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Einleitung

1 Einleitung

In Deutschland werden jahrlich in groler Anzahl Versuchstiere flr medizinische
Forschungszwecke eingesetzt. Einerseits ist fur die Zulassung von Arzneimitteln vom
Gesetzgeber der Test der Substanzen auf Vertraglichkeit und Wirkung vorgeschrieben.
Andererseits bilden Versuchstiere oft die einzige Madglichkeit, klinische Grundlagen-
forschung unter realitatsnahen Bedingungen durchzufliihren und neue Methoden zu
validieren. Zugleich wird im §7 Abs.2 des Tierschutzgesetzes [1-2] gefordert, den
Jeweiligen Stand der wissenschaftlichen Erkenntnisse zugrunde zu legen und zu
prufen, ob der verfolgte Zweck nicht durch andere Methoden oder Verfahren erreicht
werden kann.®

Ersatzmethoden, die es gestatten, die Zahl der Tierversuche zu senken, sind von
hochstem Interesse.

Die Verwendung isolierter tierischer Organe als Modell ist vorteilhaft wegen der
geringeren Komplexitat des Organs im Vergleich zu einem Gesamtorganismus, der
besseren Zuganglichkeit des Experiments fiur verschiedenste Messverfahren und der
vereinfachten Standardisierbarkeit. Die potentiell mogliche Verwendung von Organen
von Schlachttieren, insbesondere von Schweinen, kann zu einem verringerten Bedarf
an Versuchstieren und einer betrachtlichen Einsparung von Kosten fuhren [3-4].

Das isolierte und perfundierte Herz von Saugetieren spielt als Organmodell ein grol3e
Rolle. Insbesondere die Herzen von kleinen Saugern (Ratten) ermdglichen eine hoch-
reproduzierbare Modellpraparation und damit die systematische Untersuchung kardio-
vaskularer Erkrankungen [5]. Eine zentrale Fragestellung hierbei betrifft die
Charakterisierung von Schadigungen des Herzmuskelgewebes infolge von Ischamie
und Reperfusion und ihre Verhinderung durch geeignete Mallnahmen [6-11].
Fortschritte beim Verstandnis dieser Fragen konnen zu einer verbesserten Behandlung
von Herzinfarktpatienten fuhren.

Ein weiterer Forschungsschwerpunkt ist die Optimierung von Methoden der
Konservierung von Organen fur die anschlieBende Transplantation mit dem Ziel, die
durch Explantation, Aufbewahrung und Reimplantation verursachten Schaden zu
minimieren und so den tolerablen Zeitraum fur Aufbewahrung und Transport des
Transplantats zu verlangern [12-17].

Eine wichtige Kenngrol3e fur die Bewertung des Zustands eines Organs ist die Aktivitat

des Zellstoffwechsels. Ein Online-Verfahren fur die Messung und Bewertung der
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Einleitung

Stoffwechselaktivitat hat somit eine hohe Bedeutung flir die Optimierung bestehender
Organmodelle.

Organe von Saugetieren oder Menschen, die vom normalen Stoffwechselkreislauf im
Korper getrennt werden, unterliegen bereits unmittelbar nach Beginn der Abtrennung
verschiedenen morphologischen, biochemischen und physikalischen Prozessen, die zu
einer fortlaufenden Veranderung des Organzustandes fuhren [9-11]. Hierzu zahlen
EinflussgroRen wie sich andernde Druck- und Temperaturverhaltnisse, ein veranderter
Stoffaustausch mit Nahrstoffen und Gasen (O2, CO). Zudem tritt die chemische und

mechanische Schadigung einzelner Zellen oder Gewebestrukturen auf.

Die Stoffwechselanalytik ist die Messung und Charakterisierung des Zustandes und der
Aktivitat des zellularen Stoffwechsels von tierischen Geweben, Organen und
Organismen. Der Zellstoffwechsel ist eine Grundfunktion des Lebens und ermdglicht
den Zellen das ErschlieRen der mit der Nahrung aufgenommenen chemischen
Energiequellen und deren Nutzung fur die zellularen Lebensfunktionen sowie den
Aufbau der vom Organismus bendtigten Stoffe und die Reaktion des Organismus auf
Umwelteinflisse.

Der Zellstoffwechsel ist ein komplexes System von verketteten Stoffumwandlungs-
zyklen, deren Ziel in der Zerlegung und Verwertung der zugefuhrten Molekule und im
Aufbau der bendtigten zelleigenen Moleklle besteht. Ein wesentlicher Teil dieses
komplexen Systems ist der Energiestoffwechsel, welcher die fir alle anderen
biochemischen Prozesse bendtigte Energie in Form von Adenosin-triphosphat (ATP)
bereitstellt.

Ein Ansatzpunkt fur die Entwicklung einer Online-Methode fur die Bewertung der
Stoffwechselaktivitat ist die spektroskopische Erfassung der UV-induzierten Auto-
fluoreszenz der Organe, weil Fluoreszenzmessungen an lebenden Geweben ohne
Probenentnahme und ohne Beeintrachtigung des Messobjekts durchgefuhrt werden
konnen. In vielen Arbeiten wurde gezeigt, dass die Fluoreszenz des Koenzyms
Nikotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) in charakteristischer Weise mit dem
Stoffwechselzustand und der Sauerstoffversorgung von Zellen und Geweben korreliert
[18-28]. Insbesondere die Quelle der blauen Gewebefluoreszenz des Herzmuskels
nach UV-Anregung um 360 nm wurde NADH zugewiesen [18, 23, 29]. Die Grundlage
fur alle derartigen Messverfahren beruht auf der Tatsache, dass sich die

Absorptionsspektren von NAD(P)" und NAD(P)H grundlegend unterscheiden: nur die
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reduzierte Molekllform NADH verfligt Gber ein Absorptionsmaximum bei 340 nm.
Deshalb wird bei Anregung der Autofluoreszenz mit Licht zwischen 340 und 370 nm nur
diese Molekulform zur Fluoreszenz angeregt und das beobachtete Signal ist ein Mal}
fur das intrazellulédre Verhaltnis von oxidierten und reduzierten Molekulen oder mit

anderen Worten: des Redoxpotentials.

1.1  Pyridinnukleotide und Redoxpotential
Die Koenzyme NAD® und NADP" sind direkt in den Energiestoffwechsel der Zellen
eingebunden. Bei der Glykolyse und im Citratzyklus werden Kohlenhydrate und Fette
unter Bildung von CO; und Wasser abgebaut. Dabei wird NADH gebildet, welches
anschlie3end bei der oxydativen Phosphorylierung in den Mitochondrien bei der Bildung

von ATP aus ADP enzymatisch oxydiert wird und seine Energie wieder abgibt.
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Abbildung 1.1: Reduktion von NAD* zu NADH
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Das jeweilige Verhaltnis der oxydierten bzw. reduzierten Molekilformen spiegelt den
sogenannten Redoxzustand in der Zelle wider. Dieser ist eng verbunden mit den
physiologischen Bedingungen fur den Energiestoffwechsel in der Zelle. Wichtige
EinflussgréfRen auf den oxidativen Energiestoffwechsel sind die Versorgung mit Nahr-
stoffen (Substrate), die Konzentrationen verschiedener Elektrolyte, die Versorgung mit
Sauerstoff, der Abtransport von CO, und Wasser. Generell spiegelt das Redoxpotential
der Zelle den Stoffwechselzustand in der Zelle und im umgebenden Gewebe wider.

Enzymatisch bestimmte absolute Konzentrationen von Pyridin-Nukleotiden in verschie-

denen tierischen Geweben sind beispielhaft in folgender Tabelle aufgelistet:

Spezies | Gewebeart |Zustand |NAD" NADH NADP* NADPH
Ratte Leber - 0.62 0.1 0.1 0.32
ischamisch | 0.58 0.22 - -
Muskel - 0.46 0.065 0.02 0.035
ischamisch |0.43 0.095 - -
Herz - 0.8 0.13 0.045 0.095
ischamisch | 0.52 0.41 - -
Gehirn - 0.51 0.07 0.015 0.03
Mensch |Blut - 0.033 0.005 0.012 0.016

Konzentrationsangaben: pmol/g Feuchtgewicht

ischamisch = post mortem

Tabelle 1.1: enzymatisch bestimmte Konzentrationen der Pyridinnukleotide in
verschiedenen Rattengeweben (nach [30])

In [31] wurden ebenfalls vergleichende Bestimmungen des Pyridinnukleotid-Gehalts in
Mitochondrien verschiedener Organe der Ratte durchgeflhrt. Fur die Organe Herz,
Niere und Gehirn gelangte man zu &hnlichen Ergebnissen, d.h. zu einem Uberschuss
an NAD gegenuber NADP (Verhaltnis NAD: NADP von 4:1 bis 7:1). Fur die Leber
allerdings wurde ein Uberschuss an NADP bestimmt (Verhaltnis NAD: NADP von
1:1,7).

Aus der Tabelle 1.1 wird ersichtlich, dass im Normalzustand die oxydierte Form der

Pyridinnukleotide Uberwiegt und somit ein groes Potential an reduzierbaren
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Nukleotidmolekilen vorhanden ist, falls kurzfristig ein hoher Bedarf an Energie in der
Zelle und im Gewebe vorhanden sein sollte.

Andererseits zeigen die Werte fur ischamischen Gewebe an, dass durch den Sauer-
stoffmangel das Redoxgleichgewicht in Richtung der reduzierten Form verschoben ist,
weil nicht genligend Sauerstoff flr die Oxidation in den Mitochondrien vorhanden ist
und gewissermalen ein Stau in der Energiestoffwechselkette entsteht.

Neben den Pyridinnukleotiden spielen auch verschieden Flavinmolekile eine wichtige
Rolle als Elektronen-Ubertrager und Kofaktoren in verschiedenen prokaryontischen und
eukaryontischen Stoffwechselprozessen, wie der oxidativen Phosphorylierung, der [3-
Oxidation von Fettsauren und anderen Redox-Reaktionen. Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD) ist insbesondere im Komplex Il der Atmungskette in den Mitochondrien an der
Bildung von ATP beteiligt. FAD, Flavin-Adenin-Mononukleotid (FMN) und Riboflavin

sind darlUber hinaus als Katalysator an vielen biochemischen Reaktionen beteiligt.

1.2 Autofluoreszenzmessungen zur Bestimmung der

Stoffwechselaktivitdt von Organen
Die Beobachtung des Zellstoffwechsels basierend auf der Autofluoreszenzmessung von
reduzierten Pyridinnukleotiden und oxidierten Flavoproteinen ist seit den grundlegenden
Arbeiten Otto Warburgs in den dreil3iger und vierziger Jahren des 20. Jahrhunderts [32]
ein wichtiges Werkzeug fur die nichtinvasive Untersuchung biochemischer Prozesse in
Zellen und Geweben. Review-Artikel wurden unter anderem von Chance und Ince
publiziert [33, 18].

1.2.1 Stoffwechselbezogene Autofluoreszenz in isolierten Mitochondrien
Als Pionier auf dem Gebiet der Zell- und Gewebespektroskopie hat Britton Chance
anhand von isolierten Mitochondrien typische stationare Zustande des
Redoxgleichgewichts von Enzymen und Koenzymen der Atmungskette beschrieben
[34, 35].
Am Beispiel von Herz-Sarkosomen, spezifischen gro3en Mitochondrien der gestreiften

Muskulatur, identifizierte er finf charakteristische Zustande:
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Charakteristik Redoxgleichgewicht

Zustand 1: Ruhezustand, genligend Sauer- geringe Reduktion der Enzyme
stoff vorhanden, geringe Mengen | und Koenzyme
endogenen Substrats prasent

Zustand 2: Uberschuss von ADP, genligend vollstandige Oxydation der
Sauerstoff vorhanden, kein Enzyme und Koenzyme
Substrat zur Umsetzung prasent,
endogenes Substrat verbraucht

Zustand 3: | Substrat zugefiihrt, Uberschuss teilweise Reduktion der Enzyme
von ADP, genugend Sauerstoff und Koenzyme, starker als in
vorhanden, Stoffwechsel setzt Zustand 1, NAD noch in geringem
ein Mafl zu NADH reduziert

Zustand 4: | genugend Sauerstoff vorhanden, Zunahme der Reduktion, NADH
Substrat vorhanden, Mangel an starker reduziert
ADP, oxydative Phospho-
rylierung gehemmt

Zustand 5: kein Sauerstoff mehr vorhanden, maximale Reduktion der Enzyme
Stoffwechsel und oxydative und Koenzyme (auch NADH)
Phosphorylierung gehemmt

Tabelle 1.2: Zusammenhang zwischen Redoxgleichgewicht und Stoffwechselzustand
nach Chance [36]

Die spektroskopischen Eigenschaften der Pyridinnukleotide und Flavoproteine in
Mitochondrien-Suspensionen sind ebenfalls beschrieben worden. Chance [34, 35]
ermittelte ein Absorptionsmaximum fur reduzierte Pyridinnukleotide in Sarkosomen und
Leber-Mitochondrien bei 340 nm, was in guter Ubereinstimmung mit dem
Absorptionsmaximum von NADH in wassriger Losung ist. Flavoproteinen wird in diesen
Arbeiten eine Absorption um 465 nm zugeschrieben.

Fluoreszenzspektren von NADH (Anregung: 330 nm) in Mitochondrien-Suspensionen
wurden in den drei Zustanden 2, 3 und 4 gemessen [34]. Wahrend im Zustand 2 das
Maximum bei ca. 450 nm liegt, verschiebt es sich beim Ubergang zu Zustand 4 hin zu
440 nm. Dies deutet darauf hin, dass in diesem Zustand das meiste NADH in

gebundener Form vorliegt. Die Fluoreszenz der Flavoproteine erscheint in den
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stationaren Spektren der Literatur in der Regel als Schulter bei ca. 510 nm auf den

Fluoreszenzspektren der Pyridinmolekule.

1.2.2 Stoffwechselbezogene Autofluoreszenz von Zellen
In Zellen kénnen NAD(P) und Flavoproteine sowohl im Zytoplasma als auch in den
Zellorganellen vorkommen, insbesondere hier in den Mitochondrien. Jedoch Uberwiegt
die NAD(P)H Konzentration in den Mitochondrien [29] und hier liegt NAD(P)H auch
uberwiegend im an Proteine gebundenen Zustand vor [37].
Zellkerne erscheinen in mikroskopischen Autofluoreszenzbildern mit UV-Anregung als
dunkle Regionen, was darauf hinweist, dass in Zellkernen kaum Stoffwechselaktivitaten
ablaufen. Beobachtungen der Zellfluoreszenz und der Veranderung des
Redoxzustandes nach Zufuhrung von Glukose bestatigten den erwarteten Anstieg der
Autofluoreszenz entsprechend dem Ubergang von Zustand 2 nach Zustand 3 der
Systematik nach Chance (vergl. Tabelle 2.3). Eng [29] ermittelte fir den Ruhezustand
von Kardiomyozyten einen Wert von 44 + 6 % fur das Redoxgleichgewicht, d.h. fur das
Verhaltnis von reduzierten NADH zum oxidiertem NAD".
Anhand von Inselzellen der Bauchspeicheldrise wurde auch die intrazellulare
Verteilung der Fluoreszenz von Flavoproteinen charakterisiert. Rocheleau [37]
identifizierte insbesondere die Lipoamid Dehydrogenase und das Elektronen-Transfer
Flavoprotein (beides mitochondriale Flavoproteine) als direkt mit der Redoxaktivitat der
Zelle korreliert und damit in direktem Zusammenhang mit dem Redoxgleichgewicht von
NAD(P)H/NAD(P)" stehend. Membranstéandige Flavoproteine konnten als Ursache fir
die zellulare Flavinfluoreszenz nicht identifiziert werden.
Entsprechend den spektroskopischen Eigenschaften der Flavine verringert sich bei der
gezielten Beeinflussung des Redoxgleichgewichts durch Zufiihrung eines Substrats
(Ubergang von Zustand 2 nach Zustand 3) die beobachtete Fluoreszenzintensitat der
Flavoproteine, wahrend die Fluoreszenz der Pyridinnukleotide zunimmt [37, 38].
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die intrazellulare Autofluoreszenz,
die mit dem Redoxgleichgewicht korreliert ist, vornehmlich in den Mitochondrien

lokalisiert ist. Quellen dieser Autofluoreszenz sind NAD(P)H und Flavoproteine.

1.2.3 Stoffwechselbezogene Autofluoreszenz in Geweben
Die Untersuchung der Eigenschaften von Autofluoreszenzen aus Geweben wurde in

Gewebeschnitten, an isolierten Organen ex-vivo sowie in-vivo durchgeflhrt. Das
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einfachste Experiment, das hier denkbar ware, ist die direkte Messung der
oberflachlichen Autofluoreszenz der Haut.

Im Gegensatz zu Messungen an isolierten Mitochondrien und Zellen muss bei der
Charakterisierung des Redoxzustandes von Geweben anhand der Autofluoreszenz die
komplexere Struktur des Gewebes und das Auftreten einer Reihe von potentiellen
Storeinflissen in Betracht gezogen werden. Hier sind u.a. ortlich und zeitlich variierende
optische Gewebeeigenschaften wie Lichtstreuung und -absorption zu nennen, aber
auch das Auftreten von fluoreszierenden Strukturen und Kompartimenten (z.B.
Bindegewebe, Hautschuppen, Farbpigmente), deren Signal das eigentlich gesuchte
Signal der redox-relevanten NAD(P)H und Flavine Uberdecken kénnen.

Relativ ideale Bedingungen fur die Messung des Redoxzustandes von Geweben bieten
Messungen an Gewebeschnitten. So wurde an Schnitten des Rattenhirns gezeigt, dass
der Redoxzustand des Cortex-Gewebes durch Messung der NADH-Fluoreszenz
beobachtet werden kann [21, 39, 40]. Schuchmann [25] nutzte kinetische Messungen
der NADH-Fluoreszenz zur Untersuchung der Kopplung der neuronalen Aktivitat mit
dem Energiestoffwechsel und der mitochondrialen Funktion.

Haufig wurden isolierte Organe als Untersuchungsobjekt genutzt, darunter das Herz,
das Gehirn, die Leber und die Niere [41-45, 50-52, 18].

Zielstellungen dieser Untersuchungen sind haufig die Beurteilung mdoglicher
Gewebeschadigungen als Folge einer Ischamie bzw. einer Hypoxie sowie die
Beurteilung des Stoffwechselzustands eines Organs vor einer Transplantation. Sowohl
fur Gewebeschnitte als auch fir isolierte Organe wurde festgestellt, dass die
Stoffwechsel-relevante Autofluoreszenz der Pyridinnukleotide und Flavoproteine
hauptsachlich in den Mitochondrien der Zellen lokalisiert ist.

In-vivo-Messungen der Stoffwechselaktivitdt im Gehirn wurden mit dem Ziel
durchgefuhrt, eine Korrelation mit der neuronalen Aktivitat festzustellen [46] bzw. den
Zusammenhang zwischen Stoffwechsel und Stérungen der neuronalen Reizweiter-

leitung zu charakterisieren [47-49].

1.2.4 Autofluoreszenz im Herzmuskelgewebe
Im Herzmuskelgewebe ist die Quelle der blauen Autofluoreszenz hauptsachlich mito-
chondriales NADH mit nur geringem Anteil an NADH aus dem Zytoplasma [29, 50, 53].
NADPH spielt als Anteil an der blauen Autofluoreszenz eine untergeordnete Rolle, weil

einerseits die Konzentration von NADPH im Herzmuskelgewebe signifikant niedriger ist

Seite 8



Einleitung

als die des NADH [31] und andererseits die Quanteneffizienz von NADPH um den
Faktor 3 bis 4 geringer ist im Vergleich zu NADH [50].

Die hohe Bedeutung von mitochiondrialem NADH als Spiegelbild der mitochondrialen
Stoffumsetzungsraten korreliert mit dem hohen Energiebedarf des aerob arbeitenden
Herzmuskelgewebes. Dieser wird hauptsachlich durch Energiegewinnung im
Zitratzyklus und die anschlieRende oxydative Phosphorylierung innerhalb der Mitochon-
drien gedeckt. Glykolyse als Quelle der Energiegewinnung spielt eine untergeordnete
Rolle [6]. In der Arbeitsgruppe um F.W. Heinemann wurde in mehreren Arbeiten
gezeigt, dass insbesondere der mitochondriale Redoxzustand (Verhaltnis NADH/NAD™)
mit der ATP-Produktion und dem Sauerstoffverbrauch korreliert, wahrend der
zytosolische Redoxzustand in geringerem Zusammenhang mit dem zellularen
Energiehaushalt im Gleichgewichtszustand steht [51, 52].

Die Messung der blauen Autofluoreszenz von Herzgewebe wurde haufig fir quantitative
Beurteilung von Hypoxie- und Ischamie-Zustanden des Herzgewebes genutzt und als
Werkzeug fur die Untersuchung von potentiellen Ursachen der myokardialen
Dysfunktion nach Ischamie-Phasen verwendet. Stoner [8] untersuchte den Zusammen-
hang zwischen NADH-Fluoreszenz und Myokard-Funktion (Produkt aus Herzrate und
Druck im linken Ventrikel) in Abhangigkeit vom Reperfusionsfluss und der daraus
resultierenden Sauerstoffversorgung des Herzmuskelgewebes. Varadarajan [7] unter-
suchte die Auswirkungen von Hypoxie-Bedingungen auf die mitochondrialen
Konzentrationen von Na* und Ca®*-lonen und korrelierte die Ergebnisse mit dem
beobachteten NADH/NAD™ Redoxgleichgewicht. Ein weiteres wichtiges Forschungsfeld
betrifft Methoden zur Konditionierung von Organen, die fur die Transplantation
vorgesehen sind. Ziel dieser Arbeiten, fur welche die Beobachtung des
Redoxzustandes mittels NADH-Fluoreszenz ein wichtiges Hilfsmittel darstellt, ist die
Reduzierung des Schadigungsrisikos der Transplantate bei Reperfusion [54].

Ashruf und Brandes [55, 22] untersuchten die Abhangigkeit des mitochondrialen Redox-
potentials von der Arbeitsbelastung des Organs.

Neben der Autofluoreszenz induziert durch NADH sind auch mitochondriale Flavine Teil
des Energiestoffwechsels und Indikator fur den mitochondrialen Redoxzustand [38].
Kuznetsov nutzte die Flavoprotein-Fluoreszenz als Redoxindikator fur das funktionale
Fluoreszenzimaging von Mitochondrien in einem Rattenherz-Transplantationsmodell
[56, 57].
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Andere endogene Fluorophore finden sich im Endokard und Perikard, den Gefallen und
allgemein in der extra-zellularen Matrix. Hier dominieren fluoreszierende Bindegewebs-

proteine wie Kollagen (hauptsachlich Kollagen Typ |) und Elastin [58-60, 19].

1.3 Messtechnik zur Erfassung der stoffwechsel-relevanten

Autofluoreszenz des Herzgewebes
1.3.1 Stationdre Methoden der spektroskopischen Detektion endogener
Fluorophore
Wegbereiter der Fluoreszenzmessung von Pyridin-Nukleotiden fur die Charakteri-
sierung von Gewebezustanden war Britton Chance [34, 35]. Bereits in der funfziger
Jahren begann er mit der systematischen Untersuchung und Zuordnung von

intrazellularen Redoxzustanden und Fluoreszenzsignalen.

Lichtquellen

Den technischen Maglichkeiten entsprechend basierten die ersten Messanordnungen
auf Quecksilberbogenlampen als Lichtquellen und Photomultiplieren als Detektoren. Die
am haufigsten genutzte Anregungswellenlange war (und ist) die 366-nm-Linie dieser
Lichtquelle [36, 47, 61-63]. Vorteilhaft sind die hohe UV-Lichtausbeute und die hohe
Strahldichte einer Kurzbogen-Hochdruck-Quecksilberlampe. Die Wellenlange ist zwar
nicht optimal aber hinreichend gut geeignet fur die Anregung von NAD(P)H und
Flavoproteinen (vgl. Abb. 3.1 und 3.2).

Mit Beginn der Achtziger Jahre wurden zunehmend UV-Laser fiur die messtechnische
Erfassung der Autofluoreszenz von Zellen und Geweben benutzt [20, 43, 64-66]. Hier
sind vor allem zwei Typen von Gas-Lasern zu nennen, die aufgrund ihrer Robustheit
und einfachen Handhabung haufig eingesetzt wurden: der kontinuierlich strahlende
Helium-Cadmium-Laser (HeCd-Laser) mit seinen Laserlinien bei 325 bzw. 442 nm und
der Stickstofflaser, der im Impulsbetrieb bei 337 nm emittiert. Weitere Lasertypen, die
fur die Gewebefluoreszenzspektroskopie eingesetzt wurden, sind der frequenz-verdrei-
fachte Neodym-YAG-Laser (355 nm) und der Argonionenlaser mit seinen UV-Linien
(351, 364 nm) zur Anregung der NAD(P)H-Fluoreszenz und mit seiner Linie bei 488 nm
zur Anregung der Flavoprotein-Fluoreszenz [67-69].

Die Entwicklung von Festkorperlasern, die ultrakurze Laserimpulse von einigen zehn bis

hundert Femtosekunden erzeugen, ermdglichte die Nutzung eines neuen Mess-
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verfahrens: der Zwei-Photonen-induzierten Fluoreszenzspektroskopie. Hauptvertreter
dieser Laserklasse ist der modengekoppelte Titan-Saphir-Laser (TiSa-Laser), der im
Wellenlangenbereich von ca. 700 nm bis nahe 1000 nm durchstimmbar ist. Im
Gegensatz zum klassischen Verfahren der Fluoreszenzspektroskopie werden bei
diesem Verfahren Moleklle nicht durch ein einzelnes, absorbiertes Photon zur
Fluoreszenz angeregt, sondern die gleichzeitige Absorption von zwei Photonen
niedriger Energie (und damit Iangerer Wellenlange) fuhrt zur Anregung der Fluorophore.
Voraussetzung dafur, dass dieser Prozess effektiv ablauft, ist eine hohe zeitliche und
raumliche Dichte der eingestrahlten Photonen innerhalb der Probe. Das bedeutet sehr
kurze Laserimpulse und eine sehr starke Fokussierung der Laserstrahlung zur
Erreichung von Leistungsdichten in der GréRenordnung von 10'> W * cm.

Die Messung der Autofluoreszenz von NAD(P)H in einzelnen Zellen mittels 2-Photonen-
induzierter Fluoreszenz wurde u.a. von Piston gezeigt [70]. Die Arbeitsgruppe um
Karsten Konig arbeitet seit mehreren Jahren an der spektroskopischen Charak-
terisierung von Geweben (Haut, Auge) mit dieser Methode [71, 72]. Ein kommerzielles

System dieser Art wird von der Firma Jenlab (Jena) angeboten.

Signalerfassung

Als Detektoren wurden, wenn es sich nicht um bildgebende Messverfahren handelte,
Photomultiplier eingesetzt. Sie zeichnen sich durch eine hohe Empfindlichkeit aus, die
bis zum Nachweis einzelner Photonen reicht.

Da die Messaufgabe zumeist darin besteht, geringe Anderungen von schwachen
Fluoreszenzsignalen zu detektieren, wurde von Anfang an grol3er Wert auf die
Beseitigung von apparativen und methodischen Storeinflissen gelegt. So entwickelte
Chance eine Doppelstrahlmethode, bei der abwechselnd an zwei raumlich getrennten
Probenpunkten gemessen wurde [36, 74]. Experimentelle Manipulationen wurden nur
an einem der beiden Orte durchgefuhrt, der zweite Ort diente als Referenz. Durch
Auswertung des Differenzsignals beider Photomultiplier konnten Proben-bedingte
Storeinflisse  weitgehend eliminiert werden. Ebenfalls wurde permanent die
abgestrahlte Lichtleistung der Quecksilberlampen gemessen und zur Regelung der
Verstarkungsspannung der Photomultiplier benutzt [62, 73].

FiUr bildgebende Verfahren wurden zunachst Photoapparate und Réhrenkameras, ab
den siebziger Jahren auch CCD-Kameras eingesetzt [62, 75-77]. Zur Steigerung der

Empfindlichkeit wurde die CCD-Kamera mit Bildverstarkern kombiniert, so dass es
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modglich wurde, grof¥flachige Organoberflachen mit UV-Licht zu beleuchten und die

schwache Autofluoreszenz bildhaft zu detektieren [19, 78].

optische Anordnungen

Stationare Messungen der Autofluoreszenz  wurden unter dem Mikroskop,
makroskopisch aber auch faser-optisch durchgefuhrt. Bei der makroskopischen Signal-
erfassung ist darauf zu achten, dass der Bluteinfluss durch Gefale im Beobachtungs-
feld berucksichtigt wird. Bei der mikroskopischen Messung kann das Beobachtungsfeld
so gewahlt werden, dass es nicht von Blutgefalen durchzogen ist. Allerdings kdénnen
Bewegungsartefakte auftreten. Bei der Verwendung faser-optischer Sonden kann durch
geeignete Platzierung der Sonde abseits von Blutgefallen ebenfalls der Bluteinfluss
minimiert werden. Bei Verwendung von faser-optischen Sonden mit groem Querschnitt
(Faserblindel) kann der Einfluss von Blutgefallen jedoch ebenfalls signifikant sein und
der Ort der Messung ist entsprechend sorgfaltig zu wahlen bzw. es sind Korrektur-

verfahren anzuwenden.

1.3.2 Zeitauflésende Verfahren zur Messung endogener Fluoreszenzen

Mit dem Begriff ,zeitauflosend® werden Messverfahren bezeichnet, mit denen
Fluoreszenzlebensdauern ermittelt werden koénnen. Allen Verfahren gemeinsam ist,
dass die verwendeten Lichtquellen nicht kontinuierlich strahlen, sondern in irgend einer
Weise moduliert sind, d.h. im einfachsten Fall emittiert die Lichtquelle mit einer festen
Frequenz kurze Impulse oder in einen anderen Fall ist die Strahlung sinusférmig
moduliert. In der Regel werden Laser als Lichtquellen verwendet.
Drei Verfahren zur Messung von Fluoreszenzlebensdauern konnen unterschieden
werden:

1. Zeitkorrelierte Einzelphotonenzahlung

2. Samplingverfahren

3. Phasenfluorometrie
Man bezeichnet das Verfahren der Phasenfluorometrie als der Frequenzdomane
zugehdrig. Die beiden anderen Verfahren werden der Zeitdomane zugeordnet.
Praktische Anwendung fur die Messung der Autofluoreszenz von Geweben haben die

ersten zwei Verfahren gefunden.
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Die Methode der zeitkorrelierte Einzelphotonenzahlung ist im Grunde die exakte
Messung der zeitlichen Verzogerung eines einzelnen Fluoreszenzphotons in Bezug auf
den Anregungsimpuls der Lichtquelle. Die haufige Wiederholung (mehrere zehn- bis
hunderttausendmal) liefert in einem Histogramm die Fluoreszenzabklingkurve [79].
Vorteilhaft bei diesem Messverfahren ist die hohe Zeitauflésung von wenigen Piko-
sekunden, die prinzipiell erreichbar ist, wenn genugend Photonenereignisse registriert
werden. Das Verfahren ist seit wenigen Jahren unter Verwendung von Mikroskopen
auch bildgebend realisiert worden und als ,Fluorescence-Lifetime-Imaging® (FLIM)
bekannt. Die Mehrzahl der wissenschaftlichen Arbeiten konzentriert sich jedoch auf die
Entschllsselung komplexer biochemischer Vorgange auf der Zellebene unter
Verwendung von Fluoreszenzmarkierungen (z.B. [80]). Als Protagonist eines Gewebe-
Imagings ohne Fluoreszenzmarkierung ist im Wesentlichen die Arbeitsgruppe Konig zu

nennen [71, 81].

Beim Samplingverfahren wird das Fluoreszenzsignal nach impulsformiger Anregung in
schneller Folge abgetastet. Das Abtastintervall ist kurzer als die Impulsantwort des
Detektors und bestimmt die zeitliche Auflésung des Signals. Die Abtastung kann
entweder mit einer festen zeitlichen Beziehung zu den Anregungsimpulsen erfolgen
oder sie kann an aufeinanderfolgenden Detektorimpulsen das Detektorsignal ,sampeln®
(abtasten) und eine Abklingkurve generieren.

Generell ist die zeitliche Auflosung des Samplingverfahrens als etwas niedriger einzu-
stufen. Dieser Nachteil wird aber in der Regel durch eine schnellere Signalerfassung
kompensiert.

Mit Beginn der Verwendung von Ny-Lasern fur die Messung der Gewebe-
Autofluoreszenz ist an der Entwicklung von Samplingverfahren, angepasst an die
niedrige Folgefrequenz dieses Lasertyps, gearbeitet worden. Die ersten Anwendungen
betrafen Anwendungen zur Uberwachung der Atmungsaktivitdit von Neugeborenen
wahrend der Geburt und zur Charakterisierung von Tumorgewebe mit dem Ziel der
Unterstitzung einer Tumordiagnostik [82-84]. Die zeitliche Auflésung der Abtastinter-
valle lag bei diesen Arbeiten im Bereich von 5 ns oder hoher.

Mit einer verbesserten Samplingtechnik wurde in der Folgezeit die Zeitauflosung auf ca.
2ns verbessert und auf die Messung der Stoffwechselaktivitat von Hirn- und
Muskelgewebe angewendet [24, 40, 85]. Als Korrekturverfahren zur Eliminierung

variierender Probeneigenschaften wurde von Rex [85] das Streulichtsignal genutzt
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(siehe Abschnitt 1.4). Langzeitmessungen Uber einen Zeitraum von mehreren Stunden
oder Tagen waren zu dieser Zeit noch nicht moglich, weil dies insbesondere

Instabilitadten der emittierten Impulsenergien der No-Laser verhinderten.

1.4  Storeinfliisse auf eine quantitative Messung der

Autofluoreszenz in vivo
Bei der messtechnischen Erfassung der Autofluoreszenzsignale von Gewebeober-
flachen in vivo sind eine Reihe potentieller Storeinflusse zu berlcksichtigen. Die
gquantitative Bestimmung von optisch-spektroskopischen Messgrof3en kann beeinflusst
werden durch:

e Bewegungen eines Organs wahrend der Messung,
e Veranderungen des Blutflusses am Ort der Messung,
e Veranderungen der Sauerstoffsattigung des Bluts,

e eine fortschreitende Veranderung der Gewebeoberflache durch Austrocknung
oder Temperaturanderung [18].

All diese Einflussfaktoren verandern die Art und Weise der Lichtausbreitung in der
Gewebetiefe bzw. die spektralen Eigenschaften und die Intensitat des detektierten
Fluoreszenzsignals. Ursache dafur sind eine veranderte Streuung und Absorption der
einzelnen, in das Gewebe eindringenden Photonen der Anregungsstrahlung bzw. der
erzeugten Fluoreszenzphotonen durch biochemisch und biomechanische verursachte
Gewebeveranderungen.
Die Wechselwirkung der Photonen der Anregungsstrahlung beschrankt sich nicht auf
eine infinitesimal dunne Oberflachenschicht. Vielmehr dringen die Anregungsphotonen
in die inhomogene Gewebestruktur ein und erfahren dabei eine mehrfache Anderung
der Ausbreitungsrichtung durch Streuprozesse bzw. werden nach endlich vielen
Streuprozessen absorbiert. Die relevanten spektroskopischen Parameter, die diese
Prozesse physikalisch beschreiben, sind der effektive Streu- und der Absorptions-
koeffizient des Gewebes. Diese beiden GréRRen sind ein Mal fur die Wahrscheinlichkeit
daflir, dass ein Photon der Anregungsstrahlung bei einem Wechselwirkungsprozess

gestreut oder absorbiert wird. Beide Parameter sind wellenlangenabhangig.
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Streuung und Reabsorption wirken in gleicher Weise auch auf die Ausbreitung der im
Gewebe erzeugten Fluoreszenzphotonen. Eine theoretische Beschreibung der Wech-
selwirkung von Lichtphotonen und streuenden Medien findet sich bei Ishimaru [86].
Resultierend aus diesen Streu- und Absorptionsprozessen ergibt sich eine wellen-
langenabhangige effektive Eindringtiefe fir die Anregungsstrahlung. Fur die zur Anre-
gung der Pyridinnukleotide bendtigte UV-Wellenlange von etwa 340 nm betragt sie
wenige Hundert Mikrometer, d.h. die UV-induzierte Autofluoreszenz liefert Informa-
tionen lediglich Uber Zellen aus einer Gewebeschicht von 100 bis 300 um Tiefe [87, 88].
Der Zusammenhang zwischen den oben aufgelisteten Effekten und der Photonen-
ausbreitung im Gewebe ergibt sich aus einer Beeinflussung der optischen Parameter.
Eine Veranderung des Blutflusses bewirkt zunachst vor allem eine Veranderung der
Absorptionswahrscheinlichkeit von Photonen. Blut, und hier vor allem der Ham-
Farbstoff, ist charakterisiert durch eine starke Absorption im sichtbaren und ultra-
violetten Spektralbereich mit Banden bei 410 und 560 nm [89]. Aufgrund der lokal
hohen Konzentration von Ham in den BlutgefaRen kann eine kleine Anderung des
Blutflusses bereits eine signifikante Anderung der Absorption von Anregungs- und
Fluoreszenzphotonen zur Folge haben und damit das Messsignal verandern.

Der Ham-Farbstoff ist ebenfalls die Ursache fir einen zweiten potentiellen Storeinfluss.
Die Veranderung der Sauerstoffbeladung des Blutes hat eine Anderung des
Absorptionsspektrums zur Folge. Das arterielle, Sauerstoff-beladene Blut (hellrot) hat
eine geringere Absorption zwischen 600 und 750 nm und eine hohere Absorption
zwischen 400 und 500 nm als das vendse, Sauerstoff-arme Blut (dunkelrot). Diese
Anderung der Absorptionseigenschaften kann ebenfalls zu einer Beeinflussung der
Messung von Fluoreszenzintensitaten fuhren.

Bewegungen von Organen, Austrocknungseffekte oder Temperatureinflisse kdnnen im
Allgemeinen ebenfalls zu veranderten Absorptions- und Streueigenschaften des
Gewebes fuhren. So kann sich die Dichte von Streuzentren (Proteine, Zellorganellen,
Zellmembranen, Bindegewebsstrukturen, ..) allein aufgrund von Bewegungseffekten
und daraus resultierenden Druck- und Spannungsanderungen verandern.
Austrocknungseffekte kdnnen zusatzlich zu lokal veranderten Brechungsindizes und
damit zu einer veranderten Lichtausbreitung im Gewebe fuhren.

In der Literatur wurden eine Reihe von Verfahren vorgeschlagen, derartige
Beeinflussungen der Messung von Fluoreszenzintensitaten durch Korrekturverfahren zu

kompensieren. Eine Ubersicht Uber Ubliche Referenzierungsmethoden enthalt ein
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Review-Artikel von Ince [18]. Zu unterscheiden sind hier die Korrektur einer
gemessenen (NADH-) Fluoreszenzintensitat durch

e ceine parallel gemessene Intensitat des reflektierten oder rick-gestreuten

Anregungslichts,
e die gemessene Autofluoreszenzintensitat bei einer zweiten Wellenlange,
e die gemessene Fluoreszenzintensitat eines internen Fluoreszenzstandards (z.B.
Fluorescein, Rhodamin B, 5(6)-Carboxy-2’,7’-Dichlorofluorescein).

Durch die Korrektur mittels Streulichtmessung werden vornehmlich Artefakte
kompensiert, die durch Bewegungen oder Geometrieanderungen hervorgerufen
werden. Hierbei kann es sich um reale Bewegungen eines Organs, z.B. des Herzens,
oder um Gewebestrukturanderungen handeln, die durch Gefalerweiterung oder —
verengung verursacht werden.
Mayevsky entwickelte eine Methode flr die faser-optische Messung des NADH-
Redoxzustands im Gehirn, in der das NADH-Fluoreszenzsignal bei 450 nm mit dem
ruckgestreuten Anregungslicht bei 366 nm in einem linearen Zusammenhang korrigiert
wird [47-49, 90]. Renault korrigierte das gemessene NADH-Fluoreszenzsignal mit
einem gemessenen Ruckstreuwert bei 586 nm [20]. Diese Wellenlange stellt einen
isosbestischen Punkt im Absorptionsspektrum des Hamoglobins dar, d.h. einen Punkt,
an dem sich die Spektralkurven des Sauerstoff-gesattigten und des Sauerstoff-armen
Blutes schneiden. Auf diese Weise kann der spektrale Einfluss der Blutabsorption auf
das Messsignal verringert werden.
Die Korrekturverfahren beruhen zum Teil auf der Annahme eines linearen Zusammen-
hangs zwischen Messgrofle und Referenzwert, verwenden zum Teil aber auch
Polynome hoherer Ordnung oder exponentielle Zusammenhange.
Der Ansatz, das gemessene NADH-Fluoreszenzsignal durch ein parallel gemessenes
Autofluoreszenzsignal anderer Wellenlange zu korrigieren, bereinigt Signalstérungen,
falls es gelingt, ein Referenzsignal unabhangig vom NADH-Signal zu detektieren. Das
bedeutet insbesondere, dass das Referenzsignal nicht spektral vom NADH-Signal
uberlagert sein darf. Diese Forderung ist nicht leicht zu erflllen, weil sich das NADH-
Spektrum wenigstens bis 650 nm erstreckt.
Kramer schlug die Signalkorrektur der NADH-Fluoreszenz bei 448 nm durch Messung
der Referenz-Fluoreszenz bei 549 nm vor [91]. Diese Wellenlange ist ebenfalls ein
isosbestischer Punkt im Blutspektrum, so dass Bewegungs- und Blutflusseffekte und

oximetrische Effekte gleichermalien ausgeschlossen werden. Er argumentierte, dass
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die Spektralkorrektur an dieser Stelle zulassig ist, weil ,sehr wenig® intrinsische Fluores-
zenz um 550 nm aus Hirn-Gewebe (Cortex) gemessen wird. Diese Feststellung ist aller-
dings streng genommen nicht korrekt, weil die Fluoreszenz der Pyridinnukleotide sich
deutlich weiter erstreckt. Demzufolge wird zusammen mit dem Referenzsignal immer
ein Anteil Pyridinnukleotid-Fluoreszenz gemessen. Die Korrektur bleibt unvollstandig.
Der andere Ansatz der Signalkorrektur durch eine Fluoreszenzmessung ist die Nutzung
eines zugefuhrten Fluoreszenz-Farbstoffes als Referenzstandard. Beispiele fur verwen-
dete Farbstoffe sind Rhodamin B und CICF (5(6)-Carboxy-2’,7’-Dichlorofluorescein) [91-
93]. Die Farbstoffe wurden systemisch verabreicht und reicherten sich in den Zellen des
untersuchten Organs an. Die Vorteile der Nutzung eines externen Fluoreszenz-
standards sind aquivalent denen der Verwendung einer internen Referenz. Nachteilig ist
jedoch, dass in diesem Falle ein signifikanter Eingriff in das biologische System erfolgt
und nicht mehr von einer nicht-invasiven Methode gesprochen werden kann.
Zusammenfassend muss konstatiert werden, dass bis heute kein Verfahren etabliert
werden konnte, das eine quantitative Bestimmung der lokalen Pyridinnukleotid-
Konzentration aufgrund einer Messung der ,blauen® Fluoreszenz um 450 nm unter

Korrektur von Artfakten ermdglicht.
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2 Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Entwicklung und Validierung einer laser-
spektroskopischen Methode fur die Messung und Bewertung des Stoffwechselzustands
von Organmodellen und soll insbesondere fur ein ex vivo-perfundiertes Herzmodell
einsetzbar sein. Die Methode soll eine Online-Bewertung der Stoffwechselaktivitat des
Organmodells ohne physische oder chemische Beeintrachtigung mit hoher zeitlicher
Auflésung und moglichst unabhangig von der Erfahrung des Experimentators
ermoglichen. Sie soll weiterhin unempfindlich gegenuber der naturlichen Variabilitat von
Probeneigenschaften sein.

Die zu entwickelnde Methode zur selektiven Messungen der Stoffwechsel-korrelierten
Fluoreszenz von Zellen und Geweben soll zusatzlich zu einer spektral aufgelosten
Messung eine zeitlich aufgeloste Messung der Fluoreszenz ermoglichen und damit dber
bisherige Ansatze einer fluoreszenz-spektroskopischen Online-Uberwachung der
Stoffwechselaktivitat von medizinischen Untersuchungsobjekten hinausgehen.

Die zeitliche Auflésung, basierend auf einer laser-gestitzten gepulsten Fluoreszenz-
anregung, soll die Detektion von Fluoreszenzlebensdauern ab ca. 1 Nanosekunde
erlauben. Es ist die Frage zu klaren, ob die zeitaufgeldste Messung der Autofluoreszenz
mit dieser Lebensdauerauflosung eine Verbesserung der Selektivitdt der Signal-
erfassung von endogenen Fluorophoren ermdglicht. Weiterhin ist zu untersuchen, ob
eine verbesserte Selektivitat letztlich auch zu einer verbesserten Sensitivitat bei der
Detektion einzelner Fluorophore flhrt.

Da