbildung 3.2.: Schematische Darstellung von UV Strahlung, die auf Gewebe tri�t 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 höhe-
ren Brechungsindex eindringen, zum Lot bezüglich der Ober�äche gebrochen [RK13].
Da die Hautober�äche nicht eben ist, kommt es zu di�user Re�exion und ebenso
wird die in die Haut eindringende Strahlung di�us gebrochen und dadurch auf-
gefächert [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-
lungsintensität im Gewebe bestimmt [RK13]. Allgemein wird die Streuung durch
den Streukoe�zienten µS (cm−1) beschrieben, wobei der Kehrwert die mittlere freie
Weglänge bis zum nächsten Streuobjekt ist [RK13]. Dabei hängt die Streuung der
Strahlung von der Gröÿe und Form der Inhomogenitäten, an denen gestreut wird,
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3. Theoretische Grundlagen

von der Wellenlänge und vom Unterschied der Brechungsindizes zwischen Medi-
um und Inhomogenität ab [AP98]. Streuende Gewebestrukturen können makrosko-
pisch (Muskelfasern, Hautschichten), mikroskopisch (Zellen, intrazelluläre Struktu-
ren) oder submikroskopisch (Makromoleküle) sein [RK13]. Allgemein wird zwischen
Rayleigh-Streuung und Mie-Streuung je nach Gröÿenverhältnis von Streuzentrum
und Wellenlänge unterschieden [AP98]. Wird Licht an Mikropartikel oder Gewebe-
strukturen in der Gröÿenordnung der Wellenlänge der Strahlung gestreut, so tritt
eine teilweise kohärente Streuung auf [Dem09]. Diese wird als Mie-Streuung (d ≥
λ) bezeichnet und ist überwiegend vorwärts gerichtet. Atome oder Moleküle, die
sehr viel kleiner als die Wellenlänge der Strahlung sind, streuen umgekehrt propor-
tional zur 4. Potenz der Wellenlänge. Diese Streuung, auch Rayleigh-Streuung (d �
λ) genannt, ist generell schwach, isotrop [AP98] und der Streuanteil steigt mit kür-
zerer Wellenlänge. Für UV-Strahlung steigt also der Anteil der Rayleigh-Streuung,
insbesondere für UVB Strahlung. In Gewebe kommen beide Formen der Streuung
vor, wobei die Mie-Streuung häu�ger ist als die Rayleigh-Streuung [AP98]. Beide
Theorien können nicht exakt die Streuung in biologischem Gewebe erklären, wes-
halb als Maÿ für die Streurichtung der Anisotropiefaktor g eingeführt wird. Dieser
beschreibt die bevorzugte Streurichtung (g = 1 vorwärts, g = 0 isotrope Streuung,
g = -1 rückwärts). In Abbildung 3.3 ist der Streukoe�zient µs und der Anisotropie-
faktor g für die Wellenlängen 300 bis 2400 nm dargestellt. Zwischen 600 und 1500
nm liegt der Anisotropiefaktor g von Gewebe über 0,8, die Streuung ist also stark
vorwärtsgerichtet. Für 300 nm liegt der Anisotropiefaktor g ungefähr bei 0,5, da
die isotrope Rayleigh-Streuung (g = 0) für kürzere Wellenlängen eine gröÿere Rolle
spielt.

Abbildung 3.3.: Der Absorptionskoe�zient µa (A), Streukoe�zient µs (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.

14



3.1. UV-Strahlung

T =
I

I0

= exp(−µal)

Dabei ist T die Transmission, I die Intensität nach durchlaufen des Medium, I0 die
ursprüngliche Intensität, µa der Absorptionskoe�zient und l die optische Weglänge.
Die Absorption in Gewebe wird also durch den wellenlängenabhängigen Absorpti-
onskoe�zienten µa beschrieben (siehe Abbildung 3.3), wobei der Kehrwert 1/µa die
Eindringtiefe der Strahlung in Gewebe charakterisiert [RK13].

Die auf die Haut auftre�ende UV Strahlung wird also zum Groÿteil absorbiert und
die Eindringtiefe der UV Strahlung ist wellenlängenabhängig. UVB Strahlung wird
fast vollständig in der Epidermis absorbiert, wobei nur noch 14 % der auftre�enden
UVB Strahlung die tiefere Epidermis erreichen, während UVA tiefer eindringt und
ungefähr 50 % der auftre�enden UVA Strahlung die Dermis erreicht [WJJ05]. Die
UV Strahlung kann von verschiedenen Chromophoren und Molekülen der Haut ab-
sorbiert werden, so dass der Anteil der absorbierten Strahlung von der molekularen
Zusammensetzung der Hautschichten zusammenhängt.

In der Epidermis be�nden sich zahlreiche Chromophore, die eine hohe Absorption im
UVB Bereich haben, wie Urocaninsäure (Absorptionsmaximum: 277 nm), DNS und
Tryptophan [AP98]. In der Epidermis be�ndet sich darüber hinaus noch Melanin,
eine endogene farbgebende Substanz, die auch sehr stark im UV Bereich absorbiert
[Hus05]. In der Epidermis wird UV Strahlung also hauptsächlich absorbiert und
damit stellt sie einen Schutz vor eindringender UV Strahlung dar. Im Gegensatz
dazu gibt es in der Dermis nur wenige absorbierende Moleküle wie Hämoglobin oder
Bilirubin und die UV Strahlung wird hauptsächlich durch Streuung abgeschwächt
[AP98].

Durch die absorbierte Energie werden die Moleküle angeregt und verschiedene Reak-
tionen können ablaufen. Bei manchen Molekülen der Haut kann die im UVB Bereich
aufgenommene Energie direkt zu einer biologischen Wirkung führen. Beispiele sind
die DNS, die hauptsächlich UVB Strahlung absorbiert, wodurch es zu DNS Schäden
kommen kann, oder Proteine, die ein Absorptionsmaximum bei 280 nm [ORS+06]
haben und die durch UV Absorption inaktiviert oder in ihrer Funktion beeinträchtigt
werden können. Auch indirekte biologische Schäden können erzeugt werden, wenn
die eingestrahlte UV Energie von einem endogenen Photosensibilisator aufgenom-
men wird und dieser seine Energie auf molekularen Sauersto� überträgt und dadurch
reaktive Sauersto�spezies erzeugt. Dies wird detailliert in Kapitel 3.4 beschrieben.
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3. Theoretische Grundlagen

3.2. Die Zelle

Die Zelle ist per De�nition 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 Fähigkeiten, die sie als Lebewe-
sen auszeichnen: Vermehrung durch Zellteilung, Sto�- 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 gehören Bakterien und Algen und zu den eukaryotischen Lebewesen gehören
P�anzen, Pilze, Tiere und der Mensch. Die wichtigsten Unterschiede zwischen Pro-
karyoten und Eukaryoten sind in Tabelle 3.1 ( [Bus03]) aufgeführt.

Prokaryoten Eukaryoten
Kernäquivalent (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 µm 1000 bis 100000 µm

Tabelle 3.1.: Übersicht über die wichtigsten Unterschiede zwischen Prokaryoten und Euka-
ryoten

3.2.1. Eukaryoten

Eukaryoten sind die grundlegende strukturelle und funktionelle Einheit von P�an-
zen, Pilzen, Tieren und Menschen. Der menschliche Körper besteht in etwa aus 1015

eukaryotischen Zellen [DLM95]. Die meisten eukaryotischen Zellen von P�anzen oder
Tieren haben eine Gröÿe von 10 bis 15 µm, aber es gibt auch Nervenzellen, welche
länger als ein Meter sind, wie beispielsweise die Nervenzelle im Hals einer Giraf-
fe [BKH00]. 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 Kernhülle umgeben ist [Kar05]. Der meist kugelförmige Kern ist das gröÿte
Zellorganell und kann bis zur Hälfte des totalen Zellvolumen einnehmen [DLM95]. Er
ist umgeben von der Kernhülle, die aus zwei Membranen besteht, die von Kernporen
durchsetzt sind, um den Austausch von Makromolekülen zwischen dem Zytoplasma
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Abbildung 3.4.: A: Schematische Darstellung einer eukaryotischen Zelle vom Tier, wobei
die Organellen nicht im richtigen Maÿstab dargestellt sind [Kar05], B: die
schematische Darstellung der Plasmamembran von eukaryotischen Zellen
[Kar05]

der Zelle und dem Kernplasma sicher zustellen [BKH00]. 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 für die Zellatmung und Ener-
giegewinnung der Zelle [BKH00]), Lymen (enthalten Enzyme, welche biologische
Moleküle wie Proteine, Kohlenhydrate und Fette abbauen können), raues und glat-
tes endoplasmatisches Retikulum (raues ER: Synthese von Proteinen, glattes ER:
Synthese von Lipiden und Steroiden [BKH00]), der Golgi-Apparat (modi�ziert Pro-
teine) und Ribsomen (Zuständig für 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 Permeabilitätsbarriere für die meisten
wasserlöslichen Moleküle ist [BKH00]. Phospholipide haben einen hydrophilen Kopf
und zwei hydrophobe Enden. In der Doppelschicht sind die hydrophoben Enden
einander zugewandt, während die hydrophilen Köpfe nach auÿen zeigen, entweder
zum Inneren der Zelle oder zur äuÿeren Umgebung gewandt [BKH00] (siehe 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, während ihre hydrophilen Enden an der Ober�äche der
Membran sind.
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3.2.2. Prokaryoten

Prokaryoten sind zelluläre 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 µm haben und eine Länge von 1 bis maximal 10 µm [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 ringförmige, doppelsträngige DNS) liegt frei im Zytoplasma und ist an
einer Stelle an die Zytoplasmamembran angeheftet (Nukleoid). Sie besitzen freie
Ribosomen, die für 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 zusätzlich manchmal einer Kapsel. Sie hat die Aufgabe eines Stützele-
ments, Schutz vor Schwankungen des osmotischen Drucks und Permeabilitätsbarrie-
re für gröÿere Moleküle. Die Zellwand verhindert, dass die Zelle durch den in ihrem
Inneren herrschenden osmotischen Druckes platzt. Manche Bakterien besitzen noch
eine oder mehrere Flagellen (Geiÿel), einen extrazellulären, wendelförmigen Faden,
der zur Fortbewegung dient.

Abbildung 3.5.: Schematischer Aufbau eines Bakteriums

Allgemein kann man Bakterien auf Grund ihrer unterschiedlich aufgebauten Zell-
wände in zwei Gruppen einteilen. Da diese Unterschiede im Zellwandaufbau zu un-
terschiedlichem Färbeverhalten bei Färbung nach Gram führt, werden die Bakterien
in gram-positive und gram-negative Bakterien eingeteilt. Bakterien lassen sich mit
einem Kristallviolett-Jod-Komplex anfärben. Bei gram-positiven Bakterien kann die
Farbe nicht durch Alkohol entfernt werden, während sich gram-negative Bakterien
durch Alkohol entfärben lassen [Bus03].

Die Zytoplasmamembran, die das Zytoplasma umschlieÿt, ist bei allen Bakterien

18



3.3. Die Haut

durch eine doppelschichtige Lipidschicht aufgebaut [MH99]. Die Lipidgrenzschicht
ist in beide Richtungen hydrophil (wasseranziehend) während sich in der Mitte der
Doppelschicht hydrophobe (wasserabweisende) Fettsäureketten be�nden. Die Zy-
toplasmamembran ist die osmotische Schranke eines Bakteriums in die zahlreiche
Proteinmoleküle eingelagert sind, die als Transportmoleküle für die Zufuhr und Ab-
gabe von gelösten 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-Eiweiÿmolekülen, die durch Peptid-Seitenketten
querverbunden sind. Bei gram-negativen Bakterien ist diese Schicht nur ca. 5-10 nm
dick, während sie bei gram-positiven Bakterien bis zu 80 nm dick sein kann. Bei
gram-positiven Bakterien be�nden sich in der dicken Mureinschicht zusätzlich noch
Teichonsäuren. Aufgrund dieser dicken Mureinschicht kann der Alkohol nicht die
Farbe aus den gram-positiven Bakterien waschen. Bei gram-negativen Bakterien ist
an die dünne Mureinschicht ohne Teichonsäuren ein zweiter periplasmatischer Raum
und eine zweite Lipid- Membran angelagert. Diese Lipid-Membran kann durch Alko-
hol aufgelöst werden und die dünne Mureinschicht wird frei, aus der dann die Farbe
der Gram-Färbung ausgewaschen werden kann.

3.3. Die Haut

3.3.1. Die menschliche Haut

Die menschliche Haut (Cutis) ist mit einer Ober�äche von etwa 2m2 und einer Masse
von 3,5 bis 10 kg eines der gröÿten 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 µm [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 Di�erenzierungsprozess,
bis sie als tote Corneozyten, die mit Keratin gefüllt sind, in der Stratum corneum an-
kommen und dort abgebaut werden (Hautschuppen, 108 Corneoyten pro Tag [Fri09]).
Der gesamte Di�erenzierungsprozess, der zu einer Erneuerung der Epidermis führt,

19



3. Theoretische Grundlagen

Abbildung 3.6.: Die Abbildung zeigt den Aufbau der Haut (links) und speziell den Aufbau
der Epidermis (rechts) [Wit07]

dauert ungefähr 4 Wochen (28 Tage) [Sch05a] [Mey96]. Schädliche Veränderungen
der Keratinozyten z.B. durch UV Strahlung werden für 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 zweithäu�gste Zelle in der Epidermis und liegen
im Stratum basale auf der Verbindungschicht zur Dermis [MS08]. Sie synthetisieren
Melanin (in der Regel Mischmelanine aus Phäomelanin und Eumelanin [WJJ05])
und geben dieses in Melanosomen an die umliegenden Keratinozyten ab, wobei auf
ein Melanozyt ungefähr 36 Keratinozyten kommen [BH03]. Die Synthese von Me-
lanin wird durch UV-Strahlung aktiviert und erfolgt ungefähr 24-72 Stunden nach
der UV Exposition mit einem Wirkungsmaximum im UVB Bereich [TH06]. Anor-
male Zellteilung von Melanozyten könnte Ursache für 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 über Desmonen (Haftplatten), die sich aus einem intrazellulärem und
extrazellulärem Anteil zusammensetzten, verbunden. Sie sind in Form von Trajek-
torien angeordnet, so dass eine netzartige Struktur entsteht (siehe Abbildung 3.7),
die Druck- und Scherkräften standhalten kann [CKS92]. Während die Keratinozyten
die verschiedenen Epidermisschichten durchlaufen, werden die Desmononen gelöst
und mit anderen Keratinozyten neu verbunden [Jun98]. Der epidermale Extrazel-
lularraum ist ein schmales Spaltsystem mit Glykosaminoglykanen gefüllt und bis

20



3.3. Die Haut

in die Stratum Granulosum durchlässig, um die Epidermis mit Nahrung zu versor-
gen [Fri09]. Der weitere Di�erenzierungsprozess der Keratinozyten kann eingeteilt
werden in Synthese-, Transformations- und Terminalstadium. In der Stratum Spino-
sum �ndet ein intensiver Syntheseprozess statt. Es werden Pro�laggrin, das ein Be-
standteil der Keratohyalingranula (Abbildung 3.7 KHG) ist und Odland-Körperchen
(Abbildung 3.7 LG) synthetisiert. In der Stratum Granulosum �ndet der Transfor-
mationsprozess, die Umwandlung von lebenden Keratinozyten zu toten Corneozyten,
statt [Jun98]. Die Odland-Körperchen, die aus polaren Lipiden wie Phospholipiden,
Cholesterin, Sphingomyelin und Glykosylceramiden bestehen [Mad03] [Fei07], wer-
den in der Stratum Granulosum als Vesikel in den extrazellulären Raum abgegeben.
Die Odland-Körperchen geben ihren Inhalt am Übergang zur Stratum Corneum an
den extrazellulären Raum ab, wobei die polaren Lipide enzymatisch in weniger polare
Barrierelipide (Ceramide, Cholesterin, freie Fettsäuren) umgewandelt werden [Fri09].
In der Stratum Granulosum be�nden sich auÿerdem Keratohyalingranula und der
Abbau der Zellkerne und Organellen beginnt [Bon08]. Die Stratum corneum ist nor-
malerweise eine 10 µm dünne Hornschicht, aber an Hand- und Fuÿ�ächen kann sie
100 µm dick sein [Fri09]. In der Stratum Corneum sind kernlose Corneozyten lo-
kalisiert. Sie sind mit Keratin�lamenten gefüllt, aber haben keine Organellen und
keinen Zellkern mehr, sind also biologisch tote Zellen [Ruw07]. Diese werden von
dem "corni�ed envelope", einer unlöslichen Proteinhülle eingehüllt, welche mit dem
"Lipid envelope", einer auÿen anliegenden Schicht aus Lipiden (hauptsächlich Cera-
mide) verbunden ist. Im extrazellulären Raum be�nden sich Lipid Lamellen, also
geordnete Lipidschichten, die aus Ceramiden (45- 51 % Massenanteil), Cholesterin
(25-27 % Massenanteil), freien Fettsäuren (10-20 % Massenanteil) und weniger als
5 % anderen Lipiden bestehen [Mad03] [PHK+03]. Diese Lipid Lamellen (Barriere-
lipide) schlieÿen den Interzellularraum wasserdicht ab und schützen den Körper so
vor Austrocknung [Mad03]. An der oberen Stratum Corneum kommt es dann zur
Abstoÿung der obersten, verhornten Hautschichten unter Bildung von Hautschup-
pen.

Die Dermis hat komplexe biologische Aufgaben, wie die Ernährung der Epidermis
und Bereitstellung von Abwehrzellen, auÿerdem ist sie für die mechanische Festigkeit
der Haut verantwortlich [CKS92]. Sie ist mit der Epidermis über die Junktionzone
verbunden. Die Zellen in der Dermis sind Fibroblasten, Mastzellen und andere Ge-
webezellen [Fri09], die vereinzelt eingebettet in einem Netz aus verknüpften Kolla-
genfaserbündeln liegen [Ruw07]. Die Zellen und Fasern werden von einer gelartigen
Grundsubstanz umschlossen, wobei man die Fasern und Grundsubstanz als extra-
zelluläre Matrix der Dermis bezeichnet [Fri09]. Die Dermis kann eingeteilt werden in
die dünne, zell- und gefäÿreiche Stratum papillare und die dicke, faserreiche Stratum
reticulare. In beiden Schichten be�ndet sich ein ausgedehntes Blutgefäÿsystem, ein
parallel zur Hautober�äche gelegener Plexus, einmal ein subepidermaler Plexus und
ein Plexus der tief in der Stratum reticulare liegt [CKS92].
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3. Theoretische Grundlagen

Abbildung 3.7.: Schematische Darstellung der Epidermis mit den Veränderungen der Lipid
Strukturen während der epidermalen Di�erenzierung

Die Stratum papillare ist aus feinmaschigen, kollagenen und elastischen Fasern, zahl-
reichen Fibroblasten und reichlich ungeformter Grundsubstanz aufgebaut [Rie03].
Die Stratum papillare streckt �ngerförmige, papillenförmige Ausläufer (Papillen)
gegen die Epidermis vor, wodurch eine Austausch- und Haftungs�äche entsteht. Die
Versorgung der Epidermis erfolgt über haarnadelförmige Kapillarschlingen, wobei
jede Papille von einer eigenen Kapillarschlinge versorgt wird [CKS92]. Die brei-
te Stratum reticulare besteht aus dicken Kollagenfaserbündeln, die in Form eines
Scherengitters angeordnet sind und nur wenigen Fibroblasten und Blutgefäÿen. Die
Kollagenfasern setzen sich aus Kollagen�brillen zusammen, die in der Dermis haupt-
sächlich aus Kollagen Typ I und selten auf Kollagen Typ III bestehen und für die
mechanische Stabilität 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 ermöglicht [Rie03]. In der
Subcutis liegen Nerven, Gefäÿe, Haarwurzeln, Drüsen und stellenweise Muskelzellen,
doch hauptsächlich besteht sie aus Fetteinlagerungen. Die Fetteinlagerungen dienen
der Energiespeicherung, der Wärmeisolation und an manchen Stellen der Polsterung
(Ferse).

3.3.2. Schweinehaut als biologisches Modell für die
menschliche Haut

Da die Haut des Hausschweins der menschlichen Haut in Aufbau, Biochemie und
grundlegenden, sto�wechselphysiologischen Vorgängen ähnelt, wird sie in immer
gröÿerem Maÿe verwendet, um dermatologische Probleme zu erforschen [MN76]
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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 ähnelt, 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 µm deutlich
breiter ist, als die Epidermis von Ratten, Pferden und Hunden (10-90 µm) und darin
der Epidermis des Menschen ähnelt [Rie03]. Auÿerdem ist sie auch in verschiedene
Schichten gegliedert und der Di�erenzierungsprozess der Hautzellen dauert beim
Hausschwein 30 Tage (Mensch: 28 Tage) [Mey96]. Ähnlichkeiten wurden auÿerdem
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 ähnelt die Epidermis vom Schwein sehr der vom
Menschen, bis auf die dicke, sehr kompakte Stratum corneum beim Schwein [MY64]
und einer gröÿeren Anzahl von Langerhanszellen beim Menschen [Mey96].

Die Dermis beider Spezies sind dick, mit einem ähnlichen Papillarsystem und einem
hohen Gehalt an elastischen Fasern [SM00]. Auch die Anordnung Kollagen�brillen
und Kollagenfaserbündeln in der Schweinedermis entspricht den Beobachtungen in
menschlicher Dermis [MNR82]. 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]. Auÿerdem haben Menschen meist ekkrine Schweiÿdrüsen
und Schweine nur apokrine Drüsen [SM00].
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3. Theoretische Grundlagen

Abbildung 3.9.: Der Verlauf des Sauersto�partialdrucks, gemessen mit reduzierter atmo-
sphärischer Sauersto�zufuhr und erhöhter Sauersto�versorgung durch das
Blut [SSA+02]. Auf der x-Achse ist die Tiefe z der Haut in µm aufgetragen,
wobei 0 die Hautober�äche ist.

3.3.3. Sauersto� in der Haut und in wässrigen Lösungen

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

Die Haut ist neben den Augen und Lungen das einzige Organ, das in direktem Kon-
takt mit Sauersto� aus der Atmosphäre steht [SMA04]. Schon im 19. Jahrhundert
wurde festgestellt, dass die Haut in der Lage ist, Sauersto� aus der Atmosphäre
aufzunehmen. Dieses Phänomen wurde als Hautatmung bekannt [SAS+00]. Dabei
macht der durch die Haut aufgenommene Sauersto� nur ungefähr 1 % des gesam-
ten vom menschlichen Organismus aufgenommenen Sauersto�s aus und spielt für
die Sauersto�versorgung des Organismus kaum eine Rolle [SAS+00]. Doch er spielt
eine Rolle für die Sauersto�versorgung der Haut. Alle Schichten der Epidermis und
Dermis, auÿer der Stratum corneum verbrauchen Sauersto� in verschiedenen Men-
gen [SSA+02]. Dabei wird der Sauersto� hauptsächlich in zelldichten Regionen der
Haut verbraucht, wo es entweder viele Keratinozyten oder Fibroblasten gibt, oder
wenn die Zellaktivität der Keratinozyten und Fibroblasten erhöht ist [SMA04]. Die
Haut kann sowohl über das Blut als auch über den aufgenommen, atmosphärischen
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Sauersto� mit Sauersto� versorgt werden. Der im Blut transportierte Sauersto�
di�undiert von den Gefäÿsystemen der Dermis dem Sauersto�partialdruckgefälle
folgend in das umliegende Gewebe [SMA04]. In Abbildung 3.9 ist der in Haut ge-
messene Sauersto�partialdruck abgebildet, wobei bei der Messung der Sauersto�-
partialdruck auf der Hautober�äche auf 78 Torr reduziert wurde (normal ungefähr
160 Torr = 0,213 bar) und die Sauersto�versorgung durchs Blut erhöht war. Unter
diesen Bedingungen verläuft der Sauersto�partialdruck PO2 wie in Abbildung 3.9 mit
einem Minimum bei ungefähr 100 µm unter der Hautober�äche [SSA+02]. Unter nor-
malen Bedingungen liegt das Minimum des Sauersto�partialdrucks PO2 vermutlich
tiefer und man geht von einer Sauersto�versorgung durch hauptsächlich atmosphä-
rischen Sauersto� in eine Tiefe bis zu 400 µm aus [SSA+02]. Der atmosphärische
Sauersto� wird auch durch Di�usion entlang dem Sauersto�partialdruckgefälle auf-
genommen, wobei die stratum corneum als wesentliche Di�usionsbarriere anzusehen
ist [SMA04]. In der Haut kann der Sauersto�partialdruck 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. ungefähr 6 Torr in Herzzellen [Sch01].

Gewebe Sauersto�partialdruck PO2 [Torr]
Milz 66 [VKO89]

Unterhaut 50 [VKO89]
Haut < 20 [BESLL87]

Herzzelle 6 [Sch01]

Tabelle 3.2.: Der Sauersto�partialdruck in verschiedenen Geweben

3.4. Singulett-Sauersto�

3.4.1. Sauersto�

Sauersto� gehört zur VI Hauptgruppe der Elemente, der Chalkogene, und wird
durch das Symbol O und die Ordnungszahl 8 beschrieben. Elementarer Sauersto�
kommt in der Natur in zwei Modi�kationen vor: dem Ozon O3 und dem hier näher
untersuchten molekularen Sauersto� O2 [Mor96].

Die Eigenschaften und Verhaltensweisen von Sauersto� sind auf seine elektronische
Struktur zurückzuführen, denn im Gegensatz zu den meisten Molekülen hat Sauer-
sto� einen Triplett-Zustand als Grundzustand [Ogi10]. Elementarer Sauersto� hat
eine gefüllte s-Schale und 6 Elektronen in der Valenzschale, die mit der Elektro-
nenkon�guration s2p4 angeordnet sind [LKK05]. Ein Atom strebt aber nach einem
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stabilsten Zustand, der erreicht ist, wenn seine Valenzschale maximal gefüllt ist.
Bei Sauersto� wäre dies der Fall, wenn es acht Valenzelektronen in seiner äuÿersten
Schale hätte. Aus diesem Grund verbindet sich das O-Atom oft mit einem anderen
O-Atom zum O2-Molekül. Dabei teilen sich die beiden Sauersto�atome durch eine
Doppelbindung zwei Elektronenpaare (kovalente Bindung). Da Sauersto� ein klei-
nes, symmetrisches Atom ist, können die Elektronenzustände des Moleküls O2 durch
Linearkombinationen der Atomorbitale von O beschrieben werden. Dabei erhält man
aus zwei Atomorbitalen von O zwei Molekülorbitale von O2, das bindende Molekülor-
bital mit geringerer potentieller Energie und das anti-bindende Molekülorbital mit
höherer potentieller Energie. Aus den Orbitalen der Valenzschale erhält man dann
wie in Abbildung 3.10 sichtbar aus den gefüllten 2s-Orbitalen die Molekülorbitale
σ2s und σ∗

2s und aus den 2p Orbitalen die Molekülorbitale σ2px , σ
∗
2px , π2py , π

∗
2py , π2pz

und π∗
2pz [LKK05]. Die σ-Orbitale werden aus Atomorbitalen mit der magnetischen

Quantenzahlml = 0 gebildet, während die π-Orbitale aus Atomorbitalen mit |m| = 1
gebildet werden. Dabei sind die σ-Orbitale rotationssymmetrisch um die Molekülach-
se, mit einem Drehimpuls um die Molekülachse von Null, während die π-Orbitale in
der Molekülachse eine Knotenebene haben (Abbildung 3.10). Die Besetzung der Mo-
lekülorbitale ist bestimmt durch die Hundsche Regel und das Pauli-Prinzip. Dabei
werden die Molekülorbitale mit der niedrigsten potentiellen Energie zuerst besetzt,
wobei sich nur maximal 2 Elektronen mit antiparallelem Spin in einem Molekülorbi-
tal aufhalten dürfen [LKK05]. Daraus ergibt sich ein Grundzustand für O2 mit zwei
ungepaarten Elektronen in den π∗

2py und π∗
2pz Orbitalen, die einen parallelen Spin

haben. Mit zwei ungepaarten Elektronen in der äuÿeren Schale, die beide denselben
Spin haben, ist Sauersto� ein Diradikal [PHF+06]. Da Sauersto� eine relativ kleine
Kernladungszahl Z = 8 besitzt, können die Elektronenzustände durch LS-Kopplung
genähert werden. Damit ist der Gesamtspin gleich der Spins der Valenzelektronen S
= 1

2
+ 1

2
= 1 und die Spinmultiplizität 2S + 1 = 3. Der Grundzustand von Sauer-

sto� ist also ein Triplett-Zustand und wird mit 3O2 oder mit 3Σ−
g bezeichnet. Dabei

bezeichnet 3 die Spinmultiplizität des Zustandes, g steht für eine gerade Parität, das
Symbol Σ steht für einen Gesamtdrehimpuls von Null und das - beschreibt, dass die
Gesamtwellenfunktion bezüglich einer Spiegelung in einer Spiegelebene, welche die
Kernverbindungsachse enthält, ihr Vorzeichen verändert.

3.4.2. Reaktive Sauersto�spezies

Als reaktive Sauersto�spezies (ROS) oder Sauersto�radikale bezeichnet man Ato-
me oder Moleküle mit mindestens einem ungepaarten Elektron. Falls sie mehrere
ungepaarte Elektronenpaare besitzen, werden sie als Diradikale, Triradikale usw.
bezeichnet. ROS können für die normalen Zellfunktionen benötigt werden, da sie
Teil der Signalprozesse von Zellen sind [PHF+06]. Aber in hohen Konzentrationen

26



3.4. Singulett-Sauersto�

Abbildung 3.10.: Schematische Darstellung der Atom- und Molekülorbitale von Sauersto�
[Reg10]

sind sie für den Organismus schädlich und spielen bei oxidativem Stress und damit
bei verschiedenen Zellschäden und Krankheiten eine wesentliche Rolle. ROS bewir-
ken unter anderem oxidative Schäden wie Proteinoxidation und Lipidperoxidation.
Sie können aber auch die RNS und DNS von Zellen schädigen [PHF+06].

Zu den ROS gehören freie Radikale wie das Superoxid-Anion O−
2 ·, das Hydroxyl-

Radikal OH· und das Peroxylradikal ROO·. Auÿerdem gehören zu den nicht frei-
en ROS stabile molekulare Oxidanten wie Wassersto�peroxid H2O2, Ozon (O3)
sowie angeregte Sauersto�moleküle (Singulett-Sauersto� 1O2 [Gul12]). Singulett-
Sauersto� ist demnach kein Radikal, sondern ein hoch reaktives Oxidant, die auch
zu der Gruppe der ROS gehören [JBRKN08].

3.4.3. Singulett-Sauersto�

Sauersto� hat als niedrigste angeregte Zustände zwei Singulett-Zustände, die sich
vom Sauersto�-Grundzustand nur durch die Anordnung der Elektronen in den anti-
bindenen π∗-Orbitalen unterscheiden [DC02]. Diese beiden angeregten Zustände sind
Singulett-Zustände, da die Spins der Valenzelektronen entgegen der Hundschen Re-
gel antiparallel ausgerichtet sind. Durch die anti-parallelen Valenzelektronen haben
beide Singulett-Zustände einen Gesamtspin von S = 0 und eine Spinmultiplizität
von 2S + 1 = 1. Der energetisch etwas niedrigere, stabilere angeregte Sauersto�
mit einer Anregungsenergie von 94 kJ ·mol−1 wird auch Singulett-Sauersto� (1O2)
genannt [Ogi10]. Die Anregungsenergie von 94 kJ ·mol−1 entspricht 0,97 eV und die
Übergangswellenlänge ist 1270 nm. Die beiden angeregten Zustände unterscheiden
sich dadurch, ob sich die beiden Valenzelektronen in einem (1O2 mit Termsymbol
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Abbildung 3.11.: Die Energiezustände von Sauersto�-Atom im Grundzustand und in den
ersten beiden angeregten Zuständen mit den dazugehörigen Anregungs-
energien

1∆g) oder in beiden π∗-Orbitalen (Termsymbol: 1Σ+
g ) be�nden. Der

1Σ+
g -Zustand ist

energetisch höher mit einer Anregungsenergie von 158 kJ ·mol−1 [DC02]. Die Über-
gangswellenlänge vom 1Σ+

g -Zustand in den Grundzustand beträgt 762 nm [SS03]. Da
er energetisch instabiler ist, relaxiert er sehr schnell in den 1O2- oder Grundzustand
und hat ungestört (nicht in Medium) nur eine Lebensdauer von 11,3 s, während der
1∆g-Zustand langlebig ist mit einer Lebensdauer von 72 Minuten [SS03]. Das liegt
daran, dass der Übergang vom 1∆g-Zustand in den Grundzustand Spin-Verboten
ist [DC02]. In Lösung verkürzt sich die Lebensdauer von elektronisch angeregten
Zuständen, da sie z.B. durch Kollisionen mit Lösungsmolekülen deaktiviert wer-
den können. Der 1∆g-Zustand hat in Lösung eine Lebensdauer von 10−3 bis 10−6

s, während der 1Σ+
g -Zustand nur eine Lebensdauer von 10−11 bis 10−9 hat [DC02].

Beide Singulett-Zustände haben eine gerade Parität (g), aber Singulett-Sauersto�
(1∆g) besitzt einen Gesamtdrehimpuls von zwei, während der 1Σ+

g -Zustand einen
Gesamtdrehimpuls von Null hat.

3.4.4. Erzeugung von Singulett-Sauersto�

1O2 kann auf verschiedene Arten erzeugt werden, z.B. chemisch aus anderen Sau-
ersto�verbindungen oder photochemisch mit Hilfe eines anderen Moleküls, das man
als Photosensibilisator bezeichnet. Die photochemische Erzeugung von 1O2 wird wie-
derum eingeteilt in Typ I und Typ II Reaktionen.

Bei der photochemischen Erzeugung Typ II von 1O2 wird Energie vom angereg-
ten Photosensibilisator auf Sauersto� im Grundzustand übertragen, wodurch dieser

28



3.4. Singulett-Sauersto�

Abbildung 3.12.: Schematische Darstellung der Singulett-Sauersto� Erzeugung

in einen angeregten Zustand wechselt. In Abbildung 3.12 ist schematisch die 1O2

Generierung durch Energieübertrag von einem Photosensibilisator dargestellt. Die
Voraussetzung für 1O2 Erzeugung ist die Absorption von adäquater Strahlung durch
den Photosensibilisator, um diesen anzuregen. Der Photosensibilisator wird durch
die Absorption eines Photons (h · ν) in einen angeregten Singulett-Zustand S1 oder
SN angeregt. Da die elektronischen Übergänge so schnell verlaufen, dass sich in die-
ser Zeit der Kernabstand wegen der hohen Kernmasse nicht verändert, sind der S1

bzw. SN -Zustand nach dem Frank-Condon Prinzip schwingungsangeregt (ν 6= 0).
Dieser Zustand relaxiert aber innerhalb von Pikosekunden durch interne Konversion
(internal conversion: IC) auf den S1 bzw. SN -Zustand mit ν = 0. Ist der Photosen-
sibilisator in einen SN -Zustand angeregt worden, relaxiert dieser durch IC schnell
in den S1-Zustand [DC02]. Der S1-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 S0 übergeht
oder strahlungslos durch Intersystem Crossing (ISC) auf den Triplett-Zustand T1

des Photosensibilisators übergeht. Dieser T1-Zustand kann wieder schwingungsan-
geregt (ν 6= 0) sein. Der Übergang zwischen Singulett- und Triplett-Zuständen ist
quantenmechanisch verboten. Dieses Verbot kann im Photosensibilisator aufgrund
des Schweratome�ekts gelockert sein, da in diesen Atomen die Spin-Bahn-Kopplung
stärker ist und damit der Spin S keine gute Quantenzahl mehr ist. Auÿerdem kann
das Verbot des Übergangs durch das Ausbilden von Ringströmen im Photosensibili-
sator gelockert sein. In Lösungen ist dieses Verbot zusätzlich durch Stöÿe mit ande-
ren Molekülen, wie den Lösungsmittel-Molekülen, gelockert. Der Triplett T1-Zustand
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Abbildung 3.13.: In (A) ist der Energietransfer bei Försterprozess dargestellt und in (B)
der Elektronenaustausch bei Dexter-Prozess

kann wieder in den S0-Grundzustand des Photosensibilisators relaxieren, entweder
strahlungslos durch ISC oder strahlend durch Abgabe von Phosphorezenz-Photonen.
Dieser Übergang vom T1 in den S0-Zustand ist wieder Spin-Verboten [SS03], wodurch
der T1-Zustand metastabil ist mit Lebensdauern im Mikrosekunden Bereich [DC02].
Wenn die Energie des T1-Zustandes über der Anregungsenergie von 1O2 liegt (0,97
eV), was für viele organische Photosensibilisatoren der Fall ist [SS03], so kann die
Energie des T1-Zustandes auch auf ein O2-Molekül übertragen werden, welches dann
in den 1O2-Zustand übergeht. Der mögliche Übergang auf den 1Σ+

g -Zustand wird
nicht betrachtet, da dieser in Lösung schnell in den 1O2-Zustand relaxiert [Ogi10].
Der Übergang von Energie vom T1-Zustand des Photosensibilisators auf Sauersto�
im Grundzustand ist genauso wie der Übergang vom S1-Zustand des Photosensibi-
lisators auf Sauersto� im Grundzustand Spin-erlaubt [SS03].

Man unterscheidet bei dem nichtstrahlenden intermolekularen Energietransfer-Prozess
vom T1-Zustand auf Sauersto� zwischen dem Dexter-Prozess und dem Förster-
Prozess.

Beim Dexter-Prozess kommt es zwischen zwei Molekülen zum Austausch von Elek-
tronen, wobei sich das eine Elektron in einem angeregten und das andere sich in
einem nicht angeregten Zustand be�ndet [VRW07]. Der Photosensibilisator (Dona-
tor) gibt also ein angeregtes Elektron an den Sauersto� (Akzeptor) ab und empfängt
dafür vom Sauersto� ein nicht angeregtes Elektron. Ein solcher Elektronenaustausch
ist nur möglich, wenn sich die Wellenfunktionen der Moleküle überlappen und hat
damit eine sehr kurze Reichweite. Der Abstand zwischen den Molekülen muss un-
ter 1 nm sein [VRW07]. Da die Wellenfunktionen der Moleküle exponentiell mit
dem Abstand r abnehmen, ist der Dexter-Prozess proportional zu e−r. In biologi-
schen Systemen oder Systemen in denen die Moleküle durch Lösungsmittelmoleküle
voneinander getrennt sind, ist der Dexter-Prozess nur von untergeordneter Bedeu-
tung.

Beim Förster-Prozess ist das Überlappen des Emissionsspektrums des Photosensi-
bilisators mit dem Absorptionsspektrum von Sauersto� nötig [VRW07]. Auÿerdem
gilt der Förster-Prozess normal nur für Singulett-Singulett Übergänge, d.h. der Spin
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muss erhalten bleiben (∆S = 0) [Eng03]. Doch in Lösungen und biologischen Syste-
men ist durch die Kollision mit anderen Molekülen diese Auswahlregel gelockert und
der Förster-Prozess von Bedeutung [Reg10]. Verantwortlich für den Energietransfer
beim Förster-Prozess ist die Wechselwirkung des Coulomb-Potentials zwischen dem
elektronisch angeregten Photosensibilisator im T1-Zustand und 3O2, wobei die wich-
tigste dieser Wechselwirkungen die Dipol-Dipol-Wechselwirkung ist. Förster berech-
nete die Enerietransferrate dieser Dipol-Dipol-Wechselwirkung und ermittelte, dass
sie mit der inversen sechsten Potenz der Distanz zwischen den Molekülen abnimmt
(Energietransferrate ∝ r−6) [HW06]. Die Dipol-Dipol Wechselwirkung hat also eine
viel gröÿere Reichweite als der Dexter-Prozess, so dass ein Förster-Energietransfer
zwischen Molekülen mit einer Entfernung bis zu 10 nm möglich ist.

Bei photodynamischen Reaktionen vom Typ I handelt es sich um Ladungstransfer-
Prozesse. Vom angeregten Photosensibilisator werden Elektronen an ein Substrat-
molekül übertragen, oder häu�ger vom Substratmolekül an den Photosensibilisator
und so werden Radikale erzeugt. Wenn ein Elektron vom Photosensibilisator im T1-
Zustand auf molekularen Sauersto� übertragen wird, entsteht das Superoxid Anion,
das wiederum in der Lage ist chemisch zu reagieren und andere Radikale zu erzeu-
gen [Ogi10]. Auf diesem Weg kann nach mehreren Reaktionen auch 1O2 entstehen.

3.4.5. Deaktivierung von Singulett-Sauersto�

Sobald 1O2 erzeugt wurde, kann er auch auf verschiedene Weise deaktiviert werden
und wieder in seinen Grundzustand wechseln. Der Übergang von 1O2 zu 3O2 ist
als elektronischer Dipolübergang Spin-verboten [SS03]. Dies erklärt die lange Le-
bensdauer von ungestörtem 1O2. In Lösungen wird das Verbot vom elektronischen
Dipolübergang von 1O2 zu 3O2 durch Stöÿe von Molekülen gelockert, auÿerdem
kann 1O2 auch nicht strahlend relaxieren, indem es Energie über einen Dexter oder
Försterprozess abgibt.

Generell unterscheidet man physikalisches Quenchen, wobei 1O2 mit einem Mole-
kül M kollidiert, dabei seine Energie abgibt und in den 3O2-Zustand relaxiert, ohne
dass Sauersto� verbraucht wird oder Photoprodukte geformt werden und chemisches
Quenchen, bei dem der 1O2 mit dem Molekül M reagiert und ein neues Produktmole-
kül entsteht [DC02]. Im weiteren Verlauf der Arbeit ist mit Quenchen physikalisches
Quenchen gemeint. Beim physikalischen Quenchen unterscheidet man noch zwischen
Eigenquenchen oder Eigenlöschung, falls das Sauersto�molekül im 1O2-Zustand seine
Energie an ein Sauersto�molekül im 3O2-Zustand abgibt. Gibt das angeregte Sau-
ersto�molekül seine Energie an ein anderes Molekül, das kein Sauersto� ist, ab, so
wird es als Fremdlöschung oder einfach quenchen bezeichnet. Ein geeigneter Quen-
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cher in wässrigen Lösungen ist zum Beispiel Natriumazid (NaN3), der ausführlich
in Kapitel 4.1.5 beschrieben wird.

Wird ein 1O2 Molekül chemisch gequencht, so ist dieser Prozess irreversible, da
entweder Sauersto� verbraucht wird und/oder Photoprodukte entstehen. Dies wird
in dieser Arbeit einfach als chemische Reaktion oder Oxidieren bezeichnet. 1O2 ist
hochreaktiv, d.h. es reagiert sehr leicht mit anderen Substanzen. Da 1O2 besonders
elektrophil ist, bevorzugt es elektronenreiche Reaktionspartner [JBRKN08]. Einige
elektronenreiche Substanzen wie ungesättigte Kohlenwassersto�moleküle, Phenole,
Amine oder Sul�de sind allgegenwärtig in Membran-Lipiden, Proteinen und DNS,
wodurch 1O2 diese Biomoleküle oxidieren kann [JBRKN08]. Dabei bilden sich re-
aktive Sauersto�metabolite mit der allgemeinen Formel R-OOH. Bei der Oxidation
von Lipiden bilden sich beispielsweise Lipidhydroperoxide mit der Formel LOOH.
Auch Proteine können durch 1O2 geschädigt werden, da dieser die Aminosäuren-
Seitenketten und das Protein-Grundgerüst oxidieren kann. Dies ist abhängig von
den Aminosäuren in den Seitenketten, da nur ein Teil der 20 essentiellen Aminosäu-
ren durch 1O2 oxidiert werden kann [Reg10]. Die durch 1O2 geschädigten Proteine
können für die Funktion von Zellen und Haut von Bedeutung sein.

3.4.6. Detektion von Singulett-Sauersto�

1O2 kann sowohl direkt als auch indirekt detektiert werden. Beim indirekten Nach-
weis von 1O2 werden Reaktionsprodukte von 1O2 analysiert und auf diesem Weg
wird die Generierung von 1O2 nachgewiesen. Eine beliebte Methode ist das Verlän-
gern oder Verkürzen der 1O2-Lebensdauer, wodurch die dazugehörigen Schäden von
Zellstrukturen erhöht oder verkleinert werden, was über verschiedene Zellparameter
detektiert werden kann [Ogi83]. Die Lebensdauer von 1O2 kann durch verschiedene
Quencher wie NaN3 verkürzt werden [BME+00] oder durch den Gebrauch von man-
chen Lösungsmitteln wie Deuterium Oxid (D2O) verlängert werden [Ogi10] [Ogi83].
Hierbei muss aber beachtet werden, dass die benutzten Quencher wirklich intrazel-
lulären 1O2 erreichen können, nicht toxisch sein dürfen und nicht andere Moleküle
auÿer 1O2 in groÿem Maÿe beein�ussen, sonst ist dieser Quencher nicht für in vitro
und in vivo Experimente geeignet [Ogi10]. Eine weitere Methode ist die Nutzung von
sogenannten Reporter-Molekülen. Es gibt Reportermoleküle deren optischen Eigen-
schaften wie z.B. Fluoreszenz sich ändern, wenn sie mit 1O2 interagieren [Ogi10]. Ein
Nachteil dieser Methode ist, dass Reportermoleküle benötigt werden, die vielleicht
nicht in lebende Zellen eindringen können oder toxisch sind.

Der direkte Nachweis durch die zeitlich aufgelöste Detektion von 1O2 Lumineszenz-
Photonen gilt als die spezi�schste Methode der 1O2 Detektion [JBRKN08]. Bei die-
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ser Methode wird die Lumineszenz-Strahlung bei ungefähr 1270 nm, die durch den
strahlenden Übergang von 1O2 zu 3O2 freigesetzt wird, detektiert. Ein Vorteil dieser
Methode ist, dass keine Reporter-Moleküle benötigt werden und sie sowohl in Lösun-
gen als auch in vitro und in vivo angewendet werden kann [BRK+11]. Allerdings hat
der strahlende Übergang von 1O2 zu 3O2 einen extrem niedrigen Einsteinkoe�zient
von A = 2, 3 · 10−4 [SS03], wodurch die Lumineszenz-Ausbeute dieses Übergangs
extrem niedrig ist (10−7). Auÿerdem hat 1O2 je nach Lösungsmittel oder Umgebung
oft eine sehr kurze Lebensdauer. Man benötigt also eine hochemp�ndliche, zeitauf-
gelöste Emissionsspektroskopie, um die 1O2-Lumineszenz-Photonen zu detektieren.
Dies können spezielle Photomultiplier, die hochemp�ndlich im Infrarot-Bereich sind,
sein. Der direkte Nachweis von 1O2 durch die Detektion von 1O2 Lumineszenz wird
noch ausführlich in Kapiteln 4.6 und 4.7 beschrieben.

3.5. Mathematische Grundlagen der

Singulett-Sauersto� Erzeugung und

Relaxation

3.5.1. Modell zur Erzeugung und Relaxation von
Singulett-Sauersto�

Um die Zeitabhängigkeit des Photosensibilisator-T1-Zustands und des Singulett-
Sauersto�-Zustands theoretisch zu beschreiben, wurde das Modell von Parker et
al. [PS84] verwendet, das von Baier et al. [BFP+07] erweitert wurde. Das Ener-
gieniveauschema, auf dem das verwendete gekoppelte Di�erentialgleichungssystem
beruht, ist in Abbildung 3.14 dargestellt.

Das Energieniveauschema stellt die Erzeugung von 1O2 durch Energieübertrag vom
T1-Zustand des Photosensibilisators und die Relaxation von 1O2 und dem T1-Zustand
mit den dazugehörigen Raten ki und Ratenkonstanten kij dar. Die Raten und Ra-
tenkonstanten stellen die Häu�gkeit der jeweiligen Relaxation dar.

• kT1 : Rate der Deaktivierung des Photosensibilisator-Triplett-Zustands T1 durch
das Lösungsmittel

• kT1S0 : Ratenkonstante der Deaktivierung des Photosensibilisator-Triplett-Zustands
T1 durch den Photosensibilisator im Grundzustand
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Abbildung 3.14.: Schematisches Energieniveaudiagramm zur Erzeugung von 1O2 durch
Energietransfer vom T1-Zustand des Photosensibilisators mit allen vor-
handenen Raten und Ratenkonstanten [Bai05]

• kT1Q: Ratenkonstante der Deaktivierung des Photosensibilisator-Triplett-Zustands
T1 durch den Quencher

• k∆: Rate der Deaktivierung von 1O2 durch das Lösungsmittel

• k∆Q: Ratenkonstante der Deaktivierung von 1O2 durch den Quencher

• kT1O2+kT1∆: Ratenkonstanten der Deaktivierung des Photosensibilisator-Triplett-
Zustands T1 durch Sauersto�; kT1∆ generiert 1O2 und kT1O2 generiert keinen
1O2

• k∆S0+k∆T1 : Ratenkonstanten der Deaktivierung von 1O2 durch den Photosen-
sibilisator; k∆T1 generiert einen Photosensibilisator-Triplett-Zustand T1 und
k∆S0 generiert keinen Photosensibilisator-Triplett-Zustand T1

• kT1∆ ·k∆T1 : Grad des Energierücktransfers von 1O2 auf den Photosensibilisator

Aus dem abgebildeten Energieschema lässt sich ein gekoppeltes Di�erentialglei-
chungssystem ableiten, das den zeitlichen Verlauf der Konzentration der Triplett-
Zustände T1 [T1] und der Konzentration von Singulett-Sauersto� [1O2] wiedergibt.
Es werden gekoppelte Di�erentialgleichungen ermittelt, die die zeitliche Abhängig-
keit der Besetzungsdichten des Triplett-Zustandes T1 des Photosensibilisators und
des 1O2-Zustandes darstellen.

Mit der Startbedingung, dass für t = 0 µs die Besetzung des T1-Zustandes ab-
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geschlossen ist und verschiedenen Näherungen, durch die sich das Di�erentialglei-
chunssystem vereinfachen lässt, erhält man folgendes Di�erentialgleichungssystem
[Bai05]:

d[T1]

dt
= −KT1 [T1] + k∆T1 [1O2][P ]

d[1O2]

dt
= −K∆[1O2] + kT1∆[O2][T1]

(3.1)

mit:

KT1 = kT1 + (kT1O2 + kT1∆)[O2] + kT1S0 [P ] + kT1Q[Q] (3.2)

K∆ = k∆ + (k∆S0 + k∆T1)[P ] + k∆Q[Q] (3.3)

Dieses vereinfachte Di�erentialgleichungssystem (Gleichung 3.1) kann analytisch ge-
löst werden. Dazu wird die Di�erentialgleichung der d[1O2]

dt
-Konzentration nach der

Zeit abgeleitet und die dabei entstehende zeitliche Ableitung von [T1] wird durch die
Di�erentialgleichung d[T1]

dt
ersetzt. Man erhält nun eine Di�erentialgleichung zweiter

Ordnung, die mit dem Lösungsansatz 1O2 ist proportional zu e−βt gelöst werden
kann. Für β erhält man so zwei linear unabhängige Lösungen:

β1,2 =
1

2
· [KT1 +K∆ ±

√
(KT1 −K∆)2 + 4kT1∆[O2]k∆T1 ], mitβ1 > β2 (3.4)

Die allgemeine Lösung der Di�erentialgleichung ist dann:

[1O2] = Ae−β1t +Be−β2t (3.5)

Die Konstanten A und B müssen über die Anfangsbedingungen bestimmt werden.
Dabei wird angenommen, dass zur Zeit t = 0 die Besetzung des T1-Zustandes ab-
geschlossen ist, während noch kein 1O2 erzeugt wurde. Damit sind die Anfangsbe-
dingungen [1O2](t=0) = 0 und [T1](t=0) > 0 und es ergibt sich für die zeitliche
Entwicklung der 1O2-Konzentration die folgende Gleichung:
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[1O2](t) =
[T1]t=0kT1∆[O2]

β1 − β2

(e−β2t − e−β1t) (3.6)

[1O2](t) ist proportional zum experimentell bestimmten Lumineszenzsignal bei 1270
nm und β1 und β2 entsprechen dabei der Anstiegs- und Abklingrate der 1O2-Konzentration
[1O2]. Ist also β1>β2, so ist der Anstieg der 1O2-Konzentration durch β1 bestimmt
und der Abfall der Singulett- Sauersto� Konzentration durch β2.

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 1O2-Konzentration ([1O2](t)) bestimmt
werden. Der theoretische Verlauf der 1O2-Konzentration wird durch Gleichung 3.6
beschrieben, die verwendet wird, um die ermittelten 1O2 Signale zu �tten und da-
durch β1 und β2 zu bestimmen, indem man sie mit der Anstiegsrate kr und der
Abklingrate kd des Lumineszenzsignals gleichsetzt. Nun können durch die Variation
der Photosensibilisator-, der Sauersto�- und der Quencherkonzentration die Raten
und Ratenkonstanten des Ratengleichungsmodels aus Abbildung 3.14 bestimmt wer-
den. Die Raten und Ratenkonstanten hängen über die Gleichungen 3.2, 3.3 und 3.4
mit β1 und β2 zusammen. ls aus Abbildung 3.14 bestimmt werden. Die Raten und
Ratenkonstanten hängen über die Gleichungen 3.2, 3.3 und 3.4 mit β1 und β2 zu-
sammen.

3.5.2.1. Ohne Energierücktransfer

Falls der Energieabstand zwischen dem 1O2-Zustand und dem T1-Zustand des Pho-
tosensibilisators zu groÿ ist, �ndet kein Energierücktransfer (ohne Rücktransfer, oR,
k∆T1=0) statt. Damit ergeben sich folgende Gleichungen:

KT1,oR = KT1 = kT1 + (kT1O2 + kT1∆)[O2] + kT1S0 [P ] + kT1Q[Q] (3.7)

K∆,oR = k∆ + k∆S0 [P ] + k∆Q[Q] (3.8)

mit
β1,2 =

1

2
· [KT1 +K∆ ± [KT1 −K∆,oR], β1 > β2 (3.9)

Die Anstiegs- und Abklingraten nehmen nun eine einfache Form an:
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β1 =

{
KT1 wenn KT1 > K∆,oR

K∆,oR wenn KT1 < K∆,oR
(3.10)

β2 =

{
K∆,oR wenn KT1 > K∆,oR

KT1 wenn KT1 < K∆,oR
(3.11)

Eine detaillierte Beschreibung zur Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten
ohne Energierücktransfer ist in der Literatur zu �nden [Bai05] [Reg10].

3.5.2.2. Mit Energierücktransfer

Wenn k∆T1 > 0 ist, kann der Triplett-Zustand des Photosensibilisators auch durch
Energietransfer vom 1O2 Zustand erzeugt werden. Dies ist nur der Fall, wenn beide
Zustände ein ähnliches Energieniveau besitzen. Bei einer Energierückkopplung (k∆T1

> 0) ist die Ermittlung der Raten und Ratenkonstanten schwieriger, da die Glei-
chungen für β1 und β2 nicht vereinfacht werden können und gegeben sind durch:

β1,2 =
1

2
· [KT1 +K∆ ±

√
(KT1 −K∆)2 + 4kT1∆[O2]k∆T1 ] (3.12)

für β1 > β2

K∆ hängt mit K∆,oR über die Gleichung 3.3 zusammen und es gilt:

K∆ = K∆,oR + k∆T1 [P ] (3.13)

Bei einem System mit Energierücktransfer lassen sich nur die Raten und Ratenkon-
stanten kT1 , kT1S0 , kT1Q, k∆ und k∆Q eindeutig ermitteln. Die restlichen Raten lassen
sich darstellen durch die Summe k∆S0 + k∆T1 und kT1O2 + kT1∆, sowie das Produkt
kT1∆ · k∆T1 . Die genaue Ermittlung dieser Raten, Ratenkonstanten, Summen und
Produkte ist in der Literatur erklärt [Bai05] [Reg10].

37



3. Theoretische Grundlagen

3.6. Quantenausbeute von Singulett-Sauersto�

Die 1O2 Quantenausbeute Φ∆ bezeichnet die E�ektivität, mit der ein durch Absorp-
tion von Strahlung angeregter Photosensibilisator 1O2 generiert. Bei der Erzeugung
von 1O2 ist zum einen ΦT die T1-Quantenausbeute des Photosensibilisators, also die
E�ektivität, 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 kT1∆, mit der der Energietransfer vom T1-
Zustand auf Sauersto� zur Erzeugung von 1O2 beschrieben wird. Mit diesem Prozess
in Konkurrenz stehen alle Prozesse, welche Energie vom T1-Zustand auf Sauersto�
übertragen ohne 1O2 zu erzeugen (kT1O2) und alle Prozesse die den Triplett-Zustand
T1 entleeren ohne das ein Energieübertrag auf Sauersto� statt�ndet (kT1S0) [DC02].
Die 1O2 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-Sauersto�
Quantenausbeute

Die 1O2 Quantenausbeute eines Photosensibilisators Φ?
∆ kann bestimmt werden

durch den Vergleich mit einem Referenz-Photosensibilisator mit bekannter Quan-
tenausbeute ΦRef

∆ . Dabei wird die Lumineszenz der beiden Photosensibilisatoren
verglichen und man benötigt das Verhältnis:

Φ?
∆[O2]

ΦRef
∆ [O2]

(3.14)

Für einen Photosensibilisator ohne Energierücktransfer (k∆T1=0) ergibt sich die 1O2

Quantenausbeute zu:

Φ∆ =
ΦT1 · kT1∆ · [O2]

KT1

(3.15)

Die Energie der Lumineszenz ist proportional zum Zeit-Integral über das Lumineszenz-
Signal von 1O2 und lässt sich wie folgt darstellen [Bai05]:

38



3.6. Quantenausbeute von Singulett-Sauersto�

EL([O2]) =

∫
(1O2) =

[T1]0 · kT1∆ · [O2]

K∆ ·KT1([O2])
=

[T1]0 · Φ∆

K∆ · ΦT1

(3.16)

Die Besetzung [T ]0 des Triplettzustandes hängt von der Besetzung des Singulett-
Zustandes [S1]0 und der Triplett-Quantenausbeute ΦT1 über die Beziehung [T1]0 =
ΦT1 · [S1]0 ab. Damit ergibt sich für die 1O2 Quantenausbeute:

Φ∆ =
EL ·K∆

[S1]0
(3.17)

Wenn sowohl im System der untersuchten wie auch der Referenzsubstanz gleiche Be-
dingungen herrschen, d.h. gleiches Lösungsmittel, gleiche Sauersto�-Konzentration,
sowie eine geringe Sensibilisator-Konzentration, um Eigenquenchen zu vermeiden,
dann gilt K?

∆ = KRef
∆ . Auÿerdem ist die Besetzung des S1-Zustandes zum Zeitpunkt

t = 0 proportional zur Anzahl der absorbierten Photonen nabs, die mit der absor-
bierten Energie des anregenden Laserpulses durch die Formel nabs =

EA,abs
hν

zusam-
menhängt. Wenn die Anregungspulse des Lasers die gleiche Wellenlänge (λ? = λRef )
haben, so gilt ν? = νRef und das Verhältnis der 1O2 Quantenausbeuten lässt sich
darstellen durch:

Φ?
∆[O2]

ΦRef
∆ [O2]

=

E?
L

E?
A,as

ERefL

ERefA,abs

=
S?

SRef
(3.18)

Mit Hilfe dieser Formel wurden die 1O2 Quantenausbeuten in dieser Arbeit ermit-
telt. Die Lumineszenz-Signale wurden für verschiedene absorbierte Energien EA,abs
gemessen. Die absorbierte Energie EA,abs lässt sich aus der Absorption A der Pho-
tosensibilisatoren und der auftre�enden Laserleistung bestimmen. Sowohl die Ab-
sorption A konnte durch eine Variation der Photosensibilisator-Konzentration, als
auch die auftre�ende Laserleistung durch verschiedene Filter variiert werden. Um
die Lumineszenz-Energie EL zu ermitteln, wurden die Photonen der Lumineszenz-
Signale summiert. Das Verhältnis von EL zu EA,abs 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 1O2 Quantenausbeute mit Formel 3.18 bestimmt werden.

39



3. Theoretische Grundlagen

3.7. Motivation dieser Arbeit

Die Exposition von UV Strahlung ist verantwortlich für eine Vielzahl von Erkran-
kungen der Haut und des Auges. Eine durch UV Strahlung ausgelöste Krankheit ist
Hautkrebs, an der alleine in Deutschland jedes Jahr etwa 3000 Menschen sterben.
Bisher wurde angenommen, das UVB Strahlung direkt die menschliche DNS schä-
digt, da UVB von der DNS absorbiert wird und so zwischen benachbarten Pyrimidin-
basen einer DNS-Kette Photoprodukte induzieren kann. Falls die DNS Schäden nicht
komplett repariert werden können, sind dauerhafte Mutationen der Erbinformation
die Folge, die zu dauerhaften Schäden der Zelle führen und zur Hautkrebsentstehung
beitragen können. UVA Strahlung kann indirekte DNS Schäden auslösen, indem sie
von endogenen Molekülen, die als Photosensibilisator wirken, absorbiert wird. Diese
Photosensibilisatoren induzieren die Erzeugung von Singulett-Sauersto� und ande-
ren reaktiven Sauersto�spezies, die ebenfalls die DNS der Zelle schädigen können.
Doch auch UVB Strahlung kann von Proteinen und vielen weiteren Biomolekülen
absorbiert werden, zumeist besser als UVA Strahlung.

Das Ziel dieser Dissertation ist herauszu�nden, ob zelluläre Substanzen auch bei
UVB Anregung Singulett-Sauersto� produzieren und damit die strikte Trennung
zwischen UVA und UVB E�ekten in der Haut gerechtfertigt ist. UVB Strahlung
könnte neben den direkten DNS Schäden durch endogene Photosensibilisatoren zu-
sätzlich indirekte biologische Schäden auslösen durch die Erzeugung von Singulett-
Sauersto�. Die Singulett-Sauersto� Generierung durch endogene Substanzen in Lö-
sungsmitteln bei UVB Anregung soll nachgewiesen und quanti�ziert werden. Dazu
wird die Singulett-Sauersto� Quantenausbeute der identi�zierten Photosensibilisa-
toren bestimmt und mit der Quantenausbeute für UVA Anregung verglichen. Die
photophysikalischen Eigenschaften einer Substanz ändern sich, sobald das Mole-
kül seine Struktur ändert. Bei UVB Bestrahlung können Moleküle direkt durch die
Absorption der Strahlung oder durch Reaktionen mit anderen Molekülen z.B. Sau-
ersto� verändert werden. Darum wird die Photostabilität der identi�zierten Pho-
tosensibilisatoren untersucht und für nicht photostabile Substanzen sollen mögli-
che Veränderungen ihrer photophysikalischen Eigenschaften bestimmt werden. Dies
kann erste Rückschlüsse 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-
�nden können, wie Medikamente oder Bestandteile von Hautp�egeprodukten unter-
sucht werden. Da die Umgebung eines Photosensibilisators sich auf seine Fähigkeit
Singulett-Sauersto� zu generieren auswirkt, wird zunächst die Singulett-Sauersto�
Generierung in Suspensionen mit Zellbestandteilen, prokaryotischen und eukaryoti-
schen Zellen bei UVB Anregung untersucht. Abschlieÿend soll Singulett-Sauersto�
Generierung in Hautpräparaten nachgewiesen werden.
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4.1. Verwendete Substanzen

4.1.1. Referenzphotosensibilisatoren

Zum Kalibrieren der Messaufbauten werden bekannte Photosensibilisatoren verwen-
det, deren Eigenschaften und 1O2 Quantenausbeuten schon untersucht und bekannt
sind. Sie werden auÿerdem benötigt, um die 1O2 Quantenausbeute der untersuchten
endogenen Substanzen indirekt zu ermitteln.

Perinaphthenon (PN)

PN ist ein a,b-ungesättigtes Keton, das aus drei aromatischen Ringen besteht. Die
molekulare Struktur von PN (Abbildung 4.1) lässt sich durch die Summenformel
C13H8O beschreiben. PN ist nahezu unpolar und seine molare Masse beträgt 180,21
g·mol−1. Bei PN ist vom niedrigsten S1-Zustand (nπ∗) durch ISC sowohl der T2

(nπ∗) als auch der niedrigste Triplett-Zustand T1 (ππ∗) erreichbar, wobei der S1

nach T1 Prozess dominiert [DDS+09]. Der T1 Zustand von PN liegt energetisch bei
186 kJ ·mol−1 (1,92 eV) und hat eine Triplett Ausbeute von etwa eins [FN01]. Dies
ist eine Erklärung für die hohe 1O2 Quantenausbeute von PN, welche in Ethanol
0,93 ± 0,08 [MJC+96] beträgt und in den meisten anderen Lösungsmitteln etwa
0,95 [FN01]. Auÿerdem ist PN ein schlechter Quencher von 1O2 [STDW94]. Damit
ist es ein sehr e�zienter Photosensibilisator und wurde deshalb als Referenzfarbsto�
in Ethanol verwendet, da PN gut in Ethanol löslich 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 löst sich sowohl inH2O wie auch inD2O und hat eine molare
Masse von 260,27 g·mol−1. Die Struktur von PNS, die durch die Summenformel
C13H8O4S 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-Zustände, die energetisch unter dem S1-Zustand liegen, was zu
einer E�ektivität von nahezu 100 % bei der Besetzung des Triplet-Zustands führt
[NGT93]. PNS ist ein sehr e�zienter und häu�g untersuchter Photosensibilisator,
dessen 1O2 Quantenausbeute in H2O zu 0.97 ± 0,06 [MJC+96] und in D2O zu
ungefähr eins [Oli91] bestimmt wurde. PNS wurde vom Institut für Chemie der
Universität Regensburg (Lehrstuhl Prof. König) 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 C72H66N8O12S4 beschrie-
ben werden kann, hat ein Molekulargewicht von 1363,63 g·mol−1. Das Grundgerüst
von TMPyP ist ein Porphin-Ring, der aus 4 Pyrrol-Ringen gebildet wird, die über
Methinbrücken miteinander verknüpft sind. So entsteht ein stabiles, planares Mole-
kül, das über ein ausgedehntes konjugiertes π-Elektronensystem verfügt, das für die
intensive Färbung verantwortlich ist [Loi06]. Der Porphin-Ring ist somit die farbge-
bende Komponente in TMPyP und auch in vielen Naturfarbsto�en wie Hämoglobin
und Chlorophyll [Mor96]. An den Porphin-Ring sind 4 Pyridin-Ringe mit einem
positiv geladenen Sticksto�-Atom kovalent gebunden. Auÿerdem sind 4 Toluensul-
fonate, die negativ geladen sind, an die Pyridin-Ringe gebunden, so dass TMPyP
neutral ist. TMPyP löst sich in Wasser, D2O und Ethanol und die 1O2 Quanten-
ausbeute in H2O ist 0,77 ± 0.04 [BML+07]. Es wurde mit einer Reinheit von 97 %
von Sigma-Aldrich (Deutschland) bezogen.nares Molekül, das über ein ausgedehntes
konjugiertes π-Elektronensystem verfügt, das für die intensive Färbung 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 Naturfarbsto�en wie Hämoglobin und Chlorophyll [Mor96]. An
den Porphin-Ring sind 4 Pyridin-Ringe mit einem positiv geladenen Sticksto�-Atom
kovalent gebunden. Auÿerdem sind 4 Toluensulfonate, die negativ geladen sind, an
die Pyridin-Ringe gebunden, so dass TMPyP neutral ist. TMPyP löst sich in Wasser,
D2O und Ethanol und die 1O2 Quantenausbeute in H2O ist 0,77 ± 0.04 [BML+07].
Es wurde mit einer Reinheit von 97 % von Sigma-Aldrich (Deutschland) bezogen.

4.1.2. Endogene Substanzen

4.1.2.1. wasserlösliche Vitamine

Ribo�avin

Flavine sind eine Gruppe natürlicher gelber Farbsto�e, 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 Sticksto�atom (N) be�ndet. Ribo�avin hat eine C5-Ribityl-Kette als am
Sticksto�atom ankoppelnden Rest [Kar94]. Ribo�avin, das zum Vitamin-B-Komplex
(Vitamin B2) gehört, ist in den prosthetischen Gruppen der Flavoproteine enthal-
ten, denn es dient als Vorstufe für die Flavin-Koenzyme FAD und FMN. Man �ndet
es in Hautzellen, da Flavoproteine sowohl in der Plasmamembran als auch in den
Mitochondrien der Zellen vorkommen [WJJ05]. Die Herstellerdaten von Ribo�avin
(Struktur in Abbildung 4.2) sind in Tabelle 4.1 aufgelistet. Ribo�avin ist löslich in
H2O (65 mg∗ l−1) und D2O. Es kann 1O2 erzeugen [JCP87], [HKM06] und seine 1O2

Quantenausbeute in H2O bei UVA-Anregung (355 nm) ist 0,54 ± 0,07 [Bai05].

Flavin-Mononukleotid (FMN)
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FMN oder Ribo�avin-5'-phosphat (Abbildung 4.2) ist die phosphorylierte Form von
Ribo�avin und gehört 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 Elektronenüberträger, die
reversibel oxidiert und reduziert werden können. Die Herstellerdaten von FMN sind
in Tabelle 4.1 dargestellt. Die 1O2 Quantenausbeute von FMN in H2O bei UVA-
Anregung (355 nm) ist 0,51 ± 0,07 [Bai05]. FMN ist gut H2O (92 mg ∗ml−1) und
D2O löslich.

Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD)

FAD ist ein Kondensationsprodukt von FMN und AMP (Adenosinmonophosphat)
[CJ05] und kann somit auch von Ribo�avin abgeleitet werden. Im menschlichen
Körper enthalten die meisten Flavoproteine FAD (nicht FMN) [Kar94], das für den
Elektronentransport zuständig ist. Die Herstellerdaten von FAD (Struktur in Abbil-
dung 4.2) sind in Tabelle 4.1 aufgelistet. FAD ist gut löslich in H2O (5 mg ∗ml−1)
und D2O und seine 1O2 Quantenausbeute in H2O bei UVA-Anregung (355 nm) ist
0,07 ± 0,01 [Bai05].

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

Niacin (Nicotinsäure und Nicotinamidsäure)

Nicotinamidsäure und Nicotinsäure werden als Niacin zusammengefasst und gehö-
ren zu den Vitaminen (Vitamin B3) [CJ05]. Chemisch handelt es sich um einfache
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Pyridin-Derivate [Kar94]. Die biologisch wirksame Form sind die wassersto�über-
tragenden Koenzyme NAD+ und NADP+ [Löf08]. Niacin kommt natürlich in Ce-
realien, Fleisch und Milch vor [CJ05] und ein Mangel von Niacin äuÿert sich in der
Hautkrankheit Pellagra (Dermatitis, Dementia) [Geh04]. Nicotinsäure kann sich in
Nicotinamidsäure umwandeln und umgekehrt [Geh04] und beide können aus Tryp-
tophan synthetisiert werden. 50 % des Niacin Bedarfes wird durch Tryptophan in
der Leber produziert und nur die restlichen 50 % müssen durch die Nahrung aufge-
nommen werden [Dam].

Nicotinsäure ist chemisch gesehen eine heterozyklische Carbonsäure mit einem pKa

von 4,9 [NKS05] und besteht aus einem Pyridinring, der mit einer Carboxygruppe
(COOH) substituiert ist. Nicotinsäure (Abbildung 4.3) wurde mit einer Reinheit von
98 % vom Institut für Chemie der Universität Regensburg (Lehrstuhl Prof. König)
synthetisiert.

Nicotinamidsäure ist das Amid der Nicotinsäure. Es ist in der Lage oxidative Schä-
den durch reaktive Sauersto�spezies zu verhindern, indem es die Oxidation sowohl
von Lipiden wie auch von Proteinen verhindert [KD99]. Es ist somit ein bekannter
Antioxidant und ebenfalls ein e�zienter 1O2 Quencher. Die Reaktionsrate von Nico-
tinamid und 1O2 beträgt 1, 8 ∗ 108 mol−1s−1 [KD96]. Nicotinamidsäure (Abbildung
4.3) wurde vom Institut für Chemie der Universität Regensburg mit einer Reinheit
von 98 % synthetisiert.

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD)

NAD kann im Körper aus dem Vitamin B3 (Niacin) gebildet werden [Geh04]. In
NAD ist der Pyridin-Ring von Nicotinamidsäure mit Ribose verknüpft und diese
wiederum über eine Diphosphorsäure mit Adenosin [Kar94], so dass sich die Struktur
aus Abbildung 4.3 ergibt. Wegen der positiven Ladung, die der Pyridin-Ring trägt,
wird die oxidierte Form von NAD oft auch mit NAD+ abgekürzt [Kar94]. NAD
ist ein Wassersto� transportierendes Koenzym, das an zahlreichen Redoxreaktionen
des Sto�wechsels der Zelle beteiligt ist. Dabei dient NAD+ dem Organismus meist
als Oxidationsmittel und wird dabei selbst reduziert zu NADH. NADH, dient als
Wassersto�ieferant 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 inH2O
und D2O löslich, doch für UVA-Bestrahlung in H2O lieÿ sich keine 1O2 Erzeugung
nachweisen [Bai05].

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADP)

NADP (Abbildung 4.3) ist auch ein Wassersto� transportierendes Koenzym, das
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Abbildung 4.4.: molekulare Struktur der verschiedenen untersuchten Vitamine aus der B6-
Gruppe

aus Vitamin B3 gebildet werden kann und aus NAD durch Phosphorylation entsteht
[Geh04]. Im Gegensatz zum NAD hat NADP einen dritten Phosphorsäure-Rest am
Adenosin des Dinucleoids [Kar94]. NADP dient dem Organismus hauptsächlich 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 Wassersto�ieferant in der Biosynthese, d.h. bei der Erzeugung
von z.B. Aminosäuren oder Nukleinsäuren [Ehl07]. Die Herstellerdaten von NADP
sind in Tabelle 4.1 dargestellt. NADP ist gut in H2O und D2O löslich, doch für
UVA-Bestrahlung in H2O lieÿ sich keine 1O2 Erzeugung nachweisen [Ehl07].

Vitamin B6

Vitamin B6, ist der Sammelbegri� für drei sehr ähnliche chemische Verbindung Py-
ridoxol/Pyridoxin (Alkohol), Pyridoxal (Aldehyd) und Pyridoxamin (Amin). Die
Sto�e können vom Sto�wechsel ineinander überführt werden und besitzen dieselbe
biologische Aktivität. Die drei Sto�e unterscheiden sich dabei durch ihren Substitu-
ent an Position 4, der bei Pyridoxin CH2OH, bei Pyridoxamin CH2NH2 und bei
Pyridoxal CHO ist [WJJ05]. Die molekulare Struktur der Moleküle ist in Abbildung
4.4 dargestellt. Vitamin B6 ist in der Haut vorhanden und ein Mangel äuÿert sich
in Hautveränderungen wie Dermatitis [CJ05] und eine Überdosis Vitamin B6 kann
Photosensitivität der Haut auslösen [WJJ05]. Vitamin B6 kann durch 1O2 abgebaut
werden, wodurch Vitamin B6 ein e�ektiver 1O2 Quencher ist [BLE+00]. Vitamin
B6 ist nachweislich in der Lage 1O2 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 für die Wirkungsform
Pyridoxal-5'-phosphat (PYR-5-P) [CJ05]. PYR-5-P ist die aktive Form von Vitamin
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B6, die als prothetische Gruppe von mehr als 50 Pyridoxal-Enzymen, die in die Syn-
these und den Sto�wechsel von Aminosäuren involviert sind, wirkt [DKK94]. PYR-
5-P wirkt als Koenzym im Aminosäuresto�wechsel beispielsweise bei der Transami-
nierung, der Decarboxylierung und der Eliminierung [CJ05], [Löf08]. PYR-5-P kann
auf der einen Seite durch 1O2 abgebaute werden (1O2 Quencher) [BLE+00], aber ge-
neriert auch 1O2 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−1]
Ribo�avin C17H20N4O6 99 376.37 Sigma Aldrich
FMN C17H20N4NaO9P 85 478.33 Sigma Aldrich
FAD C27H31N9O15P2NA2 95 829.5 Sigma Aldrich
PYR C8H11NO3 98 169.18 Sigma Aldrich

PYR-HCL C8H11NO3 cell 205.64 Sigma Aldrich
∗HCl culture

PYR-5-PH C8H10NO6P cell 247.14 Sigma Aldrich
∗H2O culture

PYRINE-DHCL C8H12N2O2 cell 241.11 Sigma Aldrich
∗2HCl culture

PYRXAL-HCL C8H9NO3 ∗HCl 99 203.62 Sigma Aldrich
Nicotin- C6H5NO2 98 123.11 Department
säure of Chemistry

Nicotin- C6H6N2O 98 122.12 Department
amidsäure of Chemistry
NAD C21H27N7O14P2 96.5 663.43 Sigma Aldrich

xH2O
NADP C21H28N7O17P3 96 743.41 Sigma Aldrich

xH2O

Tabelle 4.1.: Übersicht über die untersuchten wasserlöslichen Vitamine

4.1.2.2. fettlösliche Vitamine

Vitamin A

Vitamin A bezeichnet mehrere chemische Verbindungen, die dieselbe biologische
Funktion haben. Vitamin A umfasst Retinol, Retinal und Retinsäure, die durch
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enzymatisch katalysierte Reaktionen ineinander überführt werden können [CJ05].
Vitamin A kann durch tierische Nahrungsmittel wie Leber oder Eigelb aufgenom-
men werden [CJ05]. Auÿerdem können Carotine (Provitamin A), die in p�anzlicher
Nahrung vorkommen, in Vitamin A umgewandelt werden [PKQS99]. Vitamin A ist
im menschlichen Körper verantwortlich für Wachstum, Funktion und Aufbau von
Haut und Schleimhäuten, sowie für den Sehvorgang. In der Haut beein�usst Vitamin
A den epidermalen Zellwachstum, die epidermale Di�erentiation und die Versorgung
der Zellen [FXY+07]. Retinal ist auÿerdem ein Bestandteil vom Sehpurpur (Sehpig-
ment in der menschlichen Netzhaut), das ein Protein aus Opsin und 11-cis-Retinal
ist [Löf08]. 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 Schäden an der Augenhornhaut führen [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].
Auÿerdem kann all-trans-Retinal bei UVA Anregung 1O2 erzeugen und in der Lite-
ratur wurden Werte für die 1O2 Quantenausbeute von 0,31 ± 0,02 [RHBR12] und
von 5 % [RG99], [FXY+07] verö�entlicht. Die Herstellerdaten von all-trans-Retinal
(Abbildung 4.5) sind in Tabelle 4.2 aufgelistet.

Vitamin D

Vitamin D ist eine Gruppe von fettlöslichen Prohormonen, die von Steroiden ab-
stammen [FBB+12]. Im Menschen sind die Hauptvertreter Vitamin D3 (Cholecalci-
ferol) und Vitamin D2 (Ergocalciferol). Cholecalciferol und Ergosterol werden auch
unter dem Begri� Calciferol zusammengefasst [CJ05]. Vitamin D ist eigentlich kein
Vitamin, da es nicht über die Nahrung aufgenommen werden muss, sondern in aus-
reichenden Mengen im menschlichen Körper synthetisiert werden kann, wenn dieser
genügend Sonnenlicht bekommt. Ein Mangel an Vitamin D kann bei Kindern zu
Rachitis und auÿerdem zu Osteoporose, erhöhter Entzündungsgefahr und zu einem
geschwächten Immunsystem führen [FBB+12] [Löf08]. Vitamin D ist wichtig für die
Mineralisierung der Knochen, es reguliert den Kalziumgehalt im Blut und modelliert
das Immunsystem [ELL+12].

Ergocalciferol (Vitamin D2) kann aus dem Steroid Ergosterol durch UVB Be-
strahlung gewonnen werden [Löf08]. Dementsprechend �ndet die Produktion von
Ergocalciferol in der Haut statt, die der Sonnenstrahlung ausgesetzt ist [FBB+12].
Es wird im Körper in die aktive Form Calcitriol umgewandelt. Die Herstellerdaten
von Ergocalciferol (Abbildung 4.5) sind in Tabelle 4.2 dargestellt.

Cholecalciferol (VitaminD3) wird durch UVB Bestrahlung der menschlichen Haut
gewonnen. In der menschlichen Haut ist genügend 7-Dehydrocholesterol vorhanden,
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Abbildung 4.5.: Struktur der verschiedenen fettlöslichen Vitamine
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dessen Steranskelett durch UVB Strahlung aufgebrochen wird und durch eine weitere
Isomerisation entsteht Vitamin D3 [Löf08]. Danach wird Vitamin D3 weiter versto�-
wechselt in seine aktive Form [Löf08]. Vitamin D3 wird nicht wie lange angenommen
nur von Tieren synthetisiert, sondern auch P�anzen sind in der Lage Vitamin D3

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) [FBB+12]. Es be�ndet sich haupt-
sächlich 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 VitaminD3 [Löf08]. 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 D2) umgewandelt werden [Löf08]. 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−1]
Retinal all trans C20H28O 98 284,44 Sigma Aldrich
Ergocalciferol C28H44O 98 396,65 Sigma Aldrich
Cholecalciferol C27H44O 98 384,64 Sigma Aldrich

Alpha-tocopherol C29H50O2 98 430,72 Sigma Aldrich
Vitamin K1 C31H46O2 99 450,7 Sigma Aldrich
Ergosterol C28H44O 95 396,65 Sigma Aldrich

7-Dehydrochol- C27H44O 98 384,64 Sigma Aldrich
esterol

Tabelle 4.2.: Übersicht über die untersuchten fettlöslichen Vitamine

Vitamin E

Vitamin E ist ein Oberbegri� für acht verschiedene fettlösliche Substanzen, die ein-
geteilt werden können in Tocopherole und Tocotrienole, die jeweils in einer α-, β-, γ-,
δ-Form vorkommen [Nik13]. Das in der menschlichen Haut am häu�gsten vorkom-
mende Vitamin E ist α-Tocopherol, das z.B. zehnmal häu�ger ist als γ-Tocopherol
[TEM07]. Wenn in dieser Arbeit Vitamin E erwähnt wird, ist α-Tocopherol (Struk-
tur: Abbildung 4.5, Herstellerdaten: Tabelle 4.2) gemeint. Vitamin E kann nicht
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im menschlichen Körper synthetisiert werden, sondern muss mit der Nahrung auf-
genommen werden, wobei es sich in Ölen, Gemüse und Nüssen be�ndet [TEM07].
Im menschlichen Körper sammelt sich Vitamin E in den Lipiddoppelschichten von
Membranen an [CJ05]. Seine Hauptaufgabe ist die eines kettenbrechenden Antioxi-
dants [WKR+03]. α-Tocopherol reagiert mit Radikalen wie Peroxid-Radikalen oder
1O2, wodurch die Radikalkette unterbrochen wird und so die Lipide in den Membra-
nen geschützt werden [SS95]. Um Membranlipide vor Radikalen zu schützen, genügt
ein Vitamin E Molekül auf 1000 Membranlipidmoleküle [CJ05]. In der menschlichen
Haut ist die Vitamin E Konzentration in der Epidermis mit 31 nmol ∗ g−1 dreimal
so hoch wie in der Dermis (12,2 nmol ∗ g−1) [TEM07]. Wobei der Vitamin E Ge-
halt der Haut von der Hautstelle, an der gemessen wird, abhängt und durch topisch
aufgetragenes Vitamin E, z.B. in Creme, erhöht werden kann [RZ99]. Die höchste
Vitamin E Konzentration in der Epidermis ist in der unteren Stratum Corneum mit
76 pmol ∗mg−1 und die geringste Vitamin E Konzentration ist mit 6,5 pmol ∗mg−1

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 1O2 abgebaut werden
kann [TEM07], [TTP98]. 1O2 kann also durch Vitamin E gequencht werden, sowohl
chemisch als auch physikalisch. Dabei dominiert das physikalisches Quenschen von
1O2 und Vitamin E hat ein Quenchrate von 280·106 M−1s−1, während das chemische
Quenchen zu Oxidationsprodukten wie Tocopheryl Quinon führt [KDMMS90]. Aber
Vitamin E kann bei einer Anregung im UVB Bereich (308 nm) auch 1O2 generieren
mit einer 1O2 Quantenausbeute von 0,17 ± 0,025 in Methanol [DBCP06].

Vitamin K1

Der Bedarf an Vitamin K1 (Struktur: Abbildung 4.5, Herstellerdaten: Tabelle 4.2)
kann zu 50 % aus Eigenproduktion im Darm gedeckt werden, die anderen 50 % müs-
sen über die Nahrung, vor allem durch grünes Gemüse, aufgenommen werden [CJ05].
Vitamin K1 existiert in Z und E Isomeren, wobei in den meisten Lösungsmitteln
die Z Isomere überwiegen [HHKW03]. Vitamin K1 kann durch UV-Bestrahlung
photooxidiert werden und Photoprodukte sind beispielsweise 1,3-Quinon Methi-
de [HHKW03].

4.1.3. Medikamente

Tetracyclin

Tetracyclin gehört zu den Tetracyclinen, eine Gruppe von Breitband-Antibiotika,
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denen dasselbe 4-Ring-System zugrunde liegt. Tetracyclin kann zur Bekämpfung von
grampositiven, gramnegativen und zellwandlosen Bakterien verwendet werden und
wird therapeutisch hauptsächlich 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]. Auÿerdem kann
Tetracyclin 1O2 bei UVA Anregung generieren [PMR+02]. 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]

Tetracyclin C22H24N2O8*H2O 98 444.43 Sigma Aldrich
Doxycyclin C22H24N2O8 ∗HCl 98 512.94 Sigma Aldrich
hyclate ∗0.5H2O ∗ 0.5C2H6O

Nor�oxacin C16H18FN3O3 98 319.33 Sigma Aldrich
Enoxacin C15H17FN4O3 95 320.32 Sigma Aldrich
Levo�oaxin C18H20FN3O4 98 361.37 Sigma Aldrich
Azathioprin C9HN7O2S 98 277.26 Sigma Aldrich
6 Thioguanin C5H5N5S 98 167.19 Sigma Aldrich

Tabelle 4.3.: Übersicht über die untersuchten Medikamente

Doxycycline hyclate

Doxycycline (Struktur: Abbildung 4.6) gehört zu den Tetracyclinen und ist ein
Breitband-Antibiotikum für Mensch und Tier [MSG+98]. Doxycycline wird zum
Beispiel zur Behandlung von Atemwegserkrankungen, Infektionen des Magen-Darm-
Trakts, Dermartitis perioale sowie Akne benutzt. Auÿerdem 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−1 eine Phototoxizi-
tät entwickelt [SS07]. Das Doxycycline 1O2 produzieren kann, wurde schon indirekt
nachgewiesen [GS].

Nor�oxacin

Nor�oxacin (Struktur: Abbildung 4.6) ist ein Breitband-Antibiotikum aus der Fa-
milie der Fluorchinolone, das hauptsächlich zur Therapie von Harnwegsinfektionen
verwendet wird. Nor�oxacin wurde 1980 synthetisiert, wobei das Fluor-Atom an
Position 6 die Potenz von Nor�oxacin gegen gram-negative Bakterien verbesser-
te [ME09]. Als Nebenwirkung verursacht es Lichtemp�ndlichkeit. Die Phototoxizität
von Nor�oxacin wird verknüpft mit DNS-Schäden durch ROS, insbesondere durch
1O2 [ME09]. Nor�oxacin kann 1O2 generieren mit einer Quantenausbeute von 0,081
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in Deuterium Oxid Phosphat Bu�er Lösung [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 erhältlich ist. Eine Nebenwirkung von Enoxacin ist Phototo-
xizität, die in Verbindung gebracht wird mit DNS-Schäden durch ROS [UAR+97].
Enoxacin kann sowohl 1O2 als auch Superoxidanionen produzieren [UAR+97]. In
Deuterium Oxid Phosphat Bu�er Lösung hat Enoxacin eine 1O2 Quantenausbeute
von 0,061 [MSC98].

Levo�oxacin

Levo�oxacin (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
Levo�oxacin bei oraler Einnahme kann Lichtemp�ndlichkeit sein [SS07].

Azathioprin

Azathioprin (Struktur: Abbildung 4.6) gehört zu den Immunsuppressiva und un-
terdrückt das Immunsystem [MOR+07]. Es wird nach Organtransplantationen zur
Vorbeugung gegen Abstoÿungsreaktionen des Körpers und zur Behandlung ver-
schiedener Erkrankungen, die mit einer Störung der Immunreaktion einhergehen
(z.B. multiple Sklerose), verwendet. Es wird auch immer öfter bei entzündlichen Er-
krankungen, wie chronisch entzündlichen Darmerkrankungen verschrieben [Kar07].
Azathioprin-Patienten, also Langzeitüberlebende einer Organtransplantation bekom-
men häu�g Hautkrebs [MOR+07] [OPZ+05]. Im menschlichen Körper wird Aza-
thioprin umgewandelt in 6-Mercaptopurin, das dann versto�wechselt wird zu 6-
Thioguanin [ZZS+11]. Die DNA von mit Azathioprin behandelten Patienten ent-
hält dementsprechend 6-Thioguanin, das Analogon der Guanin-Base, das besonders
schnell oxidiert werden kann [DK09].

6-Thioguanin

6-Thioguanin (Struktur: Abbildung 4.6) ist ein Analogon der Nukleinbase Gua-
nin und wird auÿerdem als Arzneisto� in der Chemotherapie zur Behandlung von
Krebserkrankungen verwendet [ZZS+11]. Die Einnahme von 6-Thioguanin führt da-
zu, dass in der DNA Guanin-Basen durch 6-Thioguanin ersetzt werden. Auch die
Einnahme von Azathioprin führt dazu, dass sich 6-Thioguanin anstatt von Guanin
in der DNA be�ndet [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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im UVA Bereich absorbieren mit einem Absorptionsmaximum bei 342 nm [OPZ+05].
Auÿerdem wird 6-Thioguanin leicht oxidiert, zum Beispiel durch reaktive Sauersto�
Spezies (ROS) [DK09]. Aber 6-Thioguanin kann auch als Photosensibilisator fun-
gieren und ROS, insbesondere 1O2 durch UVA Anregung erzeugen [ZZS+11].

4.1.4. Hautp�egeprodukte

Notation Beschreibung
Creme1 Tagescreme mit Vitamin E und Kaktusfeige
Creme2 Q10 Anti-Falten Tagescreme
Creme3 Nachtcreme mit Olivenöl
Creme4 Hautp�egecreme
Creme5 Creme für Babys mit Mandelöl
Creme6 Q10 Anti-Falten Creme
Creme7 Cell Energy Tageselixier mit LSF 15
Creme8 Hautp�egecreme mit Traubenöl
Creme9 Tages- und Nachtcreme
Creme10 Basissalbe mit weiÿem Vaseline
Creme11 Weiÿes Vaseline
Creme12 Creme mit gelben Vaseline
Creme13 P�egecreme mit Mandelöl und Glycerin

Sonnencreme1 Sonnencreme mit Karotin, LSF 6
Sonnencreme2 Markensonnencreme, LSF 20
Sonnencreme3 günstige Sonnencreme, LSF 20
Sonnencreme4 Anti-ageing Sonnencreme, LSF 20

Tabelle 4.4.: Übersicht über die untersuchten Hautp�egeprodukte

Es wurden auch verschiedene Hautp�egeprodukte (Cremes, Salben, Emulsionen und
Sonnencremes) auf ihre Fähigkeit 1O2 bei UVB-Anregung zu generieren, getestet.
Hautp�egeprodukte werden gewöhnlich topisch angewendet und sollen dann in die
Haut eindringen, wobei die gewünschte Eindringtiefe von der Wirkung des Hautp�e-
geprodukts abhängt. 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 können müssen [PLR+12]. Die verschiedenen un-
tersuchten Hautp�egeprodukte wurden durch eine Notation gekennzeichnet und in
Tabelle 4.4 wurden sämtliche Notationen mit den dazugehörigen Beschreibungen des
Hautp�egeprodukts aufgelistet.
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4.1.5. Quencher

Als Quencher bezeichnet man eine Substanz, die angeregte Zustände in Molekülen
wie z.B. Sauersto� deaktivieren kann. Der Quencher geht dabei in einen elektronisch
angeregten Zustand über, während das gequenchte Molekül in den Grundzustand
übergeht. Ein 1O2 Quencher kann den 1O2-Zustand von Sauersto� deaktivieren,
wodurch sich die 1O2 Abklingdauer verkürzt. Dies kann als indirekter Nachweis für
die tatsächliche Entstehung von 1O2 verwendet werden. Mit einem Quencher ist in
dieser Arbeit ein 1O2 Quencher gemeint.

Natriumazid

Als wasserlöslicher Quencher wird in dieser Arbeit Natriumazid (NaN3) verwendet,
der eine molare Masse von 65,01 g ·mol−1 hat und von Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland) mit einer Reinheit von 99 % bezogen wird. In wässrigen Lösungsmit-
teln dissoziiert NaN3 in ein Natrium-Kation Na+ und in das für 1O2 funktionelle
N−

3 . NaN3 kann sowohl in H2O, D2O als auch PBS gelöst werden. Es ist ein sehr
e�zienter Quencher und die Ratenkonstante für 1O2 Quenchen in H2O von NaN3

beträgt 0,58 µs−1mM−1 [Kil01].

4.1.6. Siliziumdioxid

Bei verschiedenen Experimenten muss ausgeschlossen werden, dass Streustrahlung
ein 1O2 Lumineszenz ähnliches Signal erzeugt und zu Verwechselungen führt. Dafür
werden Experimente mit bestrahlten Streukörpern in Lösungsmitteln durchgeführt.
Als Streukörper wird Siliziumdioxid (SiO2) verwendet. SiO2 ist in stabiler, fester
Form ein Mineral, das als Quarz bezeichnet wird und Hauptbestandteil von Sand
ist. SiO2 ist nur schwer löslich in wässrigen Lösungen und ist dadurch bei den
durchgeführten Experimenten nicht gelöst. SiO2 hat eine molekulare Masse von
60,08 g·mol−1 und wird mit einer Reinheit von 99 % von Sigma Aldrich bezogen.
Die einzelnen SiO2 Partikel haben eine Gröÿe zwischen 0,5 bis 10 µm, wobei 80
% der Partikel nur 1 bis 5 µm groÿ sind. Da die Wellenlänge der zu streuenden
Laserstrahlung im UV-Bereich liegt (280 - 400 nm), sind die Partikel Durchmesser
in etwa in der Gröÿenordnung der Wellenlänge oder gröÿer. Es handelt sich also um
Mie-Streuuung, die hauptsächlich vorwärts gerichtet ist.
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4.1.7. Lösungsmittel

Für viele Messungen werden die Substanzen in einem Lösungsmittel gelöst. Die
wasserlöslichen Substanzen werden in D2O, H2O und PBS gelöst, während die fett-
löslichen Substanzen in Ethanol gelöst werden.

Name Abkürzung Singulett-Sauersto� Sauersto�sättigung
Abklingdauer [µs] [µM]

Deuterium D2O 67 ± 3 [EKM+02] 238 [Bai05]
Oxid
Wasser H2O 3,5 ± 0,5 [Bai05] 270 [Bai05]
Ethanol EtOH 14 ± 2 [Bai05] 1850 [Bai05]

Tabelle 4.5.: Übersicht über die verschiedenen, verwendeten Lösungsmittel

Deuteriumoxid

Deuteriumoxid (D2O) oder schweres Wasser hat eine molekulare Masse von 20.029
g ∗mol−1. Alle untersuchten wasserlöslichen Substanzen konnten in D2O gelöst wer-
den. Die 1O2 Abklingdauer in D2O beträgt 66 µs [Ogi83] bzw. 67 ± 3 µs [EKM+02]
und ist damit länger als in H2O. Die Sauersto�sättigung in D2O kann abgeschätzt
werden, da sie 88 % der Sauersto�sättigung von H2O entspricht und damit bei 238
µM liegt [Bai05]. Der pD-Wert von D2O bei 25 ◦Celsius entspricht 7,43. Bei Mes-
sungen mit dem XeCl-Excimer Laser sind die Lumineszenz Signale sehr schwach,
weshalb D2O anstatt von H2O als Lösungmittel verwendet wird, denn die zeitlich
längeren Signale können besser ausgewertet werden.

Wasser

Wasser (H2O) hat eine molekulare Masse von 18,0153 g ∗mol−1. Die 1O2 Abkling-
dauer in H2O ist 3,5 ± 0,5 µs [Bai05] und damit kürzer als in D2O. Um zeitlich
aufgelöste 1O2 Signale in H2O zu detektieren, müssen die Messungen also besonders
präzise sein. In unseren Experimenten gehen wir bei luftgesättigten H2O Lösungen
bei Raumtemperatur (20 ◦C) von einem Sauersto�sättigung von 270 µM = 100 %
aus. Der pH-Wert von reinem Wasser bei 25 ◦Celsius entspricht 7.

Ethanol

Ethanol (EtOH) ist bekannt als der Alkohol, welcher in alkoholischen Getränken
verwendet wird. Ethanol hat die molekulare Formel C2H5OH und alle untersuchten
fettlöslichen Substanzen konnten in Ethanol gelöst werden. Die 1O2 Abklingdauer
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in Ethanol beträgt 14 ± 2 µs [Bai05]. Die Sauersto�konzentration in Ethanol bei
einer gesättigten Lösung liegt bei 1850 µM [Bai05].

4.2. Herstellung von homogenen und heterogenen

Sto�gemischen

4.2.1. Herstellung von Lösungen

Ein homogenes Gemisch, das aus mindestens zwei chemischen Sto�en besteht, heiÿt
Lösung. Die hier verwendeten Lösungen bestehen aus dem zu lösenden endogenen
Photosensibilisatoren und dem entsprechenden Lösungsmittel und eventuell noch
einem Quencher z.B. NaN3. Dazu wird die entsprechende Pulvermenge des endo-
genen Photosensibilisator mit einer Analysewaage CP255D (Sartorius, Göttingen,
Deutschland) bis auf 0,01 mg genau unter Zuhilfenahme eines Aluminiumschi�chens
(Weighing Boats, Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) abgewogen. Die Pulvermen-
ge ist so gewählt, dass eine Stammlösung mit einer bestimmten Konzentration (meist
1 mM) in einem Falcon angerührt werden kann. Die entsprechende Menge Lösungs-
mittel wird mittels einer Pipette hinzugefügt. Das Gemisch wird geschüttelt und in
ein Ultraschalbad gegeben, bis sich der Photosensibilisator vollständig gelöst hat.
Um die jeweils gewünschte Konzentration an Lösung zu erhalten, wird ein Teil der
Stammlösung mit der entsprechenden Menge Lösungsmittel verdünnt.

4.2.2. Bestimmung des pH-Wert einer Lösung

Lösungen können eingeteilt werden in neutrale Lösungen, Säuren und Basen. Als
Säuren bezeichnet man Moleküle die Protonen abgeben können und dementspre-
chend Protonendonatoren sind. Und eine Base kann Protonen aufnehmen und ist ein
Protonenakzeptor. Der pH-Wert von H2O ist ein Maÿ für den sauren oder basischen
Charakter einer wässrigen Lösung. Er ist de�niert als negativer Zehnerlogarithmus
der Wassersto�onen-Aktivität. In verdünnten Lösungen entspricht der pH-Wert in
Näherung dem negativen Zehnerlogorithmus der Sto�mengenkonzentration H3O

+:
pH = −lg(c(H3O

+) [Atk94].

Bei 25 ◦Celsius ist der pH-Wert von reinem Wasser 7 (neutral) und bei Körpertem-
peratur (37 ◦Celsius) entspricht der pH-Wert von reinem Wasser 6,84 [Atk94]. Es
handelt sich um saure wässrige Lösung wenn der pH-Wert <7 ist und um basische
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wässrige Lösung, wenn der pH-Wert >7 ist. Das Lösungsmittel D2O) hat bei 25
◦Celsius einen pD-Wert von 7,43 (neutral). Für die menschliche Haut wurde lange
Zeit angenommen, dass der pH-Wert zwischen 5,0 und 6,0 liegt [LPB+06]. Doch
der pH-Wert der Haut ist abhängig vom Kontakt der Haut mit Seife, Wasser und
kosmetischen Produkten, die meist basisch sind. Neue Messungen vom natürlichen
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] [SAB+08].

Der pH-Wert einer Lösung wird mit einem pH-Meter (pH-metro-potenciómetro BA-
SIC 20, CRISON Instruments S.A., Barcelona, Spanien) gemessen. Ein pH-Meter
misst den pH-Wert über eine Spannungsdi�erenz. Ein Glaskolben, der an ein Ma-
nometer angeschlossen ist, wird in die zu messende Lösung getaucht. Dieser Kolben
besteht aus einem äuÿeren 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 Lösung steht. Aus
der Potentialdi�erenz 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 ± 0,01 messen.

Um den pH-Wert einer Lösung zu ändern, muss man Säure oder Base zu der neutra-
len Lösung hinzufügen. In dieser Arbeit werden Tropfen von verdünnter Schwefel-
säure (Sigma Aldrich) oder Essigsäure (Sigma Aldrich) in die Lösung gegeben, um
einen pH-Wert unter 7 in H2O zu erreichen. Um eine Lauge zu erzeugen, werden
Tropfen von Natriumhydroxid (Sigma Aldrich) zum Lösungsmittel hinzu gegeben.

4.2.3. Herstellung von Proteinlysat und Zelllysat

Der Zerfall einer Zelle durch Schädigung oder Au�ösung der äuÿeren Zellmembran
wird als Lyse bezeichnet und das Ergebnis dieses Zerfalls als Lysat. Um sich langsam
komplizierten Strukturen wie Zellen und Haut anzunähern, wurde Proteinlysat und
Zelllysat auf seine Fähigkeit Singulett-Sauersto� 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) be�nden, wird 1
ml PBS gegeben und durchgemischt. Die so gewonnene Zellsuspension wird in ein 2
ml Reaktionsgefäÿ (Eppi, Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland) gegeben und
dann bei 3000 Umdrehungen pro Minute für 5 Minuten zentrifugiert (Centrifuge
5415 R, Eppendorf Vertrieb, Deutschland). Danach wird der Überstand mit Hil-
fe einer Pipette entfernt und zu dem zurückbleibenden Zellpellet wird 500 µl RIPA
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Lysispu�er (Radio-Immunoprecipitation Assay Bu�er) gegeben. Das Zellpellet muss
gut resuspendiert werden und danach im Kühlraum (4 ◦C) 15 Minuten lang mit 600
Umdrehungen pro Minute geschüttelt werden. Die so gewonnene Lösung wird als
Zelllysat bezeichnet und besteht aus Proteinen und den restlichen Zellbestandtei-
len. Sie kann nun verwendet oder für spätere Verwendung eingefroren werden (-20
◦C) werden. Für die Herstellung von reinem Proteinlysat muss das Zelllysat noch-
mal zentrifugiert werden. Dazu wird die Zentrifuge auf 4 ◦C runter gekühlt und
10 Minuten mit 13000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Nun kann man den
Überstand in ein weiteres 2 ml Reaktionsgefäÿ füllen. Hierbei handelt es sich dann
um reines Proteinlysat, welches verwendet oder für spätere Verwendung eingefroren
werden kann.

4.2.4. Herstellung von Zellsuspensionen

Eine Suspension ist ein heterogenes Sto�gemisch aus einer Flüssigkeit und darin
gleichmäÿig, fein verteilten Festkörpern.

Bakterien

Um Bakterienversuche durchführen zu können, werden Bakteriensuspensionen von
E. coli und S. aureus hergestellt, wobei die Herstellung der Suspensionen für 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-Öse aus einem bereits kultivierten Agar-Medium (Müller-Hinton-
Agar-Medium, Oxoid, Wesel, Deutschland) herausgestrichen und in ein Reagenzglas
mit 5 ml Nährmedium (Müller-Hinton-Medium, Oxoid, Wesel, Deutschland) ge-
geben. Ein weiteres Reagenzglas mit 5 ml Nährmedium ohne Bakterien dient als
Kontrolle. Für ca. 18 Std. werden die Kontrolle und die Bakterienlösungen im Brut-
schrank bei 37 ◦C vermehrt. Um die Sauersto�zufuhr im Medium während der Ver-
mehrung zu gewährleisten, werden die Bakterienlösungen und die Kontrolle auf einer
Rüttelplatte mit 180 Umdrehungen pro Minute deponiert. Nach der Vermehrung,
wenn sich die Bakterien in der stationären Phase be�nden, werden die Bakterien-
suspensionen in ein Falkon umgefüllt und für 10 Minuten in der Zentrifuge bei 3000
Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Danach wird der Überstand (Müller-Hinton-
Medium) mit einer Pipette abgenommen und das übrig gebliebene Bakterienpellet
mit dem entsprechenden Lösungsmittel resuspendiert. Mit Hilfe des Absorptionss-
pektrometer (siehe Kapitel 4.10) wird die optische Dichte (OD) der Bakterienlösung
bei einer Wellenlänge von 600 nm bestimmt. Über die OD kann die Bakterienanzahl
in der Lösung bestimmt werden. Die Bakterienlösung wird nun solange verdünnt,
bis die OD bei 600 nm ungefähr 0,6 beträgt.
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Keratinozyten

Zur Herstellung von Eukaryonten-Suspensionen werden Keratinozyten (Kapitel 3.2.1),
die am häu�gsten in der Epidermis vorkommenden Zellen, verwendet. Die verwen-
deten Keratinozyten (ATCC, Manassas, USA) werden in Gewebekulturschalen (BD,
Heidelberg, Germany) unter Standardkulturbedingungen (37 ◦C, 8 % CO2) in Brut-
schränken gezüchtet. Als Kulturmedium wird Dermal Cell Basal Medium (ATCC,
Manassas, USA) mit Keratinozyte Growth Kit und 1 % Penicillin/Streptomycin-
Lösung (Gibco, Eggenstein) verwendet. Das Medium wird dreimal pro Woche ge-
wechselt. Zur Zellernte wird der Überstand abgesaugt und die Keratinozyten mit
PBS gespült. Danach werden die Zellen mit Trpsin-EDTA (ATCC, Manassas, USA)
in PBS für wenige Minuten bei 37 ◦C inkubiert. Dadurch soll das Ablösen der Zel-
len vom Kultur�aschenboden erreicht werden. Die Trypsinaktivität wird durch die
Zugabe von Trypsin Neutralizing Solution gestoppt. Zur Trennung der abgelösten
Zellen vom Überstand wird dieser samt der abgelösten Zellen mit einer Pipette
abgenommen und in ein 50 ml Reaktionsgefäÿ gegeben. Dies wird nun mit 1200
Umdrehungen/Minute für 5 Minuten zentrifugiert. Danach wird der Überstand mit
einer Pipette abgesaugt. Nun wird das verwendet Lösungsmittel PBS hinzugefügt
und resuspendiert und in der Neubauer Zählkammer gezählt. Die Zellsuspensionen
hatten eine Konzentration von 5 bis 7∗106 Zellen pro Milliliter Suspension.

4.3. Herstellung von Schweinehautpräparaten

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-
ber�äche abrasiert. Um letzte abrasierte Borstenreste zu entfernen, wird die Schwei-
nehaut mit Wasser abgespült. Danach wird die an die Dermis anschlieÿende Fett-
schicht mit einem Skalpell (Feather Safety Razor Co. Ltd, Osaka, Japan) erst grob
entfernt und danach noch abgeschabt, bis man überall die Dermis-Schicht erkennen
kann. Nun wird die Schweinehaut abgewaschen, um letzte Fettreste zu entfernen
und dann in eine groÿe Petrischale (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland),
die mit PBS gefüllt ist, gebettet. In einer separaten trockenen Petrischale schneidet
man mit einem Skalpell den Rand (ca. 2 mm) des groÿen Schweinehautstück ab. Die
Schweinehaut wird mit der Epidermis nach oben in eine mit PBS gefüllte Petrischale
gelegt, um die Epidermis mit 70 % Ethanol-Lösung mindestens 30 Sekunden lang zu
desin�zieren. Danach zerteilt man die Schweinehaut in gleich groÿe Schweinehaut-
stücken von ca. 2x2 cm, die in mit PBS gefüllte Petrischalen (94 mm Durchmesser,
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) gebettet werden. Nun wird Agarlö-
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sung hergestellt, indem man 1,5 g Agar (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
abwiegt (Analysewaage CP255D, Sartorius, Göttingen, Deutschland) und mit 150
ml destilliertem Wasser mischt. Diese Lösung wird in einem hitzebeständigen Ge-
fäÿ in die Mikrowelle gestellt und bis zum aufkochen erhitzt. Zur abgekühlten (ca.
25-40 ◦C) Agar-Lösung gibt man 16,68 ml HEPES-Pu�er. Der HEPES-Pu�er (pH
von 7,55) wurde aus 40g NaCl (Natriumchlorid), 1,5 g KCl (Kaliumchlorid), 11,9 g
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure), 10 g Glucose und
450 ml destilliertem Wasser hergestellt. Nun werden die Schweinehautstückchen 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-Pu�er Lösung dazugegeben, bis die Seitenränder der Schweinehaut
bedeckt sind, aber die Epidermis noch unbedeckt bleibt. Nachdem die Agar-Hepes-
Pu�er Lösung sich verfestigt hat (ca. 2 Minuten) liegt die Schweinehaut fest in der
Petrischale und kann in den Laseraufbau eingebaut werden.

4.4. Herstellung von Hautpräparaten

Gesunde Hautstücke (periläsionale Haut), die in der Dermatologie der Uniklinik
Regensburg operativ entfernt wurden, werden nach der OP in eine Kochsalzlösung
gegeben und am selben Tag zu Hautpräparaten weiterverarbeitet, wenn sie eine
Mindestgröÿe von 1 cm2 hatten. Zuerst werden die Hautstücke in mit PBS gefüllte
Petrischalen (94 mm Durchmesser, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland)
gebettet und gereinigt. Danach wird die an die Dermis anschlieÿende Fettschicht mit
einem Skalpell (Feather Safety Razor Co. Ltd, Osaka, Japan) erst grob entfernt und
danach noch abgeschabt, bis man überall die Dermis erkennen kann. Die von der
Fettschicht befreiten Hautstückchen werden wieder in eine mit PBS gefüllte Petri-
schale gegeben und gewaschen. Nun wird eine Agarlösung hergestellt (siehe Kapitel
4.3). Jedes Hautstück wird mit der Epidermis nach oben in eine kleine Petrischa-
le (60 mm Durchmesser, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) gelegt. Die
handwarme Agar-HEPES-Pu�er Lösung wird dazugegeben, bis die Seitenränder der
Hautstücken bedeckt sind, aber die Epidermis noch unbedeckt bleibt. Nachdem die
Agar-Hepes-Pu�er Lösung 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 Färbung von MMP-1

Aus einer Hautprobe (Spindelecke) wird eine Stanze (Stiefel Laboratorium GmbH,
O�enbach am Main, Deutschland) von einem 3 mm2 Durchmesser herausgestochen,
in Formalin �xiert und bei Raumtemperatur gelagert. Die übrige 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
Wellenlängen 308 nm, 320 nm und 355 nm mit verschiedenen UV-Dosen bestrahlt
werden. Danach wird die Petrischale mit der Hautprobe für 24 Stunden in einen
Brutschrank (37 ◦Grad, hohe Luftfeuchte) gelegt. Nach 24 Stunden im Brutschrank
wird eine weitere 3 mm2 Stanze aus der Probe entfernt, in Formalin �xiert und bei
Raumtemperatur gelagert.

Danach erfolgt die Einbettung von beiden Gewebeproben in Para�n. Dazu werden
die Gewebeproben über Nacht entwässert und dann in einen Para�n-Block eingebet-
tet, indem sie mit heiÿem Para�n übergossen werden. Die Para�n-Blöcke werden
mit einem Microtome (Microm International, Walldorf, Deutschland) bei Raumtem-
peratur in 3 µm breite Schnitte geschnitten. Die Schnitte werden mit einer Pinzette
in ein ca. 40 ◦C warmes Wasserbad mit destilliertem Wasser gegeben, danach auf
einen beschrifteten, super�xierenden Objektträger (Superfrost Plus, Thermoscien-
ti�c) gelegt und über Nacht getrocknet. Die Objektträger werden bis zur Färbung
bei Zimmertemperatur gelagert. Die immunhistologische Färbung nach MMP-1 wird
mit dem Kit ZytoChem Plus HRP-Kit Rabbit (ZYTOMED Systems GmbH, Berlin,
Deutschland) über Nacht durchgeführt. Für die Gegenfärbung wird Mayers's Hä-
malaun verwendet. Die fertigen Proben können jetzt mit einem Mikroskop (Axiostar
plus, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Göttingen, Deutschland) betrachtet werden.

4.6. Messaufbau mit XeCl-Excimer Laser

Der für den Nachweis von 1O2 Erzeugung verwendete Messaufbau ist in Abbildung
4.7 dargestellt. Für die optische Anregung wird ein XeCl-Excimer Laser (Medolas,
Max 20), der Strahlung bei einer Wellenlänge von 308 nm emittiert, verwendet.
Alle Excimerlaser sind gepulste Laser, wobei die für die Experimente verwendete
Laserpulsenergie 1 mJ beträgt und die Wiederholrate des Lasers 150 Hz ist.

Die emittierte Laserstrahlung wird durch einen Lichtleiter direkt auf die Probe, die
sich in einer Quarzglas-Küvette be�ndet (QS-101, Helma Optik, Jena, Germany),
geleitet. Die in der Küvette erreichte Laserintensität beträgt 7 ± 1 mW · cm−2,
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Abbildung 4.7.: Messaufbau mit dem XeCl-Excimerlaser

wobei 2 cm2 der Küvette ausgeleuchtet werden. Das 1O2 Lumineszenzsignal wird
aus einer Rückwärtsrichtung in Bezug auf den Anregungsstrahl detektiert. Die Lu-
mineszenzstrahlung wird auf die aktive Fläche eines Photomultipliers (R5509-42,
Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herrsching) abgebildet. Vor dem Pho-
tommultiplier ist ein 600 nm Cut-o� Filter eingebaut, um ein besseres Signal-Rausch
Verhältnis zu erhalten. Um das Lumineszenzsignal abhängig von der Wellenlänge zu
bestimmen, werden Interferenz�lter (siehe 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 Interferenz�lter wird ein
Lumineszenz Signal detektiert. Die aktive Fläche (3x8 mm2) der lnP/lnGaAsP-
Kathode des Photomultipliers muss auf -80 ◦C gekühlt sein, um das thermische
Rauschen zu verringern. Dies geschieht durch �üssigen Sticksto� (N2, 77◦K). Die
vom Photomultiplier detektierten Lumineszenzsignale werden durch einen Verstär-
ker (HFAC-26GHz White Band Ampli�er, Becker & Hickl GmbH, Berlin, Deutsch-
land) elektronisch verstärkt und dann an die Messkarte im PC weitergeleitet. Die
Messkarte mit einer maximalen Zeitau�ösung von 1 ns misst die Zeit zwischen dem
Startsignal des Laserpulses und dem Lumineszenzsignal des Photomultipliers. Um
den zeitlichen Verlauf der 1O2 Lumineszenz zu bestimmen, wird das Verfahren des
Einzelphotonzählens (single photon counting) verwendet. Zur Erfassung eines zeit-
lich aufgelösten 1O2 Signals werden die Lumineszenzphotonen von 5000 Laserpulsen
aufsummiert.
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zentrale Wellenlänge Halbwertsbreite max. Transmission Firma
1150,1 nm 9,8 nm 45,2% Ealing
1201,6 nm 9,5 nm 38,1% Ealing
1249,7 nm 9,6 nm 45,1% Ealing
1260,1 nm 9,8 nm 42,0% LOT
1270,6 nm 10,0 nm 49,1% LOT
1280,3 nm 10,1 nm 52,1% LOT
1299,3 nm 10,6 nm 49,6% Ealing
1353,6 nm 12,1 nm 45,3% Ealing
1401,5 nm 12,7 nm 52,0% Ealing

Tabelle 4.6.: Übersicht über die verwendeten Interferenz�lter [Reg10]

4.7. Messaufbau mit dem abstimmbaren

Lasersystem

Für die Untersuchung von 1O2 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 Wellenlänge 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 Wellenlänge von 355
nm, eine Pulsdauer von ungefähr 7 ns und eine Pulsenergie kleiner 3,15 mJ bei einer
Repetitionsrate von 1 kHz. Dieser Laserstrahl wird geteilt, wobei er entweder zum
Laserausgang für 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 Nichtlinearität auszeichnen und einem Resonator aus zwei
Spiegeln. Ein Optischer Parametrischer Oszillator kann Laserstrahlung über einen
weiten Spektralbereich abstimmbar machen, indem der Anregungslaserstrahl (355
nm) auf einen nichtlinearen Kristall tri�t, was zu einer Abwärtskonvertierung der
Anregungsfrequenz ($A) in zwei Strahlen mit niedrigerer Frequenz, der Signalfre-
quenz ($s) und der Idlerfrequenz ($i) führt, unter Erfüllung der Energieerhaltung
($A=$s+$i) [EZ11]. Um die Signal- und Idlerfrequenz zu verstärken, müssen die
optischen Wellen in Phase gehalten werden (∆A=kA-ks-ki=0). Durch die Drehung
des Kristalls kann diese Phasenübereinstimmungsbedingung geändert werden und
die Signal- und Idlerfrequenz können über einen weiten Spektralbereich abgestimmt
werden [EZ11]. Der zweite Kristall ist nötig, um den Strahl wieder in die gewünsch-
te Richtung zu leiten. Der im Lasersystem vorhandene OPO erzeugt Laserstrahlung
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von 400 nm bis 2600 nm mit einer E�zienz von 20 %. Wenn Frequenzen im UV-
Bereich erwünscht 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 Wellenlängenbereich von 225 nm - 299 nm ab. Der
SFG-Kristall erzeugt die Frequenzsumme des OPO-Signals und ist für die Wellenlän-
gen von 300 nm bis 399,95 nm zuständig. Für die Generation einer Frequenzsumme
werden zwei Eingangssignale benötigt, das OPO-Signal ($1) und Laserstrahlung
vom Nd:YAG Laser ($2, 1064 nm), um Strahlung mit höheren Frequenz zu erhal-
ten ($3=$1+$2). Die Bariumborat-Kristalle sind wasseranziehend und müssen auf
einer konstanten Temperatur von ca. 50 ◦C gehalten werden.

Abbildung 4.8.: Messaufbau mit dem abstimmbaren Lasersystem

Per PC-Steuerung kann die gewünschte Ausgangswellenlänge zwischen 210 nm und
2600 nm gewählt werden, die dann am Laserausgang emittiert und durch Spiegel auf
die zu bestrahlende Probe, die sich in einer Quarzglasküvette (QS-101, Helma Optik,
Jena, Germany) be�ndet, geleitet wird. Die Ausgangsleistung des Lasers ist abhän-
gig von der emittierten Wellenlänge (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 Fläche auf -80◦C gekühlt wurde, detektiert. Die vom Photomultiplier
detektierten Lumineszenzsignale werden wieder durch den Verstärker elektronisch
verstärkt und dann an die Messkarte im PC weitergeleitet. Diese Messkarte hat eine
maximale Zeitau�ösung von 100 ps und misst die Zeit zwischen dem Startsignal,
erzeugt durch einen Triggerausgang an der Lasersteuerung, und den auf dem Pho-
tomultiplier auftre�enden 1O2 Lumineszenzphoton. Um den zeitlichen Verlauf der
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1O2 Lumineszenz zu bestimmen, wird wieder das Verfahren des Einzelphotonzäh-
lens (single photon counting) verwendet. Dazu wird jedes auf dem Photomultiplier
detektierte Photon in Abhängigkeit vom zeitlichen Abstand zum Startsignal des La-
serpulses erfasst. Die Anzahl der Kanäle 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 erhöhen also abhängig vom zeitlichen Abstand
zum Startsignal den Zähler 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

Zeitaufgelöste 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, müssen die gemessenen Zeiten durch die Zeitau�ösung ∆t der Kanäle geteilt
werden. Danach kann man je nach Höhe und Qualität des Messsignals über mehrere
Kanäle 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 �tten wird ein Fitbereich ausgewählt, 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:

Nt = A · (e
x−x0
t1 − e

x−x0
t2 ) (4.1)

Die Parameter A, x0, t1 und t2 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 später unter dem aus-
gewerteten Signal dargestellt und deren Symmetrie zur eingezeichneten Achse bestä-
tigt, dass die Fitparameter richtig gewählt 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 β1 und β2 verwendet (siehe Kapitel 3.5.1), sondern direkt die
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Zeiten t1=tR=1/β1 und t2=tD=1/β2, welche die Anstiegs- (rise time) und Abkling-
zeit (decay time) darstellen. Über die von Mathematica errechneten Werte für t1 und
t2 können dann die Raten β1 und β2 bestimmt werden. Der Parameter x0 verschiebt
die Fitkurve horizontal bezüglich der Messkurve, um den Beginn des Lumineszenzsi-
gnals möglichst genau zu ermitteln. Auÿerdem wird noch das Integral der Fitkurve,
welches proportional zur Lumineszenzenergie ist, berechnet und angegeben.

Abbildung 4.9.: Ein Lumineszenzsignal von TMPyP in Wasser

Spekralaufgelöste Messung:

Hierzu werden zeitaufgelöste Messungen mit unterschiedlichen Interferenz�ltern im
Spektralbereich 1150 nm - 1400 nm, welche in Tabelle 4.6 näher 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 für jeden Interferenz�lter einlesen.
Für jede Einzelmessung wird der Laserpuls ermittelt, um dann über alle detektierten
Photonen nach dem Laserpuls zu summieren. Die Summe aller Photonen wird für je-
den Interferenz�lter berechnet. Danach werden die Summen gegen die Wellenlängen
der Interferenz�lter aufgetragen und mit einer Lorenzfunktion ge�ttet.
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Abbildung 4.10.: schematischer Messaufbau zur 1O2 Lumineszenz Messung

4.9. Messung der Singulett-Sauersto� Lumineszenz

in Barcelona

Auch am Institut Químic de Sarrià, Universidad Ramon Llull in Barcelona in der
Arbeitsgruppe von Prof. Santi Nonell werden 1O2 Lumineszenz Signale und Quan-
tenausbeuten durch die Messung von zeitaufgelöster Lumnineszenz im Infrarotbe-
reich (1275 nm) bestimmt. Der benutze Messaufbau 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 µJ pro Puls für
die Anregung der Proben verwendet. Um infrarote Strahlung der Laseremission bei
1064 nm auszuschlieÿen, ist ein Filter (Edmund Optics, York, Groÿbritannien) 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 Ö�nung
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 1O2 Lumineszenz Photo-
nen zur Detektionseinheit geleitet. Detektiert werden die Lumineszenzphotonen von
einem infrarotemp�ndlichen Photomultiplier (Model H9170-45, Hamamatsu Photo-
nics, Japan). Durch ein Vakuum-Kühlsystem wird dieser Photomultiplier auf - 60
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◦C abgekühlt. 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 Kanäle mit einer minimalen Kanalbreite von 4 ns. Für die Messun-
gen in dieser Arbeit werden 1064 Kanäle mit einer Kanalbreite von 64 ns gewählt.
Die Messzeit für ein Lumineszenz-Signal wird so gewählt, dass das Signal-Rausch
Verhältnis optimal ist.

Auswertung der Messergebnisse und Bestimmung der 1O2 Quantenaus-
beute

Die mit PicoQuant gemessen zeitaufgelösten Photon-Histogramme werden am Com-
puter mit PicoQuant FluoFit 4.0 weiter ausgewertet. en zeitaufgelösten Photon-
Histogramme werden am Computer mit PicoQuant FluoFit 4.0 weiter ausgewertet.
Wenn die Abklingdauer vom 1O2 gröÿer ist, als die Abklingdauer vom Triplett-
Zustand des Photosensitizers, dann ist die Rate β2 = 1

τ∆
und β1 = 1

τT1
. Der zeitliche

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

St = A · (e
−t
τ∆ − e

−t
τT1 ) (4.2)

Wobei A die Amplitude des Signals bei t = 0 ist, τ∆ die Abklingdauer von 1O2

und τT1 die Abklingdauer vom Triplett-Zustand des Photosensibilisators ist. Die
Quantenausbeute Φ∆ von 1O2 ist die Anzahl von generierten 1O2 Molekülen pro
vom Photosensibilisator absorbierten Photonen. Die 1O2 Φ∆ ist proportional zu der
Amplitude des 1O2 Signals, für die gilt:

A = k · Φ∆ = Φ∆ ·
τ∆

τ∆ − τT1

· Eabs (4.3)

Die 1O2 Lumineszenz kann über den Vergleich der Amplituden der 1O2 Signale mit
einer Referenzsubstanz bestimmt werden. Wenn die Referenzsubstanz und die zu
untersuchende Substanz dieselbe absorbiert Energie Eabs haben, gilt für Φ∆:

Φ?
∆ = ΦRef

∆ · A?

ARef
·

( τ∆
τ∆−τT1

)Ref

( τ∆
τ∆−τT1

)?
(4.4)
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4.10. Absorptionsmessungen

Ein Molekül kann durch seine chemische Struktur, die zu charakteristischen Energie-
niveaus führt, charakterisiert werden. Ein Molekül absorbiert nur dann, wenn es auf
Strahlung mit geeigneter Energie bzw. Wellenlänge tri�t. Die Energiezufuhr sorgt
dafür, dass das Molekül angeregt und in einen energiereicheren Zustand überführt
wird. Darum kann man ein Molekül durch sein Absorptionsspektrum charakterisie-
ren. Um die Absorption eines Moleküls zu messen, wird es in einem geeigneten Lö-
sungsmittel gelöst und in eine Küvette transferiert. Die Absorptionsspektren werden
mit einem Einstrahl-Spektralphotometer (DU600, Beckmann Instruments GmBH,
München, Deutschland) erstellt, das Strahlung in einem Wellenlängenbereich von
190 nm bis 1100 nm emittieren kann. Um die Transmission der gelösten Moleküle
zu bestimmen, muss eine Küvette mit dem entsprechenden Lösungsmittel (Blanc)
vorher ausgemessen und als O�set von der Messung der Moleküllösung subtrahiert
werden. Der Transmissionswert T ist in Prozent gegeben und die Absorption A des
Moleküls kann berechnet werden mit A = 100 % -T.

Mit dem Spektralphotometer kann auch der Absorptionswirkungsquerschnitt σ, also
die Wahrscheinlichkeit mit der Photonen absorbiert werden, bestimmt werden. σ ist
eine Materialkonstante und konstant für verschiedene Konzentrationen eines gelös-
ten Moleküls. Eine Änderung führt zu der Annahme, dass das Molekül aggregiert,
beispielsweise eine Dimerisation durchläuft oder eine andere wechselseitige Beein-
�ussung statt�ndet. σ ergibt sich aus dem Lambert-Beerschen Gesetz T = e−σ·N ·d.
Dabei ist d die Dicke der Küvette und N die Anzahl der Teilchen pro Volumeneinheit.
σ kann somit beschrieben werden durch die Formel:

σ = − ln(T )

N · d
(4.5)

Für N lässt sich N = NA ·c einsetzen, wobei NA [mol−1] die Avogadro-Konstante und
c [mol] die Sto�mengenkonzentration des untersuchten Moleküls ist. Damit ergibt
sich für σ:

σ = − ln(T )

NA · d · c
(4.6)

Mit der mit gemessenen Transmission T, der Sto�mengenkonzentration des unter-
suchten Moleküls c und der Dicke der Küvette d lässt sich also σ ermitteln.
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In Barcelona wird ein Spektrometer (UV-Vis-NIR Varian Cary 6000i Spectrophoto-
meter) benutzt, um Absorptionsspektra zu messen.

4.11. Messung der Photostabilität

Gelöste Moleküle können sich, während sie mit UVB Strahlung beleuchtet werden,
chemisch verändern, z.B. durch Photooxidation. Das chemisch veränderte Molekül
kann völlig andere Eigenschaften haben als das ursprüngliche, wie ein verändertes
Absorptionsverhalten oder eine unterschiedliche 1O2 Quantenausbeute. Darum wird
die Photostabilität der Moleküle bei UVB Bestrahlung ebenfalls untersucht.

Bestrahlung mit UVB-Lampe

Wenn ein Molekül bei UVB Bestrahlung nicht stabil ist, dann können die Ände-
rungen im Absorptionsspektrum und die möglichen resultierenden Änderungen in
der chemischen Struktur des Moleküls analysiert werden. Für die UVB Bestrahlung
wird ein FLX-20M Transluminator (Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland) be-
nutzt. Die vier UVB Lichtröhren des Transluminators haben einen Output von 8
Watt und ein Emissionsmaximum bei 312 nm. Die endogenen Moleküle werden in
den entsprechenden Lösungsmitteln gelöst und die Lösung in eine Küvette trans-
feriert. Der Transluminator hat eine Schublade, in die die abgedichteten Küvetten
hineingelegt und beleuchtet werden. Die UVB Dosis, die die Küvette erreicht, kann
am Transluminator in J · cm−2 justiert werden. Die ganze Küvette wird mit dieser
UVB Dosis gleichmäÿig von einer Seite beleuchtet. Als geringe UVB-Dosis wird z.B.
0,27 J ·cm−2, die ungefähr 1 MED bei 312 nm entspricht [YCH+81], ampliziert. Eine
hohe UVB-Dosis ist z.B. eine UVB-Wochendosis (6,62 J · cm−2 [FJG02]). Für die
eingestrahlte UVB-Dosis wird ein Fehler von 1 % angenommen. Vor und nach der
UVB Bestrahlung wird mit dem Spektrometer das Absorptionsspektrum des gelös-
ten Moleküls bestimmt, um die möglichen Veränderungen im Absorptionsverhalten
und damit in der Molekülstruktur zu entdecken. Ein Molekül gilt als photostabil für
eine UVB Dosis, wenn sich das Absorptionsspektrum im gesamten Spektralbereich
nicht verändert bei einer Bestrahlung mit dieser UVB Dosis.
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4.12. Fluoreszenz und Phosphoreszenz Messungen

Um die Fluoreszenz Anregungs- und Emissionsspektra eines Moleküls zu bestimmen
wird das Fluorimeter (Fluoromax-4 Spectro�uorometer, Horriba Scienti�c, Edison,
New Jersey, USA) der Arbeitsgruppe von Prof. Santi Nonell am Institut Químic de
Sarrià, Universidad Ramon Llull in Barcelona verwendet. In Abbildung 4.11 ist der
schematische Aufbau dieses Fluorimeter abgebildet.

Abbildung 4.11.: Der schematische Aufbau des Fluorimeters

Die Probe, die sich in einem schmalen Glaskolben in der Mitte des abdunkelbaren
Probenraums be�ndet, wird mit einer 150 Watt Xe-Lampe angeregt. Der Strahl der
Lampe kann durch einen Spalt räumlich begrenzt werden. Mit dem Anregungsmo-
nochromator wird die Anregungswellenlänge zwischen 200 und 950 nm festgelegt.
Der Anregungsstrahl tri�t auf die Probe und regt diese an. Die Fluoreszenz wird in
einem rechten Winkel zum Anregungsstrahl gemessen. Die Fluoreszenz oder gege-
benenfalls Phosphoreszenz tri�t zuerst auf einen Emissionsmonochromator, durch
den die Emissionswellenlänge festgelegt ist und wird dann am Detektor mit Photon-
Zähl-Modus detektiert. Der Detektor kann Photonen zwischen 185 und 840 nm de-
tektieren. Es können die Fluoreszenz und/oder Phosphoreszenzphotonen bei Zim-
mertemperatur oder bei 77 Kelvin detektiert werden. Um die Probe auf 77 Kelvin
runter zu kühlen, wird �üssiger Sticksto� in die Kühleinrichtung geschüttet.

Um die Fluoreszenz Quantenausbeute zu bestimmen wird Quinine Sulfate in 1N
H2SO4 als Standard Referenz benutzt mit einer Quantenausbeute von 0,546 [Eat98].
Quinine Sulfate wird so in 1N H2SO4 gelöst, dass es die gleiche optische Dichte bei
der Anregungswellenlänge hat, wie die zu untersuchende Substanz. Nun wird mit
dem Fluorimeter das Emissionsspektrum der Fluoreszenz für die Substanz und für
die Referenz für dieselbe spektrale Breite bestimmt. Mit der folgenden Formel kann
danach die Fluoreszenz Quantenausbeute der unbekannten Substanz φu bestimmt
werden [Eat98]:
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φu =
AsFun

2
u

AuFsn2
s

· φS (4.7)

Mit der Fluoreszenz Quantenausbeute der Referenz φS, der optischen Dichte A,
dem Brechungsindex des Lösungsmittels n (Wasser: 1,333; H2SO4: 1,418) und der
integrierten Fläche des Fluoreszenzemissionsspektrums F.

4.13. Optoakustische Spektroskopie

Die Laser-induzierte optoakustische Spektroskopie (LIOAS) beruht auf dem op-
toakustischen E�ekt, 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.

Abbildung 4.12.: In (A) ist schematisch die Detektion einer laserinduzierten Druckwelle
dargestellt und in (B) ein auf dem Ozilloskop betrachtetes optoakusti-
sches Signal von BBBN

In der Arbeitsgruppe von Prof. Santi Nonell (Institut Químic de Sarrià, Barcelona)
wird ein Nd:YAG Laser Laser (Surelite l-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 % beträgt. Durch den Laserstrahl werden die Moleküle in der
Lösung angeregt und können ihre Energie durch verschiedene strahlende oder nicht-
strahlende Übergänge wieder abgeben. Die eingestrahlte Laserenergie Ea kann bei
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nicht-strahlenden Übergängen als Wärme an das Medium oder bei strahlenden Pro-
zessen als Fluoreszenz oder Phosphoreszenz abgeben werden. Für Ea gilt [BH92]:

Ea = α · Ea + ΦF · EF + Φst · Est (4.8)

Der erste Term gibt den Anteil α von Ea wieder, der als Wärme 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 zunächst im langlebigen Triplett-Zustand
gespeichert wird. So kann die Quantenausbeute ΦT1 des Triplett-Zustandes, die die
E�zienz wiedergibt, mit der durch inter-system-crossing der Triplett-Zustand T1

besetzt wird, bestimmt werden.

ΦT1 =
(1− α) · Ea − ΦF · EF

ET1

(4.9)

Wenn also die Energien des ersten angeregten Singulett- und Triplett-Zustandes EF
und ET1 und die Fluoreszenz-Quantenausbeute ΦF bekannt sind, kann mit Hilfe
der optoakustischen Spektroskopie α bestimmt werden und dadurch ΦT1 . α wird
über den Vergleich mit einer Referenz-Substanz bestimmt, die nicht �uoresziert,
keine langlebigen Transiente hat und 100 % der absorbierten Energie als Wärme
an das Medium abgibt (α=1) [GV03]. Eine solche Referenz-Substanz, die bei der
Anregungswellenlänge 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 gelöst. Die Absorption der Lösung wird bestimmt
und danach wird für jede Lösung das optoakustische Signal für 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 Beträge 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 Lösungen aufgetragen. Mit Hilfe der
Steigung der Durchschnittsgeraden H dieses Graphen lässt sich α der zu untersu-
chenden Substanz (un) ermitteln:

α =
Hun

HBBBN

(4.10)
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5.1. Wasserlösliche Vitamine

5.1.1. Absorption

Abbildung 5.1.: Absorptionsspektren der untersuchten wasserlöslichen Vitamine

Die Voraussetzung für die photodynamische Generierung von 1O2 ist die Absorption
von Strahlung. Viele Moleküle konvertieren absorbierte Strahlung in Hitze, doch ein
Charakteristika von Photosensibilisatoren ist ihre Fähigkeit, nach der Absorption
von Strahlung durch ISC in einen langlebigen Triplett-Zustand zu wechseln. Von
diesem Triplett-Zustand (Lebensdauer im Mikrosekunden Bereich) kann e�zient
Energie auf molekularen Sauersto� transferiert werden und so kann 1O2 erzeugt
werden.

Für alle untersuchten wasserlöslichen Substanzen ist ein Absorptionsspektrum in
D2O 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 Wellenlänge von 308 nm
angeregt werden, wird eine Vitamin-Konzentration in wässriger Lösung (D2O und/
oder H2O) gesucht, bei der die Absorption der Lösung bei mindestens 20 % bei
308 nm liegt. Dies ist eine ausreichende Absorption um e�zient 1O2 bei dieser An-
regungswellenlänge zu erzeugen. In Tabelle 5.1 sind die wasserlöslichen Vitamine
mit ihrer Absorption bei 308 nm und der entsprechenden Vitamin-Konzentration in
wässriger Lösung 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 1O2 Signal zu erzeugen. Für alle anderen Vitamine
sind geringere Konzentrationen gefunden worden, bei denen die Vitamine mehr als
20 % absorbieren, wobei der Fehler des Absorptionsspektrometers ± 1 % beträgt.

Substanz Konzentration Absorption bei
308 nm in %

D2O H2O
Ribo�avin 100 µM 22 ± 1 21 ± 1
FMN 100 µM 21 ± 1 21 ± 1
FAD 100 µM 19 ± 1 20 ± 1
PYR 50 µM 41 ± 1 41 ± 1

PYR-HCL 50 µM 34 ± 1 35 ± 1
PYR-5-PH 100 µM 27 ± 1 29 ± 1

PYRINE-DHCL 50 µM 39 ± 1 38 ± 1
PYRXAL-HCL 40 µM 46 ± 1 47 ± 1
Nicotinsäure 30 mM 40 ± 1 nicht ermittelt

Nicotinamidsäure 30 mM 19 ± 1 nicht ermittelt
NAD 10 mM 35 ± 1 nicht ermittelt
NADP 10 mM 33 ± 1 nicht ermittelt

Tabelle 5.1.: Absorption der wasserlöslichen Vitamine bei 308 nm

5.1.2. Absorptionswirkungsquerschnitt

Mit der Transmission T, die das Absorptionsspektrometer misst, kann der Absorp-
tionswirkungsquerschnitt σ wie in Kapitel 4.10 beschrieben, bestimmt werden. σ
ist eine Materialkonstante. Für die verschiedenen wasserlöslichen Vitamine ist σ für
verschiedene Konzentrationen berechnet worden. So kann bestimmt werden, ob die
Molekülkonzentration in der Lösung einen Ein�uss auf σ hat und damit das Mole-
kül vermutlich ab einer bestimmten Konzentration aggregiert. Dies könnte Ein�uss
haben auf die Eigenschaft des Moleküls 1O2 zu erzeugen, da das aggregierte Molekül
andere Eigenschaften besitzen kann.
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Abbildung 5.2.: σ für verschiedene Konzentrationen von FAD

Die meisten Vitamine zeigen für verschiedene Konzentrationen keine Veränderung
des Absorptionswirkungsquerschnitts im UV Bereich. In Abbildung 5.2 ist σ für
verschiedene Konzentrationen von FAD exemplarisch abgebildet. Es wird deutlich,
dass sich σ für Konzentrationen im Bereich zwischen 10 und 500 µM im gesamten
spektralen Bereich nicht verändert. Auch bei den Vitaminen FMN, Nicotinsäure,
Nicotinamidsäure, NAD, NADP, PYR und PYRINE-DHCL kann keine Veränderung
von σ für den untersuchten Konzentrationsbereich festgestellt werden.

Doch bei den Vitaminen PYR-HCL, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH aus der B6-
Gruppe ist für verschiedene Konzentrationen eine Änderung von σ festgestellt wor-
den. Die σ für verschiedene Konzentrationen sind in Abbildung 5.3 dargestellt. Für
PYR-HCL und PYRXAL-HCL sind bei einer Konzentrationen von 10 µM drei Peaks
bei 220 nm, 250 nm und 330 nm sichtbar. Für höhere Konzentrationen werden diese
drei Peaks weniger ausgeprägt, während ein neuer Peak bei ungefähr 280 nm ent-
steht. 10 µM PYR-5-PH hat zwei deutliche Peaks bei 220 und 380 nm. Bei höheren
Konzentrationen von PYR-5-PH sind diese beiden Peaks weniger ausgeprägt, dafür
entsteht ein neuer Peak bei ungefähr 280 nm. Es könnte sein, dass die Moleküle
für höhere Konzentrationen aggregieren oder dass sich wegen der erhöhten Kon-
zentration von PYR-HCL, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH der pH- bzw. pD- Wert
der Lösung ändert und damit die Struktur der Moleküle, denn die Vitamine der
B6-Gruppe haben pH sensitive Seitengruppen und verändern sich bei verschiedenen
pH-Werten [BLE+00].

Der normale pH-Wert von H2O ist 7,0 und von D2O 7,4 bei 25 ◦ Raumtemperatur.
Durch die erhöhte Konzentration an den unterschiedlichen Formen von Vitamin B6,
erhöht sich auch der Anteil der HCL,H und DHCL Moleküle im Lösungsmittel. Der
Hydrochlorid-Rest der Vitamine (HCl) kann mit Wasser (H2O) reagieren und es
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Abbildung 5.3.: σ für verschiedene Konzentrationen von PYR-HCL, PYRXAL-HCL und
PYR-5-PH

entsteht Chlorwassersto�säure (Salzsäure) [Atk94]. Darum sinkt der pH bzw. pD
Wert der Lösung mit steigender Konzentration von Vitamin B6.

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 Säure (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 pKa beschreibt den Gleichgewichtszu-
stand, wenn in der Lösung von beiden Strukturformen die gleiche Menge vorhanden
ist. Die pKa Konstanten für PYR sind 5,0 und 8,96, für PYRXAL 4,2 und 8,66 und
für PYR-5-P 2,5, 4,14, 6,2 und 8,69 [BLE+00]. In Lösungen mit einem pH-Wert von
5 gibt es also genau gleich viele PYR mit einem geladenem Sticksto�, das mit einem
Wassersto�atom oder Deuteriumatom verbunden ist (PH+) und ohne (P). Das lässt
sich mathematisch durch den pKa zeigen:
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Abbildung 5.4.: Die Veränderung der Moleküle Pyridoxin, Pyridoxal und Pyridoxal 5'phos-
phat bei unterschiedlichen pH-Werten
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pKa = −lg(
c(H3O

+) ∗ c(P )

c(PH+)
) = −lg(c(H3O

+))− lg(
c(P )

c(PH+)
) = pH − lg(

c(P )

c(PH+)
)

Für eine gleich groÿe Konzentration an PYR mit Proton (PH+) und PYR (P) ist
also der pKa=pH und dieser pH-Wert ist 5. Durch die Erhöhung der Konzentration
von PYR-HCL kann die Lösung einen so niedrigen pH-Wert bekommen, dass die
zwei unterschiedlichen Formen von PYR im Absorptionsspektrum erkennbar sind.
Um diese Theorie zu bestätigen werden von PYR, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH
Absorptionsspektra in PBS mit unterschiedlichen pH-Werten aufgenommen. Dazu
wird eine Lösung von 200 µM PYR, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH in PBS herge-
stellt. Der pH-Wert der Lösung ist mit dem in Kapitel 4.2.2 beschriebenen pH-Meter
ermittelt worden. PYR und PYRXAL haben jeweils zwei pKa und wurden darum
bei drei verschiedenen pH-Werten gemessen, die jeweils möglichst entfernt von den
pKas sind, damit hauptsächlich eine Strukturform in der Lösung vorhanden ist. Von
allen Lösungen wird ein Absorptionsspektrum gemessen. PYR-5-P hat vier verschie-
dene pKa (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 möglichst entfernt von den pKas
sind, damit hauptsächlich eine Strukturform in der Lösung vorhanden ist, gemessen
worden. Von allen Lösungen wird ein Absorptionsspektrum gemessen. PYR-5-P hat
vier verschiedene pKa (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 für verschiedene pH-Werte zwischen-
den pKa-Werten für PYR, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH in PBS-Lösung darge-
stellt. Es ist erkennbar, dass sich die Absorptionsspektra mit dem pH-Wert in der
PBS Lösung ändern. Für PYR und PYRXAL-HCL sind drei verschiedene Absorp-
tionsspektra für die drei unterschiedlichen pH-Werte, die zu den drei unterschiedli-
chen Formen von PYR bzw. PYRXAL gehören (siehe Abbildung 5.4) erkennbar. Für
PYR-5-PH zeigt Abbildung 5.5 deutlich vier unterschiedliche Absorptionsspektra,
denn die Absorptionspektra für 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 Lösung mit pH 7,1 Absorptionsmaxima bei et-
wa 220 nm, 250 nm und 340 nm, während es in einer Lösung mit pH 2,0 nur ein
Maximum bei 290 nm besitzt. Wenn dies nun mit den σ für verschiedenen Kon-
zentrationen von PYR-HCL in Abbildung 5.3 verglichen wird, ist erkennbar, dass
für Konzentrationen bis 100 µM 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 für Konzentrationen
bis 100 µM PYR-HCL Pyridoxin hauptsächlich in seiner ungeladenen Form vorliegt
(siehe Abbildung 5.4). Für groÿe Konzentrationen (1000 µM) an PYR-HCL hat σ
in Abbildung 5.3 ein zusätzliches Maximum bei 290 nm, das auch in dem Absorpti-
onsspektra von PYR bei einem pH von 2,0 vorhanden ist (Abbildung 5.5). Auch für
PYRXAL und PYR-5-P ist beim Vergleich der Abbildungen 5.3 und 5.5 erkennbar,
dass für Konzentrationen bis 100 µM σ jeweils der Absorption der neutralen Mole-
külform entspricht, während bei hohen Konzentrationen scheinbar auch protonisierte
Molekülformen von PYRXAL bzw. PYR-5-P in der Lösung vorhanden sind.

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 mögliche Änderung der Molekülstruktur mit dem pH-Wert der Lösung muss
bei der Messung von 1O2 Lumineszenz berücksichtigt werden. Es soll die 1O2 Er-
zeugung der neutralen Molekülform von PYR, PYRXAL und PYR-5-P ermittelt
werden und nicht von anderen durch den pH-Wert veränderten Substanzen. Für
PYR-HCL, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH werden deshalb nur Konzentrationen
bis 100 µM für die Messung von 1O2 Lumineszenz verwendet, da bis einschlieÿlich
zu dieser Konzentration keine Veränderungen von σ zu beobachten sind, die dar-
auf schlieÿen lassen würden, dass sich der pH-Wert in der Lösung verändert hat, so
dass es Auswirkungen auf die pH emp�ndlichen Seitengruppen von PYR, PYRXAL
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und PYR-5-P hat. Natürlich hat auch PYRINE pH-Wert emp�ndliche Reste und
pKa Werte von 3,37, 8,01 und 10,13 [BLE+00]. Da sich σ für PYRINE-DHCL für
Konzentrationen bis 1 mM nicht verändert, wird davon ausgegangen, dass bis zu die-
ser Konzentration hauptsächlich PYRINE in seiner neutralen Form in der Lösung
vorhanden ist.

5.1.3. Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauersto�
Detektion von wasserlöslichen Vitamien

Nachdem für alle untersuchten wasserlöslichen 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 1O2 erzeugen kön-
nen. Dafür 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 Laserintensität von 7 ± 1 mW · cm−2 hat, wird
das 1O2 Signal in D2O ermittelt, denn in D2O beträgt die Abklingdauer von 1O2 66
µs [Ogi83]. Für zeitlich aufgelöste 1O2 Signale wird ein Interferenz�lter bei 1270 nm
mit einer Bandbreite von 30 nm verwendet und über 10000 Laserpulse summiert. Es
konnten für alle untersuchten Substanzen auÿer NAD und NADP zeitlich aufgelöste
1O2 Signale detektiert werden. Um zu bestätigen, dass es sich bei diesen Signalen
wirklich um 1O2 Lumineszenz handelt, werden unabhängig davon noch Lumineszenz
Signale spektral aufgelöst detektiert.

Um 1O2 nachzuweisen, wird Lumineszenz spektral aufgelöst in D2O detektiert. Dazu
werden verschiedene Interferenz�lter aus Tabelle 4.6 in den Messaufbau eingebaut
und die Lumineszenz bei einer Anregung von 308 nm mit dem XeCl-Excimer La-
ser gemessen. Für 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 ge�ttet worden. Es ist für alle Vitamine ein Peak des spektral auf-
gelösten 1O2 Signals zwischen 1270 und 1280 nm erkennbar, was mit der Übergangs-
energie von 1O2 in D2O von 1274 nm (0,975 eV) gut übereinstimmt [BFP+07].

Mit dem neuen Lasersystem, das in den Messaufbau integriert worden ist (Kapitel
4.7), können sowohl in D2O als auch in H2O gut auswertbare, zeitlich aufgelöste 1O2

Signale ermittelt werden. Bei Anregung bei 308 nm kann eine Laserintensität von
bis zu 45 ± 3 mW · cm−2 in der Küvette erreicht werden. Mit einem zusätzlichen
Filter vor der Küvette, um mögliche Strahlung im nicht UVB-Bereich auszuschlieÿen,
beträgt die Laserintensität in der Küvette bei 308 nm noch 29 ± 2 mW · cm−2. Bei
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Abbildung 5.6.: spektral aufgelöst detektierte 1O2 Signale von wasserlöslichen Vitaminen
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dieser Laserintensität wird für alle Substanzen ein zeitlich aufgelöstes 1O2 Signal
bestimmt und wie in Kapitel 4.8 ausgewertet. Die ge�tteten Abklingzeiten der 1O2

Signale sind in Tabelle 5.2 dargestellt.

Substanz H2O D2O
Konzentration τ [µs] Konzentration τ [µs]

Ribo�avin 100 µM 3,4 ± 0,4 100 µM 64 ± 7
FMN 100 µM 3,5 ± 0,4 100 µM 64 ± 7
FAD 100 µM 3,8 ± 0,4 100 µM 64 ± 7
PYR 100 µM 3,5 ± 0,4 100 µM 51 ± 6

PYR-HCL 100 µM 3,3 ± 0,4 100 µM 58 ± 6
PYR-5-PH 100 µM 3,6 ± 0,4 100 µM 58 ± 6

PYRINE-DHCL 100 µM 3,2 ± 0,4 100 µM 56 ± 6
PYRXAL-HCL 100 µM 3,5 ± 0,4 100 µM 53 ± 6
Nicotinsäure - - 25 mM 67 ± 7

Nicotinamidsäure - - 25 mM 66 ± 7

Tabelle 5.2.: Die ge�ttete 1O2 Abklingdauer τ in Vitaminlösungen in H2O und D2O

Für das Vitamin Ribo�avin und die vom ihm ableitbaren Koenzyme FMN und
FAD sind in H2O und D2O gut auswertbare, zeitlich aufgelöste 1O2 Signale detek-
tiert worden und die Anstiegs- und Abklingzeiten der Signale sind bestimmt worden.
Die ge�tteten Abklingzeiten (Tabelle 5.2) von Ribo�avin, FMN und FAD stimmen
mit der 1O2 Abklingdauer in H2O (3,5 ± 0,5 µs [Bai05]) und in D2O (67 ± 3
µs [EKM+02]) überein. Für alle drei Substanzen wurden auch schon 1O2 Signale bei
einer Anregung im UVA Bereich detektiert [Bai05]. Für die Vitamine aus der B6-
Gruppe (PYR, PYR-HCL, PYR-5-PH, PYRINE-DHCL und PYRXAL-HCL) sind
sowohl in H2O als auch in D2O zeitlich aufgelöste 1O2 Signale detektiert und die
Anstiegs- und Abklingzeiten bestimmt worden. Für die Signale in H2O stimmen die
ge�tteten Abklingzeiten gut mit der 1O2 Abklingdauer in H2O (3,5 ± 0,5 µs [Bai05])
überein. Die Abklingdauer der 1O2 Signale in D2O von PYR-HCL und PYR-5-PH
stimmt im Rahmen der Messgenauigkeit mit der Abklingdauer von 1O2 in D2O (67
± 3 µs [EKM+02]) überein. Doch die ge�tteten Abklingzeiten von PYR, PYRINE-
DHCL und PYRXAL-HCL stimmen nicht mehr mit der Abklingdauer von 1O2 in
D2O überein, sondern sind kürzer. Ein Grund für die verkürzten Abklingdauern der
1O2 Signale in D2O der Vitamine der B6-Gruppe könnte sein, dass diese Vitamine
bekannt dafür sind 1O2 in D2O zu quenchen mit Raten zwischen 5, 5 · 107M−1s−1

und 7, 5 · 107M−1s−1 [BLE+00]. Auÿerdem passen die gemessenen Abklingdauern
der Vitamine der B6-Gruppe in D2O gut dem Literaturwert von 55 ± 5 µs für die
Abklingzeit der Vitamine der B6-Gruppe in D2O [DKK94] bei Anregung im UVA
Bereich überein. Für Nicotinsäure und Nicotinamidsäure ist weder für UVA noch für
UVB Anregung ein Literaturnachweis über 1O2 Erzeugung gefunden worden. Dass
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diese beiden Substanzen 1O2 erzeugen, wird also in dieser Arbeit erstmalig nachge-
wiesen. Die 1O2 Signale in H2O sind allerdings so schwach, dass die Anstiegs- und
Abklingzeiten nicht ge�ttet werden konnten. Aber die ermittelten Abklingdauern
der 1O2 Signale in D2O (Tabelle 5.2) stimmen sowohl für Nicotinsäure als auch für
Nicotinamidsäure mit der 1O2 Abklingdauer in D2O überein.

5.1.4. Singulett-Sauersto� Quantenausbeuten (UVB, UVAI,
UVAII) von wasserlöslichen Vitaminen

Die 1O2 Quantenausbeute Φ∆ beschreibt, welcher Anteil der von den endogenen Vit-
aminen absorbierten Photonen zur Erzeugung von 1O2 führt. Die Quantenausbeute
Φ∆ kann indirekt über den Vergleich mit Referenzsubstanzen bestimmt werden. Die-
se Methode wird in Kapitel 3.6.1 beschrieben. Als wasserlösliche Referenzsubstanzen
werden PNS mit einem Φ∆ von 0,97 ± 0,06 in H2O [MJC+96] und TMPyP mit ei-
nem Φ∆ in H2O von 0,77 ± 0,04 [BML+07] verwendet. Die in Tabelle 5.3 aufgeführ-
ten Vitamine und die Referenzsubstanzen werden in drei bis fünf unterschiedlichen
Konzentrationen in H2O gelöst. Die Konzentrationen wurden so gewählt, dass die
Absorption bei der entsprechenden Anregungswellenlänge nicht unter 5 % und nicht
über 60 % betrug. Zunächst wird die 1O2 Quantenausbeute Φ∆ für UVB Anregung
mit der Wellenlänge 308 nm bestimmt. Die Laserintensität bei 308 nm wird durch
einen Filter auf 70 % der ursprünglichen Intensität reduziert. Die absorbierte Ener-
gie EAbs der Vitamine und Referenzsubstanzen wird über die gemessene Absorption
bei 308 nm und die eingestrahlte Laserenergie bei 308 nm bestimmt. Danach wer-
den die 1O2 Lumineszenz Signale der gelösten Vitamine und Referenzsubstanzen
gemessen. Die Lumineszenzenergie ELum wird mit der Summe aller detektierten
Lumineszenzphotonen des 1O2 Signals (Anzahl der Lumineszenzphotonen) gleich-
gesetzt. Mit der bekannten Quantenausbeute der Referenzsubstanz kann über den
Vergleich der Steigungen ELum

EAbs
die gesuchte Quantenausbeute bestimmt werden. In

Abbildung 5.7 sind die Steigungen ELum
EAbs

beispielhaft für 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
H2O die Quantenausbeute von FAD in H2O bestimmt werden.

In Tabelle 5.3 sind für alle wasserlöslichen Vitamine, bei denen im Lösungsmittel
H2O gut auswertbare 1O2 Signale gemessen werden können, die 1O2 Quantenaus-
beute bei einer Anregung von 308 nm in der zweiten Spalte von links dargestellt.
Auÿerdem ist für diese Substanzen noch die 1O2 Quantenausbeute für 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 1O2 Quantenaus-
beuten beträgt 10 % für Quantenausbeuten über 0,10. Für kleinere Quantenaus-
beuten wird wegen dem groÿen Unterschied in der E�ektivität der 1O2 Erzeugung
zwischen Referenzsubstanzen und zu untersuchender Substanz ein Fehler von 20 %
angenommen.

Substanz 308 nm 330 nm 370 nm
Ribo�avin 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.: 1O2 Quantenausbeuten Φ∆ der wasserlöslichen Vitamine bei einer Anregungs-
wellenlänge von 308, 330 und 370 nm in H2O

Ribo�avin hat eine 1O2 Quantenausbeute von 0,61 ± 0,07 für eine Anregungswel-
lenlänge von 308 nm. Dieser Wert stimmt im Rahmen der Fehlergenauigkeit mit den
ermittelten Werten für Anregung bei 330 und 370 nm überein. Auÿerdem stimmt er
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mit dem in der Literatur gefundenen Wert von 0,54 ± 0,07 bei Anregung mit 355
nm überein [Bai05]. Auch bei FMN stimmt die Quantenausbeute bei einer Anre-
gung von 308 nm von 0,58 ± 0,06 mit den ermittelten Werten für eine Anregung
von 330 nm und 370 nm und dem Literaturwert von 0,51 ± 0,07 [Bai05] innerhalb
der Messgenauigkeit überein. 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 übereinstimmt. In der
Literatur wird für 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 Wellenlänge von 370 nm kann für die Vitamine PYR, PYR-HCL, PYRXINE-
DHCL und PYRXAL-HCL wegen zu geringer Absorption keine 1O2 Quantenaus-
beute ermittelt werden. Die ermittelten Quantenausbeuten bei einer Anregung von
308 und 330 nm stimmen aber für alle Substanzen im Rahmen der Fehlergenauigkeit
überein. PYR-5-PH absorbiert sowohl bei 370, 330 und 308 nm und die ermittelten
Quantenausbeuten stimmen innerhalb der Messgenauigkeit überein. In der Literatur
werden die 1O2 Quantenausbeuten für die Vitamine der B6 Gruppe bei Anregung im
UVA-Bereich (355 nm) in D2O untersucht [DKK95] [DKK94]. Nur der Literaturwert
von Pyridoxamin (0,06 ± 0,02) [DKK95] stimmt im Rahmen der Fehlergenauigkeit
mit den ermittelten Quantenausbeuten für eine Anregung bei 308 und 330 nm über-
ein. Die Literaturwerte für 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 1O2 Quantenausbeuten überein. Die gemessenen Quantenausbeuten
sind alle deutlich kleiner als die Werte in der Literatur.

Um auszuschlieÿen, dass der Unterschied in den Quantenausbeuten durch das Lö-
sungsmittel D2O bzw. H2O verursacht wird, ist die 1O2 Quantenausbeute für die
Vitamine der B6 Gruppe nochmal im Lösungsmittel D2O mit einer Anregungswel-
lenlänge von 308 nm untersucht worden und in Tabelle 5.4 sind die ermittelten
1O2 Quantenausbeuten aufgelistet. Die Quantenausbeuten in D2O stimmen für alle
Substanzen auÿer PYR im Rahmen der Messgenauigkeit mit den ermittelten Quan-
tenausbeuten in H2O bei einer Anregung von 308 nm überein. Die Quantenausbeute
von PYR ist mit 0,05 ± 0,01 in D2O deutlich kleiner als 0,11 ± 0,02 in H2O. Dies
kann aber darauf zurückgeführt werden, dass bei der angewendeten Methode der
Quantenausbeuten Ermittlung über den Vergleich mit einer Referenz-Substanz das
Quenchen von 1O2 berücksichtigt wird. Die Lumineszenzenergie wird über die Sum-
me aller Photonen eines Lumineszenz-Signals gebildet. So ist für ein Signal mit einer
verkürzten 1O2 Abklingdauer z.B. von 51 µs von PYR (siehe Tabelle 5.2) die Summe
der Photonen natürlich im Verhältnis kleiner als bei einem Signal, dass eine typische
1O2 Abklingdauer (67 ± 3 [EKM+02]) in D2O hat. Die Vitamine der B6 Gruppe sind
alle bekannte 1O2 Quencher, aber die Ratenkonstante des Quenchens ändert sich mit
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dem pD der Lösung und ist für basische Lösungen gröÿer und für saure Lösungen um
ein vielfaches kleiner als in Lösungen mit einem pD von 6,2 [BLE+00]. Aus diesem
Grund ist für PYR, das in D2O (pD von 7,4) gelöst 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 D2O mit einem pD unter 7,4 gelöst sind. Dies
spiegelt sich in der am stärksten verkürzten 1O2 Lebensdauer in D2O (siehe Tabelle
5.2) und in einer geringeren 1O2 Quantenausbeute in D2O wieder.

Substanz 308 nm
Nicotinsäure 0,05 ± 0,01

Nicotinamidsäure 0,64 ± 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.: 1O2 Quantenausbeuten Φ∆ der wasserlöslichen Vitamine bei einer Anregungs-
wellenlänge von 308 nm in D2O

Die ermittelten Werte sowohl in D2O als auch in H2O sind also für alle Vitamine der
B6-Gruppe auÿer 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 1O2 Quantenausbeute erklärt werden. Die Literaturwerte
sind über den Vergleich der Lumineszenz-Signal Amplituden mit Referenzsubstan-
zen bestimmt worden [DKK95], während in dieser Arbeit die Lumineszenz-Energie
über die Summe aller Lumineszenzphotonen bestimmt worden ist, wodurch sich das
Quenchen von 1O2 durch die Substanz in der Quantenausbeute widerspiegelt. Eine
andere Möglichkeit 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 H2O
so bestimmt worden, dass der pH-Wert der Lösung nicht unter den pKa-Wert der
entsprechenden Substanz sank (siehe Kapitel 5.1.2). Somit war der pH-Wert der
Lösung zwischen 7 (reines H2O) bzw. 7,4 (reines D2O) und pH gleich pKa-Wert
der entsprechenden Substanz. Für die Literaturwerte wird nicht angegeben bei wel-
chem pD-Wert sie gemessen worden sind. Da die Substanzen sich mit dem pD-
Wert ändern, ist anzunehmen, dass die verschiedenen Substanzen auch verschiedene
Quantenausbeuten haben. Falls die Literaturwerte bei anderen pD-Werten bestimmt
worden sind, wäre dies eine Erklärung für die groÿen Abweichungen.

Um zu bestätigen, dass sich der pH-Wert einer Lösung auf die 1O2 Erzeugung ei-
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pH-Wert Quantenausbeute Φ∆ von PYR-5-PH
1,5 0,27 ± 0,06
3,3 0,09 ± 0,02
5,1 0,16 ± 0,04
7,3 0,16 ± 0,04
10,5 0,05 ± 0,02

Tabelle 5.5.: 1O2 Quantenausbeuten Φ∆ von in PBS gelöstem PYR-5-PH bei verschiedenen
pH-Werten bei einer Anregungswellenlänge von 355 nm

ner pH-emp�ndlichen Substanz auswirken kann, ist die 1O2 Quantenausbeute von
PYR-5-PH bei unterschiedlichen pH-Werten gemessen worden. Dazu werden Lösun-
gen von 200 µM PYR-5-PH in PBS hergestellt und mit dem pH-Meters (Kapitel
4.2.2) wurde der pH-Wert der Lösungen bestimmt. Es werden fünf 200 µM PYR-
5-PH Lösungen mit einem pH von 1,5, 3,3, 5,1, 7,3 und 10,5 hergestellt. Diese pH-
Werte wurden ausgewählt, da sie genau zwischen den pKa 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-
gungswellenlänge von 355 nm bestimmt worden. Dazu wird die Absorption von den
PYR-5-PH Lösungen mit verschiedenen pH-Werten bei 355 nm bestimmt. Danach
wird TMPyP so in PBS gelöst, dass es eine identische Absorption bei 355 nm hat.
Für diese fünf PYR-5-PH und TMPyP Lösungen mit identischer Absorption bei 355
nm, wird das 1O2 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 für die verschie-
denen pH-Werte ermittelten Quantenausbeuten von PYR-5-PH sind in Tabelle 5.5
dargestellt. Für die pH-Werte 5,1 und 7,3 in der Lösung sind die gleichen Quanten-
ausbeuten mit 0,16 ± 0,04 bestimmt worden. Dieser Wert stimmt auch überein mit
den Messungen der 1O2 Quantenausbeute bei Anregungswellenlängen von 308 nm,
330 nm und 370 nm (siehe Tabelle 5.3). In Tabelle 5.5 ist aber auch erkennbar, dass
sich die 1O2 Quantenausbeute mit dem pH-Wert der Lösung ändert und in extrem
basische Lösungen (pH von 10,5) ist die 1O2 Quantenausbeute mit 0,05 ± 0,02 sehr
klein. Für extrem saure Lösungen (pH von 1,5) war die 1O2 Quantenausbeute von
PYR-5-PH mit 0,27 ± 0,06 ziemlich hoch. Die 1O2 Quantenausbeute von PYR-5-PH
ist also eindeutig vom pH-Wert der Lösung abhängig und dies sollte beim Vergleich
mit Literaturwerten auch immer berücksichtigt werden.

Die 1O2 Quantenausbeute von Nicotinsäure und Nicotinamidsäure in D2O ist bei
einer Anregungswellenlänge von 308 nm bestimmt worden. Für die Anregungswel-
lenlängen 330 nm (UVAII) und 370 nm (UVAI) absorbierten die beiden Substanzen
für Konzentrationen bis 30 mM nicht (siehe Abbildung 5.1), weshalb bei diesen An-

91



5. Messergebnisse und Diskussion

regungswellenlängen keine 1O2 Quantenausbeute bestimmt werden kann. Die ermit-
telten Quantenausbeuten für eine Anregung bei 308 nm in D2O sind in Tabelle 5.4
dargestellt. Nicotinsäure hat eine Quantenausbeute von 0,05 ± 0,01 und Nicotina-
midsäure eine von 0,64 ± 0,07. Beide Substanzen waren bisher nicht als endogene
UVA-Photosensibilisator bekannt und in der Literatur sind keine Werte zur 1O2

Quantenausbeute von Vitamine B3 gefunden worden. Beide Substanzen erzeugen
aber bei UVB Anregung 1O2 und Nicotinamid mit eine Quantenausbeute von 0,64
± 0,07 auch sehr e�ektiv.

5.1.5. Photostabilität von wasserlöslichen Vitaminen

Wenn sich die Struktur eines Moleküls verändert, kann sich damit auch seine Fä-
higkeit 1O2 zu erzeugen verändern. So ist für die Vitamine der B6 Gruppe bereits
festgestellt worden, dass sie ihre Struktur verändern können, wenn sich der pH-Wert
der Lösung ändert und dass die veränderten Moleküle eine andere 1O2 Quantenaus-
beute haben (siehe Kapitel 5.1.4). Die Struktur eines Moleküls kann sich aber auch
durch Bestrahlung der Moleküle verändern (Photobleaching). UVB Strahlung hat
die Fähigkeit die Struktur von Molekülen zu verändern. Damit ändert sich mit der
UVB Bestrahlung gegebenenfalls auch die Fähigkeit der Vitamine durch 1O2 Erzeu-
gung zelluläre Schäden zu verursachen und damit ihre biologische Wirkung. Deshalb
wird die Photostabilität der verschiedenen wasserlöslichen Vitamine bei breitban-
diger UVB Bestrahlung untersucht. Dafür werden die in wässriger Lösung gelösten
Vitamine, wie in Kapitel 4.11 beschrieben, mit verschiedenen UVB Dosen bestrahlt.
Vor und nach der Bestrahlung wird das Absorptionsspektrum der Lösung gemessen
(siehe Kapitel 4.10), um mögliche Veränderungen der Absorption zu ermitteln und
damit mögliche Veränderungen der Molekülstruktur. Bei den Messungen werden
UVB Dosen zwischen 0 und 6,62 ± 0,07 J · cm−2 auf die Lösungen in der Quarz-
glasküvette appliziert. Ein Molekül wird als photostabil betrachtet, wenn sich sein
Absorptionsspektrum im gesamten Spektralbereich im Rahmen der Messgenauigkeit
nicht verändert.

In Abbildung 5.8 sind die Absorptionsspektren der wasserlöslichen Vitamine nach
der Bestrahlung mit 0, 0,27, 0,95 und 6,62 J · cm−2 UVB dargestellt. Dabei ent-
spricht 0,95 J · cm−2 einer durchschnittlichen UVB Tagesdosis in Potsdam [FJG02].
Nur Nicotinamidsäure kann in einem Spektralbereich von 280 bis 400 nm als photo-
stabil bis zu UVB Dosen von 6,62 J · cm−2 betrachtet werden. Für Ribo�avin, FMN
und Nicotinsäure konnten für eine UVB Dosis bis 0,95 J · cm−2 keine Änderungen
des Absorptionsspektrums im Rahmen der Messgenauigkeit festgestellt werden. Für
eine UVB Dosis von 6,62 J · cm−2 hat sich das Absorptionsspektrum verändert.
Diese Moleküle sind also nur photostabil im Spektralbereich von 280 bis 400 nm
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Abbildung 5.8.: Die Absorptionsspektren der wasserlöslichen Vitamine nach Bestrahlung
mit verschiedenen UVB Dosen
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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 · cm−2. Für eine UVB Dosis von 0,95 J · cm−2 ist eine Ver-
änderung des Absorptionsspektrum sichtbar. Das Flavine durch Bestrahlung mit
Licht photoabgebaut werden können, ist in der Literatur bekannt [Gör]. Doch die
E�ektivität des Photoabbau durch Licht in der Gegenwart von Sauersto� ist für
FMN und Ribo�avin gering [Gör]. Dies passt sehr gut mit den Messergebnissen der
UVB-Photostabilität der Flavine überein, da FMN und Ribo�avin für UVB Dosen
bis 0,95 J · cm−2 photostabil im UV-Spektralbereich sind. Abbauprodukte von Ri-
bo�avin können Lumi�avin und Lumichrome sein [HKM06]. Alle Vitamine der B6

Gruppe sind nicht photostabil. Sogar für eine UVB-Dosis von 0,27 J · cm−2 ist ei-
ne deutliche Veränderung im UV-Spektralbereich für alle Vitamine der B6 Gruppe
sichtbar. Dass die Vitamine der B6 Gruppe nicht photostabil sind, kann dadurch
erklärt werden, dass sie durch 1O2 oxidiert werden [BLE+00].

Name Absorption Absorption
bei 308 nm [%] bei 355 nm [%]

UVB 0 J · cm−2 1 J · cm−2 0 J · cm−2 1 J · cm−2

Ribo�avin 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
Nicotinsäure 41 42 0 1

Nicotinamidsäure 17 17 1 1

Tabelle 5.6.: Veränderungen der Absorption der wasserlöslichen Vitamine nach Bestrah-
lung mit 1 J · cm−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 wasserlös-
lichen Vitamine verändert, 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 Veränderungen der Absorption für die Wellenlängen 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. Für
die Vitamine Nicotinamidsäure, Nicotinsäure, Ribo�avin und FMN kann für die Be-
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strahlung mit 1 J · cm−2 UVB keine Veränderung der Absorption bei 308 und 355
nm festgestellt werden. Dies stimmt mit den Ergebnissen für die Bestrahlung mit
0,95 J · cm−2 UVB in Abbildung 5.8 überein. Für FAD werden nur Veränderun-
gen in der Absorption bei 308 nm festgestellt. Die Absorption der Vitamine der B6

Gruppe hat sich sowohl bei 308 als auch bei 355 nm deutlich verändert, was durch
die Oxidation dieser Vitamine durch 1O2 erklärt werden kann. Für PYR, PYR-HCL
und PYRINE-DHCL ist die Absorption sowohl bei 308 nm als auch bei 355 nm ge-
sunken. Für PYR-5-PH stieg die Absorption bei 308 nm an und für PYRXAL-HCL
bei 355 nm.

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

UVB 1 J · cm−2 1 J · cm−2

Ribo�avin + 3 % + 2 %
FMN unverändert unverändert
FAD + 8 % + 2 %
PYR - 60 % - 70 %

PYR-HCL - 58 % - 70 %
PYR-5-PH + 50 % - 69 %

PYRXINE-DHCL - 51 % - 62 %
PYRXAL-HCL - 41 % - 47 %
Nicotinsäure + 1 % unverändert

Nicotinamidsäure unverändert + 5 %

Tabelle 5.7.: Veränderungen der Absorption der wasserlöslichen Vitamine nach Bestrah-
lung mit 1 J · cm−2 UVB im gesamten UVB bzw. im gesamten UVA Bereich
in %.

Um die Veränderungen 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 Di�erenz der Summen vor und nach der Bestrahlung wird gebildet
und daraus wird die prozentuale Veränderung zum Ursprungswert berechnet. Die
prozentuale Veränderung der Absorption im UVA bzw. UVB Bereich ist in Tabelle
5.7 dargestellt worden. Erwartungsgemäÿ sind die Veränderungen der Absorption
im UVA und UVB Bereich für Nicotinamidsäure, Ribo�avin, FMN und FAD nur
sehr gering oder unter 1 % (unverändert). Für Nicotinamidsäure wird im UVA Be-
reich ein Anstieg der Absorption um 5 % ermittelt. Der Anstieg um 5 % lässt sich
dadurch erklären, dass die Absorption von Nicotinamidsäure im UVA Bereich na-
hezu Null ist und sich dadurch auch minimale Veränderungen der Absorption, die
in den Fehlergrenzen liegen (unter 1 %) prozentual bemerkbar machen. Dieser An-
stieg widerspricht also nicht der Tatsache, dass Nicotinamidsäure photostabil im
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gesamten UV Bereich für UVB Dosen bis 6,62 J · cm−2 ist (siehe Abbildung 5.8).
Für alle Vitamin B6 können deutliche Veränderungen in der Absorption sowohl in
gesamten UVB als auch im UVA Bereich festgestellt werden. Für PYR, PYR-HCL,
PYRINE-HCL und PYRXAL-HCL ist die Absorption in beiden Spektralbereichen
deutlich gesunken, aber für PYR-5-PH ist die Absorption im UVB Bereich deutlich
angestiegen.

Die Bestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB führt also für die Vitamine der B6 Gruppe
zu deutlich veränderten Absorptionsspektren. Diese Vitamine werden durch die Be-
strahlung verändert und vermutlich durch 1O2 oxidiert, wodurch neue Moleküle mit
veränderten Absorptionsspektren entstehen. Diese Moleküle können andere photo-
physikalischen Eigenschaften besitzen und damit auch eine unterschiedliche E�ekti-
vität in der Erzeugung von 1O2 haben. Auch die Absorptionsspektren der Vitamine
Ribo�avin und FAD werden durch die Bestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB verändert
und neue Photoabbauprodukte mit veränderter Absorption sind entstanden, aller-
dings in einem geringeren Ausmaÿ. FMN, Nicotinsäure und Nicotinamidsäure sind
für UVB Dosen bis 1 J · cm−2 photostabil im gesamten UV Bereich.

5.1.6. Wechselwirkung von UVA und UVB Strahlung bei
wasserlöslichen Vitaminen

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

Die Vitamine der B6 Gruppe haben bei der Bestrahlung mit der UVB-Lampe schon
bei einer UVB-Dosis von 0,27 J · cm−2 ihr Absorptionsspektrum verändert (siehe
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 verändert (siehe Tabelle 5.6).
Bei einer Anregungswellenlänge von 308 nm stieg die Absorption nach einer Be-
strahlung mit 1 J · cm−2 für PYR-5-PH deutlich an, während sie für die anderen
anderen Vitamine der B6 Gruppe deutlich gesunken ist. Durch die Bestrahlung kön-
nen die Vitamine der B6 Gruppe photooxidiert werden und Photoabbauprodukte
entstehen [BLE+00]. Um zu bestimmen, ob die Photoabbauprodukte tatsächlich
durch Oxidation der Vitamine der B6 Gruppe entstehen, wird die Sauersto�sätti-
gung während der Bestrahlung mit UVB gemessen. Dafür ist eine 50 µM Vitamin
Lösung in H2O hergestellt und in den Messaufbau (Kapitel 4.7) integriert worden.
Der Laserstrahl hat eine Wellenlänge von 308 nm und eine Laserintensität von 36
± 4 mW · cm−1.
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In Abbildung 5.9 ist der Sauersto�verbrauch von mehreren Vitaminen der B6 Grup-
pe bei Laserbestrahlung mit 308 nm für 20 Minuten dargestellt. Für die Vitamine
kann eindeutig ein Sauersto�verbrauch festgestellt werden. Die Sauersto�sättigung
zu Beginn der Messung ist in allen Vitamin-Lösungen bei etwa 127 % und ist dann
nach 20 Minuten Bestrahlung mit 308 nm um mindestens 20 % (PYRINE-DHCL)
und höchstens 30 % (PYR-HCL) gesunken. Die Sauersto�abnahme ist relativ gleich-
mäÿig, jedoch nicht linear. Die Vitamine der B6 Gruppe verbrauchen also Sauersto�
bei der Bestrahlung mit UVB (308 nm). Die Abnahme der Sauersto�sättigung ist
eine Bestätigung dafür, dass die Vitamine bei der Bestrahlung mit UVB mit Sauer-
sto� bzw. 1O2 reagieren und Oxidationsprodukte entstehen, so wie es schon in der
Literatur beschrieben wurde [BLE+00]. Diese Photoprodukte können nun andere
physikalische Eigenschaften wie die Vitamine haben z.B. ein anderes Absorptionss-
pektrum oder eine unterschiedliche E�ektivität 1O2 zu erzeugen.

Abbildung 5.9.: Der Sauersto�verbrauch von den Vitaminen der B6 Gruppe bei Bestrah-
lung mit 308 nm für 20 Minuten

Deshalb wird für alle Vitamine der B6 Gruppe das 1O2 Signal bei einer Anregungs-
wellenlänge von 308 nm vor und nach der Bestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB spektral
aufgelöst detektiert. Dazu werden 100 µMLösungen von PYR, PYR-HCL, PYRINE-
DHCL und PYRXAL-HCL und eine 200 µM Lösung PYR-5-PH in H2O hergestellt
und in jeweils zwei Quarzglasküvetten gefüllt. Eine dieser Quarzglasküvetten wird
in den in Kapitel 4.7 beschriebenen Messaufbau integriert. Die Sauersto�sättigung
der luftgesättigten Lösung wird mit dem Sauersto�sensor bestimmt. Danach wird
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Abbildung 5.10.: Spektral aufgelöste 1O2 Signal der Vitamine der B6 vor (blaue Linie)
und nach (rote Linie) der Bestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB bei einer
Anregungswellenlänge von 308 nm
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ein 1O2 Signal bei einer Anregungswellenlänge von 308 nm spektral aufgelöst detek-
tiert. Es wird eine zeitliche Au�ösung von 3,2 ns gewählt und für das Signal werden
20000 Laserpulse aufsummiert. Die Laserintensität bei 308 nm entspricht 36 ± 4
mW · cm−2. Die Lumineszenz-Signale werden wie in Kapitel 4.8 beschrieben aus-
gewertet und die ge�ttete Lorenzkurve ist in Abbildung 5.10 durch die blaue Linie
dargestellt. Die andere Küvette wird mit dem UVB Transluminator (siehe Kapitel
4.11) mit 1 J · cm−2 bestrahlt. Die bestrahlte Lösung wird dann in den Messauf-
bau integriert und der Sauersto�gehalt in der Lösung wird solange erhöht, bis er
der luftgesättigten Lösung entspricht. Danach wird für die bestrahlte Lösung das
Lumineszenz-Signal spektral aufgelöst bestimmt und das ausgewertete Signal ist in
Abbildung 5.10 als rote Linie dargestellt. Abbildung 5.10 zeigt, dass für 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 aufgelöste Lumineszenz-Signal
nach der Bestrahlung mit 1 J ·cm−2 UVB schwächer ist. Das Maximum der ge�tteten
Lorentz-Kurve ist von circa 3700 gezählten Lumineszenz-Photonen vor der Bestahl-
ung auf circa 2000 gezählte Lumineszenz-Photonen nach der Bestrahlung gesunken.
Für PYRINE-DHCL ist durch die Bestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB die Absorption
auf etwa ein Drittel (24 %) der ursprünglichen Absorption (65 %) gesunken, doch
das spektral aufgelöste Lumineszenz-Signal nach der Bestrahlung mit 1 J · cm−2

UVB ist höher als das spektral aufgelöste Lumineszenz-Signal der unbestrahlten
Lösung (siehe Abbildung 5.10). Das Maximum der ge�tteten Lorentz-Kurve ist von
circa 2800 gezählten Lumineszenz-Photonen vor der Bestahlung auf circa 3800 ge-
zählte Lumineszenz-Photonen angestiegen. Für 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 Intensität des spektral aufgelösten Lumineszenz-Signals bei
einer Anregung bei 308 nm gesunken. Allerdings korreliert nur für 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 · cm−2 UVB. Die durch UVB Strahlung entstanden
Photoprodukte haben für PYR, PYRINE-DHCL, PYRXAL-HCL und PYR-5-PH
o�ensichtlich nicht nur eine andere Absorption, sondern die UVB Bestrahlung hat
auÿerdem die Fähigkeit der Vitamin-Lösungen 1O2 zu erzeugen, verändert. Diese
Veränderung 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 o�ensichtlich eine andere E�ek-
tivität mit der sie 1O2 generieren können wie die ursprünglichen Vitamine.

Darum ist die 1O2 Quantenausbeute Φ∆ von den mit 1 J · cm−2 UVB bestrahl-
ten Vitamin-B6-Lösungen bei einer Anregung bei 308 nm ermittelt und mit den
Quantenausbeuten der unbestrahlten Vitamin-B6-Lösungen bei einer Anregung bei
308 nm verglichen worden. Dafür sind zwei verschieden konzentrierte Vitamin-B6-
Lösungen inH2O hergestellt und danach mit 1 J ·cm−2 UVB im UVB-Transluminator
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(siehe Kapitel 4.11) bestrahlt worden. Von den bestrahlten Lösungen wird die Ab-
sorption bestimmt. Die absorbierte Laserenergie wird mit Hilfe der Laserintensität
bei einer Anregungswellenlänge von 308 nm von 36 ± 4 mW · cm−2 bestimmt. Die
mit 1 J · cm−2 UVB bestrahlten Lösungen werden nun in den Messaufbau (Kapitel
4.7) integriert und die Sauersto�sättigung in den Lösungen ist auf 100 % eingestellt
worden. Danach werden zeitaufgelöste Lumineszenz-Signale mit einer zeitlichen Auf-
lösung von 3,2 ns und mit 20000 Laserpulsen bestimmt. Nun kann über den Vergleich
mit den Referenz-Substanzen PNS und TMPyP mit bekanntem Φ∆ wie in Kapitel
3.6.1 beschrieben, die 1O2 Quantenausbeute Φ∆ der bestrahlten Lösungen bestimmt
werden.

Substanz 308 nm
0 J · cm−2 UVB 1 J · cm−2 UVB

PYR 0,11 ± 0,02 0,05 ± 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 Φ∆ der Vitamine der B6-Gruppe bei einer
Anregung von 308 nm vor und nach der breitbandigen Bestrahlung mit 1
J · cm−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 1O2 Quantenausbeute durch die
Vorbestrahlung verändern kann. PYR und PYR-5-PH können nach einer Vorbe-
strahlung mit 1 J · cm−2 UVB eindeutig weniger e�zient 1O2 erzeugen als davor.
Für PYRINE-DHCL, PYRXAL-HCL und PYR-HCL kann keine eindeutige Verän-
derung der 1O2 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 Molekülstruk-
tur von endogenen Molekülen verändern, sondern auch ihre Fähigkeit bzw. E�zi-
enz 1O2 zu erzeugen. Dies sollte noch genauer untersuchen werden, insbesondere
die Veränderungen endogener Moleküle durch parallele UVA und UVB Bestrahlung
(Sonnenlicht).
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5.1.6.2. Nicotinsäure und Nicotinamidsäure

Die Vitamine der B3 Gruppe, Nicotinsäure und Nicotinamidsäure verändern sich bei
einer Bestrahlung mit 1 J ·cm−2 UVB nicht (siehe Abbildung 5.8). Wenn Nicotinsäu-
re und Nicotinamidsäure für 20 Minuten mit dem Laser mit einer Laserintensität von
35 ± 4mW ·cm−2 bei einer Wellenlänge von 308 nm bestrahlt werden, verändert sich
auch die Sauersto�sättigung in der Lösung im Rahmen der Fehlergenauigkeit nicht.
Doch wenn Nicotinsäure und Nicotinamidsäure mit einer UVB Dosis von 13 J ·cm−2

UVB bestrahlt werden, sind Veränderungen im Absorptionsspektrum sichtbar.

Abbildung 5.11.: Absorptionsspektra von Nicotinsäure (rechts) und Nicotinamidsäure
(links) vor und nach der Bestrahlung mit 13 J · cm−2 UVB

In Abbildung 5.11 sind die Absorptionsspektra von Nicotinsäure und Nicotinamid-
säure vor und nach der Bestrahlung mit 13 J · cm−2 UVB dargestellt. Es wird
deutlich, dass sich nach einer UVB Dosis von 13 J · cm−2 die Absorptionsspektra
verändert haben. Bei einer Wellenlänge von 355 nm im UVA Bereich absorbieren
Nicotinsäure und Nicotinamidsäure nach der Vorbestrahlung mit 13 J · cm−2 UVB
Strahlung, obwohl die Absorption von unbestrahlter Nicotinsäure und Nicotinamid-
säure bei 355 nm nicht nachweisbar ist (≤ 1 %). Die Absorption von Nicotinsäure
und Nicotinamidsäure bei 355 nm nach einer Vorbestrahlung mit 13 J · cm−2 UVB
beträgt 19 % bzw. 5 %.

Darum wird das 1O2 Signal von Nicotinsäure und Nicotinamidsäure vor und nach
der Bestrahlung mit 13 J · cm−2 UVB bei einer Anregungswellenlänge von 355 nm
spektral aufgelöst detektiert. 30 mM Lösungen in D2O werden in zwei Quarzglaskü-
vetten gefüllt. Eine dieser Quarzglasküvetten wird in den in Kapitel 4.7 beschriebe-
nen Messaufbau integriert. Die Sauersto�sättigung wird mit dem Sauersto�sensor
bestimmt und dann wird ein spektral aufgelöstes 1O2 Signal detektiert. Die Anre-
gungswellenlänge ist 355 nm, die zeitliche Au�ösung 25,6 ns und die Laserintensität
bei 355 nm entspricht 33 ± 4 mW · cm−2. Die Lumineszenz-Signale werden durch
eine Lorenzkurve ge�ttet, die in Abbildung 5.12 durch die blaue Linie dargestellt
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ist. Die andere Küvette wird mit dem UVB Transluminator (siehe Kapitel 4.11) mit
13 J · cm−2 UVB bestrahlt und danach in den Messaufbau integriert. Der Sauer-
sto�gehalt in der Lösung wird hochreguliert, bis er dem der luftgesättigten Lösung
entspricht. Danach wird für die bestrahlte Lösung das Lumineszenz-Signal spektral
aufgelöst bestimmt und das ausgewertete Signal ist in Abbildung 5.12 als rote Linie
dargestellt.

Abbildung 5.12.: Spektral aufgelöste 1O2 Signal Nicotinsäure und Nicotinamidsäure vor
(blaue Linie) und nach (rote Linie) der Bestrahlung mit 13 J ·cm−2 UVB
bei einer Anregungswellenlänge von 355 nm

Die spektral aufgelösten 1O2 Signale von unbestrahlter Nicotinsäure und Nicotina-
midsäure 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 aufgelösten 1O2 Signale, nachdem die Nicotinsäure und Nicotinamid-
säurelösungen mit 13 J · cm−2 UVB bestrahlt worden sind (rote Linie), haben ein
eindeutiges Maximum zwischen 1270 und 1280 nm. Nicotinsäure und Nicotinamid-
säure können also nach einer UVB-Vorbestrahlung 1O2 im UVA Bereich erzeugen,
obwohl unbestrahlte Nicotinsäure und Nicotinamidsäure im UVA Bereich weder ein-
deutig absorbiert noch 1O2 erzeugt haben. Durch die UVB-Bestrahlung entstehen
also Photoabbauprodukte mit von den ursprünglichen Substanzen unterschiedlichen
physikalischen Eigenschaften. Diese Photoabbauprodukte von Nicotinsäure bzw. Ni-
cotinamidsäure produzieren 1O2 bei einer Anregung im UVA Bereich (355 nm).

Die 1O2 Quantenausbeute Φ∆ von bestrahlten Nicotinsäure und Nicotinamidsäu-
re Lösungen werden bestimmt, um abschätzen zu können, wie e�ektiv eine Lösung
aus Nicotinsäure bzw. Nicotinamidsäure und seinen Photoabbauprodukten 1O2 bei
UVA Anregung erzeugen kann. Es wurden drei verschieden konzentrierte Lösun-
gen von Nicotinsäure bzw. Nicotinamidsäure in D2O hergestellt und danach mit
13 J · cm−2 UVB im UVB-Transluminator (siehe Kapitel 4.11) bestrahlt. Die be-
strahlten Lösungen werden in den Messaufbau (Kapitel 4.7) integriert und die Sau-
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ersto�sättigung in den Lösungen wird auf 100 % eingestellt. Nun kann über den
Vergleich mit den Referenz-Substanzen PNS und TMPyP die 1O2 Quantenausbeu-
te Φ∆ der bestrahlten Lösungen bestimmt werden. In Tabelle 5.9 sind die ermit-
telten Quantenausbeuten für mit 13 J · cm−2 UVB vorbestrahlten Nicotinsäure-
bzw. Nicotinamidsäure-Lösungen aufgelistet. Nicotinsäure-Lösungen haben nach ei-
ner UVB-Vorbestrahlung eine Quantenausbeute von 0,08 ± 0,02 für die Erzeugung
von 1O2 durch UVA-Strahlung. Unbestrahlte Nicotinsäure hat bei einer Anregung
bei 308 nm nur eine Quantenausbeute von 0,05 ± 0,01 (siehe Tabelle 5.4). Und
vorbestrahlte Nicotinamidsäure erzeugt 1O2 mit einer E�ektivität von 0,18 ± 0,02
durch UVA Anregung, während unbestrahlte Nicotinamidsäure eine Quantenaus-
beute bei Anregung bei 308 nm von 0,64 ± 0,07 hat. Durch die Bestrahlung mit
13 J · cm−2 UVB sind also Photoabbauprodukte von Nicotinsäure und Nicotina-
midsäure entstanden, die bei einer Wellenlänge von 355 nm Strahlung absorbieren
und 1O2 erzeugen können. Die E�ektivität mit der sie 1O2 erzeugen können, unter-
scheidet sich aber von den Quantenausbeuten der ursprünglichen Substanzen. Ein
nächster Schritt wäre die Bestimmung der entstandenen Photoabbauprodukte z.B.
durch HPLC und dann die photophysikalische Untersuchung dieser Photoabbaupro-
dukte.

Substanz Quantenausbeute bei 355 nm
Nicotinsäure 0,08 ± 0,02

Nicotinamidsäure 0,18 ± 0,02

Tabelle 5.9.: Die ermittelten Quantenausbeuten Φ∆ von Nicotinsäure und Nicotinamid-
säure 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 B6 Vitamine am e�ektivsten 1O2

generiert. Aus diesem Grund wird der Triplett-Zustand von PYR-5-PH näher unter-
sucht und die kompletten Raten- und Ratenkonstanten der 1O2 Erzeugung werden
sowohl in H2O als auch D2O bestimmt.

5.1.7.1. Energie vom Singulett und Triplett-Zustand

Zunächst ist die emittierte Fluoreszenz und Phosphoreszenz sowohl bei Zimmertem-
peratur als auch bei 77 Kelvin untersucht worden. Fluoreszenz ist gewöhnlich schon
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bei Raumtemperatur sichtbar, während 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 Über-
gängen, die durch Stöÿe des Moleküls mit Lösungsmittelmolekülen induziert werden.
Allerdings hat der für die Phosphoreszenz wichtige Triplett-Zustand eine viel längere
Lebensdauer (im µs Bereich) als der Singulett-Zustand (im ns Bereich), der für Fluo-
reszenz entscheidend ist. Dadurch wird der Triplett-Zustand bei Zimmertemperatur
e�zient durch Stöÿe mit Lösungsmittelmolekülen deaktiviert und Phosphoreszenz
ist meist nicht detektierbar [Val02]. Bei sinkenden Temperaturen nimmt sowohl die
Fluoreszenz als auch die Phosphoreszenz zu, da durch das gefrorene Lösungsmit-
tel keine Stöÿe mehr mit Lösungsmittelmolekülen statt�nden. Allerdings nimmt die
Quantenausbeute der Fluoreszenz nur um das 10-fache zu, während 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 gelöst, da sich die Lösungsmittel H2O und D2O
beim Gefrieren ausdehnen und darum den Glaskolben zerstören würden, während
sich Ethanol, wie die meisten Flüssigkeiten, nicht beim Gefrieren ausdehnt sondern
zusammenzieht. Um PYR-5-PH in Ethanol zu lösen, werden 2,47 mg PYR-5-PH in
Pulverform abgewogen und in 20 ml Ethanol gelöst. Dies entspricht einer 500 µM
Lösung. Um ein vollständiges lösen von PYR-5-PH zu ereichen, wird die Lösung
noch 15 Minuten in ein Ultraschalbad gegeben. Danach ist PYR-5-PH gelöst und
die Stammlösung von 500 µM wird verdünnt, um eine 10 µM Lösung von PYR-5-PH
in Ethanol herzustellen.

Abbildung 5.13.: Das Absorptionsspektrum von 10 µM PYR-5-PH in Ethanol (rote Linie)
und zum Vergleich das Absorptionsspektrum von 10 µM PYR-5-PH in
PBS mit einem pH-Wert von 5 (gestrichelte rote Linie)
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Das Absorptionsspektrum von 10 µM PYR-5-PH in Ethanol wird mit dem Absorp-
tionsspektrometer ermittelt und dann ist solange tropfenweise Schwefelsäure hinzu-
gefügt worden, bis das Absorptionspektrum in Ethanol dem von PYR-5-PH gelöst
in PBS bei einem pH-Wert von 5 gleicht, da die menschliche Haut einen natürlichen
pH-Wert von durchschnittlich 4,9 hat [SAB+08]. In Abbildung 5.13 ist das Absorp-
tionsspektrum von 10 µM PYR-5-PH in Ethanol (rote Linie) dargestellt und zum
Vergleich ist das Absorptionsspektrum von 200 µM PYR-5-PH in PBS mit einem
pH-Wert von 5 (gestrichelte rote Linie) eingefügt. Es ist erkennbar, dass die Ab-
sorptionsspektren bei ähnlichen Wellenlängen Maxima und Minima haben, die auf
Grund der unterschiedlichen Konzentrationen unterschiedlich stark ausgeprägt sind.
Danach wird die Lösung in einen schmalen Glaskolben gefüllt und in den Messauf-
bau aus Kapitel 4.12 integriert. Aufgrund des Absorptionsspektrum von PYR-5-PH
(Abbildung 5.13) wird mit einer Wellenlänge von 315 nm angeregt, denn bei dieser
Wellenlänge ist ein Absorptionsmaximum von 10 µM PYR-5-PH, aber die optische
Dichte ist noch unter 0,1, eine Voraussetzung für die Benutzung des Messaufbaus.
Die emittierten Photonen sind in einem Wellenlängenbereich von 335 nm bis 600
nm detektiert worden.

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

Die detektierten Fluoreszenz und Phosphoreszenz Photonen bei Anregung von 10
µM PYR-5-PH in Ethanol bei 315 nm in einem Wellenlängenbereich von 335 bis
600 nm sind in Abbildung 5.14 A dargestellt. Zunächst wird eine Messung bei Zim-
mertemperatur durchgeführt (blaue Linie) und danach wird die Probe auf 77 Kelvin
gekühlt und eine weitere Messung wird durchgeführt (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 stärker als Phosphoreszenz. Wenn die gleiche Messung bei 77 Kelvin
durchgeführt wird (rote Linie), ist ein deutlicher Peak bei 470 nm zu erkennen, wäh-
rend in dem Bereich zwischen 350 und 400 nm zwar eine erhöhte 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 erhöh-
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 Anregungswellenlänge von 305 nm bestätigt worden, bei der sich der Peak
auch um 10 nm verschoben hat.

In Abbildung 5.14 B ist das Emissionsspektrum von 10 µM PYR-5-PH in PBS
mit einem pH von 5 dargestellt. Um dieses Emissionsspektrum zu erzeugen, ist die
Lösung 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 bestätigt, indem
das Fluoreszenz-Signal zeitaufgelöst 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 zunächst durch einen Monochromator (9055, Science Tech Inc.) geleitet,
der die Wellenlänge bestimmt, bei der die Fluoreszenz zeitaufgelöst bestimmt wird.
Detektiert werden die Photonen von einem Photomultiplier (H5783-P01 Hamamat-
su), der sensibel für 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−1 Wellenlänge in nm
Singlett-Zustand S1 292 ± 14 410 ± 20
Triplett-Zustand T1 255 ± 12 470 ± 24

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

Mit den Emissionsmaxima von PYR-5-PH, die Fluoreszenz oder Phosphoreszenz zu-
geordnet werden können, kann die jeweilige Energie des ersten angeregen Singulett-
und Triplett-Zustandes berechnet werden. Für die Fluoreszenz ist in PBS (pH 5) ein
Maximum bei 410 nm bei Zimmertemperatur ermittelt worden. Die Phosphoreszenz
von PYR-5-PH ist nur für 77 Kelvin in EtOH bei 470 nm detektiert worden. In
Tabelle 5.10 sind die ermittelten Energien für den Singulett-Zustand S1, der �uo-
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resziert und für den Triplett-Zustand T1, der Phosphoreszenz emittiert, dargestellt.
Für den Singulett-Zustand S1 ist ein Energieniveau von 292 kJoule·mol−1 bei einer
Messgenauigkeit von 10 % ermittelt worden und für den Triplett-Zustand T1 eine
Energie von 255 kJoule·mol−1.

5.1.7.2. Quantenausbeute für das Intersystemcrossing (ISC)

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

ΦT1 =
(1− α) · Ea − ΦF · EF

ET1

(5.1)

Die Energien vom Singulett- und Triplettzustand EF und ET1 sind in Tabelle 5.10
aufgelistet worden. Um die Intersystemcrossing-Quantenausbeute auf den Tripelett-
Zustand (ΦT1) von PYR-5-PH zu bestimmen, muss noch α per LIOAS ermittelt
werden und die Fluoreszenz Quantenausbeute von PYR-5-PH bei derselben Wellen-
länge, die für die Anregung in LIAOS genutzt wird (355 nm).

Die Fluoreszenzquantenausbeute von PYR-5-PH in PBS wird wie in Kapitel 4.12
beschrieben über den Vergleich mit der Standart Referenz Quinine Sulfate in 1N
H2SO4 bestimmt. Die Fluoreszenz-Emissionsspektren werden mit dem Fluorimeter
für PYR-5-PH in PBS (pH 5) und Quinine Sulfate (QS) in 1NH2SO4, die mit dersel-
ben optischen Dichte gelöst sind (Au=As), bei einer Anregungswellenlänge von 355
nm bestimmt. Dann wird die Fläche F unter dem Fluoreszenz-Emissionspektrum
für PYR-5-PH und QS berechnet. Mit dem Brechungsindex des Lösungsmittels
n (Wasser: 1,333; H2SO4: 1,418) und der Fluoreszenz Quantenausbeute von QS
φS=0,546 [Eat98] wird die Fluoreszenz Quantenausbeute von PYR-5-PH bestimmt
zu 0,01 ± 0,005.

Die ins Medium abgegebene Wärme α wird wie in Kapitel 4.13 beschrieben, über
den Vergleich mit der Referenz Substanz BNNN (α=1) ermittelt. Die Amplitude
des LIOAS Signal wird für verschiedene Energien zwischen 5 und 100 % (0,00072
J) bestimmt für verschiedene Absorptionen von PYR-5-PH in PBS (pH von 5). Von
den am Oszilloskop 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 für die graphische Auswertung nur die
Amplituden der Signale für eine Energie bis zu 70 % verwendet. Dies wird analog für
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Abbildung 5.15.: A: Die Amplituden des LIOAS Signal für verschiedenene eingestrahlte
Laserenergien für 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 für PYR-5-PH und die Referenz
BBBN

die Referenz Substanz BBBN durchgeführt. Danach werden die so ermittelten Stei-
gungen gegen die entsprechenden Absorptionen der PYR-5-PH und BBBN Lösungen
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 für PYR-5-PH α = 0,839 bestimmt. Damit kann die Quantenausbeute der Be-
setzung des Triplett-Zustand von PYR-5-PH bestimmt werden zu ΦT1 = 0,20 ±
0,03. Dieser Wert steht im Einklang mit der ermittelten 1O2 Quantenausbeute von
0,16 ± 0,04 in PBS (pH von 5, λ = 355 nm), 0,16 ± 0,02 in H2O (λ = 308 nm)
und 0,12 ± 0,02 in D2O (λ = 308 nm) (Kapitel 5.1.4), da ΦT1 für die Besetzung des
Triplett-Zustandes gröÿer sein muss als die 1O2 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
H2O gelöstem PYR-5-PH bestimmt. In der Lösung be�ndet sich auÿerdem molekula-
rer Sauersto�, dessen Konzentration mit einem Sauersto�sensor bestimmt wird. Um
die Raten und Ratenkonstanten zu bestimmen, wird eine Variation der Sauersto�-,
PYR-5-PH- und Quencherkonzentration durchgeführt. Bei der Variation der Quen-
cherkonzentration be�ndet sich zusätzlich der Quencher NaN3 (Kapitel 4.1.5) in
der Lösung. In Abbildung 5.16 A,B,C,D,E und F sind die ermittelten Anstiegsra-
ten β1 als Kreise und die Abklingraten β2 als Rechtecke in Abhängigkeit von der
Sauersto�-, PYR-5-PH- oder NaN3-Konzentration dargestellt. Die ermittelten Er-
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gebnisse für die Raten und Ratenkonstanten von PYR-5-PH in H2O sind in Tabelle
5.11 dargestellt.

Bei der Sauersto�variation ist eine PYR-5-PH-Konzentration von 100 µM in H2O
verwendet worden. Die Laserintensität hat 30 ± 3 mW · cm−2 bei einer Laseranre-
gungswellenlänge von λ = 308 nm betragen. Die Sauersto�sättigung in der PYR-5-
PH-Lösung wird ausgehend von 100 %, was einer Sauersto�konzentration von [O2]
= 270 µM in H2O entspricht, auf 5 %, was [O2] = 13,5 µM entspricht, verringert.
Die Abbildung 5.16 A und B zeigen die ermittelten Anstiegs- und Abklingraten
β1 und β2 gegen die Sauersto�konzentration aufgetragen, mit einem Fehler von 10
% für die Raten β1 und β2 und einem absoluten Fehler von 2,7 µM für die Sau-
ersto�konzentration. In Abbildung 5.16 B ist zwar eine Aufspaltung der Anstiegs-
und Abklingraten β1 und β2 erkennbar, aber die Energierückkopplung, die durch
das Produkt kT1∆ · k∆T1 = 0,0099 ± 0,001 µs−2mM−2 abschätzt wird, ergibt einen
vernachlässigbar geringe Energierückkopplung. Der Schnittpunkt der beiden Hilfs-
geraden K∆,oR und KT1 liegt bei einer Sauersto�konzentration von (0,14 ± 0,02)
mM. Die Steigung der Rate β1 bei groÿen Sauersto�konzentrationen lässt sich an-
geben durch kT1O2 + kT1∆ und lässt sich durch Extrapolation bestimmen zu (2,0 ±
0,2) µs−1mM−1. Die Steigung beschreibt die Deaktivierung des T1-Zustands durch
molekularen Sauersto� im Grundzustand und durch die Erzeugung von 1O2.

Die PYR-5-PH Variation ist bei einer Laserintensität von 33 ± 4 mW · cm−2 (λ =
308 nm) durchgeführt worden. Die Konzentration von PYR-5-PH in H2O ist von 25
µM bis zu 500 µM erhöht worden bei einer Sauersto�sättigung von 30 % (81 µM,
Abbildung 5.16 D) und bei einer Sauersto�sättigung von 100 % (270 µM, Abbildung
5.16 E). Diese Sauersto�konzentrationen sind ausgewählt worden, da sie beide weit
genug vom Schnittpunkt (140 µM), den man in der Sauersto�variation ermittelt
hat, entfernt liegen und so bei kleinen Schwankungen im Sauersto�bereich die Raten
dennoch eindeutig zugeordnet werden können. In Abbildung 5.16 D beschreibt die
obere Linie die Triplett-Abklingdauer KT1 , während die untere Linie K∆ beschreibt.
Durch Extrapolation ergibt sich für die y-Achsenschnittpunkte KT1([PY R − 5 −
PH] = 0)= (0,54 ± 0,06) µs−1 und K∆([PY R−5−PH] = 0)= (0,29 ± 0,03) µs−1.
Damit ergibt sich für die 1O2 Abklingdauer in Wasser τ∆ = (3,5 ± 0,5) µs, das im
Rahmen der Fehlergenauigkeit mit dem Literaturwert τ∆ = (3,5 ± 0,5) µs [Reg10]
übereinstimmt. 1O2 kann auch durch PYR-5-PH gequencht werden, was durch die
Summe der Ratenkonstanten k∆T1 + k∆S0 = (0,03 ± 0,01) µs−1mM−1 beschrieben
wird. Die ermittelte 1O2 Quenchingratenkonstante von PYR-5-PH ist kleiner aber
in der Gröÿenordnung vom Literaturwert, der in D2O bestimmt wurde [BLE+00].

Bei der NaN3-Variation ist eine PYR-5-PH-Konzentration in H2O von 0,1 mM bei
einer Sauersto�sättigung von 100 % (270 µM, Abbildung 5.16 F) und bei 30 % (81
µM, Abbildung 5.16 E) verwendet worden. Die NaN3-Konzentration in der Lösung
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Abbildung 5.16.: Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von PYR-5-PH bei
einer Variation der Sauersto�konzentration bei 0,1 mM PYR-5-PH (A,B),
bei einer Variation der PYR-5-PH Konzentration bei 30 % (C) und 100
% (D) Sauersto�sättigung und bei einer Variation der Quencherkonzen-
tration bei 30 % (E) und 100 % (F) Sauersto�sättigung in Wasser sind
dargestellt
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kT1 0,003 µs−1

k∆
1

3,45
µs−1

kT1S0 0,03 µs−1mM−1

kT1Q 0,02 µs−1mM−1

k∆Q 0,55 µs−1mM−1

kT1∆ · k∆T1 0,0099 µs−1mM−1

kT1∆ + kT1O2 1,989 µs−1mM−1

k∆T1 + k∆S0 0,03 µs−1mM−1

Tabelle 5.11.: Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten von PYR-5-PH in H2O

ist von 0 mM bis zu 0,5 mM erhöht worden. In den Abbildungen 5.16 E und F
lässt sich erkennen, dass nicht nur der 1O2 durch NaN3 gequencht wird, sondern
auch der T1-Zustand von PYR-5-PH, allerdings weniger e�ektiv. Für eine Sauer-
sto�konzentration von 0,27 mM gilt das β2 dieselbe Steigung wie die Hilfsgerade
K∆,oR hat, wodurch die Ratenkonstante k∆Q durch Extrapolation zu (0,55 ± 0,06)
µs−1mM−1 bestimmt worden ist. Dies stimmt im Rahmen der Fehlertoleranz mit
dem Literaturwert für die Quenching Ratenkonstante für NaN3 (k∆Q = (0,5 ± 0,1)
µs−1mM−1) in H2O überein [Fel09]. Die Ratenkonstante kT1Q kann bestimmt wer-
den zu (0,02 ± 0,01) µs−1mM−1. NaN3 quencht also 1O2 30 mal so e�ektiv 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 gelöst in H2O und D2O durch-
geführt werden und das Lösungsmittel Ein�uss auf die photophysikalischen Eigen-
schaften einer Substanz haben kann, sind die Raten und Ratenkonstanten auch in
D2O untersucht worden. Dazu ist eine Variation der Sauersto�konzentration (5.17
A), eine Variation der PYR-5-PH Konzentration bei 30 % und 100 % (5.17 B) Sau-
ersto�sättigung und eine Quenchervariation bei 30 % und 100 % (5.17 C) Sauersto�-
sättigung durchgeführt worden. Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten sind in
Tabelle 5.12 zusammengefasst worden und ein Fehler von 10 % wird angenommen.

Bei der Variation der Sauersto�- und NaN3-Konzentration ist eine PYR-5-PH-
Konzentration von 100 µM in D2O verwendet worden. Die Laserintensität 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 β1 und β2 ihre Bedeutung wechseln bei ei-
ner Sauersto�sättigung unter 3 % liegt. Dadurch konnte keine PYR-5-PH und NaN3

Variation bei einer Sauersto�konzentration unterhalb des Schnittpunktes durchge-
führt werden. Diese Variationen sind deshalb bei 30 % und 100 % (5.17 B und C)
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Abbildung 5.17.: Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von PYR-5-PH bei
einer Variation der Sauersto�konzentration bei 0,1 mM PYR-5-PH (A),
bei einer Variation der PYR-5-PH Konzentration bei 100 % (B) Sauer-
sto�sättigung und bei einer Variation der Quencherkonzentration bei 100
% (C) Sauersto�sättigung in schwerem Wasser sind dargestellt

durchgeführt worden. Auch in D2O scheint der Energierücktransfer vernachlässigbar
klein mit kT1∆ ·k∆T1 = (0,01 ± 0,001) µs−2mM−2. Die Abklingdauer von 1O2 ist mit
(66 ± 7) µs deutlich länger als in H2O und stimmt mit den in der Literatur vorhan-
denen Werten überein [BFP+07] [Ogi83]. Die Abklingdauer des Triplett-Zustandes
von PYR-5-PH hat in D2O ebenfalls eine doppelt so lange Abklingdauer wie in
H2O. Das Lösungsmittel scheint sich also auch auf die Abklingdauer des Triplett-
Zustandes auszuwirken. 1O2 kann auch durch PYR-5-PH gequencht werden mit der
Summe der Ratenkonstanten k∆T1 + k∆S0 = (0,03 ± 0,01) µs−1mM−1. Die ermittel-
te 1O2 Quenchingratenkonstante von PYR-5-PH ist kleiner aber in der Gröÿenord-
nung vom Literaturwert [BLE+00]. Die Variation der NaN3-Konzentration ergibt
Ratenkonstanten von (0,35 ± 0,04) µs−1mM−1 für das Quenchen von NaN3. Au-
ÿerdem kann NaN3 auch den Triplett-Zustand von PYR-5-PH quenchen mit einer
Ratenkonstante von (0,04 ± 0,01) µs−1mM−1 in D2O.
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kT1 0,006 µs−1

k∆
1
66
µs−1

kT1S0 0,03 µs−1mM−1

kT1Q 0,04 µs−1mM−1

k∆Q 0,35 µs−1mM−1

kT1∆ · k∆T1 0,0099 µs−1mM−1

kT1∆ + kT1O2 1,989 µs−1mM−1

k∆T1 + k∆S0 0,03 µs−1mM−1

Tabelle 5.12.: Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten von PYR-5-PH in D2O

5.1.8. Nicotinsäure und Nicotinsäureamid

Nicotinsäure ist eine Monocarbonsäure mit einem pKa von 4,9 [NKS05] und kann
damit seine Struktur aufgrund des pH-Wertes einer Lösung ändern. Dies ist vor
allem interessant, da Nicotinsäure selbst eine Säure ist und durch eine Änderung der
Nicotinsäurekonzentration in wässriger Lösung sich auch der pH-Wert der Lösung
ändert. Damit könnten sich die photophysikalischen Eigenschaften von Nicotinsäure,
insbesondere die Fähigkeit 1O2 zu erzeugen, mit der Konzentration ändern. Mit dem
in Kapitel 5.1.3 beschriebenen pH-Meter wird der pH-Wert einer 30 mM wässrigen
Nicotinsäurelösung bestimmt. 30 mM ist die Konzentration, bei der für Nicotinsäure
die 1O2 Generierung nachgewiesen wurde (Kapitel 5.1.3). Bei dieser Konzentration
hat die Nicotinsäurelösung eine pH-Wert von 4,06. Damit liegt der pH-Wert unter
dem pKa von 4,9 und Nicotinsäure liegt in der entsprechenden Form vor.

Ob Nicotinamidsäure auch ein pH-emp�ndliches Molekül ist, konnte in der Literatur
nicht ermittelt werden. Dementsprechend wird zunächst davon ausgegangen, dass
Nicotiamidsäure pH-emp�ndlich sein könnte und vermutlich einen ähnlichen pKa

Wert wie Nicotinsäure hat. Allerdings ist Nicotinamidsäure keine Säure und eine 30
mM Nicotinamidlösung in PBS hat einen pH Wert von 7.

Um festzustellen, ob sich die photophysikalischen Eigenschaften von Nicotinsäure
und Nicotinamidsäure mit dem pH-Wert verändern, ist zunächst wie in Kaptitel
4.10 beschrieben, der Absorptionswirkungsquerschnitt σ für 300 µM Nicotinsäure
bzw. Nicotinamidsäure Lösungen mit den pH-Werten 3 und 7 bestimmt worden und
in Abbildung 5.18 dargestellt. Es ist erkennbar, dass sich σ mit dem pH-Wert sowohl
für Nicotinsäure als auch für Nicotinamidsäure verändert hat. Bei Nicotinsäure lässt
sich das durch die Veränderung des Moleküls mit dem pH-Wert mit einem pKa von
4,9 erklären. O�ensichtlich verändert sich auch das Molekül Nicotinamidsäure mit
dem pH-Wert und scheint einen pKa Wert zwischen 7 und 3 zu haben.
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Abbildung 5.18.: Die optische Dichte von Nicotinsäure und Nicotinamidsäure im UVB und
UVA Bereich für unterschiedliche pH Werte

5.1.8.1. Energie der Singulett und Triplett-Zustände

Die Energie der Singulett- und Triplett-Zustände von Nicotinsäure und Nicotina-
midsäure werden in Medien mit unterschiedlichen pH-Werten ermittelt, da sich die
Moleküle mit dem pH-Wert verändern können und somit auch veränderte photo-
physikalische Eigenschaften haben können. Dafür werden Emissionsspektra von Ni-
cotinsäure und Nicotinamidsäure in Medien mit unterschiedlichen pH-Werten mit
dem in Kapitel 4.12 Fluorimeter bei Raumtemperatur und 77 Kelvin durchgeführt.
300 µM Nicotinsäure und Nicotinamidsäure werden in Ethanol gelöst und es sind
durch Zugabe von Säuren oder Basen saure und basische Lösungen hergestellt wor-
den. Die Fluoreszenz und Phosphoreszenz Photonen sind bei Anregung bei 285 nm
in einem Wellenlängenbereich von 305 bis 500 nm detektiert und in Abbildung 5.19
A (Nicotinamidsäure) und B (Nicotinsäure) dargestellt worden. Zunächst ist eine
Messung bei Zimmertemperatur durchgeführt worden (dunkelblaue Linie = saure
Lösung, dunkelrote Linie = basische Lösung). Dann werden die Proben auf 77 Kel-
vin gekühlt und eine weitere Messung wird durchgeführt (hellblaue Linie = saure
Lösung, hellrote Linie = basische Lösung). Bei den Messung bei Zimmertemperatur
ist sowohl für saure als auch für basische Vitamin B3 Lösungen ein Peak bei 343 nm
zu erkennen. Dieser Peak kann Fluoreszenz-Photonen zugeordnet werden, denn bei
Zimmertemperatur ist Fluoreszenz deutlich stärker 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-
wellenlänge bestätigt worden.

Wenn die gleiche Messung bei 77 Kelvin durchgeführt wird, ist für Nicotinamid-
säure (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 Nicotinsäure gelöst in Ethanol (B) und PBS
(D) und Nicotinamidsäure gelöst in Ethanol (A) und PBS (C) in saurer
und basischer Lösung

der höher ist als der Peak im sauren Medium. Für Nicotinsäure (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. Für Nicotinamidsäure ergibt sich ein Singulett-Zustand bei 349 ±
17 kJoule·mol−1 und ein Triplett-Zustand bei 400 ± 20 kJoule·mol−1. Die Singulett-
und Triplett-Energien von Nicotinsäure sind im Rahmen der Messgenauigkeit iden-
tisch.

Substanz Energie-Zustand Energie Wellenlänge
[kJoule·mol−1] [nm ]

Nicotinsäure S1-Zustand 349 ± 17 343 ± 17
Nicotinsäure T1-Zustand 288 ± 14 415 ± 21

Nicotinamidsäure S1-Zustand 349 ± 17 343 ± 17
Nicotinamidsäure T1-Zustand 300 ± 15 400 ± 20

Tabelle 5.13.: Die ermittelten Energien vom ersten angeregten Singulett- und Triplett-
Zustand von Nicotinsäure und Nicotinamidsäure und die dazugehörigen Wel-
lenlängen
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Bei den Messungen ist allerdings ein pH-abhängiger Unterschied in der Höhe der
Emissionspeaks, sowohl für Nicotinsäure als auch für Nicotinamidsäure aufgefal-
len. Aus diesem Grund ist eine weitere Messung der Emissionsspektra von 300 µM
Nicotinsäure und Nicotinamidsäure gelöst in PBS mit einem pH von 3 und 7 bei
Raumtemperatur durchgeführt worden. Die Proben sind bei 280 nm angeregt wor-
den und die emittierten Photonen sind in einem Wellenlängenbereich von 300 bis
500 nm detektiert worden. In Abbildung 5.19 C (Nicotinamidsäure) und D (Nico-
tinamidsäure) sind die Emissionsspektra für 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 ändert, aber seine Intensität, insbesondere für Ni-
cotinsäure. Die E�ektivität der Fluoreszenz von Vitamin B3 hängt also von dem
pH-Wert der Lösung ab. Dies könnte sich auch auf die Fähigkeit von Vitamin B3
1O2 zu generieren auswirken.

5.1.8.2. Raten und Ratenkonstanten von Nicotinamidsäure

Die Raten und Ratenkonstanten werden für Nicotinamidsäure, das mit 0,64 eine
besonders hohe 1O2 Quantenausbeute hat, bestimmt. Dafür wird Nicotinamidsäu-
re in schwerem Wasser (D2O) gelöst, da wegen der langen 1O2 Abklingdauer in
D2O in diesem Lösungsmittel besonders gut 1O2 Lumineszenz detektiert werden
kann. Die Lösungen bestehen aus Nicotinamidsäure, dem Lösungsmittel D2O und
molekularen Sauersto�, dessen Konzentration über einen Sauersto�sensor bestimmt
wird. Bei der Variation der Quencherkonzentration be�ndet sich zusätzlich noch der
Quencher NaN3 in der Lösung. Bei allen Messungen ist die Laserintensität 28 ± 3
mW · cm−2 bei einer Anregung bei 308 nm. In Abbildung 5.20 A,B,C,D und E sind
die ermittelten Anstiegsraten β1 als Kreise und die Abklingraten β2 als Rechtecke
in Abhängigkeit von der Sauersto�, Nicotinamidsäure- oder NaN3-Konzentration
dargestellt. Für die ermittelten Raten und Ratenkonstanten ist ein Fehler von 10 %
angenommen worden und sie sind in Tabelle 5.14 zusammengefasst worden.

Bei der Sauersto�variation ist eine Nicotinamidsäure-Konzentration von 25 mM in
D2O verwendet worden und die Sauersto�sättigung in Lösung ist ausgehend von
100 %, was einer Sauersto�konzentration von 238 µM in D2O entspricht, auf 2 %
reduziert worden. Abbildung 5.20 A zeigt die ermittelten Anstiegs- und Abklin-
graten β1 und β2 gegen die Sauersto�konzentration aufgetragen, mit einem Fehler
von 10 % für die Raten β1 und β2 und einem absoluten Fehler von 2,4 µM für die
Sauersto�konzentration. In Abbildung 5.20 A ist keine Aufspaltung der Anstiegs-
und Abklingraten β1 und β2 erkennbar. Dies wird durch eine Energierückkopplung
(kT1∆ · k∆T1), die in etwa Null ist, bestätigt. Der Schnittpunkt der beiden Hilfsgera-
den K∆,oR und KT1 liegt bei unter 2 % Sauersto�sättigung. Die Steigung der Rate
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Abbildung 5.20.: Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von Nicotinamid-
säure bei einer Variation der Sauersto�konzentration bei 25 mM Nicotina-
midsäure (A), bei einer Variation der Nicotinamidsäure-Konzentration
bei 25 % (B) und bei 100 % (C) Sauersto�sättigung und bei einer Varia-
tion der Quencherkonzentration bei 25 % (D) und bei 100 % (E) Sauer-
sto�sättigung in D2O sind dargestellt
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β1 bei groÿen Sauersto�konzentrationen lässt sich angeben durch kT1O2 + kT1∆ und
lässt sich durch Extrapolation bestimmen zu (0,64 ± 0,07) µs−1mM−1.

Die Nicotinamidsäure Variation kann nicht bei einer Sauersto�sättigung unter 2
% durchgeführt werden, da der verwendete Sauersto�sensor bei so geringen Sau-
ersto�konzentrationen nicht exakt genug misst. Deshalb ist die Nicotinamidsäure
Variation bei einer Sauersto�sättigung von 25 % und bei 100 % (5.20 B und C)
durchgeführt worden. In Abbildung 5.20 B beschreibt die obere Linie die Triplett-
Abklingdauer KT1 , während die untere Linie K∆ beschreibt. Durch Extrapolation
ergibt sich für die y-AchsenschnittpunkteKT1([Nicotinamidsäure]=0)= (0,56± 0,06)
µs−1 und K∆([Nicotinamidsäure]=0)= (0,015 ± 0,002) µs−1. Damit ergibt sich für
die 1O2 Abklingdauer in D2O von τ∆ = (67 ± 7) µs, was im Rahmen der Fehl-
ergenauigkeit mit dem Literaturwert τ∆ = 66 µs [Ogi83] übereinstimmt. Die Rate
kT1 gibt die Deaktivierung vom T1-Zustand von Nicotinamidsäure durch das Lö-
sungsmittel an, kann zu (0,019 ± 0,002) µs−1 bestimmt werden und entspricht einer
theoretischen Triplett-Abklingdauer in D2O von (53 ± 6) µs.

kT1 0,019 µs−1

k∆
1
66
µs−1

kT1S0 0,0001 µs−1mM−1

kT1Q 2,5 µs−1mM−1

k∆Q 0,55 µs−1mM−1

kT1∆ · k∆T1 1 · 10−7 µs−1mM−1

kT1∆ + kT1O2 0,64 µs−1mM−1

k∆T1 + k∆S0 0,0002 µs−1mM−1

Tabelle 5.14.: Die ermittelten Raten und Ratenkonstanten von Nicotinamid in D2O

Bei der NaN3-Variation ist eine Nicotinamidsäure-Konzentration von 25 mM bei
einer Sauersto�sättigung von 25 % und 100 % (Abbildung 5.20 D und E) verwendet
worden. Die NaN3-Konzentration in der Lösung ist von 0 mM bis zu 0,1 mM erhöht
worden. In den Abbildungen 5.20 D und E lässt sich erkennen, dass nicht nur der 1O2

durch NaN3 gequencht wird, sondern auch der T1-Zustand von Nicotinamidsäure.
Für eine Sauersto�konzentration von 0,238 mM gilt, dass β2 dieselbe Steigung wie
die Hilfsgerade K∆,oR hat, wodurch die Ratenkonstante k∆Q durch Extrapolation zu
(0,55 ± 0,06) µs−1mM−1 bestimmt worden ist. Die Ratenkonstante kT1Q kann be-
stimmt werden zu (2,5 ± 0,3) µs−1mM−1. NaN3 quencht also den Triplett-Zustand
von Nicotinamidsäure fünf mal so e�ektiv wie 1O2. Ein guter Quencher sollte 1O2

viel e�ektiver quenchen als den Triplett-Zustand des Photosensitizers. Aus diesem
Grund ist NaN3 kein guter Quencher für Nicotinamidsäure. Um Nicotinamidsäure
noch detailierter zu untersuchen, sollte ein anderer wasserlöslicher Quencher gefun-
den werden, der nicht den Triplett-Zustand von Nicotinamidsäure quencht.
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5.2. Fettlösliche Vitamine

5.2.1. Absorption

Da die Voraussetzung für die photodynamische Erzeugung von 1O2 die Absorption
von einer entsprechenden Anregungsstrahlung ist, wird für alle untersuchten fett-
löslichen Vitamine ein Absorptionsspektrum im UVB und UVA Bereich bestimmt.
Insbesondere wird die Absorption bei den in den Experimenten verwendeten Anre-
gungswellenlängen 308 nm im UVB Bereich und 355 nm im UVA Bereich ermittelt.
Die verschiedenen fettlöslichen Vitamine und ihre Vorstufen sind in Kaptitel 4.1.2.2
näher beschrieben worden. Sie werden im Lösungsmittel Ethanol gelöst und das Ab-
sorptionsspektrum wird wie in Kapitel 4.10 beschrieben, bestimmt. In Abbildung
5.21 sind die Absorptionsspektren der fettlöslichen Vitamine graphisch dargestellt.
Es ist erkennbar, dass alle untersuchten Substanzen im UVB-Bereich absorbieren.
Nur Vitamin A und Vitamin K1 absorbieren auch im gesamten UVA Bereich. Vit-
amin D2 und Vitamin D3 absorbieren noch in geringem Maÿe im UVA II Bereich
(320 - 340 nm) und Ergosterol sogar noch in sehr geringem Maÿe bei einer Anre-
gungswellenlänge von 355 nm.

Abbildung 5.21.: Die Absorptionsspektren der verschiedenen untersuchten fettlöslichen
Vitamine

In Tabelle 5.15 sind die genauen Werte für die Absorption bei 308 nm (UVB)
und 355 nm (UVA) für die verschiedenen untersuchten fettlöslichen Vitaminen bei
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Name Konzentration 308 nm 355 nm
in µM [%] [%]

Vitamin A 25 45 ± 1 82 ± 1
Vitamin D2 250 44 ± 1 -
Vitamin D3 250 40 ± 1 -
Vitamin E 250 23 ± 1 -
Vitamin K1 100 39 ± 1 29 ± 1
Ergosterol 500 14 ± 1 2 ± 1

7-Dehydrocholesterol 500 7 ± 1 -

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

den entsprechenden Konzentrationen in Ethanol aufgelistet. Alle untersuchten fett-
löslichen Vitamine absorbieren bei der in den Experimenten verwendeten Anre-
gungswellenlänge (308 nm) für UVB induzierte 1O2 Erzeugung. Ergosterol und 7-
Dehydrocholesterol absorbieren allerdings bei einer Konzentration von 500 µM nur
14 bzw. 7 %. Alle anderen Vitamine absorbieren in dem für eine e�ektive 1O2 Erzeu-
gung günstigen Bereich von 20 bis 80 %. Die Vitamine A und K1 absorbieren auch
bei einer Wellenlänge von 355 nm (UVA), bei der für die anderen Vitamine keine
ausreichende Absorption festgestellt werden kann. Der Fehler des Absorptionsspek-
trometers beträgt ± 1 %.

5.2.2. Absorptionswirkungsquerschnitt

Für die fettlöslichen Vitamine A, D2, D3, E und K1 wird im UVB und UVA Spek-
tralbereich der Absorptionswirkungsquerschhnitt σ, wie in Kapitel 4.10 beschrieben,
bestimmt. σ wird in einem Konzentrationensbereich, der um die Konzentration, bei
der das Vitamin e�ektiv UVB (308 nm) absorbiert, liegt. Für Vitamin A wird σ für
Konzentrationen von 5 bis 100 µM und für Vitamin E von 10 bis 500 µM bestimmt.
So kann zum Beispiel ein Aggregieren der Moleküle in diesem Konzentrations- und
Spektralbereich ausgeschlossen werden. Für die untersuchten fettlöslichen Vitamine
ist in den entsprechenden Konzentrationsbereichen in einem Spektralbereich von 280
nm bis 400 nm im Rahmen der Messgenauigkeit keine Änderung von σ festgestellt
worden.
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5.2.3. Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauersto�
Detektion von fettlösliche Vitamien

Die fettlöslichen Vitamine werden mit einer Konzentration in Ethanol gelöst, bei der
für die Vitamine eine Absorption bei 308 nm nachweisbar ist (≥ 5 %). Die gelöste
Substanz wird dann mit einer Pipette in eine Quarzglasküvette umgefüllt und in den
in Kapitel 4.7 beschriebenen Messaufbau eingefügt. Um 1O2 Generierung im UVB
Bereich nachzuweisen, werden die gelösten Substanzen mit einer Laserwellenlänge
von 308 nm angeregt.

In Abbildung 5.22 sind für alle untersuchten fettlöslichen Vitamine und ihre Vorstu-
fen die spektral aufgelöst detektierten 1O2 Signale dargestellt. Für alle untersuchten
Substanzen ist ein klares Maximum der ge�tteten Lorenzkurve zwischen 1270 und
1280 nm erkennbar. Dies ist ein Nachweis für 1O2 Lumineszenz, da die Übergangs-
senergie von 1O2 in Ethanol 0,975 eV (entspricht 1274 nm) beträgt [Bai05]. Ein
zusätzliches zeitaufgelöstes 1O2 Signal bei 1270 nm wird für alle Substanzen auf-
genommen. Jedoch kann nur für die Vitamine A und E ein zeitaufgelöstes Signal
detektiert werden, was intensiv genug ist, um gemäÿ dem Standard-Modell (siehe
Kapitel 4.8) ge�ttet zu werden. In Abbildung 5.23 sind oben die zeitaufgelösten 1O2

Signale von Vitamin A und E dargestellt. Für beide Substanzen kann eine Anstiegs-
und Abklingdauer des Signals ge�ttet werden (rote Linie). Für Vitamin A beträgt
die Abklingdauer 14 ± 2 µs bei einem angenommenen Fehler von 10 % für die Mess-
genauigkeit. Diese Abklingdauer stimmt überein mit der Abklingdauer von 1O2 in
Ethanol, die 14 ± 2 µs beträgt [Bai05]. Die Abklingdauer von Vitamin E beträgt
9 ± 1 µs, was eindeutig kürzer ist, als die Abklingdauer von 1O2 in Ethanol. Dies
kann damit zusammenhängen, dass Vitamin E ein e�ektiver 1O2 Quencher ist [DB-
CP06,KDMMS90, SS95,WKR+03]. Vitamin E kann also 1O2 e�ektiv deaktivieren
und dadurch seine Abklingdauer verkürzen.

Substanz Ethanol
Konzentration τ

Vitamin A 15 µM 14 ± 2
Vitamin D2 250 µM 13 ± 2
Vitamin D3 250 µM 12 ± 2
Ergosterol 500 µM 14 ± 2

7-Dehydrocholesterol 350 µM 14 ± 2
Vitamin E 250 µM 9 ± 1
Vitamin K1 100 µM 13 ± 2

Tabelle 5.16.: Die ge�ttete 1O2 Abklingdauer τ in Lösungen aus fettlöslichen Vitaminen in
Ethanol
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Abbildung 5.22.: Spektral aufgelöste 1O2 Signale der fettlöslichen Vitamine in Ethanol
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Abbildung 5.23.: Zeitaufgelöste 1O2 Signale von Vitamin A, E und K1
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Die Lumineszenzsignale der Vitamine D2, D3 und K1, 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 ge�ttet werden und
in Abbildung 5.23 unten ist beispielhaft das Lumineszenzsignal von Vitamin K1 mit
der ge�tteten Abklingdauer von 13 ± 2 µs dargestellt. Für alle untersuchten fettlös-
lichen Vitamine sind die Abklingdauern des 1O2 Signals in Ethanol in Tabelle 5.16
zusammengefasst worden.

5.2.4. Singulett-Sauersto� Quantenausbeuten (UVB, UVA)
von fettlöslichen Vitaminen

Nachdem nachgewiesen ist, dass die verschiedenen untersuchten fettlöslichen Vit-
amine und ihre Vorstufen bei UVB Anregung 1O2 generieren können, wird für sie
die 1O2 Quantenausbeute Φ∆, wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben, über den Vergleich
mit den in Ethanol löslichen Referenz-Photosensibilisatoren PN und TMPyP ermit-
telt.

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 EA,abs zu erhalten, werden die Substanzen
mit verschiedenen Konzentrationen in Ethanol gelöst, so dass sie zwischen 5 und
50 % bei 308 nm absorbieren. Die absorbierte Energie wird über die Absorption A
und die auf die Probe eingestrahlte Laserenergie bestimmt. In den Laserstrahl ist
ein zusätzlicher UV-Filter eingebaut worden, der die Laserintensität auf etwa 70 %
des ursprünglichen Wertes reduziert. Die auf die Lösung auftre�ende Laserintensi-
tät ist 30 ± 5 mW · cm−1. Nun wird die Summe aller Lumineszenzphotonen eines

124



5.2. Fettlösliche Vitamine

Lumineszenz-Signals ermittelt, da die Zahl der Photonen proportional zur Lumines-
zenzenergie EL ist. In Abbildung 5.24 ist beispielhaft die Steigung

Lumineszenzphotonen
EA,abs

für die Referenz-Substanzen PN und TMPyP und das fettlösliche Vitamin E dar-
gestellt. Aus dem Vergleich dieser Steigungen kann Φ∆ von Vitamin E bestimmt
werden. In Tabelle 5.17 sind die entsprechenden Φ∆ für die untersuchten fettlösli-
chen Vitamine bei einer Anregung von 308 nm aufgeführt. Sie varieren von 0,007
± 0,005 für Vitamin D3 bis zu 0,15 ± 0,02 für Vitamin E. Für geringe Φ∆ 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 D2 0,02 ± 0,01 -
Vitmin D3 0,007 ± 0,005 -
Vitmin E 0,15 ± 0,02 -
Vitmin K1 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01
Ergosterol 0,03 ± 0,01 -

7-Dehydrocholesterol 0,03 ± 0,01 -

Tabelle 5.17.: Die Quantenausbeute Φ∆ der verschiedenen fettlöslichen Vitamine bei 308
und 355 nm

Für Vitamin A und Vitamin K1, die auch eine hohe Absorption im gesamten UVA
Spektralbereich haben (siehe Abbildung 5.21), ist Φ∆ auch für eine Anregungswel-
lenlänge von 355 nm bestimmt worden. So kann untersuchen werden, ob es für die
E�ektivität der 1O2 Erzeugung von Bedeutung ist, ob die Anregungswellenlänge im
UVB oder UVA Bereich liegt. Die ermittelten Φ∆ für Anregung bei 355 nm sind in
Tabelle 5.17 dargestellt. Sie stimmen mit den ermittelten Φ∆ für UVB Anregung im
Rahmen der Messgenauigkeit überein. Ob die Anregungswellenlänge zur 1O2 Gene-
rierung im UVA oder UVB Bereich liegt, scheint sich also nicht auf die E�ektivität
der 1O2 Generierung auszuwirken.

In der Literatur sind nur Angaben zu Φ∆ von Vitamin A und E gefunden worden.
Dementsprechend sind für die anderen Vitamine keine Vergleiche mit Literaturanga-
ben gemacht worden. Bei einer Anregungswellenlänge von 366 nm ist für in Methanol
gelöstes Vitamin A Φ∆ = 0,05 [RG99], [FXY+07]. Dieser Wert passt im Rahmen der
Messgenauigkeit sowohl mit den Messergebnissen für UVB Anregung (0,06 ± 0,02)
als auch mit denen für UVA Anregung (0,07 ± 0,02) überein. Allerdins ist Φ∆ von
Vitamin A in Benzol gelöst über den Vergleich mit der Referenz-Substanz Tetra-
phenylporphrin (TPP) zu 30 ± 4 % betimmt worden, was nicht mit den ermittelten
Werten übereinstimmt [RWB+]. Grund dafür könnte die Referenz-Substanz TPP
sein, für die Φ∆ von 0,63 angenommen wird [RWB+]. In der Literatur schwankt der
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Wert für Φ∆ von TPP in Benzol aber zwischen 0,41 und 0,89 [RG99]. Für in Me-
thanol gelöstes Vitamin E ist für Anregung mit 308 nm ein Literaturwert von 0,17
± 0,025 gefunden worden [DBCP06]. Dieser Wert korreliert innerhalb der Fehlerge-
nauigkeit der Messungen mit den Messergebnissen für Vitamin E (0,15 ± 0,02).

5.2.5. Photostabilität von fettlöslichen Vitaminen

Die Absorption von Strahlung durch fettlösliche Vitamine und damit ihre Fähig-
keit 1O2 zu erzeugen, ist abhängig von der molekularen Struktur der Vitamine,
die durch UVB Strahlung verändert werden kann. Deshalb ist die Photostabilität
der verschiedenen fettlöslichen Vitamine bei breitbandiger UVB Bestrahlung unter-
sucht worden. Dafür werden die in Ethanol gelösten Vitamine, wie in Kapitel 4.11
beschrieben, mit dem Transluminator mit verschiedenen UVB Dosen bestrahlt. Vor
und nach der Bestrahlung wird das Absorptionsspektrum der Lösung gemessen, um
mögliche Veränderungen der Absorption zu ermitteln und damit mögliche Verände-
rungen der Molekülstruktur der Vitamine. Bei den Messungen werden UVB Dosen
zwischen 0 und 6,62 J · cm−2 auf die Lösungen in der Quarzglasküvette appliziert.
Ein Molekül wird als photostabil betrachtet, wenn sich sein Absorptionsspektrum
im gesamten Spektalbereich im Rahmen der Messgenauigkeit nicht verändert.

In Abbildung 5.25 sind die Absorptionsspektren der fettlöslichen Vitamine nach Be-
strahlung zwischen 0 und 6,62 J · cm−2 UVB in einem Spektralbereich von 200 bis
600 nm dargestellt. Für Vitamin A ist erkennbar, dass die Absorption mit steigender
UVB Bestrahlungsdosis im Spektralbereich zwischen 300 und 500 nm sinkt, während
sie im UVC Bereich ansteigt. Es ist bei Vitamin A schon bei einer Bestrahlungsdosis
von 0,27 J · cm−2 eine Veränderung im Absorptionsspektrum erkennbar. Vitamin A
ist also nicht photostabil bei UVB Bestrahlung. In der Literatur �ndet man ähnli-
che Ergebnisse für die Bestrahlung von Vitamin A mit sichtbarem Licht [RHBR12].
In diesem Fall sank ebenfalls das Absoptionsmaximum bei 380 nm und bei kürze-
ren Wellenlängen kam es zu einem relativen Anstieg, was zu der Vermutung führt,
das Vitamin A Photoabbauprodukte hat, die bei kürzeren Wellenlängen absorbie-
ren [RHBR12]. Vitamin D2 und D3 sind im Rahmen der Messgenauigkeit photosta-
bil in einem Spektralbereich von 200 bis 600 nm für eine Bestrahlungsdosis bis 0,27
J ·cm−2. Bei einer höheren Bestrahlungsdosis von 0,95 J ·cm−2 wird erkennbar, dass
die Absorption von Vitamin D2 und D3 im UVB und UVC Bereich sinkt. Vitamin E
und K1 sind nicht photostabil in einem Spektralbereich von 200 bis 600 nm. Schon
bei einer Bestrahlungsdosis von 0,27 J · cm−2 UVB sind deutliche Veränderungen
im Absorptionsspektrum sichtbar. Das Absoptionsmaximum von Vitamin E bei 290
nm verschwindet bei zunehmender UVB Bestrahlung, während die Absorption im
UVC und UVA Bereich zunimmt. Bei Vitamin K1 steigt für eine Bestrahlungsdosis
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Abbildung 5.25.: Die Absorptionsspektren der fettlöslichen Vitamine nach UVB Bestrah-
lung zwischen 0 und 6,62 J · cm−2 in eine Spektralbereich von 200 bis
600 nm
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von 0,27 J · cm−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 erhöht. Die Absorption
von Ergosterol im UVB Bereich steigt bei einer Bestrahlungsdosis von 0,95 J · cm−2

an. Ein Erhöhen der Bestrahlungsdosis führt zu keiner weiteren Veränderung im
Rahmen der Messgenauigkeit. 7-Dehydrocholesterol ist photostabil in einem Spek-
tralbereich von 200 bis 600 nm für eine Bestrahlungsdosis bis 0,95 J · cm−2 im
Rahmen der Messgenauigkeit. Für eine Bestrahlungsdosis von 1,87 J/cm2 erhöht
sich die Absorption im UVB Bereich. Ein weiteres Erhöhen der Bestrahlungsdosis
führt zu keinen weiteren Veränderungen. Alle fettlöslichen Vitamine sind also nicht
photostabil für eine UVB-Dosis von 6,62 J · cm−2 in einem Spektralbereich von 200
bis 600 nm. Die Veränderungen im Absorptionsspektrum und die dafür benötigte
UVB-Dosis sind aber für jedes Vitamin unterschiedlich.

Name Absorption Absorption
bei 308 nm [%] bei 355 nm [%]

UVB 0 J · cm−2 1 J · cm−2 0 J · cm−2 1 J · cm−2

Vitamin A 45 37 82 61
Vitamin D2 44 31 1 5
Vitamin D3 40 23 0 0
Ergosterol 15 47 2 2

7-Dehydrocholesterol 7 8 0 0
Vitamin E 23 29 0 14
Vitamin K1 38 60 29 38

Tabelle 5.18.: Veränderungen der Absorption der fettlöslichen Vitamine nach Bestrahlung
mit 1 J · cm−2 UVB. Ein Anstieg der Absorption ≥ 2 % ist in rot und ein
Abfall in blau markiert.

1 J · cm−2 ist in etwa die tägliche UVB Strahlungsdosis in Potsdam (Deutschland)
[FJG02]. In Tabelle 5.18 ist die Absorption bei den Wellenlängen 308 nm (UVB)
und 355 nm (UVA) für die fettlöslichen Vitamine vor und nach der Bestrahlung
mit 1 J · cm−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. Für alle untersuchten Substanzen auÿer 7-Dehydrocholesterol
löst die Bestrahlung mit 1 J ·cm−2 UVB eine Veränderung 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 · cm−2 UVB, doch für Vitamin E
und Vitamin K1 steigt die Absorption sowohl bei 308 also auch bei 355 nm an. Für
7-Dehydrocholesterol veränderte sich die Absorption bei beiden Wellenlängen durch
die Bestrahlung nicht.
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In Tabelle 5.19 ist der Unterschied zwischen der Absorption der fettlöslichen Vit-
amine vor und nach der Bestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB für den gesamten UVB
und UVA Bereich in % dargestellt. Dafür 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 ursprünglichen Absorptionsintergral umgerechnet und ist in der Tabelle 5.19
dargestellt.

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

UVB 1 J · cm−2 1 J · cm−2

Vitamin A - 8 % - 26 %
Vitamin D2 - 20 % + 448 %
Vitamin D3 - 28 % - 100 %
Ergosterol + 19 % - 13 %

7-Dehydrocholesterol 0 % - 7 %
Vitamin E - 11 % + 1047 %
Vitamin K1 + 93 % + 66

Tabelle 5.19.: Veränderungen der Absorption fettlöslicher 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 · cm−2 UVB ab und für Vitamin K1 nimmt sie in beiden
Bereichen zu. Für VitaminD2 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. Für Ergosterol steigt die Absorption im
UVB Bereich nach der Bestrahlung an und sinkt im UVA Bereich, während sich
die Absorption im UVB Bereich bei der Bestrahlung von 7-Dehydrocholesterol nicht
verändert und im UVA Bereich ebenfalls abnimmt.

Alle Vitamine und ihre Vorstufen verändern sich also bei UVB Bestrahlung mit 1
J · cm−2 und Photoprodukte entstehen. Für Vitamin A ist schon festgestellt wor-
den, dass die Photoprodukte von Vitamin A auch 1O2 erzeugen können mit nahezu
derselben E�ektivität wie Vitamin A selbst [RHBR12]. Auch für Vitamin E sind
schon Veränderungen im Absorptionsspektrum nach Bestrahlung mit einer Blitz-
lampe festgestellt worden und z.B. Tocoperoxyl-Radikale sind als Photoprodukte
von Vitamin E identi�ziert worden [NMS+03]. Auÿerdem erzeugt Vitamin E, das
topisch auf Mäusehaut 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 K1
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nicht photostabil ist. Die Photoprodukte, die bei Bestahlung von Vitamin K1 entste-
hen, hängen von den Reaktionsbedingungen (Lösungsmittel, Sauersto�konzentration
usw.) ab und identi�zierte Photoprodukte sind 1,2-Quinon Methid Tautomere und
1,3-Quinon Methid Tautomere [HHKW03]. Von den Photoprodukten von Vitamin
E und K1 ist allerdings noch nicht bekannt, ob sie auch 1O2 erzeugen können.

5.2.6. Wechselwirkung von UVB und UVA Strahlung bei
fettlöslichen Vitaminen

Um gegenseitige Beein�ussung von UVB und UVA Strahlung auf fettlösliche Vit-
amine und ihre Fähigkeit 1O2 zu erzeugen, zu untersuchen, werden als Beispiele
die Vitamine E und K1 intensiver untersucht. Beide Vitamine verändern bei der
Bestrahlung mit einer UVB Dosis von 0,27 J · cm−2 ihr Absorptionsspektrum (Ab-
bildung 5.25). Nach einer Bestrahlung mit 1 J ·cm−2 bei einer Anregungswellenlänge
von 308 nm steigt die Absorption sowohl von Vitamin E (von 23 % auf 29 %) als
auch von Vitamin K1 (38 % auf 60 %) an (Tabelle 5.19). Die molekulare Struktur
der Vitamine hat sich also durch die Bestrahlung mit UVB verändert und Photopro-
dukte sind entstanden. Um zu bestimmen, ob diese Photoprodukte teilweise durch
Oxidation der Vitamine entstanden sind, wird der Sauersto�verbrauch während der
Bestrahlung mit UVB gemessen. Dafür ist eine 250 µM Vitamin E und eine 100
µM Vitamin K1 Lösung hergestellt und in den Messaufbau (Kapitel 4.7 ) integriert
worden. Der Laserstrahl hat eine Laserintensität von 36 ± 4 mW ·cm−1 (308 nm).

Abbildung 5.26.: Der Sauersto�verbrauch von Vitamin E und Vitamin K1 bei der Be-
strahlung mit 308 nm, 100 % Sauersto�sättigung entsprechen 1850 µM
Sauersto� in Ethanol
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In Abbildung 5.26 ist erkennbar, dass bei der Bestrahlung der Vitamine mit 308 nm
Sauersto� verbraucht wird. Für Vitamin E sinkt die Sauersto�sättigung bei einer
Bestrahlung von 30 Minuten von 120 % auf 16 % und für Vitamin K1 von 118 %
auf 61 %. Diese Abnahme ist ein weiteres Indiz dafür, dass die beiden Vitamine bei
der Bestrahlung mit UV mit Sauersto� reagieren und vermutlich Oxidationsproduk-
te entstehen. Diese Photoprodukte haben andere physikalische Eigenschaften, z.B.
eine andere Absorption wie die Ausgangssto�e. Die Fähigkeit der Vitamine 1O2 zu
erzeugen könnte sich also auch verändern.

Abbildung 5.27.: Spektral aufgelöste 1O2 Signal vor (blaue Linie) und nach (rote Linie)
der Bestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB bei einer Anregungswellenlänge von
308 nm

Darum ist für beide Substanzen das 1O2 Signal bei 308 nm vor und nach der Be-
strahlung mit 1 J · cm−2 UVB spektral aufgelöst detektiert worden. Dazu werden
zwei 250 µM Lösungen Vitamin E und 100 µM Lösungen Vitamin K1 in Ethanol
hergestellt und in jeweils zwei Quarzglasküvetten gefüllt. Die eine Quarzglasküvette
wird in den Messaufbau (Kapitel 4.7) integriert und ein Sauersto�gehalt von etwa
100 % Sauersto�sättigung wird mit dem Sauersto�sensor bestimmt. Die Laserinten-
sität bei 308 nm entspricht 37 ± 4 mW · cm−2. Die ermittelten Lumineszenz-Signale
werden wie in Kapitel 4.8 beschrieben ausgewertet und die ge�ttete Lorentzkurve ist
in Abbildung 5.27 durch die blaue Linie dargestellt. Die jeweils zweite Küvette wird
mit dem UVB Transluminator (siehe Kapitel 4.11) mit 1 J · cm−2 bestrahlt. Die be-
strahlte Lösung wird dann in den Messaufbau integriert und die Sauersto�sättigung
in der Lösung wird auf etwa 100 % erhöht. Danach wird für die bestrahlte Lösung das
spektral aufgelöste Lumineszenz-Signal bestimmt und das ausgewertete Signal ist in
Abbildung 5.27 als rote Linie dargestellt. In Abbildung 5.27 ist erkennbar, dass für
Vitamin E zwar die Absorption nach der Bestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB von 23 %
auf 29 % angestiegen ist, aber das spektral aufgelöste Lumineszenz-Signal nach der
Bestrahlung schwächer geworden ist. Das Maximum der ge�tteten Lorentz-Kurve
ist von circa 13000 gezählten Lumineszenz-Photonen vor der Bestahlung auf circa
8000 gezählte Lumineszenz-Photonen nach der Bestrahlung gesunken. Für Vitamin
K1 steigt nach der Bestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB sowohl die Absorption (38 %
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auf 60 %), als auch das gemessene spektral aufgelöste Lumineszenz-Signal an. Doch
während 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.

Abbildung 5.28.: Spektral aufgelöste 1O2 Signal vor (blaue Linie) und nach (rote Linie)
der Bestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB bei einer Anregungswellenlänge von
355 nm

Wenn Vitamin E und K1 mit 1 J · cm−2 UVB bestrahlt werden, verändert sich die
Absorption auch bei einer Anregungswellenlänge von 355 nm. Für 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 K1 steigt die
Absorption durch die Bestrahlung um etwa 24 % an. Deswegen wird für beide Vit-
amine auch für eine Anregungswellenlänge von 355 nm ein 1O2 Lumineszenz Signal
spektral aufgelöst ermittelt. Dafür wird auch die unbestrahlte und die bestrahlte
Vitamin-Lösung in den Messaufbau aus Kapitel 4.7 integriert und die Sauersto�sät-
tigung in der Lösung wird auf circa 100 % eingestellt. Die Laserintensität bei 355
nm entspricht 24 ± 3 mW · cm−2. In Abbildung 5.28 sind die spektral aufgelösten
Lumineszenz-Signale vor (blaue Linie) und nach (rote Linie) der Bestrahlung mit 1
J · cm−2 UVB von Vitamin E und Vitamin K1 dargestellt. Für beide Vitamine hat
das Maximum des ge�tteten Lumineszenz-Signal zugenommen. Für Vitamin K1 ist
das Maximum des ge�tteten 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−2 UVB nur um 24 % angestiegen.
Vitamin E hat unbestrahlt nicht nachweisbar bei 355 nm absorbiert.

Sowohl für Vitamin E als auch für Vitamin K1 löst die Bestrahlung mit 1 J · cm−2

UVB eine Veränderung der Absorption bei den Wellenlängen 308 und 355 nm aus,
sowie eine veränderte 1O2 Generierung bei 308 und 355 nm. Durch Bestrahlung mit
UVB können Vitamin E und K1 verändert werden und Photoprodukte entstehen
[KSKL99,HHKW03]. Die durch UVB Strahlung entstanden Photoprodukte haben
eine andere Absorption wie Vitamin E bzw. K1. Auÿerdem verändert sich durch die
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UVB Bestrahlung die Fähigkeit der Vitamin-Lösungen 1O2 zu erzeugen. Die durch
UVB Bestrahlung entstehenden Photoprodukte haben also o�ensichtlich eine andere
E�ektivität, mit der sie 1O2 generieren können, wie die ursprünglichen Vitamine.

Um dies zu überprüfen wird die 1O2 Quantenausbeute Φ∆ von den mit 1 J · cm−2

UVB bestrahlten Vitamin-Lösungen ermittelt und mit den Quantenausbeuten von
unbetrahlten Vitamin E und K1 Lösungen verglichen. Die 1O2 Quantenausbeuten
Φ∆ werden jeweils für eine Anregungswellenlänge von 308 und 355 nm bestimmt.
Dafür sind drei verschieden konzentrierte Vitamin E bzw. Vitamin K1 Lösungen
hergestellt und danach mit 1 J · cm−2 UVB im UVB-Transluminator (siehe Kapi-
tel 4.11) bestrahlt worden. Von den bestrahlten Lösungen wird mit dem Absorpti-
onspektrometer wie in Kapitel 4.10 beschrieben, die Absorption bestimmt. Bei einer
Anregungswellenlänge von 308 nm beträgt die Laserintensität 36 ± 4 mW · cm−2

und bei 355 nm 24 ± 3 mW · cm−2. Die mit 1 J · cm−2 UVB bestrahlten Lösun-
gen werden in den Messaufbau (Kapitel 4.7) integriert und die Sauersto�sättigung
in den Lösungen wird auf circa 100 % eingestellt. Danach wird ein zeitaufgelös-
tes Lumineszenz-Signal gemessen, und die Summe der detektierten Lumineszenz-
Photonen entspricht der Lumineszenz-Energie. Nun kann über den Vergleich mit
den Referenz-Substanzen PN und TMPYP mit bekanntem Φ∆ wie in Kapitel 3.6.1
beschrieben, die 1O2 Quantenausbeute Φ∆ der bestrahlten Lösungen bestimmt wer-
den.

Substanz 308 nm 355 nm
0 J · cm−2 1 J · cm−2 0 J · cm−2 1 J · cm−2

UVB UVB UVB UVB
Vitamin E 0,15 ± 0,02 0,05 ± 0,01 - 0,05 ± 0,01
Vitamin K1 0,02 ± 0,01 0,10 ± 0,02 0,02 ± 0,01 0,10 ± 0,02

Tabelle 5.20.: Die ermittelten Quantenausbeuten Φ∆ von Vitamin E und K1 bei 308 und
355 nm und die Quantenausbeuten Φ∆ von mit 1 J · cm−2 breitbandigem
UVB vorbestrahlten Vitamin E und K1 bei 308 und 355 nm

In Tabelle 5.20 sind die ermittelten Φ∆ von bestrahlten und unbestrahlten Vitamin E
undK1 für Anregungswellenlängen von 308 und 355 nm aufgelistet. Es ist erkennbar,
dass sich die Quantenausbeute Φ∆ durch die Bestrahlung mit 1 J ·cm−2 UVB sowohl
für Vitamin E als auch für Vitamin K1 verändert hat. Unbestrahltes Vitamin E bei
einer Anregung von 308 nm hat ein Φ∆ von 0,15 ± 0,02, aber für die bestrahlte
Lösung kann nur ein Φ∆ von 0,05 ± 0,01 ermittelt werden, sowohl für eine Anregung
bei 355 nm als auch bei 308 nm. Dies lässt vermuten, dass die Photoprodukte von
Vitamin E weniger e�ektiv 1O2 generieren können wie Vitamin E selbst. Bei Vitamin
K1 hingegen beträgt Φ∆ für eine unbestrahlte Vitamin K1 Lösung 0,02 ± 0,01, aber
die bestrahlte Lösung hatte sowohl für eine Anregungswellenlänge von 308 und 355
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nm ein Φ∆ von etwa 0,10 ± 0,02. Die Photoprodukte von Vitamin K1 scheinen also
e�ektiver 1O2 erzeugen zu können, als Vitamin K1 selbst.

5.2.7. Raten und Ratenkonstanten von Vitamin E

Vitamin E hat von den untersuchten fettlöslichen Vitaminen die höchste 1O2 Quan-
tenausbeute, aber Vitamin E ist auch ein e�ektiver 1O2 Quencher. Darum werden in
diesem Kapitel die Raten und Ratenkonstanten für in Ethanol gelöstes Vitamin E
bestimmt. Die Lösungen bestehen aus Vitamin E, dem Lösungsmittel Ethanol und
molekularem Sauersto�, dessen Konzentration über einen Sauersto�sensor bestimmt
wird. Die Raten und Ratenkonstanten werden durch eine Variation der Sauersto�-
und der Vitamin E Konzentration bestimmt. Eine Quenchervariation ist nicht durch-
geführt worden, da kein geeigneter Quencher vorhanden war. Der 1O2 Quencher
NaN3 ist nicht in Ethanol löslich. Ein typischer in Ethanol löslicher Quencher ist
Vitamin E selbst, aber da es bei UVB Anregung 1O2 generieren kann, ist es kein ge-
eigneter Quencher im UVB Bereich. Die Laserintensität bei einer Anregung bei 308
nm beträgt 33 ± 4 mW · cm−2. In Abbildung 5.29 A,B und C sind die ermittelten
Anstiegsraten β1 als Kreise und die Abklingraten β2 als Rechtecke in Abhängigkeit
von der Sauersto�- und der Vitamin E Konzentration dargestellt. Für die ermittel-
ten Raten und Ratenkonstanten ist ein Fehler von 10 % angenommen worden und
sie sind in Tabelle 5.21 zusammengefasst worden.

Bei der Sauersto�variation ist eine Vitamin E Konzentration von 250 µM in Ethanol
verwendet worden und die Sauersto�sättigung in der Lösung ist ausgehend von 20
%, was einer Sauersto�konzentration von [O2] = 370 µM in Ethanol entspricht, auf
1 % ([O2] = 18,5 µM) reduziert worden. Für Sauersto�konzentrationen über 20 %
konnte die Anstiegsrate der Signale nicht mehr korrekt ge�ttet werden, da sie bei
hohen Sauersto�konzentrationen zu klein wird. Darum ist auf höhere Sauersto�-
Konzentrationen verzichtet worden. Die Abbildung 5.29 A zeigt die ermittelten
Anstiegs- und Abklingraten β1 und β2 gegen die Sauersto�konzentration aufgetra-
gen, mit einem Fehler von 10 % für die Raten β1 und β2 und einem absoluten Fehler
von 18,5 µM für die Sauersto�konzentration. In Abbildung 5.29 A ist keine Aufspal-
tung der Anstiegs- und Abklingraten β1 und β2 für eine Sauersto�sättigung ≥ 1 % zu
erkennen und die Energierückkopplung kT1∆ ·k∆T1 = (0,001 ± 0,0001) µs−2mM−2 ist
vernachlässigbar gering. Der Schnittpunkt der beiden Hilfsgeraden K∆,oR und KT1

liegt unter einer Sauersto�sättigung von 1 %. Die Steigung der Rate β1 bei groÿen
Sauersto�konzentrationen lässt sich angeben durch kT1O2 +kT1∆ und lässt sich durch
Extrapolation bestimmen zu (12 ± 2) µs−1mM−1. Die Steigung beschreibt die De-
aktivierung des T1-Zustands durch molekularen Sauersto� im Grundzustand und
durch die Erzeugung von 1O2. Man kann erkennen, dass der Triplett-Zustand von

134



5.2. Fettlösliche Vitamine

Abbildung 5.29.: Die ermittelten Abklingzeiten der Lumineszenzsignale von Vitamin E bei
einer Variation der Sauersto�konzentration bei 0,25 mM Vitamin E (A)
und bei einer Variation der Vitamin E Konzentration bei 7 % Sauersto�
(B und C) in Ethanol sind dargestellt

Vitamin E e�ektiv durch Sauersto� gequencht wird. Das lässt sich durch die hohe
1O2 Quantenausbeute von Vitamin E und durch seine Fähigkeit mit Sauersto� zu
reagieren (Abbildung 5.26) erklären.

kT1 0,001 µs−1

k∆
1
14
µs−1

kT1S0 0,19 µs−1mM−1

kT1∆ · k∆T1 0,001 µs−1mM−1

kT1∆ + kT1O2 11,6 µs−1mM−1

k∆T1 + k∆S0 0,19 µs−1mM−1

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 µM
bis zu 500 µM erhöht worden bei einer Sauersto�sättigung von 14 % (259 µM) und
von 7 % (130 µM, Abbildung 5.29 B und C). In Abbildung 5.29 B beschreibt die
obere Linie die Triplett-Abklingdauer KT1 , während die untere Linie K∆ beschreibt,
die noch mal detailierter in Abbildung 5.29 C dargestellt ist. Durch Extrapolation
ergibt sich für die y-Achsenschnittpunkte KT1([V itaminE] = 0)= (1,5 ± 0,2) µs−1

und K∆([V itaminE] = 0)= (0,07 ± 0,01) µs−1. Damit ergibt sich für die 1O2

Abklingdauer in Ethanol τ∆ = (14 ± 2) µs bei einer Sauersto�sättigung von 7 %,
was im Rahmen der Fehlergenauigkeit mit dem Literaturwert τ∆ = (14 ± 2) µs in
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Ethanol [Bai05] übereinstimmt. 1O2 wird auch e�ektiv durch Vitamin E gequencht,
was durch die Summe der Ratenkonstanten k∆T1 + k∆S0 = (0,19 ± 0,02) µs−1mM−1

beschrieben wird. Die ermittelte 1O2 Quenchingratenkonstante (1, 9·108M−1s−1) von
Vitamin E liegt im Rahmen der Quenchingratenkonstanten, die in der Literatur für
Vitamin E gefunden werden [KDMMS90] [Nik13] [SS95].

5.3. Medikamente

Es werden auch verschiedene Medikamente untersucht, die in Zusammenhang mit ei-
ner erhöhten Lichtemp�ndlichkeit oder sogar Phototoxizität gebracht werden [SS07],
[ME09], [OPZ+05]. Die Wirksto�e von bestimmten Medikamenten (z.B. Antibioti-
ka) können sich nach systemischer Gabe für eine gewisse Zeit in der Haut einlagern.
Nach der Einlagerung in die Haut, können diese Wirksto�e unter UV-Strahlung re-
aktive Sauersto�spezies, darunter auch 1O2, erzeugen [BRK+11]. Dieser E�ekt ist
seit langem als kutane Lichtsensibilisierung bekannt [Bor85]. Die untersuchten Me-
dikamente sind detailliert in Kapitel 4.1.3 beschrieben.

5.3.1. Absorption

Zunächst 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 Wellenlängenbereich von 280 bis 400 nm
dargestellt. Diese Absorptionsspektra sind wie in Kapitel 4.10 beschrieben, gemes-
sen worden. Dazu sind die verschiedenen Medikamente in H2O oder D2O gelöst
worden, so dass eine 25 µM Tetracyclin, Doxycyclin, Enoxacin, Levo�oxacin und
Nor�oxacin Lösung, eine 50 µM Azathioprin und eine 100 µM 6-Thioguanin Lösung
entstand. Von Nor�oxacin und Enoxacin ist bekannt, dass diese Substanzen was-
serlöslich sind [MSC98] und auch die anderen Medikament lassen sich in wässriger
Lösung lösen. In Abbildung 5.30 ist erkennbar, dass die verschiedenen Medikamente
bei dieser Konzentration in wässriger Lösung sowohl im UVB als auch im UVA-
Bereich absorbieren. 6-Thioguanin hat ein ausgeprägtes Absorptionsmaximum im
UVA Bereich bei 340 nm, was mit Literaturwerten übereinstimmt [OPZ+05].

In Tabelle 5.22 sind für die entsprechende Medikament Konzentration in wässriger
Lösung die Absorption in % für die Wellenlängen 308 (UVB) und 330 nm (UVA)
aufgelistet. Diese Wellenlängen werden später genutzt, um durch die Anregung der
Medikamente 1O2 im UVB und UVA Bereich zu erzeugen. Dafür ist eine Absorption
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Abbildung 5.30.: Absorptionsspektra der verschiedenen untersuchten Medikamente

Name Konzentration 308 nm 330 nm
in µM [%] [%]

Tetracyclin 25 43 ± 1 43 ± 1
Doxycyclin 25 43 ± 1 44 ± 1
Nor�oxacin 25 46 ± 1 48 ± 1
Enoxacin 25 53 ± 1 45 ± 1
Levo�oaxin 25 56 ± 1 51 ± 1
Azathioprin 50 45 ± 1 35 ± 1
6-Thioguanin 100 55 ± 1 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 µM
Tetracyclin, Doxycyclin, Enoxacin, Levo�oxacin und Nor�oxacin Lösungen, die 50
µM Azathioprin und die 100 µM 6-Thioguanin Lösung 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, auÿer für das Medikament
6-Thioguanin. 100 µM 6-Thioguanin hat bei einer Wellenlänge von 330 nm eine
Absorption von fast 100 %, weshalb für die Anregung mit 330 nm eine geringere
Konzentration von 6-Thioguanin in wässriger Lösung verwendet wird.
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5.3.2. Absorptionswirkungsquerschnitt

Für die verschiedenen Medikamente ist der Absorptionswirkungsquerschnitt σ in ei-
nem Wellenlängenbereich von 280 bis 400 nm für Konzentrationen zwischen 5 und
100 µM ermittelt worden, da die folgenden Messungen in diesem Konzentrationsbe-
reich durchgeführt werden. Die Messung von σ wird in Kapitel 4.10 beschrieben.

In Abbildung 5.31 sind die σ der verschiedenen Medikamente für verschiedene Kon-
zentrationen in einem Wellenlängenbereich von 280 bis 400 nm abgebildet. Im Rah-
men der Messgenauigkeit stimmen die σ für die verschiedenen Konzentrationen in
diesem Wellenlängenbereich überein. Eine Veränderung des in diesem Konzentrati-
onsbereich z.B. durch Aggregation kann also ausgeschlossen werden.

5.3.3. Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauersto�
Detektion von Medikamenten

Um die Erzeugung von 1O2 bei UVB Anregung experimentell zu belegen, werden 25
µM Tetracyclin, Doxycyclin, Enoxacin, Levo�oxacin und Nor�oxacin, 50 µM Aza-
thioprin und 100 µM 6-Thioguanin in D2O gelöst und in eine Quarzglasküvette
gefüllt. Diese Lösungen werden in den in Kaptitel 4.7 beschriebenen Messaufbau
integriert und mit dem abstimmbaren Lasersystem bei einer Wellenlänge von 308
nm angeregt. Die Laserintensität bei 308 nm ist 29 ± 2 mW · cm−1. Die spektral
aufgelöst detektierten Lumineszenz-Signale werden wie in Kapitel 4.8 beschrieben,
ausgewertet, auf ihren Maximalwert normiert und mit einer Lorentzfunktion ge�t-
tet. In Abbildung 5.32 sind die spektral aufgelöst detektierten 1O2 Signale der ver-
schiedenen Medikamente abgebildet. Für alle Medikamente ist ein deutlicher Peak
zwischen 1270 und 1280 nm erkennbar, was mit der Übergangsenergie von 1O2 in
D2O von 1274 nm gut übereinstimmt [BFP+07].

Für ein zeitlich aufgelöstes 1O2 Signal wird ein 1270 nm Filter mit einer Band-
breite von 10 nm vor dem Photomultiplier eingebaut. Die zeitlich aufgelösten 1O2

Signale für die verschiedenen in D2O gelöste Medikamente sind in Abbildung 5.33
dargestellt. Die Signale werden wie in Kapitel 4.8 beschrieben, ge�ttet und die ent-
sprechenden Abkling- und Anstiegszeiten t1 und t2 sind ermittelt worden. Für alle
Signale können Abklingzeiten für das 1O2 Signal zwischen 61 und 68 µs bestimmt
werden. Diese passen überein mit der 1O2 Abklingdauer in D2O von 66 µs [Ogi83].
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Abbildung 5.31.: σ der untersuchten Medikamente für Konzentrationen zwischen 5 und 100
µM
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Abbildung 5.32.: Spektral aufgelöst detektierte Lumineszenzsignale der untersuchten Me-
dikamente
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Abbildung 5.33.: Zeitlich aufgelöste Lumineszenzsignale der untersuchten Medikamente
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5.3.4. Singulett-Sauersto� Quantenausbeuten (UVB, UVAI)
von Medikamenten

Nachdem sichergestellt ist, dass alle untersuchten Medikamente 1O2 bei UVB Anre-
gung generieren können, wird die E�ektivität dieser 1O2 Produktion ermittelt. Die
1O2 Quantenausbeute wird wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben, über den Vergleich mit
den zwei Referenz-Photosensibilisatoren PNS und TMPyP, die ebenfalls in D2O ge-
löst sind, ermittelt. Für verschiedene absorbierte Energien EA,abs wird die Summe
der Lumineszenzphotonen, die proportional ist zur Lumineszenzenergie EL ermit-
telt und über den Vergleich mit den Referenzsubstanzen PNS und TMPyP wird die
Quantenausbeute bestimmt. In Tabelle 5.23 sind die entsprechenden Quantenaus-
beuten für die untersuchten Medikamente bei einer Anregung von 308 nm aufgeführt.
Sie varieren von 0,01 ± 0,005 für Azathioprin bis zu 0,12 ± 0,02 für Levo�oxacin.

UVB und UVA Strahlung haben oft eine unterschiedliche biologischeWirkung [BK00]
[BH03] [CMW+]. Eine mögliche Begründung wären unterschiedliche Quantenaus-
beuten für die Anregung mit UVA und UVB Strahlung. Darum wird die 1O2 Quan-
tenausbeute auch bei UVA Anregung ermittelt. Dabei wird mit 330 nm (UVAI)
angeregt, da alle untersuchten Medikamente bei 330 nm noch e�ektiv absorbieren
(siehe Tabelle 5.22), während bei langwelligeren Wellenlängen im UVA Bereich die
Absorption einiger Medikamente nachlässt (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 für eine Anregung bei 330 nm für die untersuch-
ten Medikamente sind in Tabelle 5.23 aufgeführt. Im Rahmen der Fehlergenauigkeit
entsprechen die Quantenausbeuten für 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
Nor�oxacin 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,01
Enoxacin 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01
Levo�oaxin 0,12 ± 0,02 0,12 ± 0,02
Azathioprin 0,01 ± 0,005 0,01 ± 0,005
6 Thioguanin 0,09 ± 0,01 0,07 ± 0,01

Tabelle 5.23.: Die 1O2 Quantenausbeuten der verschiedenen Medikamente bei 308 und 330
nm in luftgesättigtem D2O

Für in luftgesättigtem D2O gelöstem Tetracyclin und Doxycyclin wird sowohl bei
der Anregung im UVB als auch im UVAI Bereich eine 1O2 Quantenausbeute von
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0,02 ± 0,01 ermittelt. Das entspricht dem in der Literatur gefundenen Wert für
die 1O2 Quantenausbeute von Tetracyclin und Doxycyclin [MSG+98]. Nor�oxacin
in D2O gelöst hat eine 1O2 Quantenausbeute von 0,08 ± 0,01 bzw. 0,07 ± 0,01 für
Anregung im UVB bzw. UVAI Bereich. Das korreliert mit dem Literaturwert für in
D2O Phosphat Bu�er gelöstes Nor�oxacin von 0,081 [MSC98]. Für in D2O Phos-
phat Bu�er gelöstes Enoxacin wird ein Literaturwert für die 1O2 Quantenaubeute
von 0,061 gefunden [MSC98], der nicht mit dem gemessenen Wert für Enoxacin
von 0,03 ± 0,01 übereinstimmt. Für Levo�oxacin und Azathioprin sind keine Werte
für eine 1O2 Quantenausbeute in der Literatur gefunden worden. Die quantitative
1O2 Erzeugung ist erstmals in dieser Arbeit ermittelt worden. Für Levo�oxacin in
D2O wird eine Quantenausbeute von 0,12 ± 0,02 und für Azathioprin eine Quan-
tenausbeute von 0,01 ± 0,005 ermittelt. Für 6-Thioguanin in D2O ist eine 1O2

Quantenausbeute zwischen 0,09 ± 0,01 und 0,07 ± 0,01 für UV Anregung ermittelt
worden. In der Literatur werden für die 1O2 Quantenausbeute Werte von 0,58 ± 0,08
bzw. 0,56 ± 0,18 gefunden [ZZS+11]. Allerdings sind diese Quantenausbeuten nicht
über den Vergleich von direkt gemessenen zeitaufgelösten Lumineszenz-Signalen mit
einer Referenzsubstanz, sondern indirekt per 1O2-Trapping über den Vergleich mit
der Referenzsubstanz TCPP (φ∆ = 0,53) ermittelt worden. Es sind auÿerdem andere
Lösungsmittel (D2O Tris Bu�er, NaOH D2O) und andere Anregungswellenlängen
(337 nm, 340 nm) benutzt worden, als bei den Messungen in dieser Arbeit. Dies
könnten Gründe für eine Abweichung der ermittelten Ergebnisse sein.

Die untersuchten Medikament können alle 1O2 erzeugen und einige haben sogar 1O2

Quantenausbeuten über 0,1. Damit könnte der erzeugte 1O2 teilweise verantwortlich
sein für die kutane Lichtsensibilisierung durch diese Medikamente.

5.3.5. Photostabilität der Medikamente

Für die gleichbleibende Erzeugung von 1O2 ist es von Bedeutung, dass sich die als
Chromophore agierenden Moleküle nicht verändern. Deshalb wird die Photostabi-
lität der verschiedenen Medikamente bei UVB Bestrahlung getestet. Dafür werden
die gelösten Medikamente mit einem breitband UVB Transluminator (Kapitel 4.11)
bestrahlt. Ein Molekül wird als stabil betrachtet, wenn sich sein Absorptionsspek-
trum im gesamten Spektalbereich im Rahmen der Messgenauigkeit für die applizierte
UVB Dosis nicht verändert.

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. Für 25 µM Tetracycline, Doxycycline, Enoxacin und Nor�oxacin
haben sich die Absorptionsspektra für 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 verändert. Diese Medikamente sind stabil für UVB Dosen
unter 0,95 J ·cm−2. Für eine UVB Dosis von 6,62 J ·cm−2 ist eine deutliche Verände-
rung der Absorption dieser Medikamente sichtbar. Für diese UVB Dosis sind sie also
nicht stabil. Für 25 µM Nor�oxacin, 50 µM Azathioprin und 100 µM 6-Thioguanin
können auch schon deutliche Veränderungen der Absorption nach Bestrahlung mit
UVB Dosen von 0,95 J · cm−2 festgestellt werden. Diese Medikamente sind auch für
geringe UVB Dosen instabil.

Name Absorption bei 308 nm Absorption bei 355 nm
UVB 0 J · cm−2 1 J · cm−2 0 J · cm−2 1 J · cm−2

Tetracyclin 43 42 52 51
Doxycyclin 43 42 50 48
Nor�oxacin 45 44 23 25
Enoxacin 53 51 26 26
Levo�oaxin 56 53 29 26
Azathioprin 49 48 25 34
6 Thioguanin 49 53 80 49

Tabelle 5.24.: Veränderungen der Absorption der Medikamente nach Bestrahlung mit 1
J · cm−2 UVB. Ein Anstieg der Absorption ≥ 2 % ist in rot und ein Abfall
in blau markiert.

In Tabelle 5.24 sind die Veränderungen der Absorption der Medikamente für die Wel-
lenlängen 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 µM Tetracyclin,
Doxycyclin, Enoxacin und Nor�oxacin um nicht mehr als 2 % bei beiden Wellen-
längen verändert, während für 25 µM Nor�oxacin, 50 µM Azathioprin und 100 µM
6-Thioguanin deutliche Veränderungen in der Absorption festgestellt werden können.
Die Absorption von Azathioprin steigt bei 355 nm um 9 % an nach der Bestrahlung
mit 1 J · cm−2, während die Absorption von 6-Thioguanin bei 355 nm um 31 %
abfällt.

Durch die Bestrahlung mit UVB kann sich also die molekulare Struktur der Medi-
kamente verändern, wodurch sie eine andere Absorption haben. Auch andere pho-
tophysikalische Eigenschaften, wie die Fähigkeit 1O2 zu generieren, können sich ver-
ändert haben. Ein nächster Schritt wäre die Untersuchung der 1O2 Erzeugung der
durch UVB Bestrahlung entstandenen Moleküle, um festzustellen, ob die Fähigi-
keit der Medikamente 1O2 zu erzeugen mit der UVB Strahlung ab oder zunimmt.
Das könnte Aufschluss darüber geben, ob die kutane Lichtsensibilisierung durch die
Medikament bei längerer UVB Exposition ab oder zunimmt.
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5.4. Hautp�egeprodukte

Bei den untersuchten Hautp�egeprodukten handelt es sich um verschiedene Cre-
mes, Salben, Emulsionen oder Sonnencremes, die mit den entsprechenden Notatio-
nen aus Tabelle 4.4 bezeichnet werden. Hautp�egeprodukte werden topisch auf die
Haut aufgetragen und ihre Inhaltsto�e penetrieren die Epidermis und Dermis je nach
Wirkungsziel [PLR+12]. Verschiedenen Bestandteile der Hautp�egeprodukte können
sich also entweder extrazellulär oder in Zellen der Epidermis und Dermis be�nden.
Versuche mit einem Vitamin E haltigem Waschmittel führten beispielsweise zu deut-
lich Vitamin E reicheren Hautbarrierelipiden als im Vergleich mit Vitamin E freiem
Waschmittel [EMTP+05]. Durch das Vitamin E imWaschmittel ist auch der Vitamin
E Gehalt in Hautbestandteilen gestiegen. Vitamin E, Vitamin A und Vitamin B3,
die alle e�ektiv 1O2 bei UVB Bestrahlung generieren können (Kapitel 5.6.1), sind
in vielen weiteren Hautp�egeprodukten zu �nden [FHR+10] [RZ99]. Auch andere
häu�ge Bestandteile von Hautp�egeprodukten, wie z.B. freie Fettsäuren, können
1O2 generieren [RMK+13]. Es stellt sich die Frage, ob durch die Anwendung von
Hautp�egeprodukten Inhaltsto�e auf die Haut aufgebracht werden oder in der Haut
deponiert werden, die unter UV-Bestrahlung durch z.B. Sonnenlicht 1O2 erzeugen
können. Ein solcher in der Epidermis oder Dermis generierter 1O2 könnte mit ande-
ren Hautkomponenten reagieren und diese z.B. schädigen [BK00] [KHS01] [KKS03].
Dadurch könnte ein zusätzliches Schädigungspotential gegeben sein. Damit ist es
von Interesse, ob verschiedene Hautp�egeprodukte bei direkter Anregung durch UV
Strahlung, insbesondere UVB Strahlung, 1O2 produzieren. Um dies zu messen, wird
das entsprechende Hautp�egeprodukt 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 Streue�ekte

Hautp�egeprodukte sind im Gegensatz zu den vorher untersuchten gelösten Sub-
stanzen keine homogenen Lösungen sonderen heterogene Sto�gemische, die aus ver-
schiedensten Molekülen bestehen. Lösungen bilden eine Phase, was bedeutet, dass
physikalische Parameter wie z.B. der Brechungsindex für die gesamte Lösung gleich
ist. Ein heterogenes Sto�gemisch aus verschiedenen Molekülen mit unterschiedlicher
Löslichkeit (hydrophob, hydrophil) zeichnet sich dadurch aus, dass die Sto�e, aus de-
nen es gemischt ist, noch in ihrer eigenen Phase sind. Heterogene Sto�gemische sind
also mehrphasig und haben dementsprechend auch mehrere Brechungsindices. Eine
Hautcreme ist eine Emulsion, ein sehr feines Gemisch von nicht mischbaren Sto�en.
Es handelt sich also um ein mehrphasiges System mit verschiedensten Brechungs-
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indices. In einem Hautp�egeprodukt be�nden sich also verschiedenste potentielle
Streukörper. Diese Streukörper haben verschiedene Gröÿen und dementsprechend
kommt es zu unterschiedlicher Streuung (z.B. Mie- oder Rayleigh- Streuung, sie-
he Kapitel 3.1). Durch dieses komplexe Streuverhalten von mehrphasigen Sto�ge-
mischen, wird die einfallende Laser-Strahlung in der mit Hautcreme bestrichenen
Quarzglasplatte mehrfach gestreut und re�ektiert. In Gewebe ist es möglich, dass
die einfallende UV-Strahlung inelastisch gestreut wird (Raman-Streuung) und sich
dadurch Photonenenergie verringert bzw. die Wellenlänge gröÿer 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 emp�nd-
lich genug, um die dabei entstehende Streustrahlung zu detektieren. Auÿerdem ist
die anregende Laserstrahlung nicht vollständig monochromatisch. Bedingt durch den
Laseraufbau können auch andere Wellenlängen als die Anregungswellenlänge in ganz
geringem Maÿe vorhanden sein, die aufgrund der hohen Emp�ndlichkeit des Photo-
multipiers detektiert werden können. Dadurch kann es zu Verwechslungen mit 1O2

Lumineszenz Photonen kommen.

Aus diesem Grund werden vor den eigentlichen Experimenten einige Messungen
durchgeführt, um den Unterschied zwischen einem Signal von 1O2 Lumineszenz und
von Streustrahlung zu untersuchen. Dazu wird der in Kapitel 4.1.1 beschriebene
Referenzphotosensibilisator TMPyP in H2O gelöst. Diese Lösung wird dann mit
Streukörpern versetzt und in die 0,5 mm tiefe Quarzglasplatte gefüllt. Als Streukör-
per wird Siliziumdioxid (Kapitel 4.1.6) verwendet. Die Siliziumdioxid Partikel haben
zu 80 % eine Gröÿe zwischen 1-5 µm. Darum sollte die auftre�end Laserstrahlung
(308 nm) hauptsächlich in vorwärts Richtung gestreut werden, da es sich um Mie-
Streuung handeln sollte. Es werden drei verschiedene Mengen an Streukörpern in
TMPyP Lösung in H2O untersucht. Zuerst wird eine reine 100 µM TMPyP in H2O
Lösung 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 µM TMPyP in H2O Lösung aufgefüllt (Abbildung 5.35 B, C). Zum
Schluss wird die gesamte 0,5 mm tiefe Quarzglasplatte mit Siliziumdioxid aufgefüllt,
das entspricht 100 mg (Abbildung 5.35 D). Für jede dieser Mengen an Silliziumdi-
oxid Streupartikeln wird das Lumineszenzsignal bei Anregung bei 308 nm sowohl
zeit- als auch spektral aufgelöst gemessen.

In Abbildung 5.35 ist erkennbar, dass sich die abgebildeten Signale verändern. Je
mehr Streukörper sich in in der 100 µM TMPyP Lösung be�nden, umso mehr steigt
die Signalintensität bei 1150 nm an und nimmt gleichzeitig bei 1280 nm ab. Für
Streukörper alleine sollte keine 1O2 Lumineszenz detektierbar sein, da Silicium-
dioxid keinen 1O2 generieren kann (Nachweis später). In Abbildung 5.35 D wird
deuttlich, dass das spektral aufgelöst detektierte Signal von 100 mg Siliciumdioxid
nicht mehr �tbar ist, da das Signal bei 1150 nm extrem hoch ist und das Signal
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Abbildung 5.35.: A, B, C: Spektral aufgelöst detektierte Lumineszenz Signale von TMPyP
Lösungen (H2O) mit Streukörpern (Siliziumdioxid). D: Das Signal von
Siliziumdioxid alleine. E, F: Die spektral aufgelöst detektierten Signa-
le von reinem H2O 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
höchste der Signale und das Signal bei 1150 nm hat nur 80 % dieser Intensität. Um
einen besseren Vergleich zu haben, werden sowohl 25 als auch 50 mg Siliciumdioxid
mit reinem H2O in der 0,5 mm Quarzglasplatte gemischt und die entsprechenden
zeit- und spektral aufgelösten Signale detektiert. Da Siliciumdioxid und H2O keinen
1O2 generieren, werden die detektierten Photonen einer Streustrahlung zugeordnet.
Die spektral aufgelöst detektierten Signale sind in Abbildung 5.35 E und F darge-
stellt und es ist erkennbar, dass bei diesen Signalen die höchste Intensität für 1150
nm gemessen wird, während das Signal bei 1270 nm nur 80 % dieser Intensität hat.
Insgesamt sind diese Signale nicht mit einer Lorentzfunktion mit einem Maximum
zwischen 1269 und 1280 nm �tbar. Während für Suspensionen mit TMPyP, der 1O2

produziert, auswertbare Lumineszenz Signale spektral aufgelöst detektiert werden
(Abbildung 5.35 A, B, C), können die detektierten Signale von Streukörpern allein
und in Suspension (Abbildung 5.35 D, E, F) nicht mit einer Lorenz-Funktion ge-
�ttet werden. Diese Signale werden einer Streustrahlung zugeordnet, die sich durch
erhöhte Photonendetektion bei 1150 und 1270 nm auszeichnet, nicht aber bei 1280
nm.

Abbildung 5.36.: Zeitlich aufgelöste Lumineszenz Signale von TMPyP Lösungen mit Streu-
körpern

In Abbildung 5.36 sind die zeitlich aufgelösten Emissionssignale der 100 µM TMPyP
Suspensionen mit verschiedenen Streukörperanteilen dargestellt. Beim zeitlich aufge-
lösten Signal kann die Anstiegszeit schon für Suspensionen mit 25 mg Siliciumdioxid
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nicht mehr ge�ttet werden, da das Signal keinen Anstieg mehr hat, sondern direkt
nach dem verbreiteten Laserpeak abfällt. Wenn die Anzahl der Streukörper noch wei-
ter erhöht wird, ist das zeitaufgelöste Signal weiter aufgefächert und der Anteil des
Signalrauschens steigt steigt von circa 5 Counts auf 10 Counts an. Für Streukörper
alleine verläuft das Abklingen des Signals ähnlich wie eine Exponential-Funktion.
Auÿerdem steigt die Abklingzeit von 3,7 ± 0,4 µs, die mit der 1O2 Abklingzeit in
H2O übereinstimmt [Bai05], an auf eine Abklingzeit von 7,3 ± 0,8 µs. Um auszu-
schlieÿen, dass die als Streukörper verwendeten Siliciumdioxid Partikel selbst 1O2

erzeugen können, werden die Signale von 25 mg Siliciumdioxid vermischt mit H2O
und D2O in einer 0,5 mm Quarzglasplatte gemessen. Das Streusignal von Silicium-
dioxid hat sowohl in H2O als auch in D2O Abklingzeiten von 8,1 ± 0,9 bzw. 10 ±
1 µs, die mehr als doppelt so groÿ sind wie die 1O2 Abklingdauer in H2O [Bai05],
aber kleiner als die 1O2 Abklingdauer in D2O [Ogi83]. Es handelt sich bei den de-
tektierten Signalen von Siliciumdioxid also nicht um 1O2 Lumineszenz, sondern um
Streustrahlung.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass bei heterogenen Sto�gemischen, wie den Haut-
p�egeprodukten, der Nachweis von 1O2 mittels Lumineszenz schwieriger sein wird
als bei reinen Lösungen.

5.4.2. Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauersto�
Detektion von Hautp�egeprodukten

Für die verschiedenen Hautp�egeprodukte werden die Signale zeitlich und spektral
aufgelöst detektiert. Dazu wird das entsprechende Hautp�egeprodukt auf eine 0,5
mm vertiefte Quarzglasplatte gestrichen, glatt gestrichen und mit einem entspre-
chenden Quarzglasdeckel abgedichtet. Es wird eine möglichst dünne Quarzglasplat-
te verwendet, um eine möglichst dünne Schicht vom Hautp�egeprodukt zu haben,
damit die Streustrahlung möglichst gering ist. Diese Quarzglasplatte wird in dem
Messaufbau (Kapitel 4.7) bei 308 nm angeregt. Die mittlere Laserintensität bei 308
nm mit eingebauten UV Filter liegt bei 29 ± 3 mW · cm−2 auf der Quarzglasplatte.
Die 1O2 Lumineszenz Signale werden zeitlich aufgelöst bei 1270 nm und spektral
aufgelöst bei Wellenlängen von 1150 bis 1400 nm detektiert. Die 1O2 Lumineszenz
Signale werden mit den ermittelten Signalen aus den Streustahlung Experimenten
(Abbildung 5.35, 5.36) verglichen. Streustrahlung kann die Lumineszenz von 1O2

stark verändern. Sie könnte sogar mit 1O2 Lumineszenz verwechselt werden. Um
den eindeutigen Nachweis von 1O2 Erzeugung zu ermöglichen, werden im folgenden
Messsignale verworfen, die gewissen Kriterien nicht genügen. Nur spektral aufge-
löst detektierte Signale, die dem spektral aufgelöst detektiertem Signal von reiner
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TMPyP Lösung gleichen, werden als 1O2 Signale akzeptiert. Das bedeutet, dass nur
spektral aufgelöst detektierte Signale, die keine erhöhte Intensität bei 1150 nm, aber
eine erhöhte Intensität bei 1280 nm haben, akzeptiert werden.

Abbildung 5.37.: Spektral aufgelöste 1O2 Signale von den verschiedenen untersuchten
Hautp�egeprodukte

Nach diesem Ausschlussprinzip kann für acht der untersuchten Hautp�egeprodukte
spektral aufgelöst 1O2 detektiert werden. Die Signale sind in Abbildung 5.37 darge-
stellt. Die ge�ttete Lorenzkurve der spektral aufgelöst detektierten 1O2 Signale hat
ein Maximum zwischen 1270 und 1280 nm. Zusätzlich werden für diese acht Haut-
p�egeprodukte die zeitaufgelöst detektierten 1O2 Signale bei 1270 nm ausgewertet,
wobei jedoch für die meisten nur eine Abklingzeit des Signals ge�ttet werden konnte,
da wegen der Streuung kein Signalanstieg sichtbar war. Die zeitaufgelösten 1O2 Si-
gnale der vier e�ektivsten Hautp�egeprodukte sind in Abbildung 5.38 dargestellt.

Für die Cremes 10 und 11 kann sowohl eine Anstiegs- also auch eine Abklingzeit
ge�ttet werden. Das ist ein Zeichen dafür, dass sich ein Photosensibilisator in der
entsprechenden Creme be�ndet, dessen Triplett-Zustand eine Abklingzeit hat und
der 1O2 generiert, der wiederum eine Aklingdauer hat. Die Anstiegszeiten liegen bei
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Abbildung 5.38.: Zeitaufgelöste 1O2 Signale der untersuchten Cremen 4,10, 11 und 12

3,1 ± 0,4 bzw. 3,9 ± 0,4 µs und die Abklingzeiten bei 13 ± 2 bzw. 15 ± 2 µs. Diese
Abklingzeiten müssen jetzt noch dem Photosensibilisator Triplett-Zustand und 1O2

zugeordnet werden. 1O2 hat in Lipiden eine Abklingzeit von 14 ± 3 µs [Bai05], was
mit den Abklingzeiten der Signale von Creme 10 und 11 übereinstimmen würde.
Da diese Cremen hauptsächlich aus Alkanen, die zu den nicht veresterbaren Lipiden
gehören, bestehen (Nachweis später), kann die Abklingzeiten der Signale von Creme
10 und 11 1O2 zuordnen werden und die Anstiegszeit des Signals dementsprechend
dem Abklingen des Triplett-Zustands. Für die Cremes 4 und 12 kann keine Anstiegs-
zeit ge�ttet werden. Ein möglicher Grund wäre, dass der 1O2 durch Substanzen mit
Doppelbindungen chemisch generiert wird [RMK+13] und nicht durch einen Photo-
sensibilisator. Eine andere Möglichkeit wäre, das die Anstiegszeit des Signals so kurz
ist, dass es durch das Störsignal von der Streustrahlung überdeckt wird. Das Signal
von Creme 4 hat eine Abklingzeit von 11 ± 2 µs, die im Rahmen der Fehlergenauig-
keit auch mit der 1O2 Abklingdauer in Lipiden übereinstimmen würde [Bai05] und
die Creme 12 hat eine Abklingzeit von 7,4 ± 0,8 µs. 1O2 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]. Auÿerdem
kann 1O2 durch Moleküle mit Doppelbindungen z.B. Fettsäuren 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 aufgelösten Singulett-Sauersto�
Signalen von Hautp�egeprodukten

Da für die verschiedenen Hautp�egeprodukte die Absorption bei 308 nm nicht be-
stimmt werden kann, ist es nicht möglich eine 1O2 Quantenausbeute zu bestimmen.
Stattdessen wird für jede Creme ein zeitaufgelöstes 1O2 Signal bei einer Anregung
von 308 nm mit identischer Laserintensität (30 ± 3 mW · cm−2) gemessen und die
gezählten Photonen dieses Signals werden aufsummiert und verglichen. In Tabel-
le 5.25 sind die acht 1O2 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 Höhe, sondern auch in den unterschiedlichen
Abklingzeiten, die die Signale von verschiedenen Cremen hatten. Die 1O2 Signale
von Cremen 4, 10 und 11 haben die höchste Photonenanzahl aber auch die längsten
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 Signallänge auf den Maximalwert für Creme 4 mit
11932 ± 1193 Photonen/Abklingzeit normiert worden. Man erkennt, dass Creme 4,
10 und 11 die intensivsten 1O2 Signale haben, gefolgt von Creme 12. Da die Pho-
tonenanzahl mit der Anzahl der erzeugten 1O2 Moleküle korreliert, erzeugt damit
Creme 4 am meisten 1O2 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
Creme10 127438 9803 0,82
Creme11 130356 8690 0,73
Creme12 42725 7121 0,60

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

Das gleiche wird wiederholt für 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 Laserintensität beträgt 20 ± 2 mW · cm−2 bei 355 nm und ist damit niedriger
als die Laserintensität 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 für 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 stärker ins Gewicht fällt. Jedoch lässt sich auch bei einer Anregung bei 355 nm
erkennen, dass wieder die Cremes 4, 10, 11 und 12 die intensivsten 1O2 Signale
produzieren.

Creme Photonen- Photonenanzahl auf Maximum
anzahl /Abklingzeit normalisierte Werte

Creme2 15902 1893 0,32
Creme3 19357 2420 0,40
Creme4 71208 5934 1
Creme7 17308 1731 0,29
Creme8 16801 1866 0,31
Creme10 61194 4707 0,79
Creme11 50934 3918 0,66
Creme12 27692 3956 0,67

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

Um die Bestandteile von den Cremes 4, 10, 11 und 12 näher zu untersuchen, sind in
Zusammenarbeit mit dem Institut für Chemie der Universität Regensburg Protonen-
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Messungen und Gaschromotographie Massen-
spektroskopie Analysen (GCMS-Analysen) durchgeführt worden. Für die Protonen-
NMR werden hohe Probenkonzentrationen von 50 mg Creme in 0,6 ml Lösungsmittel
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 für Alkane, Cholesterolstrukturen
oder Doppelbindungen typischen Bereiche in einem Protonen-NMR hervorgehoben
worden.

In Abbildung 5.39 A ist erkennbar, dass Creme 10 hauptsächlich aus Alkanen be-
steht, mit mehreren scharfen Peaks im NMR Spektrum zwischen 0,8 ppm und 1,55
ppm. Der für Alkane typische Bereich in einem Protonen-NMR Spektrum liegt zwi-
schen 0,5 und 2 ppm. Dies ist typisch für eine Creme, die zu 95 % aus weiÿem Vaselin
besteht (Herstellerangaben). Creme 11, die auch aus weiÿem Vaselin besteht (Her-
stellerangaben) hat ein ähnliches NMR Spektrum wie Creme 10 mit scharfen Peaks
zwischen 0,8 und 1,55 ppm, die im für Alkane typischen Bereich liegen (Abbildung
5.39 B). Bei Creme 10 und Creme 11 sind unter den scharfen Peaks schwächere,
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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Abbildung 5.40.: Protonen-NMR von Creme 4 (A) und 12 (B)
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Das Protonen-NMR von Creme 4 (Abbildung 5.40 A) zeigt auch scharfe Peaks und
schwächere, breitere Resonanzen in einem Bereich von 0,5 bis 2 ppm, was auf Alka-
ne und Cholesterolstrukturen hindeutet. Auÿerdem hat Creme 4 einen Peak bei 5,0
ppm, der auf Substanzen mit Doppelbindungen hindeutet. Substanzen mit Doppel-
bindungen sind theoretisch in der Lage 1O2 durch Abgabe von Elektronen (Typ I
Reaktionen) zu erzeugen, was schon für verschiedenen Fettsäure 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 zusätzlich zu den für 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. Auÿerdem gibt es einen
Peak bei 5,1 ppm, der im für Doppelbindungen typischen Bereich liegt.

Um die Inhaltsto�e der Cremen detaillierter zu untersuchen sind noch GCMS-
Analysen durchgeführt worden und die ermittelten Spektra sind per Datenbank-
vergleich über 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 regelmäÿiges Delta in der Retentionszeit einen einheitlichen Abstand
zueinander haben (Sägezahnmuster). Durch den Datenbankvergleich kann bestätigt
werden, das die einheitlichen Peaks im GC-Spektrum von Creme 10 zu gesättigten
Alkanen gehören. Creme 10 besteht also fast nur aus gesättigten 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
über den Datenbankvergleich mit dem Frakmentierungsmuster als Cholesterol iden-
ti�ziert wurde. Cholesterol (Abbildung 5.43) kann durch Sauersto� photooxidiert
werden und ein typisches Photoprodukt ist Cholesta-3,5-dien-7-one, das im UVB-
Bereich absorbieren kann [ORK99]. Auch für Creme 11 ist durch GCMS-Analyse
und Datenbankvergleich über die Frakmentierungsmuster bestätigt worden, dass
die Creme hauptsächlich aus Alkanen besteht. Im GC-Spektrum (Abbildung 5.41)
ist unter dem Peak-Muster der Alkane (Sägezahnmuster) aber einen Bauch erkenn-
bar, der kleine Peaks hat, die zu Verunreinigungen gehören. Diese Verunreinigungen
deuten nicht nur auf Isoalkane, sondern auch auf ungesättigte Verbindungen und
möglicherweise auch Aromate hin. Aromate sind in der Lage 1O2 photophysikalisch
über einen Triplett-Zustand zu erzeugen. Das würde das 1O2 Signal von Creme 11
mit Anstiegs- und Abklingzeit erkären. Und da gesättigte Alkane nicht mit 1O2

reagieren, ist das 1O2 Signal von Creme 11 ungequencht.

In Abbildung 5.42 ist das GC-Spektrum von Creme 12 (B) dargestellt. Es sind die
regelmäÿigen Peaks (Sägezahnmuster) der gesättigten Alkane sichtbar, sowie einige
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Abbildung 5.41.: Das GC-Spektrum von Creme 10 (A) und Creme 11 (B)

Abbildung 5.42.: Das GC-Spektrum von Creme 4 (A) und Creme 12 (B)
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Peaks dazwischen, die auf weitere Substanzen hindeuten. Für 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-
ÿerdem 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 könnte damit durch Bestrahlung von Cholesterol
entstehen [ORK99]. Es kann im UVB Bereich absorbieren und durch seine Doppel-
bindung könnte es durch chemische Reaktionen 1O2 produzieren. Dies erklärt das
1O2 Signal von Creme 12 ohne Anstiegszeit, da chemische Reaktionen zu schnell
verlaufen, als dass man diese Zeit auf der µs-Skala au�ösen könnte. Auÿerdem kann
Cholesterol durch 1O2 oxidiert werden [ORK99], wodurch sich die verkürzte Ab-
klingdauer vom 1O2 Signal von Creme 12 mit 7,4 ± 0,8 µs erklären lassen würde.

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

Für Creme 4 ist in Abbildung 5.42 A erkennbar, dass das GC-Spektrum nicht nur
die regelmäÿigen Peaks der gesättigten Alkane sondern einige weitere Peaks bei
Retentionszeiten von 19,96, 21,73 und 24,97 min enthält. Der Datenbankabgleich
ergibt auÿer Alkanen noch Spuren von Cholesterol, Lanosterol (Peak bei einer Re-
tentionszeit von 24,97 min, Abbildung 5.43) und Ölsäuredecylester (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] während Ölsäure ein Absorptionsmaximum im UVC Bereich
hat, allerdings noch bis in den UVB Bereich (300 nm) absorbiert [ASB83]. Ölsäure-
decylester und Lanosterol könnten wegen ihrer Doppelbindungen durch chemische
Reaktionen 1O2 produzieren. Dies würde das 1O2 Signal von Creme 4 ohne Anstiegs-
zeit erklären, da chemische Reaktionen quasi instantan ablaufen.

In den Cremes 4, 10, 11 und 12 be�nden sich also durchaus Substanzen, die in
der Lage sein könnten, 1O2 zu produzieren. Allerdings be�nden sich auch in den
anderen untersuchten Cremen laut Inhaltssto�-Verzeichnis zum Teil dieselben oder
andere Substanzen, die 1O2 produzieren können. Man kann bei der GCMS-Analyse
leider keine Aussagen über die Menge der identi�zierten Bestandteile machen. Daher
ist derzeit noch unklar, warum ausgerechnet diese Cremes besonders e�ektiv 1O2

generieren.

5.5. Suspensionen aus Zellbestandteilen

Um sich langsam komplizierten Strukturen wie Zellen und Haut anzunäheren, wird
Proteinlysat und Zelllysat auf seine Fähigkeit 1O2 zu generieren, untersucht. Lysat
bezeichnet dabei das Ergebniss einer Zersetzung einer Zelle durch Schädigung oder
Au�ösung der äuÿeren Zellmembran. Bei Proteinlysat handelt es sich um bei einer
Lyse freigesetzte Proteine in Lösungsmittel, nachdem die restlichen Zellbestandteile
wegzentrifugiert wurden. Bei einem Zelllysat handelt es sich um eine Suspension aus
Proteinen, Lösungsmittel 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 Lösungen. Darum sind sie
mehrphasig und haben mehrere Brechungsindices. Wenn Strahlung auf die Suspen-
sion fällt, wird sie abgeschwächt, wobei jedoch nicht das Lambert-Beer Gesetz von
Lösungen gilt, denn die Strahlung wird nicht nur absorbiert, sondern zusätzlich
durch mehrere Brechungsindices gestreut. Wenn das Lösungsmittel H2O als Blanc
verwendet wird, wird dadurch nur die Re�ektion der Quarzglasküvette und die Streu-
ung durch das Lösungsmittel abgezogen. Man kann also kein Absorptionsspektrum
von Proteinlysat und Zelllysat bestimmen, sondern nur ein Abschwächungsspek-
trum, wobei sich die Abschwächung zusammensetzt aus Absorption und Streuung
mit dem Extinktionskoe�zient µt = µa + µs [Tuc07]. Dieses Abschwächungsspektra
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kann mit Hilfe des Absorptionsspektrometers (Kapitel 4.10) für Proteinlysat und
Zelllysat in H2O hergestellt werden. Dafür werden das Proteinlysat und Zelllysat in
H2O verdünnt und dann in eine Quarzglasküvette gegeben.

Abbildung 5.44.: A: Die Abschwächung von Strahlung durch Proteinlysat und Zelllysat in
H2O, B: Absorption von Proteinen [Har80]

In Abbildung 5.44 A sind die gemessenen Schwächungsspektra von Proteinlysat und
Zelllysat dargestellt. Es ist erkennbar, dass in Proteinlysat im UVA Bereich zwi-
schen 320 und 400 nm die Strahlung kaum abgeschwächt wird, umso geringer je
langwelliger die UVA Strahlung ist. Zwischen 320 nm und 300 nm im UVB Bereich
ist die Abschwächung dann um die 10 %, aber ab 300 nm steigt die Abschwächung
an und im UVC-Bereich von 280 bis 200 nm wird die Strahlung in Proteinlysat
mit fast 100 % abgeschwächt, auÿer bei dem Minimum bei 250 nm, wo die Ab-
schwächung auf 85 % abfällt. Dass Proteinlysat ein Absorptionsmaximum zwischen
250 und 300 nm hat, kann dadurch erklärt werden, dass die stärksten Chromopho-
re, aus denen Proteine aufgebaut sind, die Aminosäuren 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 % häu�ger 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 Wellenlängen.
Auch das Zelllysat hat ein Maximum zwischen 250 und 300 nm im Abschwächungs-
spektrum, das auch auf die in der Suspension vorhandenen Proteine zurückzuführen
ist (Abbildung 5.44). Aber die Abschwächung zwischen 320 und 400 nm im UVA
Bereich erscheint deutlich höher als für Proteinlysat. Das kann an einer erhöhten
Abschwächung von Strahlung im Zelllysat durch Streuung liegen. Im Proteinlysat
wird die Strahlung durch Proteine, die deutlich kleiner sind als die Wellenlänge der
Strahlung (< 10 nm [Ack01]), 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 Gröÿenordnung oder gröÿer als die Wellenlänge der Strahlung gibt
und daher zusätzlich Resonanz- und Mie-Streuung auftritt [Ack01]. Durch die er-
höhte Anzahl verschiedener Streuzentren kommt es zu einer erhöhten Abschwächung
der Strahlung durch Streuung im Zelllysat.

Substanz Schwächung in % bei
308 nm 300 nm 290 nm

Proteinlysat 7 11 83
Zelllysat 25 33 70

Tabelle 5.27.: Abschwächung von Strahlung durch Proteinlysat und Zelllysat bei verschie-
denen Wellenlängen

In Tabelle 5.27 sind die Abschwächungswerte in % für die Wellenlängen 290, 300 und
308 nm von Proteinlysat und Zelllysat aufgeführt, da bei diesen Wellenlängen 1O2

Erzeugung nachgewiesen werden soll. 290 nm ist ausgewählt 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 auÿerdem die Wellenlängen 300 und 308 nm, bei denen Proteine
zwar nur wenig absorbieren, aber die Laserleistung mehr als doppelt so hoch ist,
ausgewählt.

5.5.2. Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauersto�
Detektion von Suspensionen aus Zellbestandteilen

Um 1O2 Signale spektral aufgelöst zu messen, wird das Proteinlysat und das Zell-
lysat in D2O verdünnt. D2O wird als Lösungsmittel verwendet, um bessere 1O2

Signale detektieren zu können, da 1O2 in D2O eine viel längere Abklingdauer hat als
in H2O [Bai05]. Von dieser verdünnten Stammlösung werden 1,5 ml zusammen mit
1,5 ml D2O in eine Quarzglasküvette gegeben. Die Quarzglasküvette wird in den in
Kapitel 4.7 beschriebenen Messaufbau integriert und 1O2 wird mit Inteferenz-Filtern
zwischen 1150 und 1400 nm (Tabelle 4.6) spektral aufgelöst detektiert und wie in
Kapitel 4.8 beschrieben ausgewertet. Die ausgewerteten 1O2 Signale sind in Abbil-
dung 5.45 für die drei Anregungswellenlängen 290, 300 und 308 nm (siehe Kapitel
5.5.1) dargestellt durch die blauen Messpunkte inklusive der ge�tteten Lorenzkurve
(blauen Linie).

Um zu belegen, dass es sich bei den gemessenen Signalen tatsächlich um 1O2 Lumi-
neszenz handelt, wird jeweils eine zweite Messung durchgeführt mit dem Quencher
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Abbildung 5.45.: Die 1O2 Lumineszenz Signale von Proteinlysat und Zelllysat in D2O ge-
löst bei Anregungswellenlängen von 290 nm, 300 nm und 308 nm spek-
tral aufgelöst detektiert und mit einer Lorenzkurve ge�ttet (blaue Linie).
Auÿerdem das 1O2 Signal einer gleich konzentrierten Proteinlysat bzw.
Zelllysat Suspension in D2O mit zusätzlich 20 mM Natriumazid bei den-
gleichen Anregungswellenlängen spektral aufgelöst detektiert (rote Linie).
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NaN3 (Kapitel 4.1.5) in der Lösung. In eine Quarzglasküvette werden nun 1,5 ml
der verdünnten Stammlösung von Proteinlysat oder Zelllysat in D2O gefüllt und
zusätzlich 1,5 ml von einer 40 mM konzentrierten NaN3 Lösung in D2O. Dement-
sprechend ist die Konzentration des Protein- oder Zelllysat die gleiche wie in der
Messung ohne NaN3, nur das nun zusätzlich 20 mM NaN3 in der Lösung sind. Die
Quarzglasküvette wird in den Messaufbau integriert und 1O2 wird wie zuvor bei
dengleichen Anregungswellenlängen von 290, 300 und 308 nm spektral aufgelöst de-
tektiert. Das mit einer Lorenzkurve ge�ttete 1O2 Signal in Anwesenheit von NaN3

für Proteinlysat und Zelllysat ist in Abbildung 5.45 durch eine rote Linie und rote
Messpunkte dargestellt.

Für Proteinlysat in Anwesenheit von 20 mM NaN3 kann für alle drei Anregungswel-
lenlängen kein 1O2 Signal spektral aufgelöst detektiert werden, obwohl in Abwesen-
heit von NaN3 bei dengleichen Anregungswellenlängen klare 1O2 Signale detektiert
worden sind. Proteinlysat erzeugt also eindeutig 1O2 für Anregungswellenlängen im
UVB Bereich. Für Zelllysat wird in Anwesenheit von 20 mM NaN3 bei 290 nm kein
1O2 Signal spektral aufgelöst detektiert. Für 300 und 308 nm ist ein abgeschwächtes
1O2 Signal im Vergleich zu dem Signal in Abwesenheit von NaN3 (blaue Linie) zu
erkennen. Auch Zelllysat erzeugt also eindeutig 1O2 im UVB Bereich.

Sowohl für Protein- als auch für Zelllysat sind zeitaufgelöste 1O2 Signal in D2O
und H2O bei einer Anregungswellenlänge von 290 nm detektiert in Abbildung 5.46
dargestellt.

Die zeitaufgelösten 1O2 Signale von Protein- und Zelllysat inH2O haben eine ge�tte-
te Abklingdauer von 4,2 ± 0,5 µs und 3,8 ± 0,4 µs. Dies könnte die Abklingzeit von
1O2 sein, da die Abklingdauer von 1O2 in H2O normal 3,5 ± 0,5 µs beträgt [Bai05].
Die ge�tteten Anstiegszeiten des Signals sind 0,6 ± 0,1 µs und 0,7 ± 0,1 µs. Im Lö-
sungsmittel D2O hatten die 1O2 Signale von Protein- und Zelllysat deutlich längere
Abklingdauern von 32 ± 4 µs und 33 ± 4 µs und auch die Anstiegszeiten haben
sich etwas verlängert. Eine verlängerte Abklingdauer in D2O gegenüber H2O ist ei-
ne weitere indirekte Standardmethode zum Nachweis von 1O2. Allerdings sind die
ermittelten 1O2 Abklingdauern kürzer als die in D2O übliche 1O2 Abklingdauer von
67 ± 3 µs [EKM+02]. Dies kann erklärt werden durch die Eigenschaft von Proteinen
1O2 mit Ratenkonstanten im Bereich von 107 mol−1s−1 zu quenchen, wobei ihre Fä-
higkeit zu quenchen von den Aminosäuren abhängt, aus denen sie zusammengesetzt
sind [MEKL75].

Proteinlysat und Zelllysat können also e�ektiv 1O2 generieren durch Anregung im
UVB Bereich. Dies ist nachgewiesen worden sowohl direkt durch zeit- und spektral
aufgelöste 1O2 Lumineszenz Messungen, als auch indirekt durch Verwendung vom
1O2 Quencher NaN3 und durch Verwendung des Lösungsmittels D2O, das zu einer
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Abbildung 5.46.: Zeitaufgelöstes 1O2 Signal von Proteinlysat und Zelllysat Suspension in
H2O und D2O bei einer Anregungswellenlänge von 290 nm
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längeren 1O2 Abklingdauer führt. Vermutlich wird der 1O2 in den Lysaten durch
die Proteine bzw. durch Bestandteile von den Proteinen generiert. Vitamine wie
FMN, FAD und Vitamin B6 sind prothestische Gruppe von Proteinen, die im Zell-
sto�wechsel bzw. Aminosto�wechsel essentiell sind [CJ05]. Diese Vitamine können
e�ektiv 1O2 generieren (siehe Kapitel 5.1.4). Im Zelllysat sind zusätzlich zu Protei-
nen noch andere Zellbestandteile wie z.B. Fettsäuren und Lipide vorhanden. Diese
sind auch in der Lage 1O2 zu generieren [RMK+13] [Reg10].

5.5.3. Photostabilität der Suspensionen aus
Zellbestandteilen

Auÿerdem wird die Photostabilität bei UVB Bestrahlung der Protein- und Zellly-
sat Suspensionen untersucht. Die Protein- und Zelllysat Suspensionen werden dazu
in eine Quarzglasküvette gefüllt und verschlossen. Danach wird die Quarzglaskü-
vette mit dem UVB Transluminator (Kaptitel 4.11) mit verschiedenen UVB Dosen
zwischen 0 und 13,2 J · cm−2 bestrahlt und die Abschwächungsspektra nach der
Bestrahlung gemessen (Kapitel 4.10).

In Abbildung 5.47 sind die Abschwächungsspektra von Protein- und Zelllysat nach
der Bestrahlung mit verschiedenen UVB Dosen dargestellt. Für 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 für hohe UVB
Dosen wie 6,6 oder 13,2 J · cm−2 sind Veränderungen des Abschwächungsspektra
um bis zu 10 % sichtbar. Die Abschwächung beim Minima bei 250 nm steigt an und
sowohl Zelllysat als auch Proteinlysat beginnt bei längeren Wellenlängen bis in den
UVA Bereich Strahlung abzuschwächen.

In Tabelle 5.28 sind für die verschiedenen genutzen Anregungswellenlängen zur 1O2

Erzeugung (290, 300 und 308 nm) im UVB Bereich und für eine Wellenlänge im
UVA Bereich (330 nm) die Abschwächung 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 für eine UVB Dosis von 1 J · cm−2 (durchschnittliche UVB
Tagesdosis in Potsdam) höchstens minimale Veränderungen in der Abschwächung
bei den verschiedenen Wellenlängen ergeben. Aber für eine hohe UVB Dosis von
13 J · cm−2 steigt die Abschwächung sowohl für Proteinlysat als auch bei Zelllysat
bei allen Wellenlängen an. Sogar im UVA Bereich (330 nm), wo Proteinlysat und
Zelllysat ohne Vorbestrahlung nicht absorbieren, ist nach einer UVB Bestrahlung
mit 13 J · cm−2 auch eine UVA Abschwächung von 3 % nachweisbar.
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5.5. Suspensionen aus Zellbestandteilen

Abbildung 5.47.: Abschwächung von Strahlung durch Proteinlysat und Zelllysat nach der
Bestrahlung mit verschiedenen UVB Dosen

Abschwächung Abschwächung
durch Proteinlysat [%] durch Zelllysat [%]

J · cm−2 0 1 13 0 1 13
290 nm 50 48 55 49 48 54
300 nm 1 3 11 6 6 12
308 nm 0 0 7 2 1 7
330 nm 0 0 2 0 0 3

Tabelle 5.28.: Veränderungen der Abschwächung von Strahlung durch Proteinlysat und
Zelllysat nach Bestrahlung mit 1 und 13 J · cm−2 UVB. Ein Anstieg der
Abschwächung ≥ 2 % ist in rot und ein Abfall in blau markiert.

Um herauszu�nden, ob die Veränderungen der Abschwächungsspektren von Prote-
inlysat und Zelllysat durch die Oxidation von den Proteinen bzw. den Proteinen
und anderen Zellbestandteilen verursacht wird, ist der Sauersto�verbrauch während
der Bestrahlung mit UVB gemessen worden. Dafür wird das Protein- bzw. Zelllysat
in eine luftdicht verschlieÿbare Quarzglasküvette gefüllt und in den Messaufbau aus
Kapitel 4.7 integriet. Die Sauersto�konzentration wird mit einem Sauersto�sensor
in der Küvette oberhalb des Laserstrahls gemessen. Für eine möglichst gleichmäÿige
Sauersto�verteilung in der Quarzglasküvette wird ein Rühr�sch hinzugefügt, der die
Suspension permanent während der Bestrahlung durchmischt. Die Wellenlänge, mit
der bestrahlt wird, ist 308 nm und die Laserintensität bei dieser Wellenlänge beträgt
30 ± 3 mW·cm−2.

In Abbildung 5.48 ist der Verlauf der Sauersto�konzentration in der Protein- bzw.
Zelllysatsuspension während der Bestrahlung bei 308 nm für 45 Minuten darge-
stellt. Die Sauersto�konzentration in der Protein- bzw. Zelllysatsuspension nimmt
während der UVB Bestrahlung ab. In der Proteinlysatsuspension fällt die Sauer-
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Abbildung 5.48.: Sauersto�verbrauch von Proteinlysat und Zelllysat bei UVB Bestrahlung
bei 308 nm für 45 Minuten

sto�konzentration von 0,3 mM auf 0,19 mM ab nach einer Bestrahlung von 45 Mi-
nuten bei 308 nm und in der Zelllysatsuspension fällt die Sauersto�konzentration
von 0,29 mM auf 0,17 mM ab bei dergleichen Bestrahlung. Die Sauersto�konzentra-
tion sinkt also um 0,11 mM in der Proteinlysatsuspension und um 0,12 mM in der
Zelllysatsuspension. Dieser Sauersto�verbrauch während der Bestrahlung mit UVB
Strahlung deutet darauf hin, dass Bestandteile der Protein- und Zelllysatsuspen-
sionen oxidiert werden. Dies kann auch eine Erklärung für die Veränderungen im
Abschwächungsspektrum der Protein- bzw. Zelllysatsuspension nach der Bestrah-
lung mit UVB sein. Um besser zu verstehen, welche Art von chemischen Reaktionen
abläuft, ist die Kurve vom Sauersto�verbrauch während der Bestrahlungszeit durch
ein Polynom ge�ttet worden und die ge�ttete Gleichung ist bis zum quadratischen
Term in Abbildung 5.48 in der jeweiligen Legende aufgeführt. Die höheren Terme
waren vernachlässigbar klein. Man erkennt das hauptsächlich chemische Reaktionen
nullter Ordnung, die durch den linearen Polynomterm beschrieben werden, ablau-
fen. Dies ist typisch für Reaktionen, die nicht von der Sto�konzentration abhängig
sind, wie z.B. photochemische Reaktionen, die nur von der Bestrahlungsintensität
abhängig sind. Allerdings laufen nicht nur Reaktionen nullter Ordnung ab, sondern
auch Reaktionen höherer Ordnung, die von den Sto�konzentrationen der beteiligten
Reaktionspartner abhängig sind. Die Ordnung der weiteren Reaktionen kann nicht
bestimmt werden, da die Sto�konzentration der verschiedenen möglichen Reaktions-
patner die sich im Protein- bzw. Zelllysat be�nden, nicht bekannt ist. Eine mögliche
Erklärung ist, dass durch die Oxidation der Proteine, die Proteinstruktur verän-
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dert ist und noch weitere Reaktionen neben der Oxidation von Proteinen ablaufen
können.

Suspensionen bestehend aus verschiedenen Proteinen mit und ohne die restlichen
Zellbestandteile können also e�ektiv 1O2 generieren bei Anregung im UVB Bereich.
Auÿerdem sind diese Suspensionen bei Bestrahlung mit hohen UVB Dosen (z.B. 13
J · cm−2) nicht photostabil und ihre Abschwächung von Strahlung in einem Bereich
zwischen 200 und 350 nm verändert sich. Eine wahrscheinliche Erklärung könnte die
Oxidation von Bestandteilen dieser Suspensionen sein, denn bei ihrer Bestrahlung
mit UVB (308 nm) wird Sauersto� verbraucht.

5.6. Suspensionen aus Bakterien

Um sich komplexen Strukturen wie der menschlichen Haut anzunähern, wird die Ge-
nerierung von 1O2 durch Zellen in Suspension untersucht. In diesem Kapitel wird die
1O2 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 stäbchenförmiges Bakterium, das sich
mit Hilfe von Geiÿeln fortbewegt. Die Stäbchen haben einen Durchmesser bis zu
1,5 µm und eine Länge von 2 bis 6 µm. Es gehört 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-
heitsauslösend. Es gibt aber pathogene Stämme und die sind die häu�gste Ursache
von menschlichen Infektionskrankheiten.

Staphylococcus aureus (S. aureus): S. Aureus ist ein kugelförmiges Bakterium,
das zu den Staphylokokken und damit zu den gram-positiven Kokken gehört. Sie
sind zwischen 0,8 und 1,2 µm groÿ und bei geeigneten äuÿeren Bedingungen la-
gern sie sich traubenförmig zusammen. S. Aureus kommt fast überall in der Natur,
auch auf der Haut und in den oberen Atemwegen von 20 bis 50 % aller Menschen
vor [MH99], aber löst meist keine Krankheitssymptome aus. S. Aureus wird normal
durch Schmierinfektion übertragen, wobei Infektionsquelle vor allem andere Men-
schen sind [MH99]. Aus der Nase kann der Erreger auch über Tröpfchenübertragung
verbreitet werden [MH99].
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5.6.1. Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauersto�
Detektion

Die Bakteriensuspensionen werden für alle Versuche frisch hergestellt (Kapitel 4.2.4).
Um die Erzeugung von 1O2 durch UV-Anregung zu veri�zieren, werden die Bakte-
rienlösungen in den in Kapitel 4.7 beschriebenen Versuchsaufbau integriert. Um
nachzuweisen, dass es sich bei den gemessenen Lumineszenz Signalen um 1O2 Lu-
mineszenz handelt, wird zunächst ein Lumineszenz Signal von den Bakterien im
Lösungsmittel D2O mit einer bestimmten optischen Dichte (OD) spektral aufgelöst
detektiert und anschlieÿend das Lumineszenz Signal von einer Bakteriensuspensi-
on mit derselben OD, damit die gleiche Anzahl von Bakterien in der Suspension
vorhanden ist, aber in einer Lösung aus dem Quencher Natriumazid (NaN3) und
D2O. Dafür werden die wie in Kapitel 4.2.4 beschriebenen Bakteriensuspensionen
in D2O mit einer OD von 0,6 bei einer Wellenlänge von 600 nm hergestellt. Die-
se Bakterienlösungen werden nun mit entweder reinem D2O oder mit NaN3 und
D2O so verdünnt, das zwei Bakteriensuspensionen mit gleicher OD entstehen, eine
in reinem D2O und die andere mit 40 mM NaN3 in D2O.

Diese Bakteriensuspensionen mit und ohne 40 mM NaN3 in D2O werden in eine
Küvette mit Rühr�sch gegeben und in den in Kapitel 4.7 beschriebenen Messaufbau
integriert. Die Küvette wird mit dem abstimmbaren Laser bei den Wellenlängen 308,
320 und 355 nm angeregt, da bei diesen Wellenlängen im UVB bzw. UVA Bereich
die Laserleistung besonders hoch ist. Für jede Anregungswellenlänge wird wie in
Kaptitel 4.8 beschrieben ein 1O2 Signal spektral aufgelöst gemessen. Sowohl für E.
Coli als auch für S. Aureus Suspensionen sind 1O2 Signale für die Anregungswel-
lenlängen 308 nm, 320 nm und 355 nm mit (rote Linie) und ohne (blaue Linie) den
Quencher NaN3 spektral aufgelöst detektiert und danach mit einer Lorenzfunktion
ge�ttet worden. Diese spektral aufgelöst detektierten Signale sind in Abbildung 5.49
abgebildet.

Für reine E. Coli Suspensionen in D2O ist für alle Anregungswellenlängen ein spek-
tral aufgelöst detektiertes Signal mit einem Maximum des Lorenz�t zwischen 1270
und 1280 nm ermittelt worden (blaue Linien). Dieses Maximum korreliert mit der
Übergangsenergie von 1O2 in D2O [BFP+07]. Für E. Coli Suspensionen mit 40 mM
NaN3 ist für die Anregungswellenlängen 308 und 320 nm kein 1O2 Signal spektral
aufgelöst detektiert worden (rote Linien). Für eine Anregungswellenlänge von 355
nm ist auch für E. Coli Suspensionen mit NaN3 ein 1O2 Signal spektral aufgelöst
detektiert worden, dass allerdings nur 60 % der Intensität des Signals ohne NaN3

hat. E. Coli kann also 1O2 generieren für Anregungswellenlängen im UVA und UVB
Bereich. Für reine S. Aureus Suspensionen sind auch bei allen Anregungswellenlän-
gen 1O2 Signal spektral aufgelöst detektiert worden (blaue Linie). Die Zugabe von 40
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5.6. Suspensionen aus Bakterien

Abbildung 5.49.: Spektral aufgelöst detektierte 1O2 Signale von Bakteriensuspensionen in
D2O mit (rote Linie) und ohne (blaue Linie) Quencher (40 mM NaN3)
bei Anregungswellenlängen von 308, 320 und 355 nm
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mM NaN3 in S. Aureus Suspensionen führt zu einem weniger intensiven 1O2 Signal,
aber 1O2 Lumineszenz kann spektral aufgelöst detektiert werden (rote Linie). Auch
S. Aureus scheint 1O2 bei UV Anregung zu generien, aber die 1O2 Signal sind we-
niger intensiv als die Signale von E. Coli die unter gleichen Bedingungen detektiert
worden sind und lassen sich auch weniger e�ektiv durch NaN3 quenchen.

Die 1O2 Lumineszenz Signale von E. Coli und S. Aureus Suspensionen sind auch
zeitaufgelöst im Lösungsmittel D2O und H2O bei einer Anregung bei 308 nm de-
tektiert worden. Die 1O2 Signale von S. Aureus Suspension haben eine Abklingzeit
von 2,2 ± 0,3 µs in H2O und von 30 ± 3 µs in D2O. Für die Signale von E. Coli
in H2O werden Abklingzeiten von 2 ± 0,2 µs ermittelt und in D2O von 34 ± 4 µs.
Diese Abklingzeiten sind kürzer als die 1O2 Abklingzeit in den jeweiligen Lösungs-
mitteln [Bai05] [EKM+02], doch das lässt sich dadurch erklären, dass 1O2 durch
die Bakterien in der Suspension gequencht werden könnte. Doch die Abklingdauer
der 1O2 Signale von E. Coli und S. Aureus sind beide in D2O länger als in H2O,
was eine weitere indirekte Standardmethode zum Nachweis von 1O2 ist. E. Coli und
S. Aureus können also 1O2 bei Anregung im UV-Bereich erzeugen. Allerdings sind
die 1O2 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 können.
Dies könnten zum Beispiel verschiedene Vitamine sein, denn in Bakterien kommen
teilweise dieselben Vitamine wie in menschlichen Hautzellen vor [Got86]. Vitamin
K und Nicotinsäure sind Bestandteile von E. Coli und Nicotinsäure kommt auch in
S. Aureus vor [PP45] [BK62]. Diese Vitamine erzeugen nachweislich 1O2 (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 di�erenzie-
ren. Dieser Vorgang wird ausführlich in Kapitel 3.3.1 beschrieben. Keratinozyten
werden verwendet um 1O2 Erzeugung in eukaryotischen Zellen nachzuweisen, da es
die häu�gsten Zellen in der menschlichen Epidermis sind. Die Eindringtiefe von UVB
Strahlung ist zudem auf die Epidermis beschränkt, nur wenig Strahlung in diesem
Spektralbereich kann tiefer eindringen [WJJ05].
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5.7.1. Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauersto�
Detektion

Die Keratinozyten-Suspensionen werden wie in Kapitel 4.2.4 beschrieben, für alle
Versuche frisch hergestellt. Für die Detektion von 1O2 Lumineszenz in Suspensionen
aus Keratinozyten werden 23,5 Millionen Zellen pro Milliliter in PBS hergestellt.
Diese Suspension wird halbiert und eine Hälfte wird mit reinem PBS gemischt, so
dass eine Suspension mit etwa 12 Millionen Zellen pro Milliliter ensteht und die
andere Hälfte wird mit einer Lösung aus PBS und dem Quencher NaN3 gemischt,
so dass eine Suspension mit etwa 12 Millionen Zellen pro Milliliter und 50 mM NaN3

in PBS entsteht.

Diese Keratinozyten-Suspensionen mit und ohne 50 mM NaN3 in PBS werden in ei-
ne Küvette mit Rühr�sch gegeben und in den in Kapitel 4.7 beschriebenen Messauf-
bau integriert. Die Küvette wird mit dem abstimmbaren Laser bei der Wellenlän-
gen 308 nm und 320 nm angeregt. Die Laserintensität bei 308 nm beträgt 33 ± 4
mW ·cm−1 und bei 320 nm 20 ± 2mW ·cm−1. Die Lumineszenz wird mit den Filtern
aus Tabelle 4.6 spektral aufgelöst detektiert, wobei die Suspension in der Küvette
regelmäÿig gewechselt wird, um sicherzustellen, dass die Keratinozyten durch die
Bestrahlung nicht verändert oder sogar zerstört worden sind.

Abbildung 5.50.: Spektral aufgelöst detekierte 1O2 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 aufgelöst 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 ge�tteten Lorenz-
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Kurven. Man erkennt, dass die in die Messpunkte ge�tteten Lorenz-Kurven der
Lumineszenz-Signale von reinen Keratinozyten-Suspensionen (blaue Linien) sowohl
für 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 1O2 Lumineszenz, denn die
Übergangsenergie von 1O2 in H2O liegt bei 0,98 eV [Bai05]. Für die Anregung bei
320 nm ist das Maximum des spektral aufgelöst detektierten Signals etwas höher
als für die Anregung bei 308 nm, obwohl die Laserintensität bei dieser Wellenlänge
niedriger ist. Scheinbar wird 1O2 durch Anregung der Keratinozyten bei 320 nm
e�ektiver generiert als bei 308 nm. Auÿerdem erkennt man in Abbildung 5.50, dass
durch die Zugabe von dem 1O2 Quencher NaN3 das Lumineszenz-Signal bei 1270
nm weniger intensiv ist. Das quenchen mit NaN3 ist eine weitere Nachweismethode
von 1O2 [BRK+11].

In Keratinozyten be�nden sich verschiedene Substanzen wie Proteine und Vitami-
ne, die in Lösung oder Suspension 1O2 bei UVB Anregung erzeugen können (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) 1O2 erzeugen
können. Damit ist zweifelsfrei gezeigt, dass UVB Strahlung in Keratinozyten und
damit auch in Haut 1O2 erzeugen kann. UVA und UVB Strahlung kann verschie-
dene zellbiologische E�ekte erzeugen, wie die Freisetzung von MMP-1 [BSJ+08],
die Erzeugung von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren (CPD) und 6-4-Photoprodukten
(6-4P) [Gru02] [Hus05] [PD06] oder die Generierung von 8-Hydorxy-Guanin (8-
oxoG) [PD06]. Während die DNA Photoprodukte CPD und 6-4P durch direkte UVB
Absorption der DNA ausgelöst werden, wurde für oxidierte DNA Photoprodukte wie
8-oxoG UVA Strahlung verantwortlich gemacht wurde [PD06]. Die Ergebnisse in die-
sem Kapitel zeigen allerdings, dass auch UVB Strahlung 1O2 in Zellen erzeugen kann
und damit auch für oxidierte DNA Photoprodukte verantwortlich sein könnte.

5.8. Schweinehaut

Schweinehaut ist ein geeignetes Modell, um zu untersuchen, ob UVB-Anregung von
Haut zur Generierung von 1O2 führt. Die verschiedenen Gründe, warum sich Schei-
nehaut als Modell für menschliche Haut eignet und die Gemeinsamkeiten und Un-
terschiede, sind ausführlich in Kapitel 3.3.2 beschrieben.
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5.8.1. Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauersto�
Detektion von Schweinehaut

Die Schweinehaut wird für alle Experimente nach Schlachtung innerhalb weniger
Stunden, wie in Kapitel 4.3 beschrieben, zu messbaren Präperaten weiterverarbeitet,
so dass alle Experimente noch am selben Tag durchgeführt werden können.

Es werden aus der Schweinehaut mehrere Präperate mit einer Gröÿe von 2x2 cm her-
gestellt. So können Experimente mit und ohne Zusatz vom Quencher NaN3 durch-
geführt werden. NaN3 quencht e�ektiv 1O2 (Kapitel 4.1.5) und der Rückgang von
Lumineszenzphotonen bei 1270 nm durch Zugabe von NaN3 ist eine indirekte Nach-
weismethode von 1O2. Allerdings muss sich NaN3, um 1O2 quenchen zu können, am
Entstehungsort von 1O2 be�nden. In einer Lösung kann man das durch die Zuga-
be einer hohen Konzentration an NaN3 relativ leicht realisieren. Allerdings ist es
bisher nicht geklärt, wo genau in Schweinehaut 1O2 generiert wird. Sicher ist aber,
dass das NaN3 die Schweinehaut penetrieren muss, um den in der Schweinehaut
erzeugten 1O2 quenchen zu können. Um die Erzeugung von 1O2 in Schweinehaut
durch Anregung im UV Bereich nachzuweisen, werden dementsprechend zwei 1O2

Signale von demgleichen Schweinehautstück spektral aufgelöst detektiert, wobei eine
Schweinehautprobe mit NaN3 inkubiert worden ist. Dafür werden die Schweinehaut-
präperate wie in Kapitel 4.3 hergestellt. Nachdem man das Schweinehautstück in
zwei 2x2 cm kleine Schweinehautstückchen zerteilt hat, wird ein Schweinehautstück
in eine Lösung mit 100 mM NaN3 in PBS für 45 Minuten eingelegt, während das
andere Schweinehautstück in reinem PBS für 45 Minuten liegt. Erst danach werden
beide Schweinehautstücke mit Hilfe von Agar-HEPES-Pu�er Lösung 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 auftre�en-
de Laserstrahl auf die Epidermis der Schweinehaut tri�t. Das 1O2 Signal wird wie
in Kapitel 4.8 beschrieben, spektal aufgelöst gemessen und ausgewertet. Das 1O2

Signal wird sowohl für das in reinem PBS als auch für das in 100 mM NaN3 in
PBS eingelegte Schweinehautstückchen bei der selben Anregungswellenlänge spek-
tral aufgelöst detektiert. Dieses Experiment wird für eine Anregungswellenlänge von
308 nm (UVB) mit einer Laserintensität von 35 ± 4 mW · cm−1 und für eine Anre-
gungswellenlänge von 355 nm (UVA) mit einer Laserintensität von 23 ± 3mW ·cm−1

durchgeführt.

In Abbildung 5.51 (a) und (b) ist das spektral aufgelöst detektierte 1O2 Lumineszenz
Signal für in reinem PBS eingelegte Schweinehautstückchen bei einer Anregungswel-
lenlänge 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 aufgelöst detektierten 1O2 Lumineszenz
Signale für eine Anregung mit 308 und 355 nm dargestellt. In (c) und (d)
sind dieselben Lumineszenz Signale für eine Anregung mit 308 und 355
nm dargestellt (blaue Linie) und die spektral aufgelöst detektierten 1O2

Lumineszenz Signale der in NaN3 eingelegten Schweinehautstückchen für
dieselbe Anregung (rote Linie).
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1270 und 1280 nm ist erkennbar, was ein Nachweis von 1O2 Lumineszenz ist. In Ab-
bildung 5.51 (c) und (c) ist das spektral aufgelöst detektierte 1O2 Lumineszenz Signal
für in 100 mM NaN3 in PBS eingelegte Schweinhautstückchen (rote Linie) für eine
Anregung von 308 nm (c) und 355 nm (d) dargestellt. Auÿerdem ist zum direkten
Vergleich das 1O2 Lumineszenz Signal von in reinem PBS eingelegten Schweinehaut-
stückchen bei der selben Anregungswellenlänge (blaue Linie) abgebildet.

In Abbildung 5.51 (c) ist erkennbar, dass das 1O2 Lumineszenz Signal für eine An-
regung bei 308 nm für das in NaN3 eingelegte Schweinehautstückchen schwächer
ist, als das Signal für das in reinem PBS eingelegte Schweinehautstückchen. Beide
Schweinehautstücken (2x2 cm) stammen vom selben Stück Schweinehaut, so dass
die Unterschiede im Lumineszenz-Signal nicht auf Unterschiede in der Schweinehaut
zurückzuführen sind, sondern allein auf das Einlegen in NaN3. Bei 1270 nm wird für
das in reinem PBS eingelegte Schweinehautstückchen eine Lumineszenz-Signal mit
18000 Photonen gemessen, während es für das in NaN3 eingelegte Schweinehaut-
stückchen nur noch 13500 Photonen waren. Dies entspricht einer Abschwächung
des Lumineszenz-Signals bei 1270 nm von 25 %. In Abbildung 5.51 (d) ist die An-
zahl der Photonen für das gemessene Lumineszenz-Signal bei 1270 nm von 12000
für das in PBS eingelegte Schweinehautstückchen auf 11500 für das in NaN3 ein-
gelegte Schweinehautstückchen gesunken. Dies entspricht einer Abschwächung des
Lumineszenz-Signals bei 1270 nm von 5 %. Diese Abschwächung ist allerdings im
Rahmen der Fehlergenauigkeit (10 % Fehler) nicht aussagekräftig.

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

Dass Haut 1O2 bei einer Anregung von 355 nm (UVA) erzeugen kann, ist schon
in der Literatur bekannt [BMM+07]. In dieser Arbeit kann ein 1O2 Signal spektal
aufgelöst für eine Anregung von 355 nm detektiert werden, allerdings hat die In-
kubation mit NaN3 keinen nachweisbaren E�ekt auf die 1O2 Erzeugung. Dass 1O2

durch Anregung von Schweinehaut im UVB Bereich generiert werden kann, ist in
dieser Arbeit zum ersten Mal nachgewiesen worden. Es kann ein 1O2 Lumineszenz-
Signal spektral aufgelöst detektiert werden. Auÿerdem kann durch die Inkubation
der Schweinehaut mit dem Quencher NaN3 ein quenchen der 1O2 Lumineszenz bei
1270 nm nachgewiesen werden. Schweinehaut generiert also 1O2 auch für Anregung
im UVB-Bereich (308 nm).
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5.9. Menschliche Haut

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

5.9.1. Zeitlich und spektral aufgelöste Singulett-Sauersto�
Detektion von menschlicher Haut

Das menschliche Haut 1O2 bei UVA Anregung generieren kann, wurde schon nach-
gewiesen [BMM+07]. Nun soll untersucht werden, ob menschliche Haut auch bei An-
regung im UVB Bereich 1O2 erzeugt. Dazu werden die hergestellten Hautpräperate
(Kapitel 4.4) in den Messaufbau (Kapitel 4.7) integriert, so dass der auftre�ende
Laserstrahl auf die Stratum Corneum der Epidermis tri�t. Die 1O2 Lumineszenz
wird zeit- und spektral aufgelöst detektiert und dann wie in Kapitel 4.8 beschrie-
ben, ausgewertet. Anregungswellenlängen im UVB Bereich sind 308 nm mit einer
Laserintensität von 38 ± 4 mW · cm−1 und 320 nm mit einer Laserintensität von 23
± 3 mW · cm−1.

Abbildung 5.52.: Die Singulett-Sauersto� Signale von menschlicher Epidermis zeitlich (un-
ten) und spektral aufgelöst (oben) detektiert für Anregungswellenlängen
von 308 nm (links) und 320 nm (rechts).
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5.10. Nachweis von MMP-1 Expression

Für Anregung bei 308 und 320 nm kann 1O2 spektral aufgelöst detektiert und mit
einer Lorenzkurve ge�ttet werden (Abbildung 5.52). Die ge�ttete Lorenzkurve hat
ein Maximum zwischen 1270 und 1280 nm, was mit der Übergangsenergie von 1O2

übereinstimmt [JBRKN08]. Bei dengleichen Anregungswellenlängen kann auch ein
zeitaufgelöstes 1O2 Signal gemessen werden (Abbildung 5.52). Die ge�tteten Ab-
klingzeiten des 1O2 Signals können bestimmt werden zu 1,2 ± 0,2 µs für Anregung
bei 308 nm und zu 1,6 ± 0,2 µs bei 320 nm. Diese Abklingzeiten stimmen überein
mit 1O2 Abklingzeiten, die in mit Photosensibilisatoren inkubierten Zellen gemessen
wurden [JBSMN08]. Die menschliche Haut ist anscheinend auch bei UVB Anre-
gung der Lage 1O2 zu generieren. Dieser durch UVB Anregung generierte 1O2 könn-
te für zellulären Aktivierungsmechanismen durch UVB Strahlung von Bedeutung
sein. Bisher wurde die Erzeugung von Photoprodukten in DNS-Ketten nach der Ab-
sorption von UVB durch DNS für die UVB ausgelösten 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 führt und so Faltenbil-
dung beim Photoaging induzieren kann [Ruw07]. Sowohl UVA als auch UVB Be-
strahlung kann eine Erhöhung der MMP-1 Expression in der Haut auslösen [BSJ+08].
MMP-1 regt dann die Hydrolyse von Kollagen Fibrillen in der extrazellulären Matrix
an und führt so zum Abbau von Kollagen. Die MMP-1 Expression wird durch meh-
rere Signalwege reguliert, wobei UVA und UVB Strahlung MMP-1 Expression über
mehrere verschiedene Signalwege auslösen [BSJ+08] [SRGGGB05]. Ein möglicher
Signalweg ist der Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) Signalweg, für den
verschiedene charakteristische Aktivierungsmuster nach UVA und UVB Bestrah-
lung nachgewiesen werden können [SRGGGB05]. In in-vitro Experimenten wurde
gezeigt, dass Bestrahlung von Fibroblasten mit UVA als auch mit UVB zur Frei-
setzung von MMP-1 führt, allerdings über underschiedliche Signalwege [BSJ+08].
Aufgrund der begrenzten Eindringtiefe kurzwelliger UV-Strahlung erreicht UVB
Strahlung die in der Dermis liegenden Fibroblasten unter natürlichen Umständen
kaum [WJJ05]. Experimente mit humanen Keratinozyten zeigten jedoch, dass so-
wohl UVB als auch UVA Bestrahlung von Keratinozyten zur Freisetzung von MMP-1
führen kann [Kru01]. Allerdings spielen in Keratinozyten unterschiedliche Transkrip-
tionsfaktoren bei UVA und UVB induzierter MMP-1 Freisetzung eine Rolle [Kru01].
Auÿedem wurde gezeigt, das die UVB Bestrahlung von epidermalen Keratinozyten
indirekt zu einer MMP-1 Produktion in dermalen Fibroblasten führen kann [XY-
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ZG06]. 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 ex-vivo Haut-Modell (periläsionale Haut,
die im Rahmen von operativen Eingri�en entnommen wurde) zu einer Freisetzung
von MMP-1 führt. Dafür wird eine UVB Dosis, die ausreicht, um ein 1O2 Signal in
menschlicher Haut zu erzeugen, verwendet. Zusätzlich wird die MMP-1 Freisetzung
für drei verschiedene Wellenlängen im UVB und UVA Bereich (308, 320 und 355
nm) untersucht, um festzustellen, ob bei der Bestrahlung mit verschiedenen Wellen-
längen Unterschiede bei der MMP-1 Freisetzung im ex-vivo Haut-Modell detektiert
werden können.

Um die Freisetzung von MMP-1 zu untersuchen, werden operativ entfernte perilä-
sionale Hautstücke mit einem Durchmesser ≥ 1 cm2 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 immunhistologisch gefärbt und mit Mayers's
Hämalaun gegengefärbt. Um einen guten Kontrast zu bekommen, wurde der MMP1-
Antikörper mit (1:200) verdünnt. Danach können mit Hilfe eines Licht-Mikroskops
die durch MMP-1 Expression gefärbten Hautareale identi�ziert werden.

Zunächst werden drei verschiedene Hautstücke mit Laser-Strahlung bei drei verschie-
denen Wellenlängen 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 nötig ist,
um eine zeitaufgelöstes 1O2 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 Fläche von 0,07 cm2. Da die
mittlere tägliche UVB Dosis in Potsdam 0,95 J · cm−2 beträgt [FJG02], entspricht
die Energie von 0,2 J bei einer Proben�äche von 0,07 cm2 einer UVB Dosis von 3 Ta-
gen. Zur Bestrahlung wurde die in einer Petrischale �xierte Haut in den Messaufbau
(Kapitel 4.7) integriert und mit einer Energiedosis von 0,2 Joule bei der jeweiligen
Wellenlänge bestrahlt.

In Abbildung 5.53 sind Negativ- und Positiv-Kontrolle der immunhistologischen Fär-
bung dargestellt. Als positive Kontrolle wurde Plazenta gefärbt (Abbildung 5.53
rechts). Es werden deutlich die rosa-rot eingefärbten Areale um die blau eingefärb-
ten Zellen herum erkannt, die eine erhöhte MMP-1 Expession anzeigen. Die Negativ-
Kontrolle (Abbildung 5.53 links) enthält keine rosa-rot eingefärbten Areale, sondern
ist lediglich mit Mayers's Hämalaun gegengefärbt. Das Stratum Corneum ohne Zel-
len, die Epidermis mit blau gefärbten Zellen (Keratinozyten) und darunter die breite
Dermis mit einer geringeren Anzahl von blau gefärbten Zellen (Fibroblasten) werden
sichtbar.
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5.10. Nachweis von MMP-1 Expression

Abbildung 5.53.: Links: Negativ-Kontrolle, die ohne Zugabe vom MMP-1 Antikörper ge-
färbt wurde. Rechts: MMP-1 positiv gefärbte Plazenta.

In Abbildung 5.54 sind die gefärbten 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 be�nden sich jeweils die
unbestrahlten Hautproben, die nur blau gefärbte Zellen zeigen. Es kann keine MMP-
1 Expression nachgewiesen werden. Vor der Bestrahlung war dementsprechend die
MMP-1 Expression in dem entsprechenden Hautstück nicht erhöht. In Abbildung
5.54 rechts sind die gefärbten histologischen Schnitte der Hautproben nach der Be-
strahlung mit 0,2 Joule dargestellt. Die schwarzen Pfeile in den Abbildungen deu-
ten auf rosa-rot gefärbte Areale hin, die eine erhöhte MMP-1 Expression anzeigen.
Nach einer Bestrahlung mit 0,2 Joule bei 308 nm lässt sich nur in der Dermis eine
erhöhte MMP-1 Expression feststellen. In der Epidermis können keine rosa-roten
Areale identi�ziert werden. UVB Strahlung wird fast komplett in der Epidermis
absorbiert und erreicht damit die Fibroblasten in der Dermis nicht [WJJ05]. Doch
die MMP-1 Freisetzung in der Dermis bei Bestrahlung mit 308 nm könnte durch
indirekte E�ekte, bei denen UVB Bestrahlung von epidermalen Keratinozyten zu
MMP-1 Freisetzung in dermalen Fibroblasten führt, erklärt werden [XYZG06]. Für
eine UVB Dosis von 0,2 Joule bei 320 nm können sowohl in der Epidermis als auch
in der Dermis mehrere rosa-rot gefärbte 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. Für 0,2 Joule bei
355 nm werden in der Dermis rosa-rot gefärbte Areale entdeckt, die auf eine erhöhte
MMP-1 Expression hinweisen. In der Epidermis können auch rosa-rote Areale iden-
ti�ziert werden, die sich allerdings mit bräunlich gefärbten Arealen überschneiden.
Eine bräunliche Farbe bei immunhistologischen Färbungen nach MMP-1 deutet auf
eine erhöhte 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 1O2 Si-
gnale zu detektieren, wird die MMP-1 Expression in der Haut erhöht. Allerdings
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Abbildung 5.54.: Histologische Schnitte, die bei verschiedenen Wellenlängen mit 0,2 Joule
bestrahlt wurden und danach immunhistologisch gefärbt worden sind. Die
schwarzen Pfeile deuten auf Areale mit erhöhter MMP-1 Expression. Un-
ten rechts wurde ein histologischer Schnitt vergröÿert dargestellt, damit
die bräunliche und die rosa-rote Färbung besser zu erkennen ist.
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war bei diesen drei exemplarischen Messungen die MMP-1 Expression bei 308 nm
nur leicht, während sich bei 320 und 355 nm die MMP-1 Expression durch viele
und groÿe rot-rosa gefärbte Hautareale deutlich gezeigt hat. Dies ist ein Indiz dafür,
dass die Wellenlänge der einfallenden Strahlung für die MMP-1 Expression von Be-
deutung ist. Das wäre in Übereinstimmung mit in vitro Experimenten, die für die
MMP-1 Expression unterschiedliche Signalwege bei UVA oder UVB Bestrahlung von
Keratinozyten und Fibroblasten bestimmt haben [Kru01] [BSJ+08].

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

Zusätzlich ist die MMP-1 Expression bei Bestrahlung im UVB Bereich (308 und 320
nm) noch bei einer höheren Energiedosis von 2,2 Joule untersucht worden, um zu
untersuchen, wie die Erhöhung der MMP-1 Expression von der eingestrahlten Ener-
giedosis abhängt. In Abbildung 5.55 sind die eingefärbten histologischen Schnitte vor
und nach einer Bestrahlung mit 2,2 Joule bei 308 und 320 nm dargestellt und zu-
sätzlich 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 Hautstückes, das mit 308 nm bestrahlt
wird (Abbildung 5.55 links oben), eine rotbräunlich gefärbte Epidermis. Diese Ver-
färbung wird vermutlich durch Melanin in der Epidermis verursacht, das sich bei
der immunhistologischen Färbung bräunlich verfärbt. In Abbildung 5.55 rechts sind
die bestrahlten Hautstücke dargestellt. Für 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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färbt haben durch eine erhöhte 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 gefärbten Areale in dem mit 2,2 Joule bestrahlten
Hautstück häu�ger und gröÿer sind als in dem mit 0,2 Joule bestrahlten Hautstück.
Bei einer Bestrahlung mit 2,2 Joule bei 308 nm (Abbildung 5.55 rechts oben) lässt
sich durch rosa-rot gefärbte Areale auch eine Erhöhung 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 höheren UVB Dosis von 2,2 Joule MMP-
1 positive Areale sowohl in der Epidermis als auch in der Dermis zu erkennen sind,
während bei 0,2 Joule nur in der Dermis MMP-1 positive Areale erkennbar sind. Bei
Bestrahlung der Hautstücke mit UVB Strahlung bei 308 und 320 nm wurde MMP-1
in den durchgeführten Messungen bei Bestrahlung mit 320 nm e�ektiver freigesetzt
(mehr positiv gefärbte Areale in den histologischen Schnitten). Dies ist in Korre-
lation mit der 1O2 Erzeugung in Keratinozyten, wo Anregung bei 320 nm zu einer
e�ektiveren 1O2 Erzeugung führte als Anregung bei 308 nm (Kapitel 5.7).

In diesem Kapitel wird exemplarisch gezeigt, dass durch die Bestrahlung bei den
Wellenlängen 308 nm, 320 nm und 355 nm ex vivo in Hautproben MMP-1 Expres-
sion induziert wird. Die durch die Färbung sichtbar gemachten Areale der MMP-1
Expression waren allerdings für die unterschiedlichen Wellenlängen unterschiedlich
stark ausgeprägt, was ein Indiz dafür sein könnte, dass die Freisetzung von MMP-1
von der eingestahlten Wellenlänge abhängig ist.
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Eine groÿe Anzahl von Erkrankungen der Haut und des Auges können durch eine
übermäÿige Sonnenlicht Exposition entstehen, wobei insbesondere die im Sonnen-
licht enthaltene UV Strahlung für ihre biologisch schädliche 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 können die Haut nur bis in die un-
tere Epidermis penetrieren. Bisher wurde angenommen, dass UVB Strahlung direkt
von der zellulären DNS absorbiert wird und so zur Entstehung von Photoprodukten
führt. UVA Strahlung, die kaum von der DNS absorbiert wird, kann von endogenen
Photosensibilisatoren absorbiert werden und so zur Generierung von reaktiven Sau-
ersto�spezies (ROS) führen. ROS, insbesondere Singulett-Sauersto�, werden für die
schädlichen biologischen Auswirkungen von UVA Strahlung verantwortlich gemacht.
Photophysikalisch betrachtet ist die Erzeugung von Singulett-Sauersto� durch UVB
Strahlung ebenfalls möglich, insbesondere da viele endogene UVA Photosensibili-
satoren auch UVB Strahlung absorbieren, oft sogar in gröÿerem Ausmaÿ als UVA
Strahlung. Demnach könnte durch UVB generierter Singulett-Sauersto� eine zusätz-
liche Rolle bei oxydativen Schäden von Zellen und Gewebe spielen.

Die Singulett-Sauersto� Erzeugung von endogenen Substanzen bei UV- insbeson-
dere UVB Anregung wurde direkt durch die zeitlich und spektral aufgelöste De-
tektion von Singulett-Sauersto� Lumineszenz bei 1270 nm nachgewiesen. Für die
Anregung der endogenen Substanzen im UV-Bereich wurde ein im gesamten UV Be-
reich abstimmbarer Laser verwendet und die extrem schwache Singulett-Sauersto�
Lumineszenz wurde von einem hochemp�ndlichen Infrarot-Photomultiplier detek-
tiert. Durch einen externen Sensor konnte die Sauersto�konzentration während der
Singulett-Sauersto� Detektion in Lösungen bestimmt werden.

In einfachen Lösungen wurden verschiedene endogene Vitamine als mögliche Photo-
sensibilisatoren bei UVB Anregung untersucht. Ein paar der Vitamine sind bekannte
UVA Photosensibilisatoren, während für die anderen noch nie untersucht wurde, ob
sie Singulett-Sauersto� erzeugen können, da sie keine UVA Strahlung absorbieren.
Als Lösungsmittel wurden H2O und D2O für lipophobe und Ethanol für lipophile
Vitamine verwendet. Die meisten untersuchten Vitamine konnten als endogene UVB
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Photosensibilisatoren identi�ziert werden und ihre Singulett-Sauersto� Quantenaus-
beute wurde über den Vergleich mit den Referenzsubstanzen TMPyP, PNS oder
PN ermittelt. Die E�ektivität, mit der endogene Photosensibilisatoren Singulett-
Sauersto� erzeugen, ist sehr unterschiedlich und Quantenausbeuten zwischen 0,7
% für Vitamin D3 und 64 % für Nicotinamidsäure konnten für UVB Anregung
bestimmt werden. Die Quantenausbeuten wurden zusätzlich bei UVA Anregung ge-
messen, um zu überprüfen, ob die Wellenlänge der Anregungsstrahlung einen Ein-
�uss auf die E�ektivität der Singulett-Sauersto� Erzeugung hat. Bei den untersuch-
ten Substanzen und Wellenlängen konnte kein Ein�uss auf die Singulett-Sauersto�
Quantenausbeute entdeckt werden. Allerdings wurden unterschiedliche Singulett-
Sauersto� Quantenausbeuten für verschiedene Lösungsmittel und verschiedene pH-
Werte des Lösungsmittel gemessen. Die Umgebung des endogenen Photosensibilsa-
tors, der durch das Lösungsmittel und dessen pH-Wert festgelegt ist, spielt also eine
wichtige Rolle für die E�ektivität der Singulett-Sauersto� Erzeugung. Daher kann
ein Vitamin, das sich in einer Hautzelle be�ndet, eine andere Singulett-Sauersto�
Quantenausbeute haben, wie dasselbe Vitamin in Lösung. Auÿerdem können Vit-
amine noch topisch auf die Haut aufgetragen werden, wenn sie sich z.B. in Hautp�e-
geprodukten be�nden und dort wieder aufgrund ihrer Umgebung mit einer anderen
E�ektivität Singulett-Sauersto� erzeugen.

UVB Bestrahlung von endogenen Substanzen kann auch zu Veränderungen der Mole-
külstruktur der endogenen Substanzen führen. Die Moleküle können entweder direkt
durch die Absorption der Strahlung verändert werden oder durch Reaktionen mit
anderen Molekülen wie z.B. Sauersto�. Die Photostabilität von allen identi�zierten
endogenen UVB Photosensibilisatoren bei UVB Bestrahlung mit unterschiedlichen
Dosen wurde untersucht. Nach der Bestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB, das einer
durchschnittlichen UVB Tagesdosis in Potsdam entspricht, veränderte sich für eini-
ge Vitamine z.B. FMN das Absorptionsspektrum im gesamten UV Bereich nicht und
diese Moleküle wurden als photostabil für 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 verändert. Die durch UVB Strah-
lung veränderten Moleküle können von den ursprünglichen Molekülen verschiedene
photochemische und photophysikalische Eigenschaften besitzen. Darum wurde für
verschiedene nicht-photostabile Vitamine die Singulett-Sauersto� Quantenausbeute
nach einer Vorbestrahlung mit 1 J · cm−2 UVB ermittelt. Diese Quantenausbeuten
unterschieden sich von den ursprünglichen Singulett-Sauersto� Quantenausbeuten
und die durch UVB Bestrahlung entstandenen veränderten Moleküle können entwe-
der mehr oder weniger e�ektiv Singulett-Sauersto� generieren. Auÿerdem konnte für
einige durch UVB Bestrahlung geänderte Moleküle eine Singulett-Sauersto� Erzeu-
gung für eine Anregung in einem neuen Spektralbereich, bei dem die Moleküle 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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könnte z.B. auch durch Bestrahlung veränderte Moleküle in den Zellen mit anderer
Singulett-Sauersto� Quantenausbeute und damit einem anderen biologisch schädi-
genden Potential bewirkt werden. Die Veränderung von Molekülen könnte auch unter
paralleler Bestrahlung von UVA und UVB im Sonnenlicht eintreten und sollte bei
der Interpretation der Rolle von UVA und UVB Strahlung für Hautschäden in vivo
berücksichtigt werden.

Die wasserlöslichen Vitamine PYR-5-PH und Nicotinamidsäure sind identi�zierte
UVB Photosensibilisatoren mit hohen Singulett-Sauersto� Quantenausbeuten. Um
besser zu verstehen, warum diese Vitamine e�ektiv Singulett-Sauersto� erzeugen
können, wurden die Energien, der für die Singulett-Sauersto� Erzeugung wichtigen
angeregten Singulett- und Triplett-Zustände, bestimmt. Auÿerdem konnten durch
die Variation der Sauersto�-, Vitamin- und Quencherkonzentration die relevanten
Raten und Ratenkonstanten für die Generierung und Relaxation von Singulett-
Sauersto� in einfachen Lösungen bestimmt werden. Das fettlösliche Vitamin E ist ein
bekannter Singulett-Sauersto� Quencher, der oft als Antioxidantien eingesetzt wird.
In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass Vitamin E auch e�ektiv Singulett-
Sauersto� mit einer Quantenausbeute von 15 % erzeugt. Darum wurden die Raten
und Ratenkonstanten der Singulett-Sauersto� Erzeugung auch für Vitamin E in
einfachen Lösungen ohne Quencher bestimmt.

In Lösungen wurden auÿerdem verschiedene Medikamente untersucht, die sich bei
systemischer Anwendung in der menschlichen Haut einlagern und zu kutaner Licht-
sensibilisierung führen können. Für diese Medikamente in Lösung wurde erstma-
lig nachgewiesen, dass sie sowohl bei UVB als auch bei UVA Anregung Singulett-
Sauersto� generieren können mit Quantenausbeuten zwischen 1 und 12 %. Damit
können diese Substanzen ebenfalls zur Erzeugung von Singulett-Sauersto� in der
Haut unter UV Bestrahlung beitragen.

Da für viele reguläre Bestandteile von Hautp�egeprodukten wie Vitamine oder Fett-
säuren nachgewiesen wurde, dass sie Singulett-Sauersto� generieren können, wurden
auÿerdem verschiedene Hautp�egeprodukte selbst untersucht. Für acht verschiedene
Hautp�egeprodukte konnte sowohl bei UVB als auch bei UVA Anregung Singulett-
Sauersto� Generierung nachgewiesen werden. Die vier Hautp�egeprodukte, die am
e�ektivsten Singulett-Sauersto� erzeugten, wurden auÿerdem durch Protonen-NMR
und GCMS-Analyse untersucht. Verschiedene Bestandteile, die potentiell Singulett-
Sauersto� erzeugen können, wie Cholesterol Derivate, Ölsäuredecylester und Lano-
sterol, wurden identi�ziert.

Die Erzeugung von Singulett-Sauersto� in menschlichem Gewebe ist viel komplexer
als die Singulett-Sauersto� Erzeugung in Lösungen und die Kinetik des erzeugten
Singulett-Sauersto�s hängt vom Ort der Erzeugung ab. Um die Generierung von
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6. Zusammenfassung der Ergebnisse

Singulett-Sauersto� in Zell-Suspensionen bei UVB Anregung zu verstehen, wurden
als Zwischenschritt Proteinlysat Suspensionen untersucht. Durch die zeitlich und
spektral aufgelöste Detektion von Singulett-Sauersto� Lumineszenz in Proteinlysat
Suspensionen mit und ohne den Quencher Natriumazid konnte nachgewiesen wer-
den, dass Singulett-Sauersto� durch UVB Anregung von Proteinlysat Suspensionen
entstehen kann. Durch UVB Bestrahlung von Proteinlysat Suspensionen wird nicht
nur Singulett-Sauersto� erzeugt, sondern die Moleküle in der Suspension können
durch die UVB Bestrahlung verändert werden, was durch ein verändertes Absorp-
tionsspektrum nach einer UVB Bestrahlung mit 6 J · cm−2 nachgewiesen werden
konnte.

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

Abschlieÿend wurde die Erzeugung von Singulett-Sauersto� durch UVB Anregung
in der Haut belegt. Dazu wurden zunächst Schweinehautpräparate und danach Prä-
parate von menschlicher Haut untersucht. Die Präparate wurden in den bestehenden
Messaufbau integriert und die bei UVB Anregung entstehende Singulett-Sauersto�
Lumineszenz konnte zeitlich und spektral aufgelöst detektiert werden. Zusätzlich
wurden menschliche Hautpräparate 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 gefärbt, um
die Freisetzung von dem Enzym Matrix-Metalloprotease-1 (MMP-1) durch die Be-
strahlung abschätzen zu können. Hautzellen reagieren auf UV Strahlung mit der
Freisetzung von MMP-1, das zur Zerstörung von Kollagen in der Dermis führt und
so Hautalterung induzieren kann. Mit Hilfe der immunhistologisch gefärbten Haut-
präparate 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 körperei-
gene Substanzen als auch Substanzen, die im Rahmen der Hautp�ege oder der me-
dizinischen Therapie der Haut zugefügt werden, unter UVB Bestrahlung Singulett-
Sauersto� erzeugen können. Dieser erzeugte Singulett-Sauersto� scheint die gleichen
zellbiologischen E�ekte, 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.
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