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Beate Roder

Zur Photobiophysik von Tetrapyrrolen
und ihrer Bedeutung fiir die Biosphiire der Erde

Die Entstehung, Emtwicklung und der Fortbestand des Lebens auf der
Erde sind wesentlich mit der Existenz der Sonne als unikale Quelle freier
Energie verkniipft. In friilhen Phasen der pribiontischen Evolution unter
anaeroben Bedingungen war vor allem die hochenergetische kurzwellige
U¥Y-Strahlung als Energiequelle zur Enstehung biolegisch relevanter Mo-
lekiile, wie z. B. Zucker, Aminos#uren, Nukleotide und Peptide, von Be-
deutung. Mit der Herausbildung von Biopelymeren wie RNS, DNS und
Proteinen, die vorzugsweise im UVC- (100-280 nm) vnd UVB-Bereich
(280-315 nm) Strahlung absorbieren, wandelte sich die Bedeutung der
energiereichen UV-Strahlung jedoch in die eines wesentlichen Umwelt-
faktors. Gleichzeitig bildeten die Organismen eine Reihe von Schutz-
mechanismen gegeniiber dieser Strahlung aus. Mit der fiir die biologische
Evolution auf der Erde revolutionéiren Entstehung des Photosyntheseappa-
rates war es flir Organismen moglich geworden, die elektromagnetische
Energie der Sonne im sichtbaren Spektralbereich direkt iber die Spaltung
von Wasser zur Aurechterhaltung der Lebensprozesse zu nuézen, Zugleich
entstand eine Saverstoffatmosphire, die die Koexistenz von autotrophen
und heterotrophen Lebewesen auf der Erde ermdglichte. Wihrend die fiir
die Speicherung und Weitergabe von Tnformationen, die Aufrechterhal-
tung von Stoffwechselprozessen und Strukturbildungsprozesse reievanten
Biopolymere im UV Energie absorbieren, miissen die fiir den Energie-
und Ladungstranfer wichtigen Molekile vor allem Strahlung im sichtba-
ren Bereich absorbieren. Diese Anforderung ist nicht 5o trivial wie sie auf
den ersten Blick erscheint, da eine Verschiebung der Absorption in den
energiedrmeren Spektralbercich eine VergdfBerung des p-Elektronensys-
tems voraussetzt. Dies wiederum ist mit einer zunehmenden Instabilitéit
der Verbindungen verkniipft. Als eine exzellente Losung dieses Problems
durch die Namr ist die Evolution der zyklischen Tetrapytrole anzusehen,
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die aufgrend ihrer besonderen elektronischen Eigenschaften eine Schliis-
selrolle bei Energie- und Elektronentransferreaktion in lebenden Organis-
men spielen. Von grundsétzlicher Bedeutung sind hierbei ihre Rolle in der
Photosynthese (Chlorophyll, Bacteriochlorophyll} sowie der Arbeit der
Enzyme der Atmungskette (Cytochrome). Eine wesentliche Rolle spielen
sie auBerdem beim Transport von Sauerstoff im Blut (z. B. das Him im
Myoglobin und Himoglobin) einer Vielzahl heterotropher Organismen.
Zu erwihnen sel auch, dab das lebenswichtige Vitamin Bi2 (Cyano-
kobalamin) aus einem zyklischen Tetrapyrrol mit einem Cobalt-Ton in
zentraler Position besteht. Die Aufkldrung und das Verstindnis dieser viel-
faltigen, fiir die Lebensprozesse so liberaus wichtigen Vorgdnge nahm und
mimmt in den Biowisschenschaften einen breiten Raum ein [Do 87]. In
zunehmendem Mabe sind jedoch, ausgehend von dem wachsendem Ver-
stindnis der molekularen Mechanismen dieser Prozesse, die Entwicklung
biomimetischer Systeme zur Photosynthese sowie die Nutzung photody-
namischer Prozesse in der medizinischen Therapie (z. B. Photodynami-
sche Therapie von Tumoren, Gentherapie), auf der Basis von Tetrapyr-
rolen von Tnteresse. Damit gewinnt diese Substanzgruppe eine weit iiber
ihre ,biologische Rolle” hinans reichende Bedeutung. Die Lisung dieser
sehr komplexen Fragestellungen sind nicht mehr nur auf die Biowissen-
schaften begrenzt, sondern fordern vielmehr eine interdisziplinire For-
schungsarbeit von Naturwissenschaftlern nahezu aller Gebiete sowie von
Medizinern,

1 Photophysikalische Eigenschaften von Tetrapyrrolen
1.1 Stroktuar

Zyklische Tetrapyrrole sind makrozyklische Verbindungen. Unter der Be-
zeichnung , Tetrapyrrole” werden verschiedene Substanzgruppen zusam-
mengefaft wie z. B, Porphyrine, Chlorophytle, Phorbide, Phthaiocyanine
und Naphthalocyanine. Allen diesen Verbindungen ist ein makrozykli-
sches Geriist mit vier Pyrrolen, eigen. Die Struktur der Porphyrine basiert
auf dem Porphin (Abb. 1), das aus vier Pyrrolen gebildet wird, die iiber
Methinbriicken miteinander verkniipft sind.
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Zu ihnen zdhlen u. a. der Hémfarbstoff des Blutes sowile das lebenswich-
tige Vitamin Biz. Chlorophylle sind fiir autotrophe Organismen von es-
sentieller Bedeutung. Ohne diese Tetrapyrrole wiire die Photosynthese und
damit die Nutzung der Sennenenergie fiir das heutige Leben auf der Erde
undenkbar. Die Grundstruktur der Chlorophylle und Phorbide bildet das
Phorbin, das sich vom Porphin durch einen zusi#izlichen isozyklischen
Ring (V) am Ring III unterscheidet. In der Natur sind verschiedenste
Chlorophylie und Bacteriochlorophylle am Prozef} der Photosynthese
beteiligt [Ve 66], denen die makrozyklische Grundstruktur, das Zentral-
atom Magnesium sowie der Phytylrest in Position 7 gemeinsam ist. Die
strukturellen Unterschiede beschrinken sich auf Variationen der Substitu-
enten am makrozyklischen Ring. Eine wesentliche Rolle in der Photosyn-
these kommt auch dem Phiophytin a zu, das sich vom Chlorophyll a ledig-
lich durch Fehlen des Zentralatoms unterscheidet. Ein Abbauprodukt des
Phiiophytin a ist das Ph#ophorbid a, welches durch Abspaltung des
Phytylrestes (vgl. Insert in Abb. 2) entsteht.

Phthalocyanine existieren nicht in der Natur. Sie spielen jedoch als
kiinstliche Farbstoffe {Lebensmittel, Textilien usw.)} eine wichtige Rolle in
unserem Leben. Phthalocyanine unterscheiden sich von Porphyrinen
dadurch, daff die Kohlenstoffatome in den meso-Positionen (o, B, v, & in
Abb. 1) des Ringsystems durch Stickstoffatome ersetzt sind und an den
Pyrrolringen I bis IV je ein weiterer Ring angefiigt ist. Naphthalocyanine
sind als Abkémmlinge der Phthalocyanine zu verstehen, wobei vier wei-
tere Ringe am Phthalocyanin anniliert sind.
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1.2 Elektronische Eigenschaften

Zyklische Tetrapymrole zeichnen sich durch eine relative hohe Stabilitit
aus und sind in ihren elektronischen Eigenschaften durch eine Anderung
des Zentralatoms oder
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Abb. 2: Absorptionsspektrum von Phiophorbid a

Substitutionen an den AuBenpositionen des Ringsystems in einem be-
stimmten Rahmen sehr variabel. Die charakteristischen elektronischen Ei-
genschaften werden jedoch wesentlich von ihrem ausgedehnten makrozy-
klischen m-Elektronensystem bestimmt. Deshalb ist es méglich, fiir die
verschiedenen Substanzgrappen der Tetrapyrrole ein Modell zur Beschrei-
bung der elektronischen Spektren zu nutzen. Allgemein wendet man das
von Gouterman [Go 59] entwickelte Vier-Orbital-Modell an, bei dem die
zwei hiichsten besetzten (HOMO) und die beiden niedrigsten leeren (LE-
MO) Molekiilorbitale in die Betrachtung einbezogen werden. Ausgehend
von gruppentheoretischen Uberlegungenen kénnen Metalloporphyrine als
zyklische Polyene bestehend aus 16 Atomen behandelt werden. Da zudem
die verbotenen Ubergiinge entartet sind, liegen sie in einer Da, ;-Symme-
trie vor. Im Gegensatz dazu stabilisieren die beiden H-Atome im metall-
freien Tetrapyrrol den 18-atomigen Ring. Entsprechend liegt eine Da,,» -
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Symmetrie vor und die beiden Uberginge (Q« und Qy) spalten auf. Die
Zuordnung der Uberginge erfolgt durch Definition der x-Achse in
Richtung der beiden Wasserstoffatome im Innern des Rings. Allerdings
unterscheiden sich die Oszillatorstirken der einzelnen Q-Banden fiir
unterschiedliche Tetrapyrrolstrukturen sehr wesentlich. Wihrend z. B. die
Relation der Intensitit von Soret- und die niederenergetischste  ~Bande
fiir Porphyrine bei ca. 10 : 1 liegt, erreicht sie fiir Phorbide und Chlo-
rophylle wegen des zusitzlichen Ringes V (Abb. 2) einen Wert von bis zu
2 : 1. Nach dem Modell von Gouterman wird das UV-Vis-Spektrum der
Tetrapyrrole mit der Soret-Bande (B-Bande: B. und B;) und den Q-
Banden (Qx und Qy) beschrieben. (Abb. 2). AuBerdem ist wegen des zykli-
schen m-Elektronensystems das Spinverbot des Interkombinationsiiber-
ganges ({ISC) zwischen erstem angeregten Singulett- und Trplettzustand
wegen starker spin-Bahn-Kopplung teilweise aufgehoben, so daB der lang-
lebige Triplettzustand nach Lichtanregung mit hoher Quantenausbeute
{bis zu 90%) gebildet werden kann, Damit sind diese Verbindungen pré-
destiniert [1], nach Photoaktivierung als Ausgangspunkt von Energie- und
Elektronentransferprozessen zu dienen. Diese Prozesse laufen in der
Regel in Konkurrenz ab. Thre relative Effizienz hingt nicht nur von den
Eigenschaften des Molekils sondern auch von der Umgebung (z. B. ph-
Wert, Ternperatur, Akzeptormolekiile nsw.) zb.

2. Photosensibilisierung

Der Prozef der Photosensibilisierung ist in der Natur zum einen wesentli-
cher Bestandteil der Photosynthe (Absorption des Lichtes {iber Anten-
nenpigmente und folgender Weiterleitung an Reaktionszentren) und ist
zum anderen hiufig als Nebeneffekt nach intensiver Lichtbestrahlung zu
beobachten. Seine weiterreichende Bedeutung wurde jedoch erst in die-
sem Jahrhundert voll verstanden. Ende des vergangenen Jahrhunderts ent-
deckte O. Raab, der unter der Leitung von v, Tappeiner arbeitete, den pho-
todynamischen Effekt an Einzellern, als er die Wirkung einer Lisung von
salzsaurem Acridin auf Paramaecium untersuchte [Ta 00], Er fand, daB die
Paramaecien eingingen, sobald die Losung dem Licht ausgesetzt wurde,
wihrend an iro Dunkeln gehaltenen Proben keine Reaktion zu verzeichnen
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war, Tappeiner verfolgte diese Beobachtung mit seinen Schiilern weiter
und zeigte, dafl eine ganze Reihe anderer Farbstoffe (Eosin, Erythrosin,
Methylenblau usw.) in Lésung die gleiche Wirkung hervorrufen. Damit
begann die intensive wissenschaftliche Beschiftigung mit dem Phiinomen
der Photosensibilisierung von Organismen. Nach Blum [BI 64) versteht
man unter photodynamischen Prozessen photosensibilisierte Reaktionen,
die durch sichtbares Licht in biclogischen Systemen induziert werden und
bei denen molekularer Sauerstoff verbraucht wird. Bereits zu Beginn die-
ses Jahrhunderts wurde vorgeschlagen, diesen Effekt fiir die Photomedizin
als nichtinvasive, niederenergetische Therapieform zu nutzen. Meyer-Betz
zeigte in seinem mittlerweile berilhmten Selbstversuch von 1913 die pho-
todynamische Wirksamkeit des Hamatoporphyrins und seiner Derivate. In
weiteren Arbeiten in der Mitte des Jahrhunderts wurden systematische
Untersuchungen zur Nutzung des photodynamischen Effektes in der Pho-
tomedizin durchgefiibrt. Allerdings waren diese Arbeiten, dem damaligen
Stand der Technik entsprechend auf die Anwendung bei Hauterkrankun-
gen beschriinkt. Besonders hervorgehoben seien dabei die Arbeiten von
Auler und Banzer [Au 42] sowie von Vogel [Vo 54]. Es zeigte sich, da
vor allem Tetrapyrrole hervorragende photosensibilisierende Wirkungen
zeigten.

2.1. Molekularer Mechanismus der Photosensibilisierung

Nach Absorption von Licht durch einen Photosensibilisator erfolgt der
Ubergang des Molekiils in den ersten angeregten Singulettzustand. Von
dort erfolgt die strahlungslose Relaxation in den langlebigen Triplettzu-
stand, von dem die nachfolgenden Photosensibilisierungsreaktionen aus-
gehen. Dabei unterscheidet man prinzipiell zwei Mechanismen [Fo 68]:
den radikalischen Typ I und den Typ II der photodynamischen Wirkung,
vermittelt durch den Energietransfer vom optisch angeregten Photo-
sensibilisator zu molekularen Sauerstoff. Da molekularer Saverstoff im
Grundzustand — im Gegensatz zu den meisten anderen Molekiilen - einen
Triplettcharakter aufweist, erfolgt der Energietransfer vom Triplettzustand
des Sensibilisator-molekiils mit hoher Effizienz. In der neueren Literatur
[La 86] wird auch teilweise von einem Typ III der Photosensibilisierung,
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der ohne Beteiligung von melekularem Saverstoff abliuft, gesprochen.
Wendet man diese Definition konsequent an, zihlen auch Elektronen-
transferprozesse zu den photosensibilisierten Reaktionen.

0,
Typ I: ’§" = Radikale R° = Produkie PS ither Radikale

0, Substrat
Typ II: )" = !0, =  Produkie PS iiber Energietransfer
Typ 11 *s" = Produkie PS ohne Saverstoff

Abb. 3: Zusammenfassung der drei Typen der Photosensibilisierung (PS)

Der radikalische Typ I der Photosensibilisierung kann auf unterschiedii-
chem Wege ablaufen. In Wechselwirkung des Sensibilistormolekiils mit
dem Substratmolekiil kann je nach Redoxpotential ein Elektron aufge-
nommen oder abgegeben werden. Das entstandene Radikalion reagiert
weiter mit molekularem Sauverstoff unter Bildung des Sauerstoff —
Superanionradikals (*Q7). Ebenso ist eine Wechselwirkung unter Abspal-
tung eines Wasserstoffatoms maéglich, wobei das erzeugte Radikal mit
Sauerstoff unter der Bildung von Peroxiden reagiert. Seltener anzutreffen
ist die Wechselwirkung des angeregten Sensibilisators mit molekularem
Sauerstoff in einem Charge-Transfer-Komplex (CTK), worin der Sauer-
stoff als Elektronenakzeptor fungiert. Im Resultat kann ebenfalls "O; ent-
stehen,

Der Typ H ist deshalb von besonderem Interesse, da das Sensibili-
satormolekiil hier eine ,katalysierende” Wirkung hat. In immer neuen
Zyklen kann auf dem Weg der Energielibertragung Singuiettsanerstoff
generiert werden: 35° + 30z = IS + '0,. Der gebildete Singulettsauerstoff
kann in nachfolgenden physikalischen cder chemischen Léschprozessen
{CTK, Energietransfer, Reaktion mit oxidierbaren Substraten) deaktiviert
werden. Aufgrund der Tatsache, daf} der Sensibilisator bei diesem Typ der
Photosensibilisierung aicht verbraucht wird, ist die phototoxische Wirk-
sarnkeit der Sensibilisatoren um ein vielfaches hisher als in der Photoche-
motherapie. Dieser Mechanismus der photodynamischen Akftivitit von
Tetrapyrrolen wird zunehmend im Pflanzenschutz und vor allem in der
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Photomedizin zur Behandlung von Hauterkrankungen, von Tumoren u. a.
Erkrankungen genutzt [R& 93]. Diese breite Anwendung des bereits
Anfang unseres Jahrhunderts entdeckten Prinzips ist heute durch die Ent-
wicklung von Lasern und der modernen Lichtleittechnik méglich gewor-
den, da nunmehr auch innere Oberflichen des Organismus fiir die
Photodynamische Therapie (vgl. Abb. 4) zugédnglich geworden sind. Die
Anforderungen an einen guten Photosensibilisator umfassen sowohl phy-
siko-chemische wie biomedizinische Aspekte. Zum einen sollte die Ab-
sorption des Sensibilisators im Bereich geringer Absorption des Gewebes,
also zwischen ca. 600 nm und 900 nm liegen, andererseits mub die ener-
getische Lage des niedrigsten angeregten Singulettzustandes nach Uber-
gang in den Triplettzustand des Molekiils die Aktivierung von molekula-
rem Saverstoff ermdéglichen. Da die Aktivierungsenergie fiir Singulett-
sauerstoff 0,96eV betrigt, sollte die Si-Absorption bei ca. 600 nm bis 840
nm liegen. Analysiert man die Prozesse, die zur Bildung von Singu-
lettsauerstoff fiihren:

kepg
So@emy + v = Sysem = Sp(Sem) +1¥1

kg

= 8p(Sen)

krse kg

= Tl(Sen} = Sp {Sen} + hvy
leC’
= 50 (Sen)
kgnT

+ 02 2y Sp (Sem) + 102.
so folgt fiir die  Singulettsaverstoff-Quantenansbeute (b, ):

O, ={kige (ko +ke "'kch'l }-
{ (kpge 1021} - (yse” + Kiag” + K [O3D71 1+ S

Oy =Drsc - Ty - kear [05] - S, ' oy

Darin bedeuten k die Ratenkonstanten fiir die entsprechenden Ubergiinge
(ISC: Interkombinationsiibergang von 8, nach Ti; IC: interne Umwand-
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lung; rad: Fluoreszenz des Sensibilisators; rad”: Phosphoreszenz des
Sensibilisators; ISC™: Interkombinationsiibergang von Ti nach Se; Ent:
Energietransfer zum molekularen Sauverstoff). Mit dem Faktor Sa wird der
Umstand beriicksichtigt, daB nicht alle Sensibilisatormolekiile im
Triplettzusatnd iiber einen Energietransfer zu molekularem Sauerstoff
deaktiviert werden. Der direkte Nachweis von Singulettsanerstoff ist iiber
dessen Phosphoreszenz bei 1269 nm méglich. Obwohl diese Lumineszenz
eine auBerordentlich geringe Quantenausbeute hat, stellt der Nachweis in
organischen Losungsmitteln heate kein besonderes Problem mehr da.
Schwierig ist jedoch auch heute noch der Nachweis in wissriger Umge-
bung wegen der dort sehr geringen Lebensdaver (ca. 4pus) des Singu-
lettsaverstoffs. Noch komplizierter ist der Nachweis in mikroheterogenen
Systemen, in denen eine Vielzahl unterschiedlicher Léschmechanismen
zur Deaktivierung des Singulettsauerstoffs beitragen kbnnen, was eine
wettere Verkiirzung der Lebensdauer mit sich bringt. Aus diesen
Schwierigkeiten resultiert auch der Umstand, daf es bisher nicht gelungen
ist, den Nachweis in biologischen Systemen zu fiihren. Wie aus der ange-
fiihrten Formel (1) zu sehen ist, sind neben der bereits oben diskutierten
energetischen Lage des Triplettzustandes des Sensibilisators auch dessen
Triplettquantenausbeute (ghsc) und Triplettlebensdaver (Tr) fiir die Gréfle
der Singulettsaverstoffquantenausbeute (®a) von Bedeutung. Zieht man
alle diese Faktoren in Betracht, so erscheinen die Tetrapyrrole als nahezu
ideale Substanzgruppe fiir die Vermittlung photodynamischer Effekte. Als
Photosensibilisatoren werden vor allem natiirliche Tetrapyrrole wie Por-
phyrine, Chlorephylle, Phorbide und kiinstliche Tetrapyrrole wie Phtha-
locyanine auf ihre Eignung untersucht. Daneben spielt die Sauerstoff-
konzentration ([O2]) eine entschiedende Rolle fiir eine effiziente Generie-
rung von Singulettsauerstoff. Insbesondere bei geringen Sauerstoffkon-
zentrationen kommt es zu einer drastischen Verringerung von s, was sehr
leicht zu falschen Interpretationen von Versuchsergebnissen fiihren kann.
Wie aus Abbildung 4 zu entnehmen ist, wird neben den bisher diskutier-
ten Bedingungen eine selektive Anlagerung des Photosensibilisators im
Zielgewebe gefordert. Da Tetrapyrrole tiber keinen solchen Mechanismus
verfiigen, kann man entweder mit einem geringen Konzentrationsunter-
schied in gesundem und krankem Gewebe aufgrund unterschiedlicher Ak-
tivitdt von Stoffwechselprozessen arbeiten oder mit Transportmolekiilen
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Prinzip der Photodynamischen Therapie
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Abb. 4: Prinzip der Photodynamischen Therapie (PDT)

{carrier) arbeiten. Die Entwicklung solcher camrier-Systeme ist im Mo-
ment ein weltweit stark bearbeitetes Gebiet, welches nicht nur den Trans-
port von Photosensibilisateren, sondern natiirlich auch von anderen z. T.
hoch toxischen Arzneimitteln umfafit.

Wie bereits ausgefiihrt spricht man erst seit kurzer Zeit von einem Typ
I der Photosensibilisierung, welcher ohne die Beteiligung von moleku-
larem Sauerstoff abliuft. Dieser Mechanismus kann nur unter sehr spezi-
fischen Bedingungen relevante Grienordnungen annchmen, wie sie z. B.
in desoxygenierten Systemen oder sehr hohen lokalen Konzentrationen
der Reaktionspartner gegeben sind. Als ein Beispiel sei die Photoaddition
von Furocoumarinen (Psoralenen) an die DNS genannt, Weiterhin kénnen
auch die Vorgiinge in Molekiilkomplexen zur Erzeugung langlebiger pho-
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toinduzierter Ladungstrennung, wie das Arnon-Krasnovsky-System, als
Typ III-Prozesse diskutiert werden. Ebenso ist nach dieser Definition der
‘photoinduzierte Elektronentransfer in einem Porphyrin-Chinon-System
als photosensibilisierte Reaktion zu verstehen.

3. Elektronentransferprozesse

Der vektorielle Elektronentransfer spielt eine entscheidende Rolle bei der
Aufrechterhaltung wesentlicher Lebensprozesse wie z. B. der Photosyn-
these bei autotrophen Lebewesen oder der Wirkung von Enzymen in der
Atmungskette. Wesentliches Merkmal dieser Prozesse ist ein sequenticller
Ladungstransfer (zeitlich und riumtich) in einem System von Sensibili-
sator-, Donator- und Akzeptormolekiilen, die anisotirop in einer Protein-
matrix angeordnet sind. Von besonderem Interesse ist hierbei, daB diese
definierte Ancrdnung iiber nicht kovalente Wechselwirkungen erzielt
wird. Die Erforschung der molekularen Mechanismen der Photosynthese
[De 84] brachte natiirflicherweise den Wunsch mit sich, diesen ProzeB in
kiinstlichen Systemen mit mdglichst hoher Effizienz nachzugestalten. Die
Entwicklung eines solchen Systems wiire von revolutiondrer Bedeutung
fiir die ErschlieBung der Sonnenenergie als alternative Energiequelle.
Damit wire ein steter Lieferant von elektrischer und chemischer Energie
gegeben. Nachdem zunichst vor allem die Moglichkeiten von Halbleiter-
materialien (anorganische und organische) als Solarzellen untersucht und
getestet wurden, riicken nunmehr immer mehr molekulare Assemblagen in
den Mittelpunkt des Interesses der Forschung. Dabei sind sowohl Fragen
der Grundlagenforschung auf experimenteltem und theoretischen Gebiet
von aktuellem Interesse wie auch Probleme der techmischen Umsetzung,
insbesondere der Stabilitit der Systeme iiber einen langen Zeitraum von
essentieller Bedeutung. Um die wesentlichen Aspekte zur Entwicklung
solcher biomimetischen Systeme heraus zuarbeiten seien zunichst die
Primérprozesse der Photosynthese am einfachen Beispiel photosyntheti-
sierender Bakterien erliutert.
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3.1 Die Primirschrifte der natiirlichen Photosynthese

Der in Abb. 5 pgezeigten schematischen Darstellung der wesentlichen
Bestandteile des Reaktionszentrums liegen die durch Deisenhofer et al.
[De 84] mittels Rontgenkristallstrukturanalyse an Rhodopseudo-monas
viridis bestimmte Proteinstruktur und Pigmentanordnung zugrunde. Die
Abmessungen des Reaktionszentrums lassen sich mit ca. 21x21x11nm
angeben. Das Reaktionszentrum selbst besteht aus Farbstoffen, die in
einer Proteinmatrix in definierten Abstfinden und Orientierungen zueinan-
der fixiert sind. Ihre spezifische Anordnung wird durch die Proteinstruktur
bestimmt, Die Proteine wiederum sind innerhalb der Chloroplasten in den
Thylakoidmembranen eingebettet.

Protein
Membran

F: v
€ 200 ps

Anteanen-
komplex

Cyt

Abb.5: Schemasische Darstellung des Photosynthesereaktionszentrums
von Purpurbakterien (Cyt-Cytochrom, (Bech)y-Bacteriochlorophyll-Dimer
wipecial pair"”, Bch — Bacteriochlorophyll, BPh — Bacteriophdophytin, C*
— Menachinon, Cg — Ubochinon, Fe — Eisen

Die wesentlichen Farbstoffe des Reaktionszentrums sind vier Bacterio-
chlorophyll-Molekiile (BChl), zwei Bacteriophdophytine (BPh) sowie
zwei Chinone (Ca und Cg). Die der im Reaktionszentrum erfolgenden
Ladungsseparation vorangehenden Prozesse sollen hier nur kurz erwiihnt
werden, obwohl auch diese Prozesse der Energieleitung hoch interessant
und Gegenstand ausgedehnter Forschungen sind. Nach Absorption eines
Photons im Antennen-komplex durch Carotenoide, Phycobiline oder
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Chlerophytle, wird die Energie zum ,,special pair** des Reaktionszentrums,
einem Bacteriochlorophylldimer (BChl)2 iibertragen {Pe 82].

Dies wird durch die im Vergleich zu den Bacteriochlorophyll — Mono-
meren geringere Energie des ersten angeregten Singulettzustandes des
Dimers begiinstigt. Das nach dem Energietransfer angeregte (BChl)2 ist
der Ausgangspunkt des Ladungstransfers. Zunichst erfolgt in ca. 2,8ps ein
Ladungstransfer zum ca. 1,7 nm entfernten BPh. Die Relle des BChl-
Monomers bei diesem ProzeB ist dabei noch weitgehend unklar. Danach
wird ein Elektron vom BPh in ca. 200 ps zum Menachinon (C A) iibertra-
gen. In einem dritten Schritt erfolgt dann der Elektronentransfer zum Ubi-
chinon (Cg). Mit diesem schrittweisen Elektronentransfer wird eine La-
dungsseparation iiber die gesamte Membran erreicht. Das Ubichinon ist
nur locker am Reaktionszentrum gebunden und 1dst sich nach zweimali-
gem Durchlaufen des Zyklus. Sein Platz im Reaktionszentrum wird von
einem nichtreduzierten Ubichinon e¢ingenommen. Die Rekombination des
oxidierten (Bchl)y erfolgt durch das Cytochrom (Cyt), welches ebenfalls
nicht fest gebunden ist. Wesentlich fiir die hohe Effizienz der Ladungs-
separation ist der Umstand, daB der Elektronentransfer in der beschriebe-
nen Richtung fiir jeden einzelnen Schritt um Gréfenordnungen wahr-
scheinlicher als der Riicktransfer ist. Somit sind die Aufklarung und das
Verstindnis der Bedingungen fiir einen effizienten vektoriellen Elektro-
nentransfer sowie deren Nachgestaltung wesentliche Fragestellungen der
biophysikalischen Forschung,

3.2 Grundlagen

Da in den meisten Systemen Energie- und Elektronentransferprozesse in
Konkurrenz ablaufen, ist es wichtig, zunéchst die wesentlichen Unter-
schiede herauszuarbeiten. Ahnlich wie bei der Austauschwechselwirkung
bei Energietransfer muf eine Uberlappung der Orbitale der an der Elek-
troneniibertragung beteiligten Zustinde von Donator und Akzeptor vorlie-
gen. Mit anderen Worten, es muB eine Art ,Zusammenstol” der beiden
Molekiile erfelgen kénnen, um einen Ladungstransfer zu realisieren.
Sofern Donator und Akzeptor nicht kovalent gebunden sind und damit ihr
Abstand und ihre Orientierung festgelegt sind, kann die erforderliche
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riumliche Nihe tiber die Bildung eines Exzimers, eines Charge-Transfer-
Komplexes oder iiber ein Ldsungsmittel-separiertes-Ionenpaar verwirk-
licht werden. Auf die Einzelheiten der Bildung dieser verschiedenen Kom-
plexe soll an dieser Stelle nicht eingegangen, sondern auf die sehr aus-
fiihrliche Behandlung dieser Problematik bei Kavarnos [Ka 93] verwiesen
werden.

Gleichzeitig wird deutlich, daf} es experimentell recht schwierig wer-
den kann, bei einer unbekannten Quenchingreaktion eindeutig zwischen
einer Desaktivierung durch Energie- oder Elektronentransfer zu entschei-
den. Einen ersten Hinweis darauf, ob ein Ladungstransfer fiberhaupt mog-
lich ist, kann eine Betrachtung der Redoxpotentiale von Donator und Ak-
zeptor liefern. Im weiteren gehen wir davon aus, dafl der Photoinduzierte
Elektronentransfer (PIET) zwischen neutralen Donator-(D) und Akzeptor
(A)-Molekiilen stattfinden soll. Wiirden wir diese Voraussetzung nicht
treffen, miifiten zusiizlich mogliche elektrostatische Effekte berlicksich-
tigt werden. Aulerdem setzen wir voraus, daf sich entweder der Donator
oder der Akzeptor in einem elektronisch angeregten Zustand (D* bzw. A*)
befinden soll, der nach Absorption eines Lichtquants erreicht wird. Dabei
soll es zuniichst unerheblich sein, ob der PIET iiber das Singulett- oder das
Triplett-System abkiuft. Zur Vereinfachung der Betrachtung nehmen wir
an, daB sich der Donator im angeregten Zustand befinden soll.

Allgemein kann eine Elektronentransfer-Reaktion nach Photoanregung
als Drei-Stufen-ProzeB beschrieben werden:

Koir Ker

D¥+A = (D_A¥* = DY A ) = Dt+A = (P)
| Ker
(1a) (1b) (1c)

Wenn Donator und Akzeptor kovalent gebunden sind, oder sich in einer
Matrix {z. B. einem Protein) befinden, fillt der Teilschritt (1a) weg und
KgT kann direkt gemessen werden.

Um die jeweilige im Experiment beobachtete Kinetik interpretieren zu
konnen, ist einige Kenntnis tiber die konkreten Zustandsenergien von
Donator und Akzeptor erforderlich. Die Grifle des Redoxpotentials von
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D und A~ kann aus Voltammetrischen Messungen gewonnen werden,
Daraus l#Bt sich die Differenz der freien Enthalpie (DG®) zwischen dem
Ausgangszustand D + A und dem ladungsseparierten Zustand Dt + A~
nach folgender Beziehung berechnen:

DG® = ¢ (B°p s - E°aza) + WP - wR

darin bedeuten: E°py . und E°p;5  das Standard-Reduktions- bzw,
Oxydations- Potential fiir D und A~ ; wP und wR stehen fiir die Arbeit (in
der Regel negativ), die aufgewandt werden muB, um DY+A" (Produkt-
Zustand — P} bzw. D* und A (Reaktantenzustand — R) zusammenzubrin-
gen; ¢ schiieBlich steht fiir die Elementarladung. Die relative Lage der
Zustandsenergien ist immer losungsmittelabhingig. So werden wP und
wR bei schwacher Wechselwirkung allein durch die CoulombabstoBung
definiert. Ist eines der beteiligten Molekiile ungeladen, werden sie prak-
tisch Null. Fiir Untersuchungen in polaren Lisungsmitteln heiBt dies, daB
wP und wR vernachlissigbar klein werden. Somit kann bei derartigen Un-
tersuchungen die freie Enthalpie unmittelbar aus dem Redoxpotential von
Donator und Akzeptor ermittelt werden. Beim PIET miissen zusitzlich die
Anregungsenergien bekannt sein (D =+ D*). Fiir einen PIET aus dem S,
{Singulett-Transfer) ist diese Information relativ einfach iiber Ab-
sorptions- bzw. Fluereszenzmessungen zu erhalten. Komplizierter wird
es bei einem PIET aus dem Tj-Zunstand (Triplett-Transfer). Teilweise
kénnen Phosphoreszenzmessungen oder die Transiente Absorptionsspek-
troskopie genutzt werden, oft sind aber nur indirekte Methoden anwend-
bar. '

Wie bereits im letzten Abschnitt ausgefiihrt, stellt der Schritt (Ib) im
0.a. Schema den fiir den Elektronentransfer wesentlichen Ubergang dar.
Im Fall des PIET wird der Elektronentransfer durch eine Photoanregung
des Donators (oder Akzeptors) initiiert. Durch die elektronische Anregung
wird das Donator-Akzeptor-System in einen energetisch glinstigen
Ausgangszustand gebracht, aus dem der Elektronentransfer dann erfolgen
kann. Schematisch sind die fiir den PIET wesentlichen Energieniveaus in
Abbildung 6 zusammengefaBt. Der Produktzustand D...A kann dabei
sowohl ein kovalent, wie auch ein nichtkovalent gebundener Donator-
Akzeptor-Komplex sein. S§-ET und T-ET stehen fiir den Singulett- und
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1_" h\l’D

T-ET
T+ A _, S[D*..A]

Abb. 6: Schematische Darstellung der am PIET beteiligten Energie-
niveaus (Erlduterung im Text)

Triplett-Elektronentransfer. Die ladungsseparierten Zustiinde tragen ent-
sprechend Singulett- oder Tripleti-Charakter. Da der energetische Unter-
schied zwischen dem Singulett- und Triplett-Zustand oft sehr gering ist
{kleiner als die Hyperfeinwechselwirkung), ist ein Ubergang zwischen
beiden Zustinden leicht mdglich. Der ladungsseparierte Zustand geht
dann wieder iiber emissive oder strahlungslose Desaktivierungsprozesse
in den Grundzustand {D...A) {iber. Photophysikalisch kann der Elektro-
nentransfer als ein Lumineszenzldschprozel beschrieben werden, durch
den die Fluoreszenz (S-ET) und /oder Phosphoreszenz (T-ET) des
Donator-Akzeptor-Systems im Vergleich zum Verhalten separierter
Donator- und Akzeptor-Molekiile geléscht wird, Deshalb kann {iber die
Bestimmung der Abnahme der Lebensdauern des Singulett- bzw., Triplett-
Zustandes als Folge des PIET die Ratenkonstante (KET) des Elektro-
nentransfers bestimm¢ werden. Obwohl die prinzipielle Moglichkeit eines
Triplett-Elektronentransfers hier aufgezeigt wurde, ist doch erwiesen, dafl
der im Photosynthese-Reaktionszentrum erfolgende Ladungstransfer iiber
einen Singulett-Mechanismus erfolgt. Um diesen ProzeB in entsprechen-
den Modellsystemen nachgestalten zu k&nnen, sind eine Reihe von
Faktoren zu beriicksichtigen, deren EinfluB auf die Effizienz des Ladungs-
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transfers in den vergangenen Jahren Gegenstand systematischer Unter-
suchen waren und auch heute sind.

3.3 Biomimetische Systeme fiir den Photoinduzierten
Elektronentransfer

Prinzipiell wird zwischen dem intra- und intermolekularen Eektro-
nentransfer unterschieden. Fiir die grundlegenden Untersuchungen zum
Einflufi verschiednener Faktoren auf die Effizienz des PIET haben sich
kovalent verkniipfte Systeme als besonders gut geeignet erwicsen, da bei
ihnen (wie im vorherigen Abschnitt ausgefiihre) die Elektronentransferrate
direkt bestimmt werden kann. Beim intramolekularen PIET existieren
wiederum zwei Moglichkeiten des Transfers — entlang der Bindung oder
durch den Raum. Zur Untersuchung der Relevanz dieser verschiedenen
Mechanismen wurden Systeme mit starren und beweglichen Briicken un-
terschiedlichster Lange und Struktar untersucht. Im Ergebnis konnten all-
gemeine Aussagen bzgl. Des Ladungstransfers iiber Ienen-Paar-Bildung
oder Exziplex-Bildung in Abhingigkeit von der Struktur der Systeme und
des umgebenden Ldsungsmittels abgeleitet werden. Wesentlich trug zu
diesem allgemeinen Verstéindnis die Ausarbeitung eines theoretischen
Konzeptes von Marcus [Ma 56] zur Beschreibung des Elekironentransfers
bei, wofiir er mit dem Nobel-Preis geehrt wurde, Die nach ihm benannte
Marcustheorie ist heute allgemein akzeptiert und ein wichtiges Hilfsmitte]
zur Beurteilung von biomimetischen Systemen fiir den PIET.

Im Ergebnis dieser grundlegenden systemafischen Untersuchungen
folgten in den 80er Jahren intensive Arbeiten zur Synthese und
Charakterisierung von Photosynthesemodellsystemen auf der Basis kova-
lent verkniipfter Molekiile. Dabei wurden Diaden, bestehend aus einem
Porphyrin und einem Chinon (P-Q), Triaden, bestehend aus einem Caro-
tenoid, Porphyrin und Chinon (C-P-Q), Tetraden (C-P-Qa—Qs) sowie (C-
Ps+—Ps-Q) bis hin zu Pentaden (C-Pa—Ps—Qa~Qg) hergestellt und unter-
sucht [Mo/Gu 84-90]. Das Ergebnis entsprach leider nicht den Erwar-
tungen, die, man an diese aufwendigen Synthesen gekniipft hatte.
Wihrend die Lebensdauer des ladungsseparierten Zustandes einer Triade
htther als fiir eine Diade war, nahm diese fiir Tetraden und Pentaden wie-
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der ab. Somit ist ein Zustand erreicht, der alle Méglichkeiten der Opti-
mierung des PIET in kovalent verkniipften Systemen ausgeschopft hat.
Um eine weitere Erhthung der Effizienz des PIET in kiinstlichen Syste-
men erreichen zu kénnen, miissen offensichtlich strukturbildende nicht
kovalente Wechselwirkungen, wie sie in den Thylakoidmembranen zum
tragen kommen, modelliert werden. Somit stehen nunmehr neben supra-
molekularen auch komplexere Systeme wie z. B. dendritische Strukturen
oder molekulare Assembiagen im Mittelpunkt von Forschungen zur
Schaffung biomimetischer Systeme zur Umwandlung von Sonnenener-

gie.

4. Methoden

Aus den bisherigen Ausfiihrungen lift sich leicht ableiten, daB optische
Methoden fiir die Untersuchung der oben diskutierten Prozesse besonders
geeignet sind. Neben den klassischen stationiren Methoden der Absorp-
tions- und Emissionsspektroskopie sind das vor allem die dynamische
Fluoreszenzmessung und Phosphoreszenzmessung, insbesondere der
Nachweis der Singulettsaverstofflumineszenz (bei 1270 nm) sowie die dy-
namische Absorptionsspektroskopie im ns-, ps- und fs-Zeitbereich. Bei
der Umntersuchung von Ladungstransferprozessen iiber das Triplettsystem
der Molekiile wird auflerdem die stationdre und die dynamische ESR-
Spektroskopie genutzt. Bei Kombination dieser Methoden kann ein nahe-
zu vollstidndiges Bild der Energie- und Ladungstransferprozesse an tetra-
pymrolischen Systemen gewonnen werden

5. Zusammenfassung

Die Untersuchung von photoinduzierten Energie- vnd Ladungstransfer-
prozessen an Tetrapyrrolen nimmt einen breiten Raum in der heutigen bio-
physikalischen Forschung ein. Sie reicht von der Untersuchung meolekula-
rer Primiirprozesse der Photosynthese iiber die Entwicklung biomimeti-
scher Systeme der Photosynthese bis hin zur Entwicklung nichiinvasiver
Therapien in der modermen Photomedizin. Dariiber hinaus ist die Nutzung
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von Kenntnissen zur Struktur und Funktion von Tetrapyrrolen Voraus-
setzung fiir eine erfolgreiche Umsetzung von Konzepten zur Energie-
gewinnung und -speicherung nicht nur in Form elektrischer, sondem auch
chemischer Energie (Biomasseproduktion in ,.der Retorte™), zur Informa-
tionsverarbeitung (organische Mikroelektronik), in der Gentherapie usw.
Aus dieser Aufzidhlung folgt bereits, daB eine Vielzahl heute existenter
globaler Probleme, wie Energieversorgung, Emihrung und Gesundheit
der Menschheit, sowie die Entwicklung umweltfreundlicher Technologien
direkt oder indirekt mit der Erforschung und Modellierung der physiko-
chemischen Eigenschaften von Tetrapyirolen verkniipft sind (Abb. 7).
B Gl G ¥ON TETRAPYRR

BIOLOGIE

‘/l\,

PHOTOSYNTHESE ATMENGSKETTE PORPHYRINMETABOLISMUS

l I

KUNSTLICHE PHOTOSYNTHESE MEDIZIN

ORGANISCHE SOLARZE[LEN BIOELEKTRONIK

ENRGIEUMWANDLUNG UND -SPEICHERUNG

Abb. 7: Biologische Bedeutung von Tetrapyrrolen

Da diese auBerordentlich komplexen Fragestellungen an sehr differenzier-
ten, teilweise hochorganisierten Systemen untersucht werden, setzt ihre
erfolgreiche Bearbeitung die interdisziplindre Zusammenarbeit verschie-
denster Bereiche der Naturwissenschaften voraus: Experimentelle und
Theoretische Physik, Biophysik, Bicchemie, organische und Kolloid-
chemie sowie verschiedene Bereiche der Biologie und Medizin. Somit LBt
sich am Beispiel der Tetrapyrrolforschung in besonderemn MaBe die Fest-
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stellung von C.-F. v. Weizsiicker ,....dal die Entwicklung der Wissenschaft
nicht nur zu einer zunchmenden Mannigfaltigkeit, sondern gleichzeitig
auch zu einer wachsenden Vereinheitlichung der Wissenschaft fijhrt...”
demonstrieren [We].
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