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------ Einleitung ----

1. Einleitung:

1.1 Das Johanniskraut:

Das Johanniskraut gehort zur Familie der Joharemgkr bzw. Hartheugewéchse
(Hypericaceae). Die Pflanzengattudgpericumumfasst ca. 450 ArteiRpbson, 2003)Das
natirliche Verbreitungsgebiet des Johanniskrautssreekt sich Uber die tiefen bis
mittleren Hohenlagen von Westeuropa, WestasienNordafrika. In Ostasien, Australien,
Nord- und Sudamerika ist es eingeblrgert worden.fgidad der geringen
Standortanspriiche wachst es als Pionierpflanze e@bui§&hsaumen, Brachen, an
Waldrandern und -lichtungen, Wegen und BoéschungerVlagerwiesen, Ginster- und
Heidekrautheiden und bliht von Ende Juni bis Sepéem

Abbildung 1: Blite (A, B) und Blatter (C, D) des w&hnlichen Johanniskrautslypericum
perforatumL.). Die schwarzen Pfeile zeigen die Hypericin-saigrenden Drisen auf Bliten
und Blattern, die roten Pfeile markieren die ductiesnenden Oldriisen auf den Blattern, die
die Blatter perforiert aussehen lassen.

Vor allem das Gewdhnliche Johanniskradiygericum perforatuni.) ist wegen seiner
verschiedenen Inhaltsstoffe eine seit der Antikecbatzte Heilpflanze. Die Blatter der
Pflanze erscheinen aufgrund kugeliger Sekretbahdliechscheinend punktiert, woraus
sich der Artname perforatunt ableiten lasst. Des Weiteren sind sowohl Blutenaach



Blatter mit schwarzbraunen Drisen Ubersaht, in melee Wirkstoff Hypericin sezerniert
wird.

Johanneskrautextrakte, die seit der Antike in deslkSMmedizin zur Behandlung
verschiedenster Erkrankungen eingesetzt werdehakeh neben Hypericin und dessen
Derivaten (Pseudohypericin, Protohypericin, Proto®hypericin) u. a. auch Flavonoide
(Quercetin, Hyperosid, Luteolin, Kampferol, MyrcetiRutin, Dihydroguercetin), S&uren
(Chlorogensaure, Kaffeesaure, Ascorbinsaure), Hgper Gerbstoffe (Catechin,
Epicatechin), Farbstoffe (Lutein, Chlorophyll), Amachinone (Skyrin, Oxyskyrin),
Xanthonderivate (Tetrahydroxyxanthon, MaculatuxanthMangiferin), atherische Ole
(z.B. Thujen, Pinen, Camphen, Myrcen, Terpinen, @ym Campher, Geraniol,
Caryophyllen, Humulen, Cubeben, Calamenen, Cadif@t)e und Wachse (Roth, 1990).
Die vermutlich friihste Erwahnung der mediziniscMemwendung von Johanniskraut geht
auf Nikandros von Kolophon im zweiten vorchristeech Jahrhundert zurtick, der
Hypericum gegen Vergiftungen durch Tiere einsetzte (Roth0l9%on der Zeit der
griechischen und rémischen Autoren Celsus und bied&s Uber Galenus bis zu
Paracelsus und Matthiolus gehort das Johanniskmlute Unterbrechung zum
Arzneimittelschatz. Die Anwendungen reichten von gisehen Praktiken bis zur
Wundbehandlung und der Verwendung als AntideprassifFalk, 1999).

Paracelsus (1493-1541) erklart entsprechend denatigenlehre der Alchemisten:
"Ich will euch berichten, dass die Lécher, die endBlattern sind, bedeuten, dass dieses
Kraut fiir alle inneren und auReren Offnungen derutaine Hilfe ist. Was durch die
Poren ausgetrieben werden soll, kann dadurch gdsaneDie Bliten faulen in der Form
des Blutes. Das ist ein Zeichen, dass sie fur Wumahel, was von Wunden kommt, gut
sind. Auch soll man sie gebrauchen, wo man Fledaieln muss. Die Adern auf den
Blattern sind ein Zeichen, dass Perforata alle Rhaiegebilde im Mensch und auch
aul3erhalb austreibt{VVonarburg, 2005).

Die pharmakologischen Wirkungen des Johanniskragsteken auch heute noch im
Interesse der Wissenschaft und sind in zahlreidhatersuchungen bestatigt worden. So
zeigen Johanniskrautextrakte u. a. antidepresantéyakterielle und antivirale Effekte, die
jeweils auf die verschiedenen Inhaltsstoffe zurudltaren sind (Barnes et al., 2001). Auf
die photodynamischen Wirkungen vblypericumwurde man erstmals zu Beginn des 20.
Jahrhunderts im Zusammenhang mit den Photodernmatdsebei Weidetieren nach Frald

an Johanniskraut auftraten, aufmerksam (Hausma®23)1 Aber erst Mitte des



Jahrhunderts konnte der Wirkstoff Hypericin fir dsaotodynamische Wirkung der
Johanniskrautextrakte verantwortlich gemacht we(éatk, 1999).

1.2 Hypericin:

Hypericin  wird zur Substanzgruppe der Phenanthydeechinone (1,3,4,6,813-
Hexahydroxy-10,11-dimethylphenanthro[1,10,9,8-ojjmgsylen-7,14-dion) gezahlt und ist
ein sekundarer Pflanzenstoff, der vermutlich durclen endophytischen Pilz
INFU/Hp/KF/34B (Kusari et al., 2007) in den Drusauaf den BlUtenblattern und Blattern
von Pflanzen der Gattungypericumzum Schutz der Pflanze vor phytophagen Insekten
sezerniert wird. Der Gehalt an Hypericin in den Elypum-Pflanzen betragt <0,05% und
variiert in Abhangigkeit von der Art sowie den Slartbedingungen der Pflanze. Das
Hypericin wird hauptséchlich aus dem Gewdhnlicheohahniskraut Hypericum
perforatum L.) extrahiert (Falk, 1999). Die erste detartiee Publikation zur Isolierung
von Hypericin auHypericum perforatumst von Brockmann et al. (1939) veroffentlicht
worden. 1942 publizierten Brockmann et al. erstnaéskorrekte chemische Formel des
Hypericins (GoH160s) und acht Jahre spater die korrekte Struktur dekeldils. Hypericin
hat ein Molekulargewicht von 504,5 g/mol (Ankeaét 1995).

Abbildung 2: Chemische Struktur des nativen Hypesic

1.2.1 Eigenschaften und Wirkungen des Hypericins:

Seit ca. 30 Jahren wird das Hypericin intensiv amsghaftlich untersucht. Zahlreiche
Untersuchungen berichten von antibakteriellen,vaaten (bei HIV und Hepatitis C),

antidepressiven, antineoplastischen, wundheilumdsfdden, entzindungshemmenden,



strahlen- und photosensibilisierenden Wirkungen Hgpericins. Die den Wirkungen
zugrunde liegenden Mechanismen bleiben jedoch dpnauiyeklart (Kubin, 2005).
Insbesondere die antineoplastischen Effekte destityps sind von wissenschaftlichem
Interesse. Wahrend es zahlreiche Publikationen mineoplastischen Effekten auf
verschiedene Malignome im Zusammenhang mit den ogbkaosibilisierenden
Eigenschaften des Hypericins gibt (Kubin,2005; Agus et al., 2001), berichten nur
Zhang et al. (1996) von der Radiosensitivierung &oen maligner Gliomzellen durch
Hypericin.

Im Folgenden sollen nur die fur diese Arbeit releea Eigenschaften und Wirkungen des

Hypericins kurz erlautert werden:

1.2.1.1 Intrazellulare Hypericin-Aufnahme und -Akkulation:

Hypericin ist hydrophob und unléslich in Wasser, Kethylenchlorid und vielen anderen
unpolaren Ldsungsmitteln. Jedoch 16st sich Hyperioi basischen wassrigen Lésungen,
organischen Basen wie z.B. Pyridin und polaren misghen Substanzen wie z.B. Aceton,
Ethanol und Methanol. Des Weiteren bildet es Komplemit biologischen
Makromolekilen wie z.B. DNA, humanem Serumalbumieiteren Plasmaproteinen,
Membranen und zellularen Kompartimenten (Kubin,300

Vermutlich aufgrund seiner Lipophilie zeigt das Hyipin eine Affinitat zu zellularen
Lipidmembranstrukturen (Mazur und Meruelo, 1993;offas und Pardini, 1992). Die
zellulare Aufnahme von Hypericin erfolgt daher wedber einen aktiven Transport noch
Uber einen Rezeptor-abhangigen Transport sondeen Dbfusion und Ldslichkeit in
Membranen (Thomas und Pardini, 1992). Hypericin uakldiert vor allem in
Zytoplasmamembranen und besonders haufig in denkvéeren des Endoplasmatischen
Retikulums und des Golgi-Apparates. Die intrazélel Distribution und Akkumulation
des Hypericins scheint abhéngig vom Zelltyp zu séSBattler et al., 1997). In
Kolokalisationsstudien mit Hypericin und RhodamB1l einem spezifischen
mitochondrialem Fluoreszenzmarker, kann keine Kalisktion von Hypericin und
Mitochondrienmembranen in HeLa-Zellen nachgewieserden (Agostinis et al., 2002).
In Kolonkarzinomzellen der Linie Caco-2 akkumuliétypericin in zytoplasmatischen
und nukledren Membranen.

Verschiedenen vivo-Untersuchungen zeigen, dass Hypericin vermehitumorgewebe
im Vergleich zu gesundem Gewebe akkumuliert (Agisit al., 2002; Van de Putte et al.,
2006; Chen et al., 2001a; Chen et al., 2002). Brenehrte Akkumulation von Hypericin



in Tumorgewebe variiert in Abh&ngigkeit von der Tamart. So ist z.B. der
Hypericingehalt im Gewebe eines subkutanen P388phyms um das 16-fache
gegenuber dem umgebenden gesunden Gewebe erh@m (@G De Witte, 2000). Eine
ahnliche Hypericinverteilung ist ebenfalls in RIFHbrosarkomen gefunden worden
(Chen et al., 2001b). Die der tumoraffinen Akkuntiola zugrunde liegenden
Mechanismen sind noch nicht hinreichend bekanngr dblgende Mechanismen sind
denkbar (Pass, 1993):

* Verstarkte Aufnahme durch Makrophagen und Tumooza®ste Monozyten.

* erhohte Zufuhr aufgrund von Tumorneovaskularisigrun

» erhOhte Retention aufgrund verminderter Loslichkiit sauren Milieu des
Tumorgewebes.

» verminderter Abtransport aufgrund unterentwickeltemorlymphgefalie.

1.2.1.2 Inhibitorische Wirkung von Hypericin auiZyme:

Hypericin zeigt eine hohe nicht spezifische Affétitzu Proteinen (Miskovsky, 2002),
daher kénnten einige der pharmakologischen Wirknngs Hypericin auf der Interaktion
mit verschiedenen Enzymen beruhen (Kubin, 2005hiréeche Publikationen berichten
von der inhibitorischen Wirkung des Hypericins &trizyme wie u. a. Proteinkinase C
(PKC) (Kubin , 2005; Takahashi et al., 1989; Agastiet al. 1995; Utsumi, 1995) ,
Tyrosinkinasen des Epidermalen WachstumsfaktorqRezdEGFR =_pidermal _gowth
factor _eceptor) (Agostinis et al., 1995; de Witte et all993) und PI3K
(Phosphatidylinositol-3-Kinase) (Frew, 1994), diemtar anderem bei Wachstum,
Proliferation und Radioprotektion von TumorzellenesRolle spielen (siehe unten 1.3.2).
Die meisten Arbeiten zeigen eine lichtabh&ngigaijbimorische Wirkung von Hypericin
auf die unterschiedlichen Enzyme. Nur wenige Asbeitberichten von einer
Dunkelwirkung z.B. auf PKC (Utsumi, 1995), PI3K ¢, 1994), Succinoxidase (Thomas
et al., 1992) und Superoxiddismutase (Johnson andi®, 1998). Daher ist es schwierig
zu beurteilen, ob die inhibitorische Wirkung tatdéh auf die direkte Interaktion
zwischen Hypericin und dem jeweiligen Enzym odeeraduf einen oxidativen Schaden
am Enzym in Folge von lichtinduzierter Singuletesatoffbildung (siehe 1.2.1.3) zuriick
zu fuhren ist. Viele der bisherigen Publikationegattworten diese Frage noch nicht

ausreichend.



1.2.1.3 Fluoreszenz und photosensibilisierenden kiWgen von photoaktiviertem
Hypericin:

Derzeit steht besonders die diagnostische undgbetische Anwendung von Hypericin in
Kombination mit Licht im Interesse der WissenschaHypericin ist ein roter
Fluoreszenzfarbstoff mit zwei Excitationsmaxima b@48 und 590nm und zwei
Emissionsmaxima bei 595nm und 640nm (Head et @06 2Skalkos, 2006).

Excitation

Emission

N4

Wellenlange [nm]

Abbildung 3: Excitations- und Emissionsspektrum ¥typericin (Head et al., 2006).

Aufgrund der roten Fluoreszenz und der vermehrtédkufulation in neoplastischen
Zellen scheint das Hypericin ein geeigneter Fafbsim die Fluoreszenzdiagnostik von
Malignomen zu sein. Tatsachlich wird das Hyperitiereits in der endoskopischen
Fluoreszenzdiagnostik z.B. bei Harnblasenkarzinoreemesetzt (Kamuhabwa et al.,
2004; Pytel und Schmeller, 2002; D Hallewin et @000; Olivo et al., 2003; Kubin,
2005).

Des Weiteren ist Hypericin ein Photosensitizer, dater oxischen Bedingungen und
Lichtexposition verschiedene Elektronen- und Eredrgnsferreaktionen auf Sauerstoff
katalysiert. Der dabei intrazellular entstehendehheeaktive Singulettsauerstoff induziert
Apoptose bzw. Nekrose in den Zellen (AgostinisletZz®00; Agostinis et al., 2002; Kubin,
2005). Diese phototoxische Wirkung des Hypericinslium Rahmen der so genannten



Photodynamischen Therapie (PDT) zur Behandlungolmerflachlichen Tumoren genutzt
(Alecu et al., 1998; Kubin et al. 2000).

Die allgemeinen Mechanismen, die der Entstehung vBtuoreszenz und
Singulettsauerstoff durch Anregung eines Photoseess zu Grunde liegen, sollen im
Folgenden kurz erlautert werden:

Im Allgemeinen entsteht Fluoreszenz durch die Aanggeines Fluorochroms mit Licht
geeigneter Wellenlange. Die Fluorochrome (z.B. Higo®) haben héaufig aromatische
Ringstrukturen und besitzen delokalisierte Elek#&rom den so genannterOrbitalen. Die
Elektronen dieser Orbitale treten leicht in Wechaddung mit der Umgebung und werden
durch Absorption eines Anregungsphotons in ein regh®rbital £*) Gberfihrt. Die dabei
ablaufenden energetischen Prozesse konnen mitddéifelablonski-Diagramms dargestellt
werden (Abb. 4).

Jablonski Diagramm

Sorett-Bande

A v —]
S, = Y
Innere Umwandlung En@rg/e
. ®IsC Ny~ Uy
- - Dy, Ste,
o — Interkomination v?ea r
Q2 T . /mb”)
g _§ r——— S T
c g N
L ] >
= —
o /7*V i
\(\:N N 5 %’Zj Verbotener Ubergang i
[
Sy > v v > To
Fluoreszenzdiagnostik Photodynamische Therapie

Abbildung 4: Jablonski-Diagramm: Allgemeines Schemaden ablaufenden energetischen
Prozessen bei der Entstehung von Fluoreszenz unglilBttsauerstoff durch Anregung eines
Photosensitizers (z.B. Hypericin).



Durch die Absorption eines Anregungsphotons/g*wird ein Elektron aus einem inneren
in ein &ulReres Orbital angehoben und das Atom Madekll wird aus dem Grundzustand

S in einen der angeregten Zustandeder $ Uberfuhrt.

So(1l) + h*va — S* (11) bzw. $*(11)

Dabei bezeichnen die gegenlaufigen Pfeile den $tighiustand des Molekuls und der
Stern den angeregten Zustand. Die Energie deskabden Photons ergibt sich aus dem
Planckschen Wirkungsquantum (h = 6,6262 X*.0s) multipliziert mit der Frequenz)(
des Photons. Die mittlere Verweildauer im angemeg®-Zustand (Fluoreszenz-
Lebenszeit) ist bei vielen Fluorochromen im Bereigin 10 ns. Der Ubergang des
Elektrons aus dem,Sin den $-Zustand erfolgt ohne Emission eines Photons umd als
.innere Umwandlung”“ (internal conversion) oder nisirahlende Relaxation bezeichnet.
Die absorbierte Energie wird dabei vollstandig iéiide umgewandelt. Bei dem Ubergang
des Elektrons aus einem der angeregten Zustandez(® S) in den GrundzustandyS
wird die freiwerdende Energie als Fluoreszenzphoflwy) emittiert und kann als

Fluoreszenz beobachtet werden.

S* (1)) bzw. $* (1) — S(1]) + h*ve+ Energierest

Dabei ist die Energie des emittierten Fluoreszeaupts (h¥g) immer geringer als die
Energie des absorbierten Anregungsphotongafh'Daher ist die emittierte Fluoreszenz in
langerwellige Bereiche verschoben (Rotverschiepualg das Anregungslicht. Die
Differenz der Wellenlangen zwischen absorbierted @mittierten Photonen wird als
Stokes-Shift bezeichnet:

As = | Ain— Aout |

wobei gilt:
As: Stokes-Shift,
Ain: Wellenl&nge der absorbierten Strahlung und

out Wellenlange der emittierten Strahlung.



Die Energiedifferenz, die fur die Erzeugung einbstBns aufgewendet wird, ermittelt sich
durch

1 1
AE = he| — — —
(Ain Aﬂllt)

wobei gilt:
h: Plancksches Wirkungsquantum und

c: Lichtgeschwindigkeit.

Die Elektronen liegen regulér mit antiparallelemrSm S-, S;- bzw. $-Zustand vor, was
als Singulettzustand bezeichnet wird.
Bei Verbindungen (z.B. Hypericin), bei denen didbéresdauer des angeregten Singulett-
zustandes lang ist, kann es zu einem Ubergang emsamgeregten Singulettzustand in
einen Triplett-ZustandT1) kommen. Bei diesem Vorgang, der als ,Interkombaordt
(inter system crossing = ISC) bezeichnet wird, kamea zu einer Spinumkehr des
angeregten Elektrons.

S1(11) B T1* (1)

Dieser Triplett-Zustand ist relativ langlebig, dan éJbergang in den Grundzustand
aufgrund der dafur erforderlichen Spinumkehr sehwahrscheinlich ist. Die lange
Lebensdauer des Triplett-Zustandes ermdglicht Wabalkungen mit besonders vielen
Molektlen der Umgebung. Bei einem Zusammentreffénnmolekularem Sauerstoff, der
einen Triplett-Grundzustand hat, ist ein Energitgmusch zwischen den Molekilen

maoglich, wobei beide Molekule in den Singulett-Zmst Ubergehen.

T*(11) + G(11) — S(11) + O*(1]) + Energierest

Dieser Energietransfer kann stattfinden, da diergieeles angeregten Hypericinmolekuls
groRer ist als die Energie, die fir einen Ubergdeg Sauerstoffs aus dem Triplett-
Grundzustand in einen angeregten Singulett-Zustaiadderlich ist. Die Lebensdauer des
dabei entstehenden hoch reaktiven Singulettsafiestost besonders lang. Aufgrund
seiner chemischen Reaktionsfreudigkeit und der ledmgikeit kann der Singulettsauerstoff
in seiner Umgebung oxidativen Schaden anrichten,jelenach Auspragung in einem
apoptotischen oder nekrotischen Zelltod resulti&eringe Hypericinkonzentrationen in



Kombination mit geringer Beleuchtungsstarke fuhteiufig zu einem apoptotischen
Zelltod, wahren hohere Hypericinkonzentrationen /addr Beleuchtungsstarken eher
Nekrosen verursachen (Agostinis et al., 2000; At @livo, 2003).

Die Apoptose ist ein physiologisch ablaufender progmierter Zelltod. Im Gegensatz zur
Nekrose lauft dieser Prozess gerichtet ab und gehtvivo nicht mit einer
Entzindungsreaktion einher. Die apoptotischen #Aellpumpen aktiv vor allem
Kaliumionen nach aufRen und kontrahieren ihr Zytletke Dies fuhrt zu einer
Schrumpfung der Zelle. Das Chromatin kondensied perfallt in Fragmente. Die DNA
wird ebenfalls fragmentiert. Im spateren Stadium Algoptose bilden sich Ausstilpungen
der Plasma- und Kernmembran (,blebbing®), die als genannte ,apoptotische
Kdrperchen® (apoptotic bodies) abgeschnirt wer@@ase membranumgrenzten Vesikel,
die Zellmembranbestandteile und DNA-Fragmente diethasowie die geschrumpften
Zellkorper werden von Phagozyten in den Phagolysescabgebaut.

Die Apoptose kann in die Initiations- und die Efi@kPhase unterteilt werden. Die
Initiation der Apoptose kann tber zwei verschiedéfegje erfolgen:

Der extrinsische rezeptorvermittelte Weg (Apoptdyge 1) wird durch Ligandenbindung
(z.B. Tumernekrosefaktor = TNF) an die RezeptorenTdNF-Rezeptorfamilie eingeleitet.
Durch Trimerisierung dieser so genannten Todestemap wird die Bindung von
Adaptermolekilen wie das ,TNF-Rezeptor assoziiénetein® (TRADD) ermdglicht, an
das wiederum das ,Fas assoziierte Protein mit Tammaane” (FADD) bindet. Das FADD
hat eine Todeseffektordomane (DED, ,death effedtonain®), Uber die die proCaspase 8
mit ihrer DED an den Komplex bindet. Diese kanrsanuin durch die entstandene hohe
lokale Konzentration autokatalytisch aktivieren.eDinduktion der Apoptose durch
photoaktiviertes Hypericin erfolgt jedoch Uber detrinsischen mitochondrialen Weg
(Apoptose Typ II). Die Bildung von durch die Phditaierung von Hypericin
entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies (ROS ctiveaoxygen species) ist assoziiert
mit einem rapiden Zusammenbruch des mitochondriglembranpotentials. Dies fuhrt zu
einer Cytochrom C-Freisetzung aus dem mitochoremalntermembranraum in das
Zytosol. Durch die Bindung von Cytochrom C an depogotischen Protease-
Aktivierungsfaktor-1  (Apaf-1) kommt es unter ATP+#eauch zu einer
Konformationsanderung des Proteins. Durch die Kon&tionsanderung wird die
Bindung an die Procaspase 9 moglich, die nun aigoly aktiviert wird. Dieser Komplex

wird Apoptosom genannt.
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----------------------------------------------- Einleitung ----

In der Effektorphase wird sowohl durch die aktiteeCaspase 8 aus dem extrinsischen
Weg als auch durch das Apoptosom des intrinsisdMages die Caspasen-Kaskade

aktiviert, die letztlich zum apoptotischen Zelltiidhrt.

Apoptotische Sighalwege

Extrinsischer Signalweg

Todessignale

Todesligande -
(PDT, Medlkapgnte,...) Extrazellularer Raum
—_— \ Plasmamembran

Todesrezeptor Cytoplasma
Adaptorprotein é

Bid _— .
Procaspase-8, -10 : Intrinsischer Signalweg
v o

Initiator caspase-8, -10
Caspase-9 AN

Procaspase-3, -7 /.
e Y~ Apoptosom
Caspase-3, -7 L] Procaspase-9 ‘/,
% ’(% D AIF Endonuclease G

Apaf-1 (Apoptose induzierender Faktor)

(Apoptotische Protease aktivierender Faktor-1)

| Spaltung intrazellularer Proteine |

}

DNA Fragmentierung

Nukleus

Abbildung 5: Schematische Darstellung der bei efqgoptose ablaufenden extrinsischen und
intrinsischen Signalkaskaden.

Aufgrund der Eigenschaften vermehrt in neoplaséstiisewebe zu akkumulieren und in
Kombination mit Licht Apoptose bzw. Nekrose zu imgren, scheint Hypericin ein
geeigneter Photosensitizer fur die so genannteogdfipamische Therapie (PDT) zu sein.
Daher gibt es derzeit viele Untersuchungen zur Beluag verschiedener Malignome wie
z.B. Bronchial- und Blasenkarzinom, neoplastischedhkungen des Gehirns, der Augen,
Ovarien oder der Haut durch eine Photodynamisclexapiie mit Hypericin (Agostinis et
al., 2002).
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1.3 Das Nierenzellkarzinom:

Das renale Karzinom (engl.eRal &l Carcinoma, RCC) ist das haufigste Malignom der

Niere. Manner erkranken etwa doppelt so haufig aieredzellkarzinom wie Frauen.

Weltweit kann eine steigende Inzidenz beobachterdeve wobei die jahrliche

Neuerkrankungsrate in Deutschland derzeit etwd €00 Mé&nnern und ca. 6.300 Frauen

liegt (Kunec und Wolff, 2009). Die Erkrankung tritéufig zwischen dem 50. und 70.

Lebensjahr auf.

Das Nierenzellkarzinom lasst sich histopathologisoh folgende Typen unterteilen

(Thoenes et al. 1986):

» Kilarzelliger Typ (haufigster Typ, ca. 80%)

* Chromophiler (Papillarer) Typ (10-15%)

* Chromophober Typ (5%)

* Seltene Formen: Sammelrohrkarzinom (Bellini-GangyTynd nicht klassifizierbare
Nierenzellkarzinome (3-5%)

Aufgrund der epidemiologischen Relevanz wird imdeolden nur auf das klarzellige

Nierenzellkarzinom eingegangen.

Aufgrund des durch die tumorspezifische metaboésEehlregulation bedingten hohen

zytoplasmatischen Gehaltes an Glykogen und Fetteacheinen die Zellen

lichtmikroskopisch klar transparent. Die Tumorenchs&en solide und weisen eine

ausgepragte Neovaskularisierung auf (Storkel, 2007)

1.3.1 Molekularpathologie des Nierenzellkarzinoms:

Aufgrund genetischer Analytik konnten bisher einiJaimorsuppressor-Gene und
Onkogene identifiziert werden, die bei der Entstehbumaner Nierenzellkarzinome eine
wesentliche Rolle spielen. So kommt insbesondere den-Hippel-Lindau-Gen (VHL-
Gen), dem Tuberosklerose-Gen-2 (£S&=n) und dem MET-Protoonkogen eine wichtige
Bedeutung bei der Karzinogenese des Nierenzellkamzss zu. Wahrend Mutationen im
MET-Protoonkogen bei der Entstehung papillarer éheellkarzinome eine Rolle spielen,
sind das VHL-Gen und das T$Gen hauptsachlich an der Genese klarzelliger
Nierenzellkarzinome beteiligt (Buentig et. al, 200Rurge et al., 2007). Klarzellige
Nierenzellkarzinome sind vor allem durch Mutationiem VHL-Tumorsuppressor-Gen
charakterisiert, da etwa 70% aller klarzelligen BG#h biallele Inaktivierung des VHL-
Genes (3p25) aufweisen (Storkel, 2007; lliopouki¥)6) . Das VHL-Genprodukt (pVHL)
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pendelt zwischen Zytoplasma und Kern und fungiéstSubstratbindungsdomane eines

E3-Ubiquitinligase-Komplexes (Conaway et al.,, 199&3r Proteine der proteosomalen

Degradation zufiihrt (Lisztwan et al., 1999). Denimgpielt das pVHL eine wichtige Rolle

bei zellularen Funktionen wie z.B. der Zellzyklugu&ation, der Stabilisierung von

Mikrotubuli oder der Synthese von Bestandteilenaddrazellularen Matrix. Der Hypoxie-

induzierte Transkriptionsfaktor (HIF) ist ein Sutastdes pVHL und wird regular unter

normoxischen Bedingungen durch den pVHL-E3-Ubigligasekomplex ubiquitinyliert

und proteasomal degradiert. Unter hypoxischen Rgotigen oder bei inaktivem pVHL

kommt es zu einer Stabilisierung des HIF (StorkReN7). HIF aktiviert die Transkription

verschiedener Gene, die fur Proteine kodieren, idieAngiogenese-, Proliferations-,

Zelldifferenzierungs- und weitere metabolische Bsse involviert sind. Die im renalen

Karzinom durch inaktiviertes VHL-Gen verursachteFHkkumulation fuhrt zu einer

Uberexpression von:

» Kohlenstoff-Anhydrase 1X (CAIX =arbonic_ahydrase X,

» Vaskuldarem endothelialem Wachstumsfaktor (VEGF ascular_adothelial _gowth
factor),

» Platelet-derived Wachstumsfaktor (PDGFlatelet-cerived_gowth factor),

* Epidermalem Wachstumsfaktor (EGF pidermal_gowth factor),

e Transformierendem Wachstumsfakto(T GF-o = transforming gowth factor)

* Erythropoetin und

* Glucose-Transportern

und damit zu einer Dysregulation verschiedener 8kaskaden, die in Neoangiogenese,

entkoppelter Proliferation und Zellwachstum resuéin (Khasawneh und Bukowski, 2007;

Klatte et. al, 2007).

Das Transmembranenzym CAIX ist bei 95% aller klbigen Nierenzellkarzinome

Uberexprimiert und gilt derzeit als wichtigster elallarer Marker fir das klarzellige

Nierenzellkarzinom (Leppert et al., 2005). CAIX wégrt Membran-lonen-Kanale und

somit den extrazellularen pH-Wert und spielt einehtige Rolle bei der Anpassung des

Tumors an hypoxische Bedingungen (Klatte et. &8l072. Es tragt dadurch vermutlich zur

Tumorinvasion und Metastasierung bei. Die ausgépr&gskularisierung von Tumoren

des renalen Karzinoms ist auf die UberexpressionW&GF, PDGF, EGF und TGF und

deren Rezeptoren zuriick zu fuhren. Die Ligandemldsinan die extrazellulare Domane

von transmembranen Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (TKeR@ren) und losen dartber
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Signalkaskaden aus, die u. a. in Neoangiogeneseingehemmten Wachstum resultieren
(Khasawneh und Bukowski, 2007). Neben der vermeahBxpression der verschiedenen
Wachstumsfaktoren zeigt das renale Karzinom eberéaie signifikante Uberexpression
von Epidermalem Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFRepidermal _gowth factor
receptor) im Vergleich zu gesundem Gewebe. Der @e&dExpression von EGFR in
Tumoren des renalen Karzinoms scheint mit dem ddimen Outcome und der Prognose
assoziiert zu sein (Baumann und Krause, 2004). &wm lgezeigt werden, dass Patienten
mit renalem Karzinom ohne Uberexpression von EGFR bessere Prognose haben, da
die Tumoren keine Metastasierung, venose Invasa®r cegionalen Lymphknotenbefall
aufweisen (Uhlmann, Nguyen, Manivel et al., 19%)ch fur andere Tumorarten wie z.B.
Brustkrebs (Lo et al., 2005b) und Oropharyngealzikeom (Psyrri et al., 2005) ist eine
Korrelation zwischen der Uberexpression von EGFR emer schlechten klinischen
Prognose nachweisbar. Demnach scheint der EGFRitt&ten Signalweg eine wichtige
Rolle in der Karzinogenese u. a. des Nierenzellkamms zu spielen. Der EGFR ist ein
transmembraner Tyrosin-Kinase-Rezeptor, der ausereiextrazellularen Liganden-
Bindungsdomane, einer Transmembrandomane und igitnazellularen Tyrosin-Kinase-
Doméane besteht. Bindet ein Ligand an die Bindunggde kommt es zu einer
Dimerisierung zweier Rezeptoren und zu einer Aktivng der Tyrosin-Kinase-Domanen.
Aufgrund der raumlichen N&he der TK-Domanen wirdneei gegenseitige
Autophosphorylierung (Transphosphorylierung) besttar Tyrosinreste der Rezeptoren
ermdoglicht. An diese Phosphotyrosinreste bindentirneste Proteine mit SH2-
Interaktionsdoméanen, deren Rekrutierung in der HRtdo der verschiedenen
Signaltransduktionswege resultiert. Im Wesentliclwenden vier Signalkaskaden aktiviert:
« die Ras-Raf-Mitogen-aktivierte-Proteinkinase-(MAPKaskade,

e die Phospatidylinositol-3-Kinase- (PI3K) —Kaskade,

» die Phospholipaseyc(PLC+)-Kaskade und

» der Jak/STAT-Signalweg.

Wichtige rezeptoraktivierende Liganden des EGFR siar Epidermale Wachstumsfaktor
und der Transformierende WachstumsfakiobBa sowohl der EGF-Rezeptor als auch die
Liganden EGF und TGE-in renalen Karzinomzellen Uberexprimiert werdesmint es zu
einer autokrinen Schleife, die u. a. in einem eppaten Wachstumsstimulus resultiert
(Storkel, 2007; Khasawneh und Bukowski, 2007). Himeegulierte Aktivierung dieser
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zytoplasmatischen EGFR-vermittelten Signalkaskadi@mt h&ufig zu Tumorgenese,
Tumorproliferation, Metastasierung, Chemo- und [8&maresistenzen (Lo und Hung,
2006a). Neben dem regularem zytoplasmatischen ESi§Ralweg gibt es einen
nuklearen EGFR-Signalweg, der vor allem in Tumdereund den Zellen anderer stark
proliferierender Gewebe z.B. der Plazenta zu finde(Lo und Hung, 2006a,b; Cao et al.,
1995; Marti et al, 1991; Lin et al., 2001; Lo et 2005a).

B
A Nukle&rer
Zytoplasmatischer EGFR-Signalweg
EGFR-Signalweg ) ] Y
Bestrahlung, Cisplatin,
Hitze. H.O EGF EGF
) EE— itze, EGF,
L2 - Vitamin D
EGFR EGFR

|
EGFR

Nukleare Ziele <DNA'P g): @

I
Tumorgenese

orgen DNA- iINOS  B-Myb
Proliferation, Reparatur
Metastasierung,
Chemoresistenz,

Strahlenresistenz

Cyclin D1

G1/S Progression,

Proliferation, Proliferation

Strahlenresistenz Metastasierung

Abbildung 6: Schema der EGFR-vermittelten Signakouktionskaskaden. Der
zytoplasmatische Signalweg (A) wird durch Ligandadbng aktiviert, wahrend der nukleére
Signalweg (B) ebenfalls durch Ligandenbindung odieekt durch z.B. Bestrahlung initiiert
wird. Die EGFR-vermittelten Signalwege spielen eimehtige Rolle u. a. in der Genese,
Proliferation, Metastasierung, Chemo- und Stral@gistenzen maligne entarteter Zellen.

Die Aktivierung des nuklearen EGFR-Signalweges kdarch Ligandenbindung (EGF,
TGF-) oder direkt durch Einwirkung von Bestrahlung;( Cisplatin, Hitze oder

Vitamin D1 initilert werden (Cao et al., 1995; Let al., 1991; Dittmann et al., 2005a;
Baumann und Krause, 2004). Nach Aktivierung kommtza einer Translokation des
Rezeptors in den Kern. Dort assoziiert der nukle&®&FR an DNA-bindende

Transkriptionsfaktoren und verstarkt die Transkoiptvon Genen, die in Tumorgenese,
Tumorproliferation, Progression und Chemoresisiemnlviert sind (Lin et al., 2001; Lo

et al, 2005a). Des Weiteren spielen sowohl der e@rkl EGFR als auch der
zytoplasmatische EGFR eine wichtige Rolle in denABReparaturmechanismen in Folge
von Bestrahlung und/oder oxidativem Stress (Dittmah al., 2005a und b; Chen und
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Nirodi, 2007) und sind daher wichtig fur die Radektion eines Tumors. So korrelieren
vermehrte EGFR-Expression und —Aktivitat mit eieenéhten Tumorresistenz gegenuber
einer Strahlentherapie (Chen und Nirodi, 2007; Baum und Krause, 2004). Die
strahlenprotektive Wirkung der EGFR-Signalwege viirdrei Phasen geteilt (Abb. 7):

1. DNA-Reparatur durch homologe Rekombination odehtiimmologe End-zu-
End-Verbindung (NHIJ; non homologous endjoiningh(sfriihe Phase; 1-4h)

2. Unterdrickung der durch DNA-Schéden induzierten gipse (frihe Phase; 4-
24h)

3. Repopulation und Tumorprogression (spate Phasd)>24

EGFR

graeceacganssliissneeaaneeues
6 s e s H ks S ks sissets

“~._ Nucleus .- -7 1 . 1 )
T Survival Proliferation
| | | |
sehr frih frih
nach DSB-Reparatur
(1-4h) (4-24h) P

(>24h)

Abbildung 7: Schema zur EGFR-vermittelten Strahtetgktion. A) Induktion der DNA-
Reparatur durch nicht homologe End-zu-End-Verbirgd(MHIJ) innerhalb 1-4 Stunden nach
Radiatio. B) Blockade der Apoptoseinduktion durdktivierung des PI3K-Signalweges bis 24
Stunden nach Bestrahlung. C) 24 Stunden nach Béstg Aktivierung der Ras-Raf-ERK-
Kaskade, die in Proliferation und damit in Repopalaund Tumorprogression resultiert

In verschiedenen Studien fand man heraus, dasesostere der ,nonhomologous end-
joining“-Mechanismus (NHIJ) eine dominante Rollé der Reparatur strahleninduzierter
Doppelstrangbrtiche in strahlenresistenten ZellaeltsfChen und Nirodi, 2007). Der
NHIJ-Mechanismus ermoéglicht eine Verbindung der ASBhden ohne homolge
Sequenzen. Direkt durch die Bestrahlung wird dekleéire EGFR-Signalweg initiiert.
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Nach Homodimerisierung und Transphosphorylierungikd es zu einer Translokation
des nun aktivierten EGFR in den Kern. Dort integdgider nukledre EGFR mit der
katalytische Untereinheit DNA-PKC. Die regulatohisa Untereinheiten Ku70 und Ku80
(syn. Ku86) binden zunachst an die DNA-Enden unkruteeren dann die DNA-
Proteinkinase C. Der Komplex bestehend aus Ku7@O0Kund DNA-PKC verhindert
zunéachst den vorschnellen Abbau der DNA durch Ekleasen. Die DNA-PKC wird
durch Bindung an Doppelstrangbruchenden phospleoryind u. a. durch Interaktion mit
ATM autophosphoryliert (Chen und Nirodi, 2007). Dlurdie Phosphorylierung 16st sich
die DNA-PKC von den Enden der Doppelstrangbrich&BP und ermdglicht die
Aktivierung und Bindung des Artemis-Rad50-Mrell-BMH&omplexes an die DSB. Der
Komplex prozessiert durch seine Aktivitaten als iixdease, Endonuklease und Helicase
die DNA-Enden und stabilisiert zusammen mit Ku Bred-zu-End-Verbindung (De Jager
et al. 2001, McElhinny et al. 2000, Walker et @02). Dies ist Voraussetzung fir die
anschlielende Verknupfung der DNA-Enden durch dBC&4 - Ligase IV — Komplex,
welcher ebenfalls durch Phosphorylierung aktiwert (Leber et al. 1998).

T D @D (o
5. CT T T T T T (am . O

Ku70

Abbildung 8: DNA-Reparatur durch nicht homologesdBwining (NHIJ): An die durch die
Bestrahlung (RTx) (1) verursachten Doppelstrandieii2) bindet initial der Ku70/Ku80-
Komplex (3). Die durch den Komplex rekrutierte DNR&C bindet ebenfalls an die DNA und
wird dadurch und durch Autophosphorylierung nacteraktion mit ATM aktiviert (4). Die
aktivierte DNA-PKC l6st sich von der DNA, aktiviettnd rekrutiert den Artemis-Mrel1-
Rad50-Nbs-Komplex, der die DNA-Enden prozessieytuiad aktiviert ebenso den XRCC4-
Ligase IV-Komplex, der die DNA- Enden verkniipft (6)
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1.3.2 Prognose und Therapie des Nierenzellkarzinoms

Entscheidend fur die Prognose eines Nierenzellkaras ist der Grad der Metastasierung.
Durch den Einsatz der Sonographie werden mittléeangie meisten Tumoren in einem
frhen Stadium als Zufallsbefund entdeckt, die Rosg hangt dann im Wesentlichen vom
Lymphknotenbefall und weniger vom Typ oder der Togno3e ab. Bei einem
metastasierten  Nierenzellkarzinom  betragt die emdtl Einjahresitberlebens-
wahrscheinlichkeit nach Diagnose jedoch nur noakaeb0% (Dt. Krebsgesellschatft,
2002).

Die Therapie der Wahl ist in jedem operablen FafleeTumor-Nephrektomie in
Kombination mit regionaler Lymphadenektomie. Be&ggerativ gesicherter Diagnose
eines Nierenzellkarzinoms werden nach Ligatur derdhgeféaRe das befallene Organ
inklusive Fettkapsel, gerotascher Faszie und deiomalen Lymphknoten entfernt.
Allerdings fuhrt ein Organ-erhaltendes Operationfslegen bei solitaren Tumoren bis vier
cm Durchmesser zu vergleichbaren Ergebnissen weel@mplette Tumor-Nephrektomie.
Ebenfalls kann bei Einzelnieren, bilateralen Tumarad bei Niereninsuffizienz ein Organ
erhaltendes Vorgehen erwogen werden.

FUr das metastasierte Nierenzellkarzinom gibt ekdri keine effektive Standardtherapie
(Mickisch et al., 2001). Beim primar metastasiertéierenzellkarzinom schwenkt das
kurative chirurgische Vorgehen auf einen eher gi@den Ansatz um. Eine Nephrektomie
wird nun nur bei schweren Komplikationen wie z.Barkaturie oder therapieresistenter
Schmerzsymptomatik durchgefiihrt, sie bietet aberek®erbesserung der Prognose. Die
Resektion von Metastasen kann einen Uberlebendvdnigten oder aber auch bei
drohenden Komplikationen wie z.B. Kompression odb#ohenden pathologischen
Frakturen indiziert sein.

Das Nierenzellkarzinom ist ein gegenuber Chemopheraeitgehend resistenter Tumor
(Mickisch et al. 2001). Dieses Phanomen ist u.ud.die Effektivitdt von Multi-Drug-
Resistance Transportern zurickzufuhren, die phygieth vom Tubulusepithel exprimiert
werden. Klassische Chemotherapien erreichen naain/% ein kurzzeitiges objektives
Ansprechen. Dies entspricht der Erfolgsrate voncdétlagaben in einer kontrollierten
Studie (Gleave et al. 1998). Eine Verlangerunglédrenserwartung durch Chemotherapie
konnte bislang in keiner Untersuchung gezeigt werde

Eine Immunchemotherapie mit Gabe von Interleuk{i22) (subkutan), Alpha-Interferon
(IF-a) (subkutan) und 5-Fluorouracil (5-FU) (i. v.) fiiin 20-40% zu einer partiellen
Remission und war bisher die am haufigsten verwendelliative Therapie des
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metastasierten Nierenzellkarzinoms. Mit zunehmerdeitnis der Molekularpathologie
des renalen Karzinoms ist die Inhibition der dysiegten Signaltranduktionskaskaden zur
gezielten Therapiestrategie (,targeted therapy“)wayeden. Die Behandlung des
Nierenzellkarzinoms mit Tyrosinkinase-InhibitoreniewSorafenib oder Sunitinib  hat
bereits die IL-2/IFe/5-FU-Immunchemotherapie als Standardtherapie detagstasierten
RCCs abgeldst.

Sunitinib ist ein Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitqz.B. der VEGF- und PDGF-
Rezeptoren) der ebenfalls sowohl das Tumorwachstismauch die Tumorangiogenese
hemmt. Die Therapie mit Sunitinib verlangert dasgpessionsfreie Uberleben im
Vergleich zur Immuntherapie um ca. sechs Monatetgbfoet al., 2007) und wird zur Zeit
als Erstlinientherapie in Kombination mit Interfarempfohlen (Winterhalder, 2009). Bei
einem Tumorprogress unter Therapie mit Sunitinih Borafenib ist als gute
Zweitlinientherapie geeignet (Winterhalder, 2009orafenib ist ein Multi-Kinase-
Hemmer, der u. a. die VEGF- und PDGF-Rezeptorkimasavie die Raf-Kinase hemmt
und damit in die Signaltransduktionskaskaden vorlwaehstum, Proliferation und
Angiogenese eingreift (Escudier et al., 2007). Imig&chen Phase IlI-Studien konnte
jedoch die mittlere Uberlebensdauer durch Therapie Sorafenib lediglich um 3,4
Monate gegentber Placebo-Gabe verlangert werdeicdy 2006).

Therapeutische Ansatze mit EGFR-Inhibitoren wie. £Btuximab (C225) oder Gefitinib
(ZD1839) zeigen keine signifikanten Anti-Tumor-Efe und haben bisher keine klinische
Relevanz (Khasawneh und Bukowski, 2007).

Eine Strahlentherapie des &aul3erst strahlenresstedierenzellkarzinoms zeigt nur bei
solitaren Absiedlungen geringe Erfolge. Ihr Einsast vor allem palliativ und
symptomorientiert im Bereich der Schmerzreduktiod insbesondere bei Knochen- oder

Hirnmetastasen anzusiedeln.
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------------------------------------------------- Zielsetzung ---- e

2. Zielsetzung:

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Effekte von Hyge auf Zellen des humanen renalen

klarzelligen Karzinoms (Zelllinie A498h vitro untersucht werden.

Dabei werden zunachst die intrazellulare Akkumalatind Persistenz des Hypericins in
Zellen des klarzelligen renalen Karzinoms untersu@es Weiteren soll in diesem
Zusammenhang mittels Rhodamin-123-Efflux-Studiearpituft werden, ob Hypericin die
Funktion der MDR-Transporter (P-Glykoproteine) in498-Zellen beeinflusst. Zur
weiteren Deskription wird die Akkumulation von Hymen in intrazellularen

Membransystemen, insbesondere die Kolokalisatiom Mgpericin und Strukturen des
Endoplasmatischen Retikulums, der Mitochondrien urdks Kerns, mittels

Immunfluoreszenz untersucht.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Untersuchuieg photosensibilisierenden Effekte
von Hypericin auf renale Karzinomzellen. Nach g@egi Theorie katalysiert
photoaktiviertes Hypericin verschiedene Elektronand Energietransferreaktionen auf
Sauerstoff unter der Bildung von hoch reaktivemg8iettsauerstoff. Im Rahmen dieser
Arbeit soll die Entstehung bzw. Zunahme von intHa#ren reaktiven Sauerstoffspezies
in renalen Karzinomzellen durch photoaktiviertes pelycin  mit Hilfe von
redoxsensitivem grin fluoreszierendem Protein (®GRachgewiesen werden. Nach
erbrachtem Nachweis von intrazellularen ROS salleren zellbiologische Auswirkungen
auf renale Karzinomzellen Uberprift werden. Dabdehen insbesondere die
Apoptoseinduktion, der Zellmetabolismus und die dfi¢bildungsfahigkeit von bzw. in
A498-Zellen im Fokus der Untersuchungen. Aufgrungl dangigen Theorie ist zu
erwarten, dass photoaktiviertes Hypericin in denllede Apoptose induziert, was
vermutlich mit Veranderung des Zellmetabolismus uretminderter Koloniebildung
einhergent.

Als Kontrollbedingung werden die Effekte von nicphotoaktiviertem Hypericin auf
renale Karzinomzellen untersucht. Im Vergleich zen dohototoxischen Effekten des
Hypericins werden hier ebenfalls die Dunkelwirkumgeuf die Apoptoseinduktion, den
Zellmetabolismus und die Koloniebildungsfahigkeitizw. von A498-Zellen tberprift.

Die derzeitige Datenlage gibt Hinweise darauf, dpbstoaktiviertes Hypericin eine
inhibitorische Wirkung auf verschiedene Enzyme ladoch gibt es bisher nur wenige

Publikationen die eine solche Wirkung ebenfalls fiikcht photoaktiviertes Hypericin
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------------------------------------------------- Zielsetzung ---- e

nachweisen. Daher sollen in dieser Arbeit erstmdigyDunkelwirkungen von Hypericin
auf die Expression bzw. Aktivitat verschiedenert®iree untersucht werden. Dabei liegt
im Hinblick auf den folgenden Schwerpunkt diesebdit der Fokus auf Proteinen, die an

DNA-Reparaturmechanismen beteiligt sind.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in déntersuchung der Effekte von
Hypericin auf renale Karzinomzellen in Kombinationt Bestrahlung. Im Fokus stehen
hierbei die Wirkungen von Hypericin auf den Zellat®lismus, die

Koloniebildungsfahigkeit, die Zellzyklusverteilungpd die Apoptoseinduktion von bzw. in
A498-Zellen. Des Weiteren sollen die den Wirkungeigrunde liegenden Mechanismen
untersucht werden. Hierbei sind insbesondere die A{Rdparaturmechanismen
Gegenstand der Untersuchungen. So sollen mittelanttativer Echtzeit-PCR,

Westernblot und Immunfluoreszenz die Effekte vorpéhcin auf die Expression und die
Aktivitdt verschiedener Proteine, die eine wichtigelle in den Reparaturmechanismen

spielen, untersucht werden.
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3. Material und Methoden:

3. 1 Material:
3.1.1 Verwendete Chemikalien:
Produkt: Firma: Bestellnummer:
Aceton Merck, Darmstadt, Deutschland 1.000.132.500
Agarose Invitrogen, Scotland, UK 3071229
Ampuwa Fresenius Kabi 14CA1004
Amoniumpersulfat APS Sigma Steinheim, Germany 746
Beta-Mercaptoethanol Sigma Steinheim, Germarny 314
BioLyte 3/10 Ampholyte BioRad, Munchen, Deutschland 163-2094
Bromphenolblau 0.25 % Sigma Steinheim, Germarny KL3@36
BSA Paesel + Lorei, Frankfurt, 04-100-810
Germany
1-Butanol Merck, Darmstadt, Deutschland 1.01988.1(
Chaps (3[(3-Cholamido- Merck, Darmstadt, Deutschlang 1.11662.001

propyl)-dimethylamonio]-
propan-sulfonat)

DAPI, 4°,6-Diamidin-2"-
phenylindol-dihydrochlorid

La Roche, Miinchen,
Deutschland

11465855-02

DMEM Kulturmedium

PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Ostereich

E03223-360

DNAse-freier RNAse

Roche, Penzberg, Deutschlg

nd 119915001

Steinheim, Germany

DTT Roth, Karlsruhe, Deutschland 69082
EDTA ultrapure Paesel + Lorei, Hanau, Germany 15586
Essigsaure 99 % Merck, Darmstadt, Deutschland  KL.B3383310
Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland K928.4
Ethidiumbromid 1% Merck, Darmstadt, Deutschland 33600
Eukitt, Eindeckmedium Kindler, Freiburg Deutschland 03989
Fotales Kalberserum (FCS) Gibco Life Technologies,| 40 F 1500 K
Germany
Gelatine gepulvert Merck, Darmstadt, Deutschlgnd  1%6B978
Geniticin PAA Laboratories GmbH, L14122-117
Pasching, Ostereich
Gentamicin PAA Laboratories GmbH L 04121 — 332
Pasching, Ostereich
Glycerin Merck, Darmstadt, Deutschland 1.040.942.50
Glycerol 99% Sigma Aldrich Chemie, 121 K 0021
Steinheim, Germany
Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland 3908.3
H>0O, Sigma Aldrich Chemie, 216763
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Produkt: Firma: Bestellnummer:
Hepes Buffer Gibco, Invitrogen Corporation, 3076416
UK
Hypericin PLANTA, Naturstoffe, Wien, 500-03-001
Osterreich
Hypericin-PVP PLANTA, Naturstoffe, Wien,| 500-03-005
Osterreich
Immersol Zeiss, Gottingen, Deutschland 518F
Kristallviolett-LOsung Merck, Darmstadt, Deutsaida 1.15940
L — Glutamine PAA Laboratories GmbH | J 04122 —576
Pasching, Ostereich
Magermilchpulver Merck, Darmstadt, Deutschland  3.630.500
MEM Non Essential Amino PAA Laboratories GmbH J 03123009
Acids Pasching, Ostereich
Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland 8388.6
NacCl Merck, Darmstadt, Deutschland  1.064.005.Q
Nuclease freies Wasser Applied Biosystems, Darmstad AM9938
Deutschland, ambion
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland 1.0
Penicillin — Streptomycin PAA Laboratories GmbH | L 11123 — 054
Pasching, Ostereich
Phosphat Buffered Saline, Gibco, Invitrogen Corpora 3069 — 764
UK
Ponceau S Solution Serva GmbH, Heidelberg 33427
Deutschland
Precision Plus Protein BioRad, Munchen, Deutschland 161-0375
Kaleidoscope Standards
Propidiumiodid-Losung Sigma Aldrich, Taufkirchen, P4864
(Img/ml) Deutschland
Proteaseinhibitor Complete®, Roche, Penzberg, Deutschland 046931320
EDTA-frei
Rhodamin-123 Sigma Aldrich Chemie, Steinhei R8004
Deutschland
Roti®-Blue Roth, Karlsruhe, Deutschland Al152.1
Rotiphorese Gel 30 Acrylami¢l Roth, Karlsruhe, Deutschland 3029.1
SDS Fluka 71729
Sodium Pyruvate Solution PAA Laboratories GmbH | M 03121 - 531
Pasching, Ostereich
Temed Sigma Aldrich Chemie, Steinhei T9281
Deutschland
Thiourea Roth, Karlsruhe, Deutschland 9531
Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland 27254825
Trypsin/EDTA PAA Laboratories GmbH H04123-173
Pasching, Osterreich

00

01
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Produkt: Firma: Bestellnummer:
Tween 20 Roth, Karlsruhe, Deutschlang ~ 9127.2
Urea Roth, Karlsruhe, Deutschland 3941
Vectashield DAPI Vector, Linaris, Wertheim, H-1200

Deutschland

3.1.2 Verwendete Kits:

Produktname:

Firma:

Bestellnummer:

Bio Rad Protein Assay

Bio Rad, Minchen Deutschlarid800-424-6723

10

cDNA Synthesis Sample Kit

Cell Proliferation Kit I (MTT) Roche, Penzberg, Dechland 11465007001
In Situ Cell Death Detection- Roche, Penzberg, Deutschland 116847959
Kit, Fluorescein (TUNEL)
Nucleofector®-Kit amaxa biosystems, Kaln, VPG-1003
Deutschland
Power SYBR® Green PCR| Applied Biosystems, Darmstadt, 4368706
Master Mix Deutschland
Total RNA Isolation-Kit; Macherey-Nagel, Duren, 740955.20
NucleoSpin®RNA |l Deutschland
Transcriptor High Fidelity Roche, Penzberg, Deutschland 05 081 866

001

3.1.3 Verwendete AntikOrper:

Primarantikorper:

Firma:

Bestellnummer:

Steinheim, Deutschland

ATM phos. (Ser1981) mouse Active Motif, Rixensart, Belgier 39530
anti human IgG
3 Actin mouse anti human IgG Sigma Aldrich Chemie, A5441

BIP rabbit anti-human-IgG

zur Verfigung gestellbvor. rer. nat. Phuc van
Nguyen, MOLCI Gaéttingen

rabbit anti human 1gG

DNA-PKC phos. (Thr2609) Biozol, Eching Germany 612901
mouse anti human IgG

EGF Receptor phos. (Tyr992) Active Motif, Rixensart, Belgien 39094
rabbit anti human 1gG

Histone H2AX phos. (Serl139) Active Motif, Rixensart, Belgien 39118

Sekundarantikorper:

Firma:

Bestellnummer:

anti-mouse 1gG

Deutschland

Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit Invitrogen, Karlsruhe, A21244
IgG Deutschland
Alexa Fluor 647 goat anti- Invitrogen, Karlsruhe, A21242
mouse IgG Deutschland
Fitc-conjugated donkey anti- Jackson Immunoresearch, 711-096-132
rabbit IgG Newmarket Suffolk, UK
Northern Lights 493 donkey R&D Systems, Wiesbaden, NLOO09
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3.1.4 Verwendete PCR-Primer:

Primer: Firma:
EGFR_For 5-ATGTCC TCATTG CCC TCA AC-3 eurofidvVG GmbH
EGFR_Rev 5-GTG GTT CTG GAA GTC CAT CG-3*  eurofM®G GmbH

GAPDH_For | 5-CCC TTC ATT GAC CTC AAC TAC-3" eurofins MWG GmbH
GAPDH_Rev 5-TGA GTC CTT CCA CGA TAC C-3 eurofil VG GmbH
Ku70_For 5°-CTT TGA GGA ATC CAG CAA GC-3]  eurofidWG GmbH
Ku70_Rev 5°-GGT ATC GCT AGG CAG AAG CA-3" eurofins MWG GmbH
Ku80_For 5-AGA AGA AGG CCA GCT TTG AG-3| eurofins MWG GmbH
Ku80 Rev 5-AGC TGT GAC AGA ACT TCC AG-3 eurofidWwG GmbH
PI3K_For 5°-ATT GCC GAA ATC CAT GAG AG-3 eurofitfdWG GmbH
PI3K_Rev 5-ATC TTG CCC ACG TAC CAAGT-3 eurofidWwG GmbH
DNA-PKc _For| 5-GAA AAG TGC TTT GGC ACT GG-3 euro MWG GmbH

DNA-PKc Rev| 5-ACG TCT CCG ATG TTG AAA CC-3"| eurofins MWG GmbH
XRCC4_For 5-ATC TCT CTG GGT TGG CTT CA-3/ eurofilBVG GmbH
XRCC4 Rev 5-CTTCTG GGC TGC TGTTTC TC-3° eurofvi8VG GmbH

3.1.5 Verwendete Hilfsmittel und Verbrauchsmatezial

Produkt: Firma: Bestellnummer:
24-Napf-Imaging-Platte Zellkontakt, Northen-  {21313231/21315231
Hardenberg, Deutschland
24-Napf-Kulturplatten Sarstedt, Numbrecht, 83.1836.300
Deutschland
4- Napf-Kulturplatten Nunc, Wiesbaden, Deutschland 179820
6- Napf-Kulturplatten greiner bio-one, Frickenhause 657160
Deutschland
96- Napf-Kulturplatten, flacher Sarstedt, Numbrecht, 83.1835
Boden Deutschland
96-Napf-Imaging-Platte Zellkontakt, Northen- 21313241
Hardenberg, Deutschland
Bottletop-Filter Sarstedt, Numbrecht, 831.822.101
Deutschland
Deckglaschen rund 13mm Sarstedt, Numbrecht, 83.1840.002
Deutschland
Deckglaser fur Mikroskopie| Roth, Karlsruhe, Deutschland 1871
24x50mm
Eppendorf-Cups 1,5 ml Sarstedt, Numbrecht, 72.690
Deutschland
Eppendorf-Cups 2 ml Sarstedt, Numbrecht, 72.695
Deutschland
FACS — Rohrchen Becton Dickinson, Heidelberg, 3002994
Deutschland
Filterpapier Whatman Standard GE Healthcare, Minchen,
Deutschland
Halb-Mikro-Klvette Sarstedt, Nimbrecht Deutschland  67.742
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Produkt:

Firma:

Bestellnummer:

Kryoréhrchen

Sarstedt, NUmbrecht,
Deutschland

72.379

Kulturflaschen 25cm2

Sarstedt, Heidelberg, Germg

iny 83.1810.302

Kulturflaschen 75cm2

Becton Dickinson, Heidelberg, 137787
Deutschland
Lab-Tek® 16-Napf-Kammer- Nunc, Langenselbold, 178599
Objekttrager Deutschland
amersham TM Hybond-ECL GE Healthcare, Minchen, RPN 203D
Nitrocellulose-Membran Deutschland
Objekttrager Knittel-Glaser, Braunschweig, VA31100001FKB
Deutschland
Objekttrager 76 x 26 mm, | Knittel-Glaser, Braunschweig,| VA31110002FKB
geputzt mit Mattrand Deutschland
Pasteurpipette Brand, Wertheim, Deutschland 747720
PCR-ROhrchen Sarstedt, Numbrecht, 72.737.992
Deutschland
PCR-Tubes Strips Stratagene, Amsterdam, 401428
Niederlande
Peha Soft Handschuhe Hartmann, Heidenheim, 942140
Deutschland
Photometer Klvette Uvette Eppendorf, Hamburg, 952010051
220-1600nm (steril) Deutschland
Pipettenspitzen, 10ul Sarstedt, Numbrecht, 70.1115.210
Deutschland
Pipettenspitzen, 100ul Sarstedt, Numbrecht, 70.760.212
Deutschland
Pipettenspitzen, 1000 pl Sarstedt, Numbrecht, 70.762.211
Deutschland
Pipettenspitzen, 2,5ul Sarstedt, Numbrecht, 70.1130.212
Deutschland
Ruhrspatel Sarstedt, Numbrecht, 81.970PP
Deutschland
Skalpell Becton Dickinson, Heidelberqg, 371621
Deutschland
Serologische Pipette 10 ml Sarstedt, Numbrecht, 86.1254.001
Deutschland
Serologische Pipette 20ml greiner bio-one 6071960110
Serologische Pipette 5ml Sarstedt, Numbrecht, 86.1253.001
Deutschland
Strip Caps Stratagene, Amsterdam, 401425
Niederlande
Zellschaber Sarstedt, Numbrecht, 83,183.0
Deutschland
Zentrifugationsrohrchen 15ml Sarstedt, Numbrecht, 62.554.502
Deutschland
Zentrifugationsréhrchen 50m| Sarstedt, Numbrecht, 62.547.254

Deutschland
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3.1.6 Verwendete Geréate:

Produkt:

Firma:

Abzug

Norddeutscher Laborbau GmbH, Kaltenkirch
Deutschland

Blot-System Mini Trans Blot Cel

BioRad, Miinchereidschland

en,

Einfrierbox Mr. Frosty

NUNC, Nalgene

Elektrophorese-Kammer Life
Technologies Horizont 58

Gibco-BRL, Karlsruhe, Deutschland

Elektrophorese-System Mini-
Protea®

BioRad, Miinchen, Deutschland

Elektroporator Nucleofector |

amaxa biosystems nKéleutschland

Eppendorf Bio Photometer plus

Eppendorf, HamburytBchland

FACS Scan

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschlan

d

Feinwaage Precisa 180A

Precisa Instruments, DietiBohweiz

Fuji Image Reader FLA-500 V3.

Fujifilm, DUsseldddfeutschland

Gefrierschrank-20°C Sanyo
Medical Freezer

Sanyo, AZ Etten-Leur, NL

Heizplatte, Magnetrihrplatte

IKA-Labortechnik, Gigien, Deutschland

HQI®-TS-Lampe

Osram, Miinchen, Deutschland

Inkubator IR 1500 Automatic CO2 Flow Laboratories, Thame, UK
Gefrierschrank -80°C Sanyo, AZ Etten-Leur, NL
Kihlschrank, Liebherr Premium Liebherr, OchsenhauBeutschland
Photometer, Lambda 25 UV7VIS Perkin Elmer, Walth&/8A
Magnetrtihrer lkamag RCT IKA-Labortechnik, Gotting&reutschland
PCR-System, Master Cycler Eppendorf, Hamburg, Deutschland
personal
Mikroplatten-ELISA-Reader Milena Kinetic EIA Analge, DPC, Los
Angeles, USA
Realtime-PCR-System, Stratagene, Amsterdam, NL
Mx3000PTM
PCR Mastercycler gradient Eppendorf, Hamburg, Dxuasd
pH-Meter Satorius, Gottingen, Deutschland
Pipettierhilfe, Accu-jet Brand, Millian, USA
Rotationsschittler GFL 3005 GFL, Burgwedel, Deutsath
Scanner ,Fluor-S Multimager* BioRAD, CA, USA
Spannungsquelle, Power Supply Gibco-BRL, Karlsruhe, Deutschland
PS3002
Spannungsquelle, 2301 LBB Bromma, Uppsala, Schweden
Mackodrive

Bestrahlungsgerat, Stabilipan

Siemens, Miinchentdokland

Bestrahlungsgerat, X-ray resear
System RS225

ch Gulmay Medical, Camberley Surrey, UK

Sterilbank

Gelaire Flow Laboratories, Thame, UK
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Produkt: Firma:
Thermoblock,Techne Dri Block Sigma, Osterode, Deutschland
DB.2D
Trockenschrank Heraeus, Hanau, Deutschland

Ultraschallbad Sonorex Super

Bradelin Berlin, Deliznd

Ultrazentrifuge 1-15PK kuhlbar,
Rotor 12132-H

Sigma, Osterode, Deutschland

Vakuumpumpe

KNF Neuberger, Freiburg, Deutschland

Vortexer, G-560 E

Schitt Labortechnik, GéttingeeuBchland

Waage universal U3600

Sartorius, Goéttingen, Delasch

Wasserbad

GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge 5419D, Rotor 14198

Eppendorf, Hamburgutschland

Zentrifuge, Rotixa/K

Hettich, Tuttlingen, Deutschéh

3.1.7 Verwendete Mikroskope und Zubehor:

Mikroskope:

Firma:

Axiotech vario-Mikroskop

Zeiss, Oberkochen, DeutanH

Axiovert S100-Mikroskop

Zeiss, Gottingen, Deutsatd

X71-Mikroskop

Olympus, Hamburg, Deutschland

Zellkulturmikroskop Axiovert 40

Zeiss, Gottingeneltschland

Lichtquellen: Firma:
Polychrom Il Xenon
Hochdrucklampe Till Photonics, Gréfelfing, Deutiseid
HBO 100W Zeiss, Gottingen, Deutschland

Mercury Arc Lamp (HBO) 100W

Olympus, Hamburg, Dehisand

XBO 75W HBO 100W

Zeiss, Gottingen, Deutschland

Xenon Arc Lamp (XBO) 150W

Olympus, Hamburg, Deutaok

Objektive:

Firma:

UPlan FI 10x/0,30

Olympus, Hamburg, Deutschland

UPlan FI 20x/0,504/0,17

Olympus, Hamburg, Deutschland

UPlan FI 40x/0,75

Olympus, Hamburg, Deutschland

Achroplan 10x/ 0,25 Ph1l

Zeiss, Gottingen, Deutschland

Achroplan 40x/0,60 Korr

Zeiss, Gottingen, Deutschland

Achroplan LD 20x/ 0,40 Korr Ph2

Zeiss, Gottingerubschland
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Filtersatze: Firma: Bestellnummer:
FITC: Filterset BP475/40, Zeiss, Gottingen, Deutschland 44
PT 500, BP 530/50
DAPI: Filterset G 365, FT| Zeiss, Gottingen, Deutschland 49
395, BP 445/50
PE: 15, BP546/12, FT 580, Zeiss, Gottingen, Deutschland 15
LP 596
FITC: HC Filterset AHF Analysentechnik, F36-501
BP482/35, BS 506, Tubingen, Deutschland
BP536/40
PE: HC Filterset BP531/40,  AHF Analysentechnik, F36-542
BS 562, BP593/40 Tubingen, Deutschland
Dapi: HC Filterset AHF Analysentechnik, F36-513
(Schmalband), 387/11, Tubingen, Deutschland
BS409, 447/60

Kamerasystem:

Firma:

Imago-QE-CCD Kamera

Imago QE, PCO Imaging, Kehlheim, Deutschlang

F-View-Soft Imaging
System

Olympus, Hamburg, Deutschland

3.1.8 Verwendete Software:

Software: Firma:
Mx3000P-Software Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Kaleidagraph Synergy Software, USA
CellF-lmaging Software Olympus, Hamburg, Deutsctilan
WinMDI 2.9 Kostenlose Software, entwickelt von Joetter
ImageJ Wayne Rasaband, National Institute of HealtH)

AnalySIS-Software

Olympus, Hamburg, Deutschland

TILLvisION-Software

Till Photonics, Gréafelfing, Deutschland

Primer3-Input 0.4.0-
Software

Kostenlose Software von SourceForge.net
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3.2 Methoden:
3.2.1 Zellkulturtechnik:

3.2.1.1 Kultivierung von renalen Karzinomzellen:

Die humanen renalen Adenokarzinomzellen der LiniEBH4™ (syn. A-498) (LGC
Promochem, Wesel, Deutschland) werden bei 37°C536dCG in einem Kulturmedium
mit folgender Zusammensetzung kultiviert: DMEM-Mawli (PAA, Pasching, Osterreich)
angereichert mit 10% fetalem Kalberserum (Gibco,rl¢tahe, Deutschland), 1%
Penicillin/Streptomycin (PAA, Pasching, Osterrejch% Hepes-Puffer (PAA, Pasching,
Osterreich) und 0,5% Natriumpyruvat (PAA, Paschif@gterreich). Das Medium wird
dreimal pro Woche erneuert.

3.2.1.2 Behandlung der Zellen mit Trypsin-EDTA:

Um die in Kultur adharent wachsenden Tumorzelleaiie Zellsuspension zu tberfihren,
erfolgt eine Behandlung mit Trypsin-EDTA. Zunackégtd das Kulturmedium aspiriert
und die Zellen werden zweimal mit vorgewarmten RR®) gespult. Nun werden die
Zellen fur ein bis zwei Minuten bei Raumtemperanit Trypsin-EDTA inkubiert. Nach
Aspiration der Trypsin-EDTA-L6sung werden die Zallelurch vorsichtiges Klopfen
gegen die Substratseite der Zellkulturflasche zlisht mechanisch gelést und

anschlie3end mit Zellkulturmedium vom Boden delktgdurflasche gespiilt.

3.2.1.3 Zellzédhlung und Vitaltest mit Trypanblau:
Die Zellzahl wird mit Hilfe eines Hamozytometers gdbauer Zahlkammer) bestimmit.
Dazu wird die Zahlkammer sowie das Deckglas vor derwendung mit 70%igem
Ethanol gereinigt. Die Zahlkammer wird dann durchhAuchen befeuchtet und das
Deckglas wird mit leichtem Druck aufgelegt, so dilesvtonsche Ringe sichtbar werden.
Ein Aliquot (ca. 10ul) der Zellsuspension wird rhiiife einer Pipette an den Rand des
Deckglaschens pipettiert, so dass die Zellsuspendioch Kapillarkrafte passiv in die
Kammer gesogen wird. Nun werden die Zellen in gef3en Quadraten des Zahlnetzes
unter dem Zellkulturmikroskop (Zeiss, Germany) ddzdaind die Zellzahl wird mit
folgenden Formeln bestimmt:
MW * 10* = Zellen/ml
MW * 10* * V = Gesamtzellzahl in der Suspension
(wobei gilt: MW = Mittelwert der gezahlten Zellews vier groBen Quadraten;*10

= Kammerfaktor der Neubauer Zadhlkammer und V = Yaa der Zellsuspension)
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Soll gleichzeitig ein Vitaltest mit Trypanblau dagefuhrt werden, wird das zu zahlende
Aliquot der Zellsuspension vor dem Aufbringen auie dZzahlkammer mit einer
Trypanblau-Lésung im Verhdaltnis 1:5 verdinnt. Dazind eine 0,5%ige Trypanblau-
Lésung in einer 0,9%igen NaCl-Loésung verwendet,rdieh dem Ansetzen steril filtriert
wurde. Es werden dann die vitalen ungefarbten uadoden blau gefarbten Zellen in vier
groRen Quadraten des Zahlnetzes gezahlt und dié d&ahvitalen Zellen wird mit
folgenden Formeln bestimmt:
MW+ 5* 10* = Zellen/ml

MW * 5* 10* * V = Geamtzellzahl in der Suspension
(wobei gilt: MW = Mittelwert der gezéhlten ungdften Zellen aus vier grof3en
Quadraten, Faktor 5 = Verdinnungsfaktor durch deedinnung der Zellsuspension mit
der Trypanblau-Lésung, 0= Kammerfaktor der Neubauer Zahlkammer und V =

Volumen der Zellsuspension)

Der prozentuale Anteil vitaler Zellen in der Zekpension kann mit folgender Formel

bestimmt werden:

ungefarbte Zellen * 100
(gefarbte + ungefarbte Zellen)

= Anteil lebender Zellen [%)]

3.2.1.4 Kryokonservierung der Zellen:

Zur Langzeitlagerung werden nicht bendétigte Zellagokonserviert. Die adhéarenten
Zellen werden wie gewohnt trypsiniert und die gesdime Zellzahl wird eingestellt. Die
Zellen werden in einem Einfriermedium bestehendMSO und dem Zellkulturmedium
im Verhaltnis 1:10 gut resuspendiert und in zuvasdhriftete 2ml Kryoréhrchen
Uberfuhrt. Die mit der Zellsuspension befillten &mhrchen werden nun in einem
mehrstufigen Prozess unter Verwendung einer mpréguylalkohol gefillten Einfrierbox

(Mr. Frosty, NUNC, Nalgene) mit einer Abkuhlunggratvon 1°C pro Minute

heruntergekihlt und fir 12 Stunden bei -80°C autidew Fir eine Langzeitlagerung

werden die Zellen in Flussigstickstoff Gberfuhrt.
3.2.1.5 Auftauen von kryokonservierten Zellen:

Die aufzutauenden Zellen werden im Kryorohrchen Idiife eines Schwimmers im auf

37°C vorgewarmten Wasserbad erwarmt, bis die Ehtle aufgetaut sind. Dann wird die

31



Zellsuspension zugig unter sterilen Bedingungeminvorgewarmten Zellkulturmedium
befillte Zentrifugenréhrchen dberfihrt und fur 5nMien bei 300g zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgesaugt und das Zellpellet wiratikulturmedium resuspendiert. Zur
Uberprifung der Zellvitalitat wir ein Aliquot entrmomen und eine Trypanblau-Farbung (s.

0.) durchgefinhrt.

3.2.2 Behandlung der Zellen mit Hypericin:

Fur die unterschiedlichen Versuche werden sowotiVesm wasserunldsliches Hypericin,
das in Ethanol gelést wird (Hypericin-EtOH), alschuwasserlosliches Hypericin-
Polyvinylpyrrolidon (Hypericin-PVP) verwendet. All@atigkeiten in Kombination mit
Hypericin wie z.B. Ansetzen der Hypericin-Stockligan, Mediumwechsel werden im
Dunkeln (20Ix) durchgefthrt.

3.2.2.1 Hypericin-EtOH:

Fur die Herstellung einer Hypericin-EtOH-Stocklégumit einer Konzentration von
3mg/ml wird das native pulverférmige Hypericin (Rleeit > 99,8%; Planta Naturstoffe,
Wien, Osterreich) in 70% Ethanol (Roth, Karlsrul@ermany) wahrend eines 10-
mindtigen Ultraschallbades gelost. Die Stockloswigd bei 4°C dunkel gelagert. Vor
jedem Versuch wird die Stocklésung in einem 5-1@iitigen Ultraschallbad erneut
durchmischt, um eventuell ausgefallene Hypericinagagte wieder in Losung zu bringen.

Die Arbeitskonzentration wird vor jedem Versuclséh mit Zellkulturmedium hergestellt.

3.2.2.2 Hypericin-PVP:

Durch Komplexbildung mit Polyvinylpyrrolidon wirdatives wasserunldsliches Hypericin
wasserldslich. 1000mg Hypericin-PVP (PLANTA Natofé, Wien, Osterreich) enthalten
10mg reines natives Hypericin. Fur die Versuche dwidas Hypericin-PVP in
Zellkulturmedium geldst, so dass eine Stocklosungamer Konzentration von 1,5mg
reinem Hypericin pro ml Medium entsteht. Die Stadsung wird bei 4°C dunkel

gelagert. Vor jedem Versuch wird die Losung durdiftiges Vortexen durchmischt.
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3.2.3 Fluoreszenzmikroskopie:

3.2.3.1 Aufbau eines Fluoreszenzmikroskopes:

Als Lichtquelle werden fur Fluoreszenzmikroskopene- oder Quecksilberdampflampen
verwendet. Die fur die Anregung des gewahlten Elabroms geeignete Wellenlange wird
mittels Anregungsfilter aus dem Licht der Lichtdadherausgefiltert und mit Hilfe eines
dichroischen (dichromatischen) Spiegels auf dagpdred gelenkt. Dichroische Spiegel
reflektieren Licht mit kleineren Wellenlangen, wéhd grél3ere Wellenlangen den Spiegel
passieren konnen. Diese so genannte kritische Watige sollte zwischen dem
Anregungs- und Emissionsmaximum des Fluorochroageh. So wird das kurzwelligere
Anregungslicht durch das Objektiv zum Praparat rgeleund das langwelligere
Fluoreszenzlicht kann den Spiegel passieren undhddas Okular zum Auge bzw. der
Kamera gelangen. Je besser die Trennung von Angegumd Fluoreszenzlicht ist, desto
besser sind die abbildenden Eigenschaften descbptisSystems. Daher ist die Auswahl

von geeigneten Filtersatzen und dichromatischeadgin essentiell.

Auge bzw.
Okular &ﬁ Kamera

Spiegel

Epifluoreszenz-
beleuchtung

Emissionsfilter

Dichroischer
Spiegel

Anregungs-
filter

Mikroskop-
Objektiv

Vvl Zelle
=

Abbildung 9: Allgemeines Schema zum Aufbau einemfdszenzmikroskopes.
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3.2.4 Untersuchungen zur intrazellularen AufnaliimBux), Distribution, Akkumulation

und Efflux von Hypericin in renalen Karzinomzellen:

3.2.4.1 Untersuchung des Hypericin-Influx und —&ffin bzw. aus renalen Karzinom-
Zellen:

Fur die Untersuchungen des Hypericin- Influx bz®&tflux werden die A498-Zellen auf
mit Kollagen beschichteten Deckgldschen mit eiflimchmesser von 13mm in einer 24-
Napf-Zellkulturplatte in einer Dichte von 7000 bi®000 Zellen pro Napf kultiviert.
Sobald die Zellen ihr typisches morphologischeliggiungsbild zeigen (ca. ein bis zwei
Tage nach Aussaat), erfolgt die Hypericinbehandludg Zellen werden mit 10uM
Hypericin-EtOH bzw. 10uM Hypericin-PVP in DMEM-Zglllturmedium bei 37°C fir
unterschiedliche Zeitraume (1min, 10min, 20min, 8Qnd0min) dunkel inkubiert. Nach
der Inkubation wird die Hypericinlosung aspiriedie Zellen werden zweimal mit
vorgewarmten PBS gespilt und mit frischem Zellkuitedium versehen. Unmittelbar im
Anschluss an die Inkubation bzw. 24h und 48 h rdeaheinstiindigen Inkubation wird die
intrazellulare Fluoreszenz des Hypericins fluoregmakroskopisch (ICys, Olympus,
Hamburg, Deutschland) untersucht und quantifiziegzu werden die Deckglaschen aus
der 24-Napf-Platte genommen und mit einem Tropfatt&shield—Einbettmedium mit
DAPI (Vector, Linaris, Wertheim, Deutschland) inselauf einen Glasobjekttrager
Ubertragen. Die Fluoreszenzbilder werden mit eiSehwarz/Wei3-Kamera (F-View,
Olympus, Hamburg, Deutschland) mit einer Belichsragt von 100ms aufgenommen.
Die Farbbilder werden mit Hilfe der Celllmaging-Software (Olympus, Hamburg,
Deutschland) nach Hintergrundkorrektur durch Zuardn und Uberlagerung der
jeweiligen Farbkanale erstellt. Zur Messung deroFdgzenzintensitaten werden die
Schwarz/Wei3-Bilder verwendet. Die Fluoreszenzisitéten des intrazellularen
Hypericin werden mittels Céll Imaging-Software (Olympus, Hamburg, Deutschland)
anhand der Grauwerte ermittelt. Hierzu werden Zdléen des jeweiligen Fokus (ca. 10-30
Zellen) im Bereich des Hypericin-Fluoreszenzsignalswie 20-30 Bereiche des
Hintergrundes manuell markiert und deren Grauwarhkfuell ermittelt. Aus den
jeweiligen Mittelwerten der Grauwerte der Hyperi€iluoreszenz abzuglich der
Mittelwerte des Hintergrundes werden die Fluorezzeansitdten des intrazellularen
Hypericin bestimmt. Jedem Datenpunkt liegen 3-5 ddagen pro Versuch und

mindestens drei unabhangig voneinander durchgefldxperimente zu Grunde.
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3.2.4.2 Untersuchungen zur Akkumulation von Hyperm Endoplasmatischen
Retikulum und im Kern renaler Karzinomzellen:

Im Rahmen der Untersuchungen zur intrazellularekuftulation von Hypericin in den
renalen Karzinomzellen werden ca. 7000 bis 1000®8AZellen auf beschichteten
Deckglaschen (Sarstedt) mit einem Durchmesser v8mni in einer 24-Napf-
Zellkulturplatte  kultiviert. Sobald die Zellen ihrtypisches morphologisches
Erscheinungsbild zeigen (ca. ein bis zwei Tage nakussaat), erfolgt die
Hypericinbehandlung. Die Zellen werden mit eineptD Hypericin-EtOH- bzw. einer
10puM Hypericin-PVP-Losung in gewdhnlichem Zellkutnedium bei 37°C fir
unterschiedliche Zeitraume (1h, 24h, 72h) dunkkuloert. Nach der Inkubation wird die
Hypericinlésung aspiriert und die Zellen werden magd mit PBS gespult. Die Zellen
werden nun durch Trocknung und 20-minitiger Behamgll mit 4%iger
Paraformaldehydlésung auf den Deckglaschen fixidech dreimaligem Waschen mit
PBS erfolgt die Permeabilisierung mit Aceton naaigéndem Schema:

e 2 min 50% Aceton
e 3-4 min 90% Aceton } bei 4°C

* 2 min 50% Aceton

Nach der Permeabilisierung folgen ein WaschschmttPBS und zwei weitere mit 0,2%
Gelatine/PBS. Anschliel3end werden die fixierten pednmeabilisierten Zellen fiir 1h bei
37°C im Dunkeln mit dem Antikorper gegen Struktureles Endoplasmatischen
Retikulums inkubiert. Der Antikérper (Kaninchen geg Mensch-IgG) gegen BIP
(Immunglobulin-bindendes Protein = GRP78 Glucogp#ierendes Protein 78), der
freundlicherweise von Dr. rer. nat. Phuc van Nguy&entrale Serviceeinrichtung
Molecular and Optical Live Cell Imaging (MOLCI), Wrersitdtsmedizin Goéttingen zur
Verfigung gestellt wurde, wird 1:200 in PBS/Gelatirerdinnt.

Nach der Inkubation wird der Gberschissige Primié@mer durch dreimaliges Waschen
mit PBS entfernt. Nun werden die Zellen fir 1h BéfC im Dunkeln mit dem 1:200 in

PBS/Gelatine verdinnten FITC-konjugierten Sekundéddrper (FITC-konjugierter Esel

gegen Kaninchen-IgG) inkubiert. Es folgt ein dreffar Waschschritt mit PBS. Nun
werden die Deckglaschen aus der 24-Napf-Platte gerem und mit einem Tropfen

Vectashield—Einbettmedium mit Dapi (Vector, Linakgertheim, Deutschland) invers auf
einen Glasobjekttrager Ubertragen. Bis zur Auswgrt(nicht l&nger als 24h) werden die

Objekttrager lichtgeschitzt bei 4°C gelagert. Dieldkalisation der Hypericin- und der
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FITC-Fluoreszenz wird mittels FluoreszenzmikroskopilCys, Olympus, Hamburg,
Deutschland) unter Verwendung spezifischer Filtess@intersucht. Die Fluoreszenzbilder
werden mit einer Schwarz/Weil3-Kamera (F-View) maigénden Belichtungszeiten
aufgenommen:

* FITC: Belichtungszeit 500ms

* Hypericin: Belichtungszeit 100ms

* DAPI: Belichtungszeit 10ms
Die Farbbilder werden mit Hilfe der Celllmaging-Software (Olympus, Hamburg,
Deutschland) nach Hintergrundkorrektur durch Zuardn und Uberlagerung der
jeweiligen Farbkanéle erstellt.
Um die Kolokalisation der Hypericinfluoreszenz mér Fluoreszenz der Kernfarbung mit
DAPI bzw. der Farbung des Endoplasmatischen Reikslmit FITC zu quantifizieren,
werden die Schwarz/WeiR-Bilder der jeweiligen Fesaenz herangezogen. Mittels Cell
Imaging-Software (Olympus, Hamburg, Deutschland) rdwinun manuell der
Schwellenwert fur jede Fluoreszenz einzeln festges®ie nach dem Schwellenwert
korrigierten Fluoreszenzbilder werden nun Uberlagend die Kolokalisation der
unterschiedlichen Fluoreszenzen wird mit Hilfe #@sdokalisationsprogrammes der Cell
Imaging-Software (Olympus, Hamburg, Deutschlandtibemt. Jedem Datenpunkt liegen
3-5 Messungen pro Versuch und mindestens drei @majidp voneinander durchgefiihrte

Experimente zu Grunde.

3.2.4.3 Untersuchung der Effekte von Hypericin ali¢ Transportaktivitdt der P-
Glykoproteine und zur Kolokalisation von Hyperiamit den Mitochondrien in renalen
Karzinomzellen:

Um mogliche Effekte von Hypericin auf die Aktivititon MDR-Transportern zu
untersuchen, werden Rhodamin-123-Effluxstudien hige&ihrt. Rhodamin-123 ist ein
spezifisches Transportsubstrat von P-Glykoproteifl@P). Es diffundiert passiv durch
die Zellmembran, akkumuliert in den Mitochondriezbénder Zellen und wird durch
Bindung an PGP durch aktiven Efflux aus der Zelensportiert. Wird die Bindung an
PGP verhindert oder dessen Aktivitat gehemmt, sbledbt das Rhodamin-123 in der
Zelle. Aufgrund der griunen Fluoreszenz und der ifipeien Akkumulation in den
Mitochondrien ist Rhodamin-123 auch ein spezifisdigdochondrienmarker.

Zur Herstellung einer Rhodamin-123-Stocklésung wirchg Rhodamin-123 in 1ml
Ethanol geldst. Diese Stocklésung wird bei -20°Glaih gelagert.
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Fur die Versuche zum Rhodamin-123-Efflux werden @i498-Zellen in speziellen
Imaging-24-Napf-Platten mit Glasboden (Zellkontddrten-Hardenberg, Deutschland) in
einer Dichte von 7000 bis 10000 Zellen pro Naptikidrt. Sobald die Zellen ihr typisches
morphologisches Erscheinungsbild zeigen (ca. erzwiei Tage nach Aussaat), erfolgt die
Hypericinbehandlung. Die Zellen werden mit eineptVD Hypericin-EtOH- bzw. einer
10uM Hypericin-PVP-L6sung in gewohnlichem Zellkutvedium bei 37°C fur 1h dunkel
inkubiert. Nach der Inkubation wird die Hypericialing aspiriert, die Zellen werden
zweimal mit vorgewarmten PBS gespult und mit fresohZellkulturmedium versehen. Pro
ml Medium wird nun 1ul einer Rhodaminl123-Stockldgumnzu gegeben und die Zellen
werden fur 30min bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Nacler Inkubation wird die
Rhodaminlosung aspiriert, die Zellen werden zweimdlvorgewarmten PBS gespult und
mit frischem Zellkulturmedium versehen. Unmittelldanach und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (Omin, 90min, 180min,) wird die Fluaresz des Rhodamin-123 (Excitation
480nm, Emission 511nm) mittels FluoreszenzmikrogkdiCys, Olympus, Hamburg,
Deutschland) unter Verwendung spezifischer Filtzes@éntersucht. Die Fluoreszenzbilder
werden mit einer Schwarz/Weil3-Kamera (F-View) maigénden Belichtungszeiten
aufgenommen:

* Rhodamin-123: Belichtungszeit 300ms

* Hypericin: Belichtungszeit 100ms
Die Farbbilder werden mit Hilfe der Celllmaging-Software (Olympus, Hamburg,
Deutschland) nach Hintergrundkorrektur durch Zuardp und Uberlagerung der
jeweiligen Farbkanéle erstellt.
Zur Messung der Fluoreszenzintensitaten werde®chsvarz/\Weil3-Bilder verwendet.
Die Fluoreszenzintensititen des intrazellularen ddhin-123 werden mittels CEll
Imaging-Software anhand der Grauwerte ermittelterti werden alle Zellen des
jeweiligen Fokus (ca. 10-30 Zellen) im Bereich d®isodamin-123-Fluoreszenzsignals
sowie 20-30 Bereiche des Hintergrundes manuell imdriknd deren Grauwert punktuell
ermittelt. Aus den jeweiligen Mittelwerten der Gwaarte der Rhodamin-123-Fluoreszenz
abzuglich der Mittelwerte des Hintergrundes werdbe Fluoreszenzintensitaten des
intrazellularen Rhodamin-123 bestimmt.
Um die Kolokalisation der Hypericinfluoreszenz mitler Fluoreszenz der
Mitochondrienfarbung mit FITC zu quantifizieren, nden die Schwarz/Weil3-Bilder der
jeweiligen Fluoreszenz herangezogen. Mittels Tlatlaging-Software wird nun manuell
der Schwellenwert fir jede Fluoreszenz einzelngeesttzt. Die nach dem Schwellenwert
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korrigierten Fluoreszenzbilder werden nun Uberlagend die Kolokalisation der
unterschiedlichen Fluoreszenzen wird mit Hilfe #@dokalisationsprogrammes der Cell
Imaging-Software bestimmt.

Jedem Datenpunkt liegen 3-5 Messungen pro Versadhmindestens drei unabhéngig

voneinander durchgefiihrte Experimente zu Grunde.

3.2.5 Untersuchungen der Effekte von photoaktigimrtund nicht photoaktiviertem

Hypericin auf renale Karzinomzellen:

3.2.5.1 Beleuchtung:

Die Zellen werden, sofern nicht anders beschrieban,96-Napf-Platten (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) bzw. in kollagenbeschiemeammer-Objekttragern (Nunc,
Langenselbold, Deutschland) in einer Dichte vonQDOBellen pro Napf ausgeséat. Sobald
die Zellen ihr typisches morphologisches Erschegsbiid zeigen (ca. ein bis zwei Tage
nach Aussaat), erfolgt die Hypericinbehandlung. baflen werden mit Hypericin-EtOH
unterschiedlicher Konzentration (0 bis 50uM) in gawlichem Zellkulturmedium bei
37°C fur 2,5h dunkel inkubiert. AnschlielBend wirte dHypericinlosung aspiriert, die
Zellen werden zweimal mit vorgewdrmten PBS gespulhd mit frischem
Zellkulturmedium versehen. Die Zellen werden nun diiterschiedliche Zeitspannen (O,
10, 20 bzw. 30min) durch eine HBTS-Lampe (Osram, Miinchen, Deutschland) mit
50000 Ix beleuchtet. Das Lichtspektrum der LampgtZemissionspeaks entsprechend der
Absorptionsmaxima des Hypericins bei 548 und 590nm.

Abbildung 10: Lichtspektrum der H&TS-Lampe (Osram, Miinchen, Deutschland)

Nach der Beleuchtung werden die Zellen dunkel far drei bzw. finf Tage bei 37°C
inkubiert. Alle Tatigkeiten wie z.B. Mediumwechsaterden im Dunkeln (20Ix)
durchgefuhrt. Im Anschluss an die Inkubationszedrden weitere Untersuchungen

durchgefuhrt.
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3.2.5.2 Untersuchungen der Effekte des Hypericiislee metabolische Aktivitat renaler
Karzinomzellen:

Am ersten, dritten bzw. funften Tag nach der Bettuweg wird die Aktivitat des
Metabolismus der A498-Zellen mittels MTT-Test (RechPenzberg, Deutschland)
untersucht. Der MTT-Test beruht auf der Reduktioas dwasserldslichen gelben
Farbstoffes 3-[4,5-Dimthylthiazol-2-yl]-,5-diphenyl _Etrazoliumbromid (MTT) in ein
wasserunlésliches violettes Formazan in stoffwdektigen Zellen. Die Menge des
umgesetzten Farbstoffes ist ein Mal3 flr die Glykelgte der Zelle und wird Uber die
photometrische Bestimmung der optischen Dichtébb8ibis 690nm gemessen.
Entsprechend den Empfehlungen des Herstellers wedde Zellen pro Napf in 100ul
Zellkulturmedium, dem 10ul der gelben MTT-Label-Beaz zugesetzt wurde, fir vier
Stunden bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Danach werd@0Opl der Solubilisation-Losung
pro Napf hinzu gegeben und tber Nacht inkubiere. Optische Dichte des Formazans bei
550 bis 690nm wird schlief3lich in einem MikroplaELISA-Reader (Milena Kinetic
EIA Analyzer, DPC, Los Angeles, USA) bestimmt.

3.2.5.3 Untersuchungen der Effekte von Hypericihdke Apoptoseinduktion in renalen
Karzinomzellen:

Zum Nachweis der Apoptoseinduktion bei renalen Kemnzellen durch Hypericin wird
der TUNEL-Test (Roche, Penzberg, Deutschland) vedet

Der TUNEL-Test (Brminal deoxynucleotidyl transferase-til-nck-end-labeling) basiert
auf der Fluoreszenzmarkierung von DNA-Strangbrichleitk-ends). Die Spaltung
genomischer DNA wahrend der Apoptose resultiertaddwn doppelstrangigen DNA-
Fragmenten mit niedrigem Molekulargewicht als aurckinzelstrangigen Fragmenten mit
hohem Molekulargewicht. Diese Strangbriiche konnerchd Fluoreszenzmarkierung der
freien 3'OH-DNA-Enden detektiert werden. Hierzu dbgsiert die terminale
Deoxynucleotidyl-Transferase (TdT) die Bindung ddaorescein-dUTPs an die freien
3'OH-Enden der DNA-Fragmente. Dies ermdglicht degdRtion apoptotischer Zellen auf
Einzelzellebene zu einem sehr frihen Stadium depigse.

Die Tumorzellen werden wie oben beschrieben inrdhehte von 10000 Zellen pro Napf
in kollagenbeschichteten Kammer-Objekttragern kidit und behandelt. Am ersten,
dritten bzw. flinften Tag nach der Beleuchtung witek TUNEL-Test durchgefihrt.
Entsprechend den Empfehlungen des Herstellers wedie adhérenten Zellen mit
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4%igem Paraformaldehyd (pH 7,4) in PBS fir einen8éubei Raumtemperatur auf dem
Objekttrager fixiert. Nach dem Waschen mit PBS dad Trocknung werden die Zellen in
einer 0,1%igen Triton X-100 Lo6sung in 0,1%igem MNatrcitrat fur 2min auf Eis
permeabilisiert. Nach Spulung mit PBS und Trocknumgrden die Zellen in 50ul
TUNEL-Reaktionslésung pro Napf bestehend aus 4%pdrEscein-dUTP-Losung und 5ul
TdT-Losung fur 60 Minuten bei 37°C im Dunkeln ifdiert. Die Zellen der Positiv-
Kontrolle werden zuvor fir 10min mit DNase | (30@W/— 3U/ml) in 50 mM Tris-HCI
(pH 7,5) mit 1mg/ml BSA bei Raumtemperatur behandeélir die Negativ-Kontrolle
werden die Zellen nur in 50ul Fluorescein-dUTP-Ligunkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS werden die Objekttrager mit einenopfen Vectashield—
Einbettmedium mit DAPI (Vector, Linaris, Wertheindeutschland) eingedeckelt. Die
Proben (n=3) werden direkt im Anschluss fluorespgikmskopisch unter Verwendung
spezifischer Filtersatze zur Detektion der grinkrofészenz im Bereich von 515-565nm
ausgewertet. Verwendet wird ein Axiovert S100-M8kop (Zeiss, Gottingen,
Deutschland) in Kombination mit einem schwarz/wk#nerasystem. Die
Fluoreszenzbilder werden mit Hilfe der AnalySIS{8@ire (Olympus, Hamburg,
Deutschland) durch Uberlagerung der lichtmikroskopen Bilder mit den

Fluoreszenzsignalen erstellt.

3.2.5.4 Singulett-Sauerstoff-Nachweis mittels roGFP

Photoaktiviertes Hypericin katalysiert verschiedene Elektronen- und
Energietransferreaktionen auf Sauerstoff, wobei ramgllular hoch reaktive
Sauerstoffspezies (ROSgactive_aygen gecies) vor allem Singulettsauerstoff gebildet
werden. Der intrazellulare Redoxzustand lasst slegant mit Hilfe von redoxsensitivem
grun fluoreszierenden Protein (roGFP) darstellémeodass invasive und damit potentiell
schadigende Messungen notig sind. Durch Transfektioer Zelle mit roGFP kdnnen

Schwankungen im Redox- bzw. Oxidationszustand sévelrsichtbar gemacht werden.

3.2.5.4.1 Transfektion der A498-Zellen mit roGFP:

Als Transfektion wird eine Methode bezeichnet,dken Einschleusen von Fremd-DNA in
eukaryontische Zellen dient. Hierzu wird die gewdme DNA-Sequenz in einen

Plasmidvektor integriert, der als Transportmittetnd. Es gibt verschiedene chemische
(z.B. Lipofektion), physikalische (z.B. Elektropticm) und biologische (z.B.

Transferinfektion) Methoden um ein Plasmid in eMértszelle zu transferieren. Die
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Eignung der jeweiligen Methode fur die entsprecleerderwendung ist von der
Empfindlichkeit der zu transfizierenden Zelle abiign Man unterscheidet transiente
Transfektion und stabile Transfektion. Bei der sianten Transfektion verbleibt die
Fremd-DNA nur zeitweise in der Wirtszelle, da dielsgch intrazellulare Abbauprozesse
eliminiert wird. Eine stabile Transfektion, bei dgn dauerhafter Einbau der Fremd-DNA
in das Genom der Wirtszelle gewahrleistet ist,Igtfiber einen Selektionsschritt. Das fur
eine stabile Transfektion zu verwendende Plasmithd#n dann ein Gen fir eine
Antibiotikaresistenz. Durch Kultur der transfiziemt Zellen in einem antibiotikahaltigem
Medium z.B. G418 mit zunehmender Konzentration werddaher nur die stabil
transfizierten Zellen selektiert, wahrend alle ardeZellen zu Grunde gehen.

In diesem Versuch wird fir die elektroporative Tsfmktion der A498-Zellen der Vektor
PEGFP-N1 (Clontech, Mountain view, USA) verwendpEGFP-N1 kodiert fir eine
Variante des GFP-Wildtyps, dessen Fluoreszenz miéne Anregungsmaximum bei
488nm und einem Emissionsmaximum bei 507nm in detbdReich verschoben ist. Die in
die Wildtypvariante eingebrachten Mutationen CA4&58/S147C/Q204C fuhren zu
strukturellen Veranderungen des GFP, so dass dsei@yReste 147 und 204 an der
Oberflache des Proteins lokalisiert sind (Hanscal.e004).

Diese strukturellen Veranderungen ermoglichen didd®sensitivitat des GFP und damit
eine sensible und dynamische ratiometrische Messdag Redox-Zustandes der
transfizierten Zellen. Das redoxsensitive roGFP 2vaéi Anregungsmaxima bei 395nm
und 470nm. Im oxidierten Zustand kommt es zur Bilglwon Disulfid-Briicken zwischen
den an der Oberflache des Proteins lokalisiertestély-Resten. Dies induziert eine
reversible Konformationsdnderung des Proteins, wddudie Protonierung des
Chromophors begtinstigt wird, was in einer Verstdgkales Anregungsmaximums bei
395nm und einer Abschwéchung bei 470nm resultiénter reduzierten Bedingungen
kann das Gegenteil beobachtet werden. Der inttddedl Redox-Zustand lasst sich durch
das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitaten bei 395n 470nm ermitteln. Durch Bildung
des Quotienten werden mdgliche Verfalschungen dessMng in Folge von z.B.
Hintergrundfluoreszenz, ungleichmafliger Beleuchtuader unterschiedlich starker
Expression des GFP minimiert (Hanson et al. 20@bl&y et al., 2004).

Alle Versuche zum Nachweis der Bildung von intradéren ROS durch photoaktiviertes
Hypericin werden in der Arbeitsgruppe von JProf. Bichael Miiller, Abteilung Neuro-
und Sinnesphysiologie am Zentrum fur Physiologid Bathophysiologie, Georg-August-
Universitat Gottingen durchgefihrt. Das redoxseresitoGFP wird der Arbeitsgruppe
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Muller durch Prof. Ph.D. S. James Remington, lasiof Molecular Biology, University
of Oregon zur Verfigung gestellt.

Die A498-Zellen werden, wie oben beschrieben, geeumd die Zellzahl wird bestimmt.
Pro Transfektionsansatz werden 1,5 x°® Zellen in ein Eppendorf-Reaktionsgefal
uberfiihrt und bei 500g fur 5min zentrifugiert. Déberstand wird aspiriert und die Zellen
werden in 100l NucleofectdiLosung (amaxa biosystems, Kéln, Deutschland)
resuspendiert. Nach Zugabe von 3-4ug der roGFP-BiMA die Suspension luftblasenfrei
in eine amaxa zertifizierte Kilvette pipettiert. Dkéivette wird in den Elektroporator
Nucleofector | (amaxa biosystems, Koln, Deutschjarmerfiihrt und das Elektroporations-
Programm 0-03 wird gestartet. Nach Applikation dgsktroporationspulses wird die
Zellsuspension mit 500ul vorgewarmten antibiotikefn Zellkulturmedium in der Kuvette
verdinnt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 Ubetflin jeden Napf einer 4-Napf-
Platte wird ein beschichtetes Deckglaschen gegebweh je 50ul der Zellsuspension
werden auf die Deckglaschen pipettiert. Dabei isbeachten, dass die Zellsuspension in
einem Tropfen auf dem Deckglaschen verbleibt, ss adhe Zellen in einem begrenzten
Bereich adharent werden kénnen. Nach zwei bis S8tenden Inkubation bei 37°C im
Dunkeln werden die Napfe mit Zellkulturmedium adtdi. Die Transfektion der Zellen
ist nicht stabil ist, da keine Selektion erfolgh dass die Versuche bis spatestens 48

Stunden nach der Transfektion abgeschlossen seisanii

3.2.5.4.2 Hypericinbehandlung der transfizierter9@Zellen:

Die Zellen werden mit einer 10uM Hypericin-EtOH-g in  gewdhnlichem

Zellkulturmedium bei 37°C Uber Nacht dunkel inkuhieAm néchsten Tag wird die
Hypericinlésung aspiriert, die Deckglaschen in dé#ipfen werden zweimal mit PBS
gespult, mit Zellkulturmedium aufgefillt und bisradessung dunkel aufbewabhrt.

In einem weiteren Versuchsansatz werden die Za@lere Vorinkubation direkt wahrend
der Messung mit einer 10uM Hypericin-EtOH-Losundviadium umspdilt.

3.2.5.4.3 Messung der intrazellularen Redoxbedigganvor und wéhrend einer PDT mit
Hypericin:

Die optischen Messungen zum Redoxstatus der teagsén A498-Zellen werden an
einem aufrechten Fluoreszenzmikroskop (Axiotech ioyar Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) durchgefiihrt. Als polychromatische higeielle wird eine Xenon

Hochdrucklampe (Polychrom II, Till Photonics, Gififeg, Deutschland) verwendet, deren
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Anregungslicht mittels eines galvanometrisch gestean optischen Gitters auf die
gewinschte Wellenlange £ 15nm eingeengt wird. Eandpass-Filter trennt die emittierte
Fluoreszenz von dem kurzwelligeren Anregungsliéhe Fluoreszenzbilder werden mit
einer CCD Kamera (Imago QE, PCO Imaging, Kehlhéytschland) aufgenommen und
mittels TILLvisION-Software (Till Photonics, Grafelg, Deutschland) ausgewertet.

Der Versuchsaufbau ist in der Arbeitsgruppe voroflHdr. Michael Muller, Abteilung
Neuro- und Sinnesphysiologie am Zentrum fur Phggi@ und Pathophysiologie, Georg-
August-Universitat Gottingen etabliert worden. Denodifizierte Objekttisch des
Mikroskops enthalt eine Vertiefung, die mit einem-Zind Ablauf an ein zirkulares
Schlauchsystem mit angeschlossener Zirkulationspungmgeschlossen ist. Diese
Vertiefung ermoglicht die Versorgung der Zellen iiédium wahrend der Messung. Mit
Hilfe einer Umlaufpumpe wird das Medium in das &cithsystem sowie in die Vertiefung
des Objekttisches am Mikroskop geleitet und in diger Zirkulation gehalten. Dadurch
kann das Medium kontinuierlich im Wasserbad aufG#&warmt und mit Sauerstoff
angereichert werden. Nach einer 10-minitiger Eifplaase wird ein mit den transfizierten
Zellen bewachsenes Deckglaschen in der VertiefsgQbjekttisches platziert. Nun wird
manuell der Fokus auf die Zellen eingestellt, watses Objektiv in das Medium eintaucht.
Die Dauer der Fokussierung ist bei mit Hypericiminkubierten Zellen moglichst kurz zu
halten, um ein photodynamischen Schaden vor dersivbgs zu verhindern. Mit einer
Aufnahmegeschwindigkeit von einem Bild alle 5 Seakem wird nun die
Fluoreszenzintensitdét bei 395 und 470nm gemessenie [pgemessenen
Fluoreszenzintensitaten bei 395 und 470nm sowieRdige aus beiden kdnnen schon
wahrend der Messung mittels der TILLvisION-Softwhembachtet werden.

Uber einen gewissen Zeitraum (ca. 10min) wird zbegidie sog. Baseline bestimmt, die
den reguldren Redoxzustand der Zellen abbildet. téduzierende Bedingungen zu
imitieren, werden die Zellen nun mit einer 10mM DTL6sung umspilt und die
Fluoreszenzintensitaten sowie deren Rate gemelsenzu werden die Pumpenschlauche
in ein extra Becherglas gehéngt, um eine Verurgeimg des Mediums mit DTT zu
verhindern. Nach etwa funf Minuten wird das DTT mibrmalem Medium aus dem
System gespult und in einem extra Behalter aufgefianDie Zellen werden nun wieder
mit zirkulierendem Medium umsplilt bis der urspriciyge Redoxzustand wieder erreicht
ist. Oxidierte Bedingungen werden durch eine Umspdgilder Zellen mit einer 5mM
H.O,-Losung nach gleichem Vorgehen imitiert. Nach Megsder Fluoreszenzintensitaten

unter oxidierten Bedingungen und Entfernung de®.,Haus dem System kann nach
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Wiederherstellung des urspriinglichen Redoxzustandesmit dem eigentlichen Versuch
begonnen werden. Hierzu werden die Zellen mit 10HWlpericin-EtOH in Medium
umspult und fir etwa 10min mit der Mikroskoplampeldochtet. Da eine Messung
wahrend der Beleuchtung technisch nicht méglichvigrden die Fluoreszenzintensitaten
bei 395 und 470nm direkt im Anschluss an die Bélawrg bestimmt. Bei den Zellen, die
Uber Nacht mit Hypericin vorinkubiert wurden, istin@ Bestimmung des
Basisredoxzustandes nicht moglich, daher wird dirgkit der Messung der

Fluoreszenzintensitaten begonnen.

3.2.6 Bestrahlungsversuch:

Die photodynamische Therapie mit Hypericin ist @iteressanter Ansatz, aber in der
klinischen Anwendung jedoch wegen der geringen iigtiefe des Lichtes nur auf
oberflachennahe Behandlung beschrankt. Daher sollaten folgenden Versuchen die
Effekte von Hypericin in Kombination mit einer Besdtlung auf renale Karzinomzellen

untersucht werden.

3.2.6.1 Bestrahlung:

Die Zellen werden mit einer 50uM Hypericin-EtOH-Ug in  gewdhnlichem
Zellkulturmedium bei 37°C Uber Nacht dunkel inkuhieAls Kontrolle werden Zellen
verwendet, die in Zellkulturmedium ohne Hypericisate inkubiert werden. Nach der
Inkubation werden die Zellen geerntet, zweimal n#BS gewaschen und in
Zellkulturmedium resuspendiert. Um eine zigige Bedung nach der Bestrahlung zu
gewahrleisten, wird die Zellzahl schon vor der Basung ermittelt. Nun werden die
Zellen mit 0, 2, 4, 6 bzw. 8Gy bestrahlt. Die vendeten Bestrahlungsgerate Stabilipan
(Siemens, Miunchen, Deutschland) bzw. X-ray rese8gdtiem RS225 (Gulmay Medical,
Camberley, UK) mit einem 0,5mm Kupferfilter arbeitbei 200kV und 20mA mit einer
Dosisrate von 1,3Gy/min bzw. 2Gy/min. Nach der Bdgting werden die Zellen fur die
anschlie3enden Untersuchungen in 96-Napfplatten, llagenbeschichteten
Kammerobjekttragern bzw. Kulturflaschen in frisch&®llkulturmedium mit bzw. ohne
Zusatz von 50uM Hypericin-EtOH fur 10 bis 13 Tage Dunkeln inkubiert. Um einen
Lichteffekt auszuschliel3en, werden alle Arbeitsstghim Dunkeln durchgefuhrt.
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3.2.6.2 Untersuchung der Effekte von Hypericin ionkbination mit Bestrahlung auf die
metabolischen Aktivitat renaler Karzinomzellen:

Am ersten bzw. 13. Tag nach der Bestrahlung wiedrmdetabolische Aktivitat der Zellen
mittels MTT-Test (Roche, Penzberg, Deutschlandgnsoicht (siehe 3.2.5.2).

3.2.6.3 Untersuchung der Effekte von Hypericin ionkbination mit Bestrahlung auf die
Apoptoseinduktion in renalen Karzinomzellen:

Am ersten bzw. dritten Tag nach der Bestrahlungdemrdie Zellen auf Apoptose
untersucht. Zum Nachweis der Apoptose wird der TUNEst (Roche, Penzberg,
Deutschland) verwendet (3.2.5.3).

3.2.6.4 Untersuchung der Effekte von Hypericin mnkbination mit Bestrahlung auf die
Koloniebildungsfahigkeit von renalen Karzinomzellen

Der reproduktive Zelltod wird mit Hilfe des Kolomi#dungstests quantifiziert. Dabei
werden Zellen, die in einem Zeitraum von 10 bisZelizyklen Kolonien aus mindestens
50 Tochterzellen bilden kénnen, als (klonal) Ubleeind definiert.

Zur Ermittlung des klonogenen Uberlebens werden A#@8-Zellen direkt nach der
Bestrahlung in einer Dichte von 250-1000 Zellen ptalturflasche (25crh Sarstedt,
Newton, USA) ausgesat, die eingesetzte Ausgangahélrichtet sich dabei nach der
Strahlendosis (siehe Tab. 1):

Tabelle 1: Eingesetzte Ausgangszellzahl zur Bestingrdes klonogenen Uberlebens von
A498-Zellen nach Bestrahlung mit verschiedenenhf#ralosen.

Ausgangszellzahl pro Strahlendosis
Napf (So) [Gy]

250

250

500

1000

1000

ol o &~ N| O

In frischem Zellkulturmedium mit bzw. ohne Zusatanv50uM Hypericin-EtOH werden
die Zellen nun fur 10 bis 13 Tage im Dunkeln inlarhi

Das Medium wird aspiriert und die Kulturen werdent Ethanol (70%) fixiert. Die Zellen

werden mit einer Kristallviolett-Losung bestehends a0,1ml Stammlésung (Merck,
Darmstadt, Deutschland), 40ml Ethanol (100%) un@nil6Wasser gefarbt. Nach 20
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Minuten wird die Kristallviolett-Loésung aspiriertnd die Kulturen werden mit Wasser
gespdult, um Uberschissigen Farbstoff zu entferdann werden die Kulturen tiber Nacht
im Trockenschrank getrocknet. Unter einem Auflictkiimskop (Zeiss, Jena, Deutschland)
werden die Zellkolonien untersucht. Dabei werdernoKi@n, die aus mehr als 50 Zellen
bestehen, als eine Uberlebende Population gezahlt.

Der Quotient aus der ermittelten Koloniezahl (S)l wier Ausgangszellzahl {Swird als

.Plating Efficiency” (PE) bezeichnet:

PE = Anzahl Gberlebender Kolonien (S)

Ausgangszellzahl (§

Die Uberlebensfraktion (;&vival Fraction“ = SF) ergibt sich aus der Normierung dgr P
behandelter Zellen auf die PE unbehandelter Zé8¢nbei 0Gy = 100% bzw. = 1):

PE(behandeIte Zellen)
SF =

PE (unbehandelte Zellen)

Die Uberlebensfraktion der bestrahlten Zellen vilradAbhangigkeit von der Strahlendosis
bestimmt und dargestellt. Jedem Dosispunkt liegenDaten aus je drei Parallelen pro
Versuch bei vier unabhangig voneinander durchgefthExperimenten zu Grunde. Die

Daten werden mittels KaleidaGraph 4.0 Software ewsgtet und graphisch dargestellt.

Die Dosiswirkungsbeziehung zwischen Strahlung ueah élonalen Uberleben der Zellen
kann graphisch in einer so genannten Uberlebensk(Dosis-Effekt-Kurve) (Abb.11)
dargestellt  werden. Uberlebenskurven folgen einerinear-quadratischen
Exponentialfunktion

SF = Skexp [-@D + pD?)] bzw. In SF/SF= -(D + pD?

wobei gilt: Sk = Uberlebensfraktion der unbestrahlten Zellen,=SBberlebensfraktion
der bestrahlten Zellen, D = Dosis [Gy, = Konstante, die die Toxizitat der direkt
erzeugten Doppelstrangbriiche beschrefbts Konstante, die die Toxizitat der meist
indirekt erzeugten Einzelstrangbriiche beschreild.Enzelstrangbriche koinzidieren mit
steigender Dosis immer héaufiger im selben Basenpadrkénnen dann als sekundarer
Doppelstrang letal werden.
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Abbildung 11: Allgemeine Darstellung einer Dosiddkt-Beziehung nach Bestrahlung. Die
Uberlebensrate [%] ist in Abh&ngigkeit der Strabiesis [Gy] dargestellt. Aufgrund der
halblogarithmischen Darstellung ergibt sich eingspannte Schulterkurve.

Bei halblogarithmischer Darstellung ergibt sich flie Dosis-Effekt-Beziehung eine so
genannte Schulterkurve mit zwei Charakteristika:

1. Im geringen Dosisbereich treten haufig nur subletl&drahlenschaden (SLD_als
lethal cdamage) auf, die von den Zellen repariert werdem&anin der Darstellung
zeigt sich dies an der sog. ,Schulter*.

2. Im hoéheren Dosisbereich zeigt die Uberlebenskumeneexponentiellen Verlauf.
Dies zeigt eine mangelnde Erholungsfahigkeit déledenach Strahlenschaden an.

Uberlebenskurven, die keine oder eine geringerepréagte Schulter, so wie einen fast rein
exponentiellen Verlauf (SF = $€&xp [-(@D)]) aufweisen, sind zu beobachten bei:

o Zellen, die aufgrund ihrer biologischen Konstitatio(z.B. Gendefekte)
Strahlenschaden nicht reparieren konnen.

e Zellen, deren Reparaturmechanismen durch zus&zli@ehandlung (z.B.
Zytostatika) inhibiert werden.

« Verwendung dicht ionisierender Strahlung, die fastusschliel3lich
Doppelstrangbriiche und komplexe Schaden erzeugtnidht oder nur schlecht

repariert werden kénnen.
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3.2.6.5 Untersuchungen der Effekte von HypericiKambination mit Bestrahlung auf die
Zellzyklusverteilung renaler Karzinomzellen:

Die Untersuchung des Zellzyklus mittels Durchflygemetrie ist eine statische Analyse,
bei der die prozentuale Verteilung einer Zellpopalaauf die G1, S und G2/M-Phase des
Zellzyklus anhand der Fluoreszenzintensitat eindgBarbstoffes bestimmt wird. Hierzu
wird die DNA mit stochiometrisch interkalierenderuéreszenzfarbstoffen wie z.B.
Propidiumiodid angefarbt und die Fluoreszenzintéhsdie direkt proportional zum DNA-
Gehalt ist, durchflusszytometrisch gemessen. DeA{Gehalt der Zellen ist abhéngig
von der Zellzyklusphase, in der sich die Zelle hedit. Zellen in der G1- bzw. Interphase
haben reguléar einen einfachen (diploiden, 2n) DN&t@t, der durch Replikation in der
Synthesephase (S-Phase) bis auf die doppelte Mdmyen der G2-Phase ansteigt. Die
Verteilung der Zellpopulation auf die unterschiedén Phasen des Zellzyklus lassen sich

nach durchflusszytometrischer Messung in einem DMN&eogramm darstellen (Abb. 12).
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Abbildung 12: Zellzyklusanalyse. Je nach Zellmgdhase (A), in der sich die Zelle befindet,
hat die Zelle einen einfachen oder doppelten DBEkalt. B) Die DNA Ilasst sich mit
Propidiumiodid (PI) anfarben und somit ist der RIh@lt direkt proportional zum DNA-
Gehalt. Die relative Verteilung der Zellen einempBlation auf die einzelnen Zellzyklusphase
wird durch die durchflusszytometrische Intensit&ssung der PI-Fluoreszenz ermdglicht und

lasst sich in einem DNA-Histogramm (C) darstellénodifiziertes Schema nach Sack et al.,
2006)
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Der Zellzyklus der bestrahlten A498-Zellen wird teli$ Durchflusszytometrie analysiert.
Hierzu werden die Zellen am ersten und dritten Tiagh der Bestrahlung wie oben
beschrieben geerntet und zweimal mit PBS gewasahenkixierung der Zellen wird die
Suspension mit eiskaltem 100%-igem Ethanol auf@ietiis eine 70%-ige Ethanol-
Endkonzentration erreicht ist. Die Zellen werdem riih bei 4°C im Dunkeln fixiert.
Anschlie3end werden die Zellen zweimal mit PBS gmlian und fur 30 min mit 50pug/ml
DNAse-freier RNAse (Roche, Penzberg, Deutschlankijbiert. Die zellulare DNA wird
wenige Minuten vor der Analyse mit 50ug/ml Propidiadid (Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) angefarbt. Die Zellzyklergeilung wird im Folgenden mittels
Durchflusszytometer (FACS Scan, Becton Dickinsoaiddlberg, Deutschland) bestimmt
und die Daten werden mit Hilfe der WinMDI 2.9-Soéing analysiert.

3.2.6.6 Untersuchung der Effekte von Hypericin mnkbination mit Bestrahlung auf die
Aktivitat verschiedener Enzyme in renalen Karzineiten mittels Immunfluoreszenz:

Die A498-Zellen werden in einer Dichte von ca. 60@&llen pro Napf in
kollagenbeschichteten Kammer-Objekttragern kulttviSobald die Zellen ihr typisches
morphologisches Erscheinungsbild zeigen (ca. erzWei Tage nach Aussaat), erfolgt die
Hypericinbehandlung. Die Zellen werden mit eineqpbD Hypericin-EtOH-L6sung in
gewohnlichem Zellkulturmedium bei 37°C fiur 24h dahlkkubiert. Nach der Inkubation
wird die Hypericinlésung aspiriert, die Zellen werdzweimal mit PBS gespilt und mit
frischem Zellkulturmedium versorgt. Nun werden diellen mit einer Dosis von 4 Gy
bestrahlt. Nach der Bestrahlung werden die Zellenkdl fir verschiedene Zeitrdume (1h,
3h, 24h) bei 37°C mit bzw. ohne Hypericin inkubiert

Um einen Lichteffekt ausschlieBen zu koénnen, werddle Tatigkeiten wie z.B.
Bestrahlung, Mediumwechsel im Dunkeln (201x) durefadprt.

Die Zellen werden nun durch Trocknung und 20-mugeiti Behandlung mit 4%iger
Paraformaldehydlosung fixiert. Nach dreimaligem e mit PBS erfolgt die
Permeabilisierung mit Aceton nach folgendem Schema:

* 2 min 50% Aceton
. 3-4min90% Aceton  } bei 4°C

2 min 50% Aceton
Nach der Permeabilisierung folgen ein WaschschmittPBS und zwei weitere mit 0,2%

Gelatine/PBS. Anschliel3end werden die fixierten pedmeabilisierten Zellen fir 1h bei
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37°C im Dunkeln mit dem jeweiligen Antikorper inkalt. Die Antikdrper werden dabei
wie folgt verdunnt:

*  phosphoPKCG> 1:200in PBS/Gelatine (200ul/well)

« yH2AX - 1:200in PBS/Gelatine (200ul/well)

Nach der Inkubation werden die Uberschissigen Pami&orper durch dreimaliges
Waschen mit PBS entfernt. Nun werden die Zellenltiiei 37°C im Dunkeln mit dem
1:200 in PBS/Gelatine verdinnten Sekundarantikd(péT C-konjugierter Esel gegen
Kaninchen-IgG fuyH2AX bzw. Northern Lights 493 Esel gegen Maus-Ig@sphoPKC)
inkubiert. Es folgt ein dreifacher Waschschritt lBS. Nun werden die Objekttrager mit
einem Tropfen Vectashield-DAPI-Einbettmedium (VectoLinaris, Wertheim,
Deutschland) eingedeckelt. Bis zur Auswertung (nitinger als 24h) werden die
Objekttrager lichtgeschitzt bei 4°C gelagert. Diedrbtingen werden mittels
Fluoreszenzmikroskopie (ICys, Olympus, Hamburg, tBehland) untersucht. Die
Fluoreszenzbilder werden mit einer Schwarz/Weil3-&an(F-View, Olympus, Hamburg,
Deutschland) mit folgenden Belichtungszeiten audgemen:

* FITC: Belichtungszeit 500ms

* Hypericin: Belichtungszeit 100ms

* DAPI: Belichtungszeit 10ms
Die Farbbilder werden mit Hilfe der Celllmaging-Software (Olympus, Hamburg,
Deutschland) nach Hintergrundkorrektur durch Zunary und Uberlagerung der
jeweiligen Farbkandle erstellt. Nun wird der prazate Anteil der Zellen, die eine FITC-
Fluoreszenz aufweisen, an der Gesamtzellzahl iafteides jeweiligen Fokus bestimmt.
Jedem Datenpunkt liegen 3-5 Messungen pro Versadhmindestens drei unabhéngig

voneinander durchgefiihrte Experimente zu Grunde.

3.2.6.7 Untersuchung der Effekte von Hypericin ionkbination mit Bestrahlung auf die
Aktivitat verschiedener Enzyme in renalen Karzineiten mittels Westernblot:

Der Westernblot (auch Immunoblot genannt) ist elieehnik, bei der die zuvor durch
Gelelektrophorese nach Grél3e aufgetrennten Prgpein&apillar- oder Elektotransfer auf
eine Membran (Nitrocellulose, Nylon, oder PVDF (Rahylidenfluorid)) Ubertragen

werden. Die Proteine bleiben aufgrund hydrophobeechgelwirkungen an der

Membranoberflache haften, wobei das Muster der trelpkoretischen Auftrennung
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erhalten bleibt. Die Proteine sind nun immobilisiemd kdnnen mit nachfolgenden
Untersuchungsmethoden wie z.B. einer Immundeteldinaiysiert werden. Die Blotting-
Technik wurde 1975 zur Auftrennung von DNA-Fragneentund anschlieRender
Hybridisierung (Southern-Blot) von Edwin Southermfuaden. Die Methode des
Proteinblottings wurde 1979 von J. Renart et ak Riazobenzyloxymethyl-Papier
eingefuhrt und von H. Towbin et al. (1979) auf rhigellulose umgestellt.

3.2.6.7.1 Probenvorbereitung fur die Western Blot#se:

Die Zellen werden in Zellkulturflaschen in Zellkuitnedium kultiviert bis der
Flaschenboden konfluent bewachsen ist. Nun erfdilgtBehandlung: hierzu werden die
Zellen ohne bzw. mit einer 50uM Hypericin-EtOH-Laguin DMEM-Zellkulturmedium
bei 37°C fur 24h dunkel inkubiert. Nun werden diell@n mit einer Dosis von 4Gy
bestrahlt. Nach der Bestrahlung werden die Zellenkdl bei 37°C fur unterschiedliche
Zeitraume (3h, 24h) inkubiert. Die Kontrollzellereden ebenfalls fur 24h bei 37°C mit
bzw. ohne eine 50uM Hypericin-EtOH-LOsung in gewldtvem Zellkulturmedium
inkubiert, erhalten jedoch keine Bestrahlung. Umeni Lichteffekt ausschlieRen zu
konnen, werden alle Tatigkeiten wie z.B. die Bddtrag und Probenvorbereitung im
Dunkeln (20Ix) durchgefinhrt.

3.2.6.7.2 Zelllyse:

Vor bzw. zu unterschiedlichen Zeitpunkten (3h, 2#iach der Bestrahlung wird das
Medium aspiriert. Die Zellen werden zweimal mit PEBS) gespult, mit Hilfe eines Zell-
Schabers vom Flaschenboden der Kulturflasche gelddtin PBS (1x) resuspendiert.
Nach Zentrifugation der Probe und Aspiration vonSPBLX) wird das Zellpellet in
Lysepuffer (1 x 10 Zellen in 100! Lysepuffer; Lysepuffer: 7M UreayZThiourea, 4%
Chaps, 50mM DTT, Proteaseinhibitor Complete® EDT&)f resuspendiert und kraftig
vermischt. Dann werden die Proben auf Eis uberneideitraum von 30min in 10-
mindtigen Intervallen fur je 1-2min kréaftig gemisctum die Viskositat des Lysates zu
reduzieren, werden die Proben kurz in das Ultrdbidchgegeben. Nun werden die Proben
fur 30min mit 15000 RPM bei 4°C zentrifugiert. Ralhach der Zentrifugation noch ein
Pellet im Zentrifugenréhrchen befindet, wird der diiand in ein neues
Zentrifugenrdhrchen tberflhrt und erneut fir 30mih 15000 RPM bei 4°C zentrifugiert.
Das Pellet wird verworfen. Die Zentrifugation wisd oft wiederholt bis sich kein Pellet
mehr bildet.
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3.2.6.7.3 Acetonfallung:

Um das restliche Hypericin aus den Zelllysaten atfeenen wird eine Aceton-Fallung

durchgefuhrt. Hierzu werden die Proben mit derfdofien Menge an Aceton (100%) tber
Nacht bei -20°C geféllt. Am nachsten Tag werdenRti@ben fir 30min mit 15000 RPM

bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird aspirientd die Pellets der jeweiligen Proben
werden unter der Sterilbank bei Raumtemperatur iomkeln getrocknet. Nach der

Trocknung werden die Pellets jeweils im regulargmsdpuffer resuspendiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.2.6.7.4 Proteinbestimmung:

Fur die Proteinbestimmung wird jeder Probe ein édigentnommen und mit Ampuwa im
Verhéltnis 1:10 verdunnt. Die Proteinbestimmunglgtfnach der Methode von Bradford
(1976) mittels Bio Rad Protein Assay. Der Bradfoesst basiert darauf, dass sich bei der
Bindung von Coomassie Brilliant Blau G-250 (BioRad{inchen, Deutschland) an
Proteine das Absorbtionsmaximum der Farbe von 46%oime Proteinbindung) nach
595nm (mit Proteinbindung) verschiebt. Die Zunaluhee Absorption bei 595nm ist ein
Mal3 fur die Proteinkonzentration in der Probe undnrk mit Hilfe eines
Spektrophotometers gemessen werden. Als Refereeapnird Bovines Serumalbumin
(BSA) verwendet.

3.2.6.7.5 Westernblot:
Zunachst werden die Polyacrylamidgele fir die Pngelelektrophorese vorbereitet. Je
nach Grol3e des zu untersuchenden Proteins werdehz89615%-ige Trenngele und 4%-

ige Sammelgele nach Lammli (1970) verwendet:

Tabelle 2: Zusammensetzung der Trenn- bzw. Sammedigedie Proteingelelektrophorese

8%-iges Trenngel 15%-iges Trenngil
fur Proteine >100kd fur Proteine <30k 4% Sammelgel

Wasser 11,7ml 15ml Wasser 15ml
Tris-HCI pH=8,8 6,35ml 15ml Tris-HCI pH=6,8 6,3ml
Acrylamid 6,6ml 30ml Acrylamid 3,3ml
10% SDS 250pl 600pl 10% SDS 250pl
10% APS 125pl 300pl 10% APS 125l
Temed 12ul 30ul Temed 25ul
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Pro Probe werden 40ug Protein mit Ampuwa auf 10wfigefullt, mit 10ul (2x)-
Elektrophorese-Proben-Puffer (125mM Tris-HCI pH58l% SDS, 20% Glycerol, 0,006%
Bromphenolblau, 2% Beta-Mercaptoethanol) verdinnd d@ir 10 min bei 97°C im
Thermoblock erhitzt. Nun werden die Taschen desydeoylamidgels mit 10ul
Proteinmarker (BioRad, Minchen, Deutschland) bzw.20ul der vorbereiteten Proben
beladen. Die Gele werden in die Elektrophoresekan{BieRad, Minchen, Deutschland)
Uberfuhrt und mit Elektrophoresepuffer (159 Tri2gGlycin, 5g SDS gel6st in 11 Wasser)
aufgeflllt. Die Elektrophorese wird auf Eis durcfidet, startet fir 10 min bei 150V und
wird mit 180-200V fortgefuihrt. Nach der Elektrophse werden die Gele auf eine
Nitrocellulose-Membran (Amersham) geblottet. Hievard die Membran zuvor ca. 15min
in Transferpuffer (950mM Glycin, 125mM Tris, 0,25%®S, 20% Methanol) equilibriert.
Das Gel und die Membran werden luftblasenfrei anafleder gelagert und beidseitig von in
Transferpuffer getranktem Filterpapier und Filiedl bedeckt. Die Proteine werden nun
Uber Nacht bei 4°C und 40V in einer mit Transfefpuigefillten Blotkammer auf die
Membran Ubertragen. Nach dem Blotten werden das uBdl die Membran aus der
Blotkammer entnommen. Zur Kontrolle, ob der Blottyang erfolgreich war, werden die
auf die Membran geblotteten Proteinbanden mit Paunétot angefarbt. Hierzu wird die
Membran ca. 2-5min in dem Farbstoff geschwenkt. \d&nbran wird zunachst in 5%iger
Essigsaure und danach in Waschpuffer (0,1% Tweenl@®M Tris pH=7,5, 100mM
NaCl) gewaschen, um Uberschissige Farbe zu emfarnd im Anschluss daran bei
Raumtemperatur getrocknet.

Um Uberschussige freie Proteinbindungsstellen detni&mbran abzusattigen, wird die
Membran fur 2h in Blockpuffer (Waschpuffer mit 5%léhpulver) bei 37°C geschwenkt.
Anschlie3end wird die geblockte Membran fur 1h ®&iC bzw. Uber Nacht bei 4°C im
Dunkeln mit dem jeweiligen 1.Antikdrper inkubieie Antikorper werden dabei wie
folgt in Blockpuffer verdinnt:

* DNA-PKCs phosphorylated (Thr2609) Antikdrperl:1q80aus)

*  Phospho-EGF- Rezeptor (Tyr992) Antikorper 1:1008ar{ikchen)

Nach der Inkubation werden die Uberschissigen Pami&orper durch dreimaliges
Waschen fur je 10-15min mit Waschpuffer entfernunNwvird die Membran fur 2h bei
37°C im Dunkeln mit dem in Blockpuffer verdiinnten2000) Sekundarantikérper (Alexa
Fluor 647 Ziege anti-Kaninchen IgG-Antikérper bzalexa Fluor 647 Ziege anti-Maus
IgG-Antikdrper) inkubiert. Es folgt ein dreifach&vaschschritt fur je 10-15min mit
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Waschpuffer. Nun wird die Membran getrocknet uneéimen Fujifiim FLA-5100 Scanner
Uberfuhrt. Die Fluoreszenz des Sekundarantikornpegs mit dem 635nm Laser angeregt
und mittels Scanner detektiert. Die Auswertung Bleloreszenzintensitaten der Banden

erfolgt mit Hilfe der Image J-Software.

3.2.6.8 Untersuchung der Effekte von Hypericin @ief Expression bestimmter Proteine in
renalen Karzinomzellen mittels quantitativer ECHtBCR:

Die quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR, quantitatreal time PCR) ist eine Methode,
mit der DNA nach dem Prinzip der Polymerase-Keiaaktion (PCR,_#lymerase Gain
Reaction) vervielfaltigt werden kann und gleichzgitieine Quantifizierung der
Nucleinsduren ermdglicht wird. Die Quantifizierudgr PCR-Produkte erfolgt dabei Gber
die Messung der Fluoreszenzintensitaten DNA-bindeduoreszenzfarbstoffe wie z.B.
SYBR-Green. Die Fluoreszenzintensitdt der Farbstaifmmt bei der Bindung an
doppelstrangige DNA zu. Die Zunahme der Fluoresmésasitat des Farbstoffes ist daher

direkt proportional zu der Zunahme der PCR-Produkte

3.2.6.8.1 Probenvorbereitung:

Die A498-Zellen werden in Zellkulturflaschen in Eellturmedium kultiviert bis der

Flaschenboden konfluent bewachsen ist. Nun erfiilgtBehandlung: hierzu werden die
Zellen ohne bzw. mit einer 50uM Hypericin-EtOH-Lagu in gewdhnlichem

Zellkulturmedium bei 37°C fur 24h dunkel inkubieNun werden die Zellen mit einer
Dosis von 4 Gy bestrahlt. Nach der Bestrahlung wardie Zellen dunkel bei 37°C fur
unterschiedliche Zeitrdume (3h und 24h) inkubiBie Kontrollzellen werden ebenfalls
fur 24h bei 37°C mit bzw. ohne eine 50uM HyperiEt®H-L6sung in gewohnlichem
Zellkulturmedium inkubiert, erhalten jedoch keinesBahlung. Um einen Lichteffekt
ausschlieBen zu konnen, werden alle Tatigkeiten wiB. die Bestrahlung und
Probenvorbereitung im Dunkeln (20Ix) durchgefuhrt.

3.2.6.8.2 RNA-Isolation:

Die RNA wird mit Hilfe des Total RNA Isolation-Ki{NucleoSpin®RNA |I; Macherey-

Nagel, Duren, Deutschland) aus den Proben geworibenlsolierung wird nach den
Herstellerangaben wie folgt durchgefuhrt:

Zunachst werden die Zellen wie oben beschriebemtgeund deren Zellzahl bestimmt.

Pro Isolationsansatz werden maximal 5 X Z@llen eingesetzt. Das Medium wird durch
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zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Das Zellpelled in 350l Lysepuffer (RA1-
Puffer) mit 10%3-Mercaptoethanol gut resuspendiert und kraftig gehti Das Lysat wird
durch eine 0,9mm Spritzenkanile homogenisiert (§gj. und in einen NucleoSpin®-
Filter Gberfihrt. Durch Zentrifugation fir 1min b&L000 x g wird das Lysat filtriert.
Durch Zugabe von 350ul Ethanol (70%) und kraftiyeschen werden verbesserte RNA-
Bindungsbedingungen fir den folgenden Schritt gaféeh. Das Lysat wir nun auf die
NucleoSpin® RNA II-Saule in einem 2ml Zentrifugehréhen Uberfuhrt. Bei der
Zentrifugation fur 30 Sekunden bei 11000 x g bindiet RNA an die Saule. Das Filtrat
wird verworfen und die Saule in ein neues Zentefughrchen tberfuhrt. Durch Zugabe
von 350ul MDB (Membrane Desalting Buffer) und ansftender Zentrifugation fir 1min
bei 11000 x g wird die Saulenmembran entsalzt, wddein effektiverer DNA-Verdau
ermoglicht wird. Fir den DNA-Verdau werden 95pihez rDNase-L6sung bestehend aus
10ul rDNase und 90ul Reaktionspuffer) auf die Sagégeben und fur 15min bei
Raumtemperatur inkubiert. Um die rDNase zu inaktien, wird die Saule mit 200ul RA2-
Puffer fir 30sec bei 11000 x g zentrifugiert. Dicdu® wird in ein neues
Zentrifugenrdéhrchen Uberfihrt und zweimalig mit RRG@ffer durch Zentrifugation fur
30sec bzw. 2min bei 11000 x g gewaschen. Die Séintenun in ein steriles RNase-freies
Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Mit 60ul RNase-frei®Vasser wird durch Zentrifugation
fur 1min bei 11000 x g die aufgereinigte isoliedRNA aus der Saule eluiert und sofort auf
Eis gekuhlt. Fir die RNA-Gehaltsbestimmung wird Aliquot entnommen und die tbrige
RNA wird bis zur weiteren Verwendung bei -80°C geld.

3.2.6.8.3 Bestimmung des RNA-Gehaltes:

Die RNA-Konzentration wird Uber die Messung detisghen Dichte (OD) bei einer
Wellenlange von 260nm bestimmt. Hierzu wird dasbenaliquot im Verhéltnis 1:5 bzw.
1:10 mit RNasefreiem Wasser verdunnt. 50ul der tvanten Probe werden in eine
Einmal-Photometerklvette tUberfuhrt und die optisbiehte der Losung bei 260nm wird

in einem Photometer gemessen.
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Die RNA-Konzentration errechnet sich durch folge@leichung:

C [ug/ml] = ODeox VX F
(wobei gilt: ¢ = Konzentration, Olgy = Absorption bei 260nm, V = Verdinnungsfaktor, F
= Multiplikationsfaktor = 40 fur RNA).
Das Verhaltnis der optischen Dichte bei 260nm zu @B bei 280nm zeigt eventuelle
Proteinkontaminationen der Probe an und sollte piateinfreie RNA-Proben bei 1,8

liegen.

3.2.6.8.4 cDNA-Synthese/Reverse Transkription:

Die RNA- Umschreibung in cDNA wird mit Hilfe des dmscriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Sample Kit (Roche, Penzberg, Deutschlaadh den Herstellerangaben wie
folgt durchgefuhrt:

Vor der cDNA-Synthese wird der PCR-Cycler (BioR&tlinchen, Deutschland) auf 65°C
vorgewarmt, alle Reagenzien werden aufgetaut, kaemtrifugiert und wahrend der
gesamten Pipettierarbeit auf Eis gelagert. Zunaetrdt pro Probe ein Proben-Primer-Mix
bestehend aus 500ng RNA, 2,5uM Oligo-dT-18-Primeat nucleasefreiem Wasser mit
einem Gesamtvolumen von 11,4ul in nucleasefreieliR-R€aktionsgefal3en auf Eis
angesetzt. Der Proben-Primer-Mix wird dann fur 1®inei 65°C im PCR-Cycler erhitzt,
um sekundare RNA-Strukturen zu denaturieren. Dansici der Mix sofort auf Eis
gekuhlt. Nach Zugabe von Mg&Ruffer (8mM), RNase-Inhibitor (20U), Nucleotid-Mix
(ImM), DTT (5mM) und Reverse Transkriptase (10U)ydwider Ansatz mit einem
Gesamtvolumen von 20ul vorsichtig durchmischt uind30min bei 45-55°C im Thermo-
Cycler inkubiert. Die Reverse Transkriptase wirdhrdurch Erhitzen auf 85°C fir 5min
inaktiviert. Die Reaktion wird auf Eis gestoppt.eDéDNA wird 1:5 mit nucleasefreiem

Wasser verdiinnt und bis zur weiteren Verwendung28giC gelagert.

3.2.6.8.5 Quantitative Real-Time-PCR:

Die quantitative Real-Time-PCR wird mittels PoweYBR® Green PCR Mastermix
(Applied Biosystems) in dem Mx3000kReal-Time-PCR-Cycler (Stratagene)
durchgefihrt. Die spezifischen Oligonukleotide fas jeweilige Gen werden zuvor mit
Hilfe der Primer3-Input 0.4.0-Software ausgewaliiir jedes Primerpaar wird ein
Supermix nach folgendem Rezept angesetzt: Pro P@&R{A mit einem

Reaktionsvolumen von 20ul werden 10ul Power SYBR®e@ PCR Mastermix (Applied
Biosystems), 0,5ul Vorwarts-Primer (400nM), 0,5plicRwarts-Primer (400nM) und 8ul
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nucleasefreies Wasser zu einem Supermix vermengtchst werden 19ul des Supermix
luftblasenfrei in jedes PCR-Reaktionsgefald (Stupds von Stratagene) pipettiert, danach
wird je 1ul der verdinnten cDNA hinzugegeben. Je8asatz wird in Triplikaten
durchgefuhrt. Um die Bildung von Primer-Dimeren odeine Verunreinigung des
Supermixes z.B. durch Handhabung oder verunreihigseingen auszuschliel3en, wird pro
Supermix zusatzlich ein Kontroll-Ansatz (NTQ) template_ontrol) pipettiert, bei der die
cDNA durch nucleasefreies Wasser ersetzt wird. ®eél3e werden mit Deckeln (Strip-
Caps von Stratagene) verschlossen und in den Rea-FCR-Cycler (Mx3000¥,
Stratagene) eingesetzt. Das Programm besteht lgesndien Bedingungen: Einem initialen
Denaturierungszyklus fur 10min bei 95°C, 40 Zyklbastehend aus jeweils einem
Denaturierungsschritt fir 30sec bei 95°C, einem eatingschritt fir 1min bei 60°C und
einem Elongationsschritt fir 30 Sekunden bei 72A@ a@inem finalen Zyklus bestehend
aus einem Denaturierungsschritt fir 30 Sekunder®b¥C, einem Annealingschritt fur 1
Minute bei 60°C und einem weiteren Denaturieruniggdtr 30 Sekunden bei 95°C.

Die Bestimmung des Schwellenwert-Zyklus (Ct, trédhaycle), d.h. der Zyklus bei dem
die Fluoreszenz erstmalig signifikant Uber die Eiigtundfluoreszenz ansteigt, und die
weitere Auswertung erfolgt mit der Mx3000P-Softwaf8tratagene). Die Software
ermittelt die relativen Expressionsunterschiede hnater AACt-Methode: Hierbel
beschreibtACt die Differenz zwischen dem Ct-Wert des Zielgensl dem Ct-Wert des
Housekeeping-Gens Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Delggiase (GAPDH) in einer
Probe. Die Differenz deACt-Werte der behandelte Probe und der unbehanBettiee
(Kalibrator) wird alsAACt-Wert bezeichnet. Der relative Expressionsunieest (R)
zwischen den zu vergleichenden Proben wird mitemel R = 2*“! berechnet.

Nach der PCR werden die PCR-Produkte zur Kontreléktrophoretisch in einem 1%

Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid angeféarid mit einem Foto dokumentiert.

3.2.7 Statistik:

Die hier vorgestellten Ergebnisse sind jeweils Mligtelwerte + Standardabweichung
angegeben. Die Signifikanz der durch die Behandlumduzierten Veranderungen
gegeniber unbehandelten Kontrollen wurde mit deseifgen t-Test nach Student
bestimmt. Als Statistikprogramm wurde Microsoft Ekwerwendet In den Diagrammen
sind signifikante Unterschiede mit * (P < 0.05) umithstsignifikante Unterschiede mit **
(P < 0.01) angegeben.
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4. Ergebnisse:

4.1 Ergebnisse zur intrazellularen Aufnahme (Influy, Distribution, Akkumulation

und Efflux von Hypericin in bzw. aus renalen Karzinomzellen:

4.1.1 Ergebnisse der Hypericin-Influx und —Effluxddrsuchungen:

Die Untersuchungen zum Hypericin-Influx bzw. Effleeigen, dass die Intensitat der
intrazellularen Hypericinfluoreszenz mit zunehmentikubationsdauer ansteigt. So ist
bereits nach einmindtiger Inkubationsdauer einaanallulare Hypericinfluoreszenz

nachweisbar, deren Intensitat etwa 27-30% der Bimenzintensitat nach einstindiger
Inkubation betragt. Mit zunehmender Zeitspannenrenstindiger Inkubation nimmt die

die intrazellulare Hypericinfluoreszenz langsam(sibhe Abb.13), wobei auch 48 Stunden
nach der Inkubation noch ca. 34-44% der Fluoresatasitat nachweisbar sind. Die
Zunahme der Fluoreszenzintensitat erfolgt demnekhedler als die Abnahme (siehe Tab.
3 und Abb.14).

-
-

Abbildung 13: Fluoreszenzmikroskopische Bilder deéfypericin-Efflux aus renalen
Karzinomzellen. Dargestellt ist die Fluoreszenz wypericin-EtOH (A, B, C) und Hypericin-
PVP (D, E, F) in A498-Zellen 4h (A, D), 24h (B, Bhd 48h (C, F) nach einer einstindigen
Inkubation mit einer 10puM-en Hypericin-Losung (tBaeluoreszenz = Kernfarbung mit DAPI,
rote Fluoreszenz = Hypericin, Vergré3erung 200x).

58



Tabelle 3: Hypericin-Influx und —Efflux in bzw. ausumanen renalen Karzinomzellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte der intrazelluldré&luoreszenzintensitaten des Hypericins
[Grauwert] sowie deren prozentualer Anteil an dé&roFezenzintensitat nach 60 Minuten
Inkubation zu verschiedenen Zeitpunkten wahrendeilestiindigen Inkubation (Influx) und

nach der Inkubation (Efflux) mit 10uM Hypericin-BtODbzw. Hypericin-PVP. Den Daten

liegen drei unabhéngig voneinander durchgefuhrigeErmente zu Grunde.

Hyp-EtOH Hyp-PVP
Fluoreszenz- prozent. |Fluoreszenz- prozent.
intensitat Anteil intensitat | Anteil

1 min 61,7 27% 65,0 30%
X 10 min 56,1 25% 72,5 33%
€ 20 min 100,4 44% 134,6 62%

30 min 117,3 52% 125,9 58%

60 min 226,4 100% 216,9 100%
3 1440 min 112,5 50% 83,1 38%
T 2880 min 76,9 34% 96,3 44%

Fluoreszenzintensitat

Zeit [mip]

Abbildung 14: Hypericin-Influx und —Efflux in bzwaus humanen renalen Karzinomzellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte der intrazelluldréluoreszenzintensitat [Grauwerte] des
Hypericins in Abhangigkeit von der Inkubationsz€ibflux) bzw. der Zeitspanne nach
einstiindiger Inkubation (Efflux) mit L0uM HyperieEtOH bzw. 10uM Hypericin-PVP.

Das wasserunldsliche Hypericin-EtOH und das wadskrhe Hypericin-PVP zeigen
ein ahnliches Influx- und Effluxverhalten, wobed@geh sowohl Influx als auch
Efflux von Hypericin-PVP tendenziell schneller ddgbals von Hypericin-EtOH.
Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant.
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------ - Ergebnisse ----------msmsmm e

4.1.2 Ergebnisse zur intrazellularen Hypericin-bBligttion:

Nach der intrazellularen Aufnahme wird die intréaérre Distribution des Hypericins,
insbesondere die Akkumulation des Hypericin in geisdenen Zellkompartimenten wie
dem Kern, dem Endoplasmatischen Retikulum und déockbondrien untersucht. Die
Aussagen zum intrazellularen Akkumulationsverhaldes Hypericins basieren auf

Kolokalisationsexperimenten.

4.1.2.1 Hypericin-Akkumulation im Zellkern:

Eine Akkumulation von Hypericin im Zellkern ist ilRahmen dieser Arbeit zu keinem
Zeitpunkt nachweisbar. Weder die FluoreszenzerHyggricin-PVP noch des Hypericin-
EtOH sind innerhalb der verwendeten Inkubationsreiimit der Fluoreszenz des
Kernfarbstoffes DAPI kolokalisiert (siehe Abb. 13)

4.1.2.2 Hypericin-Akkumulation im Endoplasmatischetikulum:

Sowohl das wasserunlésliche Hypericin-EtOH als adeh wasserlosliche Hypericin-PVP
akkumulieren intrazellular im Endoplasmatischen ilRéim in einer zeitabhangigen
Weise (siehe Abb. 15).

Abbildung 15: Fluoreszenzbilder zur Akkumulationnvidypericin im Endoplasmatischen
Retikulum in renalen Karzinomzellen. Die Abbildungezeigen die Kolokalisation der
Fluoreszenz von Hypericin-EtOH (A,B,C) bzw. Hypani®VP (D, E, F) mit der Fluoreszenz
des FITC-markierten BIP nach 10-minutiger (A, Dach 60-mindtiger (B, E) und 24-
stundiger (C, F) Hypericin-Inkubation (griine Fluswenz = FITC-konjugierter Antikdrper
gegen BIP, rote Fluoreszenz = Hypericin, gelbe ispenz = Kolokalisation von Hypericin
und FITC, blaue Fluoreszenz = Kernfarbung mit DAR#rgroRerung 400x).

Dabei ist eine Zunahme der Akkumulation mit stedgminkubationsdauer bis zu einer
Stunde nachweisbar, wahrend bei langeren Inkulsst@ten (drei Stunden bis 24

Stunden) die Akkumulation wieder abnimmt. Die Kdadbkation der Fluoreszenzen von
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Hypericin-EtOH und dem fluoreszenzmarkierten Immahglin-bindenden Protein (BIP)

nimmt im Vergleich zu Hypericin-PVP schneller zaegcht hbhere maximale Werte nach

einer Stunde Inkubationszeit und nimmt langsamexden ab. So ist nach bereits 10

Minuten eine ca. 63%-ige Kolokalisation der Fluaessen von Hypericin-EtOH und BIP
im Vergleich zu 34% bei Hyp-PVP nachweisbar. NaictereStunde sind 97% bzw. 91%
und nach 24 Stunden 88% bzw. 69% der BIP-Fluoregsreih Hyp-EtOH bzw. —PVP

kolokalisiert (siehe Tab. 4 und Abb. 16).

Tabelle 4: Akkumulation von Hypericin und dem Enkgmatischen Retikulum in renalen
Karzinomzellen. Dargestellt ist die Kolokalisatials prozentualer Anteil der roten Hypericin-
Fluoreszenz (Hyp-PVP bzw. Hyp-EtOH) innerhalb detingn Fluoreszenz des FITC-
markierten Immunglobulin-bindenden Proteins in Atdigkeit von der Inkubationszeit des
Hypericins. Den Daten liegen drei unabhangig vomedter durchgefiihrte Experimente zu

Grunde.
Inkubationszeit [min]] Hyp-EtOH/FITC] Hyp-PVP/FITC
0 0% 0%
10 63% 34%
30 72% 7%
60 97% 91%
1440 88% 69%

Immunglobulin bindendes Protein (BIP)

g 100
Q
E 80
% 60
c
= / /
§ 40
T / / —e— Hyp-BOH
;g_ / —=— Hyp-PWP
(0] :
(@] 10 30 60 1440
Zeit [min]

Abbildung 16: Akkumulation von Hypericin im Endoplaatischen Retikulum in renalen
Karzinomzellen. Dargestellt ist die Kolokalisatials prozentualer Anteil der roten Hypericin-
Fluoreszenz (Hyp-PVP bzw. Hyp-EtOH) innerhalb detingn Fluoreszenz des FITC-
markierten Immunglobulin-bindenden Proteins in Addigkeit von der Inkubationszeit [min]

des Hypericins. Den Daten liegen drei unabhangitev@mnder durchgefiihrte Experimente zu

Grunde.

61



4.1.2.3 Akkumulation von Hypericin in den Mitochaoisth

Eine 50-60%-ige Kolokalisation der Fluoreszenz \Wypericin-EtOH bzw. Hypericin-
PVP mit der Fluoreszenz des spezifischen Mitochendrarkers Rhodamin-123 ist in

renalen Karzinomzellen mittels Fluoreszenzmikrosko@mchweisbar (siehe Abb.17).

Abbildung 17: Kolokalisation von Hypericin mit dévitochondrien. Die Abbildungen zeigen
die Kolokalisation der Fluoreszenz von Hypericit®Et (A) bzw. Hypericin-PVP (B) mit der
Fluoreszenz des Mitochondrienmarkers Rhodamin-328né Fluoreszenz = Rhodamin-123,

rote Fluoreszenz = Hypericin, gelbe Fluoreszenz elokalisation von Hypericin und
Rhodamin-123, VergréRerung 200x).

4.1.3 Ergebnisse zum Rhodamin-123-Efflux aus renkkrzinomzellen:

Um einen mdglichen Einfluss von Hypericin auf diktikitat von MDR-Transportern z.B.

p-Glykoprotein (Pgp) zu Uberprifen, werden Rhodab#8-Effluxstudien durchgefihrt.

Rhodamin-123 ist ein spezifisches TransportsubstatPgp. Es diffundiert passiv durch
die Zellmembran, akkumuliert in den Mitochondriezbénder Zellen und wird durch
Bindung an Pgp aktiv aus der Zelle transportierirdWie Bindung an Pgp verhindert oder
deren Aktivitat gehemmt, so verbleibt das RhodatiiB-in der Zelle.

Die Ergebnisse aus den Effluxstudien zeigen, daked&min-123 aus A498-Zellen

transportiert wird (siehe Abb. 18).
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Abbildung 18: Fluoreszenzbilder zum Rhodamin-128e&f aus humanen renalen
Karzinomzellen. Dargestellt sind exemplarische Fédsaenzbilder fiir Zellen ohne Hypericin-
Behandlung (A, D) und mit Hypericin-EtOH- (B, E)vzHypericin-PVP-Behandlung (C, F)
zu Beginn der Effluxzeit (A, B, C) und nach 180 Mien Effluxzeit (D, E, F) (griine
Fluoreszenz = Rhodamin-123; rote Fluoreszenz = Hgipe gelbe Fluoreszenz =
Kolokalisation von Hypericin und Rhodamin-123, Vi@igerung 200x).

Die Transportgeschwindigkeit nimmt unabhangig voer dvVersuchbedingung mit
zunehmender Zeitspanne nach der Inkubation abe(gibb. 19 bzw. Tab. 5).

100
—e— Hyp-BOH MVorinkubation
—_ —a— Hyp-BOH zeitgleiche Inkubation
& 8
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°
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Abbildung 19: Rhodamin-123-Efflux aus humanen renaKarzinomzellen mit und ohne
Hypericin-Behandlung. Dargestellt ist die Fluoreszetensitdt [%] von Rhodamin-123 in
Abhéangigkeit von der Effluxzeit [min] nach der Iddation fur Zellen ohne
Hypericinbehandlung (rot), Zellen mit Hypericin-PABehandlung (griin) und Zellen mit
Hypericin-EtOH-Behandlung (blau). Den Daten liegettei unabhdngig voneinander
durchgefiihrte Experimente zu Grunde.
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Tabelle 5: Rhodamin-123-Efflux aus humanen rendarzinomzellen. Dargestellt sind die
ermittelten Fluoreszenzintensitaten [%] von Rhode&®3 zu Beginn (0 Minuten) und nach
90 bzw. 180 Minuten Effluxzeit in Zellen mit und rah Hypericinbehandlung. Den Daten
liegen drei unabhéngig voneinander durchgefuhrigeErmente zu Grunde.

Fluoreszenzintensitat von Rhodamin-123
nach O min| nach 90min nach 180 min
ohne Hypericin 100% 14,4% 7,5%
Vorinkubation 100% 27,9% 10,9%
Hyp-PVP L .
zeitgleiche Inkubation 100% 21,2% 10,6%
Vorinkubation 100% 23,0% 17, 7%
Hyp-EtOH _ . .
zeitgleiche Inkubation 100% 24,8% 17,2%

Innerhalb der ersten 90 Minuten werden bereits 85¢&s Rhodamins aus Zellen ohne
Hypericinbehandlung eliminiert, nach drei Stundew $ediglich 7,5% der ursprtinglichen
Rhodaminfluoreszenz in den Zellen vorhanden. Zelidie mit Hypericin behandelt
wurden, enthalten nach drei Stunden mehr Rhoda@8ndls unbehandelte Zellen. So
betragt die Fluoreszenzintensitat zu diesem Zekiplei Zellen nach Hypericin-PVP-
Behandlung noch 10,9% (nach Hyp-Vorinkubation) bA/,6% (nach gleichzeitiger
Inkubation von Hyp und Rhodamin-123). Zellen, diet tdypericin-EtOH behandelt
wurden, enthalten im Vergleich zur Ausgangsmengsgh rdrei Stunden mit 17,7% bzw.
17,2% die hochsten Fluoreszenzintensitaten von &nhod123 (siehe Tab.5).

4.2 Untersuchungsergebnisse zu den Effekten von pbaktiviertem und nicht

photoaktiviertem Hypericin auf renale Karzinomzellen:

4.2.1 Ergebnisse zu den Dunkelwirkungen von Hyjperaf den Zellmetabolismus von

renalen Karzinomzellen:

Die Effekte von Hypericin auf den Zellmetabolismwsrden mittels MTT-Test untersucht.
Den Daten liegen mindestens drei unabhangige Vieesmit je 12-20 Wiederholungen zu
Grunde.

Um den alleinigen Effekt von Hypericin auf A498-l&&l zu untersuchen, werden
Dunkelversuche durchgefihrt. Die Hypericinbehangdlunter Lichtausschluss zeigt dabei
keinen hemmenden Effekt auf den Zellmetabolismus.Z2llen, die mit hohen Hypericin-

konzentrationen (25 und 50uM) inkubiert werden,seeiin Abhangigkeit zur Hypericin-

Konzentration eine signifikant gesteigerte metadmble Aktivitat gegenuber den Zellen
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ohne Hypericinbehandlung auf (siehe Abb. 20A). Aminffen Tag nach der
Hypericinbehandlung ist kein signifikanter Untergch zwischen dem Metabolismus
unbehandelter und hypericinbehandelter Zellen ers@an(siehe Abb. 20B).
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Abbildung 20: Dunkelwirkung von Hypericin auf dieembolische Aktivitdt von renalen
Karzinomzellen. Dargestellt ist die Optische Dicliteei 550nm-690nm) als Maf fir die
metabolische Aktivitdt von A498-Zellen einen Tag) (und finf Tage (B) nach einer
Behandlung ohne, mit 25uM oder 50uM Hypericin uritenklen Bedingungen (max. 20Ix).
Den Daten liegen drei unabhangig voneinander deftingte Experimente zu Grunde (**
p<0,01).

4.2.2 Untersuchungsergebnisse zu den Wirkungermpkiotoaktiviertem Hypericin auf den

Zellmetabolismus von renalen Karzinomzellen:

Wahrend die alleinige Hypericinbehandlung unterhtatisschluss keinen hemmenden
Effekt auf die metabolische Aktivitat der renalemrkinomzellen hat, zeigt sich unter
Lichteinfluss ein vollig gegensatzliches Bild.

Zunachst werden A498-Zellen (siehe Abb. 21A) ohmev.bmit mittleren Hypericin-
Konzentrationen (5 und 10uM) behandelt und fir 2@.80 Minuten beleuchtet. Es zeigt
sich, dass unabhangig von der verwendeten Konzemtrand Beleuchtungsdauer die
Hypericinbehandlung in Kombination mit der Beleuwoig zu einem nahezu 100%-igen
Abfall des Zellmetabolismus fuhrt. Eine Zunahme otabolischen Aktivitat funf Tage
nach der Behandlung lasst sich nicht nachweisehdshbb. 21B).

Bei sehr geringen Hypericin-Konzentrationen (0,25 1HM) ist eine von der
Hypericinkonzentration abh&ngige Abnahme der méistien Aktivitdt der Zellen
erkennbar (siehe Abb. 21C). Bei Zellen, die mit50hs 0,75uM Hypericin und einer 10-
minutigen Beleuchtung bzw. mit 0,25uM Hypericin ugider 20-mindtigen Beleuchtung
behandelt werden, haben gegeniber der Kontrollee dHgpericinbehandlung einen

signifikant erniedrigten Zellmetabolismus (siehebAlR1C), der jedoch bis zum flinften
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Tag nach Behandlung ansteigt (siehe Abb. 21D). &tabolische Aktivitdt von A498-
Zellen betragt einen Tag nach einer Behandlunglpk! Hypericin in Kombination mit
einer 10-mindtigen Beleuchtung nur noch 10% im V&olp zu unbehandelten Zellen und
nimmt bis zum flnften Tag nicht zu. Durch eine 2ivitige Beleuchtung der Zellen bei

gleicher Hypericin-Behandlung (1uM) ist keine metiggche Aktivitdt mehr messbar.
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Abbildung 21: Wirkung von photoaktiviertem Hypericauf die metabolische Aktivitat von
renalen Karzinomzellen. Dargestellt ist die Optesddichte bei 550-690nm als Mal3 fiir die
metabolische Aktivitdt von A498-Zellen einen Tag, @) und finf Tage (B, D) nach einer
Behandlung ohne bzw. mit Hypericin in Kombinatiorit miner Beleuchtung. A, B) Nach
Behandlung der Zellen mit mittleren Hypericin-Konmationen (25 und 50pM) in
Kombination mit 20- bzw. 30-minutiger Beleuchtungnkmt die metabolische Aktivitat
unabhangig von der Hypericin-Konzentration und Beleungsdauer zum erliegen. B) Bei
einer Behandlung der Zellen mit Licht (10 bzw. 20miund geringen Hypericin-
Konzentrationen (0,25uM, 0,5uM, 0,75uM bzw. 1,0phMinmt die metabolische Aktivitat
hypericinbehandelter Zellen gegeniber der der wnbditen Zellen mit zunehmender
Konzentration ab. Ab einer Behandlung mit 1uM HygiarLosung und 20-minltiger
Beleuchtung ist keine metabolische Aktivitat melassbar.

4.2.3 Versuchsergebnisse zu den Dunkeleffekten vbiypericin  auf die

Koloniebildungsfahigkeit von renalen Karzinomzellen

Die Untersuchungen zur Koloniebildung zeigen keihemmenden Effekt von Hypericin
auf die Koloniebildungsfahigkeit von renalen Kaammzellen unter Lichtausschluss. So
bilden A498-Zellen ohne Hypericinbehandlung aus 2b58gangszellen innerhalb von 12
bis 15 Tagen im Mittel 65 Kolonien, wahrend hypeiehandelte A498-Zellen binnen
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dieses Zeitraumes aus der gleichen Ausgangszelinatittel 58 Kolonien bilden. Die so
genannte Plating Efficiency, ermittelt durch deno@enten aus der Anzahl der gebildeten
Kolonien und der Ausgangszellzahl (250 Zellen) rdugit fir hypericinbehandelte Zellen
0,23 und fur Zellen ohne Hypericinbehandlung 0siéhe Abb. 22).

05

Plating Efficiency S/SO
—

ohne Hypericin mit Hypericin

Abbildung 22: Dunkelwirkung von Hypericin auf dieokoniebildungsfahigkeit von renalen
Karzinomzellen. Dargestellt ist die so genanntiRy Efficiency S/SO von A498-Zellen 12
Tage nach einer Behandlung ohne bzw. mit 50uM Hgjpeunter dunklen Bedingungen
(max. 30Ix) mit S = Anzahl der gebildeten Koloniemd SO = Ausgangszellzahl. Die
Koloniebildungsfahigkeit von hypericinbehandeltenell@n ist gegeniber der der
unbehandelten Zellen insignifikant erniedrigt.

4.2.4 Untersuchungsergebnisse zur Apoptoseindulkdioech Hypericin in Kombination

mit bzw. ohne Beleuchtung in renalen Karzinomzellen

Die Apoptoserate in Folge von Hypericinwirkung wirittels TUNEL-Test bestimmt. Der
TUNEL-Test (Terminal deoxynucleotidyl transferase-oR+nick-end-labeling) basiert auf
der Fluoreszenzmarkierung von DNA-Strangbricherckéends) durch Bindung des
Fluorescein-dUTPs an die freien 3’ OH-Enden der OfiAgmente.

In A498-Zellen, die mit hohen Konzentrationen vonypricin (50uM) unter

Lichtausschluss behandelt werden, kann mittels TUNEst keine Apoptose
nachgewiesen werden. Werden hypericinbehandelteB-X48en jedoch beleuchtet (10
Minuten), ist eine Apoptoseinduktion auch schon deingen Hypericinkonzentrationen
(10uM) in 100% der Zellen nachweisbar (siehe AlY). 2
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Abbildung 23: Apoptosenachweis in hypericinbehareaelA498-Zellen mittels TUNEL-Test.
In 100% der Zellen, die mit 10 uM Hypericin behahaeaurden, kann nach einer Beleuchtung
(10 Minuten) Apoptose nachgewiesen werden (A). Bypericinbehandlung auch mit hohen
Konzentrationen (50uM) der A498-Zellen induziernet.ichteinwirkung keine Apoptose (B)
(grine Fluoreszenz = TUNEL-Reagenz, Vergréerurx20

4.2.5 Ergebnisse des Singulett-Sauerstoff-Nachméigls redoxsensitivem GFP:

Messung der intrazellularen Redoxbedingungen vdrwiihrend einer Photodynamischen
Therapie (PDT) mit Hypericin:

Bei der Photodynamischen Therapie mit Hypericirstahmen intrazellular hoch reaktive
Sauerstoffspezies (ROSeactive _aygen gecies) vor allem Singulettsauerstoff. Der
intrazellulare Redoxzustand vor und wéahrend eii®ZF Bhit Hypericin wird mit Hilfe von
redoxsensitivem GFP (roGFP) gemessen. Es wurdeNgnsuchsansatz drei voneinander
unabhangige Experimente durchgefuhrt, deren Ergebnkongruent zueinander sind.
Aufgrund der Darstellungsweise werden im Folgenden Ergebnisse exemplarischer
Messungen vorgestellt.

Zur Uberprufung der Funktionalitat des roGFP werdestmessungen durchgefiihrt.
Hierzu wird zunachst der Grundzustand (Baseline)imteazellularen Redoxbedingungen
der transfizierten A498-Zellen ermittelt. Das Vdth& der Fluoreszenzintensitaten bei
395nm/470nm (Ratio) betragt im regularen Redoxnastza. 370 bis 380. Nach Zugabe
einer 10mM DTT-L6sung nimmt die Fluoreszenzinteitsiiei 470nm zu und damit der
Quotient 395nm/470nm auf ca. 360 ab. Nach Zugaher &mM HO,-Losung steigt die
Fluoreszenzintensitat bei 395nm und damit der @uot895nm/470nm auf ca. 850 stark
an. Nach Elimination des-B, aus dem System nimmt die Fluoreszenz bei 395nmewie
langsam ab. Die Anderung der Ratio nach ZugabeHx®y ist groRer als nach Zugabe
von DTT (siehe Abb. 24:).
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Abbildung 24: Testmessung zur Uberpriifung der Fonklitat des roGFP und zur Ermittlung
der Baseline des intrazellularen RedoxzustandesmibrroGFP transfizierten A498-Zellen.
Exemplarisch dargestellt ist das Verhaltnis deloFdazenzintensitaten bei 395nm/470nm utber
die Zeit (Anzahl der Messungen [Messung/5sec]). Biaseline betragt im reguléaren
Redoxzustand ca. 370. Nach Zugabe einer 10mM DT8uhg nimmt der Quotient
395nm/470nm auf ca. 360 ab. Nach Zugabe einer 5mM,-Hosung steigt der Quotient
395nm/470nm auf ca. 850 stark an. Nach Eliminades HO, aus dem System nimmt die
Fluoreszenz bei 395nm wieder langsam ab.

Nach der Testmessung wird in einem neuen Ansatzenieigentlichen Versuchsmessung
begonnen. Das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitéde 395nm/470nm betragt bei dieser
Messung im reguldren Redoxzustand ca. 384. Nachliigon 5mM HO; in das System
nimmt der Quotient der Fluoreszenzintensitaten38&nm/470nm auf im Mittel 577 zu.
Nach Entfernung des J, aus dem System wird der urspringliche intrazekula
Redoxzustand wieder hergestellt und der Quotient Eeoreszenzintensitaten bei
395nm/470nm geht auf den Basiswert zurtick. NachZdglabe einer 10uM Hypericin-
EtOH-L6sung und anschlieBender ca. 10-minitigee@gitung kann eine Zunahme der
Fluoreszenzintensitat bei 395nm bzw. 395nm/470nrh 86 gemessen und damit

intrazellulare ROS nachgewiesen werden (siehe Taid6Abb.25).
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Tabelle 6: Verhaltnis der Fluoreszenzintensitéatem ®5nm/470nm fur A498-Zellen im
reguldaren Redoxzustand (Baseline), nach ZugabelOpt Hypericin-EtOH in Kombination
mit einer 10-minttigen Beleuchtung und nach Zugabe 5mM HO,. Dargestellt sind die
Maximalwerte so wie die Mittelwerte mit Standard&ithung der Ratio einer Messung.

Baseling H,0, Hyp
Maximalwert 389 587 563
Mittelwert 384 577 556
Standardabweichung 2,76 7,41 5,50

Beleuchtung

i ~
800 J/,o&/c .
7y %
H,0, 'O//K'e;;; . ROS

200

Fluoreszenzintensitat
395nm/470nm

0]

1 63 125 187 249 311 373 435 497 559 621 683 745 807 869 931 993

Anzahl der Messungen

Abbildung 25: Messung des intrazellularen Redoxaudes von mit roGFP transfizierten
A498-Zellen nach Hypericinapplikation in Kombinatianit Beleuchtung. Dargestellt ist das
Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten bei 395n6m4Y Uber die Zeit (Anzahl der Messungen
[Messung/5sec]). Nach der Ermittlung der Baselinedwzur Kontrolle eine 5mM bD,-
Lésung in das System gegeben und eine Zunahmeadier Iieobachtet. Nach Elimination des
H,0, aus dem System wird der urspringliche intraze#tuRedoxzustand wieder hergestellt
und der Quotient der Fluoreszenzintensitaten b&8nB#470nm geht auf den Basiswert von
380 zuriick. Nach der Zugabe einer 10uM Hyperici@He 6sung und anschlieRender
Beleuchtung (ca. 10min) kann eine Zunahme der Ekmmnzintensitat bei 395nm bzw.
395nm/470nm gemessen werden.

Bei mit roGFP transfizierten A498-Zellen, die 24u&len vor der Messung mit 10uM
Hypericin-EtOH inkubiert wurden, ist eine Ermittlyidles reguléren Redoxzustandes nicht
maoglich, weil das Hypericin die Messungen von Bagan konfundiert. Das Verhéltnis der

Fluoreszenzintensitaten bei 395nm/470nm steigtrivalle der ersten zwei Messungen (ca.
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10 Sekunden) steil an und bleibt wahrend 12 weitdlessungen (ca. 60 Sekunden) auf
einem Plateau von im Mittel 867. Innerhalb der &eh 7 Messungen (ca. 35 Sekunden)
nimmt das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitatar8BBnm/470nm stark bis auf ca. 400
ab, in den folgenden Messungen ist eine weitenedgg@ Abnahme der Ratio messbar
(siehe Abb. 26).

Fluoreszenzintensitat
395nm/470nm

1 35 7 91113151719 21 23 2527 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53
Anzahl der Messungen

Abbildung 26: Messung des intrazellularen Redoxaudes von mit roGFP transfizierten
A498-Zellen nach 24-stindiger Vorinkubation mit L Hypericin. Dargestellt ist das

Verhaltnis der Fluoreszenzintensitdten bei 395n0mAY Uber die Zeit (Anzahl der

Messungen, 1 Messung alle 5 Sekunden). Das Verhattar Fluoreszenzintensitat bei
395nm/470nm steigt innerhalb der ersten zwei Megsursteil an, verbleibt wéahrend ca. 7
Messungen auf einem Plateau und fallt im Folgermerichst steil und dann langsam stetig
ab.

4.3 Ergebnisse aus den Bestrahlungsversuchen:

4.3.1 Untersuchungsergebnisse zur Wirkung von Heimerin Kombination mit

Bestrahlung auf den Zellmetabolismus von renalerzikamzellen:

Die Effekte von Hypericin auf den Zellmetabolismwsrden mittels MTT-Test untersucht.
Der Nachweis des Zellmetabolismus mit Hilfe des MIM@&sts beruht auf der
metabolischen Umwandlung des gelben, wasserléslicheEarbstoffes 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid(MTT) in ein blau-violettes,

wasserunlésliches Formazan. Die Menge des umgesdtarbstoffs, die Uber die optische
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Dichte bei 550-690nm gemessen wird, entspricht @Glgkolyserate der Zellen und ist

somit ein Mal3 fur die metabolische Aktivitat dedl@e. Den Daten liegen mindestens drei
unabhangige Versuche mit je 10 bis 20 Wiederholorge Grunde. Dargestellt sind die
Mittelwerte und deren Standardabweichungen.

Die mittels MTT-Test ermittelten Daten zeigen efumahme der metabolischen Aktivitat
von Zellen sowohl mit als auch ohne Hypericinbelhamgl vom ersten bis zum 13. Tag
nach der Bestrahlung. Dabei ist die metabolischévA#t hypericinbehandelter Zellen

sowohl am ersten als auch am 13. Tag nach der Behmansignifikant gegeniber dem

Metabolismus von Zellen ohne Hypericinbehandlurigbt (siehe Abb. 27).
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Abbildung 27: Strahlensensibilisiernde Wirkung udwpericin auf den Zellmetabolismus von
renalen Karzinomzellen. Dargestellt ist die metsoble Aktivitit gemessen als optische
Dichte bei 550-690nm von A498-Zellen ohne und mjipeticinbehandlung (50uM) 1 Tag und
13 Tage nach einer Bestrahlung (0-8Gy) (* p = 0*®% = 0,01).

4.3.2 Untersuchungsergebnisse zur Apoptoseinduldioeh Hypericin in Kombination

mit Bestrahlung in renalen Karzinomzellen:

Die Apoptoserate in Folge von Hypericinwirkung wirittels TUNEL-Test bestimmt. Der
TUNEL-Test (Terminal deoxynucleotidyl transferase-oR+nick-end-labeling) basiert auf
der Fluoreszenzmarkierung von DNA-Strangbricherck(ends) durch Bindung des
Fluorescein-dUTPs an die freien 3’ OH-Enden der CdAgmente.

Werden A498-Zellen mit einer Dosis von 2Gy bestraldt in ca. 2,5% der Zellen
Apoptose mittels TUNEL-Test nachweisbar (siehe 2Bh. Es gibt keinen signifikanten
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Unterschied bezuglich der Apoptoserate in Folge v@estrahlung zwischen

hypericinbehandelten Zellen und Zellen ohne Hypabehandlung. Auch hdhere
Strahlendosen induzieren in A498-Zellen wenig Apspt So ist nur in ca. 5% der A498-
Zellen nach einer 4 Gy-Bestrahlung Apoptose nacsivesi

Abbildung 28: Exemplarischer Apoptosenachweis isitBUNEL-Test in A498-Zellen nach
Bestrahlung mit einer Dosis von 2Gy mit (A) bzwneh(B) Behandlung mit 50uM Hypericin
(blaue Fluoreszenz = Kernfarbung mit DAPI; grineidrészenz = TUNEL; Vergrof3erung
200x).

4.3.3 Untersuchungsergebnisse zu den Effekten vgpelitin in Kombination mit

Bestrahlung auf die Koloniebildungsfahigkeit vonaken Karzinomzellen:

Der reproduktive Zelltod wird mit Hilfe des Kolofugdungstests bestimmt. Dabei werden
Zellen, die in einem Zeitraum von 10 bis 15 Zelleyknach der Bestrahlung Kolonien aus
mindestens 50 Tochterzellen bilden kdnnen, atng) tberlebend definiert.

Die Ergebnisse aus dem Koloniebildungstest zeigass eine Bestrahlung in Kombination
mit einer Hypericinbehandlung das klonogene Ubereton A498-Zellen im Vergleich
zu bestrahlten Zellen ohne Hypericinbehandlungingern kann (siehe Abb. 29).
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Abbildung 29: Koloniebildungstest. Exemplarisch gkstellt sind mit Kristallviolett
angefarbte Zellkolonien von A498-Zellen, die au$ 2fspringlich eingesetzten Zellen in 13
Tagen nach vorangegangener Behandlung gebildetewurd) Koloniebildung von Zellen
ohne Hypericinbehandlung und ohne Bestrahlung, B)lomiebildung von Zellen mit
Hypericinbehandlung (50uM) aber ohne Bestrahlund<@oniebildung von Zellen nach einer
Bestrahlung mit 4Gy ohne Hypericinbehandlung, D)akeebildung von hypericinbehandelten
(50uM) Zellen nach einer 4Gy-Bestrahlung.

Ca. 75% der Zellen ohne Hypericinbehandlung Uberiebine Bestrahlung mit 2Gy,
wahrend das klonogene Uberleben von Zellen mitngegangener Hypericinbehandlung
bei gleicher Strahlendosis auf 52% und von Zelkka eine Vor- und Nachbehandlung mit
Hypericin erhalten haben, sogar auf 13% reduzstrtWahrend noch ca. 5% der A498-
Zellen eine hohe Strahlendosis von 6 Gy reproduldierleben, ist eine Reproduktion bei
Hypericin-vor- und nachbehandelten Zellen nachrefitgy-Bestrahlung nur noch in 0,4%
vorhanden (siehe Tab.7 und Abb. 30).

Tabelle 7: Klonogenes Uberleben von renalen Karpizellen nach Radiatio. Dargestellt ist
die klonogene Uberlebensrate [%] von A498-Zelleshaorangegangener Bestrahlung mit
einer Dosis von 0-8Gy in Kombination mit bzw. ohrgpericinbehandlung (50uM) vor (24

Stunden) bzw. vor und nach (10-12 Tage) der Bdsingh

ohne Hyp | Hyp-Inkubation | Hyp- Inkubation
vor RTx vor + nach RTx
0Gy 100% 100% 100%
2Gy 57% 52% 13%
4Gy 22% 11% 2%
6Gy 5% 7% 0%
8Gy 1% 0% 0%
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Die Dosiswirkungsbeziehung zwischen Strahlung ueh ¢lonalen Uberleben der Zellen
kann graphisch in einer so genannten Uberlebensk(Dwosis-Effekt-Kurve) dargestellt
werden. Die Dosis-Effekt-Kurve der bestrahlten AZa8len ohne Hypericinbehandlung
zeigt bei halblogarithmischer Darstellung Charaktidsa einer Schulterkurve, d. h. die
Steigung der Kurve ist im geringen Dosisbereicls (bd. 4Gy) geringer, wahrend die
Uberlebenskurve im héheren Dosisbereich einen exptadlen Verlauf zeigt (Abb.). Bei

den bestrahlten Zellen mit vorangegangener Hypdehandlung ist die Schulter der
Uberlebenskurve etwas schwacher ausgepragt, wahdémdDosis-Effekt-Kurve der

bestrahlten Zellen mit Hypericin-Vor- und Nachbetiiang einen rein exponentiellen
Verlauf ohne Schulterbereich aufweist.
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Abbildung 30: Uberlebenskurve von renalen Karzinelen nach Radiatio. Dargestellt ist das
klonogene Uberleben [%] von A498-Zellen in Abhargig von der applizierten Strahlendosis
[Gy]. A498-Zellen wurden ohne (blaue Kurve) bzwt miner 50pM Hypericinldsung fur 24
Stunden vor der Bestrahlung (rote Kurve) und furS2dnden vor und zwolf Tage nach der
Bestrahlung (griine Kurve) inkubiert und mit eineysiy von 0-8Gy bestrahlt.

4.3.4 Untersuchungsergebnisse zu den Effekten vgpelitin in Kombination mit

Bestrahlung auf die Zellzyklusverteilung von remak&arzinomzellen:

Im Folgenden werden die Ergebnisse der durchflisemtrischen Zellzyklusanalyse
dargestellt (siehe Abb.31). Den Daten liegen eia bwei unabhéngig voneinander

durchgefuhrte Experimente zu Grunde.
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Abbildung 31: Durchflusszytometrische Zellzyklusiisa von renalen Karzinomzellen mit
Propidiumiodid. Dargestellt sind die DNA-Histogrammon A498-Zellen 1 Tag (A, C) und 3
Tage (B, D) nach Bestrahlung mit einer Dosis vory @@t), 2 Gy (schwarz), 4Gy (griin), 6Gy
(blau) bzw. 8 Gy (lila) ohne (A, B) bzw. in Kombiina@n mit (C, D) einer Hypericinbehandlung
(50uM). Dargestellt ist die ermittelte Zellanzahh iAbhangigkeit vom zellularen
Propidiumiodidgehalt.

Der prozentuale Anteil der A498-Zellen ohne Hypebehandlung, die sich drei Tage
nach einer Bestrahlung in der GO/G1-Phase desyk&llz befinden, ist im Vergleich zu
unbestrahlten Zellen héher. Hypericinbehandelte lbestrahlte Zellen akkumulieren im
Vergleich zu unbestrahlten Zellen einen Tag nachktblung vermehrt und nach drei
Tagen vermindert in der GO/G1-Phase.

Drei Tage nach Bestrahlung nimmt der Anteil derdefelohne Hypericinbehandlung, die
sich in der S-Phase befinden, leicht im Vergleioshkontrolle zu, wahrend der Anteil der
hypericinbehandelten Zellen in der S-Phase naclrd&#sng im Vergleich zur Kontrolle
abnimmt.

Sowohl einen Tag als auch drei Tage nach der Bégirg steigt der prozentuale Anteil
der Zellen, die sich in der der G2/M-Phase deszyklis befinden, im Vergleich zur
unbestrahlten Kontrolle strahlendosisabhangig aiesd dosisabhéngige Zunahme ist
sowohl bei Zellen ohne als auch mit Hypericinbelhamgl erkennbar.

Im Mittel befinden sich einen Tag nach Bestrahlueigva 0,7% der Zellen ohne
Hypericinbehandlung in der subG1-Phase, drei Tagh der Bestrahlung steigt der Anteil
auf 1,2% bzw. 1,7% bei hohen Strahlendosen (4 b@®y) an. Etwa 29-37%
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hypericinbehandelter Zellen befinden sich schoneoBestrahlung in der subG1-Phase.
Dieser Anteil nimmt sowohl einen Tag als auch diaje nach Bestrahlung ab.

Des Weiteren weist die Zellzyklusanalyse eine Anmséumg von Zellen nach, die nicht

eindeutig einer Zellzyklusphase zugeordnet werd@nn&n, da der Propidiumgehalt in
diesen Zellen hoher ist als regular in der G2/Mdehdes Zellzyklus. Diese Gruppe von
Zellen wird als unspezifischer Rest bezeichnet ighdbei allen Versuchsbedingungen in
einem Anteil von 11-38% zu finden. Der prozentuaitgeil der Zellen, die dieser Gruppe

zugeordnet werden, nimmt bei Zellen ohne Hypereha@mdlung sowohl am ersten als
auch am dritten Tag nach der Bestrahlung gegeniibbestrahlten Zellen ab. Bei

hypericinbehandelten Zellen steigt der Anteil amitteln Tag gegenuber dem der
unbestrahlten Zellen an (siehe Tab.8 und Abb. 32) .

Tabelle 8: Zellzyklusverteilung von A498-Zellen &g (oben) und 3 Tage (unten) nach einer
Bestrahlung (0Gy-8Gy) ohne (links) bzw. in Kombinat mit (rechts) einer
Hypericinbehandlung (50uM). Dargestellt ist die #mite Zellmenge [%] pro
Zellzyklusphase bezogen auf 100000 gezahlte Zell@ellen, die aufgrund ihres
Propidiumiodidgehaltes keiner Zellzyklusphase eutigezugeordnet werden kénnen, sind als
unspezifischer Rest zusammengefasst.

sub |unspez. sub |unspez.
1d |GO/G1| S G2 | G1 | Rest 1d |GO/G1| S | G2 | G1 | Rest
PRTX | [%] | [%] | [%] |[%] | [%] PRTX | [%] |[%] | [%] | [%] | [%]

OGy | 429 | 48| 276 0,7 24,0 |0OGy| 11,8 | 3,1| 10,0 36,6 38,6
2Gy | 51,3 | 44| 314 06 12,3 |2Gy | 31,6 | 24| 27,7 206 17,8
4Gy | 395 | 57| 36,3 0,8 17,8 | 4Gy | 28,2 | 4,71 33,9 9,7 23,5
6Gy | 478 | 56| 349 06 11,1 | 6Gy | 27,6 | 3,5| 34,5 157 18,7
8Gy | 329 | 35| 40,2 0,7 22,8 |8Gy | 17,7 | 2,7| 24,5 25,7 294
ohne Hypericin mit Hypericin
sub |unspez. sub |unspez.
3d |GO/Gl| S G2 | G1 | Rest 3d |[GO/Gl| S | G2 | G1 | Rest
PRTX | [%] | [%] | [%] |[%] | [%] PRTX | [%] |[%] | [%] | [%] | [%]

OGy | 343 | 42| 32,13 08 289 | 0Gy | 24,7 | 6,2| 12,6] 28,9 27,7
2Gy | 455 | 23| 3414 058 17,6/ | 2Gy | 136 | 1,5 10,3 44,3 30,3
4Gy | 359 | 4,4 | 41y 12 174 | 4Gy | 19,7 | 2,1| 21,1 23/ 34,3
6Gy | 281 | 46| 492 1,1 16,6 | 6Gy | 16,2 | 1,6| 254 255 31,3
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Abbildung 32: Zellzyklusverteilung von A498-ZellenTag (A, C) und 3 Tage (B, D) nach
einer Bestrahlung (0Gy-8Gy) ohne (A, B) bzw. in Kamation mit (C, D) einer
Hypericinbehandlung (50uM). Dargestellt ist die #mite Zellmenge [%] pro
Zellzyklusphase bezogen auf 100000 gezahlte Zell@ellen, die aufgrund ihres
Propidiumiodidgehaltes keiner Zellzyklusphase eitidezugeordnet werden kénnen, sind als
unspezifischer Rest zusammengefasst.
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4.3.5 Nachweis strahleninduzierter Doppelstrandieiian renalen Karzinomzellen-

Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Untersuchungen:

Eine Bestrahlung mit einer Dosis von 4Gy induz@NA-Doppelstrangbriiche (DSB) in
A498-Zellen. Drei Stunden nach der Bestrahlung sinda. 80 % der Zellen unabhangig
von der Hypericinbehandlung DSB mittels Fluoresresukierung deryH2AX-Foci
nachweisbar. 24 Stunden nach der Bestrahlung weisemoch 20% der Zellen ohne
Hypericinbehandlung aber 76% der hypericinbehaadekellen strahleninduzierte DSB
auf (siehe Abb. 33 und 34A).

Abbildung 33: Fluoreszenzmikroskopische Bilder zuhachweis strahleninduzierter
Doppelstrangbriiche in renalen Karzinomzellen: Dstegit sind A498-Zellen ohne (obere
Reihe) und mit (untere Reihe) Hypericinbehandlu@uiM) ohne Bestrahlung (A, D) und drei
Stunden (B, E) bzw. 24 Stunden (C, F) nach einatrBblung mit 4Gy (rote Fluoreszenz =
Hypericin, blaue Fluoreszenz = Kernfarbung mit DARjrine Fluoreszenz = FITC-
konjugierter Antikorper gegeyH2AX).

Betrachtet man die Starke der Fluoreszenzsignale y#H2AX-Foci innerhalb der
Kernsignale, so zeigen sich ahnliche Ergebnissesi [Btunden nach einer 4Gy-
Bestrahlung enthalten ca. 31 % der Kernsignale Zellen ohne Hypericinbehandlung
sowie ca. 24% der Kernsignale von hypericinbehaedeellenyH2AX-Foci. 24 Stunden
nach der Bestrahlung weisen nur noch 4% der Kemakg von Zellen ohne
Hypericinbehandlung aber 52% der Kernsignale vomehginbehandelten Zellen
strahleninduzierte DSB in Form vghi2AX-Foci auf (siehe Abb. 34B).
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Abbildung 34: Nachweis strahleninduzierter Doppalsgbriche in A498-Zellen mittels
Immunfluoreszenz. A) Dargestellt ist der Anteil d&llen mit fluoreszenzmarkierteti2AX-
Foci (=Doppelstrangbriiche) [%] bzw. B) der AnteérdKernfluoreszenz [%], der mit der
yH2AX-Fluoreszenz kolokalisiert ist, in Abhangigkeiton den Versuchsbedingungen
(**p<0,01).
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4.3.6 Wirkungen von Hypericin auf die Expressiond uAktivitat der Epidermalen

Wachstumsfaktor Rezeptoren in renalen Karzinomzellergebnisse aus guantitativer

Echtzeit-PCR, Westernblot- und Immunfluoreszenasnighungen:

Die Daten aus der quantitativen Echtzeit-PCR zeidass unbestrahlte A498-Zellen, die
mit Hypericin behandelt wurden, ca. 10% weniger EBpsgdermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptors (EGFR) exprimieren als unbestrahlte @elhne Hypericinbehandlung
(Kontrolle). Eine Bestrahlung mit einer Dosis voi¥ fihrt sowohl bei A498-Zellen mit
als auch ohne Hypericinbehandlung zu einer ZunatieneEGFR-Expression. So ist die
Expression drei Stunden nach der Bestrahlung biéerzehne Hypericinbehandlung um
ca. 10% und nach 24 Stunden noch um ca. 7% gegedébaicht bestrahlten Kontrolle
erhoht. Hypericinbehandelte Zellen exprimieren di®iunden nach der Bestrahlung ca.
18% wund 24 Stunden danach ca. 11% mehr EGFR als ufibestrahlten
hypericinbehandelten Zellen. Im Vergleich zu den stizhlten Zellen ohne
Hypericinbehandlung ist die Expression jedoch &tenden nach Bestrahlung ca. 2% und
24 Stunden nach Bestrahlung um sogar 6% ernigdiglie Tab. 9A und Abb. 35A).

Die Ergebnisse aus dem Westernblot sind kongrueen Ergebnissen der quantitativen
Echtzeit-PCR. In unbestrahlten A498-Zellen, die Hypericin behandelt wurden, sind ca.
9% weniger Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptorbogjpho-EGFR) phosphoryliert als
in unbehandelten Zellen. In Folge einer 4Gy-Bedtradn kommt es in Zellen ohne
Hypericinbehandlung zu einer Zunahme der EGFR-Riwgperung. So sind drei
Stunden nach der Bestrahlung ca. 48% und nach @&t noch ca. 34% mehr EGFR
phosphoryliert als in nicht bestrahlten KontrollH2a. In hypericinbehandelten Zellen sind
drei Stunden nach der Bestrahlung ca. 17% mehity 24c Stunden jedoch ca. 53%
weniger EGFR phosphoryliert als in unbestrahlterpehniginbehandelten Zellen. Im
Vergleich zu den bestrahlten Zellen ohne Hyperielndlung sind drei Stunden nach
Bestrahlung ca. 40% und 24 Stunden nach Bestrahioggr 96% weniger EGFR
phosphoryliert (siehe Tab. 9B und Abb.35B).
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Tabelle 9: Expression und Aktivitat der Epidermal®achstumsfaktor Rezeptoren in renalen
Karzinomzellen. A) Ergebnisse aus der quantitatiZzehtzeit-PCR (n = 18). Dargestellt ist die
relative Quantitdt der EGFR-Expression bei A498efel in Abhangigkeit von den
Versuchsbedingungen im Vergleich zu NegativkonerdDGy) nach Gennormalisierung an
GAPDH. B) Ergebnisse aus dem Westernblot (n = B@argestellt ist die an der
Negativkontrolle (0Gy) relativierte Fluoreszenzimdgédt des Antikdrpers gegen
phosphorylieten EGFR bei A498-Zellen ohne Bestmapl mit bzw. ohne
Hypericinbehandlung und zu verschiedenen Zeitpumkgh und 24 h) nach einer 4Gy-
Bestrahlung in Kombination mit bzw. ohne Hyperieghlandlung.

A B
EGFR-Expression phospho-EGFR
ohne mit 50uM ohne mit 50uM
Hypericin Hypericin Hypericin Hypericin
0Gy 1,00 0,90 1,00 0,91
3h nach 4Gy 1,10 1,08 1,48 1,08
24h nach 4 Gy 1,07 1,01 1,34 0,38
A EGH
m OGy
15
5 * B OGy + Hyp
g * : T O 3h nach 4Gy
Q.
ot O 3hrach 4Gy +
i oo
@ 24h nach 4Gy
05 T 24h nach 4Gy +
Versuchsbedingungen Ho
B phospho-EGF
o5 m 0Gy
% H OGy + Hyp
9::’ @ 3h nach 4Gy
N
3 O 3h nach 4Gy
0 Hyp
S 24h nach 4Gy
. 0,0 0 24 hnach 4Q
Versuchsbedingungen + Hyp

Abbildung 35: Expression und Aktivitdt der Epidetera Wachstumsfaktor Rezeptoren in
renalen Karzinomzellen. A) Ergebnisse aus der dadéinen Echtzeit-PCR (n = 18).
Dargestellt ist die relative Quantitat der EGFR-Eegsion bei A498-Zellen in Abhangigkeit
von den Versuchsbedingungen im Vergleich zu Negatitrolle (0Gy) nach
Gennormalisierung an GAPDH. B) Ergebnisse aus Wésternblot (n = 4). Dargestellt ist
die an der Negativkontrolle (0Gy) relativierte Rleszenzintensitat des Antikdrpers gegen
phosphorylierten EGFR bei A498-Zellen ohne Bestmapl mit bzw. ohne
Hypericinbehandlung und zu verschiedenen Zeitpumktgh und 24 h) nach einer 4Gy-
Bestrahlung in Kombination mit bzw. ohne Hyperiehbndlung. (*p<0,05)
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4.3.7 Wirkungen von Hypericin auf die Aktivitat dBNA-Proteinkinase C (DNA-PKC) in

renalen Karzinomzellen-Ergebnisse aus Westernblathd Immunfluoreszenz-

untersuchungen:

Die Ergebnisse aus dem Westernblot zeigen, dassstrahlte A498-Zellen, die mit
Hypericin behandelt wurden, ca. 3% weniger phosgieste DNA-Proteinkinase C
(phospho-DNA-PKC) enthalten als unbehandelte Kdiaglen. In Folge einer 4Gy-
Bestrahlung kommt es in Zellen ohne Hypericinbehargl zu einer Zunahme der PKC-
Phosphorylierung. So sind drei Stunden nach detr&dang ca. 48% und nach 24
Stunden jedoch nur noch ca. 1% mehr DNA-PKC phasgliea als in nicht bestrahlten
Kontrollzellen. In hypericinbehandelten Zellen sidcki Stunden nach einer Bestrahlung
ca. 9% mehr, nach 24 Stunden jedoch ca. 53% webiyy-PKC phosphoryliert als in
unbestrahlten hypericinbehandelten Zellen. Im \&chl zu den bestrahlten Zellen ohne
Hypericinbehandlung sind drei Stunden nach Besirahkca. 42% und 24 Stunden nach
Bestrahlung sogar 57% weniger DNA-PKC phosphorylisiehe Tab. 10A und Abb.
36A).

Die durch Immunfluoreszenz ermittelten Daten zeigéme ahnliche Tendenz wie die
Daten aus dem Westernblot. In 53% der unbehand@d@&8-Zellen und in ca. 31% der
hypericinbehandelten Zellen ist phosphorylierte-BRKC mittels Immunfluoreszenz
nachweisbar. Drei Stunden nach einer 4Gy-Bestrghkeigen ca. 92% bzw. 75% und
nach 24 Stunden ca. 95% bzw. 72% der Zellen ohme bt Hypericinbehandlung die
Fluoreszenz des FITC-konjugierten Antikorpers gegkaspho-DNA-PKC. (siehe Tab.
10B und Abb. 36B).

Tabelle 10: Aktivitdt der DNA-Proteinkinase C inneden Karzinomzellen. Ergebnisse der
Westernblot-Untersuchungen (n = 4). Dargestellt @t Intensitdt [Grauwert] der
Fluoreszenzmarkierung der phosphorylierten DNA-€inkinase C in behandelten A498-
Zellen im Verhdaltnis zur unbehandelten Kontrolle iMbhangigkeit wvon den
Versuchsbedingungen. B) Ergebnisse aus den Immaneffzenzuntersuchungen (n = 10).
Dargestellt ist der Anteil der Zellen mit fluoreszenarkierter phospho-DNA-PKC [%], in
Abhéngigkeit von den Versuchsbedingungen.

A B
Fluoreszenzintensitat Zellen mit

[Grauwert] Fluoreszenzsignal [%0]
ohne mit 50uM ohne mit 50uM
Hypericin Hypericin Hypericin Hypericin

0 Gy 1,00 0,97 53 31

3h nach 4Gy 1,48 1,06 92 75

24h nach 4Gy 1,01 0,44 95 72
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Abbildung 36: Aktivitdt der DNA-Proteinkinase C ienalen Karzinomzellen. Ergebnisse der
Westernblot-Untersuchungen (n = 4). Dargestelltlistan der unbehandelten Kontrolle (0Gy,
ohne Hypericin) relativierte Intensitat [Grauwertfler Fluoreszenzmarkierung der
phosphorylierten DNA-Proteinkinase C in A498-Zellem Abhéngigkeit von den
Versuchsbedingungen. B) Ergebnisse aus den Immameffzenzuntersuchungen (n = 10).
Dargestellt ist der Anteil der Zellen mit fluoreszenarkierter phospho-DNA-PKC [%], in
Abhangigkeit von den Versuchsbedingungen. (*p<0,05)

4.3.8 Wirkungen von Hypericin auf die Expressiom @NA-Proteinkinase C und deren

requlatorischen Untereinheiten Ku70 und Ku80 imakem Karzinomzellen- Ergebnisse der
quantitativer Echtzeit-PCR:

Die Daten der quantitativen Echtzeit-PCR zeigersdie Expression von DNA-PKC, Ku70
und Ku80 in Zellen ohne Hypericinbehandlung im \eigh zur unbehandelten Kontrolle
drei Stunden nach der Bestrahlung zunachst zu- 2h&tunden danach abnimmt. Bei
hypericinbehandelten Zellen dagegen nimmt die Egiwe von DNA-PKC, Ku70 und
Ku80 im Vergleich zu hypericinbehandelten aber stiadlten Zellen drei Stunden nach der
Radiatio zunachst ab und 24 Stunden danach zwe($eh 11).

Unbestrahlte A498-Zellen, die mit Hypericin behdhdeirden, exprimieren ca. 1% weniger
DNA-PKC, 16% weniger Ku70 und ca. 13% weniger Ka8)unbehandelte Kontrollzellen.
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Drei Stunden nach einer Bestrahlung ist in hypelbiehandelten Zellen die Expression von
DNA-PKC um 15% und die von Ku70 bzw. Ku80 jeweilm 26% gegeniiber bestrahlten
Zellen ohne Hypericinbehandlung erniedrigt. 24 8am nach Radiatio ist in
hypericinbehandelten Zellen die Expression von DRKMC um 52% und die von Ku70 um
11% und die von Ku80 um 56% gegentber bestrahledlerzohne Hypericinbehandlung
(siehe Tab. 11 und Abb. 37)

Tabelle 11: Relative Expression von DNA-ProteinkmaC und den regulatorischen
Untereinheiten Ku70 bzw. Ku80. Ergebnisse der dtaivien Echtzeit-PCR. Dargestellt sind
die an der Negativkontrolle (0Gy) relativierte uad GAPDH normalisierte Expression von
DNA-PKC, Ku70 und Ku80 in renalen Karzinomzellen iAbhangigkeit von den
Versuchsbedingungen. DNA-PKC (n = 9), Ku 70 (n ¥ @id Ku80 (n = 12).

0Gy 0Gy 3hnach | 3hnach | 24h nach| 24h nach
+ Hyp 4Gy 4Gy 4Gy 4Gy
+ Hyp + Hyp
DNA-PKC 1,00 0,99 1,12 0,97 0,77 1,29
Ku70 1,00 0,84 1,05 0,79 0,77 0,88
Ku80 1,00 0,87 1,01 0,75 0,55 1,11
A DNA-Proteinkinase C
c 2
@ ooy
v 5 B 0Gy+Hp
£ B
@ E 0 3hnech 4Gy +Hyp
%‘ B 24hrech 4Gy
05 0 24hrech4Gy +Hyp
Versuchbedingungen
B C
Ku70 Ku80
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0 3nhnach4Gy +Hyp
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(=]

Versuchsbedingungen Versuchsbedingungen

Abbildung 37: Relative Expression von DNA-Proteimke C und den regulatorischen
Untereinheiten Ku70 bzw. Ku80. Ergebnisse der dtaiven Echtzeit-PCR. Dargestellt sind
die an der Negativkontrolle (0Gy) relativierte uad GAPDH normalisierte Expression von
DNA-PKC, Ku70 und Ku80 in renalen Karzinomzellen iAbhangigkeit von den
Versuchsbedingungen. DNA-PKC (n = 9), Ku 70 (n 3 8hd Ku80 (n = 12), (* p<0,05,
**p<0,01).
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4.3.9 Wirkungen von Hypericin auf die Expressiom \#hosphoinositol-3-Kinase und X-

Ray Repair Cross Complementing-Faktom4renalen Karzinomzellen- Ergebnisse der

quantitativer Echtzeit-PCR:
Die Daten aus der quantitativen Echtzeit-PCR zeigdass A498-Zellen, die mit

Hypericin behandelt wurden, ca. 1% weniger X-Rapa&eCross Complementing-Faktor-
4 (XRCC4) und ca. 13% weniger Phosphoinositol-3-KingB¢3K) exprimieren als
unbehandelte Zellen. Drei Stunden nach einer 4GrBelung ist bei Zellen ohne
Hypericinbehandlung die Expression von XRCC4 um ta% gegeniber der nicht
bestrahlten Kontrolle erhdht, die PI3BK-Expressiotenscheidet sich nicht. Die Expression
von XRCC4 ist nach 24 Stunden um 3% erniedrigt diedvon PI3K um 7% gegeniber
der nicht bestrahlten Kontrolle erhoht. Hypericinbedelte Zellen exprimieren drei
Stunden nach der Bestrahlung ca. 9% mehr XRCC4 weteger PI3K und 24 Stunden
danach ca. 34% mehr XRCC4, 18% mehr PI3K als diestnahlten hypericinbehandelten
Zellen. Im Vergleich zu den bestrahlten Zellen ohtypericinbehandlung ist drei Stunden
nach Bestrahlung die Expression von XRCC4 ca. 3%,RI3K um ca. 11% erniedrigt. 24
Stunden nach der Radiatio ist in hypericinbehardeftellen die Expression von XRCC4
um ca. 36% erhoht und die von PI3K um 2% erniedsgthe Tab. 12 , Abb. 38).

Tabelle 12 Relative Expression von X-Ray Repair s€rcComplementing-Faktor-4 und
Phosphoinositol-3-Kinase in renalen KarzinomzellEngebnisse der quantitativen Echtzeit-
PCR. Dargestellt sind die an der Negativkontrol@sy) relativierte und an GAPDH

normalisierte Expression von XRCC4 (n = 15) und $phoinostiol-3-Kinase (n = 18) in

Abhéngigkeit von den Versuchsbedingungen.

A B
XRCC4 PI3K
ohne mit ohne mit
Hypericin Hypericin Hypericin Hypericin
0Gy 1,00 0,99 1,00 0,87
3h nach 4Gy 1,11 1,08 1,00 0,89
24hnach 4Gy 0,97 1,33 1,07 1,05
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Abbildung 38: Relative Expression von X-Ray Repa@ioss Complementing-Faktor-4 und
Phosphoinositol-3-Kinase in renalen KarzinomzellEngebnisse der quantitativen Echtzeit-
PCR. Dargestellt ist die an der NegativkontrolleG¥) relativierte und an GAPDH
18) in

normalisierte Expression von XRCC4 (n = 15) und $phoinostiol-3-Kinase (n =
Abhangigkeit von den Versuchsbedingungen. (* p<0*§3<0,01).
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5. Diskussion:
5.1 Aufnahme, Distribution, Akkumulation und Efflux von Hypericin in bzw. aus
renalen Karzinomzellen:

5.1.1 Aufnahme und Persistenz von Hypericin in iem#&arzinomzellen:

Das renale Karzinom gehort zu den sehr chemorasesteNeoplasien. Einer der Griinde
fur die ausgepragte Chemoresistenz des RCC ist vaieninderte intrazellulare
Akkumulation von Medikamenten aufgrund der physiidch bedingten hohen Expression
von sehr effektiven ATP-Bindungs-Kassette- (ABO<ansporter- Effluxpumpen wie z.B.
P-Glykoprotein (Pgp) (Fergusen et al., 2005). Diggmologische Aufgabe des Pgp ist
neben dem Transport von Zytokinen die Eliminatioon vexogenen Toxinen bzw.
toxischen Metaboliten zum Schutz des renalen Gesvdhie transmembranen Pgp sind in
der Lage ein breites Spektrum an Wirkstoffen, \tmna hydrophobe Molekiile, zu binden
und aus den Zellen zu transportieren (Lehne, 200fteressanterweise zeigen die
Ergebnisse dieser Arbeit, dass Hypericin in ren&larzinomzellen trotz Pgp akkumuliert.
Der Hypericingehalt von A498-Zellen gemessen anhded Fluoreszenzintensitat des
Hypericins nimmt mit zunehmender Inkubationsdawdnsll zu, wahrend die Elimination
von Hypericin aus der Zelle nur langsam voranstétreDas wasserunlésliche Hypericin-
EtOH und das wasserlosliche Hypericin-PVP zeigen @éhnliches Influx- und
Effluxverhalten. Nach gangiger Meinung erfolgt diellulare Aufnahme von Hypericin
direkt durch die Membran Uber passive Diffusionroderch Endozytose (Thomas und
Pardini, 1992; Siboni et al., 2002; Ali und OI\2)02; Galanou et al., 2008), des weiteren
zeigt Hypericin eine ausgepragte Affinitat zu ziéten Lipidmembranstrukturen (Mazur
und Meruelo, 1993; Thomas und Pardini, 1992). Pk@byoteine durchspannen mit je 12
Transmembrandomé&nen, die an der Bindung von Stbéstrdoeteiligt sind, die
Zellmembran. So interagieren Pgp mit Substrateneitseran der Innenseite der
Lipiddoppelschicht und transportieren diese aus gkdle. Vor allem hydrophobe oder
amphiphile Wirkstoffe, die durch die Membran diftieren oder in der Membran
interkalieren, werden so schnell von den Pgp gebonghd aus der Zelle transportiert
(Lehne, 2000). Das hydrophobe Hypericin mit seii@nitat zu Lipidmembranstrukturen
scheint demnach ein geeignetes Substrat flr Pgpittelten Efflux zu sein. Im Rahmen
diese Arbeit kann jedoch noch 48 Stunden nach (eidgier Inkubation Hypericin in
renalen Karzinomzellen nachgewiesen werden. Eingliom® Erklarung dafir wére, dass
das Hypericin mit Pgp interagiert und die Transgktivitdit hemmt. Viele Wirkstoffe, die
mit Pgp interagieren und deren Aktivitdit hemmengeme dhnliche Charakteristika wie
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Hypericin. Es handelt sich haufig um gro3e (Molekgéwicht > 400g/mol), hydrophobe
oder amphiphile Molekile mit planaren Ringstruktu¢eehne, 2000). Zur Klarung dieser
Hypothese werden Rhodamin-123-Effluxstudien durtiiftye. Rhodaminl23 ist ein
spezifisches Transportsubstrat von Pgp. Es difeemhddassiv durch die Zellmembran,
akkumuliert in den Mitochondrien lebender Zellenduwird durch Bindung an P-
Glykoproteine aktiv aus der Zelle transportiert.riVdie Bindung an Pgp verhindert oder
die Aktivitat von Pgp gehemmt, so verbleibt das édmin-123 in der Zelle. Die
Ergebnisse der Effluxstudien zeigen, dass Rhodd@i-aus renalen Karzinomzellen
transportiert wird. Der Rhodamin-123-Efflux scheietdoch bei hypericinbehandelten
Zellen vermindert oder zumindest verlangsamt zm.s8o ist der Rhodamingehalt von
A498-Zellen, die mit Hypericin-PVP (10uM) bzw. Hypen-EtOH (10uM) behandelt
wurden, nach drei Stunden Effluxzeit ca. 3% bzviL0% hoher als der Rhodamingehalt
von Zellen ohne Hypericinbehandlung. Demnach s¢héypericin mit P-Glykoproteinen
oder unmittelbar assoziierten Prozessen zu intemagi In der Literatur gibt es hierzu
unterschiedliche z. T. widerspruchliche Aussagemw$d berichtet, dass Hypericin bei
hohen Konzentrationen eine vermehrte ExpressionP+@lykoproteinen in LS180-Zellen
induziert (Moore et al., 2000; Gutmann et al., 2006an et al. (2005) kénnen keinen
Effekt von Hypericin auf die Expression von Pgpdukeine inhibitorische Wirkung auf
die Pgp-Aktivitat in LS180-Zellen nachweisen, vengen jedoch nur geringe
Hypericinkonzentrationen (0,1puM) in ihren VersuchBerloff et al. (2001) zeigen jedoch,
dass in humanen Kolonkarzinomzellen Caco-2 die #omkvon P-Glykoproteinen durch
Hypericin (0,3 und 3uM) gehemmt wird. So ist es kiem, dass die widersprichlichen
Aussagen in der Literatur hinsichtlich der Wirkungn Hypericin auf die Pgp-Aktivitat
und -Expression auf die unterschiedlichen Versuetisigungen z.B. die eingesetzte
Hypericinkonzentration zuriickzufuhren ist. Die Akgrung des Pgp wird Uber die
Phosphorylierung durch Proteinkinase C regulieehfie, 2000). Zahlreiche Publikationen
berichten von der inhibitorischen Wirkung des Hypes auf Enzyme wie u. a. die
Proteinkinase C (PKC) (Kubin , 2005; Takahashi let 2989; Agostinis et al. 1995;
Utsumi, 1995). Daher ware es denkbar, dass Hypenit Pgp interagiert, deren
Aktivierung durch Inhibition der PKC hemmt und sordie eigene schnelle Elimination
aus der Zelle durch Pgp verhindert. Zur Bestatiguingser Theorie wéren weitere

Untersuchungen notig, die nicht Bestandteil diégéeit sind.
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5.1.2 Intrazellulare Distribution und Akkumulatiorvon Hypericin in  renalen

Karzinomzellen:

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sowoblvdesserunldsliche Hypericin-EtOH
als auch das wasserldsliche Hypericin-PVP intraizellim Endoplasmatischen Retikulum
von A498-Zellen in einer zeitabh&ngigen Weise akidienen. Dabei ist eine Zunahme der
Kolokalisation mit steigender Inkubationsdauer hiseiner Stunde nachweisbar, wéhrend
nach langeren Inkubationszeiten (drei Stunden #iStinden) die Kolokalisation wieder
abnimmt. Mdglicherweise wird das Hypericin mit vasahreitender Zeit in den Golgi-
Apparat transportiert, wodurch die Abnahme des Hgpeehaltes im ER zu erklaren
ware. Die mit steigender Inkubationsdauer zu belaieacle zunehmende Lokalisation von
Hypericin in der perinuklearen Region, die haufigt mher Lage des Golgi-Apperates
assoziiert ist, gibt zumindest einen Hinweis darabie Kinetiken der zeitlichen Zu- bzw.
Abnahme der Kolokalisation fur das Hypericin-PVRvbHypericin-EtOH mit BIP sind
unterschiedlich. Die Kolokalisation der Fluoreszmmzvon Hypericin-EtOH und BIP
nimmt im Vergleich zu Hypericin-PVP schneller zaegcht héhere maximale Werte nach
einer Stunde Inkubationszeit und nimmt langsamexdesi ab. BIP reguliert u. a. ATP-
abhangig die Offnung von wassrigen Poren in den Manen des Endoplasmatischen
Retikulums. Eine mdogliche Erklarung fir die scheedl Akkumulation von Hypericin-
EtOH im ER ware eventuell, dass das hydrophobe #iyipeEtOH frei durch die ER-
Membran diffundiert, wahrend das wasserlosliche efigin-PVP erst nach ATP-
abhangiger Offnung der Pore in das ER gelangen.kander Literatur gibt es derzeit
keine vergleichenden Untersuchungen bezlglich derAEkumulation von Hypericin-
PVP und Hypericin-EtOH. Zahlreiche Publikationenitt@en jedoch ebenfalls von einer
intrazellularen Akkumulation von Hypericin in deneklbranen des Endoplasmatischen
Retikulums und des Golgi-Apparates (Ritz et alQ&ubin, 2005; Galanou et al., 2008;
Siboni et al., 2002; Agostinis et. al., 2002).

Neben der Akkumulation von Hypericin im Endoplass@ten Retikulum kann in dieser
Arbeit eine Kolokalisation der Rhodamin123-Fluoessz mit der Hypericinfluoreszenz
beobachtet werden. Da Rhodamin-123 ein  spezifischaritochondrialem
Fluoreszenzmarker ist, kann darauf geschlossenemnehss Hypericin ebenfalls in den
Membranen der Mitochondrien akkumuliert. Wahrenoh&eélolokalisation von Hypericin
und Mitochondrienmembranen in HelLa-Zellen nachgeem werden kann (Agostinis et
al., 2002), berichten Ali und Olivo (2002) von einklypericinakkumulation in den
Mitochondrien von Nasopharyngealkarzinomzelle, Kelaund Blasenkarzinomzellen.
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Galanou et al. (2008) berichten ebenfalls von eirigypericinakkumulation in
Mitochondrien von Prostatakarzinomzellen nach émdiger Inkubation. Wé&hrend
Hypericin in Kolonkarzinomzellen der Linie Caco-@wohl in zytoplasmatischen als auch
in nuklearen Membranen (Kubin, 2005) akkumuliergnik eine Akkumulation von
Hypericin in den Kernmembranen von renalen Karzipelten in dieser Arbeit nicht
nachgewiesen werden. Die intrazellulare Hyperigtithution scheint zum einen abhéangig
vom Zelltyp zu sein (Sattler et al., 1997; Agodiet al., 2000; Vandenbogaerde, 1997),
zum anderen sind die unterschiedlichen zum Teilevgprtchlichen Aussagen zur
intrazellularen Akkumulation des Hypericins vernehtl durch die unterschiedlichsten
Versuchsbedingungen und  Untersuchungsmethoden zklaresr. So  sind
Kolokalisationsstudien z.B. mittels einfacher Fesgenzmikroskopie nur bedingt
aussagekraftig, weil durch die Uberlagerung derenschiedlichen Farbkanile eine
Kolokalisation falschlicherweise suggeriert werdé&ann, da die dreidimensionale
Auflosung fehlt. Daher sollten Kolokalisationssterlientweder mit Konfokalmikroskopie
(3D) oder FRET-Mikroskopie (Foérsterscher Resonamer§ie Transfer) durchgefihrt
werden. Das Prinzip der FRET-Mikroskopie basiertf ainer Energielbertragung
zwischen zwei nahe beieinander liegenden Fluoregghddie Anregung eines Fluorophors
mit geeigneter Wellenlange fihrt zur Fluoreszenzsman, deren Wellenlange der
Excitationswellenlange eines zweiten Fluorophotsmicht. Die Energietbertragung vom
ersten auf das zweite Fluorophor ist nur mdoglicrenw beide Fluorophore nahe
beieinander liegen (<10nm) also kolokalisiert siDde emittierte Fluoreszenz des zweiten
Fluorophors ware demnach ein Indikator fur die Kkaltsation.

5.2 Dunkelwirkung von Hypericin auf renale Karzinomzellen:

Die Ergebnisse aus den Dunkelversuchen zeigen, alags hohe Konzentrationen von
Hypericin (25 und 50uM) unter Lichtausschluss ketogischen Effekte auf renale
Karzinomzellen haben. So gibt es keine signifikartkterschiede im Zellmetabolismus
oder der Koloniebildungsfahigkeit von hypericinbetielten A498-Zellen und Zellen ohne
Hypericinbehandlung. Des Weiteren ist keine Apogitaduktion durch Hypericin unter
dunklen Bedingungen nachweisbar. Auch andere Astpeippen bestatigen, dass
Hypericin keine oder nur eine minimale Dunkeltotéribesitzt (Ali und Olivo, 2002;

Agostinis et al., 2002; Kubin, 2005). In Kombinatimit Licht &ndern sich die Effekte von

Hypericin jedoch dramatisch.
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5.3 Phototoxische Wirkung von Hypericin auf renaleKarzinomzellen:

Im Rahmen dieser Arbeit kann gezeigt werden, dasshors geringe
Hypericinkonzentrationen in Kombination mit Lichem Zellmetabolismus von renalen
Karzinomzellen so wie die Koloniebildungsfahigkeitm erliegen bringen. Des Weiteren
ist eine Apoptoseinduktion in 100% der Zellen naeislar, die mit 10-50uM Hypericin
und einer 10-30-minitigen Beleuchtung behandelttemir Die phototoxischen Wirkungen
von Hypericin sind nach gangiger Meinung daraufizkrzufiihren, dass Hypericin unter
oxischen Bedingungen und Lichtexposition versclmede Elektronen- und
Energietransferreaktionen auf Sauerstoff katalysider dabei intrazellular entstehende
hoch reaktive Singulettsauerstoff kann Apoptose .dgekrose in den Zellen induzieren
(Agostinis et al., 2000; Agostinis et al., 2002;duy 2005). Die intrazellulare Entstehung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in renalerzikamzellen durch eine Behandlung
mit Hypericin in Kombination mit Licht kann in dies Arbeit unter Verwendung eines
redoxsensitiven GFP nachgewiesen werden. Das rd@ERwei Anregungsmaxima bei
395nm und 470nm. Im oxidierten Zustand kommt esBildung von Disulfid-Briicken
zwischen den an der Oberflache des Proteins loddbs Cystein-Resten. Dies induziert
eine reversible Konformationsanderung des Protemsgdurch die Protonierung des
Chromophors begtnstigt wird, was in einer Verstdgkawles Anregungsmaximums bei
395nm und einer Abschwéchung bei 470nm resultiénter reduzierten Bedingungen
kann das Gegenteil beobachtet werden. Der inttddaedl Redox-Zustand lasst sich durch
das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten bei 395n 470nm ermitteln. Durch Bildung
des Quotienten werden mdgliche Verfalschungen dessMng in Folge von z.B.
Hintergrundfluoreszenz, ungleichmafliger Beleuchtuader unterschiedlich starker
Expression des GFP minimiert (Hanson et al. 200gpl€&y et al., 2004). Das ermittelte
Verhdltnis der Fluoreszenzintensitdten bei 395n0mAY betrdgt in renalen
Karzinomzellen im reguldren Redoxzustand ca. 380380. Nach Zugabe einer 10mM
DTT-L6sung nimmt die Fluoreszenzintensitat bei 4vi0mu und damit der Quotient
395nm/470nm auf 360 ab. Nach Zugabe einer 5mMO,HLO6sung steigt die
Fluoreszenzintensitat bei 395nm und damit der @uot895nm/470nm auf ca. 850 stark
an. Die Reaktion des roGFP auf oxidierende Einfisge HO, fallt starker aus als auf
reduzierende Reagenzien wie DTT. Dies ist daduncerklaren, dass im Zytosol lebender
Zellen reduzierende Bedingungen vorherrschen unthdeh das roGFP im Grundzustand

reduziert vorliegt. Eine Zugabe von 1mM®4 fuhrt zu einer maximalen reversiblen
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Oxidation des roGFPs, wahrend 10mM DTT eine max@malersible Reduktion bewirkt
(Hanson et al., 2004). Die in dieser Arbeit erh@reDaten zeigen, dass die Behandlung
von A498-Zellen mit 10uM Hypericin in Kombination itmeiner zehnminttigen
Beleuchtung eine anndhernd maximale Oxidation @&€3FP hervorruft. Der mittlere
Quotient der Fluoreszenzintensitaten bei 395nm/d@i/@iir renale Karzinomzellen nach
Hypericin-Behandlung ist mit 556 etwas niedriges ahch HO,-Behandlung mit 577.
Dabei ist zu beachten, dass das Hypericin fur diésgsung in das die Zelle umspulende
Nahrmedium gegeben wird und erst bei bereits begmemBeleuchtung und Messung in
die Zelle diffundieren kann. So ist es moglich,slas grol3er Teil der entstehenden ROS
aus dem System diffundiert ohne intrazellular wirkeu kénnen. Bei Zellen, die mit
Hypericin vorinkubiert wurden, kénnen jedoch glemh Beginn der Messung fir ca. 35
Sekunden Werte ermittelt werden, die mit 867 c&63WWher sind als die gemessenen
Werte nach einer #,-Behandlung. Nach 35 Sekunden ist ein steiler Wiofar Ratio
nachweisbar. Dies ist darauf zurtick zu fuhren, dissHypericin bereits zu Beginn der
Beleuchtung und Messung in der Zelle lokalisiettusd die entstehenden ROS direkt
intrazellular wirken kénnen. So ist der schnellefaéllbder ermittelten Ratio vermutlich
dadurch bedingt, dass das GFP bzw. die Zelle diicktarken oxidierenden Bedingungen
irreversibel geschadigt wird. Das roGFP zeigt gelhentrazellulare Redoxanderungen
ohne Affinitat zu bestimmten reaktiven Sauerstafgps wie z.B. Singulettsauerstoff. So
kann in dieser Arbeit die intrazellulare Entstehwmog reaktiven Sauerstoffspezies durch
eine Behandlung mit Hypericin in Kombination mitcht (Photodynamische Therapie) in
renalen Karzinomzellen mittels roGFP nachgewieserden.

Eine Induktion der Apoptose durch photoaktivierteypericin erfolgt Uber den
intrinsischen mitochondrialen Weg (Agostinis et @000) . Die Bildung von durch die
Photoaktivierung von Hypericin entstehenden reakti8auerstoffspezies ist assoziiert mit
einem rapiden Zusammenbruch des mitochondrialenivampotentials (Chaloupka et al.,
1999). Dies fuhrt zu einer Cytochrom C-Freisetzuags dem mitochondrialem
Intermembranraum in das Zytosol, wodurch die Bilglues Apoptosom-Komplexes
ermoglicht wird, der wiederum die Caspasen-Kaskadtéviert, die letztlich zum
apoptotischen Zelltod fihrt. Im Rahmen dieser Artk@nn eine Apoptose in 100% der
renalen Karzinomzellen in Folge einer Behandlung Hypericin in Kombination mit
Beleuchtung nachgewiesen werden. Andere Arbeitgpgmp berichten, dass eine
Apoptoseinduktion bei niedrigen Hypericinkonzentmaén und geringen Lichtintensitaten

beobachtet werden kann, wahrend hohe Hypericinkdre#eonen und Lichtintensitaten zu
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Nekrose filhren (Agostinis et al., 2000; Ali undwli 2003). Im Gegensatz dazu kann in
dieser Arbeit eine Apoptose ebenfalls bei hohenddgmkonzentrationen (25 und 50uM)
nachgewiesen werden. Dies ist moglicherweise damauifck zu fuhren, dass der TUNEL-
Test eine Apoptose zu einem sehr frihen Stadiurnweisen kann. Auch bei extremen
oxidativem Stress in Folge einer Photodynamischeerdpie kommt es zunachst zu einer
Initiierung der Apoptose, die dann im Verlauf jedaturch Akkumulation von oxidativen
Schaden in eine Nekrose konvertiert (Agostinid.e2800).

Viele Publikationen bestatigen die phototoxisché&ieke von Hypericin auf verschiedene
neoplastische Zellen (Kubin, 2005), so dass digdelymamische Therapie mit Hypericin
eine neue viel versprechende Therapieoption zuraB#ihng von Neoplasien darstellt.
Daher gibt es derzeit vielfaltige intensive Untetsungen zur Behandlung verschiedener
Malignome wie Bronchial- und Blasenkarzinom, Nesp@a der Augen, Ovarien und der
Haut durch eine Photodynamische Therapie mit Hgpe(Agostinis et al., 2002). Wegen
der geringen Gewebepenetration von Licht ist eiDd Rur fur oberflachliche Tumoren
geeignet. Obwohl das renale Karzinom kein oberfiélcbs Malignom ist, kann es einer
PDT mit Hypericin wahrend einer Nephrektomie zudi#&hggemacht werden, da die
Tumor-Nephrektomie derzeit die Therapie der Wallnbeht metastasierten RCC ist. Bel
etwa 20-50% der Patienten entwickeln sich lokaleidRee oder Metastasen nach einer
Nephrektomie (Lilleby und Fossa, 2005), daher kénaine intraoperative PDT mit
Hypericin das Risiko fir lokale Rezidive verringerDer mogliche Einsatz einer
Photodynamischen Therapie mit Hypericin ist lokesdhrankt und eignet sich daher nicht
fur die Behandlung metastasierter Neoplasien. Mbghweise konnte eine
Strahlentherapie, mit der auch tief im Gewebe leigeTumoren erfasst werden kénnen,
hier Abhilfe schaffen.

5.4 Strahlensensitivierende Wirkung von Hypericin af renale Karzinomzellen:

Das renale Karzinom ist aul3erst strahlenresistitter wird eine Strahlentherapie nicht
kurativ sondern vor allem palliativ. und symptomatiert im Bereich der
Schmerzreduktion und insbesondere bei Knochen- Biidametastasen eingesetzt. Eine
Strahlensensitivierung von RCC-Zellen kdnnte higighctherweise das therapeutische
Outcome verbessern. Daher wird in dieser Arbeitensnuicht, ob Hypericin renale
Karzinomzellen strahlensensitiviert. Um phototokisc Effekte des Hypericins
auszuschliel3en, die eventuell falschlicherweisghitnsensitivierende Effekte suggerieren

koénnten, werden alle Versuche zur Strahlensensitimg unter Lichtausschluss
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durchgefuhrt. Im Rahmen dieser Arbeit kann einahé¢nsensitivierende Wirkung von
Hypericin auf renale Karzinomzellen nachgewiesende®. Die Ergebnisse legen die
Vermutung nahe, dass die strahlensensitivierendéektE von Hypericin auf renale
Karzinomzellen nicht auf den gleichen Mechanismeeruben wie bei einer
Photodynamischen Therapie. Ein moglicher Grundrdddiinte sein, dass Hypericin durch
eine Bestrahlung (Wellenlange 5pm-10nm) nichgleicher Weise angeregt wird wie
durch sichtbares Licht, da die Wellenlange nichit ecien Absorptionsmaxima (548nm und
590nm) von Hypericin korrespondiert.

Im Rahmen dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass &estrahlung in renalen
Karzinomzellen DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) veratda Eine der ersten zellularen
Reaktionen auf induzierte DSB ist die Phosphoryher des Histons H2AX durch die
Ataxia Telangiectasia Mutated- (ATM-) Kinase innaih der ersten drei Minuten nach
Eintreten des Schadens. Daher gilt die phosphaotgliEorm von H2AX {H2AX) als
Marker fur DSB (Taneja et al., 2004; Paull et &Q00). Drei Stunden nach einer
Bestrahlung mit 4Gy kann eingH2AX-Fokus-Bildung in gleichem Ausmalfl bei A498-
Zellen sowohl mit als auch ohne Hypericinbehandlumiftels Immunfluoreszenz
nachgewiesen werden. Die Anzahl gei2AX-Foci bei Zellen ohne Hypericinbehandlung
ist gegenuber hypericinbehandelten Zellen 24 Stundach einer 4Gy-Bestrahlung
signifikant reduziert. Demnach scheint eine Bestrady zunachst gleich viele DSB in
A498-Zellen mit und ohne Hypericinbehandlung zwimidren. Jedoch nimmt die Anzahl
der DSB mit zunehmender Zeit nach Bestrahlung lefie@ ohne Hypericinbehandlung
signifikant ab, wahrend hypericinbehandelte ZeNegiterhin eine ausgepragi#i2AX-
Fokus-Formation aufweisen. Taneja et al. (2004)bhebten ebenfalls zunachst eine
gleichartige yH2AX-Fokus-Bildung in strahlensensitiven und steadnesistenten
Tumorzellen in Folge einer Bestrahlung, wobei dig¢i2AX-Foci langer in
strahlensensitiven Tumorzellen nachweisbar sindniizeh scheint die Persitenz von
yH2AX nach einer Radiatio ein Indikator fir das akile Ansprechen auf die Bestrahlung
Zu sein.

Generell gibt es verschiedene Reaktionen von Zeagindurch Bestrahlung induzierte
Schéaden. Sind die verursachten Schaden lethalpisonk es zu einer Nekroseinduktion,
die durch einen schnellen und vollstandigen Fumnistierlust mit sofortigem Zelluntergang
undin vivo mit einhergehender Entztindungsreaktion in der Umgg gekennzeichnet ist.
Bei sublethalen Schaden verbleiben die Zellen Zuwstam einem Zellzyklusarrest vor

allem in der G1- und G2-Phase um die DNA-Schéaderreparieren. Nach erfolgter
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Reparatur, die innerhalb weniger Minuten bis Tag®lgen kann, wird der regulére
Zellzyklus fortgefihrt. Kénnen die Schaden nicheodur fehlerhaft repariert werden,
kommt es zu einer Apoptoseinduktion oder zum nstbten (klonogenen) Zelltod.
Intrinsische ~ Strahlenresistenzen von  Tumorzellennd si hdufig auf defekte

Zellzykluskontrollmechanismen oder verstarkte DN@pRraturmechanismen zurtick zu
fuhren (Blank et al., 2003).

Kongruent zur Theorie zeigen die hier ermittelteratdd, dass bestrahlte renale
Karzinomzellen im Vergleich zur unbestrahlten Kofie am ersten Tag nach einer
Bestrahlung vermehrt in der GO/G1- Phase und attedriTag vermehrt in der G2-Phase
zu finden sind. Die Gruppe von Zellen (unspezifescRest), die aufgrund ihres hohen
Propidiumiodidgehaltes keiner der Zellzyklusphasigreutig zugeordnet werden kdnnen,
ist bei allen Versuchsbedingungen in einem grol3ameiA (11-38%) zu finden.

Moglicherweise ist diese Gruppe von Zellen duraedpolyploidie gekennzeichnet, die

bei renalen Karzinomzellen beobachtet werden kaien¢ Abb. 39).

/

Abbildung 39: Polyploidie bei renalen Karzinomzall€Zelllinie A498) (rote Fluoreszenz =
Hypericin, VergroRerung 400x).

Diese Zellen scheinen starker von der Bestrahluegcliiadigt zu werden, denn der
prozentuale Anteil dieser Zellen nimmt sowohl aisten als auch am dritten Tag nach der
Bestrahlung gegeniber unbestrahlten Zellen ab. BDgebnisse der Zellzyklusanalyse
liefern keinen Hinweis auf eine verstarkte Apopiodektion in Folge von Bestrahlung, da
der Anteil an Zellen, die sich in der subG1-Phasfnden, kaum zunimmt. Die Daten der

Zellzyklusanalyse fur hypericinbehandelte Zellendshicht auswertbar, da es vermutlich
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aufgrund der &hnlicher Fluoreszenzen von Propidddidi (Excitation: 488nm, Emission
630nm) und Hypericin (Excitation: 485nm, 600nm Esma 583nm, 595nm und 613nm )
zu einer Verfalschung der Ergebnisse kommt.

Eine Apoptoseinduktion in Folge einer Radiatio miter Dosis von 2Gy bzw. 4Gy ist
lediglich in ca. 2,5% bzw. ca. 5% der A498-Zelleit omd ohne Hypericinbehandlung
mittels TUNEL-Test nachweisbar. Die Apoptose ismdach nicht die vorherrschende
Form des Zelltodes von renalen Karzinomzellen reioler Bestrahlung. Generell ist die
Apoptose in Folge einer Bestrahlung hauptsachlickei kembryonalen oder
hamatopoetischen Zellen zu finden, wahrend in degeR bei soliden Tumoren durch
Bestrahlung der mitotische Zelltod induziert wifdogs, 1999; Blank et al., 2003). Bei
einem mitotischen Zelltod bleiben die zellularemKionen wie z.B. der Metabolismus
Uber einen gewissen Zeitraum bestehen, jedochevenmlidie Zellen ihre Teilungsfahigkeit
und gehen langfristig zugrunde. Die Ergebnisse ediésrbeit lassen ebenfalls darauf
schlief3en, dass in Folge von Bestrahlung der radbé Zelltod in renalen Karzinomzellen
induziert wird. Der Zellmetabolismus der Zellen mitnunabhangig von Strahlendosis und
Hypericinbehandlung vom ersten bis zum 13. Tag rd&h Bestrahlung zu. Dabei ist
jedoch die metabolische Aktivitat von hypericinbetielten Zellen um ca. 4-19% nach
einem Tag bzw. 30-50% nach 13 Tagen gegenuber e@baiischen Aktivitat von Zellen
ohne Hypericinbehandlung erhéht. Die Ergebnisse dam Koloniebildungstest zeigen
jedoch ein vermindertes klonogenes Uberleben vo88AZellen nach einer Bestrahlung
besonders in Kombination mit einer Hypericinbehandl So betragt z.B. die klonogene
Uberlebensrate von renalen Karzinomzellen nachre#@y-Bestrahlung noch 22%,
wahrend Zellen, die 24 Stunden vor der Bestrahlomg. vor und 12 Tage nach der
Bestrahlung mit 50uM Hypericin behandelt werden igkch eine klonogene
Uberlebensrate von 11% bzw. 2% aufweisen.

Zhang et al. (1996) weisen &ahnliche strahlensereriéinde Effekte von Hypericin auf
maligne Gliomzellen nach. So ist das klonogene lgben nach Bestrahlung von
hypericinbehandelten Gliomzellen signifikant gedmerl  Zellen ohne
Hypericinbehandlung erniedrigt. Im Gegensatz zu idedieser Arbeit erhobenen Daten
beobachten Zhang et al. zusatzlich eine hyperibi@agige Verringerung der
metabolischen Aktivitdt nach Bestrahlung. Allerdingibt es in der Publikation keinen
Hinweis darauf, dass die Untersuchungen unter aigdgchluss durchgefihrt wurden.

Daher konnten die Ergebnisse sowohl auf strahlesitsgarenden als auch auf
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phototoxischen  Wirkungen von Hypericin beruhen. 0fei Arbeiten zu
strahlensensitivierenden Effekten von Hypericirt gib derzeit nicht.

Die in dieser Arbeit nachgewiesene ansteigende brak$ahe Aktivitat bei gleichzeitig
verminderter Teilungsfahigkeit von A498-Zellen issbndere nach Hypericinbehandlung
in Kombination mit Bestrahlung ist moglicherweismee Stressreaktion der Zellen auf
induzierte Strahlenschéden, die scheinbar nichdrrep werden kénnen und damit zum
mitotischen Zelltod fuhren. Bei halblogarithmischdébarstellung der Daten des
Koloniebildungstests ergibt sich fur die Dosis-Eff8eziehung von Zellen ohne
Hypericinbehandlung eine so genannte Schulterkudeeen Schulterbereich sublethale
Strahlenschaden anzeigt, die von der Zelle regiaviemden konnen. Die Uberlebenskurven
von hypericinbehandelten Zellen zeigen eine geriagsgepragte Schulter fur Zellen, die
mit Hypericin vorbehandelt wurden, und einen faat exponentiellen Verlauf fir Zellen,
die mit Hypericin vor- und nachbehandelt wurdened®i Verlaufe von Uberlebenskurven
sind generell bei Zellen zu beobachten, die aufdjibrer biologischen Konstitution (z.B.
Gendefekte) Strahlenschaden nicht reparieren kooden deren Reparaturmechanismen
durch zusatzliche Behandlung (z.B. Zytostatika)ibmrt werden. Demnach ist die
strahlensensitivierende Wirkung des Hypericins vadlich auf die Inhibition von
Reparaturmechanismen in den sonst strahlenregsteahalen Karzinomzellen zuriick zu
fuhren.

Intrinsische  Strahlenresistenzen von Tumorzellennd si hdufig auf defekte
Zellzykluskontrollmechanismen oder verstarkte DN@pRraturmechanismen zurtick zu
fuhren (Blank et al., 2003). Insbesondere der Epidée Wachstumsfaktor Rezeptor spielt
eine wichtige Rolle fur die DNA-Reparaturmechanism@ Folge von Bestrahlung
und/oder oxidativem Stress (Dittmann et al., 2005&hen und Nirodi, 2007) und ist
daher wichtig fir die Radioprotektion eines Tumdg® korrelieren vermehrte EGFR-
Expression und —Aktivitdt mit einer erhdhten Tunesistenz gegenuber einer
Strahlentherapie (Chen und Nirodi, 2007; Baumand Krmause, 2004; Lo und Hung,
2006a). In renalen Karzinomzellen sind sowohl déFERezeptor als auch die Liganden
EGF und TGFe Uberexprimiert, was in einer unregulierten Aktrveg der EGFR-
vermittelten Signalkaskaden resultiert (Storkelp20Khasawneh und Bukowski, 2007).
Daruber hinaus ist generell eine direkte Aktivieguies EGFR durch Bestrahlung maoglich.
Die Inhibition der EGFR-Aktivitat durch Hypericinbknte demnach ein Grund fir die
verstarkte Sensitivitdt von renalen Karzinomzelkin. Auch andere Arbeitsgruppen

zeigen eine Strahlensensitivierung von Kopf-Halsadtzellen (z.B. HSC-Zellen, SCC-
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Zellen) in Folge einer Inhibition der EGFR-TK (Baamm und Krause, 2004). Im Rahmen
dieser Arbeit kann mittels Westernblot gezeigt weerdlass die EGFR-Aktivitat in renalen
Karzinomzellen nach Radiatio tendenziell zunimmi@bel ist die Aktivitat von
hypericinbehandelten Zellen immer geringer alsd#ieZellen ohne Hypericinbehandlung.
Lediglich 24 Stunden nach der Bestrahlung ist digFR-Aktivitat hypericinbehandelter
Zellen gegenuber der Grundaktivitat in Zellen ohfgpericinbehandlung signifikant
erniedrigt. Mittels quantitativer Echtzeit-PCR Hassich ahnliches fur die EGFR-
Expression nachweisen. Die EGFR-Expression nimrh iadiatio tendenziell zu, wobei
die Expression in hypericinbehandelten Zellen imrgeringer ist als in Zellen ohne
Hypericinbehandlung, allerdings ist dieser Untelestimur 24 Stunden nach Bestrahlung
signifikant. Unterschiedliche Publikationen beramtvon einer strikt lichtabhangigen
inhibitorischen Wirkung von Hypericin auf die Tyrokinase des EGFR (Agostinis et al.,
1995; de Witte et al., 1993). Des Weiteren besbleredie Autoren, dass die inhibitorische
Wirkung irreversibel ist. Moglicherweise werden digrosinkinasen oder die Rezeptoren
durch die durch photoaktiviertes Hypericin entstefem ROS irreversibel geschadigt und
daher irreversibel gehemmt. Ein phototoxischer |Igg¥ kann im Rahmen der hier
vorliegenden Untersuchungen ausgeschlossen weldéglicherweise interagiert das
Hypericin aufgrund seiner unspezifischen Affinitta Proteinen mit dem EGFR. Eine
Verringerung der EGFR-Aktivitat konnte dadurch érklwerden, dass das Hypericin
tatsachlich die Tyrosinkinase direkt hemmt, dendpéar blockiert oder die TK-Domanen
maskiert, so dass eine Homodimerisierung oder €mas-Phosphorylierung und damit
eine Translokation verhindert wird. Der EGFR spigine wichtige Rolle im
.,nonhomologous end-joining“-Reparatur-MechanismusNHKJ)  strahleninduzierter
Doppelstrangbriche (Chen und Nirodi, 2007). Nachividrung und Translokation zum
Kern interagiert der EGFR mit der katalytischen éyainheit DNA-PKC, die Zusammen
mit den regulatorischen Untereinheiten Ku70 und &KuBe Proteinkinase bildet. Des
Weiteren initiiert der strahleninduzierte EGFR dusktivierung der Phospho-Inositol-3-
Kinase (PI3K) die PI3K/Akt-Kaskade, die zum eineie @poptotische Signalkaskade
blockiert und zum anderen ebenfalls in einer Aktiuhg der DNA-PKC resultiert
(Toulany et al., 2007; Chen und Nirodi, 2007). Eegebnisse dieser Arbeit zeigen eine
signifikant geringere Expression von PI3K in hypeibehandelten Zellen vor und drei
Stunden nach einer 4Gy-Bestrahlung, jedoch istekdibermallige Apoptoseinduktion
durch Bestrahlung in hypericinbehandelten A498etethachweisbar. Viele Publikationen
berichten, dass eine verstarkte Strahlenresisteht auf ein vermehrte Apoptoseinduktion
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durch Blockierung der PI3K/Akt-Kaskade zurlckzufnrist, sondern eher auf eine
verminderte Reparatur von DSB durch die BlockadeElBFR-vermittelten Signalwege
(Dittmann et al., 2005a,b; Toulany et al. 2005)e Biemmung oder Blockierung des
EGFR flhrt letztlich dazu, dass die DNA-PKC im Zytsma verbleibt und nicht aktiviert
wird (Rodemann et al.,, 2007). Die DNA-PKC wiederust aber essentiell fur die
Reparatur von DSB.

Die Ergebnisse des Westernblot zeigen eine gegendde unbehandelten Kontrolle
erhohte Aktivitat der DNA-Proteinkinase C in remaléarzinomzellen drei Stunden nach
einer 4Gy-Bestrahlung. Dabei ist die DNA-PKC-Aktéti von hypericinbehandelten
Zellen jedoch ca. 42% geringer als die der ZellaneoHypericinbehandlung. Nach 24
Stunden ist die Aktivitat bei Zellen ohne Hypertmathandlung nur noch um 1% gegenuber
der Kontrolle erhéht, wahrend bei hypericinbehatstelZellen die Aktivitat signifikant
vermindert ist. Zahlreiche Publikationen bericht®m der lichtabhangigen inhibitorischen
Wirkung des Hypericin auf Proteinkinase C (KubirQ05; Takahashi et al., 1989;
Agostinis et al. 1995; Utsumi, 1995), doch auch iggenPublikationen weisen eine
Dunkelwirkung von Hypericin auf PKC nach (Kubin,(B). Virsik-Kopp et al. (2005)
zeigen nach Bestrahlung eine verstarkte Chromos@berration in strahlenresistenten
WiDr-Tumorzellen in Folge einer Hemmung der DNA-P#&tivitat durch Wortmannin.
Um diesen Effekt zu erzielen ist eine Anwesenhes$ dPKC-Inhibitors wahrend der
Bestrahlung nicht nétig, jedoch ist eine Wortmardigabe bis spatestens eine Stunde
nach der Bestrahlung essentiell. Ein @hnlicherabbiéngiger Effekt kann im Rahmen
dieser Arbeit ebenfalls gezeigt werden. So ist nacter Bestrahlung das klonogene
Uberleben von A498-Zellen, die 24 Stunden vor Bestrahlung mit Hypericin inkubiert
wurden, zwar schon gegentber dem der Zellen ohmeeditynbehandlung vermindert,
jedoch zeigen renale Karzinomzellen, die auch riBrhRadiatio mit Hypericin inkubiert
werden ein viel geringeres klonogenes Uberlebemri2eh ist die strahlensensitivierende
Wirkung von Hypericin mdglicherweise auf die Vegerung der PKC-Aktivitat zuriick zu
fuhren. Schon eine geringe Abnahme der DNA-PKCAA#t fuhrt zu einer verminderten
Reparaturkapazitat und damit zu einer Verstarkueg zkllularen Strahlensensitivitét
(Rodemann et al. 2007).

Des Weiteren zeigen die Ergebnisse, dass die Esipregon DNA-PKC, Ku70 und Ku80
in hypericinbehandelten Zellen vor und drei Stundesch einer 4Gy-Bestrahlung
vermindert ist, wahrend die Expression bei Zelldme Hypericinbehandlung nach

Radiatio zunimmt. Shintani et al. (2003) zeigennéhiks eine verminderte Expression von
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DNA-PKC, Ku70 und Ku80 in oralen Karzinomzellen (€& und HSC3) in Folge einer
Bestrahlung in Kombination mit dem EGFR-Inhibitoref@nib. Die regulatorischen
Untereinheiten Ku70 und Ku80 haben eine hohe Afiinzu DNA-Enden, binden als
Heterodimer an diese und rekrutieren dann die DN&tdhkinase C. Der Komplex
bestehend aus Ku70, Ku80 und DNA-PKC verhindertazbat den vorschnellen Abbau
der DNA durch Exonucleasen. Die DNA-PKC wird duiimdung an DSB-Enden und u.
a. durch Interaktion mit ATM, AKT oder EGFR phospyieert (Chen und Nirodi, 2007).
Kim et al. (2002) zeigen, dass nach Blockierung #@80-Bindungsdomane von
Mammakarzinomzellen z.B. durch ein Peptid wedere eBindung des Ku70/Ku80-
Komplexes an die DSB-Enden noch eine Bindung am8ia-PKC erfolgt. Eine Aktivitat
der DNA-PKC ist in einem solchen Fall noch vorhamdgdoch ist diese um ca. 50%
gegenuber der Kontrolle ohne Blockierung der Birghdtomane vermindert. Aufgrund
seiner unspezifischen Affinitat zu Proteinen wseneglich, dass Hypericin ebenfalls an
den Ku70/Ku80-Komplex bindet, die Ku80-Bindungsdomémaskiert und dadurch die
DNA-PKC-Aktivitdt in renalen Karzinomzellen redudie Allerdings kann eine
Lokalisation von Hypericin im Kern renaler Karzinpelle im Rahmen dieser Arbeit nicht
nachgewiesen werden, daher ist eine Interaktion Mgpericin mit dem Ku70/Ku80-
Komplex eher unwahrscheinlich.

Durch die Phosphorylierung 16st sich die DNA-PKC nvoden Enden der
Doppelstrangbriche (DSB) und ermdéglicht die Aktivieg und Bindung des Artemis-
Rad50-Mrell-Nbsl-Komplexes an die DSB. Der Kompfmozessiert durch seine
Aktivitaten als Exonuklease, Endonuklease und ldsicdie DNA-Enden und stabilisiert
zusammen mit Ku die End-zu-End-Verbindung (De Jageal. 2001, McElhinny et al.
2000, Walker et al. 2001). Dies ist Voraussetzuirgdie anschlieRende Verknupfung der
DNA-Enden durch den XRCC4 - Ligase IV — Komplex uddmit letztlich fur die
Reparatur der DSB (Leber et al. 1998). Die Expassvon XRCC4 in renalen
Karzinomzellen ohne Hypericinbehandlung ist drein8en nach Bestrahlung erhéht und
nach 24 Stunden wieder annahernd auf dem Niveawleestrahlten Kontrolle. DSB
werden bei strahlenresistenten Zellen bereits malbr weniger Stunden nach der
Bestrahlung repariert, insofern wird in dieser Zeihe vermehrte Menge von XRCC4
bendtigt und demnach vermehrt exprimiert. Nach @&en ist die DSB-Reparatur in der
Regel abgeschlossen, daher nimmt die XRCC4-Exmressiieder ab. Bei den
hypericinbehandelten Zellen nimmt die XRCC4-Expi@s&benfalls innerhalb der ersten

drei Stunden nach Radiatio zu, nach 24 Stunded XRCC4 noch starker exprimiert.
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Dies lasst sich moglicherweise dadurch erklarerss daufgrund der inhibierten DNA-
Reparatur noch vermehrt DSB zu diesem Zeitpunkiiegen und die Zelle als Reaktion
darauf vermehrt Gene exprimiert, die fir wichtigetBine kodieren, die eine wichtige
Rolle in der DNA-Reparatur spielen wie z.B. XRC®480, DNA-PKC. Die Expression
der in dieser Arbeit untersuchten Proteine ist ypdnicinbehandelten A498-Zellen
innerhalb der ersten drei Stunden haufig zumindegtht geringer als in renalen
Karzinomzellen ohne Hypericinbehandlung. Ein mdgic Grund dafir konnte eine
zeitlich verzbgerte oder verminderte MNB-vermittelte Transkription sein. Der
Transkriptionsfaktor NReB liegt generell durch Bindung an inhibitorisckB-Proteine
(IxBa) inaktiviert im Zytoplasma vor. Aufgrund seinerriggen Spezifitat und seiner
schnellen Aktivierbarkeit (z.B. durch Bestrahlumgt) NF«B an der schnellen Regulation
wichtiger zellularer Prozesse und unter anderendeanRadioprotektion maligner Zellen
beteiligt. So kann die Strahlensensitivitat maligdellen durch die Inhibition der NkB-
Aktivitat erhoht werden (Magné et al., 2005). dpéj et al. (2005) zeigen, dass Hypericin
eine lichtunabhangige Inhibition der Proteasomfiomkt und der NFReB-Aktivitat
verursacht. Moglicherweise bindet das Hypericigaufid der unspezifischen Affinitat zu
Proteinen an NkB oder die inhibitorisch&B-Proteine und verhindert oder verzdgert die
Phosphorylierung detB-Proteine und damit die schnelle Aktivierung uncrislokation
von NF«B.

Im Rahmen dieser Arbeit kann erstmals ein straklesisvierender Effekt von Hypericin
auf renale Karzinomzellen nachgewiesen werden. ddidseruht vermutlich auf der
Inhibition von DNA-Reparaturmechanismen. Die Ergeba geben erste Hinweise darauf,
dass Hypericin die Expression bzw. Aktivitat veisdener an den Reparaturmechanismen
beteiligter Proteine verringert bzw. verlangsamt wladurch mdglicherweise zu einem
verminderten klonogenen Uberleben von renalen Kamiellen in Folge von
Bestrahlung beitragt. Die Wirkungen sind sicherlicielfaltig und erfordern weitere

Untersuchungen insbesondere funktionelle Untersugdni auf Proteinebene.
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6. Zusammenfassung:

Das Gewo6hnliche Johanniskrautlypericum perforatumL.) ist eine seit der Antike
bekannte Heilpflanze. Einer seiner Inhaltsstoffegs dso genannte Hypericin, ist
namensgebend fur diese Pflanzengattung und wispeaiellen Drisen auf Blutenblattern
und Blattern produziert. Es dient der Pflanze a&fiBchutz, denn nach Aufnahme flhrt es
in Organismen bei gleichzeitiger Lichtexpositionmmassiven Zellschaden entsprechender
Regionen. Des Weiteren gibt es aktuell auch erstsvéise darauf, dass Hypericin ein
Multikinasehemmer zu sein scheint. Die lichtsenisierende (photosensibilisierende)
Wirkung beruht auf intrazellularem oxidativen Sgesler durch die Bildung von u. a.
Singulettsauerstoff ausgelést wird, wahrend die tMimlase-inhibitorische Wirkung
vermutlich auf eine direkte Interaktion des Hypmrscmit Proteinen zurtickzufiihren ist.

In dieser Arbeit sollen erstmals die photosensigienden und Multikinase-
inhibitorischen Effekte von Hypericin auf Zellensdeumanen renalen Karzinoms in vitro
untersucht werden.

Hypericin wird binnen einer Minute am ehesten dur€iffusion in renalen
Karzinomzellen aufgenommen. Es akkumuliert danamhaliem im Endoplasmatischen
Retikulum und den Mitochondrien, jedoch nicht imllikern. Nach intrazellularer
Aufnahme zeigt es eine intensive und stabile rdterészenz, die auch noch nach 48
Stunden nachweisbar bleibt. Dabei ist besondersalerenswert, dass RCC-Zellen
physiologisch eine hohe Expression von sog. MDRi3partern (Multi-Drug-Resistance)
aufweisen, die effektiv chemische Noxen (z.B. Madilente) aus den Zellen schleusen.
Sie sind u. a. fur eine Resistenz der Zellen gegeniZytostatika verantwortlich.
Hypericin scheint diesem Mechanismus zu entgehenvenangsamt dartber hinaus den
Transport von spezifischen MDR-Substraten wie z&n Farbstoff Rhodamin-123 (in
hypericinbehandelten Zellen wird nach drei Stund€i% mehr Rhodamin-123 im
Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen).

Eine Hypericinbehandlung renaler KarzinomzelleiKambination mit einer Beleuchtung,
fuhrt schon bei geringen Konzentrationen (1uM) mem signifikanten Rickgang der
metabolischen Aktivitdt und Koloniebildungsfahegik Des Weiteren wird in 100% der
Zellen eine Apoptose induziert. Diese phototoxiscWérkungen werden durch oxidativen
Stress hervorgerufen. Die intrazellulare Bildung dben erwahnten Singulettsauerstoffs
spielt dabei die Schlisselrolle. Letzterer wirdrlgestmals mit Hilfe eines redoxsensitiven

Fluoreszenzfarbstoffs (roGFP) intrazelluléar in letden Zellen nachgewiesen.
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Eine Hypericinbehandlung im Dunkeln dagegen habstebei hohen Konzentrationen
(25uM, 50uM) keine toxischen Effekte auf renale #@omzellen. Die metabolische
Aktivitat ist im Vergleich zur unbehandelten Koriteo nach einem Tag signifikant
(p<0,01) erhoht. Die Koloniebildungsfahigkeit istheeinflusst, und eine Apoptose wird
nicht induziert.

Unter der Annahme, dass Hypericin ein MultikinaskHbitor sei, werden
Versuchsbedingungen in  Kombination mit Bestrahlunglurchgefuhrt, da
Strahlenschadenreparaturmechanismen u. a. kinasggigh Vorgange sind. In diesem
Zusammenhang steigert Hypericin die Empfindlichkeier bekanntermal3en sehr
strahlenresistenten renalen Karzinomzellen. Es tzesgh, dass Hypericin die
Koloniebildungsfahigkeit renaler Karzinomzellerchainer 2Gy Bestrahlung um ca. 44%
und nach einer 4Gy-Bestrahlung um ca. 20% gegendleer bestrahlten Kontrolle
vermindert. Die metabolische Aktivitdt der Zellebmmt mit zunehmender Zeitspanne
nach der Bestrahlung zu. Dabei sind hypericinbebltémdZellen z.B. nach 13 Tagen
signifikant metabolisch aktiver (30-50%, p<0,01% &lellen ohne Hypericinbehandlung.
Eine Apoptoseinduktion in Folge einer Radiatio eirter Dosis von 2Gy bzw. 4Gy kann
lediglich in ca. 2,5% bzw. ca. 5% der Zellen unaighg von der Hypericinbehandlung
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse lassen dataidl3en, dass eine Bestrahlung in
Kombination mit Hypericin den mitotischen Zelltoghialer Karzinomzellen induziert. Bei
einem mitotischen Zelltod bleiben die zellularemKionen wie z.B. der Metabolismus
Uber einen gewissen Zeitraum bestehen, jedochevenlidie Zellen aufgrund irreparabeler
Strahlenschaden ihre Teilungsfahigkeit und gehegddristig zugrunde. Dabei spielen
insbesondere strahleninduzierte DNA-Doppelstrangigi(DSB) eine wichtige Rolle. In
dieser Arbeit werden drei Stunden nach einer 4GstiBBlung Doppelstrangbriche
(Detektion Uber Fluoreszenzmarkierung v@hl2AX-Foci) in ca. 80% der renalen
Karzinomzellen nachgewiesen. In Folge von DNA-Rapamechanismen weisen nach 24
Stunden lediglich noch 20% der Zellen DSB auf. Bddt man die Zellen dagegen in
Kombination mit einer Hypericinbehandlung ist diagtudtion drei Stunden nach
Strahlenexposition vergleichbar, jedoch nach 2Ah&un zeigt sich ein ganzlich anderes
Bild, da DSB noch in 76% der hypericinbehandeltetieh nachweisbar sind. Demnach
scheint Hypericin die DNA-Reparaturmechanismen #gnaten Karzinomzellen zu
inhibieren. Ausgehend von der Annahme, dass désler£ffekt auf der Hemmung von
an der DNA-Reparatur beteiligten Signaltransduldkaskaden beruht, werden die
Expression und Aktivitat u. a. von epidermalen Wsiginsfaktor-Rezeptoren (EGFR) und

104



DNA-Proteinkinase C (PKC) untersucht, die eine wgdh Rolle in den DNA-
Reparaturmechanismen spielen. Es zeigt sich, aa$ypericinbehandelten Zellen drei
Stunden nach einer 4Gy-Bestrahlung 40% bzw. 24 déturdanach ca. 96% weniger
EGFR aktiviert vorliegt als in bestrahlten Konteallen. Des Weiteren wird 24h nach der
Bestrahlung in hypericinbehandelten Zellen im Veigh zur bestrahlten Kontrolle
signifikant weniger EGFR exprimiert (p<0,05). Eiteemmung oder Blockierung des
EGFR flhrt letztlich dazu, dass die fir die Reparaton DSB essentielle DNA-PKC
vermindert aktiviert wird (Rodemann et al., 200DB)e Ergebnisse sind zu dieser Theorie
kongruent, denn in hypericinbehandelten Zellendsti bzw. 24 Stunden nach einer
Bestrahlung signifikant (p<0,05) weniger aktive DNAC nachweisbar als in den
Kontrollzellen. Des Weiteren werden in hypericinetielten Zellen vor bzw. drei
Stunden nach einer 4Gy-Bestrahlung im Vergleich Kontrolle signifikant weniger
(p<0,05 und p<0,01) der fur die Aktivierung der DNXC noétigen regulatorischen
Untereinheiten Ku70 und Ku80 exprimiert. Schon egeeinge Abnahme der DNA-PKC-
Aktivitat fihrt zu einer verminderten Reparaturkapi@ und damit zu einer Verstarkung
der zellularen Strahlensensitivitdt (Rodemann.e2@07).

Im Rahmen dieser Arbeit kann erstmals ein signifiga strahlensensitivierender Effekt
von Hypericin auf renale Karzinomzellen nachgewneaerden. Dieser beruht vermutlich
auf der Inhibition von DNA-Reparaturmechanismere Brgebnisse geben erste Hinweise
darauf, dass Hypericin die Expression bzw. Aktivitiderschiedener an den
Reparaturmechanismen beteiligter Proteine verringew. verlangsamt und dadurch
moglicherweise zu einem verminderten klonogenen rlében von renalen
Karzinomzellen in Folge von Bestrahlung und damit einer Strahlensensitivierung

beitragen kdnnte.
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7. Abklrzungsverzeichnis:

5-FU 5-Fluorouracil
Apaf-1 | apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1

ATM Ataxie-Teleangiektasie mutiert (ataxia teleatgatica mutated)

ATP Adenosintriphosphat

BIP Immunglobulin-bindendes Protein = GRP78 Glueesguilierendes Protein
78

BSA Bovines Serumalbumin

CAIX Kohlenstoff-Anhydrase 1X (carbonic anhydrasé |

CO, Kohlendioxid

Ct Schwellenwert-Zyklus (treshold cycle)

DAPI 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol

DED Todeseffektordoméane (death effector domain)
DNA Desoxyribonucleinsaue

DSB Doppelstrangbruch

DTT Dithiothreitol

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growatiidr)

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidegnoavth factor receptor)

EtOH Ethanol

Facs Fluoreszenzaktiviertes Sortieren von Zellem(gscence activated cell
sorting)

FADD Fas assoziiertes Protein mit Todesdomane

FITC Fluoresceinisothiocyanat

GFP grun fluoreszierendes Protein

HIF Hypoxie-induzierter Transkriptionsfaktor (hypaxnducible factor)

Hyp Hypericin

IF-a Alpha-Interferon

lgG Immunglobulin G

IL-2 Interleukin-2

MDR multi drug resistence

MTT 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-,5-diphenyl Tetraiumbromid

NHIJ nicht homologe End-zu-End-Verbindung (non htogous end-joining)

nm Nanometer

NTC Kontrolle ohne Probe (no template control)
PBS Phosphat gepufferte Salzlésung (phosphaterbdfgaline)
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chaictiae)

PDGF Platelet-derived Wachstumsfaktor (plateletveer growth factor)

PDT Photodynamische Therapie

Pgp P-Glykoprotein

PI3K Phosphatidylinositol 3-Kinase

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

pVHL von Hippel-Lindau-Genprodukt
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PVP Polyvinylpropylen

RCC Nierenzellkarzinom (renal cell carcinoma)

roGFP redoxsensitives grun fluoreszierendes Pr@tedoxsensitive green
fluorescence protein)

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygeciespe

RPM Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

RTX Bestrahlung

TGF Transformierender Wachstumsfaktor (transforngrayvth factor)

TK Tyrosinkinase

TNF Tumornekrosefaktor

TRADD | TNF-Rezeptor assoziierte Protein

TSC2- |Tuberosklerose-Gen-2

Gen

TUNEL | Terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTRkaend-labeling

VEGF Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor (ubescendothelial growth
factor),

VHL von Hippel-Lindau

XRCC4 | X-ray repair cross complementing
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