Mikroskopi med singlet oxygen

Oxygen og singlet oxygen er vigtige dele af utallige biologiske og kemiske systemer. Der er
udviklet spektroskopiske metoder til direkte observation af oxygen og singlet oxygen, med
bade tidslig og rumlig oplasning, i en lang raekke systemer
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Oxygen er et af de vigtigste molekyler pajorden og spiller en
enestdenderollei opretholdel sen af liv hos béde planter, dyr og
mennesker. Det indgdr ogsai en raskke mekanismer, der farer til
tilintetgarel se af liv og nedbrydning af materialer. Til trodsfor at
oxygen er sardeles velstuderet, er der fortsat mange udfordrin-
ger at lgsei studiet af oxygen og oxygenafhaangige processer.
Saxligt interessante er systemer, hvor den laveste eksiterede
elektrontilstand af oxygen indgér. Dennetilstand, der betegnes
»Singlet oxygen« grundet parringen af val ensel ektronernes
spin, kan genereres pa flere méder, dog oftest ved at et oxygen-
holdigt system bestréles af lys. Da bade oxygen og lys (sollys,
lys fralamper og lasere m.m.) er allestedsnaervaaende, er
singlet oxygen ogsa all estedsnaavaarende, og dets unikke
reaktivitet er derfor vedkommende for en lang raskke systemer.
Singlet oxygen er bl.a. involveret i nedbrydning af en raskke

industrielt vigtige polymerer, og i biol ogiske systemer kan det
aktivere processer, der kan resultere i celleded. Der er mange
indikationer pa, at singlet oxygen kan spilleen afgarenderolle
for den type celledad, der kaldes apoptose. Det udnyttes og
udviklesi fotodynamisk terapi, hvor lys bruges som medicinsk
redskab til bl.a. at bekaampe nogle kragftformer.

I mange systemer afhaanger singlet oxygens aktivitet og
opfarsel i hgj grad af den heterogene karakter, systemet har pa
et mikroskopisk niveau. Det ses eksempelvisi de faseseparere-
de omré&der, der karakteriserer mange biol ogiske og polymeri-
ske systemer. Metoder til direkte tids- og rum-oplgst detektion
af singlet oxygeni et system, singlet oxygen mikroskopi, vil
vage et staarkt og vaardiful dt redskab til at forsta molekylets
opfersel og egenskaber. Udviklingen af sddanne mikroskopiske
metoder er et af vores primazre forskningsmal.
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Produktion og detektion af singlet oxygen
V ed vores fremgangsmetode dannes singlet oxygen vha. et
sensitizer-molekyle. Sensitizeren fungerer som et hjad pe-
molekyle ved initieringen af fotoprocesser. Det kendes fra
mange steder i naturen, eksempelvisi fotosyntesen. | vores
eksperimenter kan sensitizeren enten veere en integreret del af
det studerede system, eller et molekyle der til sedttes specifikt.

Sensitizeren eksiteres og medvirker herefter til at producere
singlet oxygen i en proces, der involverer energioverfarsel fra
sensitizerenstriplet-tilstand til oxygensgrundtilstand. Proces-
sen erillustreret i figur 1, hvor de elektroniske til stande af
oxygen er angivet med de spektroskopiske betegnel ser O,(X3S,)
for grundtilstanden og O,(a'Dy) for singlet-tilstanden. Singlet
oxygen kan omdannestil triplet oxygen, O,(X3Sy), gennem
savel strélingsudsendende som ikke-strélingsudsendende
processer. Ved fgrstnaevnte udsendes | R-stréling ved 1270 nm
(fosforescens) fra singlet oxygen. Den kan efterfalgende
detekteres, selvom processeni sig selv er meget usandsynlig og
signalet derfor meget svagt. Dasinglet oxygen derudover er
meget reaktivt, kan kemiske reaktioner konkurrere med
ovennaevnte fotoprocesser, hvilket bevirker, at fosforescens-
signalet svakkesyderligere.

Der er udviklet flere mikroskoper baseret pa processen
skitseret i figur 1. | figur 2 ses en generel opstilling, der
illustrerer princippet bag to af disse mikroskoper.
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Figur 1. Sensitizer-molekylet eksiteresfra sin grundtilstand til en
hgjtliggende singlet-til stand via absor ption af én eller to fotoner. Gode
sensitizer-molekyler omdannes effektivt til triplet-tilstanden, og
endvidereer deresenergioverfarsel til oxygeni grundtilstanden effektiv.
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Figur 2. Generel skitse af to singlet oxygen
mikroskoper. Xe-lampen brugestil én-foton-
eksitation, mensfemtosekund (fs)laseren
benyttestil to-foton-eksitation.
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En-foton singlet oxygen mikroskopet

Prgven, der er monteret paen slaadei et inverteret mikroskop,
belysesi dettetilfad de af en Xe-lampe, hvorved sensitizeren
absorberer én foton (figur 1). Som tidligere beskrevet dannes
der herved singlet oxygen, og intensiteten af fosforescensen fra
deforskellige steder i proven detekteresviaet linesart array.
For at opna et 2D-billede af preven benyttes en step-scan
metode, hvor praven flyttestrinvist vha. sleeden. Herved opnds
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Figur 3. Envandkanal i toluen optaget
vha. enlinesa array-detektor. Snglet
oxygen har forskellig levetidi deto
faser, og derfor sesforskellig
intensitet af fosforescensen, alt
-, efter hvilkenfaseden
i+, udsendesfra.

en serie éndimensionale méalinger, der til sidst samles og giver
et fuldstaendigt billede (figur 3).

Kvaliteten, dvs. oplasningen, af de opnaede billeder afhaan-
ger af de enkelte elementers starrelse i detektor-arrayet og af
mikroskopobjektivets forstarrel sesevne. Den maksimalt
opnaede oplgsning var 2,5 um. Det er med den anvendte optik
tegt pa den nedre gramse pa 1,94 um, der er givet ved Rayleighs
diffraktionskriterium for 1270 nm lys.

M etoden kan ogsd benyttestil at betragte diffusion af singlet
oXygen 0g oxygen gennem en prave. Det er isaar nyttigt i
heterogene praver, hvor singlet oxygen mader forskellige
faseseparerede omrader, der enten saanker eller gger diffusions-
processen. Specielt for biologiske systemer er det vigtigt at
kunne fal ge singlet oxygens diffusion henover fasegraanser
(figur 4).
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Biologiske celler
Et vigtigt mal med mikroskopiteknikken er at producere
billeder af biol ogiske systemer med subcel lulaa opl gsning.
Sadanne billeder kan veare med til at give et detaljeret overblik
over eksempelvis mekanismernefor singlet oxygen aktiveret
celledgd. Denne optiske detektion er dog vanskelig at opna,
idet man forsgger at detektere et signal fraen preve, hvori der
findes mange molekyler, der har mulighed for at svakke
signalets styrke. Det gad der eksempelvis proteiner, der
deaktiverer singlet oxygen ved sasmmenstad. Ogsadet biologi-
skemiljg er en udfordring, davand senker bade levetiden af
singlet oxygen og effektiviteten af fosforescensdannel se. Et
abenlyst skridt pavejen mod subcellul aer opl @sning er at
detektere fosforescens fra enkelte celler. Det er i sig selv en
eksperimentel udfordring, men er lykkedes med ovennaevnte
mikroskop (figur 5).

Som det tydeligt fremgar af det fosforescensbaserede billede,
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a ] ) Figur 5. Billeder af
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b: Billede baseret pa
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fosforescens.

er kvaliteten endnu utilstraekkelig til subcellulaa opl gsning.
Ikke desto mindre er billedet et gennembrud, idet det gennem
desidste 20 ar har vaaret et uopnaeligt enske for mange grupper

in

den for feltet.

Vi har nu taget et vigtigt skridt mod subcellulaer opl@sning.

To-foton singlet oxygen mikroskopi
Som alternativ til sensitizerens absorption af én foton kan to
fotoner absorberes samtidig (figur 1). Fotofysikken, der falger
to-foton-absorptionen, er identisk med den i én-foton-proces-
sen. | begge tilfadde males der ultimativt pa fosforescens-
signal et frasinglet oxygen. Med to-foton-absorption har det
vaaet muligt at detektere signal frasinglet oxygen i en raskke
solventer, heriblandt vand (figur 6).
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Figur 6. 1270 nm
fosforescens-signal
frasinglet oxygen i
vand. Den stigende
del af signalet viser
dannelsen af singlet
oxygen, og den
efterfalgende
deaktivering
(fosforescens, ikke-
stralingsudsendende

processer, kemiske
. reaktioner etc.) ses
Tid 5 Z_ogrz;eﬁrﬁal det af
Patrods af ovennaavnte lighed mellem de to absorptionstyper
er der store forskelle. Det har sdvel teoretiske som praktiske
implikationer, der gar to-foton singlet oxygen mikroskopi til en
unik og udfordrendeteknik.

Absorptionssandsynligheden, W, afhaenger af det pagad dende
sensitizer-molekyle samt laserens intensitet, |,. | to-foton-
tilfad det er W proportional med 1,2, i én-foton-tilfaddet er
sammenhaangen lineaa. Ved at fokusere hardt kan absorptionen
af to fotoner begraensestil et volumen i starrelsesordenenl 2,
hvor | er laserbglgelaangden. De bgl gelaengder, der benyttedes,
gav ekstremt smavolumener patypisk under én femtoliter
(1 femtoliter = 105 L) og en typisk rumlig opl@sningsevne pa
et par hundrede nanometer. Det abner for nye og mere detalje-
rede studier af singlet oxygen. Eftersom mange almindelige
materialer kun absorberer i netop laserfokuset, er der mulighed
for at treenge dybt ind i materialet.

Princippet bag voresto-foton singlet oxygen mikroskop er
visti figur 2 og er stort set identisk med én-foton-mikroskopet.
Forskellen er, at der benyttes et fs|asersystem som lyskilde i

stedet for en Xe-lampe, og lyset fokuseresi et meget lille
volumen. Prgven scannes punkt for punkt i det tredimensionel-
le rum, og intensiteten af singlet oxygen signalet malesi hvert
punkt ved at tad | e de enkelte fosforescens-fotoner, der udsen-
desfradet givne omréde.

Design af to-foton-sensitizer

Kravenetil en god to-foton-sensitizer er bl.a., at molekylet
effektivt kan absorbere to fotoner. Det kan imgdekommes
ved at designe store organiske molekyler med hgj grad af
konjugation i et p-system, der stragkker sig over store dele af
molekylet. Elektrondonerende og -accepterende
substituentgrupper kan inkorporeresi molekylet. Det
fremmer fotoinduceringen af intramol ekylaer charge-
transfer, hvorved to-foton-absorpti onssandsynligheden gges.
Endnu et krav til en god sensitizer er molekylaere egenska-
ber, der bidrager til effektiv dannelse af singlet oxygen.
Praktiske hensyn gar pa stabilitet ved laengerevarende
belysning, uskadelig miljgpavirkning og ikke mindst
oplgseligheden af sensitizereni det gnskede omrade.

Konklusion

Vi har demonstreret, at man med de beskrevne mikroskoper
med stor succes kan detektere singlet oxygen frafase-
separerede, heterogene systemer, inkl. biologiske celler. Pa
baggrund af denne detektion kan der dannesbilleder. Vi er
séledesklar til at betragte mere komplicerede systemer og til
snart at danne billeder af disse med forbedret oplgsning. |
denneforbindel se er det maske vigtigste perspektiv studiet af
denrolle, singlet oxygen spiller i fotoinduceret celledad.

Det videnskabelige arbejde er stattet af Statens Naturvidenska-
belige Forskningsrad gennem et legat bevilliget til The Center
for Oxygen Microscopy samt et legat fra Villum Kann Rasmus-
sen Fonden.
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