XXVL
Aus dem pharmakologischen Institut der Universitdt Leipzig.

Uber den Chemismus der Wirkung belichteter Eosinlésung
auf oxydable Substanzen.
Von
Privatdozent Dr. Walther Straub.

In einer kiirzlich erschienenen Abhandlung!) versuchte ich die
von v. Tappeiner und seinen Mitarbeitern entdeckte und weiter er-
forsehte Giftigkeit gewisser fluoreszierender Substanzen — photodyna-
mische Reaktion v. Tappeiners — in Analogie zu bringen mit
einer von mir aufgefundenen, rein-chemischen, meBbaren ,,photo-
dynamischen* Reaktion, die in ihrem Wesen ein Oxydationsvorgang
ist, n&mlich der Abspaltung von Jod aus Jodkalilosung durch Lieht
bei Anwesenheit von Sauerstoffi und Eosin unter Mitwirkung eines
intermedisiren Eosinperoxyds. Meine Ergebnisse legten die Annahme
nahe, daB auch die photodynamische Reaktion im lebenden Ge-
webe im Sinne v. Tappeiners einer langsamen Verbrennung
gleichkommt.

In der erwihnten Untersuchung ist auf einige unter unreinen
Bedingungen angestellte Versuche Bezug genommen. Inzwischen
habe ich mit einwandfreien Methoden diese chemische Reaktion weiter
untersucht und kann nunmehr eine prizisere Charakterisierung der
Reaktionen im System: Eosin -~ JK + H20 -+ O2 + Licht geben.

1. Rolle des Lichtes.

Bringt man ein empfindliches Reaktionsgemiseh (100,0 Wasser
enthaltend 0,005 Eosin oder 0,01 Chininbisulfat und 6,0 Jodkali mit
Stirke) in helles Sonnenlicht, so ist nach etwa 30 Minuten das
tiberhanpt mogliche Maximum der Jodabspaltung erreicht. Stellt
man den gleichen Versuech im absolut dunkeln Raume an, so bleibt

1) Miinchener med. Wochenschr. 1904. Nr. 25. 8. 1093.
Archiv f. experiment. Pathol. u, Pharmakol. Bd. LI 26
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die Reaktion nicht aus, vielmehr ist die Bliuung nach etwa 8 Tagen
schon so deutlich, dal) eine Titration des abgeschiedenen Jods mig-
lich ist. Der Kontrollversuch mit Jodkalistirkelosung allein verlduft
unter gleichen Umstinden negativ t).

Daraus folgt, dall die Reaktion auch ohne Licht vor sich geht,
nur mit vergleichsweise sehr grofer Langsamkeit. Das Lichtspielt
also fir die vorliegende Reaktion die Rolle des Be-
schleunigers wie die Wirme bei sebr vielen anderen Reaktionen.
(Ieh habe aus anderen Griinden friher auf ein derartiges Verhalten
geschlossen. S. Anm. 14 8. 1095 meiner oben zitierten Abhandlung.)

2. Bedeutung der Konzentration des Eosins fiir die Aus-
beute bei der Reaktion.

In meiner fritheren Abhandlung konstatierte ich, daB die Menge
des in gleichen Zeiten aus gleich dichten Jodkalilosungen im Licht
freigemachten Jods direkt proportional dem FEosingehalte der
fraglichen Losungen ist. Die dieser Folgerung zugrunde liegen-
den Versuche wurden mit stets gleichen Mengen Reaktionsge-
mischk (100 cem) unter Zusatz von Stirke angestellt. Die Ver-
suchsanordnung. ist nun insoferne unrein, als die bald auftretende
intensive Blduung des Reaktionsgemisehes der Lichtabsorption hinder-
lich sein kann. (Anm. 7 der zitierten Abhandlung). Ich habe des-
halb die Versuche ohne Zusatz von Stirke wiederholt, Dabei be-
kommt wihrend der Belichtung das Reaktionsgemisch sehlieBlich
die Farbe der Jodjodkalilosung. Die vergleichende Messung ergab,
wie vermutet, dall ohne Stirkezusatz die absolute abgespaltene Jod-
menge betrichtlich groBer ist als im Reaktionsgemiseh mit Stirke-
zusatz. Die asymptotische Annéherung der Kurve der Jodabspaltung
(Kurve 2 auf S. 1094 der zit. Abhandlung) bei Stirkeanwesenheit
ist also eine Folge der Lichtabsorption in der Jodstirkelésung. Es
ist aber anch fiir den stirkefreien Versneh die Bedeutung der wéhbrend
der Belichtung auftretenden Farbinderung fir die Ausbeute und den
Verlauf der Reaktion zu priifen. Im Versuch mit stirkefreiem Re-
aktionsgemisch ist nun das Verhiltnis der Zeit zur Jodabspaltung
fir grofie Zeitriume ein fast lineares. Das Auftreten der gelbbraunen
Polyjodidfarbe bewirkt also eine jedenfalls nur geringe Hemmung
der Jodabspaltung dureh Lichtabsorption, was a fortiori auech
folgender Versuch beweist: (13. Juni 1904)

1) Es ‘ist zweckmiaBig, bei Anstellung des Versuchs die Luftkohlensiure
durch die bekannten MaBnahmen ferne zu halten.
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Zwei- gleiche Reaktionsgemische (0,001 Eosin -+ 500,0 1 proz.
Jodkaliumlésung)

a) mit Zusatz von 1,0 cem J2JK (= 10,3 cem 2% Na2S20s)-
Losung, (wodurch das Reaktionsgemiseh von Anfang an so
gefarbt ist, wie ein ldngere Zeit belichtetes).

b) ohne Zusatz, werden bei hellem Sonnenlichte sehr lange
(1145—400) belichtet..

Es verbraneht a) 21,7 eem 200 NaaS20s

b) 13,0 eem 2%/ Na2S20s.

Nach Abzug des Titers fiir die bei a) vorher zugefligte Jod-
menge bleibt fiir a) also 11,4 statt 13,0. Ich bemerke vorweg, daf
in dem Versuch die Bedingungen so gewihlt waren, daf der Titer-
wert b = 13,0 als das tiberhaupt mégliche Maximum gelten kann.

Da also die Lichtabsorption in der Polyjodidlésung als prak-
tiseh bedeutungslos flir den Verlauf des Prozesses angesehen werden
darf, konnte erneut die Frage nach der Bedeutung der Eosinkon-
zentration fir die Ausbeute angegriffen werden.

Ich stellte den entscheidenden Versuch nunmehr so an, dab die
gleiche Menge Eosin (0,001 g) mit verschiedenen Mengen einer gleich
dichten Jodkalilosung (1 Proz.) im Lichte in Reaktion gebracht wurde.

17. Juni 1904. Dauer des Versuchs in 2 Stunden im Sonnenlicht.

1. 0,001 Eosin 4 25 J.K.-Losung verbraucht: 0,9 cem 100 Na8:0s
2, 0,901 = -+ 50 z z 1,56 = 1% z
3. 0,001 = 4 100 z z 3,0 = 1% z
4. 0,001 = 4 200 z z 5,1 = 1% z
5. 0,001 =+ 400 2 - 10,8 = 1% z
6. 0,001 = 4 500 z = 20,0 = 1% =
7. 0,001 = +4-1000 z z 22,1 = 1% z

Der Versuch ergibt ohne weiteres, dall man mitein und der-
selben Menge Eosin bei gleicher Dauer der Belichtung
um so mehr Jod abspaltenkann, je verdiinnter die Eosin-
l6sung ist. Die Jodabspaltung wachst bis zur Verdinnung der
Eosinmenge auf 400 cem gleichmiBig, bei der auf 500 eem ist un-
gefihr das Maximum erreicht, die Verdiinnung auf 1000,0 cem bringt
nur unwesentlichen Zuwachs, jedenfalls aber keine Abnahme.

Um den zeitlichen Verlauf des Vorgangs in grofier Verdiinnung
des Eosins zu iiberblicken, wurde folgender Versuch angestellt.

15, Juni 1904.
1. 0,001 Bosin -+ 500,0 1proz. J.K.-Losung Exposition 1h. Titer
11,0 1% Nas820s.
2. 0,001 FKosin 4 500,0 1proz. J.K.-Lisung Expesition 2h. Titer
12,2 199 Na28203.
26%
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3. 0,001 Eosin 4+ 500,0 1proz. J.K.-Lisung Exposition 6 /2h, Titer
14,4 1 %0 NasS20s.

4. 0,001 Eosin 4 500,0. 1proz. J.K.-Losung Exposition 12h, Titer
14,4 190 Na28203.

d. h. die Abspaltung ist also schon in der ersten Stunde ibrem Maxi-
mum nahe, die Zeitkurve verlduft demnach anfangs mit groBfer
Stcilheit.

Bei den die Maxima liefernden Versuchen war nach der Titra-
tion die Farbe des Eosins verschwunden. Wurde das titrierte Re-
aktionsgemisch wieder exponiert, so zeigte sich in der Folge auch
nicht mehr die Spur einer Blduung, die aber prompt kam, sobald
unter Belichtung ein neues Milligramm Eosin in das Reaktionsge-
misch gebracht wurde (also keine maximale Hemmung durch Tetra-
thionat. 8. unter 4 S. 1094 der zit. Abhandl.) Das Eosin ist dem-
nach im Laufe der Belichtung als solches zerstort und in eine un-
gefirbte Verbindung tberfuhrt worden!). Damit ist eine Begrenzung
der Reaktion gegeben, die abschitzen 1iBt, wieviel Jod ein Mol.
Eosin im Maximum abspaltet oder, was dasselbe ist, mit wieviel
Sauerstoff es reagieren kann.

Unter Zugrundelegung des Wertes 22 cem 10 Na2S203 aus
Nr. 7 des Versuchs vom 17. Juni auf Seite 392 berechnet sich, dab
bis zur vélligen Entfirbung des Eosins pro Mol. Eosin ca. 65 Mol. 2)
Sauerstoff in Reaktion getreten sind.

Die Tatsache, dab ein Mol. Eosin mit soviel mehr als einem
Mol. Sauerstoff zu reagieren vermag, spricht auch gegen die mog-
liche Annahme, daf durch die Saverstoffaktivierung unmittelbar das
Eosin zerstért wird, vielmehr muB der die Bildung des Bleichpro-
duktes hervorrufende Oxydationsprozell neben der Sauerstoffakti-
vierung einherlaufen.

3. Wellenlinge des wirksamen Lichtes.

In meiner frilheren Abhandlung erwiihnte ich Versuche, die dar-
tun sollten, daf die rein chemische photodynamische Wirkung ver-
mutlich durch Strahlen, deren Wellenldinge der Farbe der Fluores-
zenz entspricht, also beim Eosin der Griinen, erfolgt. Ieh benutzte
dazu farbige Lichtfilter und wilirige Eosinlosungen. In den nun-

1) Dieser Bleichprozefi ist nach Gros ein Oxydationsvorgang. Zeitschr. f.
physikal. Chemie. 1901. XXXVII.

2) Dieser Wert ist weit hoher als der in der fritheren Abhandlung (S. 1094,
unter 1) angegebene, was sich damit erklirt, daf mir damals die Bedeutung der
Eosinverdiinnung fiir die Ausbeute noch nicht bekannt war.
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mehr mitzuteilenden Versuchen verfuhr ich einwandfreier. Ich gol
aus Gelatinelosung ,Platten®, die in 100 g Gelatinelosung 0,001 g
Eosin 2,5 g Jodkali und Stirke gelost enthielten. Diese Platten
stellten also eine lichtempfindliche wisserige Losung dar, in der
das entstehende Reaktionsprodukt — Jodstirke — wegen der Diffu-
sionsbebinderung am Orte der Entstehung festgehalten bleibt. Diese
Platten exponierte iech im objektiven Speetrum des Lichtes einer
Bogenlampe; die Linge des benutzten sichtbaren Spectrums war
ca. 3 bis 4 cem, die Strahlen also verhiltnismafig dicht.

Der Erfolg war der, dab schon naech wenigen Minuten eine teil-
weise Blaufiirbung der Platte unter dem Spektrum sich zeigte, die
Reaktion erschien zuerst im Griinen, dann verbreitet sie sich etwas
nach rechts und links. Bei Y2 sttindiger Belichtung reicht die Bliuung
nach rechts etwa bis zum Anfang des Hellblauen, nach links bis ins
Orange, die blau, violett, ultraviolett, sowie rot bestrahlten Partien
bleiben dauernd unzersetzt. Die wirksame Wellenlinge der
rein-chemischen photodynamisehen Reaktion entsprieht
also etwa der des griinen Lichtes, fiir den Fall ,Eosin“ also
tatsdichlich der Farbe der Fluoreszenz.

Die wélirige Eosinlosung hat ihr sichtbares Absorptionsgebiet
im Griinen; stellt man den oben beschriebenen Versuch mit einer
sonst gleichen Platte, jedoch ohne Stirkebeimischung?!) an, so kann
man hinter der Platte das Spectrum auffangen und sieht dann einen
breiten Absorptionsstreifen im Griinen etwas gegen Hellblau hin ver-
schoben, also genau an der Stelle, wo die photodynamische Reaktion
erfolgt. D.h. die rein-chemiseche photodynamisehe Licht-
wirkung steht in irgend einem Zusammenhange mit der
Absorption der griinen Strahlen des gemisechten Lichtes
durch die Eosinlésung.

DaB hier die beiden photodynamisechen Reaktionen — die bio-
logische und die rein-chemische — weit gehende Analogien zeigen,
ergeben Versuche Raabs (Z. f. Biol. Bd. 39. S. 538) der hauptsich-
lich in den griinen Strahlen des zerlegten Lichtes die photodyna-
mische Reaktion anf Paramaecien fand und die Absorption der
wirksamen Strahlen dureh vorgelegte Eosinlosung nachwies (ebenda
8. 537).

Nunmehr ist auch das an sich merkwtirdige Resultat verstind-
lieh, dall man mit zunehmender Verdiinnung einer gegebenen Menge
Eosin wachsende Ausbeute an aktivem Sauerstoff bekommt (siehe

1) Natiirlich verhalten sich waBrige Eosinlosungen ebenso.
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oben 8. 385). In dichten Losungen wird das wirksame Licht ober-
flichlich absorbiert, es herrsecht im Innern des GefiBes beztiglich
dieser Strahlen Dunkelheit. Je verdiinnter die Losung, desto stirker
die Tiefenwirkung, desto grofier die in gleichen Zeiten bestrahlte
Fliache und damit desto grober die Ausbeute in jedem Moment.

4. Fluoreszenz und photodynamische Wirkung.

In meiner fritheren Mitteilung habe ich bemerkt, daB die nicht
mehr fluoreszierende saure Eosinlosung!) nur abgesehwicht photo-
dynamiseh wirksam ist. Ieh mul) diese Angabe insofern modifizieren,
als man die Fluoreszenz der Eosinlosung durch Siurezusatz prak-
tisch tiberhaupt nicht g#inzlich aufheben kann; tiberschreitet man
einen gewissen Grad der Acididit, so fillt die reine Farbsfiure aus.
Verfolgt man spectroskopisch den Effekt einer Ansduerung der
Eosinlosung, so zeigt sich, daB die Absorption im Grlin mit zu-
nehmender Siuerung sehwicher wird. Sie verschwindet aber nie-
mals ganz, denn der Streifen tritt wieder deutlich hervor, wenn man
die Schichtdicke entsprechend verstirkt. Dies gilt innerhalb der
Grenzen, in denen das Eosinsalz sdurebestindig ist. Es ist klar, dal
man unter Bezug auf die Ergebnisse des vorigen Kapitels die Ab-
schwiichung der rein chemischen photodynamischen Reaktion in
saurer Losung auf die Verminderung der Absorption in Griin ursich-
lich zurttekfuhren darf, womit dann umgekehrt jedenfalls fiir-den
Spezialfall ,Eosin® die ursiichliche Verkntipfung Fluoreszenz und
Photodynamie gesichert zu sein scheint.

Die Existenz des Eosinperoxyds ist durch chemisehe Versuche
zunfichst nicht zu beweisen, weil das Eosinperoxyd als echemische
Substanz durch die gebriuchlichen chemischen Reaktionen nicht
mit jener Evidenz zu fassen ist, wie etwa die Peroxyde anderer
organischer Korper. Hier liegt also ein Spezialfall vor, von
dem spéter noch gehandelt werden mufl, Dal aber eine wirk-
liche chemische Verbindung bei Belichtung sauerstoffhaltiger Eosin-
losungen entsteht, ergibt der von Ledoux-Lebard?) erbrachte
Nachweis, dafl vorbelichtete Eosinlésungen noch -im Dunkeln die
Versuchstiere toten. Da das Abtdten der Infusorien und die Ab-
spaltung des Jods prinzipiell derselbe chemische Prozel} ist, kann
die Entstehung einer ,Substanz* Eosinperoxyd auch fur den rein

1) Das wasserlosliche Eosin ist bekanntlich das Alkalisalz der Tetrabrom-
Huoresceinsdure.

2) Annales de V'Jnstitut Pasteur. 1902. Bd. XVL
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chemischen Vorgang angenommen werden. Der ,biologische® Nach-
weis des FEosinperoxyds ist offenbar viel empfindlicher als der rein
chemische. Man kann demnach annehmen, dafi in einer reinen
wibrigen Losung von Eosin bei Belichtung sehr raseh ein Stationdr-
zustand erreicht wird, bei dem jedes Molekiil Eosin mit der ihm zu-
kommenden Menge Sauerstoff in Verbindung getreten ist. Dieses
Eosinperoxyd ist ziemlich bestindig, denn es wirkt noch nach einigen
Stunden im Dunkeln. Ledoux-Lebards Versuche mit partieller
Entgiftung vorbelichteter Losungen im Dunkeln lassen sich nunmehr
dahin deuten, dafl das Eosinperoxyd im Dunkeln um so rascher
seinen Sauerstoff abgibt, je mehr Reduktionsmitiel (Paramaecien) zur
Wirkung kommen. Ledoux-Lebards Dunkelversuche gehoren
also in dieselbe Kategorie wie meine rein chemischen Versuche mit
wechselnder Jodkali- und konstanter Eosinmenge, bei denen sich
eine umso intensivere Reaktion ergab, je diehter die Jodkalimenge war.

Uberblickt man die bisher mitgeteilten Tatsachen, so ist die rein-
chemisehe photodynamische Wirkung des Eosins ein dureh Absorp-
tion griinen Lichtes beschleunigter Oxydationsprozef,
deranderoxydablen Substanz unter Mitwirkungeinesin-
termedisren Eosinperoxyds verlduft. Ahnlich rein chemische
Prozesse sind schon in groller Menge bekannt, vor kurzem aber
wurden die Vorginge von Luther und Schilow!) systematisch
behandelt und mit dem Sammelnamen gekoppelte Oxydations-
Reduktionsvorgiinge gekennzeichnet. Nach Luther und Schi-
low sind zu derartigen Vorgingen mindestens 3 Korper ndtig.

1. ein Aktor, fiir den speziellen Fall der Sauerstoff Os

2. ein Inductor-(Eosin), an den siech der Sauerstoff in Peroxyd-

form anlagert,

3. ein Acceptor: die reduzierende, den O aufnehmende Substanz

Jodkali oder lebendes Plasma.

D.h. der Aktor Sauerstoff oxydiert das FEosin, das gebildete
Ozxydationsprodukt (Eosinperoxyd) wird sofort wieder vom Aceeptor
(lebende Zelle) redugiert, wodurch der Inductor regeneriert und zur
Ubertragung eines neuen Quantums O befihigt wird. Diese Re-
aktion wird durch griines Licht so beschleunigt, daf die lebende
Zelle dem Ansturm des aktiven O erliegt.

Es ist wahrscheinlich, dafl die Rolle des Jodkali des chemischen
Versuchs in der lebenden Zelle geteilt ist in der Art, dal ein Be-

1) Zeitschr. f. physikal. Chemie. 1903. Bd. XLVI. 8. 777
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standteil der lebenden Zelle, wohl das Atmungsferment (Peroxydase),
die Abspaltung des aktiven Sauerstoffs besorgt, durch den dann erst
die #ibrigen Bestandteile der Zelle so verdndert werden, dab der
Fortbestand des Lebens im Zellindividuum unmoglich wird.

Auf Grund soloher Uberlegungen bekommt man dann’Einblick
in Moglichkeit und Art einer Spezifitit der photodynamischen Wir-
kung. Diese wird erstens bedingt sein durch die Méglichkeit des
Eindringens des Farbstoffs in die Zelle tiberhaupt. (Vergl. hiertiber
auch v. Tappeiner und Jodlbauer: Archiv f. klin. Med. Bd. 80.
S. 429 u. 480 und Mtinchener med.Wochensehr, Nr. 25). Zellen die dureh
eine chemisch spezifisch abschliefende Haut vor dem Eindringen des
Eosins geschiitzt sind, sind photodynamiseh spezifisch immun. Zweitens
aber konnen in den dureh mogliches Eindringen prinzipiell der
photodynamischen Wirkung zugénglichen Zellen Unterschiede des
Grades der Wirkung bestehen, je nachdem das Atmungsferment
wirksam ist. Hier konnen in versechiedenen Zellen alle Stufen der
relativen Wirksamkeit von Null bis zu einem Maximum ausgebildet
sein.

Die vorstehenden Annahmen beziiglich des Verlaufs und der
Art der photodynamischen Reaktion am lebenden Material sollen
hier nur als Vermutungen vorgetragen sein. Ob sie zutreffend sind;
miissen weitere Untersuchungen in dieser Hinsicht ergeben, in denen
ieh indes den Entdeckern der Redktion nicht vergreifen zu sollen
glaube.

Nachtrag bei der Korrekiur. Inzwischen erschien in Nr. 26
der Mitnchener med. Wochensehr. ein Aufsatz von v. Tappeiner
und Jodlbaner, der gleichfalls die Beteiligung des Sauerstoffs bei
der photodynamischen Wirkung fluoreszierender Stoffe zum Gegen-
stand hat. Die Verfasser weisen darin nach, daf-die photodyna-
mische Zerstorung von Fermenten bei Sauerstoffabschluf ausbleibt,
konnten die JK-Reaktion bei zwei fluoreszierenden Substanzen auch
im Dunkeln nach Vorbelichtung - auffinden, und vor allem den in
Reaktion getretenen Saunerstoff in Form von Silberoxyd bei Belichtung
eines blanken mit Lisung von photodynamischer Substanz betupften
Silberplattchens nachweisen.




