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1. EINLEITUNG

Molekularer Sauerstoff, unentbehrlich fiir menschliches Leben, liegt im Grund-
zustand als Triplettzustand 3Zg’ vor. Der erste elektronische Anregungszustand,
der Singulettzustand 'A,, liegt im Vergleich zu anderen zweiatomigen Molekiilen
verhiltnismifBig niedrig bei 7882 cm™!. Dies entspricht einer Wellenliinge fiir den
strahlenden Ubergang von Aa = 1270 nm. Dennoch reicht diese Energie aus, um
die Aktivierungsenergie fiir zahlreiche oxidative Prozesse zu iiberwinden, weshalb
'A, - Sauerstoff chemisch hochreaktiv ist. Trotz der Existenz eines weiteren an-
geregten Singulett - Zustands von Sauerstoff, ndmlich 12;, wird im allgemeinen
'A, - Sauerstoff als Singulett - Sauerstoff bezeichnet.

Im Rahmen der Photodynamischen Therapie (PDT) wird die Erzeugung von
Singulett - Sauerstoff eingesetzt, um entweder maligne, d.h. bosartige Tumore zu
zerstoren oder mittels Immunmodulation entziindliche Erkrankungen zu thera-
pieren [WGD76]. In diesem Verfahren wird dem Patienten ein sensibilisierender
Farbstoff verabreicht, der sich im erkrankten Gewebe selektiv anreichert. Wird
nun der Tumor mit Licht bestrahlt, so absorbiert der Farbstoff die Lichtenergie
und regt den im Gewebe allgegenwiirtigen Sauerstoff in den 'A, - Zustand an.
Je nach Dosimetrie von Licht und Konzentration von Sensibilisator und somit
Singulett - Sauerstoff im Gewebe kommt es zur Modulation von Zellfunktionen
(entziindliche Erkrankungen) oder zur Zelltétung (Tumortherapie). Wegen die-
ser Anwendungsmoglichkeit ist 'A, - Sauerstoff in den vergangenen Jahrzehnten
zunehmend in den Blickpunkt der Forschung geriickt [SL94]. In Deutschland ist
bislang nur der Sensibilisator Photofrin als Medikament zugelassen, so daf§ die-
se Substanz in der vorliegenden Arbeit als Sensibilisator zum Einsatz kommt.
Ein Nachteil von Photofrin ist die Tatsache, dal es ein Gemisch aus Hiamato-
porphyrinderivaten ist, also keine Reinsubstanz. Dies erschwert die theoretische
Beschreibung.

MefBtechnisch bedeutet *A, - Sauerstoff eine besondere Herausforderung. Seine
Lumineszenz ist im isolierten Zustand nur schwer direkt zu beobachten, einerseits
wegen seiner langen strahlenden Lebensdauer von 7 = 72 min [K85], andererseits
weil die Wellenliinge des Ubergangs mit Ay = 1270 nm im nahen Infrarot liegt,
einem der optischen Detektion vergleichsweise schwer zuginglichem Bereich. Die
lange Lebensdauer bedeutet, daf nur sehr selten ein 'A, - Zustand strahlend rela-
xiert und deshalb das Lumineszenzsignal entsprechend schwach ist. Im Losungs-
mittel kommt es durch Molekiilst68e zu einer Aufweichung der quantenmechani-
schen Auswahlregeln, was die Anzahl der strahlenden Ubergiinge erhéht. Ande-
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rerseits aber kommt es durch nichtstrahlenden Energieiibertrag auf Schwingungs-
zusténde der Losungsmittelmolekiile zu einer drastischen Verkiirzung der Lebens-
dauer des 'A, - Zustands in den Mikrosekundenbereich. Wegen diesen Problemen
der Detektierbarkeit kommt in dieser Arbeit erstmals ein neuartiger, im Infraroten
hochempfindlicher Photomultiplier zum Einsatz, der bestmogliche Sensitivitéit ga-
rantiert und aufgrund seiner hervorragenden Zeitauflosung die Moglichkeit zum
Einzelphotonenzéhlen bietet.

Uber die Lumineszenz des LA, - Sauerstoff werden in dieser Arbeit die physika-
lischen Grundlagen der PDT untersucht, d.h. die Entstehung und die Relaxation
des genannten Zustands, der die letztlich wirksame Komponente der PDT ist. Es
wurden Losungen in Wasser und vor allem schwerem Wasser hergestellt mit unter-
schiedlichen Konzentrationen an Photofrin, Sauerstoff und Quenchern. Letzteres
sind Substanzen, die die Lebensdauer von Singulett - Sauerstoff verkiirzen. Mit ih-
rer Hilfe soll einerseits die Anwesenheit von 'A, - Sauerstoff bewiesen werden, an-
dererseits wird die Quencherstéirke der betreffenden Substanzen quantifiziert und
ihre Wirkung in ein Energieiibertragsratenmodell aufgenommen. Schwerem Was-
ser (Deuteriumoxid, D20), das eigentlich unphysiologisch ist, wird in Lésungen
dem ,normalen“ Wasser (H,O) der Vorzug gegeben, da wegen der dort grofieren
Lebensdauer von 'A, - Sauerstoff, nimlich ca. 65 us in D,O gegeniiber ca. 3,7 us
in H,O [WHR95], Auswirkungen von Konzentrationsunterschieden an Sauerstoff,
Sensibilisator und Quenchern auf die Lebensdauer des ' A, - Zustands besser nach-
weisbar sind [K98].

Die verwendeten Quencher sind Natriumazid, das besonders stark auf Singu-
lett - Sauerstoff wirkt [B76], und Mannitol. Letzteres ist eigentlich kein Quencher
von 'A, - Sauerstoff sondern ein Radikalenféinger, d.h. eine Substanz, die reaktive
Sauerstoff - Spezies wie z.B. O, das Hydroxylradikal OH" oder Wasserstoffper-
oxid HyOq chemisch deaktivieren kann [GK99]. Es wird hier quasi als Negativ-
nachweis benutzt, daf§ bei der PDT mit Photofrin in vitro *A, - Sauerstoff das
entscheidende Reagens ist, da es nicht als physikalischer Quencher fiir ' A, - Sauer-
stoff fungieren sollte. Die Erzeugung von Sauerstoff- Radikalen zur Tétung von
Tumorzellen, die sog. Typ-I- Reaktion, ist ein anderer moglicher Wirkmechanis-
mus bei anderen Sensibilisatoren, da sauerstoffabhingige Prozesse allgemein eine
wesentliche Rolle spielen. Die Generierung und die Wirkung von 'A, - Sauerstoff
werden als Typ-II- Reaktion bezeichnet.

Um eben jene Energieiibertrige, die sich in einer Losung mit Sensibilisator,
Sauerstoff und Quenchern abspielen, zu beschreiben, wird seit Jahren ein ein-
faches Ratenmodell benutzt [PS84], das sich quasi als Standardmodell fiir das
Abklingverhalten von 'A, - Sauerstoff etabliert hat. Hier wird der Energieiiber-
trag vom Farbstoff- Triplettzustand auf den Sauerstoff und von diesem weiter
auf Losungsmittel und Quencher quantifiziert. Dieses simple Modell beschreibt
das Abklingverhalten der Lumineszenz von 'A - Sauerstoff in vielen Fillen sehr
gut. Jedoch beriicksichtigt es nicht den méoglichen Energieriicktransfer vom 'A, -
Zustand des Sauerstoff zum Triplett - Zustand des Sensibilisators, der immer dann



relevant wird, wenn die beiden genannten Niveaus energetisch sehr dicht beisam-
men liegen. Diese Kopplung fiihrt zu einem Verhalten der zeitlichen Lumineszenz
von 'A, - Sauerstoff, das das einfache Modell nicht vollstéindig beschreiben kann.
Fiir eine hohe Quantenausbeute an 'A,-Sauerstoff ist es aber notwendig, daf
die genannten Niveaus energetisch vergleichbar hoch liegen. Gerade dann jedoch
ist der besagte Energieriickiibertrag sehr wahrscheinlich. Deshalb wird das soge-
nannte Standardmodell hierzu um eben jenen Riicktransferterm erweitert. Der
Riicktransfer bewirkt eine je nach Farbstoff mehr oder minder starke Kopplung
zwischen dem Triplettzustand des Farbstoffs und dem 'A,-Zustand des Sauer-
stoffs. Die Kopplung hat spiirbare Auswirkungen auf Anstiegs- und Abklingver-
halten der 'A, - Besetzung und damit der Lumineszenzkurve iiber der Zeit. Ohne
sie lassen sich zahlreiche experimentelle Befunde nicht erkléren.

Die genaue Kenntnis der rein physikalischen Ablaufe ist die Voraussetzung
fiir das Verstédndnis des Verhaltens von Singulett - Sauerstoff in zelluldrer Umge-
bung. Sensibilisatoren wie Photofrin lokalisieren in bestimmten Zellbestandtei-
len. Aufgrund der kurzen Lebensdauer von 'A, - Sauerstoff ist die Lokalisation
des Sensibilisators und die des oxidativen Schadens durch *A - Sauerstoff in der
Regel identisch. Neben der Lokalisation des Schadens spielt auch die Menge an
erzeugtem 'A, - Sauerstoff eine wesentliche Rolle. Hieraus resultieren verschie-
dene zelluldire Antworten auf den Schaden durch 'A - Sauerstoff von einfachem
Stimulans bis hin zum Zelltod.

Leider ist man meftechnisch weit davon entfernt, 'A, - Sauerstoff optisch in
lebendem Gewebe nachzuweisen. Dies liegt zum einen daran, dafl die zu erwar-
tenden Lebensdauern von 'A, - Sauerstoff mit 74 < 0,5 ps [K90] sehr kurz sind,
zum anderen an der noch geringeren Signalausbeute, verglichen mit Lésungen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird deswegen versucht, 'A, - Sauerstoff in einem
einfachen Zellsystem (Zellsuspension in vitro) nachzuweisen. Aufgrund der An-
reicherung von Photofrin in zelluliren Membranen (Lipid- Doppelschicht) wird
dariiber hinaus Singulett - Sauerstoff in Mischungen von Lipiden und Wasser un-
tersucht. Da die Lebensdauer von 'A, - Sauerstoff einen Riickschlu§ auf den Ort
seines Aufenthalts zuliit, konnte somit tatséichlich die Lokalisierung von 'A, -
Sauerstoff in der Zelle bestimmt werden. Dies wiirde erstmalig einen Einblick in
die Dynamik des priméren Schadens von 'A,-Sauerstoff in der lebenden Zelle
gewdhren.



2. SINGULETT (*A,)-SAUERSTOFF IN SCHWEREM
WASSER

2.1 Anregung von 'A,- Sauerstoff iiber einen
photosensibilisierenden Farbstoff

In dieser Arbeit wird der ' A, - Sauerstoff generiert iiber die optische Anregung des
Farbstoffs Photofrin und Energieiibertrag von diesem auf Sauerstoff im Grund-
zustand 32;. Zur Verdeutlichung zeigt Abb. 2.1 das Energieniveauschema ei-
nes typischen Farbstoffmolekiils. Dargestellt sind der Singulett-Grundzustand
So, die beiden ersten angeregten Singulett-Zustinde S; und Sy, sowie die bei-
den ersten angeregten Triplett - Zustdnde T; und T,. Jeder dieser elektronischen
Zusténde besitzt Schwingungsniveaus, die durch dquidistante Linien angedeutet
sind und ihrerseits aus nicht eingezeichneten, dicht nebeneinanderliegenden Rota-
tionszustédnden bestehen. Diese Rotationsniveaus sind in Lésung aber weitgehend
unterdriickt.

A
ST ~
| A
: — TN
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Sl Y ; -K isc 1
| e _ L TJ.
i Fluoreszenz //// T 02
: Phosphoreszenz
s Vi

Abb. 2.1: Jablonski-Diagramm eines typischen Farbstoffmolekiils mit einigen strah-
lenden (durchgezogene Linien) und strahlungslosen (unterbrochene Linien)
Ubergéngen nach [P68].
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Photofrin entspricht dieser Vorstellung nicht ganz, da es als Oligomerenge-
misch nicht aus einer Reinsubstanz besteht und somit Energieiibertrége zwischen
den einzelnen Komponenten des Gemischs denkbar sind. Aber fiir diejenige Kom-
ponente, die fiir den Energieiibertrag auf den Sauerstoff verantwortlich ist, kann
man diese Vereinfachung als gute Ndherung betrachten (vgl. Kap. 2.4.1).

Bei Zimmertemperatur befindet sich ein Grofiteil der Farbstoffmolekiile, hier
von Photofrin, im Schwingungsgrundniveau des Sy - Zustands So(v = 0), von wo
aus sie durch Lichtabsorption in ein Schwingungsniveau eines angeregten Singu-
lett - Zustands iibergehen konnen. Anregung in einen Triplett-Zustand ist spin-
verboten und daher sehr unwahrscheinlich.

Durch Sto68e mit umgebenden Molekiilen wird die Schwingungsenergie schnell
wieder abgegeben. Auflerdem gehen beinahe alle Substanzen, wenn sie iiber den
S1-Zustand hinaus angeregt werden, durch innere Konversion von einem nied-
rigen Schwingungsniveau des hoheren elektronischen Zustands in ein hoheres
Schwingungsniveau des niedrigen elektronischen Zustands iiber. Wiederum wird
nach dieser inneren Konversion die Schwingungsenergie schnell durch Stofle mit
umgebenden Molekiilen abgegeben.

Das Ergebnis ist, dal Molekiile, die iiber das niedrigste Schwingungsniveau
des ersten angeregten Zustands S;(v = 0) hinaus angeregt werden, mit einer Le-
bensdauer von etwa 10~'2 s in diesen relaxieren. Zum Vergleich, die Abklingdauer
des A, - Sauerstoff in Wasser liegt um sechs GroBenordnungen dariiber. Photo-
chemische Reaktionen oder Lichtemission von den hoher angeregten Zustdnden
finden im allgemeinen nicht statt, weil diese Prozesse nicht schnell genug ablaufen,
um mit der inneren Konversion konkurrieren zu konnen.

Die Lebensdauer des S; (v = 0) - Zustands ist mit typischerweise 10~° s ausrei-
chend lange, so dafl die Molekiile von hier aus neben innerer Konversion auch fluo-
reszierend in ein Schwingungsniveau des Grundzustands Sy iibergehen koénnen.
Auflerdem besteht die Moglichkeit, durch Absorption eines weiteren Photons aus
dem S;(v = 0) - Zustand in héhere Zusténde mit anschliefender innerer Konver-
sion zu gelangen.

Ein Teil der Molekiile im S;(v = 0)-Zustand kann aber auch durch Inter-
kombination in den niedrigsten Triplett-Zustand T; iibergehen, dessen Energie
immer niedriger liegt als der S; (v = 0) - Zustand. Dabei befindet sich das Molekiil
zunéchst in einem schwingungsangeregten Zustand und gibt seine Schwingungs-
energie umgehend wieder durch Stéfle mit dem Lésungsmittel ab.

Die Ubergangsrate Kj,. der Interkombination S; — Ty ist eine der wichtigsten
Parameter fiir die PDT und im allgemeinen etwa 10*-10% mal héher als die Rate
fiir die Interkombination T; — Sp [SG68]. Eine Riick-Interkombination T; — S;
ist wegen der Energiedifferenz zwischen T; und S; unwahrscheinlich. Der T;-
Zustand hat somit eine ausreichende Lebendauer im us- bis ms- Bereich, so dafl
angeregte Triplett-Absorption T; — Ty bzw. eine strahlende Relaxation in den
So-Zustand unter Abgabe von Phosphoreszenzlicht stattfinden kann. Als Kon-
kurrenzprozef zur 'A, - Sauerstoff- Erzeugung findet moglicherweise noch eine
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Triplett - Triplett - Absorption statt, wie in Abb. 2.1 eingezeichnet. Die Quanten-
ausbeute an Triplett-Farbstoff ergibt sich als

K;
@ — 18C
T Ks

mit K5 der Gesamtrelaxationsrate des Si(v = 0) - Zustands [P68]. Die Anregung
des 1Ag— Sauerstoff durch das Farbstoffmolekiil erfolgt aus dem T;-Zustand iiber
die Reaktion

T, + 02(3Eg_) — S() + Og(lAg) (21)

Wenn K', die Ubertragsrate auf den Sauerstoff bezeichnet, dann ergibt sich als
A & g
Quantenausbeute an 'A, - Sauerstoff

_ K,

OYNES ®
A K T

wobei K. hier in diesem Zusammenhang die Gesamtrelaxationsrate des T;-Zu-
stands bezeichnet [WHR95].

2.2 Strahlende und Lésungsmittelrelaxation von 1Ag— Sauerstoff

Der Zustand 'A, ist der niedrigste elektronische Anregungszustand von Sauer-
stoff. Aufgrund quantenmechanischer Auswahlregeln fiir Spin -, Symmetrie - und
Drehimpulserhaltung ist ein elektromagnetischer Dipoliibergang von 'A, - Sauer-
stoff in den Grundzustand 32; im isolierten Molekiil streng verboten. Magneti-
sche Dipolstrahlung ist Drehimpuls - verboten. Den Beitrag von elektrischer Qua-
drupolstrahlung kann man ebenfalls vernachlissigen, da er nur etwa ein Tau-
sendstel der Intensitdt der magnetischen Dipolstrahlung besitzt. Der genannte
Ubergang des freien Molekiils besitzt deshalb eine sehr lange Lebensdauer von
iiber 72 min [K85]. Dies erklirt, warum die Lumineszenz dieses Ubergangs bei
Aa =1270 nm so ausgesprochen schwach ist: es findet nur sehr selten ein strah-
lender Zerfall statt.

Bei hoherem Gasdruck und vor allem in Lésung werden die strengen Verbote
durch geringe intermolekulare Stérungen wie etwa Sto8e zwischen Molekiilen auf-
geweicht. Quantenmechanisch bewirkt die Hinzunahme eines Wechselwirkungs-
operators, wie z.B. St6fle mit Losungsmittelmolekiilen diesen Fall reprisentieren,
ein Mischen der Zustidnde. Das heifit, als Eigenzustéinde treten Linearkombina-
tionen von Molekiilzustinden gleicher Spinmultiplizitdt auf, wobei sich bei ei-
ner sogenannten kleinen Stérung die Eigenwerte kaum verschieben. Durch diese
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Zustandsmischung sind nun die Ubergangsmatrixelemente fiir elektrische Dipol-
strahlung nicht mehr exakt gleich Null. Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit eines
strahlenden Ubergangs. Auferdem verringert sich die rein strahlungsbedingte Le-
bensdauer durch strahlungslose Deaktivierung durch Lésungsmittelmolekiile um
einige Groflenordnungen in den Mikrosekundenbereich [ET76]. Dies ist die Situa-
tion, in der sich die Messungen dieser Arbeit abspielen.

Zur Unterscheidung, die beobachtete Lumineszenzlebensdauer ist der Kehr-
wert der Summe der einzelnen Relaxationsraten, also rein strahlend und strah-
lungslos zusammen, ist aber nur durch die wesentlich selteneren strahlenden
Uberginge beobachtbar.

Ist Sauerstoff durch Energiezufuhr in den 'A, - Zustand gelangt, unabhéingig
von der Anregungsmethode, so ist das thermische Gleichgewicht gestort. Deshalb
verweilt er nur begrenzte Zeit in diesem Zustand. Die Riickkehr ins Gleichgewicht
nennt man Energierelaxation. Vernachlissigt man die thermische Besetzung des
angeregten Zustands, und tritt keine Wechselwirkung der angeregten Molekiile
untereinander auf, so ist fiir die Zeit ¢ > 0 nach der als instantan angenommenen
Anregung die Besetzungsénderung dN(t) des 'A, - Zustands pro Zeitintervall dt
proportional zur momentanen Besetzung, d.h. zur Teilchendichte N(¢) der ange-
regten Molekiile:

dN(t)
— = = —KN() (2.2)

Die Konstante K heifit (Energie-) Relaxationsrate und stellt die Wahrschein-
lichkeit eines Ubergangs pro Zeiteinheit dar. Ihr Kehrwert 7 = 1/K wird als
Lebensdauer oder (Energie-) Relaxationszeit des angeregten Zustands bezeich-
net.

Man muf} prinzipiell zwischen den beiden Relaxationswegen, strahlend und
strahlungslos, unterscheiden. Die strahlende Relaxation triagt wegen ihrer langen
Lebensdauer nur unwesentlich zur Deaktivierung des 'A,- Sauerstoff bei. Die
strahlungslose Relaxation ist dominierend. Dennoch 148t sich die momentane Be-
setzung N(t) der angeregten Zusténde iiber die Messung des zeitlichen Verlaufs
der Lumineszenzintensitit bestimmen, da diese der momentanen Besetzung pro-
portional ist, der strahlende Zerfall aber nur vernachléssigbar zur Entvolkerung
des angeregten Zustands beitragt.

Bei der strahlungslosen Relaxation des 'A,-Sauerstoff in wifirigen Losun-
gen spielt die langreichweitige Dipolwechselwirkung mit den Losungsmittelmo-
lekiilen eine wichtige Rolle. Die Lebensdauer des 'A, - Sauerstoff ist von den mei-
sten Eigenschaften des Losungsmittels wie Polaritdt, Viskositét, Polarisierbar-
keit, Tonisierungspotential und auch Sauerstofﬂoshchkelt unabhéngig. Allerdings
existiert eine starke Abhiingigkeit der 'A, - Lebensdauer vom elektrischen Uber-
gangsmatrixelement der Anregungsenergle zu den Losungsmittelmolekiilen iiber



14 2. Singulett (*Ag) - Sauerstoff in schwerem Wasser

die Umwandlung elektronischer Energie des Sauerstoffs in Schwingungsenergie
der Losungsmittelmolekiile [MK72].

Durch eine langreichweitige Dipolwechselwirkung des ' A, - Sauerstoff mit den
Losungsmittelmolekiilen mit Hilfe des Modells von Férster [F48] und Dexter [D53]
148t sich die Relaxation des 'A, - Sauerstoff in Losungen theoretisch annéhernd
beschreiben [MKT72]. Diese Beschreibung geht jedoch iiber den Rahmen dieser
Arbeit hinaus.

In der Literatur gehen die Werte fiir die Lebensdauer 7o von lAg - Sauerstoff
in schwerem Wasser weit auseinander. Im Tabellenwerk [WHR95] sind Lebens-
dauern von Singulett - Sauerstoff in verschiedenen Losungsmitteln und mit ver-
schiedenen Sensibilisatoren zusammengetragen. Fiir schweres Wasser reichen die
Werte von 44 bis 71 us, je nach Sensibilisator und Mefimethode. Als Mittelwert
iiber die unterschiedlichen Angaben fiir die Lebensdauer von A, - Sauerstoff in
dieser Quelle 148t sich 7o = (61 & 8) us berechnen.

2.3 Der Quench - Prozef3

Die englischen Worte ,to quench® und ,,quencher® besitzen im Deutschen kei-
ne direkte Entsprechung. Sinngemifl treffen die Bezeichnungen ,16schen® und
, LOschmittel “ am ehesten ihre Bedeutung. Es ist in der deutschsprachigen Lite-
ratur nicht uniiblich, die eingedeutschten Begriffe ,quenchen® und ,, Quencher®
zu verwenden.

Der Begriff Quenchen bezeichnet im allgemeinen die Deaktivierung eines an-
geregten Zustands und ist unabhéngig vom bewirkenden Mechanismus und dem
betroffenen angeregten Zustand.

In dieser Arbeit bezieht sich der Begriff Quencher gemifl [YB76] im Wesent-
lichen auf Substanzen, die den angeregten Zustand 'A, von Sauerstoff deaktivie-
ren. Wenn angeregte Sensibilisatorzustinde deaktiviert werden, so wird dies im
Kontext klargestellt.

Fiir das Quenchen des ' A, - Sauerstoff kommen zwei unterschiedliche Prozesse
in Betracht. Chemisches Quenchen benutzt die Anregungsenergie des Sauerstoffs,
um die chemische Aktivierungsenergie fiir die Oxidationsreaktion des Quenchers
mit dem Sauerstoff zu iiberwinden. Nach diesem Prozef} liegt der Sauerstoff nicht
mehr molekular als Oy vor, sondern bildet mit dem chemischen Quencher ein
Oxid bzw. Peroxid. Dieser Vorgang ist einer der wesentlichen zelltétenden Me-
chanismen bei der Photodynamischen Therapie, bei der Zellbestandteile wie etwa
die Lipide der Plasmamembran als chemischer Quencher fungieren, also oxidiert
werden [WGD76]. Man spricht in diesem Falle von Lipidperoxidation.

Im Gegensatz dazu iibernimmt ein physikalischer Quencher lediglich die An-
regungsenergie des 'A, - Sauerstoff und 148t ihn chemisch unveréndert im elek-
tronischen Grundzustand 32; zuriick. In Losung wird die iibernommene Energie
vom Quencher iiblicherweise durch Stéfle mit den Losungsmittelmolekiilen ther-
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malisiert. In Gl. (2.2) bewirkt dies ein Anwachsen des Parameters K, d.h. die
Lebensdauer von *A, - Sauerstoff wird verkiirzt.

Der Mechanismus des physikalischen Quenchens ist vom Quencher abhéngig
und z.T. unbekannt. Denkbar sind Spinflip- Vorgéinge aller Art, da die Spinénde-
rung beim Ubergang der Sauerstoffzustinde A, — 32; wegen der Spinerhaltung
kompensiert werden muf3.

Im folgenden bezeichnet der Begriff Quencher, sofern nicht explizit anders
angegeben, stets eine Substanz, die den 'A, - Zustand von Sauerstoff physikalisch
deaktiviert.

In der Praxis ist die Unterscheidung zwischen chemischem und physikali-
schem Quencher flieflend, da Substanzen wie z.B. Histidin [B76] hiufig zu beiden
Vorgéingen in der Lage sind. Meist iiberwiegt jedoch einer der beiden Abliufe
stark gegeniiber dem anderen. Entsprechend wird die Charakterisierung der Sub-
stanz gewéhlt [B76].

Man beachte, dal nach dieser Definition die Relaxation des 'A, - Zustands
durch Stofle mit den Losungsmittelmolekiilen wie in Kap. 2.2 beschrieben eben-
falls einen Quench - Prozef} darstellt.

Die Stérke eines Quenchers ist gekennzeichnet durch seine Effizienz, die Rela-
xation von 'A, - Sauerstoff in den Grundzustand zu beschleunigen. Dabei spielen
Konzentration, Molekiil - und/oder Ionenbeweglichkeit sowie der Wirkungsquer-
schnitt eine Rolle. Ob spezifische Eigenschaften des Losungsmittels generell dar-
auf Einflufl haben, ist nicht eindeutig klar [B76]. In der Tat gibt es einzelne Quen-
cher wie z.B. das lodid-Anion I7, die ausschliefilich in protischen bzw. aprotischen
Losungsmitteln arbeiten oder aber dort jeweils entgegengesetztes Verhalten zei-
gen, also chemisches Quenchen im einen, physikalisches Quenchen im anderen
Losungsmitteltyp. Ein Losungsmittel heifit protisch, wenn seine Molekiile unter-
einander Wasserstoffkerne, also Protonen, austauschen kénnen. Ausschlaggebend
ist hierfiir die Polaritit des Stoffes. Wasser H,O, Ethanol H3C-CH,-OH und im
erweiterten Sinne auch schweres Wasser D,O (Deuteronenaustausch) beispiels-
weise sind protische Losungsmittel. Ist ein Losungsmittel zu Protonenaustausch
nicht in der Lage, so wird es als aprotisch bezeichnet. Hierzu zihlen natiirlich alle
Substanzen, die keine Wasserstoffkerne im Molekiil enthalten, z.B. Tetrachlorkoh-
lenstoff CCly, aber auch die meisten unpolaren, wasserstoffhaltigen Losungsmittel
wie etwa Benzol CgHg.

Ein quantitatives Maf fiir die Stérke des (physikalischen) Quenchers ist die
Quencher - Ratenkonstante kg, die definiert ist als die Anzahl von Quench- Pro-
zessen pro Konzentration in [(42)~!] und pro Sekunde [s7'], also in [(22)=!s~1].
Die Einheit [M%] wird auch als ,,Molar* bezeichnet und mit [M] abgekiirzt. Die
Grofle kg ist spezifisch fiir jede Substanz.

Zusitzlich gibt es die Rate K in [s7!], die mit der Ratenkonstante zusam-
menhiingt wie K = kg - [@] und mit der Lebensdauer 7 des 'A, - Sauerstoff
wie K = 1/7. Hierbei bezeichnet [@Q] die Konzentration des Quenchers in der
Losung, gemessen in [M] bzw. [mM] (milli- Molar), was im Kontext klargestellt
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werden mufl. Nimmt man die Raten der einzelnen Komponenten einer Lisung
nach [YB76] als additiv an, so ergibt sich als Summe fiir die beobachtbare Ge-
samtrate

Kges = Kim + kg - [Q] + K (weitere Komponenten) (2.3)

K bezeichnet die Rate des puren Losungsmittels. ,, Weitere Komponenten “ sind
beispielsweise Verunreinigungen in der Lésung, oder auch Bestandteile von Mi-
schungen von Losungsmitteln. Beimengungen von normalen in schwerem Wasser
z.B. erhohen K, betrichtlich. Sogar der Photosensibilisator selbst kann Einfluf}
auf den Zerfall von 'A, - Sauerstoff nehmen.

Damit eine Substanz die Bezeichnung Quencher erhélt, sollte sie die Wirkung
des puren Losungsmittels spiirbar iibertreffen. Man kann deshalb die Ungleichung

kQ . [Q] > Ky (24)

als 16sungsmittelabhéngige Definition fiir einen Quencher heranziehen [B76]. Fiir
das rein physikalische Quenchen existiert auflerdem ein oberer Grenzwert von
k3 =30 (usmM) ", den [B76] ohne néhere Erlduterung durch Diffusion erklirt.
Dies erscheint sinnvoll, denn Quenchen stellt einen Energieiibertrag dar, und
damit dieser stattfinden kann, miissen die agierenden Teilchen einen gewissen
Mindestabstand unterschreiten. Somit ist die maximale Quencherrate beschrinkt
durch die Teilchenbeweglichkeit im Losungsmittel. Da das Sauerstoff - Molekiil i.a.
deutlich beweglicher ist als die wesentlich gréfleren Sensibilisatormolekiile, stellt
dessen Beweglichkeit den begrenzenden Faktor dar.

2.4 Verwendete Substanzen

2.4.1 Der Sensibilisator Photofrin

Photofrin (Sanofi, New York, USA) ist bislang (Stand Mai 2001) in Deutschland
als einziges Medikament fiir die PDT zugelassen. Es ist kein chemischer Reinstoff,
sondern ein Gemisch von Oligomeren, die gebildet werden aus bis zu acht Porphy-
rinringen, die iiber Ether- und Esterbriicken miteinander verbunden sind (siehe
Abb. 2.2). Uber die prozentualen Anteile der einzelnen Oligomeren, weder als
Gewichts - noch als Teilchenzahlverhiltnis, gibt es leider keine Angabe [Phf98§].
Photofrin-I und die chemisch sauberer gereinigte Variante Photofrin-II (das
Medikament Photofrin ist Photofrin-II) sind bestimmte Variationen des Hima-
toporphyrinderivats (HpD), daf§ erstmals 1960 von Dr. S. Schwartz aus der Sub-
stanz Hamatoporphyrin (Hp) synthetisiert wurde [PT86]. Verschiedene Abarten
des Derivats kommen durch leicht unterschiedliche Herstellungsverfahren zustan-
de. Es wurde nachgewiesen, dafi die Wirksamkeit von Photofrin bei der PDT iiber
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Abb. 2.2: Strukturformel des Oligomerengemischs Photofrin nach [Phf98]

die Anregung von 'A, - Sauerstoff (sog. Typ II- Reaktion, vgl. Kap. 7.2) lduft und
nicht {iber die Erzeugung freier Radikale (Typ I) [K84], [PT86].

Porphyrine, von denen Photofrin ein Abkémmling ist, haben typischerweise
Triplettlebensdauern (T;) von mehreren hundert us in Wasser [RJ88]. Die Le-
bensdauer des T, -Zustands von Photofrin in reinem, nahezu sauerstofffreiem
D50 wurde in dieser Arbeit zu 7, = (143 4+ 8) us bestimmt (vgl. Kap. 4.4). Sau-
erstoff im Grundzustand 32; reduziert diese Lebensdauer durch einen bimoleku-
laren Quench - Prozef§ nach Gl. (2.1) so stark, dafl wegen der langen intrinsischen
Lebensdauer des Triplett - Zustands in luftgeséttigten wilrigen Lésungen etwa
98% der T, - Zusténde durch Sauerstoff gequencht werden [RJ88].

Die Nicht - Reinheit von Photofrin im chemischen Sinne erschwert die modell-
theoretische Erfassung dieses Farbstoffs. Man weifl nicht, ob alle Komponenten
das Anregungslicht gleichermafien absorbieren. Auch kann man nicht sagen, wel-
che der Komponenten fiir den Energieiibertrag auf den 'A, - Sauerstoff zusténdig
ist [K84]. Moglicherweise sind es mehrere, aber mit verschiedenen Ratenkon-
stanten. Es ist ebenfalls denkbar, dafl die absorbierte Lichtenergie erst einmal
Uberginge zwischen verschiedenen Photofrinkomponenten durchlaufen mu8, be-
vor sie den Sauerstoff erreicht.

Aufgrund dessen kann man fiir die Energieiibertragsratenkonstante k75 vom
T, - Zustand auf den Sauerstoff nur einen quasi ,effektiven* Wert (siehe unten)
iiber das bestimmbare Produkt k7o Np (vgl. Kap. 2.5) angeben, da man keine
prézise Teilchendichte Np angeben kann. Man kann natiirlich auch nicht entschei-
den, welche der Komponenten fiir das Quench- Verhalten von A, - Sauerstoff
durch Photofrin zustindig ist [K84]. Es ist eher wahrscheinlich, daf es ein ande-
res Oligomer ist als dasjenige, das bevorzugt 'A, - Sauerstoff generiert. Letzteres
wird hauptverantwortlich fiir die Kopplung der Zusténde T; von Photofrin und
'A, von Sauerstoff sein, wobei T denjenigen Zustand der zusténdigen Kompo-

nente bezeichnet, die eben Energie auf ' A, - Sauerstoff iibertréigt. Man miifite also
)

strenggenommen zwischen (mindestens) zwei verschiedenen Teilchendichten N 1(31
fiir ' A, - Sauerstoff - Generierung und N 1(32) fiir das Quenchen von 'A, - Sauerstoff
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unterscheiden. Es sind aber iiberhaupt keine Teilchendichten fiir die einzelnen
Komponenten bekannt, nicht einmal Verh&ltnisse, darum benutzt man der Ein-
fachheit halber ein einziges Np, das leider unbekannt bleibt, und verrechnet die
verschiedenen Effektivitéiten der Vorginge stillschweigend in die Ubertragsraten-
konstanten kap und kar, da die Produkte kap Np und ka7 Np bestimmbar sind
(siehe Kap. 2.5).

Es ist nachgewiesen, dafl Photofrin dhnlich wie viele andere Photosensibili-
satoren [TGW84] selbst 'A, - Sauerstoff quencht (kap > 0), also einen physi-
kalischen Quencher darstellt [THE88]. Von der genannten Problematik mit der
Photofrin - ,, Teilchenzahl“ Np ist wie erwidhnt auch kap betroffen. So ist kap
mit den anderen Quencherratenkonstanten kaq fiir z.B. Natriumazid leider nicht
direkt vergleichbar.

Die Quantenausbeute an A, - Sauerstoff von Photofrin-I ist mit 5 = 0, 36 in
H50O angegeben. Fiir Photofrin-II konnte kein Wert gefunden werden, doch diirfte
er hochstens geringfiigig von dem genannten abweichen. Die iiber alle Oligomere
gemittelte molare Masse von Photofrin wird abgeschéitzt zu Mpy, > 30001\%01
[PT86]. Das Himatoporphyrin, das letztlich nichts anderes ist als ein einzelner
Porphyrin - Ring mit entsprechenden funktionellen Gruppen, besitzt eine molare
Masse von My, = 598, 7 3&; [THESS].

Geht man von einer mittleren molaren Masse von M = 3000 &5 fiir Photofrin
aus, so kann man abschéitzen, daf eine Einwaage von 200 pg/ml Photofrin in die
Lésung in etwa einer Teilchendichte von etwa Np = 67 uM entspricht. Rechnet
man zuriick auf die Lésungsmenge 1 ml, so liegt die Photofrin - Teilchenzahl in
Losung bei 200 pg/ml bei 0,067 puMol = 4 - 10 Teilchen.

2.4.2 Der Quencher Natriumazid

In protischen und damit insbesondere auch wifirigen Losungsmitteln stellt das
Azid- Anion Nj einen physikalischen Quencher fiir 'A,-Sauerstoff dar [B76].
Wegen seiner Effizienz, d.h. seiner groflen Quencherratenkonstante wird es oft als
Nachweismittel fiir ' A, - Sauerstoff benutzt. Es ist jedoch zu beachten, daff es in
Konzentrationen c¢g > 100 mM auflerdem die Singulett- und Triplettzustdnde
von Photosensibilisatoren quenchen kann. Wegen seiner hohen chemischen Reak-
tivitit ist zu erwarten, dafi das Azid, gerade unter Laserbeschufl (Aktivierungs-
energie), chemische Reaktionen mit dem Sensibilisator eingehen kann. Chemische
Reaktionen mit dem Sauerstoff sind nicht zu erwarten [B76].

Verwendet wird es wegen der guten Loslichkeit als Natriumazid NaN3. Wegen
seiner hohen Toxizitdt kann es in vitro und in vivo nur in Konzentrationen bis
zu 50 mM eingesetzt werden.

Die molare Masse von Natriumazid berdigt M = 65,01 32&; [FR98]. Seine Ra-
tenkonstante fiir das Quenchen von 'A, - Sauerstoff betrigt kg = 0,58 (usmM)~!
in Wasser [WR95], [K98]. Abb. 2.3 zeigt die Strukturformel des sehr einfach auf-
gebauten Azid - Anions.
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Abb. 2.3: Strukturformel des Azid - Anions Ny

2.4.3 Der Radikalenfinger Mannitol

Mannitol (chemische Bezeichnung nach IUPAC: 1,2,3,4,5,6 - Hexahydroxyl - Iso-
hexan) ist seit langem als sogenannter Radikalenfinger bekannt, also als ein Stoff,
der bevorzugt mit freien Radikalen wie z.B. OH" oder O; reagiert und diese de-
aktiviert [AMB88]. Da die Radikale mit Mannitol schneller reagieren als mit
den meisten anderen Substanzen, bewirkt die Anwesenheit von Mannitol einen
Schutzeffekt fiir Materialien, die Radikalen ausgesetzt sind. Sowohl physikalische
als auch chemische Reaktionen mit Singulett - Sauerstoff sind nicht bislang be-
kannt, folglich stellt Mannitol in Bezug auf ' A, - Sauerstoff keinen Quencher dar.

H,— C—OH
HO_C|I_H
HO_(L_H

H_(|3_OH

H_(:Z_OH

H;,—— C——OH

Abb. 2.4: Strukturformel von Mannitol nach [M93]

Im Rahmen der PDT ist Mannitol von Interesse, da durch alternative Verwen-
dung in vitro von Mannitol und Natriumazid (vgl. Kap. 2.4.2) entschieden werden
kann, ob 1Ag-Sauerstoﬂ (Typ II) oder aber andere reaktive Sauerstoff- Spezies
wie etwa Oy (Typ I) der ausschlaggebende Faktor bei der Tumorzelltétung sind
(vgl. Kap. 7.2).

Zusétzlich gilt es abzukldren, ob nicht vielleicht doch, wenn auch in gerin-
gem Mafle, der 'A,-Zustand von Sauerstoff gequencht wird. In der Literatur
ist hieriiber nichts bekannt, folglich ist seine Ratenkonstante beziiglich Quenchen
von 'A, - Sauerstoff kleiner als diejenige von schwerem Wasser D20, vgl. GL. (2.4)
und [K98|.
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Die molare Masse von Mannitol betrdgt M = 182,17 & [FR98]. Abb. 2.4
zeigt die Strukturformel von Mannitol.

2.4.4 Das Lisungsmittel schweres Wasser

Als Losungsmittel fiir die Substanzen wurde schwerem Wasser (Deuteriumoxid,
D,0, in der Literatur oft auch als 2H,O bezeichnet) gegeniiber normalem Wasser
(Ho0) der Vorzug gegeben. Dies ist fiir Zellen in Suspension eigentlich eine un-
physiologische Umgebung, denn menschliches Gewebe enthilt praktisch nur reines
H,0. Der Anteil an D50 in natiirlichem Wasser betriigt im Mittel 0,015 Mol-%
[FR98]. Doch aufgrund der hoheren Lebensdauer des 'A, - Sauerstoff von etwa
Ta = (61 £ 8) us in reinem D50 anstelle von 7o = (3,74 0,5) us in reinem HyO
[WHR95] fiel die Entscheidung so aus. Die Hauptvorteile sind, da man deshalb
mehr Lumineszenzsignal erwarten und bei der hoheren Lebensdauer die lebens-
dauerverkiirzenden Effekte der Quencher in den verschiedenen Konzentrationen
empfindlicher beobachten kann.

Zudem liegt die Lebensdauer von 'A, - Sauerstoff in DO vom Zahlenwert
her weiter entfernt von der Triplettlebensdauer in Lésung K ~ 2 us je nach
Losungskomponenten (vgl. Kap. 2.5 und Kap. 4) als bei HyO. Dies erlaubt eine
klarere Zuordnung der gemessenen Phinomene.

D,O wirkt fiir viele Organismen und Zellkulturen auf Dauer toxisch, da auf-
grund einiger verénderter physikalischer Parameter gegeniiber HoO normale che-
mische Reaktionsgleichgewichte des Organismus soweit verschoben werden, dafl
der Stoffwechsel gehemmt wird. Jedoch sind nicht alle Zelltypen hierauf emp-
findlich [FR98]. Die HT-29- Zellen, die in dieser Arbeit verwendet wurden (vgl.
Kap. 7.3.1 bzw. [SKS96]), kamen mit dem D-O fiir die Dauer der Inkubation und
der Messung gut zurecht, sie haben diese Behandlung bis zur Bestrahlung mit
Licht iiberlebt.

Der Absorptionskoeffizient von D;O betriigt ap,0 = 0,14 cm™! bei der De-
tektionswellenldnge Ax = 1270 nm und ist deutlich geringer als der von HoO mit
ag,0 = 0,54 cm~!. Es wird hier also weniger Lumineszenzsignal vom Lsungs-
mittel selbst absorbiert, was die detektierbare Intensitit des ohnehin Huflerst
schwachen Signals erh6ht. Die genannten Werte fiir die Absorptionskoeffizien-
ten wurden vor Ort mit einem Spektralphotometer (Firma Beckmann, Modell
Acta IV) gemessen.

Die molare Masse von schwerem Wasser betrégt M = 20,03 3£ [FR98]. In
schwerem Wasser betriigt die Lebensdauer von 'A, - Sauerstoff 7o = (61 & 8) pus
[WHR95], was einer Quencherrate von K72 = (0,016 4 0,002) us~' entspricht
[vgl. GL (2.3)].
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2.5 'Theoretisches Modell der Singulett - Sauerstoff - Relaxation

Um die in einer Losung von Sensibilisator und Quencher bei Laseranregung ab-
laufenden Vorginge zu erkliaren, mufite ein Modell gefunden werden, in dem die
betroffenen Niveaus der beteiligten Substanzen und die Energieiibertrige zwi-
schen ihnen in Verbindung gebracht werden. Abb. 2.5 zeigt die Vorstellung, die
der Deutung der in dieser Arbeit gefundenen Meflergebnisse zugrunde liegt.

Ausgangspunkt ist ein einfaches Niveauschema, das erstmals in [PS84] be-
schrieben wurde und seither quasi das Standardmodell fiir relaxierenden 'A, -
Sauerstoff darstellt. Dieses Modell enthélt urspriinglich nur den Energieiibertrag
vom Farbstofftriplett T; zum Sauerstoff (Ratenkonstante kra in Abb. 2.5). Es
wurde erweitert um den Riicktransfer der Energie vom 'A, - Niveau des Sauer-
stoffs zum Farbstofftriplett T; (Ratenkonstante ka7). Dadurch tritt eine Kopp-
lung dieser beiden Niveaus auf. Die Kopplung hat spiirbare Auswirkungen auf
das Aufbau- und Abklingverhalten des beobachtbaren Lumineszenzsignals von
1Ag— Sauerstoff, die ohne diese Kopplung nicht erklarbar sind.

S1
A
| kTA
T1 \ NA 1
| NT \ A
=2 | k g
=5 AT
@ ]
9 : * *
c K k k k K
< | T TQ AP AQ A
N / N N
! Y | Y ]
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Photofrin Quencher Sauerstoff 9

Abb. 2.5: Niveauschema, der zugrundeliegenden Modellvorstellung; Erkldrung siehe
Text

Gelostes Photofrin wird durch einen Laserpuls in den S, - Zustand angeregt.
Von dort gelangt gemafl Kap. 2.1 ein Teil der Energie in den T, - Zustand. Dies
sei die Ausgangssituation fiir die folgenden Annahmen und Uberlegungen.

Die Symbole N bezeichnen Teilchendichten, die K* Ubertragsraten und die &
Ubertragsratenkonstanten. Die Indices P, Q und O stehen fiir Photofrin, Quen-
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cher und Sauerstoff, die Indices 7" und A fiir den Triplett - Zustand von Photofrin
und den 'A, - Zustand von Sauerstoff.

So bedeutet Np die Teilchendichte der Photofrin -, Molekiile“, was insofern
nicht korrekt ist, als Photofrin kein Reinstoff sondern ein Oligomerengemisch ist
(vgl. Kap. 2.4.1). Man weif} nicht, welche seiner Komponenten fiir die Generie-
rung von 'A,-Sauerstoff zustindig ist. Hier ist mit Np die Teilchendichte der
diesbeziiglich aktiven Molekiile gemeint. Ny kennzeichnet die Teilchendichte der-
jenigen dieser aktiven Molekiile, die sich im angeregten T, -Zustand befinden.
Man darf in den Gleichungen, die das Modell beschreiben, die Anzahl Np der
Farbstoffmolekiile im Grundzustand mit der Gesamtzahl gleichsetzen, da stets
Np << Np gilt. Dies kann man abschétzen aus der Anzahl von Photonen, die
der Anregungslaserpuls enthélt. Bei der in dieser Arbeit iiberwiegend benutzten
Anregungspulsenergie von Fy = 24 uJ (vgl. Kap. 3.4) treffen nach der Gleichung
Ep =n- % etwa n = 6,4-10'3 Photonen der Wellenléinge A = 532 nm auf die
Losung (h Planck - Konstante, ¢ Vakuum - Lichtgeschwindigkeit). Nach Kap. 2.4.1
weifl man, daf diese Zahl um drei Gréenordnungen geringer ist als die geschétzte
Anzahl Np der Farbstoffmolekiile in 1 ml Losung, die bei einer typischen Pho-
tofrinkonzentration von 200 ug/ml etwa Np = 4 - 10'® Teilchen betrégt. Selbst
wenn also alle Photonen verlustfrei absorbiert wiirden und jedes angeregte Pho-
tofrinmolekiil in den Triplettzustand gelangen wiirde (was natiirlich beides nicht
der Fall ist), so wire immer noch Ny << Np.

Np ist die Teilchendichte der Sauerstoff- Molekiile insgesamt, Ny die Dichte
der Sauerstoffmolekiile im Grundzustand 32; , und Np die Dichte der angereg-
ten 'A,-Sauerstoff- Molekiile. Es gilt No = Ny, + Na = konst, solange kein
Vorgang beteiligt ist, der Sauerstoff verbraucht. Man nimmt an, daf§ die Gesamt-
teilchendichte an Sauerstoffmolekiilen Ny stets grof ist gegeniiber der Dichte der
angeregten 'A, - Molekiile, No << Np. Somit kann man Ny = Ny als Kon-
stante betrachten. Bei geringen Anregungspulsenergien ist dies gewéhrleistet, da
sich bei einer Sauerstoffkonzentration von 100% LS, also der Luftsittigungskon-
zentration von Sauerstoff in Wasser bei Laborbedingungen (siehe Kap. 3.3), in
1 ml D,O etwa No = 1,5 - 107 Teilchen befinden. Dies errechnet sich aus der
Luftsittigungskonzentration von Sauerstoff in HyO bei der Temperatur 7" = 23°C
und einen Luftdruck von p = 963 hPa, die céf ~ 8 7% betrigt [OS83], und der
molaren Masse von Sauerstoff Mo, = 32 3£ [FR98]. Die genannte Anzahl fiir
No ist um vier Gréflenordnungen héher als die Zahl der anregenden Photonen n.
Hinzu kommen Verluste durch Streuung und Absortion und Triplettausbeute von
Photofrin, so dal die Anschitzung Na << Np bei Luftsittigungskonzentration
gut erfiillt sein diirfte.

Die beiden vorangegangenen Nédherungen werden u.a. deshalb gemacht, da-
mit die unten aufgefiihrten Differentialgleichungen zur Beschreibung des Modells
analytisch l6sbar und so leichter auswertbar werden.

Ng markiert die Teilchendichte der Quencher - Molekiile.

K7 symbolisiert die Rate der Relaxation des T;-Zustands des Farbstoffs
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durch Loésungsmittelmolekiile und strahlend. K} bedeutet die Rate der Rela-
xation von 'A,-Sauerstoff im puren Lésungsmittel. Die strahlende Relaxation
spielt fiir die Deaktivierung von 'A, - Sauerstoff keine Rolle und wird in den Ra-
tengleichungen vernachldssigt.

Mit der Ratenkonstante kra wird der Energieiibertrag vom Farbstofftriplett-
zustand zum Sauerstoff bezeichnet. Es wird zusétzlich angenommen, daf} die ener-
getische Lage der Niveaus Ty des Farbstoffs und 'A, von Sauerstoff sehr dhnlich
sind. Deshalb mufl man einen nennenswerten Riicktransfer an Energie von 'A, -
Zustand vom Sauerstoff zum T, - Zustand des Farbstoffs in Betracht ziehen. Die-
ser wird mit der Ratenkonstante kar im Modell beriicksichtigt. Je nach dem, wie
dghnlich kA und ka7 sind, herrscht eine mehr oder weniger starke Kopplung zwi-
schen den beiden Niveaus der zwei Substanzen. Dies ist die wesentliche Neuerung
gegeniiber dem Standardmodell [PS84].

Die Ratenkonstanten kag und krg bezeichnen den Einflul des Quenchers auf
die Relaxation des jeweiligen angeregten Zustands. Sie sind quencher - spezifisch
und stellen ein Ma$ fiir die Stirke des Quenchers dar (vgl. Kap. 2.3). Auch Pho-
tofrin selbst, bzw. eine oder mehrere seiner Komponenten, zeigt ein immanen-
tes Quench - Verhalten von 'A, - Sauerstoff [THE88], das nichts mit dem Ener-
gieriickiibertrag ins Triplett zu tun hat, also von ka7 unabhéngig ist. Dies ist mit
der Ratenkonstante kap beriicksichtigt.

Formuliert man aus diesen Gegebenheiten (Abb. 2.5) Differentialgleichungen
fiir das zeitliche Verhalten der Besetzungen N7 und Ny, so erhélt man die beiden
folgenden gekoppelten linearen Differentialgleichungen

dNp

— =~ (Kj + kraNo + krqNg) Nr + kar NpNa (2.5)

und

dNa
dt

Zur Vereinfachung fiihrt man folgende Abkiirzungen ein:

= — [KZ + (kAP + kAT) NP + kAQNQ] NA + ]{JTAN()NT (26)

KT - K;—v + kTANO + kTQNQ (27)

und

Ka = KX + (kap + kar)Np + kagNo (2.8)

K7 und KA bezeichnen die Gesamtrelaxationsraten vom T, - Zustand des Farb-
stoffs und von 'A, - Sauerstoff und diirfen nicht verwechselt werden mit den ge-
sternten Groflen K7 und K3, die sich im wesentlichen auf das Quenchen durch
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das Losungsmittel beziehen (siehe oben), sowie mit den Gréflen K. und K\ aus
Gl. (2.1), die die Quantenausbeute ® definieren.

Differenziert man Gl. (2.6) nach der Zeit ¢, so erhélt man einen Ausdruck, in
dem die GroBe YT auftritt. An dieser Stelle kann man Gl. (2.5) einsetzen und

dt
erhilt nach einigen Umformungen die Gleichung

N
dt?

dN
+ (Ka + K7) d—f + (KaK7r — kraNo karNp) Na = 0 (2.9)

Dieser Ausdruck weist formale Aquivalenz mit der Schwingungsdifferentialglei-
chung des geddmpften harmonischen Oszillators auf. Dem entsprechend kann
man sich an die Losung von Gl. (2.9) machen. Mit dem Ansatz

NA ~ 6_/&

erreicht man fiir die ,,Abklingraten® 3, » den Ausdruck

1
Bia=3 [KT + Ka £+ /(K7 — Ka)? + 4kraNo karNp (2.10)

Formal verhilt sich die Besetzung des 'A, - Sauerstoff wie die Auslenkung eines
stark iiberdimpften Oszillators. Es gibt zwei Losungen fiir 5, die der Anstiegs-
und Abklingrate der Besetzung des 'A, - Zustands entsprechen. Der Term

kraNo karNp =: Kz (2.11)

bestimmt die Kopplung zwischen dem T, - Zustand des Photofrin und dem 'A, -
Zustand von Sauerstoff. Mit dieser Abkiirzung zeigt sich die Bestimmungsglei-
chung der Abklingraten als

1
ﬂ1,2:§ |:KT+KA:|:\/(KT—KA)2+4K%A (2.12)

Fiir die Besetzung N des 'A, - Sauerstoff setzt man an

Na(t) = Ae™Ptt 4 Be=P2! (2.13)

Die Parameter A und B folgen aus den Anfangsbedingungen
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Die Grofle N2 fiir die Startbesetzung des Farbstoff- Triplettzustands T hiingt
von der Energie des Anregungspulses und der Absorption der Farbstofflosung ab.
Als Losungen der Differentialgleichungen (2.5) und (2.6) ergeben sich so

Ny

_ _ e—ﬁlt A — 26—/3215 )
Nr(t) = 5——% (B = Ka)e™™" + (Ka — By)e™'] (2.14)

fiir die Besetzung des T - Zustands von Photofrin und zu

N? N,
M) = S5

fiir die Besetzung des 'A, - Zustands von Sauerstoff. Das im Experiment beob-
achtete Lumineszenzsignal ist proportional zu Na(t). Abb. 2.6 zeigt exemplarisch
einen realistischen Graphen fiir Gl. (2.15) als durchgezogene Linie.

(e7Pt — e7P1t) (2.15)

=
Ol\)

Besetzung N A (t) [w.E.]

| \ | \ | \ | \ | B e
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Zeitt[us

0 \ \ \ \
10
0

Abb. 2.6: Besetzung Na des 'A; - Zustands als Funktion der Zeit nach Gl. (2.15) unter
Verwendung der Ratenkonstaten nach Tab. 4.1 (durchgezogene Linie), hier
ohne Quencher, kag = 0. Die gepunktete Linie zeigt dieselbe Kurve, wie sie
ohne Kopplung vom ' A, - Sauerstoff an den T, - Zustand des Sensibilisators,
K2, =0, verlaufen wiirde bei ansonsten identischen Parametern.
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Fiir 5; > [ bestimmt 3; das Anstiegs- und S5 das Abklingverhalten der Me83-
kurve. Sie konnen mit einem Fitprogramm aus den experimentell gewonnenen
Kurven bestimmt werden. 2 kann auch in guter Ndherung aus dem Abklingen
bei langen Zeiten (3t >> 1) bestimmt werden.

Zusatzlich ist in dieser Abbildung als gestrichelte Linie mit eingezeichnet,
wie sich Na(t) hypothetisch verhalten wiirde, wenn in Gl. (2.12) K%, = 0
ware, d.h. wenn keine Kopplung existierte. Alle anderen Parameter blieben dabei
unverindert. Man sieht, daff die Besetzung Na(t) ohne die Kopplung deutlich
schneller abklingt als mit der Kopplung. Um dies zu verstehen, mufi man das
gekoppelte System aus 1Ag— Sauerstoff und T - Photofrin betrachten. Durch k7a
und kar kann Energie zwischen diesen beiden Zusténden hin und her iibertragen
werden und dem gekoppelten System entweder durch Relaxation des Sauerstoff
in den Grundzustand, beschrieben durch K7, oder durch Relaxation des Triplett-
zustands von Photofrin in den Grundzustand Sy, beschrieben durch K7, entzogen
werden. Da aber K} < K} ist, bedeutet die Kopplung eine effektive Verlénge-
rung der Lebensdauer des 'A,-Zustands von Sauerstoff, da er durch den Hin-
und Riicktransfer seine Energie in dem léngerlebigen Triplett - Zustand des Sen-
sibilisators quasi zwischenspeichern kann.

Die Kopplung bewirkt also eine hohere Lebensdauer von Singulett - Sauerstoff
und vergréfertdadurch sowohl die Ausbeute als auch die Reichweite dieser reak-
tiven Sauerstoffspezies. Dieser Umstand ist fiir die Photodynamische Therapie
interessant, da hier eben diese beiden Aspekte, Ausbeute und Reichweite von
'A, - Sauerstoff, von essentieller Bedeutung bei der Zelltétung sind. Es bedeu-
tet, daf§ Farbstoffe, deren Triplett-T; - Niveau stark an den 'A,-Zustand des
Sauerstoffs koppelt, als Sensibilisator vorteilhaft sind gegeniiber Farbstoffen mit
schwicherer Kopplung.

Abb. 2.7 zeigt ein realistisches Beispiel fiir den Verlauf der beiden Raten
B1(No) und Ba(Np) iiber der Sauerstoffkonzentration Ny. Die Sauerstoffkon-
zentrationsabhiingigkeit der beiden 8 kommt durch K7(Np) nach Gl. (2.7) und
K%, (No) nach GI. (2.11) zustande.

Ohne die Kopplung durch kra und kar [K%, = 0] ergibt sich formal aus
Gl. (2.10), da8 9% = K7(Np) und B9¥ = KA. Der hochgestellte Index OK be-
deutet ,,ohne Kopplung“. Diese Gréflen sind in Abb. 2.7 durch gepunktete Linien
dargestellt. Da aber nach Gl. (2.15) immer die kleinere Rate das Abklingverhal-
ten des Lumineszenzsignals bestimmt, ist bis zum Schnittpunkt 39K = B9X die
Rate 89K die Abklingrate, danach S9X.

Eine nichtverschwindende Kopplung K2, # 0 bewirkt nun, daf sich 5; und
32 nicht im Punkt 9K = 89X bzw. K = Ka schneiden, sondern daf§ es zu einer
Aufspaltung (,,avoided crossing“) kommt (durchgezogene Linien in Abb. 2.7).
Auflerdem bewirkt sie, daf sich [, fiir eine Sauerstoffdichte, die gréfler als die
Luftsittigungsdichte ist, No > N5 nicht K, annihert sondern einem tiefer
liegenden Wert, und (; nicht K7 sondern einem ebenso weit dariiberliegenden
Wert, der durch die Stérke der Kopplung bestimmt ist [sieche unten, Grenzfall
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Abb. 2.7: Die mefibaren Raten ;1 und (9 iiber der Sauerstoffkonzentration Np nach
Gl. (2.10) mit realistischen Zahlenwerten (vgl. Tab. 4.1) fiir die eingehenden
Parameter. N(%S bezeichnet den Punkt luftgesittigter Sauerstoffkonzentrati-
on (siehe Kap. 3.3). Die Quencherkonzentration ist hier Ng = 0 gesetzt. Die
gepunkteten Linien bezeichnen K7 und KA.

unter (3)].

Fiir eine quantitative Bestimmung der Raten und Ratenkonstanten von [;
und [, diskutiert man folgende Ndherungen und Grenzfille, immer Eingedenk
der Tatsache, dal 5; und [, die der Messung zugénglichen Gréflen sind:

1. Annahme: kg = 0, d.h. der T;-Zustand von Photofrin wird nicht ge-
quencht.

In [B76] wird angegeben, dafi Natriumazid bis hin zu Konzentrationen
von 100 mM bevorzugt den 'A, - Sauerstoff quencht, dagegen den Triplett -
Zustand von Sensibilisatoren i.A. nicht quencht. Photofrin wird hierin aller-
dings nicht explizit erwdhnt. In der vorliegenden Arbeit wurden Natriuma-
zid - Konzentrationen lediglich bis 2 mM verwendet. Deshalb macht es Sinn,
die Wirkung des Quenchers auf den T - Zustand von Photofrin gegeniiber
der Quencher - Wirkung auf A, - Sauerstoff zu vernachliissigen. Die Mes-
sungen miissen zeigen, ob diese Annahme gerechtfertigt ist.
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2. Grenzfall: No — 0, sieche Abb. 2.7

Bestimmung von K7 und KX.

Betrachtet man das System im Falle verschwindender Sauerstoffkonzentra-
tion, so ergeben sich im Limes die Werte 32 = K3 nach Gl. (2.7) und (2.10),
also die Triplettrelaxationsrate ohne Sauerstoffiibertrag, und f; = K nach
Gl. (2.8) und (2.10).

Man darf hier die zugrundeliegeliegende N&herung Na << Ng nicht ver-
gessen. Doch zusammen mit Nop — 0 geht natiirlich auch No — 0 und
zuséitzlich schwindet der EinfluB von Np in den GI. (2.7) und (2.10). Des-
halb ist die Betrachtung No — 0 dennoch von Wert.

Es liegt in der Natur der Dinge, dafl bei No — 0 das detektierbare Signal
von 'A, - Sauerstoff ebenfalls verschwindet. Man kann allerdings aus den
Mefldaten bei geringen Konzentrationen auf Null extrapolieren. Fiir Np = 0
kann experimentell méglicherweise die Triplett - Lumineszenz nachgewiesen
werden, da Et, & Eia, ist, was durch die blofle Existenz der Kopplung
erwiesen ist (vgl. Kap. 4).

. Grenzfall: No > N5, siche Abb. 2.7

: 2
Bestimmung von K7,.

Der Luftsittigungswert fiir Sauerstoff in der Losung betriigt N5 = 91% LS
(sieche Kap. 3.3). Unter Verwendung der in Kap. 4 bestimmten Zahlenwer-
te fir K}, kra und karNo kann man zeigen, dafl fiir Nop > Ngs gilt:
kraNo >> K5, Kr >> Ka und Kr >> 2 - Kra. Damit erhilt man aus
Gl. (2.10) n#herungsweise f; ~ Kr + TTA und By ~ Ka — %TTA (siehe
Abb. 2.7).

Hier sieht man deutlich, dafl bei hohem No B # K ist! Vielmehr ist die

MeBgréBe B, gegen Ka um den Wert 514 w2 (fiir No >> N5%) zu kleineren
Raten hin verschoben. Die Kopplung der genannten Niveaus bewirkt also
eine groffere Lumineszenz - Abklingdauer 7 =1/, von 'A, - Sauerstoff.

Diese Tatsache konnte die Vielzahl an Werten erklidren, die die Litera-
tur fiir die Lebensdauer von 'A,-Sauerstoff in schwerem Wasser bietet
[WHR95]. Soweit bekannt wurde in der Literatur immer versucht, bei direk-
ten Nachweismethoden eine moglichst hohe Sauerstoffkonzentration (oder
mindestens Np ~ N5%) zur Maximierung der schwachen Lumineszenz zu
erzielen. Dies stimmt mit dem hier betrachteten Grenzwert uberein. Die
der Messung zugéngliche Grofle ist danach aber gy = Ka — KLTA, nicht

K selbst. Die kopplungsbedingte Differenz % zwischen (5 und K, ist

Substanz - spezifisch. Bei jedem Farbstoff hat der Ty - Zustand eine andere
energetische Lage und damit gegeniiber ' A, - Sauerstoff einen anderen ener-
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getischen Abstand. Somit ergibt sich je nach Farbstoff und dessen Konzen-
tration [Quenchen von lAg— Sauerstoff durch den Sensibilisator, kapNp in
Gl. (2.8)] und u.U. je nach Mefimethode ein anderer Wert fiir die vermeint-
liche Abklingrate KA, die in Wahrheit nach dem hier beschriebenen Modell
(s ist. Noch komplizierter wird die Situation bei indirekten Nachweismetho-
den, wo zusétzlich beigemengte Indikatorsubstanzen durch weitere mogliche
Kopplungen oder 1Ag—Sauerstoff - Verbrauch 3, und K weiter gegenein-
ander verschieben (zu Sauerstoffverbrauch siehe auch Abschnitt 2.6).

Die Erkldrung der unterschiedlichen 'A, - Lebensdauern in der Literatur
durch dieses Modell geht also noch weiter als diejenige in [TGW84], wo
zwar auf die Quencherwirkung des Farbstoffs selbst im Sinne eines kap
eingegangen wird, aber noch keine Kopplung iiber £ und ka7 besprochen
wird.

4. Variation der Farbstoffkonzentration Np
Bestimmung von K} und kap.

Wiéhlt man eine konstante, geniigend hohe Sauerstoffkonzentration im Sin-
ne des Grenzfalls 3 und variiert die Farbstoftkonzentration Np ohne Quen-
cher, so kann man K als Achsenabschnitt von (3, iiber Np bestimmen, da
zusammen mit Np auch %TTA wegen K%, ~ Np gegen Null geht, und damit
B2 — KX (siehe Gl. (2.8) mit Ny = 0 und Annahme unter 3).

Die Steigung der Funktion [B9(Np) liefert bei geniigend kleinen Np den
Wert fiir kap [und nicht (kap + kar)]. Dies ist auf den ersten Blick nicht
einsichtig und muf} im Detail aus Gl. (2.10) mit Np — 0 berechnet werden.

5. Variation der Quencherkonzentration Ng
Bestimmung von kag.

In Gl. (2.6) geht die Quencherkonzentration Ng linear ein. Somit kann man
durch Variation von Ny iiber die Messung von f( (Abklingverhalten) bei
konstantem No und Np die Grole kag bestimmen aus dem linearen An-
stieg von [, bei geringen Quencherkonzentrationen Ng < 0,25 mM (siehe
Abb. 2.8).

Zusammenfassend kann man sagen, daf} sich aus den 5, und S unter verschie-
denen Mefibedingungen die relevanten Parameter des Modells ermitteln lassen.
Alle k£, K und K* sind durch Fits von §(Np), B(Ng) und S(Np) bestimmbar.

In der Praxis besteht jedoch das folgende Problem: Die Groéfle Np bleibt un-
bekannt, da die Gemischnatur von Photofrin eine genaue Kenntnis von Np trotz
definierter Beigabe in pug/ml verwehrt (vgl. 2.4.1). Eine Teilchendichtenanga-
be von Np in mM ist unmdglich, deshalb kann man auch ka7 und kap nur in
[(us pg/ml) ™1 als effektive Werte mit gemessener Massenkonzentration angeben,
nicht jedoch in [(usmM)™!], bezogen auf Teilchendichten wie bei Natriumazid
und Sauerstoff.
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Abb. 2.8: Die mefibaren Raten (; (obere durchgezogene Linie) und f2 (untere durch-
gezogene Linie) iiber der Quencherkonzentration nach Gl. (2.10) mit reali-
stischen Zahlenwerten (vgl. Tab. 4.1) fiir die eingehenden Parameter. Die
gepunkteten Linien bezeichnen K7 und KA.

2.6 Erweiterung des Modells um chemisches Quenchen

In Kap. 2.5 wurde das Verhalten von 'A,-Sauerstoff in Losungen ausfiihrlich
besprochen. Man kann mit dem dargelegten Modell alle Vorgéinge beschreiben,
bei denen die Gesamtzahl der Sauerstoffmolekiile, also die Summe aus Grundzu-
stands- und angeregtem Sauerstoff, erhalten bleibt.

Sobald 'A, - Sauerstoff aber in zellulirer Umgebung generiert wird, ist dies
nicht mehr der Fall. Die Zellinaktivierung durch chemisch - oxidative Reaktion
bedeutet zwingend einen Verbrauch an Sauerstoff. Deswegen darf man hier auch
nicht stillschweigend annehmen, dafl stets No << Ny ist. Um auch das modell-
theoretisch zu erfassen, mufl man nun wieder ausdriicklich zwischen der Sauer-
stoffmolekiilgesamtdichte Ny, der Dichte Ny von Sauerstoff im Grundzustand
und der Dichte Na von Sauerstoff im lAg— Zustand unterscheiden.

Entsprechend mufl man die Gleichungen (2.5) und (2.6) modifizieren und um
eine weitere Differentialgleichung erweitern, die die Abnahme der Sauerstoffmo-
lekiil - Gesamtdichte beschreibt. Zur Reduzierung der Variablen wird stets
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Ny = No — Na

eingesetzt. Man erhilt dann folgendes System aus drei gekoppelten linearen Dif-
ferentialgleichungen:

dN.
d_tT = — [K5 + kra(No — Na) + krgNg] Nr + karNpNa (2.16)
dNA *
a [KA + (kap + kar)Np + kagNg + Kc] Na + kra(No — Na) Ny
(2.17)
dN,
—0 = —KcNa (2.18)

Die Grofie K¢ in den Gleichungen (2.17) und (2.18) beschreibt die Rate derjenigen
angeregten 'A, - Molekiile, die dem System durch Reaktion verloren gehen. Sie
beschreibt also den Verlust an Sauerstoffmolekiilen Ny insgesamt. Da aber in der
Modellvorstellung nur 'A, - Sauerstoff chemisch reagiert, mu K¢ in Gl. (2.18)
mit N statt mit No multipliziert werden.

Gl (2.17) 148t sich abgekiirzt mit K nach Gl. (2.8) schreiben als

dNa

o = — (Ka+ Ko) Na+ kra(No — Na)Nr (2.19)

Anders als die Gleichungen (2.5) und (2.6) ist dieses System nicht mehr ana-
lytisch 16sbar. Zieht man aber die Niaherungen aus Kap. 2.5 heran, dafi unter
den gegebenen Mefibedingungen stets N% << Np und Na << Ny ist, so wird
Ny = Np, und GL. (2.19) vereinfacht sich zu

dNa

dt
und Gl. (2.16) wird zu Gl. (2.5). Gl. (2.18) wird vernachlissigbar. Man sieht an-
hand Gl. (2.20), daB in dieser Nidherung die chemische Reaktion keinen Einfluf
auf die Signalform hat und dafl das chemische Quenchen dquivalent zum physika-
lischen Quenchen nur Einfluff auf die Abklingrate nimmt. Kz erweitert sich durch

die chemische Reaktion zu Ka + K¢, ansonsten stimmt Gl. (2.20) mit Gl. (2.6)
fiir den Fall ohne chemische Reaktion iiberein.

= — (KA + KC) NaA + kraNo Nt (2.20)



3. EXPERIMENTELLER AUFBAU UND MESSPRINZIP

3.1 MefBprinzip

Die Anregung eines 'A, - Zustands geschieht indirekt durch die Anregung eines
Farbstoffmolekiils, das seine Energie auf den Sauerstoff iibertriigt (siehe Kap. 2.1).
Aus der Absorption eines Photons durch den Farbstoff erfolgt also bei ein und
derselben Messung mit einer gewissen konstanten Wahrscheinlichkeit die Bildung
eines 'A, - Sauerstoff - Molekiils. Bei einer grofien Anzahl von pro Laserpuls ab-
sorbierten Photonen bei gleicher Pulsenergie fiihrt dies zu einer statistisch immer
gleichen Anfangsbesetzung des 'A, - Niveaus bei jedem Laserpuls.

Auch wenn der Prozefl der strahlungslosen Relaxation wegen der hohen Le-
bensdauer strahlender Uberginge fast ausschlieflich die Abnahme der Besetzung
bestimmt, kann durch die zeitaufgeloste Beobachtung des schwachen spontanen
Lumineszenzlichts bei 1270 nm die Lebensdauer des 'A, - Sauerstoff bestimmt
werden (vgl. Kap. 2.2). Die bei einem strahlenden Ubergang abgestrahlte Lu-
mineszenzleistung Py (t) ist ein Maf} fiir die momentane Besetzung Na(t) des
angeregten Zustands, da

Po(t) ~ Ass - Na(t) (3.1)

ist, mit A;; dem Einstein-Koeffizienten des Ubergangs (i) — (f) fiir sponta-
ne Emission. Durch die zeitaufgeloste Beobachtung dieser Lumineszenzleistung
nach einem Laserpuls kann man bei Anwendung eines geeigneten Fitprogramms
Aufbau- und Abklingraten von 'A, - Sauerstoff bestimmen.

3.2 Schematischer MeBaufbau

Vom Laserstrahl (linear polarisiert) wird ein kleiner Teil {iber ein Quarzglasplétt-
chen P, zu einer schnellen Photodiode PD ausgekoppelt. Diese liefert das Start -
Signal fiir die Zahlerkarte Z K im Computer PC. Man mufl unbedingt Quarzglas
zum Auskoppeln verwenden, da Normalglas bei der hohen Laserleistung eine
geringe Fluoreszenz im Infrarotbereich des 'A, - Sauerstoff zeigt, die dessen Lu-
mineszenz storend iiberlagert.

Der iiber ein weiteres Quarzglasplédttchen P, zur Anregung ausgekoppelte Teil
des Laserstrahles besitzt etwa 1% der Intensitit des Hauptstrahls und ist auf die
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Abb. 3.1: Schematischer MeBaufbau (Aufsicht); Beschreibung siehe Text.

Kiivette K mit der MeBlosung gerichtet. Das hier generierte Lumineszenzlicht
wird mittels einer Sammellinse L und zweier Zylinderlinsen Z unter 90 Grad zum
Anregungsstrahl auf die rechteckige aktive Fliche A des Photomultipliers PM
abgebildet. Die Filterkombination F' sorgt fiir die Selektierung der interessieren-
den Wellenléinge von Ap = 1270 nm. Wird ein Lumineszenzphoton detektiert, so
liefert der Multiplier iiber einen Vorverstirker V' das Stop - Signal fiir die Zahler-
karte ZK, die so den zeitlichen Abstand zum Start- Signal des Triggers (siehe
oben) mift.

Nicht mehr gebrauchte Strahlen werden in den Strahlstoppern S abgefangen.
Nicht eingezeichnet in Abb. 3.1 sind die Abschirmungen und Lochblenden, die
storendes Streulicht des Lasers vom Detektionssystem fernhalten sollen.

Bei den Untersuchungen der Lumineszenz in Abhéngigkeit von der Laser-
pulsenergie war das Plédttchen P, ersetzt durch einen dielektrischen Spiegel fiir
A = 532 nm (Schott). Der direkt auf die Kiivette gerichtete Strahl wurde ent-
sprechend abgeschwicht durch ein im Strahl positioniertes Glan-Taylor-Prisma,
mit dem sich durch Drehung die gewiinschte Energie einstellen lief3.

3.3 Herstellen der Lésungen

Zur Herstellung der Losungen werden die benotigten Substanzen, also Farbstoff
und Quencher, mit einer Analysenwaage (Firma Mettler, Typ H54 AR) abgewo-
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gen und in der passenden Menge an schwerem Wasser gel6st, das mittels eines
Mikropipettierers abgemessen wird. Da alle hier benutzten Substanzen in Wasser
leicht 16slich sind, geniigt kurzes Schiitteln, um vollstindiges Losen zu gewéhr-
leisten. Die so préiparierten Losungen werden mit einer Einmalspritze in die mit
Aceton gereinigte Durchflufikiivette aus Suprasil - Quarzglas (Firma Hellma, Typ
131-QS) mit quadratischem Querschnitt 1x1 cm gespritzt.

DruckmeRgerat

Schlauche

i

Klvette
mit
Lésung

Abklemm-

punkte \

Abb. 3.2: Schematischer Aufbau zur Herstellung der Gasmischung, mit der die Mef}-
I6sungen durchflutet werden, um die Sauerstoffkonzentration einzustellen
(Ansicht von vorne).

Um die gewiinschte Sauerstoffkonzentration in der Losung zu erreichen, muf
zunéchst in einer Gasmischkammer aus Stickstoff Ny und Sauerstoff O, (beides
Firma Linde, Reinheit 5.0) ein Gemisch mit dem gewiinschten Partialdruck an
Sauerstoff hergestellt werden. Anschlieend wird die Losung fiir 10 min mit die-
sem Gasgemisch durchflutet (siche Abb. 3.2). Nach dieser Zeit hat sich in etwa
derselbe Sauerstoffpartialdruck im schweren Wasser eingestellt, was durch Messen
des Sauerstoffgehalts mit einem Sauerstoffkonzentrationsmefigerdt (Firma Pre-
sens, Modell Microx I) kontrolliert wird. Das Gerét liefert den Sauerstoffgehalt
in [% Luftsittigung], bezogen auf die O, - Loslichkeit in normalem Wasser H,O,
aus dem anhand einer Tabelle [OS83] bei bekannter Temperatur und bekanntem
Luftdruck die tatsichliche O, - Konzentration in % und zusammen mit dem Mo-
lekiilgewicht von Sauerstoff, welches M = 32 £+ betrégt [FR98], in mM bestimmt
werden kann.

Eine Losung ist ,,luftgeséttigt an Sauerstoff, wenn sie diejenige Konzentration
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an Sauerstoff hat, die sich einstellt, wenn sie mit der umgebenden (atmosphéri-
schen) Luft im Gleichgewicht ist, d.h. es herrscht in der Losung derselbe Par-
tialdampfdruck an Sauerstoff wie Partialdruck in der umgebenden Atmosphire.
Dieser Wert ist temperatur -, druck - und l6sungsmittelabhéngig. In dieser Arbeit
soll die GroBe N5¥ die Luftsiittigungsteilchendichte an Sauerstoff in einer Losung
in schwerem Wasser unter Laborbedingungen [T' = (23+2)°C, p = (963 +5) hPa]
bezeichnen (vgl. dazu Kap. 2.5 und 4.1).

Die so praparierte Losung wird in der Kiivette durch Abklemmen des Zu-
und des Ableitungsschlauches von der umgebenden Atmosphére getrennt, so dafl
Diffusion von Sauerstoff zu oder von der Losung ausgeschlossen wird und die
eingestellte Konzentration fiir die Dauer der Messung erhalten bleibt. Daf} dies
erfiillt war, wurde durch Nachmessen der Sauerstoffkonzentration nach der Lumi-
neszenzmessung sichergestellt. Dabei zeigte sich, dafl die eingestellte Sauerstoff-
konzentration auf +1% genau erhalten blieb.

3.4 Anregung

Zur Anregung des Triplettzustands von Photofrin wird ein mit einem im Re-
sonator befindlichen KDP - Kristall frequenzverdoppelter Nd:YAG - Laser (Firma
Solar, Minsk, Weifirufiland, Typ LC532-1I) bei der typischen Wellenléinge von
532 nm benutzt. Ein Laserpuls besitzt eine Pulsdauer von 150 ns bei einer varia-
blen Repetitionsrate zwischen 1 und 10 kHz. Die Konversionsrate des Verdopplers
ist > 99,9% angegeben, so daf} eventuell verbleibende Anteile der Fundamental-
wellenldnge bei Ay = 1064 nm durch die Filter vor dem Photomultiplier restlos
abgeblockt werden kénnen und die Messung des IR-Signales nicht stéren. Der La-
ser erreicht in Abhéngigkeit u.a. von der Repetitionsrate eine maximale mittlere
Ausgangsleistung von bis zu P, = 9,6 W bei einer Repetitionsrate von 6 kHz,
was eine Pulsspitzenleistung von P;"pli &~ 10,7 kW bedeutet.

Mit einem Glasplattchen wird ein kleiner Teil dieser hohen Leistung ausgekop-
pelt und zur Anregung des Farbstoffs benutzt. Sofern im Folgenden nicht anders
angegeben, wurde typischerweise eine mittlere Leistung von P, = 40 mW bei
einer Repetition von 1,67 kHz zur Anregung verwendet, gemessen direkt vor der
Kiivette mit einem Leistungsmefigerit (Firma Ophir, Modell dgx). Dies ergibt
eine typische Einzelpulsenergie von E = 24 p1J, was einer Pulsspitzenleistung von
Pr, puis =~ 45 W entspricht.

Bei der gewdhlten Pulswiederholrate von 1,67 kHz liegen jeweils 600 us zwi-
schen zwei Pulsen. So bleibt geniigend Zeit fiir die angeregten Zustéinde des Farb-
stoffs und des Sauerstoffs, um nach einem Puls vollstindig abzuklingen bevor
der nichste eintrifft. Zwar liegt die Triplettlebensdauer des Farbstoffs bei etwa
1, & 150 ps in wafliriger Losung, doch wird diese in Gegenwart von Sauerstoff
stark verkiirzt. Und in sauerstofffreien Losungen ist die Signalintensitit so ge-
ring, dafi 600 us auch hier fiir vollstindiges Abklingen reichen (siehe Kap. 4).
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Der darauffolgende Laserpuls findet also ein System vor, daf} sich vollstédndig im
Grundzustand befindet, und keine Restbesetzungen verbleiben, die das Ergebnis
verfilschen wiirden.

Typischerweise werden bei einer Messung 20 000- 60 000 Pulse auf die Losung
abgegeben, so dafl die Me3dauer fiir eine Probe bei ¢t = 12-36 s liegt.

3.5 Detektion des Lumineszenzsignals

Das Lumineszenzsignal des ' A, - Sauerstoff ist duferst schwach und liegt mit einer
Wellenlédnge von Ap = 1270 nm in einem Bereich, der schneller Detektion nur
schwer zugénglich ist.

Deshalb kommt in dieser Arbeit ein neuartiger Photomultiplier (Firma Ha-
mamatsu Photonics, Modell R5509 -42) zum Einsatz, der hochempfindlich vom
sichtbaren Spektralbereich bis hin zu A = 1,35 um ist und speziell fiir die Belange
des Einzelphotonenzihlens konzipiert wurde.

Das Gerit besitzt eine 3x8 mm grofle aktive Fliche, bestehend aus einem
Halbleiterschichtsystem aus InP/InGaAsP. Im Betrieb mufi der Multiplier mit
fliissigem Stickstoff auf eine Temperatur von 7" = — 80°C gekiihlt werden. Die
Quantenausbeute an detektierten Photonen hat bei Ax = 1270 nm den Wert ¢ ~
1,1%. Wird ein Photon nachgewiesen, so besitzt das gelieferte Ausgangssignal bei
einer Impedanz von R = 50 €) eine Anstiegszeit von 2,40 ns, eine Fallzeit von
6,36 ns, eine Pulshohe von 8,5 mV und eine Pulsbreite von 5 ns. Das Signal -
Rausch - Verhéltnis betrigt je nach Messung typischerweise bis zu 1:1000.

Zur Selektion der Wellenléinge Aa sind vor der aktiven Fliche des Multipliers
ein Rotglaskantenfilter (Firma Schott, Typ RG1000/2mm) und zwei Interferenz-
filter mit Az = 1270 nm (Firma Schott bzw. LOT Oriel) positioniert. Der eine
von beiden besitzt eine Halbwertsbreite von 69 nm, der andere 17 nm. Sinn dieser
Kombination aus zwei unterschiedlich breiten Interferenzfiltern ist der Ausschlufl
von Signal, dal durch die niedrigen Nebentransmissionsbanden eines einzelnen
Filters gelangen koénnte.

3.6 MeBwerterfassung

Die vom Photomultiplier gelieferten Pulse werden durch einen schnellen Vor-
verstirker (Firma Phillips Scientific, Modell 6954-B-50; Anstiegszeit 220 ps) um
einen Faktor 50 verstarkt, so daf sie die Schwelle des internen Diskriminators der
Vielkanalzihlerkarte (Firma FAST ComTec GmbH, Modell P7886 S) iiberschrei-
ten kénnen.

Hierbei handelt es sich um eine PCI-Bus - Steckkarte, die in einem handelsiibli-
chen PC zum Einsatz kommt. Mindestanforderung ist jedoch ein PII-Prozessor
mit wenigstens 64 MB Arbeitsspeicher, um den enormen Datenflufl bei hochster
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Zeitauflosung bewéltigen zu konnen. Die mitgelieferte Steuersoftware MCDWIN
erfordert Microsoft Windows 98 bzw. Microsoft Windows N'T 4.0,

In der Zihlerkarte wird der Zeitabstand des Multipliersignals (Stop) zum
Triggersignal des Lasers (Start) gemessen und in Zeitkanéle (bins) je nach ge-
messener Zeit hochgezihlt. Die minimale Kanalbreite (binwidth), d.h. maximale
Zeitauflosung des Geriites betrigt t,,,, = 1 ns, multiplizierbar mit einem Fak-
tor 2", wobei n = 1...14 ist. Die Totzeit zwischen zwei Kanélen ist mit Null
angegeben. Multipliziert man die Kanalbreite mit der frei wéhlbaren Anzahl an
MeBkanilen, so erhédlt man die Lange des beobachteten Mefintervalls. Mochte
man beispielsweise die gesamte Zeit zwischen zwei Laserpulsen bei der gewéhlten
Repetition von 1,67 kHz (600 us) mit einer Zeitauflésung von 27 ns = 128 ns beob-
achten, so wihlt man eine Anzahl von 4687 Kanélen und erhélt ein Meflintervall
von 4687 - 128 ns ~ 600 us.

Die Karte kann pro Startsignal (Laserpuls) genau ein einziges Stopsignal (Pho-
ton) verarbeiten. Da aber aufgrund des schwachen Signals nur etwa alle 10 Pulse
mit einem detektierten Photon zu rechnen ist (Erfahrungswert), sind die Voraus-
setzungen fiir Einzelphotonenzihlen bestens gegeben.

Die iiber eine vorgegebene Zahl von MeBzyklen (sweeps), also Laserpulsen,
aufsummierten Kanalinhalte konnen nach Abschlufl der Messung in einem ASCII-
File gespeichert und danach weiterverarbeitet werden.

3.7 Auswertung

Zur Darstellung und Auswertung der aufgenommenen Meflkurven wird das Pro-
grammpaket GLE Version 3.3h (GNU Open Source) unter UNIX/Linux heran-
gezogen. Mit dem in diesem Paket enthaltenen Teilprogramm fitls wurde die
theoretische Signalverlaufskurve nach Gl. (2.15) gefittet, um an die interessieren-
den MefigroBen, namlich die Signalanstiegs- und Abklingraten 5; und 3, und die
Signalhohe gemafl Kap. 2.5 zu gelangen. Als Fitfunktion wurde

f(t) = A [exp(=Bt) — exp(=Ct)] (3.2)

benutzt, so dafl die Fitparameter B und C die Groflen S und f; liefern. Der
Fitparameter A bedeutet nach Gl. (2.15)

NTQ kraNo
B — B

In GL. (3.3) steht das Proportionalitétszeichen, nicht das Gleichheitszeichen, da es
unmdéglich ist, alle generierten Lumineszenzphotonen mefitechnisch zu erfassen.

A (3.3)

! Die Bezeichnungen Microsoft, Windows 98 und Windows NT 4.0 sind eingetragene Waren-
zeichen der Firma Microsoft, Redmond, USA
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Gl. (3.3) bedeutet ebenfalls, dafl mit

A-(C — B) ~ N} kraNo (3.4)

eine Fitgrofie angegeben werden kann, die proportional zu N und somit bei
geniigend kleinen Anregungsenergien (vgl. Kap. 2.5) proportional zur Anregungs-
energie ist.

3.8 Schwierigkeiten und Probleme

Das Hauptproblem bei den Lumineszenzmessungen bei Ax = 1270 nm war das
Auftreten eines optischen Storsignals in den zeitaufgelosten Kurven bei ¢ = 0
bis ca. t = 2 us, manchmal ohne eindeutig erkennbare Griinde auch breiter.
Die maximale Hohe des Signals betrug je nach Messung bis hin zur Anzahl der
Laserpulse, d.h. jeder Laserpuls trug mit einem Photon zu diesem Storsignal
bei. Bei den stark streuenden Zellsuspensionen war das Storsignal stets deutlich
stiarker als in den wifirigen Losungen.

Dieses Storsignal beeintrichtigte die Auswertung des Signalanstiegs. War der
Anstieg sehr schnell, d.h. war die Anstiegsrate grofi genug (je nach Situation,
quasi je nach ,, Tagesform“ der Meflapparatur und entsprechender Storsignalbreite
grofer als 0,5 us™' wie in Abb. 4.5 oder gréfler als 1,0 us~! wie in Abb. 4.10 ),
dann verschwand der Anstieg férmlich in dem Storsignal, und seine Rate war nicht
mehr bestimmbar. In den Abbildungen 4.1 und 4.2 ist dieses Signal nachtréglich
entfernt, d.h. abgeschnitten worden.

Durch Versuche mit diversen optischen Filtern an unterschiedlichen Positionen
im MefBaufbau konnte die Herkunft des Signals identifiziert werden. Der Ursprung
ist das Kiivettenmaterial, das bei Laserbestrahlung offenbar sehr schwach im In-
fraroten fluoresziert. Durch die extrem hohe Empfindlichkeit des Detektors tréagt
dieses Signal jedoch spiirbar zu den Lumineszenzkurven bei.

Wihrend meiner Arbeiten habe ich keine Moglichkeit gefunden, dieses Si-
gnal zu vermeiden, und besseres Kiivettenmaterial als Suprasil - Quarzglas schien
nicht in Sicht. Es konnten keine Datenblitter zu anderen Materialien gefunden
werden, die IR - Fluoreszenz im Rahmen unserer Melempfindlichkeit zuverléssig
auschlieffen konnten.

Die Breite dieses Signals bewirkte, dafl keine sehr kurzen Signalanstiegszeiten
bestimmt werden konnten. Lag das Maximum der Lumineszenzkurve bei einer
kiirzeren Zeit als 2 us nach dem Laserpuls, so konnte es nicht ermittelt wer-
den. Diese Tatsache sowie Auslaufer der Stérung verfilschten die Mefipunkte bei
kurzen Anstiegszeiten, d.h. bei grolen Anstiegsraten.
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4.1 Messung der Sauerstoffkonzentration in schwerem Wasser

Nach der in Kap. 3.3 beschriebenen Methode wurde die Luftséttigungskonzen-
tration (LSK) von Sauerstoff in schwerem Wasser (D,0O), bezogen auf die ent-
sprechende LSK von Sauerstoff in normalem Wasser (HO) bestimmt. Die Sauer-
stofflslichkeit in DoO weicht von der in H,O ab, es konnte aber kein expliziter
Wert in der Literatur gefunden werden. Jedoch werden fiir andere Gase wie et-
wa Kohlendioxid CO, typischerweise Werte von Lp,o : Ly,0 ~ 90 % angegeben
[LB62].

Immer zu Beginn einer neuen Mefireihe wurde zu Kalibrationszwecken die
LSK von D,O im Vergleich zu HoO bestimmt. In insgesamt 35 Messungen bei
leicht verschiedenen Raumtemperaturen (22-25°C) und einem Luftdruck von
(963 £ 5) hPa laut Barometer wurde die Sauerstoffloslichkeit in DO bestimmt
zu

Lp,0(02) = (0,91 £0,01) - Lz,0(02) (4.1)

und ist somit gut mit der Literaturangabe vertriglich. Dieser Wert ist hier nur
der Vollstindigkeit halber angegeben. Da sich die am Mefigeréit angezeigte Sau-
erstoffkonzentration auf den Loslichkeitswert in H,O bezieht, und das benutzte
Tabellenwerk den Wert fiir eben dieses beinhilt, muflte das Verhéltnis der Loslich-
keiten nicht verrechnet werden, um dem Absolutwert in [mg/L] bzw. [mM] zu

ermitteln.
Fiir das Modell bedeutet diese MeSimethode, dafl der Zahlenwert der LSK

N@?Dw = (0,91 40,01) - Nngzo

ist. Die prinzipiellen Aussagen sind davon nicht betroffen, da die Modellvorstel-
lung an sich unabhéngig vom gewihlten Losungsmittel ist.

Im Folgenden soll sich die Angabe ,% LS“ beziehen auf den prozentualen
Wert der Sauerstoffkonzentration in Losung, bezogen auf die LSK von Sauerstoff
in normalem Wasser H,O. Das bedeutet u.a., dal bei einer Sauerstoffkonzentra-
tionsangabe von 91% LS die Losung weder mit Gas geflutet noch geschiittelt
wurde (LSK von D;0). Messungen zeigten auch, dafi das Schiitteln einer Losung
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zu einer Erhéhung der Sauerstoffkonzentration auf bis zu 115-125% LS fiihrte,
je nach Dauer und Intensitéit des Schiittelns.

Der Umrechnungsfaktor der Sauerstoffkonzentration cop bzw. No in [mg/L]
oder [mM] ist stark temperatur- und luftdruckabhéngig. Bei einer Temperatur
von T = 23°C und p = 963 hPa entsprechen 100% LS einer Sauerstoffkonzen-
tration von co = 8,542 mg/L oder No = 0,267 mM Sauerstoff in wéifirigem
Milieu [OS83]. Im Folgenden wird die eher ungewdhnliche Einheit % LS wei-
ter verwendet werden, da sie ein anschaulicheres Maf3 darstellt als die absoluten
Mengenangaben.

Gesondertes Augenmerk verdienen die Mefipunkte, die bei Sauerstoffkonzen-
trationen nahe oder gleich 0% LS gemacht wurden. Diese Meflkurven zeigen eine
teils betrichtliche Signalausbeute bei Ax = 1270 nm. Es stellt sich die Frage,
woher dieses Signal stammt, wenn kaum oder sogar kein Sauerstoff in der Losung
vorhanden ist.

Zunéchst eine Betrachtung, was 0,0% LS bedeutet. Der Sauerstoff wird ex-
perimentell durch Fluten der Losung mit reinem Stickstoff entfernt. Der Sau-
erstoffpartialdampfdruck in der Losung gleicht sich dabei durch Ausdiffundie-
ren von Sauerstoff dem Sauerstoffpartialdruck in den Stickstoffblaschen, ndmlich
po, = 0 hPa, an. Eine vollstdndig Sauerstoft- freie Losung liefle sich so, wenn
iiberhaupt, nur durch theoretisch unendlich langes Fluten mit Stickstoff errei-
chen. In der Praxis betrugen die hochsten Flutungsdauern etwa ¢ = 15 min.
Dann zeigte das Sauerstoffmefigerit eine Konzentration von 0,0% LS an. Fiir die
Kopplung mit dem Triplett - Zustand von Photofrin, die in Kap. 2.5 beschrieben
ist, haben aber bereits geringe Sauerstoffkonzentrationen eine Bedeutung. In der
Folge mufl man abschétzen, wieviel Sauerstoff bei einer Anzeige von 0,0% LS
noch in der Losung verblieben sein kénnte.

Die Genauigkeit der Anzeige des Sauerstoffmefigerites ist +£0,1% LS. Man
kann nun zeigen, daf} bei den hiesigen Laborbedingungen in 1 ml D,O bei 0,1% LS
ungefihr Nop ~ 1,6 - 10* Sauerstoffmolekiile gelést sind. Dies kann als oberer
Grenzwert fiir die tatséichliche Sauerstoffkonzentration bei der Anzeige 0,0% LS
angenommen werden. Bedenkt man nun, dafl in einem Laserpuls der Energie
E = 24 pJ bei A = 532 nm etwa 6,4 - 10'®> Photonen enthalten sind (s.o.),
also einen Faktor 2,5 weniger als Sauerstoffmolekiile in 1 ml Losung, so ist es
denkbar, dafl trotz nominell Sauerstoff - freier Losung die Sauerstoffkonzentration
No und die Anfangskonzentration N2 des Triplett - Zustands von Photofrin in der
gleichen Grofienordnung liegen. Dies reicht aber dazu aus, da$§ der 'A,-Zustand
von Sauerstoff und der T - Zustand der zusténdigen Photofrin - Komponente (vgl.
Kap. 2.4.1 und 2.5) aneinander koppeln kénnen und das Lumineszenzverhalten
beeinfluflen.

Es ist bei dieser niedrigen Konzentration an Sauerstoff und der vergleichsweise
hohen Signalintensitit wahrscheinlich, daf ein Teil der detektierten Lumineszenz-
photonen vom Photofrin und nicht vom Sauerstoff stammt. Dies ist denkbar, da
das Triplett - Niveau T; von Photofrin energetisch dhnlich hoch liegen diirfte wie
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das 'A,-Niveau von Sauerstoff. Die gute Quantenausbeute an 'A, - Sauerstoff
legt dies nahe. Durch die Kopplung n&hert sich aber das Abklingverhalten der
Besetzung von 'A, - Sauerstoff zu niedrigen Sauerstoffkonzentrationen hin mehr
und mehr dem des T - Zustands von Photofrin an, so dal dennoch das Abkling-
verhalten von 'A, - Sauerstoff bestimmbar ist.

4.2 Variation der Anregungspulsenergie

In Abb. 4.1 ist die Intensitéit der A - Sauerstoff - Lumineszenz bei Bestrahlung
einer typischen Losung iiber der Zeit exemplarisch dargestellt. Das Losungsmittel
ist schweres Wasser (D20), die Konzentration von Photofrin betragt 200 pg/ml,
die Sauerstoffkonzentration betrigt 91% LS. Hier ist kein Quencher zugegeben.

» 3,=0,38 us™, 3,=0,020 us”

10 ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300 350

Zeit [ug]

Abb. 4.1: ' A4 - Sauerstoff - Lumineszenzsignal einer Losung von Photofrin (200 pg/ml)
und Sauerstoff (91% LS) in schwerem Wasser D2O bei einer Anregungspuls-
energie von E = 24 4J und 60000 Anregungspulsen

Zur Bestrahlung wurde eine Laserpulsenergie von E = 24 uJ bei 60 000 Anre-
gungspulsen gewihlt. In diesem Beispiel ist die Anregungsenergie gering genug,
um unerwiinschte Effekte (vgl. Kap. 2.1) zu vermeiden. Mit eingezeichnet ist
die Fitkurve gemifi Gl. (3.2) mit den Parametern A = 300, B = 0,38 us™! und
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C = 0,020 ps~t. Nach der theoretischen Vorstellung [Kap. 2.5, Gl. (2.15)] ist
B = (3 und C = ;.

Zur Verdeutlichung des Einflusses der Anregungsenergie auf die Signalform
ist in Abb. 4.2 eine Lumineszenzkurve mit E = 960 uJ und nur halb soviel La-
serpulsen auf eine identische Losung dargestellt. Man sieht in Abb. 4.1 deutliche
Deformationen im zeitlichen Verlauf, verglichen mit der theoretisch erwarteten
Kurve und mit dem Signalverlauf bei E = 24 uJ. Wertet man das Abklingver-
halten in Abb. 4.2 bei Zeiten ¢ > 60 us aus, so zeigt sich auch hier ein steileres
Abklingverhalten als nach Abb. 4.1 erwartet.
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Abb. 4.2: Lumineszenzsignal einer Lésung von Photofrin (200 pg/ml) und Sauerstoff
(91% LS) in schwerem Wasser D2O bei einer Anregungspulsenergie von E =
960 pJ und 30000 Anregungspulsen

Man beachte auch, dafl die Zahlrate im Maximum der Kurve nicht um den
Faktor des Quotienten der Anregungsenergien, %m = 20, mitgewachsen
ist, wie man es bei linearem Verhalten (siehe unten) erwarten wiirde. Im Ma-
ximum stand eine Zihlrate etwa 280 bei E = 24 uJ einer Rate von 3000 bei
E = 960 uJ gegeniiber, was lediglich das 10,7 fache ist und nicht das 20 fache wie
erwartet.

Derartige Abweichungen der zeitlichen Lumineszenzkurve von der Theorie

(man beachte, das Modell nach [PS84] sagt qualitativ den gleichen Kurvenver-
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lauf wie Kap. 2.5 voraus, mit Ky und K, anstelle der 8, und (s, aber eben-
falls proportional zu N{I') sind auch in der Literatur zu verfolgen, wie z.B. in
[OZM99], wo mit 0,5- 0,8 mJ Pulsenergie bei A = 532 nm auf Zellghostsuspensio-
nen, also leere Zellhiillen ohne biologischen Inhalt in Wasser, gestrahlt und eine
Signaliiberhohung am Anfang der Lumineszenzkurve festgestellt wurde.

Man kann daraus folgern, daB ein , Uberpumpen® des Farbstoffs, also eine
Anregung mit zuviel Energie, das Ergebnis im Hinblick auf das zeitliche Ver-
halten von 'A, - Sauerstoff verfiilscht. Es ist folglich nicht ratsam, zur ,Signal-
maximierung“ fiir eine moglichst hohe Ausbeute an 1270 nm - Lumineszenz mit
moglichst viel Energie in die Losungen zu strahlen. Vielmehr sollte man mit so
geringer Energie wie moglich anregen, ohne jedoch dabei eine gewisse Grenz-
menge an Lumineszenzlicht zu unterschreiten, um eine sinnvolle Detektierbarkeit
der zeitlichen Kurvenform zu gewihrleisten. Man muf} einen Kompromif finden
zwischen den beiden Randbedingungen. Es gilt zu entscheiden, bei welchen Ener-
gien noch sinnvolle Daten bei ausreichender Signalausbeute gewonnen werden
konnen. In Anbetracht der Tatsache, dafl zum Einen No ~ N2 [Gl. (2.15)] ist
und zum Anderen die Anzahl der anregenden Photonen zu jeder Zeit klein ge-
geniiber der Photofrin -, Teilchendichte“ (vgl. Kap. 2.5) ist, erwartet man einen
linearen Zusammenhang zwischen der Gréfie A - (C — B) ~ N2 [Gl. (3.4)] und
der Pulsenergie.

Abb. 4.3 zeigt, daf} diese Linearitét bis zu Energien von E ~ 25 uJ gut ge-
geben ist. Oberhalb dieser Energie stieg der Wert fiir A - (C' — B) langsamer an
als proportional zu N2. Die Werte lagen tiefer, als man bei linearem Verhalten
erwarten wiirde. Dies verdeutlicht die eingezeichnete gestrichelte Linie.

Bei Energien E > 150 pJ zeigten die Kurvenformen der gemessenen Lumines-
zenz schon spiirbare Abweichungen von einem Verhalten gemafi Gl. (3.2). Trotz-
dem wurde bis E = 230 pJ diese Fitfunktion angewandt und die Ergebnisse in
Abb. 4.3 eingetragen. Auch bei noch hoheren Pulsenergien bis etwa E ~ 1 mJ
wurde gemessen, doch ab Energien E > 250 uJ zeigten sich die zeitlichen Lumi-
neszenzkurven derart stark deformiert im Vergleich zu Gl. (3.2), da8 ein Fit nach
dieser Funktion sinnlos wurde, vgl. Abb. 4.2.

Aus diesem Grund wurde fiir alle weiteren Untersuchungen in Losungen eine
feste Pulsenergie von E = 24 J gewihlt (vgl. Kap. 3.4), zum Einen wegen der
einfachen experimentellen Handhabung (Auskoppeln durch Quarzglaspléttchen),
zum Anderen um in Bezug auf die Verformungen der zeitlichen Lumineszenz-
kurven auf der sicheren Seite zu sein, zumal sich bei dieser Leistung stets eine
ausreichende Signalintensitit ergab. Diese Vereinheitlichung sorgt auch fiir eine
Vergleichbarkeit der gewonnenen Daten.

Ein weiterer wichtiger Grund fiir die Wahl dieser vergleichsweise geringen
Anregungsenergie war das Ausbleichen der Mefllosungen mit Quenchern, insbe-
sondere bei hoheren Quencherkonzentrationen. Die Fluoreszenz von Photofrin
verénderte sich nach Bestrahlungsdauern iiber 1 min (entspricht 100000 Laser-
pulsen) bei Pulsenergien von E > 100 xJ mit dem Auge deutlich sichtbar sowohl
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Abb. 4.3: Die Funktion der Fitparameter A - (C — B) ~ N%k7a No nach Gl. (3.4), ge-
wonnen aus Losungen von Photofrin (200 pg/ml) und Sauerstoff (91% LS) in
D50, als Ma# fiir die Signalintensitét, aufgetragen iiber der Laserpulsenergie
bei 30 000 Pulsen je Messung. Die Fehler in der Energiemessung sind + 5 uJ
aufgrund der Schwankungen des MeBgerites und + 10% in A - (C — B). Die
gestrichelte Linie zeigt die lineare Fortfiihrung der Melpunkte bei Ef, < 25uJ.

in der Helligkeit als auch in der Farbe. Dies legt den Schlufl nahe, daf die Laser-
energie photochemische Reaktionen zwischen Photofrin, Quencher und mdéglicher-
weise auch Sauerstoff induziert, was die Mefibedingungen beziiglich Konzentratio-
nen (Stoffverbrauch) und Zusammensetzung (Reaktionsprodukte, méglicherweise
mit Quenchverhalten) gravierend verfélschen kann. Auch diese Vorgénge versucht
man durch die geringe Anregungsenergie zu minimieren.

Die einzelnen Meflkurven, aus denen die Daten £, und [, der folgenden Dia-
gramme gewonnen wurden, gleichen qualitativ derjenigen in Abb. 4.1, nur die
Parameter A, B und C' unterscheiden sich.

4.3 Uberblick iiber die gewonnenen Parameter

In den Meflwertdiagrammen der folgenden Unterabschnitte sind bereits die theo-
retisch berechneten Kurven mit allen gewonnenen Parametern nach dem Modell
(Kap. 2.5) eingezeichnet. Da jedoch nicht alle Parameter aus jeder einzelnen Va-
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‘ Parameter ‘ Diese Arbeit ‘ Literaturwert ‘

K% (147 4+ 8)-107% us~!

Th = 1/K}X (68 +4) us (61 +8) us (1)
K7 (70 £ 4)-107* pus~t

7 =1/K (143 £ 8) us mehrere 100 us © (2)
kap (2,540,1)-107° (us pg/ml) !
kar (54 3)-107° (us pg/ml)~!
kra (3,6 £0,2)-1073 (us[% LS])~*

= (1,35+0, 07)-10_2 (usmM —1 ()
kigri“mwd (0,47 4+ 0,02) (usmM) ! 0,58 (usmM) ! (3)
k?griumazid < 1072 (MS mM)fl << kgaéztriumazid (4)
k%&“nitd < KZ (d) < K.*A (d) (5)

Tab. 4.1: Zusammenfassung der aus den Messungen gewonnenen Modellparameter nach
Kap. 2.5. Die GréBen beziehen sich auf die im Experiment benutzten Sub-
stanzen Photofrin in pg/ml, Quencher in mM, Sauerstoff in % LS bzw. mM
und schweres Wasser (Deuteriumoxid, D0).
(@) angegeben, falls eine entsprechende Literaturstelle gefunden wurde.
(%) allgemein fiir Porphyrine (zu denen Photofrin gehért)
(©) bei T = 23°C und p = 963 hPa, Umrechnung nach [0S83]
(@) interpretiert nach der Quencherdefinition G1. (2.4), siehe Text.
Quellen: (1) [WHR95], (2) [RJ88], (3) [WR95], (4) [B76], (5) [AMBS88]

riation der Konzentrationen von Photofrin, Sauerstoff und Quenchern gewonnen
werden konnen, sondern hierzu die Gesamtheit der Messungen ausgewertet wer-
den mu$, sind diese Parameter vorwegnehmend in Tab. 4.1 zusammengefafit. So
muf} nicht jedesmal explizit Herkunft und Zahlenwert aller Modellgrofien ange-
geben werden.

Die Werte wurden entsprechend dem in Kap. 2.5 beschriebenen Vorgehen der
Variation der Konzentrationen gewonnen. In den folgenden einzelnen Abschnitten
wird dann im Detail darauf eingegangen, welche Parameter wie aus der jeweiligen
Mefireihe gewonnen wurden. Alle Fitkurven fiir ; und S, sind mit den hier an-
gegebenen, aus den Messungen bestimmten Parametern berechnet. Im Folgenden
soll die Herkunft der Fitkurven nicht mehr gesondert beschrieben werden.

Fiir diejenigen Groflen, fiir die in der Literatur Werte bekannt sind, z.B. die
Quencherstérke kag von Natriumazid, sind auch diese zum Vergleich mit auf-
gefiihrt. Fiir die Triplettlebensdauer von Photofrin konnte kein expliziter Wert
gefunden werden, nur eine grobe Angabe fiir Porphyrine im allgemeinen, zu denen
Photofrin gehort.

Mannitol zeigte sich nicht als Quencher fiir 'A, - Sauerstoff. Dies bestitigt
die Aussagen der Literatur. Die Angaben in der Tabelle tragen dem Rechnung,
interpretiert nach der Definition geméfl Gl. (2.4), die besagt, dal ein Quencher
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LA, - Sauerstoff deutlich effektiver deaktivieren sollte als das Losungsmittel, in
dem er geldst ist (hier DyO).

4.4 Variation der Sauerstoffkonzentration

Zur Bestimmung der Triplettabklingrate K7 und der Transferrate kra vom Farb-
stofftriplettzustand zum Sauerstoff wurden mehrere Mefireihen gemacht, in denen
die Konzentration von Sauerstoff in einer Lésung von Photofrin (200 pg/ml) in
D,0O variiert wurde. Zusétzlich zur Mefireihe in reiner Farbstoflosung wurden
Mefireihen mit 0,1 mM, 0,2 mM und 0,4 mM Natriumazid in den Probenlésun-
gen gemacht.

Bei der Messung der Lumineszenzabklingdauer einer quasi Sauerstoff - freien
Losung von Photofrin (200 pg/ml), also 0% LS im Rahmen der Mefgenauig-
keit (siehe hierzu auch Kap. 4.1), wurde die Triplettabklingrate von Photofrin
gemessen zu K} = (70 4+ 4) - 107* pus™!, was einer Triplettlebensdauer von
75 = 1/K; = (143 £ 8) pus entspricht. Dieser Wert pafit insoweit zu den Li-
teraturdaten, als daf in [RJ88] die Triplettlebensdauern von Porphyrinen, zu
denen Photofrin gehort, pauschal mit ,,mehreren hundert us“ angegeben sind.
Hier hingegen konnte erstmals ein priziser Wert angegeben werden.

Abb. 4.4 zeigt die gemessenen Anstiegs- und Abklingraten 8; und (3, der
'A, - Sauerstoff - Lumineszenz bei A = 1270 nm. Man sieht, dal die MeSpunkte
im Wesentlichen in guter Ubereinstimmung mit den theoretischen Kurven fiir 3,
und [, sind. Zusétzlich als gestrichelte Linien eingezeichnet sind K; und Ka,
die den erwarteten Kurvenverlauf der Raten ohne die Kopplung, also K%, =
in Gl. (2.12), symbolisieren. Im Bereich der Aufspaltung bei ca. co ~ 7% LS
siecht man den Unterschied zwischen der theoretischen Beschreibung der Mef3-
punkte mit und ohne Kopplung. Im kopplungsfreien Fall kommt es nicht zu einer
Aufspaltung sondern zu einem Schnitt im Verlauf von Kt und KA. Ohne die
Kopplung wire der Verlauf der Raten bei Variation der Sauerstoffkonzentration
nicht erklédrbar.

Nicht mehr im Diagramm eingezeichnet sind die Mewerte fiir Sauerstoffkon-
zentrationen bis hin zu 550% LS, da die Anstiegsraten aufgrund eines Storsig-
nals am Beginn der zeitaufgelosten Lumineszenzkurven (sieche Kap. 3.8) nicht
bestimmbar waren und die Abklingraten im Rahmen der Fehlerbalken bei dem
erwarteten Wert von 2 = 0,019 us lagen.

Aus dieser Mefireihe wurde kra aus der Steigung der Meflwerte 5, bestimmt
zu kra = (3,6 +0,2)-107* (us[% LS])™'. kar wurde durch Fit der Funkti-
on nach Gl (2.10) an die Mefiwerte mit kar als Fitparameter bestimmt zu
kar = (54 3)-107° (us pg/ml) 1. Die Triplettabklingrate K} ergibt sich aus dem
Achsenabschnitt der Abklingraten (3, bei einer Sauerstoffkonzentration von 0% LS
zu K= (70 +£4)-107* pus™t.

Fiir den quencherfreien Fall liefert das Modell gemifl Kap. 2.5 eine addquate
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Abb. 4.4: Anstiegs- und Abklingraten 5; und S des Lumineszenzsignals von Losungen
von Photofrin und Sauerstoff ohne Quencherzugabe in schwerem Wasser DO
in Abhéngigkeit von der Sauerstoffkonzentration bei einer Anregungspuls-
energie von E = 24 uJ und 30000 Anregungspulsen. Die durchgezogenen
Linien zeigen den theoretischen Verlauf der Raten nach Kap. 2.5, die gestri-
chelten Linien den Verlauf von K1 und Ka.

Beschreibung der Meflpunkte. Insbesondere zeigen die Messungen die vorherge-
sagte Aufspaltung der Kurven fiir 51 und f,. Hieraus wurde kar bestimmt als
Fitparameter, der so gewahlt wurde, daf} die theoretische Kurve moglichst gut zu
den diesen Meflpunkten pafit, ebenso wie zu den Mepunkten der Darstellungen
in den folgenden Unterabschnitten zur Variation der Konzentration von Photofrin
und Natriumazid.

Die Aufspaltung wird noch deutlicher, wenn man die Mefreihe mit Zugabe
einer konstanten Quencherkonzentration wiederholt, da B nach Kap. 2.5 durch
Quencherzugabe gemif Gl. (2.8) und Gl. (2.10) gréBer wird.

Abb. 4.5 zeigt die Raten unter denselben Mefibedingungen, nur daf hier in den
Losungen Natriumazid in der Konzentration 0,1 mM zugegeben war. Fiir die Ab-
klingraten s liefert das Modell auch in dieser Situation eine gute Beschreibung.
Die MeBipunkte liegen auf der errechneten Kurve. Anders sieht es hier jedoch bei
den Anstiegsraten (3, aus. Bei geringen Sauerstoffkonzentrationen bis hin zu etwa
40% LS liegen die Raten hoher als erwartet. Bei héheren Konzentrationen hin-
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Abb. 4.5: Anstiegs- und Abklingraten 5; und S des Lumineszenzsignals von Losungen
von Photofrin, Sauerstoff und 0,1 mM Natriumazid in schwerem Wasser DO
in Abhéngigkeit von der Sauerstoffkonzentration bei einer Anregungspuls-
energie von E = 24 pJ und 30000 Anregungspulsen. Die durchgezogenen
Linien zeigen den theoretischen Verlauf der Raten nach Kap. 2.5, die gestri-
chelten Linien den Verlauf von K1 und Ka.

gegen liegen sie unter den theoretischen Werten und scheinen in eine Séttigung
zu laufen. An dieser Stelle sei angemerkt, dafl das Storsignal (Kap. 3.8) in dieser
Mefireihe bereits Anstiegsraten ab 0,35 us~' deutlich verfilschte.

Es hat den Anschein, als ob der Quencher den Energieiibertrag vom T, -
Zustand von Photofrin auf den Sauerstoff auf eine Art und Weise beeinflufit, die
im verwendeten Modell nicht enthalten ist. Dieser Energieiibertrag ist es, der
das Anstiegsverhalten (5;) der Lumineszenzkurve hauptséchlich bestimmt. Das
physikalische Quenchen von 'A, - Sauerstoff durch Natriumazid wird korrekt be-
schrieben, da die berechneten Abklingraten Sy gut mit den entsprechenden Mef3-
werten iibereinstimmen. Noch deutlicher als im quencherfreien Fall (Abb. 4.4) ist
hier die Aufspaltung der Mefiwerte fiir die Anstiegs- und Abklingraten bei einer
Sauerstoffkonzentration von etwa co =~ 20% LS zu sehen, was der theoretischen
Erwartung (s.o.) entspricht.

Gibt man Natriumazid in der doppelten Konzentration, ndmlich 0,2 mM, zu
den Losungen, so zeigt sich ein dhnliches Bild, sieche Abb. 4.6. Die Abklingraten
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Abb. 4.6: Anstiegs- und Abklingraten 5; und S5 des Lumineszenzsignals von Losungen
von Photofrin, Sauerstoff und 0,2 mM Natriumazid in schwerem Wasser DO
in Abhéngigkeit von der Sauerstoffkonzentration bei einer Anregungspuls-
energie von E = 24 uJ und 30000 Anregungspulsen. Die durchgezogenen
Linien zeigen den theoretischen Verlauf der Raten nach Kap. 2.5, die gestri-
chelten Linien den Verlauf von K1 und Ka.

B2 passen auch in diesem Fall gut zu der theoretischen Vorhersage, liegen jedoch
minimal unter der errechneten Kurve, insbesondere im konstanten Bereich ober-
halb 50% LS. Die Anstiegsraten verlaufen nahezu linear ansteigend mit derselben
Steigung wie theoretisch erwartet, allerdings um einen konstanten Wert von etwa
0,08 pus~! im Mittel zu hoheren Raten hin verschoben, was ein Vergleich der Me8-
punkte mit der durchgezogenen Linie zeigt. Erneut ist eine Aufspaltung sichtbar,
die bei co ~ 30% LS liegt. Jedoch ist sie grofler als theoretisch erwartet.

Erhoht man die Natriumazidkonzentration noch einmal um einen Faktor 2
auf 0,4 mM und wiederholt die Mefireihe, dann verstéirkt sich dieses Verhalten.
Wie man aus Abb. 4.7 erkennt, liegen die Abklingraten geringfiigig tiefer als
die theoretische Kurve. Die Verschiebung liegt im Sattigungsbereich oberhalb
100% LS Sauerstoff im Bereich von ~ 5% der dortigen Mefwerte.

Die Anstiegsraten aber, soweit sie aufgrund des Storsignals (Kap. 3.8) be-
stimmbar waren, liegen um etwa 0,2 pus~—! verschoben deutlich oberhalb der theo-
retischen Erwartung. Dieser Effekt, die Verschiebung der Anstiegsraten zu héher-
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Abb. 4.7: Anstiegs- und Abklingraten 5; und S5 des Lumineszenzsignals von Losungen
von Photofrin, Sauerstoff und 0,4 mM Natriumazid in schwerem Wasser DO
in Abhéngigkeit von der Sauerstoffkonzentration bei einer Anregungspuls-
energie von E = 24 pJ und 30000 Anregungspulsen. Die durchgezogenen
Linien zeigen den theoretischen Verlauf der Raten nach Kap. 2.5, die gestri-
chelten Linien den Verlauf von K1 und Ka.

en Werten, ist hier somit deutlich stirker als bei einer Natriumazidkonzentration
von 0,2 mM, wo die Verschiebung 0,08 ps~! betrug. Auch hier ist die Aufspaltung
deutlich sichtbar, die bei einer Sauerstoffkonzentration von etwa co ~ 60% LS
liegt.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen bei Variation der Sauerstoftfkon-
zentration die Existenz der Kopplung zwischen T - Triplettniveau von Photofrin
und 'A, - Niveau von Sauerstoff. Bei steigender Natriumazidkonzentration jedoch
zeigt sich eine zunehmende Abweichung der gemessenen Anstiegsraten ; von der
Modellvorstellung nach Kap. 2.5. Die Mefiwerte (3, fiir das Abklingverhalten hin-
gegen konnen bis auf geringfiigige Abweichungen gut beschrieben werden.

In quencherfreien Losungen kann sowohl die Anstiegsrate ; als auch die Ab-
klingrate (3, hinreichend gut beschrieben werden. Die Ursache der Abweichung
der Anstiegsrate (3, bei Zugabe von Natriumazid wird in Kap. 5 diskutiert.
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4.5 Variation der Photofrinkonzentration

In dieser Mefireihe wurden Losungen von Photofrin in DoO mit verschiedenen
Farbstoffkonzentrationen ohne (Quencher bei einer gleichbleibenden Sauerstoft-
konzentration von 120 + 5% LS auf die Lumineszenz bei Ap = 1270 nm un-
tersucht. Diese Sauerstoffkonzentration ergab sich, da die Losungen geschiittelt
wurden (vgl. Kap. 4.1).

Abb. 4.8 zeigt die gemif Gl. (3.2) bestimmten Anstiegs- und Abklingraten 5;
und fy der Lumineszenz in Abhéngigkeit von der gewéhlten Photofrinkonzentra-
tion cp. Mit eingezeichnet sind die theoretisch berechneten Kurven von 3; und
B2 nach Kap. 2.5 als durchgezogene Linien, sowie der Werte von K und Ka als
gestrichelte Linien, die die Situation ,ohne Kopplung®, d.h. den hypothetischen
Fall K2, = 0 in GI. (2.12) veranschaulichen.
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Abb. 4.8: Anstiegs- und Abklingraten 8; und f2 des Lumineszenzsignals einer Losung
von Photofrin und Sauerstoff (120 + 5% LS) in schwerem Wasser D20 in
Abhéngigkeit von der Photofrinkonzentration cp bei einer Anregungspuls-
energie von E = 24 pJ und 50000 Anregungspulsen. Die durchgezogenen
Linien zeigen den theoretischen Verlauf der Raten nach Kap. 2.5, die gestri-
chelten Linien den Verlauf von K1 und Ka.

Im Rahmen der Fehlerbalken liegen die Anstiegsraten (; auf der theoretisch
erwarteten Kurve, ebenso wie auf der Geraden, die K7 symbolisiert. Anhand die-
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ser Werte ist die Existenz einer Kopplung nicht zu entscheiden. Die Abklingraten
B2 jedoch liegen auf der erwarteten Kurve nach Kap. 2.5 und deutlich unterhalb
des Verlaufs von Ka. Abb. 4.9 zeigt diese Melpunkte noch einmal vergroflert.
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Abb. 4.9: Abklingraten 3, des Lumineszenzsignals einer Lésung von Photofrin und Sau-
erstoff (120 = 5% LS) in schwerem Wasser DoO in Abhéngigkeit von der
Photofrinkonzentration cp bei einer Anregungspulsenergie von E = 24 uJ
und 50000 Anregungspulsen. Die durchgezogene Linie zeigt den theoreti-
schen Verlauf der Raten nach Kap. 2.5, die gestrichelte Linie den Verlauf von
K1 und Ka.

Mit den gefundenen Daten 148t sich aus der Steigung der Fitgeraden durch
die Abklingraten B, im niherungsweise linearen Teil der Kurve (Stern - Vollmer -
Plot), ndmlich zwischen 0 und 200 pg/ml Photofrinkonzentration, nach Kap. 2.5
der Parameter kap, also die Ratenkonstante fiir das Quenchen von 1Ag—Sauer-
stoff durch Photofrin, bestimmen zu kap = (2,54 0,1)-107° (us ug/ml) ™.

Der Achsenabschnitt der Fitgeraden bei 0 pg/ml Photofrinkonzentration lie-
fert die Abklingrate von 'A, - Sauerstoff in purem D,O, was im Modell durch K}
beschrieben ist. Als Zahlenwert wird hierfiir K} = (14748)-107* us™" ermittelt,
was einer Lebensdauer von 74 = 1/K} = (68 £ 4) us fiir das reine Losungsmit-
tel DoO entspricht. Dieser Wert pafit zu den gefundenen Literaturdaten, die im
Kompendium [WHR95] von 44-70 us in D50 reichen.
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Es zeigt sich insgesamt eine gute Ubereinstimmung der Vorhersagen des Mo-
dells nach Kap. 2.5 mit Zahlenwerten, die der Literatur entnommen wurden.

4.6 Variation der Quencherkonzentration

In dieser Mefireihe wurden Losungen von Photofrin (200 pg/ml) und Sauerstoff

(91% LS) untersucht, die mit den Quenchern Natriumazid bzw. Mannitol in un-
terschiedlichen Konzentrationen versetzt waren.
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Abb. 4.10: Anstiegs- und Abklingraten $; und £, des Lumineszenzsignals von Losung
von Photofrin (200 pg/ml) und Sauerstoff (91% LS) mit Natriumazid als
Quencher in schwerem Wasser DoO in Abhingigkeit von der Natrium-
azidkonzentration cg ~ Ng bei einer Anregungspulsenergie von E = 24 pJ
und 20 000 Anregungspulsen. Die durchgezogenen Linien zeigen den theore-

tischen Verlauf der Raten 1 und B3 nach Kap. 2.5, die gestrichelten Linien
den Verlauf von K7 und Ka.

Abb. 4.10 zeigt die Lumineszenzanstiegs- und Abfallraten von 'A, - Sauer-
stoff, die in Losungen von Photofrin, Sauerstoff und Natriumazid in schwerem
Wasser D,O in Abhéngigkeit von der Natriumazidkonzentration ¢y von 0 bis
2 mM bestimmt wurden. Auch hier bedeuten die durchgezogenen Linie den nach

Kap. 2.5 erwarteten Verlauf der Raten £; und S5 und die gestrichelten Linien den
Verlauf von Kt und Kx.
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Es zeigt sich erneut die kopplungsbedingte Aufspaltung der Raten 3; und ;.
Auffillig ist, dafl die Abklingraten [, gut mit der berechneten Kurve iibereinstim-
men. Hier liefert die Modellvorstellung eine gute Beschreibung der Daten. Nicht
so jedoch im Falle der Anstiegsraten (3, was nach den Erfahrungen aus Kap. 4.4
aber zu erwarten war. Bei Konzentrationen cg < 0,1 mM liegen sie noch auf der
entsprechenden Kurve, steigen dann jedoch schneller an als theoretisch erwartet.
Auf dieses Phénomen soll in der Diskussion der experimentellen Ergebnisse in
Losungen (Kap. 5) néher eingegangen werden.

Nach Gl. (2.7) und (2.10) ist B, abhéngig von der Ratenkonstante krg, mit
der der Triplett - Zustand von Photofrin durch Natriumazid gequencht wird. Ein
krqg # 0 wiirde ein lineares Ansteigen von Ky bewirken. So kann man durch
die Lage der Mefipunkte fiir cg > 0,75 mM einen oberen Grenzwert fiir krq
abschiitzen zu krg= 1072 (usmM)~.
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Abb. 4.11: Abklingraten (2 des Lumineszenzsignals von 1Ag—Sauerstoﬁ" von Loésun-
gen von Photofrin (200 pg/ml) und Sauerstoff (91% LS) mit Natriumazid
als Quencher in schwerem Wasser D2O in Abhéngigkeit von der Natrium-
azidkonzentration cg ~ Ng bei einer Anregungspulsenergie von E = 24 uJ
und 20000 Anregungspulsen.

Zur Bestimmung der Quencherratenkonstante kag von 'A, - Sauerstoff durch
von Natriumazid wurde der lineare Bereich der Abklingraten von 0 bis 0,1 mM
Quencherkonzentration herangezogen. Dies zeigt Abb. 4.11, bei der der hierfiir
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interessierende Teil von Abb. 4.10 vergr6fert und mit Fitgerade dargestellt ist.
Die Steigung dieser Geraden liefert nach der Modellvorstellung (Kap. 2.5) den
Zahlenwert fiir die Quencherratenkonstante, kag = (0,47 £ 0,02) (usmM)~*.
Wie bereits eingangs erwidhnt zeigte eine Zugabe von Mannitol in Konzen-
trationen cg von 0 bis hin zu 100 mM, also weit héher als bei Natriumazid, kei-
ne nennenswerten Veriinderungen im zeitlichen Verhalten der 'A, - Sauerstoff-
Lumineszenzkurven bei Ax = 1270 nm. Dies stimmt mit der Erwartung nach
[AMBSS] iiberein, dafl Mannitol kein physikalischer Quencher fiir ' A, - Sauerstoff

1st.



5. DISKUSSION UND INTERPRETATION

5.1 Vergleich der MeBBwerte mit der Theorie

Betrachtet man die Ergebnisse der zeitlichen Lumineszenz von 'A, - Sauerstoff
mit Photofrin und Quencher in Losung im Uberblick, so sieht man, daff das
Modell nach Kap. 2.5 das Abklingverhalten von 'A, - Sauerstoff unter Variation
aller freien Parameter, d.h. der Konzentrationen von Sauerstoff, Photofrin und
Quencher, gut beschreiben kann. Die Existenz einer Kopplung zwischen dem T -
Zustand des Farbstoffs und dem 'A, - Zustand von Sauerstoff kann nachgewiesen
und im quencherfreien Fall theoretisch gut beschrieben werden. Dies stellt die ent-
scheidende Erweiterung des Modells nach [PS84] dar, das ein derartiges Verhalten
nicht enthélt und somit die Mefldaten nicht beschreiben kann.

Das Anstiegsverhalten kann bei Variation von Sauerstoff- und Photofrinkon-
zentration gut beschrieben werden. Bei Quencherzugabe tritt jedoch mit steigen-
der Quencherkonzentration eine zunehmende Verschiebung der Anstiegsrate hin
zu hoheren Werten als erwartet auf. Als Folge ist die Aufspaltung zwischen [;
und By bei Variation der Sauerstoffkonzentration in Gegenwart des Quenchers
grofler als vom Modell vorhergesagt, und umso grofler, je mehr Quencher sich in
Losung befindet.

Nach g, = Kr + %TTA bei No > N}° sollte sich der Quencher aber nicht
auf die Anstiegsrate auswirken, da die genannte Verschiebung zu héheren Raten
nicht im Modell [Gl. (2.11)] enthalten ist, wihrend die gemessenen Abklingraten
B2 gut mit dem Modell geméf g = Kr — %TTA iibereinstimmen.

Da das Abklingverhalten in allen Mefisituationen im Wesentlichen gut be-
schrieben wird, der Anstieg unter Quencherzugabe aber verkiirzt wird, wire eine
Moéglichkeit der Deutung, daf die Triplett - Lebensdauer von Photofrin durch den
Quencher verkiirzt wird. Die Folge davon wére aber auch, wie die Modellrechnun-
gen zeigen, ein Anstieg der Abklingrate 5, mit cg. Dies wurde nicht beobachtet
(siehe Abb. 4.10). Deshalb mufl man eine andere Erklirungsméglichkeit finden,
die im bisherigen Modell nicht enthalten ist.

Es wird ein Modell gesucht, bei dem im Bereich c¢g > cgs die Anstiegsrate
B1 vom Quencher verkiirzt und die Abklingrate S5 nicht beeinflufit wird. Bislang
wurde Photofrin stillschweigend als Reinsubstanz behandelt, was es nicht ist. Es
bietet sich also die Hinzunahme einer weiteren Photofrinkomponente an.

Im folgenden Abschnitt wird exemplarisch der Versuch einer Erweiterung um
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eine solche zusétzliche Komponente unternommen, um zu zeigen, dafl die Hinzu-
nahme einer oder mehrerer weiterer Photofrin - Komponenten in das Modell die
MefBergebnisse prinzipiell beschreiben kann. Eine qualitative Beschreibung der
Mefwerte ist dadurch gangbar, eine quantitative erweist sich in der Praxis als
moglich aber zeitaufwendig.

5.2 Exemplarische Erweiterung des Modells

Die erste und einfachste Erweiterung des Modells stellt die Hinzunahme einer
zweiten Photofrin - Komponente zu dem bestehenden System dar. Sie verfiige
iiber ein eigenes, von der ersten Photofrin - Komponente leicht abweichendes Sin-
gulett - Triplett - System und kann in Energieiibertrdge mit allen anderen Be-
standteilen des Systems verwickelt sein. Man kann zeigen, daf§ nicht alle mogli-
chen Energieiibertrige in diesem System, wie z.B. eine Kopplung der beiden
Triplett - Niveaus der beiden Photofrinkomponenten, nétig sind, um die Mefda-
ten qualitativ zu beschreiben. Diese Situation ist im Niveauschema in Abb. 5.1
dargestellt.
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Phfl Phf2 Quencher Sauerstoff

Abb. 5.1: Erweitertes Niveauschema mit zwei verschiedenen Komponenten des Stoffge-
mischs Photofrin. Beschreibung siehe Text.

Phfl und Phf2 bezeichnen hier die beiden Komponenten des Photofrin - Ge-
misches, die an der Erzeugung von 'A, - Sauerstoff beteiligt sind, und Np; und
Npy deren Teilchendichten. ®T; ist hier der erste Triplett - Zustand von Phfl, *T,
derjenige von Phf2. Die Raten K}, und K7, bezeichnen die Eigenrelaxationsraten
der beiden T} - Zustidnde analog zu dem bisher bekannten K.



58 5. Diskussion und Interpretation

Zur Vereinfachung soll allein Phfl die Anregungsenergie des Lasers absorbie-
ren. Es kann dann seine Triplett - Energie auf den Sauerstoff iibertragen. Da die
Niveaus T, von Phfl und °T; von Phf2 dem 1Ag—Zus‘cand von Sauerstoff ener-
getisch nahe liegen, kénnen die beiden Triplettniveaus an diesen koppeln, dquiva-
lent zu der Beschreibung in Kap. 2.5. Dies ist durch die entsprechenden Hin - und
Riicktransfer - Ratenkonstanten krqA und ka7r; und kare und krea beriicksich-
tigt. @T; und °T; selbst sollen aber nicht aneinander koppeln. Die Ratenkonstante
kri1g beschreibt den Einflul des Quenchers auf die Photofrin - Komponente Phfl.
Die andere Komponente Phf2 soll vom Quencher unbeeintrichtigt sein. Die an-
deren Groflen entsprechen denjenigen in Kap. 2.5.

Man erhélt eine weitere Differentialgleichung fiir die Besetzung des zuséatzli-
chen Triplett - Niveaus °T; und zusitzliche Terme in den bestehenden Gleichun-
gen nach Kap. 2.5 und entsprechend eine dritte Rate B3. Zur Vereinfachung wer-
den folgende Abkiirzungen eingefiihrt:

Kr = K;’l =+ ]{JTlQNQ + kiaNo (51)
Ko = Kjy + kroaNo (5.2)
KA = KA + kariNp1 + karaNpo + kapaNpa + kagNg (5.3)

Analog zu Kap. 2.5 bedeuten K11, K75 und Ka die Gesamtrelaxationsraten der
Zusténde °T; von Phfl, ®T; von Phf2 und 'A, von Sauerstoff. Somit erhélt man
die folgenden drei gekoppelten linearen Differentialgleichungen

dN:
dtTl = —Kp1 N7y + kar1iNpiNa (54)
dN:
dtTQ = —KpoN7y + karoNpaNa (5.5)
dN,
d—tA — leANONTl —+ kTQANONTQ - KANA (56)

Auch fiir dieses Gleichungssystem kann man eine analytische Losung finden. Fiir
N, ist sie von der Form

Na = AAe_Blt + BAe_ﬂQt + CAe_ﬂst (5.7)
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Die Grolen Ap, Ba und Ca hierin sind komplizierte Funktionen der eingehen-
den Parameter und der (3 93, die die drei Exponentialfunktionen gegeneinander
gewichten. Man sieht insbesondere, dafl nun drei Raten [ auftreten, von denen
im Experiment jedoch nur zwei sichtbar werden, ndmlich die Anstiegs- und die
Abklingrate der zeitlichen Lumineszenzkurve. Es ist nicht auf den ersten Blick
ersichtlich, wie die gemessenen Raten mit den (;, 8, und (3 zusammenhingen.

Man kann nun als qualitativen Losungsvorschlag die verschiedenen Parameter
des Modells so wihlen, daf sich ein Bild wie in Abb. 5.2 zeigt. Hier ist aufgetragen,
wie sich (31, B> und B3 des erweiterten Modells bei Variation der Quencherkon-
zentration theoretisch verhalten konnen.

T2

Rate

Quencherteilchendichte N o

Abb. 5.2: Exemplarischer Graph der Losungen (1 (Ng), f2(Ng) und B3(Ng) des erwei-
terten Modells iiber der Quencherteilchendichte. Erklirung siehe Text.

Man sieht, daf die Losung fiir 8, #hnlich verliuft wie diejenige Losung 33X
des einfacheren Modells mit einer Komponente, vgl. Abb. 2.7. §; verlduft bei
geringen Quencherkonzentrationen Ng wie das Pendant des einfachen Modells

X zunéchst konstant iiber Ny, steigt jedoch dann wegen der Kopplung an die
zweite Photofrinkomponente Phf2 steiler an, verglichen mit der einfachen Variante
des Modells. Dazwischen liegt die u.a. quencherabhéngige Losung fiir (33, die
zwischen (; und S5 verlduft. Man erkennt die doppelte Aufspaltung zwischen [;
und [5 einerseits und f5 und f3 andererseits, bedingt durch die zwei Kopplungen
der beiden Triplett- Zustéinde an den 'A,-Zustand des Sauerstoffs. Man kann
nun wiederum plausibel annehmen, dafl der Anstieg der Meflkurve der zeitlichen
Lumineszenz nach Gl. (5.7) bestimmt ist durch das Grofite der drei 3, und das
Abklingverhalten durch das Kleinste.
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Das bedeutet also, dafl der Anstieg durch ; bestimmt ist, welches steiler
verlauft als S¥, konform mit den Mefdaten (siehe Abb. 4.10), und daff das
Abklingverhalten durch 8, daf8 mit 33X nach dieser Betrachtungsweise iiberein-
stimmt. So wird mit diesem erweiterten Modell, welches auf zwei unterschiedli-
chen Komponenten des Derivats Photofrin basiert, qualitativ erkldrbar, weshalb
die gemessenen Anstiegsraten iiber der Quencherkonzentration schneller steigen
als nach dem Modell in Kap. 2.5 erwarten. Die dritte Rate (3, die von der Grofle
her zwischen 3; und f, liegt, wiirde nach dieser Vorstellung in der Messung nicht
sichtbar, was ebenfalls zu den Mefikurven pafit.

Leider ist bei jener Parameterwahl der Vorfaktor Ba (81, 52, 83) der Exponen-
tialfunktion, die f5 enthilt, so klein, dafl diese Rate im Graphen der Funktion
nach Gl. (5.7) nicht auftritt sondern nur 8; und S;. Folglich kann dieser Parame-
tersatz die MeBkurven nicht in allen Abhéngigkeiten nicht beschreiben.

Die Wahl der Parameter in diesem Beispiel ist nicht zwingend und soll nur
zeigen, dafl eine Deutung der Meldaten mit dem Modell einer weiteren Photo-
frinkomponente prinzipiell moglich ist. Es gestaltet sich als zu aufwendig, alle
Einzelmessungen dezidiert nach drei s auszuwerten, wenn man nur zwei davon
wirklich bestimmen kann, und zuzuordnen, welche gemessene Rate B oder C' der
Fitfunktion fiir die Melkurven nach Gl. (3.2) nun welchem g entspricht. Es er-
scheint moglich, doch sehr aufwendig, einen geschlossenen Satz an Parametern zu
finden, der die Abhéngigkeit der zeitlichen Lumineszenz von den Konzentratio-
nen an Quencher, Sauerstoff und Farbstoff beschreiben kann. Jedoch rechtfertigt
der Aufwand nicht den moglichen Gewinn, zudem und eben weil nicht alle drei
Raten experimentell bestimmt werden kénnen.

Fiir eine quantitative Beschreibung der Daten miiite man moglicherweise so-
gar noch weitere Photofrin - Komponenten mit entsprechenden Wechselwirkungen
und Kopplungen in Betracht ziehen und in das Ratengleichungssystem einbinden,
samt unterschiedlichen Quenchereinflufl auf jede der Komponenten. Man kann
damit aber die qualitative Wirkung weiterer Kopplungen aufzeigen.

Setzt man in diesem ersten erweiterten Modell diejenigen Parameter gleich
Null, die die Komponente Phfl involvieren, und nimmt weiterhin an, daf§ Phf2
durch den Laser angeregt wird, so geht es in das Modell gemifi Kap. 2.5 iiber,
wobei Phfl dieses Modells zum ,, Photofrin“ der einfacheren Variante wird.

Weiterhin ist das eben beschriebene erweiterte Modell nur eine erste denkbare
Erweiterung von vielen. Photofrin besteht aus wesentlich mehr Komponenten als
nur aus zwei. Im Prinzip sind noch erheblich mehr Interaktionen von Komponen-
ten denkbar, von denen vermutlich alle mehr oder weniger Laserenergie absorbie-
ren werden bzw. untereinander Kopplungen eingehen konnen. Ein ganzes System
von Wechselwirkungen, beliebig komplex, scheint mdoglich, ja wahrscheinlich zu
sein. Es ist dabei nicht zu entscheiden, wieviele dieser Interaktionen im Modell
zu beriicksichtigen sind, um eine passende Beschreibung der Mef3werte zu finden.
Eine analytische Losung diirfte in den seltensten Fillen moglich sein.

Wegen der Komplexitit bereits dieses ersten erweiterten Modells, und da
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es unmoglich scheint, aus einer Einzelmessung die gegeneinander gewichteten
Gréfen B1, B2 und B3 durch Fit zu bestimmen, wurden die Messungen durch das
einfachere Modell beschrieben und die komplizierteren Varianten hier nur quasi
am Rande erwidhnt. Immerhin ist Photofrin als Gemisch eher die Ausnahme fiir
einen 'A, - Sauerstoff - generierenden Farbstoff. Es wurde vor allem wegen seiner
klinischen Bedeutung als bislang einzig zugelassenes Medikament fiir diese Unter-
suchungen ausgewéhlt, nicht wegen besonderer photophysikalischer Eigenschaf-
ten. Fiir eine Reinsubstanz als Sensibilisator diirfte das Modell nach Kap. 2.5 fiir
eine vollstédndige Beschreibung der Lumineszenzkurven unter verschiedenen Kon-
zentrationsbedingungen geniigen, sofern nicht andere Dinge wie beispielsweise
chemische Reaktionen ins Spiel kommen, deren Reaktionsprodukte durch Quen-
cherverhalten das Bild verfilschen kénnten. Diese Annahme wire jedoch noch zu
beweisen.

Dies alles ist jedoch eine Eigenart von Photofrin als Sensibilisator, nicht von
'A, - Sauerstoff als solchem. Bereits die einfachste Version des Modells mit der
Annahme von Photofrin als Reinsubstanz liefert eine gute Beschreibung der
Vorgéinge mit Ausnahme der Anstiegsraten bei Quencherzugabe. Fiir die Be-
schreibung des Abklingverhaltens ist eine Verkomplizierung nicht nétig, da es
bereits durch eine beriicksichtigte Komponente von Photofrin hinreichend be-
schrieben wird.



6. SINGULETT (!A,)- SAUERSTOFF IN LIPIDSUSPENSION

6.1 Das Lipid Phosphatidylcholin in wéBriger Suspension

Der Schritt von der Messung der 'A, - Sauerstoff - Lumineszenz in Losungen zur
Messung dieser Lumineszenz in Zellsuspensionen (siehe Kap. 7) ist immens. Man
springt vom einfachsten System zu einem sehr komplexen (siehe Kap. 7.3.3), das
auf den ersten Blick zahlreiche uniiberschaubare Beitréige zur 'A, - Lumineszenz
liefert. Zum Versténdnis dieses Signals geht man {iber den Zwischenschritt der
Lipidsuspension, da das Grundgeriist der Plasmamembran der Zellen, in der das
lipophile Photofrin in diesen Untersuchungen lokalisiert ist, aus einer Lipiddop-
pelschicht besteht (siehe Kap. 7.3.2 und 7.3.3). Um anndherungsweise Vergleich-
barkeit zu gewéhrleisten, wihlt man aus der Vielzahl moglicher Lipide dasjenige
aus, das den Hauptbestandteil der Membran der verwendeten HT-29 - Zellen (vgl.
Kap. 7.3.1) ausmacht, das Phosphatidylcholin [HLM78]. Abb. 6.1 zeigt die che-
mische Struktur dieses Lipids.

Das Molekiil besitzt zwei lange aliphatische Kohlenwasserstoftketten, die den
unpolaren Anteil des Molekiils ausmachen, und eine polare Cholin - Kopfgruppe.
Die Lénge der aliphatischen Ketten variiert von Molekiil zu Molekiil typischerwei-
se im Bereich von 12 bis 22. Entsprechend kann man fiir die molare Masse von
Phosphatidylcholin nur einen Mittelwert annehmen, der M = 768 o betragt
[SO1]. Die Quencherratenkonstante von Phosphatidylcholin betréigt k7 ~ 3 - 107
(usmM)* [KKM83]. Diese Grofie soll mit &y, bezeichnet werden und nicht kag,
da in der genannten Literaturstelle nicht geklért ist, ob es sich dabei um physi-
kalisches oder chemisches Quenchen handelt.

Die Grundstruktur der zelluldiren Membranen wird gebildet aus zwei Schich-
ten dieser und vergleichbarer Molekiile. In jeder Schicht stehen diese Molekiile
eng beisammen, jeweils gleich ausgerichtet nach ihrer Polaritét, und die beiden
Schichten beriihren sich an ihrer unpolaren, d.h. lipophilen Seite. Die polaren
Kopfgruppen stehen nach aufien [P98]. Dies zeigt Abb. 7.2 auf S. 76.

Das Lipid Phosphatidylcholin ist wasserunloslich und bildet in D>O eine Sus-
pension von zahlreichen Partikeln und Tropfchen mit Gréflen von wenigen nm bis
hin zu wenigen pym [LRD83]. Lichtmikroskop - Aufnahmen von Suspensionen von
15 mg/ml Phosphatidylcholin in DyO, hergestellt an der Klinik und Poliklinik
fiir Dermatologie der Universitdt Regensburg, bestitigen dies, zumindest bis hin
zu Grenze der Auflésung bei ca. 1 pm.

Man darf somit das Lipid nicht als gel6sten Bestandteil der Losung betrach-



6.1. Das Lipid Phosphatidylcholin in waBriger Suspension 63
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Abb. 6.1: Chemische Struktur des Lipids Phosphatidylcholin [HLMT78]. Das x in der
Strukturformel hat typischerweise einen Wert von 12 bis 22.

ten. Vielmehr mufl man unterscheiden zwischen zwei Phasen der Losung, in denen
unterschiedlich viel Photofrin und Sauerstoff gelost ist, der Lipidphase und der
wéalrigen DyO-Phase. Deshalb ist das Modell nach Kap. 2.5 hier nicht mehr
anwendbar, da sich das Lumineszenzsignal additiv zusammensetzt aus Lumines-
zenzsignal von 'A, - Sauerstoff, der im Lipid zerfillt und solchem, der im DO
zerfallt.

Wir nehmen an, dafl in der Lipidphase und in der wéfrigen Phase vonein-
ander unabhéingig iiber die jeweils dort gelosten Photofrinmolekiile A, - Sauer-
stoff generiert wird. Der 'A, - Sauerstoff kann nun in der Phase verweilen, in der
er erzeugt wurde, und dort nach Gesetzen, die dem Modell in Kap. 2.5 folgen,
deaktiviert werden. Es besteht aber auch die Moglichkeit, dafi ' A, - Sauerstoff -
Molekiile durch Diffusion die Phase, in der sie erzeugt wurden, verlassen und in
der jeweils anderen Phase zerfallen. Diese beiden Fille spielen bei der Beschrei-
bung des Verhaltens der Lumineszenz von 'A, - Sauerstoff in Lipidsuspensionen
eine Rolle, das sich additiv aus der Lumineszenz von 1Ag-Sauerstoff aus der
Lipid - und der D50 - Phase zusammensetzt.

Desweiteren ist Photofrin lipophil, d.h. daf} sich der Farbstoff im Lipid stérker
16st als in Wasser. Hierzu nimmt man vereinfachend an, daf} sich bei steigender
Photofrinzugabe diese Substanz zunéchst nur im suspendierten Lipid anreichert,
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solange bis die Konzentration cp die Loslichkeitsgrenze c% erreicht, die in der

Modellvorstellung und insbesondere in Abb. 6.2 als Teilchenzahldichte N§,,,,
bezeichnet ist. Erst bei weiter steigender Photofrinzugabe geht der Farbstoff in
der wéfirigen Phase in Losung. Dies veranschaulicht die genannte Abb. 6.2. Ein
vergleichbares Modell benutzt auch [EAF98].

Nb, NB

L .
N i | oo T

L
NB max

Photofringesamtkonzentration N p

Abb. 6.2: Vereinfachtes Modell der Photofrinkonzentration in Lipid und schwerem Was-
ser bei in DyO suspendierten Lipidtropfchen als Funktion der Photofringe-
samtkonzentration. Erklarung siehe Text. Die Teilchenzahldichte N {;’m ag €0t
spricht der Grenzkonzentration an Photofrin cg, die sich maximal im Lipid

16sen kann.

Man muf also zwei Fiille unterscheiden. Bei Photofrinkonzentrationen cp < %
wird der 'A, - Sauerstoff ausschliefilich im Lipid erzeugt. Hier kann er zerfallen
oder durch Diffusion in die D50 -Phase gelangen. Diese Diffusion ist der ein-
zige Weg, dafl 'A, - Sauerstoff ins D,O gelangt und dort luminesziert, da alles
Photofrin im Lipid sitzt. Erst bei Photofrinkonzentrationen cp > ¢ wird 'A, -
Sauerstoff direkt durch Photofrin in der wifirigen Phase erzeugt. Prinzipiell ist
es jedem 'A, - Sauerstoff - Molekiil moglich, innerhalb seiner Lebensdauer durch
Diffusion die Phase beliebig zu wechseln.

Weiterhin nimmt man an, daf§ sich 'A, - Sauerstoff von Sauerstoff im Grund-
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zustand 3Eg so wenig unterscheidet, daf§ der osmotische Druck von 'A, - Sauer-
stoff vernachlédfigt werden kann und die Bewegungen der Molekiile einfach der
Statistik der Brownschen Molekularbewegung folgen.

6.2 Lumineszenzmessungen in Lipidsuspensionen

Es wurden Suspensionen des Lipids Phosphatidylcholin in D3O hergestellt, de-
nen zuséatzlich definierte Mengen an Photofrin beigemengt wurden. Durch kurzes
Aufschiitteln wurde dafiir gesorgt, dafl eine fiir das Auge gleichméfige Suspension
entstand. Das Lipid 16st sich jedoch nicht sondern bildet nach Kap. 6.1 verschie-
den grofle Tropfchen. Die Sauerstoffkonzentrationen konnten mit dem vorhan-
denen Mefigerdt nicht bestimmt werden, da die Mefispitze in Lipid - Umgebung
zerstort wird. Keine der Mefiproben wurde mit Gas geblubbert, so dal man von
der Luftsdttigungskonzentration an Sauerstoff ausgehen darf.

Diese Suspensionen wurden wie die Losungen mit dem Laser bestrahlt und
die zeitliche Lumineszenzkurve bei A = 1270 nm bestimmt. Als Beispiel hierfiir
zeigt Abb. 6.3 die Messung der 'A, - Sauerstoff- Lumineszenz in einer Losung
von Photofrin (50 ug/ml), Phosphatidylcholin (15 mg/ml) und Sauerstoff (luft-
geséttigt) in schwerem Wasser D,O.

Deutlich erkennbar ist der Knick im zeitlichen Abklingverhalten der 'A, -
Sauerstoff - Lumineszenz bei t & 40 us.

Man sieht einen Signalanstieg, der mit einer Rate von 5, = 0,3764 us™
verlduft. Dies entspricht einer Anstiegszeit von Tansieq = 1/61 = 2,66 us. Nach
dem Maximum klingt die Lumineszenz zuerst mit einer schnelleren Rate von
BE = 0,091 & 0,008 ps ! ab, was einer Lumineszenzlebensdauer von 7, =
1/8% = (1141) us entspricht. In der Literatur wurde ein extrapolierter Wert von
1% = 12,2 ps fiir die Lebensdauer von 'A, - Sauerstoff in Phosphatidylcholin ge-
funden [EAF98]. Diesen Anteil des Signals ordnet man deshalb dem 'A, - Sauer-
stoff aus dem Lipidanteil der Suspension zu. Nachdem dieser schnellere Anteil
des Signals abgeklungen ist, macht die Lumineszenzkurve einen Knick und klingt
mit einer langsameren Rate von 82 = (0,017 4 0,001) us~' ab, was einer Lumi-
neszenzlebensdauer von 7p = 1/82 = (60 + 3) us entspricht. Diese Zeit ist etwas
kiirzer als der Wert, den man mit 7o p,0 = (68 £ 4) fiir reines DoO erwarten
wiirde, siehe Kap. 4.5. Dies ist vermutlich begriindet durch das chemische und
physikalische Quenchen von 'A, - Sauerstoff durch das Lipid Phosphatidylcholin.
Da das Lipid kein geloster Bestandteil der Suspension ist, handelt es sich hierbei
um einen Oberflicheneffekt der Lipidtropfchen.

Um den theoretischen Kurvenverlauf an die Mefidaten zu fitten, verwendet
man die Fitfunktion

1

f(t) = Ae 57t 4+ Be Pt L Ce PPt 4 D (6.1)
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Abb. 6.3: 1 A, - Sauerstoff - Lumineszenzsignal einer Losung von Photofrin (50 ug/ml),
Phosphatidylcholin (15 mg/ml) und Sauerstoff (luftgesittigt) in schwerem
Wasser D2O bei einer Anregungspulsenergie von E = 66 pJ und 20000 An-
regungspulsen.

Die Wahl dieser Funktion begriindet sich durch die Form des Gesamtsignals, dafl
sich additiv zusammensetzt aus zwei monoexponentiellen Kurven gem. Gl. (2.15),
je einer aus der Lipid - und der D,O - Phase. Somit enthélt das Lumineszenzsignal
aus der Suspension strenggenommen jeweils zwei Anstiegs- und zwei Abkling-
beitrédge. Die Anstiegsraten fiir die beiden Signalaufbauten konnen fittechnisch
nicht getrennt werden. Deshalb wird beim Fit nur ein einziges Anstiegsverhal-
ten beriicksichtigt durch den Term Ae~ %7, Die beiden Abklingzeiten sind mit
BE ~ 11 ps und BP ~ 60 us verschieden genug, um durch den Fitalgorithmus sau-
ber getrennt werden zu kénnen. Deshalb kénnen beide Abklingverhalten bertick-
sichtigt durch die Terme Be 7! fiir den Lipidanteil und Ce#>* fiir den D50 -
Anteil des Abklingverhaltens. Die Grolen A, B und C sind hierbei Gewichtungs-
faktoren dieser Anteile. Insbesondere hingt das Verhiltnis von B zu C' ab von
den relativen Volumenanteilen von Phosphatidylcholin gegeniiber DO ab, durch

den Term % in GL. (2.15) aber auch von 8P, 8L, AP und B, von den

Sauerstoffteilchendichten N5 und N}, den Photofrinteilchendichten N5 und Nj
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und den Ubertragsraten k2, und k%,. Weiterhin spielt die Diffusion von 1A, -
Sauerstoff eine Rolle, vor allem im Bereich der Photofrinkonzentration cp < cIGJ,
in dem sich das gesamte Photofrin im Lipid aufhilt und nur hier *A, - Sauerstoff
generiert wird, also bei Nf° = 0.

Die Fitgrole D beriicksichtigt das mittlere statistische Rauschen und wird
nicht weiter verwendet. Fiir die Verwendung dieser Fitfunktion mufite gewahrlei-
stet sein, dafl das Mefintervall lang genug war, so dafl die Lumineszenz vollstindig
abgeklungen war, um das mittlere Rauschen sehen und fitten zu kénnen. In den
Abbildungen zu Lipidkonzentrationen von 15 und 25 mg/ml sind die genannten
Modellparameter nach diesem Verfahren geméf Gl. (6.1) gewonnen worden. Bei
den Messungen an Suspensionen mit 5 pg/ml Phosphatidylcholin in DO wur-
de wie die lipidfreien Losungen nach Gl. (3.2) gefittet, da im Wesentlichen stets
ein einfach exponentielles Abklingverhalten beobachtet wurde und ein Fit nach
Gl (6.1) keine eindeutigen Ergebnisse fiir B lieferte.

0.05

O Abklingrate 5 mg/ml
0.045 r *  Abklingrate ohne Lipid

it

0 100 200 _ 300 _ 400 500 600
Photofrinkonzentration [ .g/ml]

Abb. 6.4: Abklingraten 8P des Lumineszenzsignals von 1Ag— Sauerstoff einer Losung
von Photofrin und Sauerstoff (91% LS) in schwerem Wasser DoO ohne Lipid
und mit Lipid (5 mg/ml) in Abhéngigkeit von der Photofrinkonzentration cp
bei einer Anregungspulsenergie von E = 24 yJ und 20 000 Anregungspulsen

Abb. 6.4 zeigt die Abklingraten 32’ der 'A, - Sauerstoff - Lumineszenz in Pho-
tofrinlgsungen in DO mit 5 mg/ml Phosphatidylcholin und ohne. In diesen Sus-
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pensionen war fiir Photofrinkonzentrationen cp > 50 pug/ml nur ein einziges Ab-
klingverhalten zu sehen, mit einem Kurvenverlauf, der sich hervorragend nach
Gl. (3.2) fitten lieB. Offenbar ist hier der Signalanteil der 'A, - Sauerstoff- Lu-
mineszenz aus dem Lipid so gering, dafl er gegeniiber dem erheblich héheren
Anteil aus dem DyO keine Rolle spielt. Lediglich bei den Photofrinkonzentratio-
nen cp < 10 pg/ml zeigt sich am Anfang der Meflkurve eine Abweichung von der
iiblichen Signalverlaufskurve nach Gl. (2.15) dergestalt, dafi das Kurvenmaximum
der MeBpunkte spitzer verliduft als die Kurve nach Gl. (2.15). Man interpretiert
das dahingehend, daf} bei den héheren Photofrinkonzentrationen ein Grofiteil des
'A, - Sauerstoff in das D,O diffundiert und das Lumineszenzsignal von dort das-
jenige aus dem Lipid weitgehend iiberdeckt. Moglicherweise wird bei den h6heren
Konzentrationen 'A, - Sauerstoff sogar auch im DoO erzeugt durch im dort be-
findliches Photofrin, denn die strickte Verteilung des Photofrins nach Abb. 6.2
stellt nur eine Ndherung dar. Eine geringe Menge Photofrin diirfte sich bereits
im D50 befinden, wenn das Lipid noch nicht ganz an Farbstoff geséttigt ist. Bei
den kleinen Photofrinkonzentrationen schlieflich wird weniger ! A, - Sauerstoff er-
zeugt, also ist dadurch die Anzahl der durch Diffusion das Lipid verlassenden
1A, - Sauerstoff - Molekiile geringer, und es deuten sich Signalverformungen an,
die auf einen Signalbeitrag aus dem Lipid schlieflen lassen.

Es wurde auch versucht, bei Photofrinkonzentrationen ¢p < 1 ug/ml in der
Suspension zu messen, doch war hier das Lumineszenzsignal zu schwach, als daf}
man es hitte sinnvoll auswerten konnen.

Man sieht weiterhin, daf§ die Abklingraten 32 bei Lipidzugabe von 5 mg/ml
um einen nahezu konstanten Wert von 6K = 2,4 - 1072 ps! hin zu hoher-
en Raten verschoben sind. Diesen Versatz kann man allgemein durch Quen-
chen (chemisch und physikalisch) des 'A, - Sauerstoff durch das Lipid erkliren
(vgl. Kap. 2.6). Die entsprechende Quencherrate von Phosphatidylcholin ist dann
kr, = 4,8-107* (usmg/ml)~L. Leider darf man trotz bekanntem Molekiilgewicht
von Phosphatidylcholin [SO01] nicht auf eine Ratenkonstante K¢ in der Einheit
[(us mM)~!] umrechnen. Grund dafiir ist, dal das Lipid nicht als Bestandteil einer
homogenen Lisung in D,O aufgefafit werden kann. Vielmehr spielt die Oberfliche
der Tropfchen eine Rolle, da hier das Quenchen des im DyO befindlichen 'A, -
Sauerstoff stattfindet. Die Gesamtoberfliche aller Tropfchen wiederum héngt u.a.
ab von der Verteilung der Tropfchengréflen. Man hat also nicht die nétigen Vor-
aussetzungen, um wirklich von einer Ratenkonstante zu sprechen. Man kann le-
diglich die genannte Rate k; angeben, die strenggenommen auch nur fiir diese
Art von Suspension giiltig ist und nicht fiir Phosphatidylcholin im allgemeinen.

Zusétzlich zu den Losungen und Suspensionen wurden auch trockene Auf-
striche von Phosphatidylcholin auf Quarzglasobjekttréigern untersucht, das mit
der entsprechenden Menge an Photofrin versetzt war. Diese Objekttriger wur-
den anstelle der Kiivette fiir die Meiproben in den Versuchsaufbau eingesetzt.
Die Lipidschicht auf den Proben war einige 100 pm dick. Auch hier konnte ein
Lumineszenzsignal bei Ax = 1270 nm beobachtet werden. Qualitativ gleichen die
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hier gefundenen Meflkurven in ihrem zeitlichen Verlauf denjenigen bei den Lésun-
gen. Auf einen schnellen Anstieg und ein Maximum folgt ein monoexponentiel-
les Abklingen des Lumineszenzsignals. Es wurden Photofrinkonzentrationen von
10, 20 und 50 pg/ml Photofrin im Lipid untersucht. Die Abklingraten fiir den
Lipidaufstrich liegen bei 85 = (0,091 4 0,005) us~!. Dieser Wert ist im unter-
suchten Bereich von 10 bis 50 pg/ml von der beigegebenen Menge an Photofrin
nahezu unabhingig. Er bedeutet somit die Abklingrate von 'A,-Sauerstoff in
reinem Phosphatidylcholin als Losungsmittel bzw. eine Lumineszenzlebensdauer
von 77, = 1/B% = (11,0 £ 0,4) us von 'A,-Sauerstoff in Phosphatidylcholin.
Er entspricht in etwa dem Literaturwert der Lebensdauer von 1Ag - Sauerstoff in
diesem Lipid, 7o = 12,2 us [EAF98].

Bei Zugabe von 15 und 25 mg/ml Phosphatidylcholin in D,O konnten bei
den Messungen der Lumineszenz wie exemplarisch in Abb. 6.3 dargestellt jeweils
zwei Abklingraten 3 und 82 bestimmt werden, sowie die Gewichtungsfaktoren
B und C.

Alle gemessenen Abklingraten (3, der 'A, - Sauerstoff - Lumineszenz in reinem
Losungsmittel, Suspensionen mit Phosphatidylcholin in den Konzentrationen 5,
15 und 25 mg/ml und im Aufstrich zeigt zusammenfassend Abb. 6.5.

Am hochsten liegen die Lumineszenzraten aus den Suspensionen in HyO mit
etwa B ~ 0,13 ps !, dann folgen die Lumineszenzraten, die am Aufstrich
gemessen wurden mit S5 &~ 0,091 ps~!, und am tiefsten liegen die Werte [,
fiir das D5O, zusammen mit den lingeren Komponenten des Abklingverhaltens
in den Proben mit Phosphatidylcholin in D,O - Suspension 32, die jeweils bei
etwa 0,018 ps~! liegen. Diese Werte sind innerhalb der Fehlergrenzen nahezu
gleich. Daraus kann man schlielen, da3 die langsamer abklingende Komponen-
te in der doppelt exponentiellen Signalkurve der 'A,-Sauerstoff- Lumineszenz
aus der wéflirigen Phase der Suspension stammt. Diesen Ausschnitt von Abb. 6.5
zeigt Abb. 6.6. Ab einer Photofrinkonzentration von ungefihr c¢p ~ 100 pg/ml
Photofrin ergibt sich eine niherungsweise lineare Zunahme der 52, die im physi-
kalischen Quenchen von 'A, - Sauerstoff durch Photofrin begriindet ist.

Bis zu Konzentrationen von 5 pg/ml Photofrin in den Suspensionen mit
15 mg/ml Phosphatidylcholin sind die schnelleren Abklingraten 35 (vgl. Abb. 6.5)
innerhalb der Fehlergrenzen gleich den Abklingraten 85 der Lumineszenz, die bei
den Lipidaufstrichen gemessen wurden. Dies ist ein Indiz dafiir, daf} dieser Anteil
des Lumineszenzsignals aus der Lipid - Phase stammt, also auf 'A,- Sauerstoff
hinweist, der im Lipid generiert wurde und auch dort strahlend relaxierte. Bei
Konzentrationen iiber 5 pg/ml in diesen Suspensionen liegen die schnelleren Ab-
klingraten 3L tiefer als die Lumineszenzabklingraten 85 im Aufstrich und damit
auch tiefer als der erwartete Wert von 3% ~ 0,091 us='.

Dies kann erklirt werden durch eine Riickdiffusion von 'A, - Sauerstoff in die
Lipidphase. 'A, - Sauerstoff, der im Lipid generiert worden ist, kann dieses ver-
lassen, sich eine gewisse Zeit im D,O authalten, wo seine Lebensdauer gegeniiber
dem Lipid deutlich verldngert ist, und vor seiner Relaxation wieder in das Lipid
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Abb. 6.5: Abklingraten des Lumineszenzsignals einer Lésung von Photofrin und Sau-
erstoff (91% LS) in Wasser HoO, schwerem Wasser D2O ohne Lipid und mit
Lipid in Abhéngigkeit von der Photofrinkonzentration cp und der Lipidkon-
zentration bei einer Anregungspulsenergie von E = 66 xJ und 20000 Anre-
gungspulsen. Die gestrichelten Linien sind Hilfslinien bei 0,018 us, 0,091 us
und 0,13 us, vgl. Text.

hinein diffundieren, wo er dann zerfillt. Durch seinen ,, Ausflug“ in das D,O, wo er
nicht nachgewiesen wurde, da er dort nicht zerfallen ist, scheint die lipidbedingte
Lebensdauer vergréflert. Insbesondere wird das beschriebene Phiinomen immer
wichtiger bei hoheren Photofrinkonzentrationen, da hier mehr 'A, - Sauerstoff ge-
neriert wird und sich der ins D,O diffundierte Singulett - Sauerstoff erst einmal
lokal in der Nahe der Grenzschicht Lipid-D,O aufhélt und dort anreichert. Bei
noch weiter steigender Photofrinkonzentration wird dann auch die Séttigungskon-
zentration von Photofrin ¢% im Lipid (siehe Abb. 6.2) iiberschritten, und im DyO
selbst wird ' A, - Sauerstoff erzeugt, der seinerseits in die Lipidphase diffundieren
kann. Jedoch sorgt die direkte Generierung von 'A, - Sauerstoff durch Photofrin
im D»0O fiir eine rdumlich homogenere Verteilung von Singulett - Sauerstoff als
dessen Diffusion aus dem Lipid heraus.

In H,O liegen die Raten 34 bei 1 und 10 ug/ml Photofrinzugabe etwas hoher
als fiir das reine Lipid erwartet, siehe Abb. 6.5. Erst bei einer Photofrinkonzen-
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Abb. 6.6: Ausschnitt aus Abb. 6.5: Abklingraten des Lumineszenzsignals einer Losung
von Photofrin und Sauerstoff (91% LS) in schwerem Wasser DoO ohne Lipid
und mit Lipid in Abhéngigkeit von der Photofrinkonzentration cp und der
Lipidkonzentration bei einer Anregungspulsenergie von E = 24 xJ und 20 000
Anregungspulsen

tration von 100 pg/ml verkiirzt sich die Rate signifikant und ndhert sich dem
Wert der 'A, - Sauerstoff - Abklingrate 35 im Lipidaufstrich. Offenbar besitzt die
H,0 - Umgebung, die mit 857 ~ 0,25 ps~" [K98], [WHR95] die hichste Rate be-
sitzt, bei geringeren 'A, - Sauerstoff - Konzentrationen stérkeren Einfluf§ auf das
Abklingverhalten als bei hohen, wéihrend dies in D,O - Umgebung umgekehrt der
Fall ist. Dieser Effekt konnte aber auch durch Streung der Mefiwerte innerhalb der
Fehlerbalken begriindet liegen, da hier nur drei Mepunkte aufgezeichnet wurden.

In Abb. 6.7 sind die durch Fit nach Gl. (6.1) bestimmten Gewichtungsgréfen
B und C fiir die Suspensionen mit 15 und 25 mg/ml Phosphatidylcholin in D,O
eingezeichnet. Sie stellen ein Mafl dar fiir die relative Signalintensitit aus den
beiden Phasen.

Fiir die MeBwerte in den Suspensionen mit 15 mg/ml Phosphatidylcholin sieht
man bis zu einer Photofrinkonzentration von 200 pg/ml einen Anstieg des Ge-
wichtungsparameters C fiir den DO - Anteil, wihrend derjenige fiir den Lipidan-
teil, B, weitgehend konstant bleibt. Dies bedeutet, dafy die Lumineszenzintensitit
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Abb. 6.7: Fitparameter B und C nach Gl. (6.1), bestimmt aus dem zeitlichen Verhalten
der ! A, - Sauerstoff - Lumineszenz von Lésungen von Photofrin in DO mit 15
und 25 mg/ml Phosphatidylcholin in Suspension, in doppeltlogarithmischer
Auftragung.

aus dem Dy,O mit steigender Photofrinkonzentration gegeniiber dem Anteil aus
dem Lipid zunimmt, welcher im Wesentlichen unverdndert bleibt. Stellt man sich
vor, daf} in diesem Bereich der Photofrinkonzentration alles Photofrin im Lipid
geldst ist, so bedeutet dies eine stérkere Diffusion von 'A, - Sauerstoff, der umso
mehr generiert wird, je mehr Photofrin im Lipid ist, aus dem Lipid heraus in das
D,0. Bei einer Photofrinkonzentration von c¢p = 200 ug/ml treffen sich die Wer-
te fiir B und C und bleiben gemeinsam konstant bis zur hochsten vermessenen
Konzentration an Photofrin von ¢p = 1000 ug/ml. Der Schnittpunkt von B und
C bezeichnet moglicherweise die Photofrinléslichkeitsgrenze in Phosphatidylcho-
lin, so da8 man aus Abb. 6.7 ¢& ~ 200 ug/15 mg = 13,3 ug Photofrin pro mg
Phosphatidylcholin schéitzen kann. Dieser Wert liegt eine Groflenordnung unter
dem Wert der Léslichkeit von Photofrin in Phosphatidylcholin, den [EAF98| zu
¢ = 110 pg/ml Lipid bestimmte. Jedoch wurden in der genannten Arbeit die Li-
pidtropfchen zuvor im Ultraschallbad zu kleinsten Partikeln zerstaubt, so dafl die
Werte nicht direkt vergleichbar sind. Da fiir cp > ¢ auch 'A, - Sauerstoff in der
wéafrigen Phase durch das dort geloste Photofrin erzeugt wird, und von dort auch
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die Lipidphase hineindiffundieren kann, kommen die beiden Vorgéinge (Diffusion
aus dem Lipid heraus und in dieses hinein) in ein Gleichgewicht, das durch die
Teilchendichten von 'A, - Sauerstoff im Lipid und im D,O, N und NZ, sowie
durch die Grole der Lipid - D2O - Grenzfldche bestimmt ist. Dieses Gleichgewicht
bedingt moglicherweise B & C' fiir cp > ¢, da der Partialdruck von 'A, - Sauer-
stoff in Lipid und D50 durch die wechselseitige Diffusion dieser Molekiile gleich
grof} ist und sich die Gewichtung der Signalbeitrdge somit nicht mehr dndert.

Eine andere Erklarungsvariante, dafi die Séattigungskonzentration von Photo-
frin in Phosphatidylcholin ¢% < 1 ug/mg sein koénnte, und das Ansteigen von
C iiber cp bereits bei den geringsten Photofrinkonzentrationen cp ein Anzei-
chen steigender Photofrinkonzentration im DoO wére, 148t sich durch die ho-
he Léslichkeit von Photofrin in Phosphatidylcholin praktisch ausschlieen. Diese
Moglichkeit wiirde ndmlich bedeuten, dafi sich weniger als % ug/mg Photofrin in
Phosphatidylcholin 16sen wiirde. Dieser Wert kommt zustande durch die Photo-
frineinwaage von 1 ug/ml und der Phosphatidylcholin - Einwaage von 15 mg/ml
in D5O. Er erscheint bei weitem zu gering, er widerspricht Angaben fiir die Pho-
tofrinloslichkeit in Phosphatidylcholin in der Literatur, wo ein Wert von umge-
rechnet ¢ = 110 pg/ml bestimmt wurde [EAF98]. Zudem kann diese Variante
nicht erkldren, weshalb fiir die Werte von C eine Séttigung eintritt, sobald sie
sich mit den Werten fiir B schneiden.

Die drei Werte von B bzw. C' fiir die Phosphatidylcholin- Konzentration
25 mg/ml streuen zwar stark, zeigen aber dieselbe Tendenz wie bei einer Kon-
zentration von 15 mg/ml Phosphatidylcholin in D2O. Dies ist vermutlich darauf
zuriickzufiihren, dafl bei dieser Menge an Phosphatidylcholin in D;O die Grenze
der Suspendierbarkeit von etwa 40 mg/ml bald erreicht ist, oberhalb der sich bei
den Experimenten dieser Arbeit das Lipid nicht mehr in Suspension ging sondern
lediglich eine Schicht bildete, die auf dem HyO bzw. D;O schwamm. Die Lipid-
tropfchen werden sehr gro und verklumpen, das Verhiltnis von Oberfliche zu
Volumen des Lipids wird sehr klein, streut aber stark von Probe zu Probe, da das
Verklumpen nicht jedesmal zu exakt gleich groflen Klumpen fiihrt. Dies konnte
die Streuung in den Gewichtungsfaktoren der beiden Phasen erkliren.

Zusammenfassend 148t sich feststellen, dafl das zeitliche Verhalten der Lumi-
neszenz von A - Sauerstoff in Lipidsuspensionen wesentlich durch die Diffusion
von 'A, - Sauerstoff zwischen den beiden Phasen Lipid und DO beeinflufit wird.

Die in Lipidsuspensionen gewonnenen Erkenntnisse stellen ein wichtiges Werk-
zeug bei der Interpretation der Messungen der 'A, - Sauerstoff - Lumineszenz an
Zellsuspensionen in vitro dar, worauf im folgenden Kapitel eingegangen wird.



7. SINGULETT ('A,) - SAUERSTOFF IN ZELLSUSPENSION

7.1 Aufbau einer typischen menschlichen Zelle

Die Zelle ist die kleinste Einheit des Lebendigen, d.h. die Zelle (und keine kleinere
Einheit) ist in der Lage, die Grundfunktionen des Organismus, also Stoffwechsel,
Wachstum, Bewegung, Vermehrung und Vererbung zu erfiillen [SD91].

Abb. 7.1: Schematischer Aufbau einer typischen menschlichen Zelle nach [P98]. Fe-
instruktur: a: Einstiilpungen der Plasmamembran ins Zellinnere; b: Kanal-
system des glatten endoplasmatischen Retikulums; c: Mitochondrium vom
Tubulus- Typ; d: die beiden Membranen der Kernhiille; e: Nukleolus; f: Zen-
tralkorperchen; g: Golgi- Komplex; h: Zelloberfliche; i: Pinozytoseblischen;
k: Liposomen; 1: Ribosomen; m: granulidres endoplasmatisches Retikulum;
n: Poren der Kernhiille; o: Mitochondrium vom Crista- Typ. Zur nidheren
Erlduterung siehe [P98].

Zellen sind nach auflen abgegrenzt durch die Plasmamembran, die das Zyto-
plasma, also das Zellwasser, und die darin eingebetteten zelluldren Substruktu-
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ren mit eigener Membranbegrenzung, die Zellorganellen, umhiillt. Diese sind in
Abb. 7.1 schematisch dargestellt. Die Organellen, quasi die ,Organe“ der Zelle,
sind hochspezialisiert. Das genetisches Material z.B. ist im Nukleus, dem Zell-
kern, konzentriert. Im endoplasmatischen Retikulum werden u.a. Proteine und
Lipide zur Membranbildung synthetisiert, und die oxidative Adenosintriphos-
phat(ATP) - Produktion, also die Energiegewinnung, findet in den Mitochondrien
statt, um hier nur einige zu nennen.

Die Plasmamembran stellt gleichsam die Haut der Zelle dar, die sie umgibt
und zusammenhdlt. Je nach Zelltypus variiert ihre Zusammensetzung, doch be-
steht sie im Wesentlichen zu 50% bis 60% aus Proteinen und zu 40% bis 50% aus
Lipiden, die sich wiederum hauptséchlich in Cholesterol, Phosphoglyceride, zu
denen auch Phosphatidylcholin gehort, und Sphingomyelinen unterteilen lassen
[HLM78|. Aufgrund der Lokalisation von Photofrin in zelluliren Membranen ver-
ursacht der erzeugte Singulett - Sauerstoff oxidative Schiden v.a. an den Lipiden.
Da also die Plasmamembran das oxidative Ziel bei der Zellzerstérung dieser Ar-
beit darstellt (siehe Kap. 7.3.2), soll hier etwas ausfiihrlicher auf sie eingegangen
werden. Abb. 7.2 beschreibt ihren typischen Aufbau.

Sie ist die in sich geschlossene, selektiv durchléssige duflere Begrenzung der
tierischen und damit auch menschlichen Zellen [P98]. Sie gewiihrleistet den Kon-
takt zu anderen Zellen zum Stoffaustausch und zur Reizbeantwortung, auflerdem
die Oberflichenspannung und die Zellbeweglichkeit. Sie ist ca. 8 nm dick und be-
steht aus zwei Lipidmolekiilschichten, der Proteine mit unterschiedlicher Struktur
eingefiigt oder aufgelagert sind. Die meisten Proteine besitzen eine sehr grofie phy-
sikalische Quencherstirke, die die Quencherstirke der Lipide um typischerweise
bis zu 4 GréBenordnungen iibertrifft [K91].

Zu den Funktionen der Membran gehort der zelluldre Stoffwechsel durch ak-
tiven Transport von Ionen und kleinen Molekiilen durch sie hindurch unter Ver-
brauch von ATP. Grofle Molekiile und Partikel kénnen in Fliissigkeitsbldschen
durch sie hindurchgeschleust werden. Sie bewerkstelligt so kontrollierten (Osmo-
se) und unkontrollierten (Diffusion) Austausch von Stoffen.

Durch ihre Struktur sorgt die Membran fiir die Spezifitdt der unterschiedli-
chen Zellen. Durch Glykoproteine und -lipide auf der Auflenschicht erkennen sich
gleichartig spezifizierte Zellen und haben so die Voraussetzung fiir Gewebebildung
und Hemmung von unkontrolliertem Zellwachstum. Ebenso ist sie der Triger der
Antigeneigenschaften der Zelle wie von Zellrezeptoren.

Wird die Membran zerstort, wie es bei den Untersuchungen in dieser Ar-
beit im Rahmen der Photodynamischen Therapie geschieht, so fithrt dies unwei-
gerlich zum Tod der Zelle. In Abhingigkeit der Lokalisation des Sensibilisators
und der Menge an generiertem Singulett - Sauerstoff wird die Zelle durch Mem-
branschiden entweder aktiviert oder zerstort.

Weiterfiihrende Einzelheiten zum Thema Zelle, Zellaufbau und - funktion bie-
tet neben vielen anderen Werken vor allem [P98].
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Abb. 7.2: Schematischer Aufbau der dufleren Membran einer typischen menschlichen

Zelle nach [P98]. Modellvorstellung iiber die Plasmamembran im Querschnitt:
a: extern orientiertes intrinsisches Membranprotein; b: intern lokalisiertes
Membranprotein; c: extern extrinsisches Membranprotein; d,e: die Membran
durchdringende Proteine mit hydrophoben Wechselwirkungen im Inneren der
Membran; f: die Membran durchspannendes Glykoprotein mit Zuckerresten
(g); h: intern lokalisiertes extrinsisches Membranprotein.
Intrinsisch bedeutet, dafl das Protein in die Membran eingelagert ist, wihrend
extrinsisch ein aufgelagertes Protein kennzeichnet. Intern bezeichnet das Zell-
innere, extern das Zellduere. Gut zu erkennen sind hier die langgestreckten
Lipidmolekiile, die nebeneinander in einer Doppelschicht das Grundgeriist
der Membran bilden. Zur niheren Erliuterung siehe [P98].

7.2 Photodynamische Therapie

Neben Herz- Kreislauferkrankungen stellt Krebs in seinen verschiedenen Varia-
tionen die Haupttodesursache der modernen Industriewelt dar. Unter dem Ober-
begriff ,,Krebs“ fassen sich an die 1000 verschiedenen Krankheitsformen zusam-
men, die sich v.a. durch eine Gemeinsamkeit auszeichnen: dem unkontrollierten
Wachstum von Gewebe [SL94]. Wegen den teilweise erheblichen Nebenwirkun-
gen und Belastungen der etablierten Krebstherapieformen wie Chemotherapie
oder operativer Entfernung fiir den Patienten ist die Medizin auf der Suche nach
Alternativen, die fiir den Erkrankten eine geringere Belastung darstellen.

Die Photodynamische Therapie (PDT) ist eine der verschiedenen Alternati-
ven, die in der jiingeren Vergangenheit bei der Behandlung von Prikanzerosen
(Krebsfriihstadien) und Tumoren in der Speiseréhre, dem Bronchialsystem oder
auch der Haut an Bedeutung gewonnen hat. Hier werden zwei essentielle Eigen-
schaften von molekularem Sauerstoff (O,) ausgeniitzt. Zum einen ist dies die Exi-
stenz eines niedrig liegenden ersten elektronischen Anregungszustands, 'A,, zum
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anderen die Allgegenwértigkeit im menschlichen Organismus [WGD76]. Abb. 7.3
zeigt den schematischen Ablauf der PDT.

_ systemische od.
Biolog. zellschaden, v, a1e Gabe

(7 evtl. Zelltod des Farbstoffes

Bestrahlung mit
(4) Laser oder

(6) Oxidations- u. Lampenlicht Transport u. Verteilung

Reduktior%‘mge 22222 (2 im Organlsmus

Erzeugung reaktiver Unterschied .Anrelcheru ng
(5) Substanzen (Radikale, <@ (3) in krankem und
Singulett-Sauerstoff) gesundem Gewebe

Abb. 7.3: Schematischer Ablauf der Photodynamischen Therapie nach [SL94]

Dem Patienten wird ein sensibilisierender Farbstoff verabreicht, der sich auf-
grund physiko - chemischer Eigenschaften von Tumor - und Normalgewebe selek-
tiv in Tumoren anreichert. Durch Bestrahlung mit Laser - oder Lampenlicht wird
der Farbstoff aus dem Singulett- Grundzustand Sy in den Singulett - Zustand S;
angeregt. Durch Interkombination gelangt ein moglichst grofler Teil der Energie
in den Triplettzustand T;. Von dort wird die Energie auf den allgegenwértigen
Sauerstoff iibertragen (vgl. Kap. 2.5). Der 'A, - Sauerstoff kann dann auf reak-
tivem Wege wichtige Zellbestandteile innerhalb seiner Reichweite zerstéren und
so den Zelltod herbeifithren [SL94]. Dieser Mechanismus wird in der PDT als
Typ II- Reaktion bezeichnet. Typ I bezeichnet die von einem Sensibilisator pho-
tophysikalisch induzierte Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen wie z.B. O
oder O,. Durch Experimente in vitro kann ein mdéglicher Einfluf}, der gegeniiber
der Rolle von 'A, - Sauerstoff von Bedeutung wiire, durch Tests mit dem Quen-
cher Mannitol (vgl. Kap. 2.4.3) ausgeschlossen werden (siehe Kap. 4).

Dies stellt klare Anforderungen an den Sensibilisator. Erstens sollte er selbst
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untoxisch sein, zweitens wird eine hohe Quantenausbeute an 'A, - Sauerstoff ver-
langt. Er sollte eine hohe Anreicherung in Tumoren erzielen und nach der Behand-
lung méglichst schnell vom Koérper wieder abgebaut oder ausgeschieden werden.
Angeregt werden soll die Substanz mit einer Wellenlénge, die méglichst tief ins
Gewebe eindringen kann, also im Bereich von etwa 600 - 850 nm.

In Deutschland ist fiir die PDT bislang (Stand Mai 2001) nur eine einzige
Substanz zur medizinischen Therapie zugelassen, ndmlich das Hématoporphy-
rinderivategemisch Photofrin. Diese Substanz entspricht leider nicht ganz den
idealen Anspriichen. Die Selektivitéit von Photofrin, also eine erhéhte Anreiche-
rung im erkrankten Gewebe gegeniiber dem gesunden, ist gering. Es resultiert
nach systematischer Gabe eine kutane Lichtsensibilisierung von ca. 6-8 Wochen.

Hervorragend hingegen ist die Quantenausbeute von Photofrin an 'A, - Sauer-
stoff von &, = 0,36 [PT86]. Die medizinisch gebriuchliche Anregungswellenléinge
von Photofrin liegt bei A = 630 nm, was noch im gewiinschten Bereich liegt.

Die Forschung geht natiirlich in diejenige Richtung, bessere sensibilisierende
Substanzen zu finden, als Photofrin es ist. Erste Erfolge im Rahmen von klinischen
Zulassungsstudien werden mit Porphyrin - Isomeren, sog. Porphycenen wie z.B.
ATMPn [SKS96] erzielt. Dabei handelt es sich um chemische Reinsubstanzen, die
bei etwa 640 nm absorbieren, schneller metabolisiert, d.h. durch den Stoffwech-
sel abgebaut, werden und vergleichsweise gute photophysikalische Eigenschaften
haben.

7.3 Zellkulturen

7.3.1 Der Zelltyp HT-29

Der Zelltyp HT-29 ist ein immortalisierter, standardisierter Zellstamm, der sich
vom menschlichen Darmkrebs ableitet. Da diese Erkrankung eine mégliche Indika-
tion fiir die Anwendung der PDT mit Photofrin als Sensibilisator ist, d.h. da diese
Art von Tumor ein potentielles Einsatzgebiet von Photofrin darstellt, wurde die-
ser Zelltyp fiir die in vitro - Untersuchungen der ' A, - Sauerstoff - Lumineszenz aus
Zellsuspensionen ausgewihlt. Zucht und Handhabung dieser Zellen ist ein Stan-
dardverfahren, daf in zahlreichen medizinischen Publikationen wie z.B. [SKS96]
hinlénglich beschrieben ist.

7.3.2 Intrazelluldre Lokalisierung von Photofrin

Um die oxidativen Vorgénge prézise zu erfassen, die bei der PDT den Zelltod
bewirken, mufl man Kenntnis von der Lokalisierung der Sensibilisators haben.
Dort, wo dieser sitzt, wird der 'A, - Sauerstoff generiert. Darum wird an dieser
Stelle, innerhalb der Lebensdauer und Reichweite des angeregten Sauerstoffs, der
zelluldre Schaden angerichtet.
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MeBtechnisch ist es momentan noch nicht méglich, ' A, - Sauerstoff in leben-
dem Gewebe in vivo optisch direkt nachzuweisen. Man kann aber mit Photofrin
inkubierte Zellen in vitro ebenso wie Photofrin - Losungen in die MefBkiivette des
Versuchsaufbaus nach Abb. 3.1 geben und nach Anregung von Photofrin das
Lumineszenzsignal bei Ax =1270 nm beobachten.

Nun mufl man auch bei Zellen in vitro nach der Lokalisierung des Farbstoffs
fragen. Es zeigte sich, daf} dies stark davon abhéingt, wie lange man Photofrin in
die Zellen inkubiert, d.h. wie lange man ihnen Zeit 148t, die Substanz aufzuneh-
men [WO97]. Die genannte Untersuchung zeigt, daf§ nach einer Inkubationsdauer
von 1,5 h der Sensibilisator fast ausschliefilich in der Plasmamembran angesam-
melt ist. Erst nach deutlich ldngerer Inkubation dringt er tiefer in die Zelle ein.
Aufnahmen der fiir die Untersuchungen dieser Arbeit verwendeten menschlichen
HT-29-Zellen an der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie der Universitit Re-
gensburg bestéitigen dies gut. Hierbei wurden HT-29-Zellen auf einen Objekt-
triager aufgewachsen und fiir 1,5 h mit Photofrin inkubiert. Der Objekttrager mit
den Zellen wurde unter einem Mikroskop (Firma Zeiss, Axiotec, Oberkochen) po-
sitioniert, um mit einer CCD - Kamera (Firma PCO, Kelheim, Deutschland) eine
Durchleuchtungsaufnahme mit Weifllicht anzufertigen. Diese zeigt Abb. 7.4.

Abb. 7.4: Weilllichtmikroskopaufnahme von photofrin - inkubierten HT-29 - Zellen, wie
sie in den in vitro - Untersuchungen dieser Arbeit benutzt werden.

Danach wurde die Fluoreszenz von Photofrin mit blauem Licht angeregt. Die
intrazelluldr generierte Fluoreszenz wurde im roten Teil des sichtbaren Spektrums
durch einen Kantenfilter (Firma Omega Opticals, Typ 600EFLP) beobachtet,
um das Anregungslicht von der Fluoreszenz zu trennen. Diese Aufnahme zeigt
Abb. 7.5. Photofrin ist {iberwiegend in der Membran angereichert. Die hellen
Stellen markieren das bei blauer Anregung rétlich fluoreszierende Photofrin, das



80 7. Singulett (*Ag) - Sauerstoff in Zellsuspension

Abb. 7.5: Zu Abb. 7.4 korrespondierende Fluoreszenzmikroskopaufnahme von photo-
frin - inkubierten HT-29 - Zellen, wie sie in den in vitro- Untersuchungen die-
ser Arbeit benutzt werden.

Anregungslicht ist abgeblockt.

Genau diese Zellinkubationsdauer von 1,5 h wihlt man, um fiir die Modell-
findung zur 'A, - Sauerstoff - Bildung in vitro ein iiberschaubares Szenario zu ha-
ben. Der bei Laserbestrahlung in der Plasmamembran generierte ' A, - Sauerstoff
reagiert mit deren Lipiden durch Lipidperoxidation und wird so chemisch dem
Gesamtsystem entzogen (vgl. Kap. 2.6).

7.3.3 Zellulidre Aufnahme von Photofrin

Ausgehend von den Erkenntnissen in Kap. 7.3.2 kann man ein sehr simples Mo-
dell einer Zelle konstruieren, um das Geschehen zu erfassen. Dieses Modell zeigt
Abb. 7.6.

Der interessierende Bestandteil der inkubierten Zellen, ndmlich die Plasma-
membran mit dem ndherungsweise ausschliefllich dort angereicherten Sensibili-
sator Photofrin, 148t sich in erster Naherung als Kugelschale beschreiben. Aus
Abb. 7.5 und weiteren vergleichbaren Aufnahmen kann man einen mittleren Zell-
durchmesser von Dy = (12,6 £ 0,1) pm bestimmen. Die Dicke der Membran
wurde zu dy; = (9£1) nm abgeschitzt. So kann man das Volumen der Membran
einer Zelle abschédtzen. Mit diesen Zahlen erhilt man ein mittleres Membranvo-
lumen von V;, = (4,1 4 0,4) um?® pro Zelle.

Es wurden Konzentrationen bis zu 50 pg/ml Photofrin im Uberstand inku-
biert. Bei noch hoheren Konzentrationen begann das Photofrin dunkeltoxisch,
d.h. giftig auch ohne Lichteinstrahlung auf die Zellen zu wirken.
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R =12,6 pm

D=9nm

Abb. 7.6: Stark vereinfachte Modellvorstellung einer Zelle; Erklirung siehe Text.

Die Konzentration ¢ von Photofrin in der Membran erhilt man, indem man
durch Messung der Transmission des Uberstands der Inkubationslésung im Spek-
tralphotometer vor und nach der Inkubation die Konzentrationen c und cZ von
Photofrin bestimmt. Diese ist nach der Inkubation im Uberstand verringert um
die Menge Farbstoff, die die Zellen aufgenommen haben [FSBI7].

Bei einer Photofrininkubationskonzentration von 20 pg/mlim Uberstand wur-
de nach diesem Verfahren die zellulire Aufnahme an Photofrin, der sog. uptake,
bestimmt zu My = (24 + 5) 55 oqe;- Bei einer Konzentration von 7,5 mio/ml
Zellen ergibt dies eine Gesamtkonzentration von (180 + 40) ng/ml Photofrin in
der Zellsuspension. Rechnet man dies jedoch zuriick auf des reine Volumen an
Membranlipid V% = V,-7,5-10° = 31 nl in 1 ml Suspension, so erhilt man eine
lokale Photofrinkonzentration von ¢ = (6 + 1) mg/ml in der Membran. Weiter-
hin konnte gezeigt werden, daf} die inkubierte Menge an Photofrin bei konstanter
Inkubationsdauer linear mit der Konzentration an Photofrin im Uberstand an-
steigt, was auch in der Literatur berichtet wurde [LSP94].

Man sieht, dafl einerseits die Gesamtmenge an Photofrin in der gereinigten
(siehe unten) Suspension deutlich geringer ist als in den reinen Losungsmittelpro-
ben, die typischerweise 200 pg/ml betrug. Andererseits wird lokal in der Membran
diese Konzentration deutlich iibertroffen. Die Zellkonzentration betrug typischer-
weise 5 oder 7,5 -10%/ml. Diese Anzahl ist unter dem Lichtmikroskop sehr genau
bestimmbar.

Die Sauerstoffioslichkeit in Lipiden ist etwa um einen Faktor 10 héher als in
Wasser [LB62], deshalb kann bei luftgeséttigten Suspensionen mit einer hinléing-
lich groflen Menge an Sauerstoff in der Membran gerechnet werden.

Nach der Inkubationszeit von 1,5 h wird der Uberstand, also die Photo-
frinlésung, entfernt, die Zellen werden gereinigt und in Suspension mit H,O oder
D,0 gebracht. Man kann nach dieser Prozedur zunichst praktisch ausschlieflen,
daf sich Photofrin in der Losung selbst befindet. Also sitzt der Sensibilisator nur
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Zellinneres Zellwand Lésungsmittel
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Abb. 7.7: Vereinfachte Modellvorstellung der Plasmamembran. Die eingezeichneten
Pfeile und Fragezeichen auf der Losungsmittelseite der Membran symboli-
sieren mogliche Diffusionen von Sauerstoff, 1Ag - Sauerstoff und Natriumazid
in die bzw. aus der Zellwand.

in der Plasmamembran, und ausschlieBlich hier wird 'A, - Sauerstoff generiert.

Der angeregte Sauerstoff kann nun in der Membran verweilen, dort von Li-
piden oder Proteinen sowohl chemisch als auch physikalisch deaktiviert werden,
oder aber er kann die Membran durch Diffusion verlassen und in das umgebende
Losungsmittel gelangen. Bei Diffusion ins Zellinnere findet der 'A, - Sauerstoff
innerhalb seiner Reichweite im Wesentlichen ebenfalls nur Losungsmittel, d.h.
H50 oder D;,O je nach Mefiprobe vor. Diese Situation ist in Abb. 7.7 skizziert.

Die Membran besteht vereinfacht betrachtet aus Lipiden und Proteinen, um-
geben von Wasser. Wie oben erwédhnt ist Photofrin im Wesentlichen lipophil,
d.h. es lost sich bevorzugt im Lipid anstatt im Wasser. Bei hohen Photofrin-
konzentrationen in der Membran ist es dennoch denkbar, dafl mit der Zeit auch
der Sensibilisator in geringem Maf}e in das umgebende Lésungsmittel diffundiert.
Weiterhin haben Untersuchungen gezeigt, daf§ Photofrin in die Plasmamembran
von Zellen aufgenommen wird und sich folglich zun&chst dort anreichert. Das
bedeutet, dal sich bei steigender Konzentration an inkubiertem Photofrin der
Farbstoff zuerst in den Proteinen der Membran anreichert, dann im Lipidteil der
Membran, und zuletzt erst im umgebenden Lésungsmittel (nach Entfernen des
Uberstands).
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7.4 Qualitatives Modell der ' A, - Sauerstoff - Lumineszenz in
Zellsuspensionen

Aufbauend auf diese Informationen kann man qualitativ iiberlegen, welches Ver-
halten des Lumineszenzsignals von 'A, - Sauerstoff man in Zellsuspensionen bei
Variation der inkubierten Photofrinkonzentration erwarten wiirde.

In der einfachsten Form erwartet man eine Erweiterung der Vorstellung ge-
trennter Phasen, wie sie bereits bei den Lipid - Suspensionen diskutiert wurden.
Bei den Zellsuspensionen zieht man zuséitzlich die Proteine als drittes Kompar-
timent in Betracht. Von ihnen wird das Photofrin aktiv aufgenommen und ge-
bunden und reichert sich hier deshalb noch stéirker an als in den Lipiden der
Plasmamembran. Ankniipfend daran und an Kap. 6.1 bzw. Kap. 6.2 kann man
qualitativ ein vergleichbares Modell fiir die Zellsuspensionen konstruieren.

Photofrin bindet sich also bei steigender Zugabe zuerst in bzw. an den Pro-
teinen. (Die Formulierung ,,in oder an“ bezieht sich darauf, daf8 ein Protein ein
einzelnes, jedoch im Vergleich zu Sauerstoff oder auch Photofrin riesengrofles
Molekiil ist, wobei man nicht genau definiert sagen kann, was es bedeutet, wenn
Sauerstoff in einem einzelnen solchen Molekiil ,,gelst “ ist. Deshalb wird die For-
mulierung ,in oder an“ gewihlt.) Sind die Proteine gesittigt, so 16st sich das
Photofrin im Lipid der Membran, und sobald auch diese geséttigt ist, 16st sich
der Farbstoff erst im Losungsmittel, also HoO oder D,O. Im getrockneten Zell-
rasen entfillt der letzte Punkt natiirlich, und auch in Lésungen muf dieser Fall
nur eingeschrinkt betrachtet werden, da die Suspensionen nach der Inkubation
gereinigt werden und der Uberstand mit darin geléstem Photofrin entfernt wird,
d.h. daf} das Losungsmittel in jedem Falle frei von Photofrin ist.

Das bedeutet folglich, dafl bei sehr geringen Photofrininkubationskonzentra-
tionen der Sensibilisator ausschliefllich in oder an den Proteinen akkumuliert ist
und folglich nur dort 'A, - Sauerstoff generiert wird. Der angeregte Sauerstoff,
der im Bereich des Proteins verweilt, spiirt dessen starke Quencherwirkung und
wird sehr effektiv deaktiviert [K90], [K91]. Nach Kap. 2.5, Gl. (2.15) weifl man
aber, dafl keine kiirzeren Abklingraten als die Energieiibertragsrate vom Farb-
stoff - Triplett - Zustand auf den Sauerstoff beobachtet werden kann, da die Be-
deutung der Raten (8, und [, fiir das Verhalten der zeitlichen Lumineszenzkurve
vertauscht, sobald 8, > (; wird. Folglich wird man von den Proteinen ein sehr
schwaches Lumineszenzsignal mit einer Abklingrate von etwa I ~ 0,4 ps™!
erwarten, was der geschétzten Energieiibertragsrate kraNo entspricht.

Steigert man die inkubierte Photofrinkonzentration iiber die Sattigungskon-
zentration in den Proteinen hinaus an, so sammelt sich auch im Lipid Photofrin
an, und somit wird auch hier 'A, - Sauerstoff erzeugt. Zu erwarten ist ein Bei-
trag zum Lumineszenzsignal mit einer Abklingrate von 3% ~ 0,091 us™!, der
sich zum Beitrag der Proteinumgebung addiert und sie iiberdecken diirfte wegen
der geringeren Quencherwirkung, die eine gréfiere Lebensdauer und ein potentiell
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stirkeres Lumineszenzsignal bewirkt. Da der Uberstand nach Inkubation entfernt
wird, ist zu keiner Zeit Photofrin im Losungsmittel. Steigende Photofrinkonzen-
tration im Lipid bedeutet jedoch steigende Generation von 'A, - Sauerstoff, und
das wiederum bedeutet vermehrte Diffusion von 'A, - Sauerstoff in das umgeben-
de Losungsmittel. Aufgrund dessen bekommt man einen zunehmenden Beitrag
aus dem Losungsmittel, obwohl dort selbst kein 'A, - Sauerstoff generiert wird
mangels Photofrin. Fiir den Zellrasen sind die Uberlegungen betreffend dem um-
gebenden Losungsmittel selbstverstédndlich ungiiltig, da es hier kein umgebendes
Losungsmittel gibt.

In Hy0 und D,O aber mufl man zusétzlich bei langsam steigender Photofrin-
konzentration die Diffusion von ' A, - Sauerstoff ins Losungsmittel mit beriicksich-
tigen. In beiden Fillen — HoO und D>O — wird man einen Beitrag des Verhaltens
im Losungsmittel bekommen. Dieser wird im HyO durch die Abklingrate von
'A, - Sauerstoff S ~ 0,3 ps™' [WHRO5] im Rahmen von Mefigenauigkeit und
Fehlerbalken nicht von der Rate 3{ aus dem Proteinbereich zu unterscheiden sein,
lediglich von der Rate 3% aus dem Lipidbereich. Nicht so bei D,O, da hier die Ra-
te mit 82 a2 0,0147 ps~! deutlich kleiner ist als in bzw. an den Proteinen und im
Lipid. Hier sollte ein merklicher Beitrag aus dem DyO zum Lumineszenzsignal
vom Beitrag aus der Protein- und der Lipid-Umgebung durch die gemessene
Rate unterscheidbar sein, sobald er hoch genug gegeniiber diesem wird.

Hier mufl man wieder unterscheiden zwischen H5O, dessen Abklingrate fiir
'A, - Sauerstoff grofer ist als die im Lipid, wihrend diejenige in DO deutlich
kleiner ist als diese. Fraglich sind dabei allerdings die Gewichtungen der drei
Signalbeitrige aus Protein-, Lipid und Lésungsmittelumgebung. Diese Gewich-
tung hidngt ab von der Menge an generiertem bzw. diffundiertem Sauerstoff und
von den jeweiligen Raten 5{, P, BF und 3P, die im Nenner des Vorfaktors in
Gl. (2.15) auftreten. Folglich ist es nicht zwingend notwendig, ein Lumineszenz-
gesamtsignal zu erwarten, dafl einen Knick im zeitlichen Verlauf aufweist. Das
unterstreichen auch die Messungen in Lipidsuspensionen, bei denen in Suspen-
sionen mit 15 mg/ml Phosphatidylcholin in D5O ein Knick gefunden wurde, nicht
jedoch in Suspensionen mit 5 mg/ml Phosphatidylcholin in D,O, vgl Kap. 6.2.
Nun kann man in Zellsuspensionen die Gewichtungen der verschiedenen Kom-
partimente Protein, Lipid und Lésungsmittel nicht gezielt variieren so wie z.B.
die Lipidkonzentration in Suspension, was eine Interpretation der gemessenen
zeitlichen Lumineszenzkurven erschwert.

Man muB auch beachten, dafl 'A, - Sauerstoff, der nach seiner Erzeugung in
einem Membranbestandteil in D,O diffundiert, dort eine deutlich ldngere Lebens-
dauer besitzt als in der Membran und es denkbar ist, dal er durch statistische
Bewegung wieder zur Membran zuriickkehrt und dort rasch deaktiviert wird. Dies
sorgt 16sungsmittelbedingt zu einer scheinbaren Verldngerung der Lebensdauer in
der Membran, wenn der Anteil an 'A, - Sauerstoff, der diesen Weg nimmt, grof
genug ist. Ein vergleichbarer Effekt in H,O ist insofern denkbar, als die Lipid -
Umgebung der Membran eine scheinbare Verldngerung der Lebensdauer in HyO
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bewirken kann. Dies alles bedeutet, dafl quasi ,,Mischzeiten® auftreten kénnen,
d.h. Lumineszenzabklingkurven, die innerhalbder statistischen Schwankungen im
Bereich desmefibaren Signals als monoexponentiell erscheinen, und deren Ab-
klingzeit zwischen derjenigen von H;O und Lipid bzw. Lipid und D;O liegen
kann.

7.5 Lumineszenzmessungen in Zellsuspensionen

Die Messungen der Lumineszenz von 'A, - Sauerstoff an Zellsuspensionen wur-
den mit demselben Aufbau durchgefiihrt wie die reinen Lésungsproben und die
Lipidmessungen. Um die geringe Gesamtmenge von einigen ng Photofrin in der
Suspension zu kompensieren, mufite die Dichte der anregenden Photonen, also
die mittlere Leistung, erhéht werden auf P, = 1,5 W. Die Mefldauer mufite auf
100 000 Pulse pro Messung, also auf eine Me3dauer von ¢ = 1 min, erhoht werden,
um geniigend Signal zu sammeln.

Die Zellen in der Suspension streuten das Anregungslicht sehr stark und
verschirften die Problematik des Storsignals am zeitlichen Anfang der Mekur-
ve (vgl. Kap. 3.8). Das Storignal war um mehrere Groenordnungen héher als
bei Losungsmittelproben. Eine zuséitzliche zeitliche Verbreiterung des Storsignals
wurde jedoch nicht beobachtet.

Es wurden Mefireihen mit variierender Photofrininkubationskonzentration ge-
macht bei Zellkonzentrationen von 5 mio/ml in D,O, 7,5 mio/ml in HoO und D0,
und bei Zellrasen, d.h. an Zellen, die in einer Schicht auf einen Quarzglasobjekt-
trager aufgewachsen und durch Trocknen wasserfrei gemacht wurden.

Bei keiner einzigen der Messungen konnte der Anstieg des Lumineszenzsi-
gnals bestimmt werden. Jedesmal war sofort nach dem 2 us breiten Storsignal
am Anfang ein Abklingverhalten zu sehen. Man kann daraus als Obergrenze fiir
die Anstiegsrate grob einen Wert von 2% = 1/2 us~! abschiitzen. Das Ab-
klingverhalten wurde durch Fit des fallenden Teils der Kurve mit einer simplen
Exponentialfunktion gemaf

ft)y=Ae "+ B (7.1)

bestimmt. B dient wie die Grofle D in Gl. (6.1) der Beriicksichtigung des statisti-
schen Rauschens. Die ermittelten Werte fiir B werden im Folgenden nicht weiter
verwendet. Die ermittelten Werte § fiir die Abklingraten sind in Abb. 7.8 einge-
zeichnet, aufgetragen iiber der Photofrininkubationskonzentration, also derjeni-
gen Farbstoffkonzentration, die vor der Inkubation in den Zelliiberstand gegeben
wurde.

Die Datenpunkte bei der niedrigsten Photofrininkubationskonzentration sind
aufgrund der duflerst geringen detektierten Lumineszenzintensitit mit Vorsicht
zu geniefen. Das Maximum des verwerteten Signals lag lediglich um einen Faktor
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Abb. 7.8: Abklingrate 8 der Lumineszenz von 1Ag - Sauerstoff in luftgeséttigten HT-29 -
Zellsuspensionen bei Variation der inkubierten Photofrinkonzentration und
einer Anregungspulsenergie von E = 900 mJ und 100 000 Laserpulsen.

3-4 iiber dem mittleren Rauschen. Insbesondere die Punkte bei einer Inkubati-
onskonzentration von 1 pg/ml Photofrin im Uberstand sind eigentlich nur der
Vollsténdigkeit halber in Abb. 7.8 aufgenommen worden.

Man erkennt, daf§ die Mefiwerte fiir 5 mio/ml Zellen und 7,5 mio/ml Zellen
in DO innerhalb der Fehlergrenzen identisch sind. Die Anzahl der Zellen in
Suspension spielt also keine Rolle im Bezug auf das Abklingverhalten, was zu
erwarten war. Die Signalausbeute bei der hheren der beiden Zellkonzentrationen
war geringfiigig besser, was ebenfalls einleuchtend ist.

Auffillig ist, dafl bei allen Mefireihen die Abklingrate S mit wachsender Photo-
frininkubationskonzentration abfillt, d.h. dafl die Abklingdauer der Lumineszenz
zunimmt.

Im Zellrasen miBt man deutlich héhere Werte der Abklingrate der 'A, - Sauer-
stoff - Lumineszenz als in DyO - Suspension (siehe Abb. 6.5), und erklirt dies
gemiB Kap. 7.4 folgendermaBen: 'A, - Sauerstoff, der in oder an den Proteinen
generiert wird, spiirt die starke Quencherwirkung der Proteine. Nach Kap. 2.5
weifl man, daf8 die Rate des Abklingverhaltens die Ubertragsrate vom Farbstoff-
triplett zum Sauerstoff, kA No, nicht iiberschreiten kann. Im DyO wurde die Ra-
tenkonstante kra bestimmt zu 3,65-107% [us % LS]~'. Nimmt man pauschal eine
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Luftsdttigung von 100% LS im Protein an, so erwartet man eine Abklingrate von
B~ 0,365 us~t. Dieser Wert ist eine grobe Schiitzung, da man nicht weif}, wieviel
Sauerstoff in der Proteinumgebung der Membran in vitro gelost ist. Er entspricht
jedoch in etwa der gemessenen Abklingrate im Zellrasen bei der geringsten Photo-
frininkubationskonzentration. Mit steigender Photofrininkubationskonzentration
sinkt der Wert der Rate ab auf bis zu 0,13 us~' bei 50 ug/ml Photofrininkuba-
tionskonzentration. Dies entspricht in etwa den ca. 0,1 us~!, die fiir das Lipid
Phosphatidylcholin bestimmt wurden, siehe Kap. 6.2. Man kann sich also vor-
stellen, dal die Proteine nun an Photofrin geséttigt sind, und sich der Farbstoff
zunehmend im Lipid der Membran anreichert und die dortige Quencherumge-
bung spiirt. Die Entsprechung kann selbstverstidndlich nicht perfekt sein, da das
Lipid der Membran noch zahlreiche weitere Komponenten enthélt, doch in erster
Néherung pafit die qualitative Vorstellung hier.

In D50 paf}t das Verhalten der Abklingrate prinzipiell ebenfalls zu den Vorher-
sagen des Modells nach Kap. 7.4. Hier zeigt das Abklingverhalten jedoch bereits
bei der niedrigsten Photofrininkubationskonzentration (siehe Abb. 6.5) in etwa
die Rate der Lipide, sogar eine etwas groflere. Man sieht nicht die kurze Rate,
die man im Zellrasen als Abklingrate von 'A, - Sauerstoff in den Proteinen ver-
mutet hatte. Dies liegt vermutlich daran, dafl das durch Quencherwirkung und
Volumenanteil der Proteine sowie durch die geringe Lebensdauer von 'A, - Sauer-
stoff in deren Umgebung sehr schwache Signal durch das verhiltnisméfig starke
Lumineszenzsignal von 'A, - Sauerstoff aus DO bereits bei dieser geringen In-
kubationsmenge von Photofrin {iberdeckt wird. Offenbar diffundiert bereits hier
schon soviel 'A, - Sauerstoff in das Losungsmittel, daf§ die schnelle Abklingrate
in der Umgebung der Proteine iiberdeckt wird von dem léngerlebigen Signal aus
dem wéfirigen D50 - Milieu.

Bei weiter zunehmender Diffusion von 'A, - Sauerstoff in das umgebende Lé-
sungsmittel wird das schnell abklingende Lumineszenzsignal aus Lipid und Pro-
teinen mehr und mehr vom Signal des 1Ag— Sauerstoff aus dem D,0 iiberdeckt,
dessen Konzentration mit steigender Photofrininkubationskonzentration eben-
falls zunimmt, da mit steigender ' A, - Sauerstoff - Konzentration auch mehr 'A, -
Sauerstoff diffundiert. Die gemessene Abklingrate néhert sich mit steigender Pho-
tofrininkubationskonzentration mehr und mehr der geringeren Rate in D,O von
K% =0,0147 pus! an, es iiberwiegt zunehmend die langsamere Abklingrate von
schwerem Wasser. Der gemessene Wert ist stets hoher als im reinen Losungsmittel,
da der diffundierende 'A, - Sauerstoff in der Niihe der Membran von deren phy-
sikalischer und chemischer Quencherwirkung nachwievor beeinflufit wird durch
zufillige Diffusion wieder zu den Proteinen oder zum Lipid zuriick. Dieser Effekt
tritt jedoch bei einer wachsenden Menge an 'A, - Sauerstoff in den Hintergrund,
da immer mehr 'A, - Sauerstoff weit genug von der Membran wegdiffundiert, um
von ihr nicht mehr beeinflufit zu werden. Der Anteil, der statistisch zufillig auf
die Membran zuriicktrifft und dort stiarker gequencht wird als im D50, bewirkt
die Vergroflerung der Rate gegeniiber K} p,o = 0, 0147 ps~t.
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In HyO zeigt sich hingegen ein von Kap. 7.4 auf den ersten Blick abweichendes
Bild, siehe siehe Abb. 6.5. Anders als man nach den Messungen in D;O erwar-
ten wiirde, steigt die Rate iiber der Photofrininkubationskonzentration nicht von
der Rate der Lipide an hin zur ldsungsmittelbedingten Abklingrate von 'A, -
Sauerstoff in HoO. Stattdessen zeigt sich ein umgekehrtes Verhalten. Bei wenig
inkubiertem Photofrin (cp < 10 pg/ml) ist die Abklingrate mit 85" ~ 0,25 ps™"
hoch, im Bereich der Abklingrate von 1Ag—Sauerstoff in HyO oder aber viel-
leicht sogar der Proteine, dann sinkt die Rate mit steigender Photofrinkonzen-
tration in den Bereich der Abklingrate von 'A, - Sauerstoff in Phosphatidylcholin
B ~ 0,1 ps™!. Dies steht im Widerspruch zu der Annahme, da bei wach-
sender Photofrinkonzentration immer mehr 'A, - Sauerstoff entsteht und somit
auch in das Losungsmittel diffundiert, was bedeutete, dafi das Lumineszenzsi-
gnal bei wachsender Photofrinkonzentration mehr und mehr 16sungsmittelkon-
trolliert wére. Vielleicht ist dieser Schlufl jedoch zu kurz gedacht, da in der einfa-
chen qualitativen Vorstellung die u.a. ratenabhéngigen Gewichtungsfaktoren [vgl.
Gl. (2.15)] der Signalbeitrége nicht beriicksichtigt sind. Zudem muff man bertick-
sichtigen, dal das Lumineszenzsignal aus den Zellsuspensionen sehr schwach war.
Womdéglich wire ein Knick im Abklingverhalten sichtbar geworden, wenn das
Detektionssystem noch sensibler wére bzw. wenn nicht der starke Stérpeak am
zeitlichen Anfang der Meflkurven das Signal verfilscht hétte.

Auch lehrt das oben besprochene Beispiel der Lipidsuspensionen mit 5 mg/ml
Phosphatidylcholin in D50, die keinen Knick im zeitlichen Lumineszenzverhalten
sondern nur den DO - Beitrag zum Lumineszenzsignal zeigten, und denen mit
15 mg/ml Phosphatidylcholin in D,O, wo ein deutlicher und gut auswertbarer
Knick gefunden wurde, daf} solch einfache Modellvorstellungen, wie sie in Kap. 7.4
vorgestellt wurden, nicht als pauschal giiltig betrachtet werden diirfen. Man mufl
jedoch erwihnen, dafl sich in den Lipidsuspensionen mit 15 mg/ml Phosphati-
dylcholin in HyO tendenziell ein qualitativ &hnliches Verhalten zeigte, das der
Modellvorstellung und dem Verhalten der Suspension in DyO entgegengesetzt
war.

Qualitativ lassen sich die gefundenen Mefidaten im Prinzip erkldren. Eine
Quantifizierung dieser Aussagen gestaltet sich aus mehreren Griinden schwierig.
Die Membran einer Zelle ist ein komplexes Gebilde mit Strukturen, durchsetzt
von zahlreichen biologischen Makromolekiilen, vor allem den Proteinen. Es ist
nicht eine einzelne Art von Proteinen, sondern es sind mehrere Hundert oder gar
Tausend verschiedene, vermutlich alle mit unterschiedlichem Quench - Vermogen.
Der Vergleich von Abklingraten aus diesem heterogenen Objekt mit denen von
simplen, klar definierten Reinsubstanzen mufl zwangslaufig stark qualitativ aus-
fallen. Das detektierte Lumineszenzlicht aus den Zellsuspensionen war zudem sehr
schwach, so daf} groe Fehlerbalken das Bild zusétzlich undeutlich machen.

Die Kernaussage dieser Messungen besteht jedoch eindeutig darin, dafl es
mit dem hier benutzten Photomultiplier méglich ist, ' A, - Sauerstoff in der Plas-
mamembran direkt iiber seine Lumineszenz bei Ax = 1270 nm nachzuweisen,
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ohne dafl die Meflkurven eine umstindliche Nachbearbeitung wie beispielswei-
se in [OZM99] erforderten. Zur Auswertung wurden die rohen, unbearbeiteten
Mefidaten und Fitkurven benutzt.



8. ZUSAMMENFASSUNG

Durch den Einsatz eines hochsensiblen IR-Photomultipliers wurde das Verhalten
von Photofrin - generiertem A, - Sauerstoff in Deuteriumoxid(D2O) - Lsungen,
in Phosphatidylcholin - Suspensionen in normalem Wasser H,O und D>O und in
HT-29- Zellsuspensionen in HyO und D,O untersucht. Photofrin wurde gewihlt,
weil es zum gegenwértigen Zeitpunkt (Mai 2001) der einzige in Deutschland me-
dizinisch zugelassene Photosensibilisator ist.

Bei den Messungen der 'A, - Sauerstoff- Lumineszenz bei Ax = 1270 nm in
Photofrinlosungen in DO konnte durch die Variation der Konzentration von
Sensibilisator, Sauerstoff und des Quenchers Natriumazid eine Kopplung des Tri-
plett- T} - Zustands von Photofrin mit dem 'A, - Zustand von Sauerstoff nachge-
wiesen und weitgehend quantifiziert werden. Erstmals konnte auch der Anstieg
der zeitlichen Lumineszenzkurven gemessen und ausgewertet werden. Trigt man
die Anstiegs- und Abklingraten der 'A, - Sauerstoff - Lumineszenz gegen die Sau-
erstoff - oder die Quencherkonzentration auf, so zeigt sich das fiir eine Kopplung
typische Phiinomen der ,vermiedenen Kreuzung“ (avoided crossing) der Kur-
ven. Diese Kopplung der genannten Zustéinde ist fiir die Photodynamische Tu-
mortherapie von Belang, da sie die Lebensdauer und somit die Reichweite von
'A, - Sauerstoff erhht, was auch zu einer hoheren Ausbeute dieser reaktiven Sau-
erstoffspezies fiihrt.

Es wurde ein Ratengleichungssystem aufgestellt, das gegeniiber dem iiblicher-
weise fiir die Relaxation von 'A,-Sauerstoff verwendeten Schema [PS84] um
einen Energieriicktransferterm vom angeregten Sauerstoff zum Photofrin erwei-
tert wurde. Dieses Modell beschreibt Anstiegs- und Abklingverhalten der Lumi-
neszenz unter Variation von Photofrin- und Sauerstoffkonzentration sowie das
Abklingverhalten der Mel)kurven bei Zugabe von Natriumazid als Quencher. Es
gelang, alle relevanten Ratenkostanten des Modells quantitativ zu bestimmen.
Lediglich beim Anstiegsverhalten unter Natriumazidzugabe versagt das Modell,
das Photofrin ndherungsweise als Reinsubstanz betrachtet, was es nicht ist. Eine
exakte Quantifizierung dieser Kopplung erweist sich wegen der Derivatnatur von
Photofrin als prinzipiell méglich, in der Praxis aber nur schwer umsetzbar. Hier-
zu miifite man die Triplett - Ty - Zustdnde mehrerer dieser Derivatkomponenten
geeignet beriicksichtigen, was qualitativ einfach, quantitativ aber recht unprak-
tikabel ist. Es lief} sich aber im Prinzip zeigen, dafl durch die Hinzunahme einer
weiteren Komponente des Derivats Photofrin auch der Signalanstieg des zeitli-
chen Lumineszenzverhaltens bei Quencherzugabe beschreibbar ist.
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Durch Messungen des zeitlichen Lumineszenzverhaltens von Singulett - Sauer-
stoff an Suspensionen des Lipids Phosphatidylcholin in HyO und D50, die mit un-
terschiedlichen Konzentrationen an Photofrin versetzt waren, konnte gezeigt wer-
den, daf} sich aus einer Suspension Signalbeitréige aus beiden Phasen, den Phos-
phatidylcholin - Tropfchen und dem Losungsmittel, anhand ihrer Abklingraten in
einem biexponentiellen Zerfall identifizieren lassen. Die zeitliche Lumineszenz-
kurve zeigte zwei iiberlagerte Abklingverhalten, von denen eines die schnellere
Abklingrate in Phosphatidylcholin widerspiegelte und das zweite die langsamere
Abklingrate in DyO. Voraussetzung dafiir war ein geeignet gewéhltes Mengen-
verhiltnis von Phosphatidylcholin zu D>O in Suspension. Bei geringer Lipidzu-
gabe blieb der Signalbeitrag aus dem Lipid unsichtbar, weil er zu klein gegeniiber
dem Beitrag aus dem D,O war. Es konnte auch gezeigt werden, daf§ Diffusion
von 'A, - Sauerstoff zwischen den beiden Phasen eine entscheidende Rolle spielt.
Selbst wenn in der wiifirigen Phase kein 'A,-Sauerstoff erzeugt wird, so kann
man dennoch anhand der umgebungscharakteristischen Zahlenwerte der Raten
ein Abklingverhalten von Singulett - Sauerstoff in wéfiriger Umgebung identifizie-
ren. Dieses Signal wird bewirkt durch den Zerfall von 'A, - Sauerstoff, der zwar
in der Lipid - Phase erzeugt worden ist, danach aber durch Diffusion in die DO -
Phase gelangt ist. Zusétzlich wurden auch getrocknete Suspensionen, also was-
serfreies Phosphatidylcholin mit Photofrin versetzt, untersucht. Die Lebensdauer
von 'A, - Sauerstoff in Phosphatidylcholin wurde so zu 7, = 1/8% = 11,00, 4 pus
bestimmt.

Es gelang auch erstmals, das zeitliche Lumineszenzverhalten von 'A, - Sauer-
stoff in HT-29 - Zellsuspensionen in vitro auf direktem optischem Wege nachzu-
weisen, ohne die MeBkurven aufwendig nachbearbeiten und so das Risiko einer
Verfilschung der Mefidaten einzugehen zu miissen. Aufbauend auf die Erkennt-
nisse, die in den Lipidsuspensionen gewonnen wurden, konnten bei den Zellsus-
pensionen Signalbeitrige aus dem Lipid der Plasmamembran, der wifirigen Um-
gebung und moglicherweise sogar aus der Umgebung der Membranproteine iden-
tifiziert werden. Hier wurde dafiir gesorgt, daf der Uberstand, d.h. die wifrige
Umgebung der Zellen frei von Photofrin war, so da§ 'A, - Sauerstoff nur durch
Diffusion aus der Plasmamembran in die wifirige Phase (H2O bzw. DyO) ge-
langen konnte. Nach meinem Wissen ist dies das erste Mal, daf} ein derartiger
Nachweis gelungen ist.

Zu unterstreichen ist nochmals die hohe Infrarotempfindlichkeit bei kleinen Si-
gnalen und hervorragende Zeitauflosung des Photomultipliers Hamamatsu R5509-
42 im Bereich der Lumineszenzwellenlinge Ax = 1270 nm von 'A, - Sauerstoff,
ohne dessen Leistungsfahigkeit die Ergebnisse dieser Arbeit, insbesondere in zel-
luldrer Umgebung in vitro, nicht moglich gewesen wéren.
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