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(330 nm) und im sichtbaren Bereich (550 nm und 588 nm). Hypericin ist recht 

photostabil und erzeugt nach Bestrahlung Singulett-Sauerstoff mit großer 

Quantenausbeute (>0.7) [74,96]. Diese Eigenschaften machen Hypericin zu einem viel 

versprechenden Photosensibilisator für die PDT [45,52,53]. 

 

 

 
Abb. 3: Hypericum perforatum und Strukturformel des Hypericins  
 

Das Johanniskraut selbst ist eine Pflanze, die bereits seit der Antike und im Mittelalter 

zur äußerlichen Anwendung bei Wunden verwendet wird. Im 18. Jahrhundert wurde die 

Pflanze von Siedlern nach Nordamerika eingeschleppt und als Adstringens, Sedativum, 

Diuretikum und später auch zur Behandlung von psychovegetativen Störungen 

verwendet [95]. 

In der Medizin und alternativen Heilverfahren wird Hypericum perforatum bevorzugt 

zur Behandlung von leichten Depressionen angewendet. Über einen längeren Zeitraum 

gesehen, soll es eine Stimmungsaufhellung und Stimmungsstabilisierung, sowie eine 

Antriebssteigerung bewirken.  

In der gesamten Pflanze liegt der Anteil von Hypericin zwischen 0,03-0,3 %. Es ist eine 

wasserunlösliche Verbindung, die nativ wahrscheinlich als Glucosid vorkommt und 

deren Kaliumsalze löslich sind [32]. 

In der wissenschaftlichen Forschung rücken die viruciden und antineoplastischen 

Wirkungen von Hypericin und Pseudohypericin in den Vordergrund des Interesses. 

Durch in vitro und in vivo Versuche gezeigte sich, dass die Infektiosität der Retroviren 

(einschließlich HIV) durch Hypericin gehemmt wird. Pseudohypericin erwies sich in 

diesen Versuchen als weniger effizient. Unter Zuhilfenahme von Zellkulturen konnten 

nicht infizierte T-Zellen durch Applikation von Hypericin vor einer Infektion mit dem 

HI-Virus geschützt werden. Zurzeit wird in klinischen Studien getestet, ob durch die in 
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vivo Behandlung mit Hypericin eine Ausbreitung der Infektion verhindert werden kann. 

Bis jetzt aber konnte der Mechanismus, der der viruciden Wirkung zu Grunde liegt, 

nicht eindeutig geklärt werden. Es wird derzeit diskutiert, ob es sich hierbei um eine 

reverse Transkriptase handelt, die durch eine Photoaktivierung des Capsids P24 und der 

Protein Kinase C hervorgerufen wird [24,69]. 

Durch wissenschaftliche in vitro und in vivo Studien wurde die aus der traditionellen 

Medizin überlieferte antineoplastische Eigenschaft des Johanniskrauts bestätigt [28]. 

Der Antitumor-Effekt von Hypericin ist dadurch begründet, dass Hypericin Apoptose, 

bzw. Nekrose in den Zellen auslöst. Bei Untersuchungen in Jurkat-Zellen stellte sich 

heraus, dass Hypericin die mitochondriale Membran angreift und eine Ausschüttung 

von Cytochrom c aus dem Intermembranraum der Mitochondrien in das Zytosol 

bewirkt [26,70]. 

 

1.4.1 Intrazelluläre Lokalisation von Hypericin 

 

Die intrazelluläre Lokalisation von Hypericin ist offenbar nicht nur von Zelllinie zu 

Zelllinie verschieden, sondern auch von vielen anderen Parametern abhängig, wie z.B. 

Inkubationszeit, Konzentration, Temperatur etc. und führte daher zu einer kontroversen 

Diskussion in der Literatur [60].  

Piette et al. konnten eine Co-Lokalisation mit α-Tubulin in HeLa-Zellen feststellen, 

wohingegen Ali et al. nach 15 minütiger Inkubation eine Akkumulation von Hypericin 

im Zytoplasma von NPC-Zellen nachwiesen [7,85]. Nach der Bestrahlung startete eine 

apoptotische Kaskade, die von Fas/FasL und mitochondrialen Signaltransduktionen 

bestimmt war [7,85]. 

Eine überwiegende Einlagerung von Hypericin in die membranösen Organellen, wie 

Golgiapparat, endoplasmatischen Retikulum (ER), Mitochondrien und Lysosomen, 

wurde von Agostinis et al. beobachtet [3]. Die Aktivierung der Apoptose wird daher auf 

oxidativen Stress zurückgeführt. Uzdensky et al. wiesen bei drei unterschiedlichen 

Tumorzelllinien ebenfalls eine Lokalisation im ER, Golgi und der Zellkernhülle nach 

[106]. Im Zusammenhang mit diesen Ergebnissen stellten sie fest, dass durch die 

phototoxische Wirkung Ca2+ in diesen Organellen freigesetzt wird. Diese Erkenntnis 

deutet auf eine Inaktivierung der Ca2+-ATPase2 des sarko(endo)plasmatischen 

Retikulums (SERCA) hin, verbunden mit einer Störung der Ca2+-Homöostase und 
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nachfolgendem Zelltod [22]. Die Störung des Ca2+-Haushalts des ERs führt zu einer 

sofortigen Blockierung der BAX/BAK-Schnittstelle an den Mitochondrien und aktiviert 

somit die Apoptose-Kaskade der Zelle.  

Bei Miskovsky hingegen wird eine Akkumulation im Zellkern nach vierstündiger 

Inkubationszeit beschrieben. In einem Modell am isolierten Flusskrebsneuron wurde 

unter Verwendung der Fluoreszenzmikroskopie und wasserlöslichem Hypericin eine 

Lokalisation in der die Nerven umgebenden Myelinscheide festgestellt [72]. 

 

1.5 Intrazelluläre Wirkung von Ca2+ 

 

Kalziumionen (Ca2+) gehören zu der Gruppe sekundärer Botenstoffe und übernehmen 

bei vielen zellulären Prozessen Schlüsselfunktionen z.B. im Bereich der 

Signalweiterleitung. Es können Zellprozesse selektiv beeinflusst werden, wie es bei der 

Kontraktion von Skelett- oder Herzmuskeln, Hormonsekretion, Gentranskription und 

Zellteilung der Fall ist. Ca2+ ist aber auch in der Lage sehr komplexe Prozesse, wie 

Wundheilung, Insulinsekretion oder Anregung der Gallenblasenaktivität zu stimulieren 

(Abb. 4). Hierbei ist die Menge des freigesetzten Kalziums von großer Bedeutung, da 

die Effekte konzentrationsabhängig sind.  

 
Abb. 4: Grundlegender Mechanismus der intrazellulären Signalübertragung durch Ca2+. (Berridge et al. 
1998) [12] 
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Bei einer überhöhten intrazellulären Ca2+-Anreichung tritt der Zelltod durch Apoptose 

und Nekrose ein [12]. Steigt die Ca2+-Konzentration im Zytoplasma über die normalen 

Ruhewerte an, kommt es zu einer progressiven Akkumulation in den Mitochondrien 

[84]. 

Gerade die von mir verwendete Glioblastomzelllinie U373 MG weist eine hohe 

Mitochondrienanzahl auf. Daher ist es sehr wichtig, die Austauschprozesse von Ca2+, 

z.B. zwischen den Mitochondrien und dem ER, besser zu verstehen, um für spätere 

Therapiezwecke möglichst effektiv die Apoptose-Kaskade in den Mitochondrien 

auslösen zu können.  

Die Ca2+-Aufnahme erfolgt hauptsächlich über den „Ca2+-Uniporter“, ein 

Transportsystem, dessen Identität noch nicht geklärt ist. Treibende Kraft ist das auf der 

Matrixseite negative mitochondriale Membranpotential. Dieses wird durch den nach 

außen gerichteten Protonentransport aufgebaut, und steigt daher mit der 

Respirationsrate an [30]. Die Ca2+-Entfernung aus dem mitochondrialen Matrixraum 

erfolgt vorwiegend durch einen Ca2+-Na+-Antiport. Ca2+-Akkumulation signalisiert den 

Mitochondrien unter normalen Bedingungen einen verstärkten Energiebedarf im 

Zytoplasma. Die direkte Folge ist die Ca2+-abhängige Stimulation von Enzymen des 

Zitronensäure-Zyklus und damit die vermehrte Bereitstellung von reduzierten 

Substraten (NADH, FADH2) für die Elektronentransportkette. Oxidativer Stress durch 

ROS-Bildung kann durch einen erhöhten Influx von Ca2+ in die Mitochondrien 

verstärkt werden [20,84]. Wenn eine kritische Schwelle der Ca2+-Konzentration in den 

Mitochondrien überschritten wird, beginnt offenbar ein sich selbst verstärkender 

Zyklus, der schließlich in das apoptotische Selbstzerstörungsprogramm der Zelle 

mündet. 

 

Mit neuen Techniken der Lichtmikroskopie wurden lokal auftretende Miniatur-Ca2+-

Signale in Zellen unterschiedlicher Herkunft nachgewiesen. Diese oft stereotypen 

Signale werden je nach Ursprungszelle meist mit den Begriffen „Puffs“ oder „Sparks“ 

bezeichnet [16,36,98]. Häufig findet sich eine enge Assoziation von Mitochondrien und 

Ca2+-Speicherorganellen (ER/SR) und es mehren sich Hinweise auf „privilegierte 

Wege“ des Kalziums von den Ca2+-Speichern in die Mitochondrien, d.h. auf eine 

direkte Kommunikation unter Umgehung eines globalen Anstiegs der Ca2+-

Konzentration [25,35,41,49,88]. Dadurch könnte z.B. die Respirationsaktivität in eng 

umschriebenen Zellregionen durch lokale Ca2+-Fluxe gesteigert werden. Umgekehrt 



15 

wirken die Mitochondrien als Puffersysteme für lokale Ca2+-Änderungen, deren 

Effizienz von der Respirationsaktivität abhängig ist [47,67]. Diese enge Interaktion von 

Ca2+-Signalsystemen und den bioenergetischen Organellen der Zelle spielt vermutlich 

auch eine entscheidende Rolle bei vielen Krankheitsprozessen [31]. 

Es gibt Hinweise darauf, dass exzessive ROS-Bildung zu einem verstärkten Ca2+-

Einstrom in die Mitochondrien und in der Folge zum Öffnen der mitochondrialen 

„permeability transition pore“ (mPTP) und zum Zusammenbruch des mitochondrialen 

Membranpotentials führt. Es wird vermutet, dass das primäre Ziel für ROS-induzierte 

Effekte mitochondriennahe Ca2+-Speicher sein könnten. Es ist daher möglich, dass 

Ca2+-Freisetzungskanäle (Ryanodinrezeptoren, IP3-Rezeptoren) durch Radikale 

aktiviert werden [31]. Als primärer Angriffspunkt für PDT-generierte Radikale wurde 

auch der aktive Ca2+-Transport in Ca2+-Speicherorganellen (ER/SR) vorgeschlagen 

[28]. 

Ebenfalls von Bedeutung ist möglicherweise die lokale zelluläre NO-Bildung über NO-

Synthasen (NOS). In Verbindung mit ROS bildet sich aus NO Peroxinitrit, eine sehr 

reaktive Substanz, die zu multiplen Zellschädigungen führen kann. Unter anderem 

greift intramitochondrial gebildetes NO den Komplex IV der Atmungskette an. Die 

resultierende Hemmung der Respiration führt zu einem weiteren Anstieg von ROS und 

setzt somit einen sich selbst verstärkenden Mechanismus in Gang. Ein Beispiel aus dem 

neurophysiologischen Bereich für eine derartige positive Rückkopplung der 

Zellschädigung ist die Glutamat-Toxizität im Gehirn, bei der der Zyklus durch die 

Öffnung von NMDA-Rezeptoren, bedingt durch eine erhöhte Glutamatkonzentration, 

in Gang kommt [31]. 

Es gilt als sicher, dass die lichtinduzierte Bildung der reaktiven Radikale in Verbindung 

mit Ca2+ unter Beteiligung der Mitochondrien eine zentrale Bedeutung für das spätere 

Schicksal der Zelle im Verlauf der PDT besitzt. Wie jedoch im Detail diese 

Komponenten zusammenwirken und wie sie das oft labile Gleichgewicht zwischen 

Zellschutzmechanismen, Apoptose und Nekrose beeinflussen, ist erst sehr lückenhaft 

erforscht. Ein Verständnis dieser frühen Vorgänge bei der PDT ist aber von 

entscheidender Bedeutung für die Wahl des optimalen PSs und für zielgerichtete 

Verbesserungen der Therapiebedingungen. Insbesondere ist ein Verständnis dieser 

Mechanismen die Voraussetzung für die volle Ausnutzung des Potenzials der PDT in 

der Behandlung von Glioblastomen. 
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1.6 Ansatz, Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit 

 

Ein Forschungsschwerpunkt am Institut für Lasertechnologien in der Medizin und 

Meßtechnik an der Universität Ulm (ILM) beschäftigt sich mit der Aufklärung 

photobiologischer Prozesse im Rahmen der PDT, unter Zuhilfenahme verschiedener 

mikroskopischer Techniken. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die intrazelluläre Lokalisation und die 

photodynamisch-therapeutische Wirkung des PSs Hypericin an humanen 

Glioblastomzellen (U373 MG) untersucht werden. Hypericin ist ein natürlich 

vorkommender Photosensibilisator und birgt ein hohes Potential zur minimalinvasiven 

Tumortherapie.  

Die genauen Mechanismen, die bei der PDT zum Absterben der Krebszellen führen, 

sind nur in Ansätzen bekannt. Im Zentrum scheinen lichtinduzierte Redoxprozesse, die 

durch reaktive Sauerstoffspezies, zum Teil mitochondrialen Ursprungs, induziert 

werden, im Verbund mit intrazellulären Änderungen der Ca2+-Konzentration, zu stehen. 

Die hier vorgestellten Untersuchungen fokussieren sich daher auf die Interaktion 

zwischen intrazellulären Signalkaskaden und dem Ca2+-Signalsystem der Zelle und 

deren funktionelle Beeinflussung der induzierten Zelltodmechanismen.  

In der vorliegenden Arbeit sollte wie folgt die Wirkung von Hypericin-induzierter PDT 

in humanen U373 MG Zellen untersucht werden: 

• Untersuchung der zytotoxischen Eigenschaften von Hypericin 

• Transfektion der Zellen mit einer Ca2+-sensitiven, mitochondrialen Proteinsequenz 

• Auswirkung der Hypericin-PDT auf die intrazelluläre Ca2+-Konzentration 

• Untersuchungen zur intrazellulären Lokalisation von Hypericin 

• Analyse der Zelltodmechanismen nach Hypericin-induzierter PDT 

• Nachweis der Caspaseaktivität bei Hypericin-PDT 
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2. Material  

2.1 Chemikalien und Reagenzien 

 

Agar-Agar      Roth, Karlsruhe 

Ampicillin      Sigma, Deisenhofen 

Antibody Diluent      DakoCytomation, Hamburg 

Aquatex      Merck, Darmstadt 

ATP      Fluka, Deisenhofen 

Bidest. Wasser      Universitätsapotheke, Ulm 

BSA      SERVA, Heidelberg 

Dimethylsulfoxid (DMSO)    Sigma, Deisenhofen 

Dithiothreitol      Sigma, Deisenhofen 

EDTA (1 % in PBS ohne Ca2+/Mg2+)  Biochrom, Berlin 

Eisessig      Merck, Darmstadt 

Ethanol (vergällt)     Universitätsapotheke, Ulm 

Fetal Calf Serum (FCS)     Biochrom, Berlin 

Glutamax      Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

Hefeextrakt      Roth, Karlsruhe 

HEPES      Merck, Darmstadt 

Histamin      Sigma, Deisenhofen 

Histostain Plus Broad Spectrum   Zymed Laboratories, USA 

Immersionsöl      Zeiss, Oberkochen 

Kalziumchlorid (CaCl2)    Merck, Darmstadt 

Magnesiumchlorid (MgCl2)    Merck, Darmstadt 

Medium 199      Gibco, Invitrogen, Karlsruhe  

Methanol      Fluka, Deisenhofen 

Natriumchlorid (NaCl)    Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid     Merck, Darmstadt 

Neomycin      Sigma, Deisenhofen 

Neutralrot (0,3 %, w/v)    Biochrom, Berlin 

PBS ohne Ca2+/Mg2+     Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

Penicillin / Streptomycin (P/S)   Biochrom, Berlin 

RPMI 1640      Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 
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Staurosporin      Sigma, Deisenhofen 

Tris-HCl      Merck, Darmstadt 

Trypanblau (0,4 %)     Biochrom, Berlin 

 

2.2 Enzyme, Marker und Photosensibilisatoren 

 

Aluminium Phthalocyanin Frontier Scientific, Lancashire,Uk 

Annexin-V FITC     Biosource, Nivelles, B 

Anti-human Caspase-3 monoclonal R&D Systems, Minneapolis, USA 

Anti-hCaspase9     INTERACTIVA, Ulm 

D2R       INTERACTIVA,Ulm 

DiOC6(3)  Molecular Probes, Leiden, NL 

EcoR I  Fermentas, St. Leon-Rot 

Fluo-3 AM    Molecular Probes, Leiden, NL  

Goat-anti-rabbit IgG-HRP     Santa Cruz, Heidelberg 

Hind III      Fermentas, St. Leon-Rot 

Hypericin      Carl Roth, Karlsruhe 

Hypericin Planta Natural Products, Wien, A 

Klenow-Enzym     Roche Diagnostics, Mannheim 

Lipofectin Reagent     Gibco, Invitrogen, Karlsruhe 

MitoTracker Green FM     Molecular Probes, Leiden, NL 

MitoTracker Red     Molecular Probes, Leiden, NL 

Not I       Fermentas, St. Leon-Rot 

Propidiumjodid (PI)     Fluka, Sigma, Deisenhofen 

Rhodamine 123 (Rh123)     Fluka, Sigma, Deisenhofen  

T4-DNS-Ligase     BioLabs, Frankfurt 

Trypton / Pepton aus Casein    Roth, Karlsruhe 

Trypsin (2,5 % in PBS o. Ca2+/Mg2+)  Biochrom, Berlin 

Xba I       Fermentas, St. Leon-Rot 
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2.3 Medien und Lösungen 

 

Annexinpuffer    HEPES/NaOH   10 mM 

     NaCl     140 mM 

     CaCl2     2,5 mM 

     pH 7,4 

 

Kulturmedium    RPMI 1640    500 ml 

     P/S     5 ml 

     Glutamax    5 ml 

     FCS     50 ml 

 

LB-Medium:    Trypton    10 g 

Hefeextrakt    5 g 

     NaCl     10 g 

     Aqua bidest.    1 l 

 

LB-Agarplatten   LB-Medium    200 ml 

     Agar-Agar    3 g 

 

SOC-Medium    Glukose    10 ml 

     Hefeextrakt    5 g 

     KCl     0,186 g 

NaCl     0,58 g 

     Trypton    20 g 

     Wasser    1 l 

 

T4-DNS-Ligase-Puffer  Tris-HCL    50 mM 

     MgCl2     10 mM 

     ATP     1 mM 

     Dithiothreitol    10 mM 

     BSA     25 µg/ml 

     pH 7,4 
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Trypsin-EDTA-Lösung:  Trypsin    2,5 ml 

     EDTA     5 ml 

     PBS o. Ca2+/Mg2+   42,5 ml 

 

2.4 Geräte 

 

Absaugpumpe       VWR, Ulm 

Analysenwaage A200S     Sartorius, Göttingen 

Biofuge „Pico“      Heraeus, Hanau 

BioPhotometer      Eppendorf, Hamburg 

CO2-Brutschrank      Heraeus, Hanau 

Laserscanning Mikroskop 510 META   Zeiss, Jena 

Mikroskop „Axiovert 25“     Zeiss, Jena 

Mikrotiterplatten-Photo-/Luminometer Lucy 1  anthos labtec Instruments, 

Wals, A 

Mikrozentrifuge      Fisherbrand, Schwerte 

Pipettboy       Brand, Wertheim 

Präzisionswaage U4600P+     Sartorius, Göttingen 

Schüttler Jahnke&Kunkel, Staufen 

Sterilwerkbank „BioHit“     Steril, Mailand, I 

Vortex „Genie 2“ SI Scientific Industries, 

NY, USA 

Wasserbad Julabo Labortechnik, 

Seelbach 

Zentrifuge „Sepatech“     Heraeus, Hanau 

 

2.5 Verwendete Laborkits 

 

Permanent AP Red Kit     Zytomed System, Berlin 

Plasmid Midi Kit      Qiagen, Hilden 

QIAprep Spin Miniprep Kit     Qiagen, Hilden 

ZytoChem Plus AP Polymer System    Zytomed System, Berlin 
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2.6 Technische Hilfsmittel 

 

Combitips plus (2,5ml, 5ml, 10ml)    Eppendorf, Hamburg 

Deckgläser Menzel-Gläser, 

Braunschweig 

Freezing Container “Mr. Snowy”    Nunc, Wiesbaden 

Glass bottom dishes No. 1,5 MatTek Corporation, USA 

Kryoröhrchen       Nunc, Wiesbaden 

Microwell 96F      Nunc, Wiesbaden 

Multidish 4/ 6/ 24 Wells     Nunc, Wiesbaden 

Neubauer-Zählkammer     Brand, Wertheim 

Objekttäger SuperFrost Color    Vogel, Giessen 

Objektträger beschichtet (Polylysin)  Menzel-Gläser, 

Braunschweig 

Pasteurpipetten (Glas)     VWR, Ulm 

Pipettenspitzen (blau, gelb, weiß)    Brand, Wertheim 

Reaktionsgefäße 1,5 ml     Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße schwarz     Carl Roth, Karlsruhe 

Rundboden Röhrchen 5 ml     BD, Heidelberg 

Zellkulturflaschen (25 cm² / 75 cm²)    Nunc, Wiesbaden 

Zentrifugenröhrchen (15 ml / 50 ml)    Nunc, Wiesbaden 

 

2.7 Pro- und eukaryotische Zellstämme, Plasmide 

 

Eschericha coli (E. coli)     Stratagene, Heidelberg 

XL1-Blue competent cells 

pECFP-Mito Vector Clontech, BD Bioscience, 

Heidelberg 

 

U373 MG Glioblastom Zellen    European Collection of  

(humanes, kaukasisches  Cell Culture (ECACC), 

Glioblastom-Astrocytom des  Sigma-Aldrich,  

Schweregrades III) Taufkirchen 
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     Cat.No. 89081403 

 

Jurkat-Zellen  Deutsche Sammlung 

(humane T-Zellen)  von Mirkoorganismen  

  und Zellkultur GmbH,  

        Braunschweig 

        DSMZ ACC282 

 

2.8 Fluoreszenzfarbstoffe 

 

In Tabelle 1 werden die LSM-relevanten spektralen Charakteristiken der Fluorophore 

aufgelistet.  

Es folgen einige Erläuterungen zu den Substanzen: 

• Annexin-V FITC ist ein Ca2+-abhängiges, an negativ geladene Phospholipide 

bindendes Protein mit einer hohen Affinität zu Phosphatidylserin. Annexin-V, das mit 

dem Fluorophor FITC konjugiert ist, bindet selektiv an Phosphatidylserin, das sich im 

Stadium der frühen Apoptose in die äußere Zellmembran umgelagert wird.  

• DiOC6(3) oder 3,3-dihexyloxacarbocyanin-iodid ist ein positiv geladenes, 

membrangängiges Molekül. In geringeren Konzentrationen akkumuliert es aufgrund 

des hohen negativen Potentials hauptsächlich in den Mitochondrien. In höheren 

Konzentrationen kommt es zusätzlich zur Anreicherung in Membranen, wie auch im 

ER.  

• D2R oder Aspartat2-Rhodamin 110 ist ein nicht-fluoreszierendes Derivat von 

Rhodamin 110, erst durch die Aktivität von proapoptotischen Caspasen werden die 

beiden Aspartatreste abgetrennt und Rhodamin 110 fluoresziert. 

• ER-Tracker™ Green ist ein spezieller Marker für das endoplasmatische 

Retikulum, der mit Glibenclamid konjugiert ist. Bei Glibenclamid handelt es sich um 

ein Medikament zur Behandlung von Diabetes mellitus Typ II. Es bindet an die 

Sulfonylharnstoffrezeptoren der ATP-sensitiven K+-Kanäle, welche in großer Anzahl 

im ER vorkommen. Die Konzentration der Stammlösung des ER-Trackers betrug  

1 mM in DMSO.  

• Fluo-3 AM ist ein membrangängiger, Ca2+-abhängiger Cytoplasma-Marker. 

Es wurde eine Stammlösung mit einer Konzentration von 5 mM in DMSO verwendet 
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Diese wurde für die Experimente mit dem Kulturmedium auf eine Endkonzentration 

von 1 µM verdünnt. 

• LysoTracker® Green DND-26. Hierbei handelt es sich um ein Fluorophor, 

das an eine relativ schwache Base gebunden ist und zur Darstellung der Lysosomen 

dient. Die Ausgangskonzentration des Lyso-Trackers betrug 1 mM in DMSO, die 

Endkonzentration 75 nM. 

• MitoTracker® Green FM ist in wässriger Lösung nicht fluoreszierend.  

Die Fluoreszenz wird erst aktiviert, wenn es zur Akkumulation in lipidhaltiger 

Umgebung der Mitochondrien kommt. 

• Propidiumjodid (PI) ist nicht in der Lage, intakte Membranen zu 

durchdringen und kann daher nicht in lebenden Zellen nachgewiesen werden. Bei 

Schädigung der Zellmembran gelangt PI in die Zelle und lagert sich dort relativ 

unspezifisch in die DNS und auch RNA ein.  

• Rhodamin 123 (Rh123) wird als spezifischer, membranpotentialabhängiger 

Mitochondrienfarbstoff eingesetzt. 

 

Die Stammlösungen der einzelnen Fluorophore wurden anhand von Herstellerangaben 

angesetzt, vor Licht geschützt und je nach Bedarf bei 4 °C bzw. –20 °C gelagert. Die 

jeweiligen Angaben zur Inkubationszeit und –konzentration wurden ebenfalls vom 

Hersteller übernommen oder auf auf Erfahrungswerte oder Literaturangaben 

zurückgegriffen.  
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Tabelle 1 Übersicht der verwendeten Photosensibilisatoren und Marker 

Fluorophore Abs.max. Em.max Detektion Lokalisation Hersteller MG Lösungs- 
mittel 

 [nm] [nm] [nm]  Cat. [g/mol]  
Annexin-V FITC 494 518  Membran Biosource, PHN1008  H2O mit 0,1% 

Natriumazid 
DiOC6(3) 484 519 BP500-550 ER, Mitochondrien, 

Membran 
Molecular Probes,  
D273 

572,53 DMSO 

D2R 498 521 BP500-550 Zytoplasma INTERACTIVIA  DMSO 

ER-Tracker 504 511 BP500-550 ER Molecular Probes, E34251 783,10 DMSO 
Fluo-3 506 526 BP500-550 Zytoplasma Molecular Probes,  

F-1242 
1129,86 DMSO 

LysoTracker 504 511 BP500-550 Lysosomen Molecular Probes, L7526 398,69 DMSO 
MitoTracker 490 516 BP500-550 Mitochondrien Molecular Probes, 

M-7514 
671,88 DMSO 

Propidiumjodid 535 617 589-630 DNS Molecular Probes, 
P-1304 

668,40 dH2O 

Rhodamin123 505 533 BP500-550 Mitochondrien Fluka,  
83702 

380,80 DMSO 

Hypericin 590 610 589-630 ER,Mitochondrien, 
Zytoplasma 

PNP, 500-03-001 504,45 DMSO 

 
Anmerkung: Abs.max. bezieht sich auf das Maximum innerhalb des Absorptionsspektrums, Em.max. steht für den maximalen Wert der 
Emission. Die Anregungswellenlänge betrug immer 488 nm. Die Lokalisation von Hypericin kann nicht eindeutig beschrieben werden, da es 
auch in der Literatur kontrovers diskutiert wird. Diese Arbeit soll Aufschluss über die genaue Lokalisation geben. 
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3. Methoden 

3.1 Zellkultur 

3.1.1 Kultivierung von Zellen 

 

Die Zellen werden je nach benötigter Anzahl in 25 cm² bzw. 75 cm² Kulturflaschen (T25 

bzw. T75) in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2-Atmosphärengehalt und ca. 95 % 

Luftfeuchtigkeit kultiviert. Als Medium wird RPMI 1640 verwendet. Für parentale U373 

MG Zellen wird das Medium mit 10 % fötalem Kälberserum (FCS), 1 % 

Penicillin/Streptomycin (P/S) und 1 % Glutamax supplementiert (sog. Kulturmedium). 

Nach der Transfektion (Kapitel 3.3.4) mit dem Ca2+-sensitiven Mitochondrienmarker 

Camgaroo2 wird dem Medium statt 1 % P/S 0,5 % Neomycin zugesetzt, um eine stabile 

Transfektion zu gewährleisten, bzw. eine permanente Selektion der transfizierten Zellen 

zu bewirken. Der Mediumwechsel der Zellkulturen erfolgt zweimal pro Woche. Zu 

diesen Zeitpunkten wird auch das Wachstumsverhalten der Zellen kontrolliert (Kapitel 

3.1.1). Erreichen die einschichtig wachsenden Zelllinien eine Dichte von 70-80 % in den 

jeweiligen Kulturgefäßen, erfolgt eine Subkultivierung. Dazu wird das Kulturmedium 

abgesaugt und die Zellen mit PBS (ohne Ca2+/Mg2+) gespült. Im Anschluss wird eine 

Trypsin-Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-Lösung (0,125 %, 0,125 %) auf die 

Zellen gegeben und für zwei Minuten im Brutschrank inkubiert (25 cm² je 0,5 ml; 75 cm² 

je 1 ml). Trypsin spaltet die Proteine an den Lokalisationen der Aminosäuren Arginin und 

Lysin. EDTA bindet zweiwertige Kationen wie Ca2+ und Mg2+. 

Nach der mikroskopisch sichtbaren Ablösung der Zellen wird die proteolytische Aktivität 

des Trypsins mit der fünffachen Menge des jeweiligen Kulturmediums gestoppt. Durch 

vorsichtiges Auf- und Abpipettieren werden die Zellen resuspendiert und verdünnt in ein 

neues Kulturgefäß eingesät. 

 

3.1.2 Bestimmung der Zellzahl 

 

Die Bestimmung der Zellzahl beruht auf einer Methode, die ausschließlich die lebenden 

Zellen wertet und unter Verwendung von Trypanblau durchgeführt wird. 
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Bei Trypanblau handelt es sich um einen sauren Farbstoff, dessen Anionen sich an 

Zellproteine binden. Der Farbstoff durchdringt die defekte Zellmembran toter Zellen und 

färbt das Zytosol blau, wohingegen die vitalen Zellen im Mikroskop leuchtend hell 

erscheinen. Die Lösung wird aus Trypanblau und PBS (o. Ca2+/Mg2+) im Verhältnis 1:20 

hergestellt. 

Von der Zellsuspension wird eine geringe Menge (ca.100-200 µl) in ein Eppendorfgefäß 

pipettiert. Die Zellsuspension wird mit der Trypanblau-Lösung im Verhältnis 1:1 

gemischt und 10 µl davon in eine Neubauer-Zählkammer pipettiert. Es folgt die 

Auszählung der lebenden, nicht gefärbten Zellen in allen vier Quadranten (16 Kammern 

pro Quadrant). Unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors kann durch 

Multiplikation der Zellzahl pro Quadrant mit 104 die Zelldichte pro Milliliter angegeben 

werden. 

 

3.1.3 Wachstumskurve 

 

Zur Bestimmung des Wachstumsverhaltens werden die Zellen in 4-Well-Platten in zwei 

unterschiedlichen Dichten ausgesät (100/mm², 150/mm²) und insgesamt über einen 

Zeitraum von zehn Tagen beobachtet und ausgezählt. Täglich werden die Zellen einer 4-

Well-Platte mit Trypsin abgelöst, die Zellzahl des einzelnen Wells bestimmt und der 

Mittelwert aus den vier Wells gebildet. Anhand der dargestellten Grafik lässt sich das 

Wachstumsverhalten der Zellen sehr gut beurteilen ( Abb. 5). In den ersten beiden Tagen 

befinden sich die Zellen in der Lag-Phase (Latenzphase, englisch lag = verzögern), in der 

keine Vermehrung stattfindet. Ab dem dritten Tag kommen die Zellen in die log-Phase, 

d.h. sie beginnen mit einer logarithmischen Vermehrung. Ab dem achten Tag stellt sich 

dann die Plateauphase ein, in der keine Zellteilung mehr erfolgt. In den weiteren Tagen 

kann man ein Abnehmen der Zellzahl beobachten, da auf Grund von Platzmangel und 

Freisetzung von Stoffwechselprodukten in das umgebende Medium die Zellen sehr stark 

in ihrem Wachstumsverhalten eingeschränkt werden und absterben. Nach Anfertigung 

der Wachstumskurven wird eine Zellzahl von 100 Zellen pro mm² als Zelldichte für die 

Versuche festgelegt. Bei einer höheren Zellanzahl pro mm² können während der 

Versuche die einzelnen Zellen nicht mehr optimal dargestellt werden.  
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Abb. 5: Exemplarische Darstellung einer Wachstumskurve von U373 MG-Zellen, ausgesät mit 100 Zellen 
pro mm²; dargestellt sind die Mittelwerte (SEM) der Zellzahl pro Auswertungstag 
 

3.1.4 Einfrieren und Auftauen  

 

Zur längerfristigen Lagerung von Zelllinien und deren stabilen Transfektanten wurden 

die Zellen eingefroren.  

Als Grundlage für das Einfriermedium dient das jeweilige Kulturmedium (RPMI 1640) 

unter Zugabe von 10 % FCS und 10 % DMSO. Dimethylsulfoxid (DMSO), das als 

Kryopräservativ hinzugegeben wird, verhindert beim Einfrieren die Eiskristallbildung 

innerhalb und außerhalb der Zelle und beugt einer partiellen Dehydratation des 

Zytoplasmas vor. 

Die Zellen werden aus den jeweiligen Kulturflaschen mit einer entsprechenden Menge an 

EDTA/Trypsin geerntet, die Zellzahl bestimmt und die Zellsuspension in ein 

Zentrifugenröhrchen überführt. Nach der Zentrifugation (5 min, 1500 U/min, 4 °C) wird 

das Kulturmedium abgesaugt und das Pellet mit eiskaltem Einfriermedium resuspendiert. 

Hierbei wird eine Konzentration von 106 Zellen pro ml Einfriermedium je Kryoröhrchen 

zu Grunde gelegt. Um die zytotoxischen Eigenschaften von DMSO zu verringern, wird 

während des gesamten Vorganges auf Eis gearbeitet. Die Zwischenlagerung findet in 

Cryo freezing Containern (Nunc) bei -80°C statt, in denen die Kryotubes von Isopropanol 
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umschlossen sind. Durch das Isopropanol werden die Zellsuspensionen mit einer Rate 

von 1 °C pro min heruntergekühlt.  

Beim Auftauen von Zellkulturen wird durch die Erwärmung der Stoffwechsel angeregt 

und das DMSO aktiv aus der Zelle transportiert. Um die zytotoxische Wirkung des 

DMSO möglichst gering zu halten, wird dieser Vorgang relativ zügig durchgeführt. 

Nach der Entnahme der Röhrchen aus dem flüssigen Stickstoff ermöglicht eine 

Vierteldrehung des Deckels den Gasaustausch und beugt so einer Explosion durch 

verdampfenden Stickstoff vor. Das Auftauen erfolgt im Wasserbad bei 37 °C bis auf 

einen kleinen Eiskern, anschließend werden die Zellen schnell in eine vorbereitete 

Zellkulturflasche pipettiert. Zur vollständigen Entfernung des DMSO erfolgt am 

folgenden Tag ein Mediumwechsel. 

 

3.2 Mikrobiologische Methoden 

3.2.1 Kultivierung und Selektion von Bakterien 

 

Bakterien eignen sich aufgrund ihrer geringen Anforderungen an die 

Haltungsbedingungen und eine schnelle Wachstumsrate gut zur Vermehrung von 

Vektoren und Plasmiden. Unter dem Begriff „Vektor“ versteht man eine wirtsspezifische 

Struktur, die in der Lage ist, Gene aufzunehmen, auf andere Organismen zu übertragen 

und dort zu vermehren. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei einem „Plasmid“ um 

zirkuläre, extrachromosomale, replizierende DNS-Moleküle, die neben den 

Bakterienchromosomen in den Bakterienzellen vorkommen. Plasmide können als Vektor 

eingesetzt werden. 

Für die Kultivierung und Selektion transformierter E. coli XL1-Blue competent cells 

(Stratagene) werden LB-Medium (Lysogeny Broth) sowie LB-Agarplatten mit 

Ampicillinzusatz (LB-Amp-Platten) verwendet (Kapitel 2.3) [13]. Die Konzentration des 

Antibiotikums in den flüssigen und festen Medien beträgt jeweils 100 µg/ml Ampicillin. 

Zur Herstellung der Bakterienkulturmedien werden die einzelnen Bestandteile 

abgewogen und in dem entsprechenden Volumen bidestillierten Wassers gelöst. Im 

Anschluss daran wird der pH-Wert des Mediums überprüft und gegebenenfalls auf pH 

7,0 eingestellt. Dieses Gemisch wird für 15 min in gesättigtem Wasserdampf autoklaviert 

und nach einer Abkühlphase auf ca. 60 °C mit Ampicillin versetzt, um die Wirksamkeit 

des Antibiotikums nicht zu beeinflussen. 
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Für die Herstellung der LB-Amp-Platten wird dem Medium Agarpulver zugesetzt und 

dieses Gemisch autoklaviert. Nach einer Abkühlphase auf ca. 60 °C wird das Ampicillin 

zugesetzt und der Ansatz in sterile Petrischalen (∅ 92 mm) gegossen. Zur Herstellung 

von Kanamycin-Platten wird nach dem gleichen Protokoll vorgegangen, nur statt 

Ampicillin Kanamycin (50 µg/ml) zugesetzt. Nachdem der Agar erstarrt ist, werden die 

Platten bei 4 °C im Kühlschrank gelagert.  

 

3.2.2 Transformation von Bakterien 

 

Die Transformation der Bakterien erfolgt nach einem Protokoll von Stratagene, dem 

Vertreiber von E. coli XL1-Blue competent cells. Der Bakterienstamm wird zur 

Vermehrung der beiden Plasmide (pRSETb und pECFP-Mito) benötigt, um eine 

ausreichende Menge der Plasmid-DNS zur späteren Transfektion der U373 MG Zellen zu 

erhalten (Kapitel 3.3.4). 

Den auf Eis aufgetauten E. coli wird ein 100 µl Aliquot entnommen und mit 1,7 µl β-

Mercaptoethanol versetzt und unter sanftem Schütteln für 10 min inkubiert. Das β-

Mercaptoethanol lagert sich auf Grund seiner lipophilen Eigenschaften in die hydrophobe 

Doppelmembran der Bakterienzellwand ein und führt dort zur Porenbildung. Dann wird 

dem Ansatz 10 µl der plasmidhaltigen Lösung zugesetzt und für 30 min auf Eis inkubiert. 

Es erfolgt die Anlagerung des Plasmids an der Oberflächenstruktur des Bakteriums. 

Durch einen Hitzeschock bei 42 °C für 1 min kommt es zur Ausdehnung der Bakterien 

und Aufnahme der angelagerten Plasmide. Der Ansatz wird für 10 min auf Eis gebracht, 

um eine Regeneration der Bakterienzellwände einzuleiten. Die Suspension wird mit 

vorgewärmten SOC-Medium (Kapitel 2.3) auf 1 ml aufgefüllt und für 1 h bei 37 °C unter 

leichtem Schütteln (250 U/min) inkubiert. Im Anschluss daran werden jeweils 150 µl-

Aliquots auf LB-Amp-Platten ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

Zur Kontrolle werden jeweils zwei Positivkontrollen mitgeführt: (a) Wachstum: 

Beimpfung einer LB-Platte ohne Ampicillin mit nicht transformierten E. coli und (b) 

Transformierbarkeit: Beimpfung einer LB-Platte mit Ampicillin und mit einem 

Kontrollplasmid pUC18 transfizierten E. coli. Das Kontrollplasmid pUC18 besitzt eine 

Sequenz, die für β-Galactosidase kodiert und in Kombination mit X-gal (5-brom-4-chlor-

3-indolyl-β-D-galaktosid) blaue Kolonien bildet. Durch Einfügen von Fremd-DNS wird 

diese Fähigkeit inaktiviert und die nun wachsenden Kolonien weisen eine weiße Färbung 
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auf. Nach der Inkubation aller Platten des gesamten Ansatzes sollte für die 

Wachstumskontrolle ein konfluenter Bakterienrasen entstanden sein und die 

Koloniedichte nach Transformation mit dem Kontrollplasmid bzw. dem gewünschten 

Plasmid bei gleicher Verdünnung ähnlich sein. 

 

3.2.3 Isolierung von Bakterienkolonien 

 

Zur Isolierung von Bakterienkulturen werden diejenigen LB-Amp-Platten mit der 

geringsten Koloniedichte verwendet. Dabei kann davon ausgegangen werden, dass 

einzeln liegende Kolonien mit hoher Wahrscheinlichkeit aus Einzelzellen entstanden 

sind. Die Kolonie wird mit einer sterilen Öse „gepickt“ und zur weiteren Kultivierung 

bzw. Vermehrung der transformierten Bakterien in eine Mini- oder Midipräparation 

(Kapitel 3.2.1) überführt. Die Vermehrung der Bakterien erfolgt bei 37 °C in einem 

Schüttelinkubator bei 250 U/min über Nacht. 

 

3.2.4 Extraktion der Plasmid-DNS aus E. coli 

 

Zur Extraktion der Plasmid-DNS aus E. coli-Kulturen werden für die Minipräparation 2 

ml Kulturflüssigkeit mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit und für die Midipräparation 

50 ml Kulturflüssigkeit mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit nach Angaben des Herstellers 

bearbeitet. Nach Abernte der Bakterien aus einer Übernachtkultur durch Zentrifugation 

der Zellsuspension wird das Pellet mit eiskaltem Puffer P1 resuspendiert, dem zuvor 

RNAse A zugesetzt wurde. Nachdem sich eine homogene Lösung eingestellt hat, werden 

4 ml des Puffers P2 hinzugegeben, vorsichtig vier- bis fünfmal invertiert und für 5 min 

bei Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem Schritt weist die Lösung eine hohe 

Viskosität auf, die durch das Lösen der Membranen und Denaturierung der Proteine 

hervorgerufen wird. Anschließend werden 4 ml des Puffers P3 der Suspension zugesetzt 

und für 15 min auf Eis inkubiert. Die Ausfällung der Proteine, chromosomaler DNS und 

Zelltrümmer lassen die Lösung weniger viskos wirken. Die Plasmid-DNS bleibt 

weiterhin in Lösung. Der ganze Ansatz wird auf einen Qiafilter Cartridge gegeben und 

bei 12000 (U/min) 15 min zentrifugiert. Im Überstand befindet sich nun die Plasmid-

DNS, im Filter die Ausfällungsprodukte. Es erfolgt die Zugabe von 3,5 ml 100 % 

Isopropanol zum Überstand und durch vorsichtiges Auf- und Abbewegen wird die 
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Plasmid-DNS herausgefällt. Die Lösung wird bei 14000 (U/min, 4 °C) für 30 min 

zentrifugiert. Im Anschluss daran wird der Überstand entsorgt und das Pellet mit 1,5 ml 

70 % EtOH gewaschen und in ein Eppendorfgefäß überführt. Es folgt eine Zentrifugation 

für 15 min bei 14000 U/min (4 °C). Dann trocknet man das Pellet bei 37 °C für 5 min 

und bestimmt die DNS-Konzentration photometrisch (Kapitel 3.2.5). 

 

3.2.5 Bestimmung der Plasmid-DNS-Konzentration 

 

Für die Klonierung ist es wichtig, dass die Konzentration der DNS zuvor bestimmt wird. 

Die DNS ist aufgrund ihrer aromatischen Basen in der Lage, UV-Licht zu absorbieren. 

Das Absorptionsmaximum liegt bei 260 nm. Die Bestimmung von Konzentration und 

Reinheit der DNS wird mittels Extinktionsmessung mit einem BioPhotometer 

(Eppendorf) durchgeführt. Außerdem wird der Quotient der Absorptionen bei 260 nm 

und 280 nm als Maß für Verunreinigungen durch Proteine oder Phenol bestimmt. Er 

sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.  

Zur Bestimmung der DNS-Konzentration wird das getrocknete Pellet mit 50 µl HPLC-

Wasser gelöst. Zur Quantifizierung werden jeweils 2 µl der Probe mit 100 µl HPLC-

Wasser verdünnt, in eine Messküvette gegeben und die Absorption photometrisch 

bestimmt. 

Bei einer optischen Dichte (OD) von 1 liegt der Wert von doppelsträngiger DNS bei ca. 

50 µg/ml, für einsträngige DNS und RNA liegt er bei 40 µg/ml [11]. Die Konzentration 

der Plasmid-DNS berechnet sich in folgender Weise: 

c DNS  = A260 * 50 µg/ml 

c DNS  = Konzentration der DNS 

A260 = Absorption bei 260 nm  

 

3.3 Klonierung 

 

Mit dem Begriff „Klonierung“ wird in der Molekularbiologie die Vervielfältigung von 

genetisch einheitlichem Material beschrieben. Zuvor wird aus einer Zellpopulation eine 

einzelne Zelle, ein „Klon“, entnommen, separiert und vermehrt.  
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3.3.1 Subklonierung 

 

Bei der Subklonierung wird die zu klonierende DNS-Sequenz mittels 

Restriktionsendonukleasen (Kapitel 3.3.1) aus einem Vektor herausgeschnitten und in 

einen anderen Vektor eingefügt. Diese Vorgehensweise ist notwendig, um die 

gewünschte DNS-Sequenz des Ca2+-sensitiven Proteins (Camgaroo2) in den Mito-Vektor 

einzufügen. Da der Mito-Vektor bereits eine Sequenz (ECFP, enhanced cyan fluorescent 

protein) für ein farbkodierendes Protein besitzt, welches für die Versuche nicht benötigt 

wird, schneidet man es heraus und ersetzt es durch die DNS-Sequenz für Camgaroo2. 

Ein Vektor sollte mehrere Eigenschaften besitzen: 

1. der Vektor sollte möglichst klein sein (ideal unter 10 Kilobasen (kb)) 

2. der Vektor muss in der Lage sein, sich in der Wirtszelle zu vermehren, so dass 

viele Kopien des rekombinierten DNS-Moleküls gebildet werden können 

3. der Vektor sollte eine Antibiotikumresistenz aufweisen, um als selektiver Marker 

zu fungieren 

Die zu subklonierende DNS-Sequenz kodiert für das sogenannte „Camgaroo2“-Protein. 

Das Camgaroo2 stellt einen Komplex aus dem GFP (green fluorescent protein)-Derivat 

YFP (yellow fluorescent protein) und Calmodulin dar. 

Durch die Bindung von Ca2+ an Calmodulin kommt es zu einer Konformationsänderung 

des Calmodulins, welches in einer Fluoreszenz des YFP resultiert [90] (Abb. 6). 

 
Abb. 6: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Camgaroo2 (Rudolf R. et al. 2003)[90] 
 

Ursprünglich befindet sich die für das Camgaroo2 kodierende DNS-Sequenz auf dem 

pRSETb Vektor (2,9 kb) zwischen den Schnittstellen der Restriktionsenzyme BamH I 

und EcoR I (Abb. 7). Bei dem pRSETb-Vektor handelt es sich um ein Plasmid, das 

ausschließlich in Bakterien exprimiert wird. Um eine spätere Expression in den humanen 

Glioblastomzellen zu gewährleisten, sollte die Sequenz für den Ca2+-Indikator in einen 

eukaryotischen Expressionsvektor subkloniert werden. Da der Ca2+-Indikator speziell in 

den Mitochondrien exprimiert werden sollte, wurde der pECFP-Mito Vektor (4,8 kb) 

ausgewählt (Abb. 7). Dieser Vektor kodiert ein Fusionsprotein bestehend aus ECFP und 
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einer mitochondrialen Zielsequenz aus der Vorstufe der humanen Cytochrom c Oxidase 

Untereinheit VIII.  

Da es sich bei dem ECFP um eine Sequenz für ein fluoreszierendes Protein handelt, 

welches für die Versuche nicht benötigt wird, fand ein Austausch gegen das Camgaroo2 

statt.  

 
Abb. 7: Darstellung der Ursprungs- (links) und Zielvektoren (rechts) von Camgaroo2. Die Ca2+-sensitiven 
DNS-Sequenz ist rot markiert. (Kapitel 3.3.1) (Quelle: Herstellerangaben pRSETb von Invitrogen, pECFP-
Mito von BD Bioscience) 
 

3.3.2 Spaltung von DNS mittels Restriktionsenzymen 

 

Restriktionsenzyme erkennen bestimmte DNS-Sequenzen und schneiden symmetrisch 

die ringförmige Doppelstrang-Plasmid-DNS durch Hydrolyse der 

Phosphodiesterbindung. Die Sequenz für das Camgaroo2 wird mit EcoR I und  

Hind III aus dem Ursprungsvektor, die Sequenz für das ECFP mit Not I und Xba I aus 

dem Zielvektor herausgeschnitten. Als Ergebnis erhält man linearisierte Endprodukte. 

Die durch die Hydrolyse entstandenen Restriktionsfragmente der Einzelstränge („sticky 

ends“ = klebrige Enden) werden durch die entsprechenden Nukleotide mit Hilfe des 

Klenow-Fragments aufgefüllt. Die entstandenen „blunt ends“ (stumpfe Enden) können 

mittels T4-Ligase verbunden werden. Für einen Ansatz (30 µl) werden maximal 1 µg 

Plasmid-DNS und je nach Vektor die entsprechenden Restriktionsenzyme mit ihren 

spezifischen Puffern verwendet. Die Ansätze werden für 1½ h bei 37 °C im Wasserbad 

inkubiert. Nach der Linearisierung der Plasmid-DNS findet eine Größenbestimmung der 

aufgereinigten Fragmente mittels Gelelektrophorese statt.  

Ist das Ergebnis zufriedenstellend, erfolgt die Ligation der einzelnen Fragmente. 

 



 34 

3.3.3 Ligation der DNS-Fragmente 

 

Nach der Spaltung der Plasmid-DNS können mittels Ligasen die Fragmente von der für 

das Camgaroo2 kodierenden Sequenz und der linearisierte Mito-Vektor miteinander 

verknüpft werden. Dazu werden nach Protokoll des Herstellers Ansätze mit einem 

Gesamtvolumen von 20 µl verwendet. Sie bestehen aus der Camgaroo2-Sequenz (8 µl), 

dem linearisierten Mito-Vektor (2 µl), der T4-DNS-Ligase (2 µl), dem T4-DNS-Ligase-

Puffer (2 µl) und Wasser. Die Ligation erfolgt über Nacht. Im Anschluss daran erfolgt 

eine erneute Transformation (Kapitel 3.2.2) und Extraktion (Kapitel 3.2.3). Diese beiden 

Schritte sind notwenig, um die entstandene Ligation zu vervielfachen, damit eine 

ausreichende Menge an Plasmid-DNS zur späteren Transfektion der humanen 

Glioblastomzellen zur Verfügung steht. 

 

3.3.4 Transfektion 

 

Transfektion bedeutet das Einbringen von Fremd-DNS in eine eukaryotische Zielzelle 

unter Verwendung von physikalischen oder chemischen Methoden. Man unterscheidet 

zwischen transienter und stabiler Transfektion. Mit Hilfe eines Reportergens auf der 

transfizierten DNS kann die Inkorporation und Funktionalität eines eingebrachten Gens 

nachgewiesen werden.  

Zur Transfektion eignen sich unterschiedliche Methoden wie z.B. die Elektroporation, die 

Calciumphosphatmethode oder die Lipofektion, die in dieser Arbeit verwendet wird. 

Bei dieser Methode kommen Reagenzien zum Einsatz, die einen Einschluss der 

anionischen DNS in kationische Liposomen ermöglichen. Nach Anlagerung der DNS-

haltigen Liposomen an die Oberfläche der Zellmembran erfolgt die Aufnahme der DNS 

entweder durch Endozytose oder durch Verschmelzung der Liposomen mit der 

Zellmembran.  

 

Stabile Transfektion 

 

Bei einer stabilen Transfektion wird das gewünschte Gen dauerhaft in das Genom der 

Empfängerzelle integriert. Hierbei handelt es sich um ein Zufallsereignis, da nur ca. eine 

von 104 Zellen das eingeschleuste Expressionsplasmid in die chromosomale DNS 
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einbaut. Aus diesem Grund wird eine Selektion der stabil transfizierten Zellen mittels 

eines antibiotikumhaltigen Mediums vorgenommen (Kapitel 3.1.1).  

Die Transfektion erfolgt nach Protokoll des Herstellers (GIBCOBRL). 

Für die Transfektion mit LipofektAMINE Reagens werden die Zellen in einer Dichte 

von 50 Zellen pro mm² in 6-Well-Platten ausgesät und unter Standardbedingungen bis zu 

einer Zelldichte von 60-80 % Konfluenz kultiviert. Die nachfolgenden Mengenangaben 

beziehen sich auf Ansätze für 6-Well-Platten. Zu Beginn der Transfektion werden zwei 

Lösungen vorbereitet:  

• Lösung A: 2 µg der Plasmid-DNS werden in 100 µl serumfreiem Kulturmedium 

aufgenommen. 

• Lösung B: 10 µl LipofektAMINE Reagent werden in 100 µl serumfreiem 

Kulturmedium verdünnt. 

Die beiden Lösungen werden vorsichtig gemischt und bei Raumtemperatur für 15-45 min 

zur Ausbildung der DNS-Lipidkomplexe inkubiert. Während dieser Zeit werden die zu 

transfizierenden Zellen mit serumfreiem Medium (2 ml) gewaschen. Es erfolgt die 

Zugabe des DNS-Lipidkomplexes (ca. 40-50 µl/Well bei einer 6-Well-Platte) auf die 

vorbereiteten Zellen, die dann für 5-6 h im Brutschrank unter Standardbedingungen 

inkubieren. Nach der Inkubationszeit wird pro Well 1 ml Kulturmedium mit der 

doppelten Konzentration an FCS zugegeben. Nach 18-24 h wird das Medium abgesaugt 

und durch Kulturmedium ersetzt. Das Expressionsplasmid besitzt ein Resistenzgen für 

eine Antibiotikumresistenz, bei dem pECFP-Mitovektor handelt es sich um eine 

Kodierung für das Antibiotikum Neomycin. Aus diesem Grund sollte das entsprechende 

Antibiotikum dem Kulturmedium zugesetzt werden. Bei der weiteren Kultivierung im 

entsprechenden Komplettmedium können nur diejenigen Zellen mehrere Zellzyklen 

überleben, die das Resistenzgen-Produkt ständig exprimieren, während die übrigen 

Zellen abgetötet werden [11]. 

Die optimale Dosierung der Neomycinkonzentration im Kulturmedium beträgt 5 ml pro 

Liter (Sigma Datenblatt). Diese Konzentration ermöglicht eine adäquate Selektion der 

stabil transfizierten Zelllinie.  

Nach einer Wachstumsperiode von 3-4 Tagen werden die Zellen mit Hilfe eines EDTA-

Trypsin-Gemischs (Kapitel 2.3) vom Untergrund abgelöst und in einer Konzentration von 

50 Zellen pro mm² in zwei bis drei Petrischale ausgesät. Nachdem die Zellen sich auf 

dem Untergrund abgesetzt haben (18-24 h nach dem Aussäen), werden die in 

Petrischalen wachsenden Glioblastomzellen im LSM 510 mit dem Argonlaser bei 488 nm 
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angeregt. Ein Fluoreszenzsignal zwischen 500-550 nm weist auf eine erfolgreiche 

Transfektion hin. Camgaroo2 codiert für eine DNS-Sequenz, die eine „Unterart“ des 

grün fluoreszierenden Proteins (GFP, green fluorescent protein) synthetisiert. Zu den 

Fluoreszenzeigenschaften des GFP gehört das Fluoreszenzsignal zwischen 500-550 nm 

(grün) nach einer Anregung mit der 488-nm-Wellenlänge des Argonlasers.  

 

3.4 Bestimmung der Toxizität von Hypericin 

 

Wie alle Arzneimittel müssen Photosensibilisatoren (PS) auf Dosis/Wirkung und 

Dosis/Toxizität untersucht werden. Da die Wirkung von PS aus der Kombination von 

Arzneimittel und Licht zustande kommt, muss das Zusammenspiel dieser beiden 

Faktoren quantifiziert werden. Deshalb werden im Vorfeld der eigentlichen 

Mechanismus-Untersuchungen Toxizitäts-Tests durchgeführt. 

 

3.4.1 Dunkeltoxizität 

 

Hierbei soll festgestellt werden, bei welcher Konzentration des PS ohne Bestrahlung noch 

keine Schädigung der Zellen eintritt. 

Für den Dunkeltoxizitäts-Assay werden die Glioblastomzellen in einer Dichte von 100 

Zellen pro mm² in eine 24-Well-Platte ausgesät. Nach einer Wachstumsphase von vier 

Tagen wird Hypericin in einer Konzentration von 1, 5, 10, 50 bzw. 100 µM für eine 

Stunde mit den Zellen im Dunkeln inkubiert. Hierbei sollen die Platten in 

Aluminiumfolie eingeschlagen werden, um eine Aktivierung des PS durch Tageslicht 

auszuschließen. Nach der Inkubation werden die Zellen mit 0,9 %iger NaCl-Lösung 

gewaschen, wieder mit frischem, Hypericin-freiem Medium versorgt und für 48 h im 

Brutschrank bei 37 °C regeneriert. Die noch vitalen Zellen werden dann mit einem 

Neutralrot-Test (Kapitel 3.5.2) quantifiziert. Nach der Lyse der Zellmembran, wird der 

aufgenommene Farbstoff wieder freigesetzt und photometrisch bestimmt. Dafür wird die 

Lösung in jedem Well der 24-Well-Platte resuspendiert und in eine 96er Mikrotiterplatte 

übertragen. Die photometrische Auswertung erfolgt mit „anthos lucy1“ (anthos labtec 

instruments GmbH), einem Mikrotiterplatten-Photometer. Das anschließende Verarbeiten 

der so erhaltenen Rohdaten wird mit der zum Gerät gehörenden Auswertsoftware und in 

Excel vorgenommen.  



 37 

3.4.2 Phototoxizität 
 

Die Phototoxizität wird bei einer Konzentration des PS ermittelt, bei der mindestens 90 % 

der Zellen im Dunkeln noch vital sind. Nach der Inkubationszeit von 1 h werden die 

Zellen mit steigenden Lichtdosen bestrahlt. Im Fall von Hypericin sollen die Zellen mit 

der 488 nm Linie eines Argonlasers bestrahlt werden. Dies ist die im konfokalen Scanner 

verwendete Wellenlänge. Die Leistungsdichte der Bestrahlung und die Bestrahlungsdosis 

sollen variiert werden. Bestrahlungsdosen zwischen 0.4 und 30 J/cm2 sind vorgesehen 

und werden mit einem Leistungsmeßgerät ermittelt. Nach der Belichtung bleiben die 

Zellen für 48 Stunden im Inkubator. Anschließend wird die Vitalität, wie zuvor 

beschrieben, bestimmt und die jeweilige LD50 ermittelt. Außerdem wird der 

Schwellenwert ermittelt, bei dem gerade noch keine Zellverluste auftreten. 

 

Manuelle Bestrahlung 
 

Die Zellen werden für diese Experimente mit der Standarddichte von 100 Zellen pro mm² 

in 4- bzw. 24-Well-Platten ausgesät. Am dritten bzw. vierten Tag findet die Inkubation 

mit dem PS Hypericin statt. Nach der einstündigen Inkubation erfolgt die Bestrahlung der 

Zellen mit der 488 nm-Linie des Argonlasers. 

Die Bestrahlung erfolgt anfangs manuell unter der Sterilwerkbank. Die Lichtleitfaser 

wird in eine Faserhalterung eingesetzt. Durch Verwendung einer Blende kann der 

Durchmesser des Laserstrahls auf die jeweilige Größe des zu bestrahlenden Wells 

eingestellt werden. Die Intensität wird auf 47 mW/cm² festgelegt. Die Bestrahlung wird 

nach folgendem Schema durchgeführt: 

KI    nicht behandelt (ohne Hypericin), nicht bestrahlt 

KII nicht behandelt (ohne Hypericin), mit max. Dosis bestrahlt 

(30 J/cm²) 

KIII    Hypericin (1 µM, 1 h), nicht bestrahlt 

Proben Hypericin (1 µM, 1 h), unterschiedliche Bestrahlungsdosen 

(1-30 J/cm²) 

Vor Beginn jeder Bestrahlung wird der Zwischenraum der Multiwellplatten mit einer 

Trypanblaulösung (Stammlsg. mit PBS 1:100 verdünnen) aufgefüllt, um eine Streuung 

der Strahlung in das benachbarte Well zu vermeiden. Zeitgleich werden dann der als 

Shutter fungierende Messkopf des Leistungsmessgerätes zur Seite gezogen und der 

Countdown der zu messenden Zeit gestartet. Nach Beendigung der Bestrahlungszeit 
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schiebt man den Messkopf wieder in den Strahlengang und wechselt zum nächsten Well, 

bzw. zur nächsten Platte. 

Später erfolgt die Bestrahlung nur noch maschinell in einer eigens für diesen Zweck am 

ILM konstruierten Bestrahlungseinheit (Abb. 8, Abb. 9). 

 

Halbautomatische Beleuchtungseinheit 
 

Die halbautomatische Bestrahlungseinheit wurde im Rahmen des Projekts „smCALI“ am 

ILM entwickelt und gefertigt. 

Für diese Versuche wird dieselbe Intensität pro cm² verwendet, die auch für während der 

manuellen Bestrahlung eingestellt wird. 

Die zu bestrahlenden Bereiche (Spalten der Multiwell-Platte) werden in der speziellen 

Software markiert, die Intensität (47 mW/cm²) eingestellt, die Dosis (0,4-30 J/cm²) 

eingegeben und der Vorgang gestartet. Der verwendete Argonlaser kann in zwei 

unterschiedlichen Modi (Current- oder Strom-Mode, Power- oder Leistungs-Mode) 

bestrahlen. Die Vorteile des verwendeten Power-Modes liegen in der automatischen 

Regulierung der Stromstärke bei Absinken der Spannung, was eine konstante Leistung 

während der Bestrahlung garantiert.  

Der über eine Splittingeinheit gevierteilte Laserstrahl wird mittels Strahlteilerspiegel um 

90° von unten auf die Proben gelenkt (Abb. 9). Ungefähr ein Drittel der 

Strahlungsintensität passiert die Strahlteilerplatte und wird von denen an der 

Dosimetrieeinheit befindlichen Detektoren aufgenommen und die Intensität für jedes 

Well separat berechnet. Aufgrund der Variation des Strahlteilerspiegels in lateraler 

Ausdehnung kann es zu Veränderungen in der Leistung der einzelnen Teilstrahlen 

kommen, obwohl die Ausgangleistung konstant bleibt. Die Detektoren der 

Dosimetrieeinheit befinden sich im selben Abstand zur Strahlteilerplatte wie die 

Probenebene. 

Die Funktion der Shutter wird über Hubmagnete gesteuert, die über eine Software mit 

den Detektoren der Dosimetrie verknüpft sind (Abb. 8). Nach Bestrahlung aller in einer 

Spalte befindlichen Wells wird die Platte zur nächsten Position gefahren. 

Die zu bestrahlenden Platten werden genau wie zur manuellen Bestrahlung vorbereitet 

und dann in den Verschiebeschlitten eingesetzt. 
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Abb. 8: Schematischer Aufbau der Bestrahlungseinheit. Einsetzen der zu messenden Platte in den 
Verschiebschlitten, gewünschten Bestrahlungsdosen in die Software eingegeben und Bestrahlungsvorgang 
starteten. (Spezielle Konstruktion der Abteilung für Messtechnik im Rahmen eines Projekts „smCALI“, 
ILM) 
 
 

 
Abb. 9: Theoretische Funktionsweise der Bestrahlung und Laufrichtung der Laserlinien. Anhand der 
Detektoren der Dosimetrie wird die Dosis der Reflektion rückgerechnet. (Spezielle Konstruktion der 
Abteilung für Messtechnik im Rahmen eines Projekts „smCALI“, ILM) 
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3.4.3 Photoprodukte 
 

Um die Bildung von Photoprodukten ausschließen zu können, werden nicht transfizierte 

Glioblastomzellen mit Hypericin (1 µM, 1 h) inkubiert und im LSM 510 META mit dem 

Argonlaser bei 488 nm, wie auch mit der HBO-Lampe mit unterschiedlichen Dosen, bzw. 

Zeiträume bestrahlt. Für die Bestrahlung der Glioblastomzellen mit der 488 nm-Linie des 

Argonlasers werden längere Zeiträume gewählt als bei der HBO-Lampe (max. 1 min). 

Diese Vorgehensweise muss aufgrund der geringeren Ausgangsleistung des Argonlasers 

im Vergleich zur HBO-Lampe gewählt werden. Die HBO-Lampe hat eine 

Ausgangsleistung von 100 W, für die Bestrahlung wird ein Filter der Wellenlänge 

546±12 nm verwendet.  

Die Detektoren des Mikroskops sind aufgrund ihrer Sensitivität für die hohen Intensitäten 

der HBO-Lampe nicht geeignet und werden durch eine automatische Blockierung des 

Strahlenganges geschützt.  

 

3.5 Quantitative Darstellung der Toxizität 

3.5.1 Neutralrot-Assay 

 

Der pH-Indikator (Neutralrot = NR) wird von lebenden Zellen in intrazellulären 

Kompartimenten mit saurem pH-Wert (vorzugsweise Lysosomen) akkumuliert und kann 

daher als Maß für die Anzahl der vitalen Zellen herangezogen werden. 

Die Zellen werden zuvor in einer Dichte von 100 Zellen pro mm² in 96- bzw. 24-Well-

Platten ausgesät, nach 72 h erfolgt die Behandlung. Die Bestimmung der zytotoxischen 

Wirkung von Hypericin erfolgt nach weiteren 48 h mittels Durchführung eines NR-

Assays. In dieser Zeit sind durch die PDT nicht oder nur leicht geschädigte Zellen in der 

Lage, sich zu regenerieren und mindestens einmal zu teilen. Die Vitalität wird dann in 

Relation zu einer unbehandelten Kontrolle angegeben. 

Dazu werden die Zellen mit 0,5-1 ml einer 0,0015 %igen Neutralrotlösung für drei 

Stunden unter Standardbedingungen im Brutschrank inkubiert. Anschließend wird die 

Lösung abgesaugt und die Zellen mit 0,9 %iger NaCl-Lösung gewaschen. Durch die 

Zugabe von 200 µl γ-3-Lösung (Wasser-/Ethanol-/Eisessiggemisch 1:1:0,3) werden die 

Zellen lysiert und der zuvor akkumulierte Farbstoff extrahiert. Die photometrische 

Auswertung erfolgt in klaren 96-Well-Platten und mit „anthos lucy1“ (anthos labtec 
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instruments GmbH) einem Mikrotiterplatten-Photometer. Fand die Behandlung zuvor in 

24-Well-Platten statt, werden je 100 µl der Extrakte in die 96-Well-Platte überführt. Die 

Extinktion wird in einem Mikrotiterplatten-Photometer bei 570 nm und 690 nm 

(Referenz) gemessen. 

Das anschließende Verarbeiten der so erhaltenen Rohdaten wird mit der zum Gerät 

gehörenden Auswertsoftware und in Excel vorgenommen.  

 

3.5.1 Theorie der Durchflusszytometrie 

 

Die Durchflusszytometrie wird auch als Fluorescence-Activated Cell Sorting bezeichnet, 

FACS. Der Name FACS ist eine geschützte Eigenkreation der Firma Becton & 

Dickinson. Bei dieser Technik fließen die Zellen/Partikel einzeln in einem 

Flüssigkeitsstrom durch einen Lichtstrahl. Das FACS-Gerät detektiert die Absorption 

bzw. Reflexion der jeweiligen Zelle und die emittierte Fluoreszenz.  

Das Gerät besteht aus drei Hauptkomponenten: 

1. Flüssigkeitssystem 

2. optisches System 

3. Signalverarbeitung 

 

Die Zellsuspension wird mittels Überdruck durch eine Stahlkapillare aus dem 

Probenröhrchen gepresst. Im Gerät selbst wird der langsam fließende Probenstrom mit 

einem schnell fließenden Transportstrom gemischt und auf eine Geschwindigkeit von bis 

zu 7 m/s beschleunigt. Durch die sog. hydrodynamische Fokussierung werden die Zellen 

einzeln durch die Messküvette an dem Laserstrahl vorbeigeleitet (Abb. 10). Das 

Laserlicht wird durch die vorbeifliessenden Zellen/Partikel gestreut und wird von dem 

gegenüberliegenden Detektionssystem aufgenommen. Die detektierte Vorwärtsstreuung 

(Forward Scatter, FCS, Abb. 11) wird als Einheit für die Partikelgröße, die 

Seitwärtsstreuung (Sided Scatter, SCC, Abb. 11) als Wert für die Granulierung der 

Partikel/Zellen verwendet. Nach diesem Vorgang werden die Zellen verworfen.  
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Abb. 10: Schematische Darstellung des Durchflusszytometers. Mittels Druckluft werden die Zellen durch 
die Stahlkapillare nach oben gepresst, mit dem Transportstrom vereinigt und durch hydrodynamische 
Fokussierung perlschnurartig durch die Messküvette geschleust. Zellen passieren den Laserlichtstrahl 
einzeln, Sortierung nach Größe und Struktur. (modifiziert nach http://www.facslab.toxikologie.uni-
mainz.de/zytometrie.jsp ) 
 

3.5.2 Quantitative Darstellung der Durchflusszytometrie  

 

An dem FACScan (Becton Dickinson) wird mittels Durchflusszytometrie die Fluoreszenz 

der Proben bestimmt. Die Anwendung der FACS-Analyse dient der quantitativen 

Darstellung der Ergebnisse der unmittelbaren Effekte der Bestrahlung, bzw. der 

intrazellulären Beeinflussung durch die Applikation von Photosensibilisatoren. 

Die Zellen werden in 24-Well-Platten in einer Dichte von 100 Zellen pro mm² ausgesät 

und in gleicher Art und Weise behandelt, wie zur Bestimmung der Phototoxizität (Kapitel 

3.4.2); nur mit dem Unterschied, dass die Auswertung direkt im Anschluss an die 

http://www.facslab.toxikologie.uni
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Bestrahlung erfolgt. Aufgrund dieser Vorgehensweise sollen die unmittelbaren 

Auswirkungen des PDT-Effekts auf die Zellen gemessen werden.  

Um sicher zu stellen, dass es zur Ausbildung von pro-apoptotischen Prozessen kommt, 

werden sowohl Glioblastomzellen, wie auch Jurkat-Zellen mit 8 µM Staurosporin für 5 h 

inkubiert. Staurosporin ist ein pflanzliches Zytotoxin, das Apoptose über den 

intrinsischen Weg induziert und daher sehr häufig zum Erstellen von Positivkontrollen in 

fast allen Zelltypen herangezogen wird [46].  

 

Es wird nach den folgenden Schemata bestrahlt: 

• Versuchsaufbau 1: Die Platten werden mit denen der Phototoxizitätsbestimmung 

entsprechenden Dosen (1-30 J/cm²) bestrahlt und nach Abschluss der Bestrahlung 

ausgewertet. 

• Versuchsaufbau 2: Die Platten werden mit denen der Phototoxizitätsbestimmung 

entsprechenden LD50-Dosis bestrahlt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0-4,5 h 

nach Bestrahlung) ausgewertet. 

Ziel der Bestrahlung ist die Beobachtung des apoptotischen bzw. nekrotischen Verhaltens 

der Glioblastomzellen. Hierzu werden die Zellen mit den Farbstoffen Annexin-V FITC 

(Kapitel 2.8) für apoptotische und Propidiumjodid (PI) (Kapitel 2.8) für nekrotische 

Zelltodmechanismen angefärbt.  

Aufgrund der unterschiedlichen Bestrahlungsdosen im Versuchsaufbau 1 stellt sich die 

Frage, wie das Verhältnis von Apoptose zu Nekrose, bei variierenden Bestrahlungsdosen 

beeinflusst wird. Mit dem zweiten Versuchsaufbau soll gezeigt werden, ob bei konstanter 

Bestrahlungsdosis, aber unterschiedlichen Auswertezeitpunkten, das Verhältnis der drei 

unterschiedlichen Zelltodmechanismen verändert wird. 

 

Für jeden Versuch führt man drei unterschiedliche Kontrollen durch: 

1. KI: Nicht mit Hypericin behandelte, nicht bestrahlte Zellen 

2. KII: Nicht mit Hypericin behandelte, mit maximaler Dosis bestrahlte Zellen 

3.   KIII: Dunkeltoxizität mit Hypericin, behandelte, aber nicht bestrahlte Zellen 

 

Die Kontrollen werden bei jeder Messung mitgeführt, um einen Referenzwert zu 

erhalten. KI dient der Bestimmung der Autofluoreszenz der Zellen und wird als Nullwert 

verwendet. Anhand des KI-Wertes kann die Beeinträchtigung der Zellvitalität aufgrund 

von Trypsin und mechanischen Einflüssen in die Messung mit einbezogen werden. Der 
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KI-Wert für die drei unterschiedlichen Zelltodmechanismen und den Anteil der vitalen 

Zellen wird von den jeweiligen Werten einer Messung subtrahiert. Daraus werden die 

Werte für die tabellarische und grafische Darstellung gewonnen. KII und KIII (DT) 

werden benötigt um eine Aussage über die intrazelluläre Wirkung der maximalen 

Bestrahlungsdosis bzw. der Dunkeltoxizität zu treffen. Des Weiteren wird für die 

behandelten und bestrahlten Proben ein doppelter Ansatz durchgeführt, um die 

Fluoreszenzintensität des Hypericins (600 nm) von der des PIs (617 nm) zu 

differenzieren. Aufgrund der sehr ähnlichen Emissionsmaxima besteht die Möglichkeit 

einer Überlagerung beider Farbstoffe. Um eine Überstrahlung des roten Kanals für PI zu 

vermeiden, werden vom jedem Ansatz, Proben nur mit Hypericin inkubiert, ohne 

Annexin-V FITC und PI-Färbung, gemessen. 

 

Nach der Bestrahlung werden die Zellen mittels Trypsin abgelöst, mit Kulturmedium 

gestoppt, in ein Zentrifugenröhrchen überführt und in der Zentrifuge bei 1500 U/min (5 

min) abzentrifugiert. In den nachfolgenden Arbeitsschritten sollte auf permanente 

Kühlung geachtet werden, was ein Arbeiten auf Eis voraussetzt. Nach Absaugen des 

Überstands wird das Zellpellet mit 200 µl Annexinpuffer (Kapitel 2.3) aufgenommen, 

resuspendiert und in ein Röhrchen zur FACS-Analyse gegeben. Die Zellsuspension wird 

bei einer ungefähren Zellmenge von 2-3*106 Zellen mit 10 µl Annexin-V FITC und 1 µl 

PI für 15 min inkubiert. Während der Inkubation lagern die Zellen abgedunkelt und bei 

Raumtemperatur. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird noch einmal zusätzlich 400 µl 

Annexinpuffer der Zellsuspension beigefügt. 

Liegt die zu messende Zellmenge bei 1-2*106 Zellen, werden die Volumina von Puffer 

und Farbstoffen halbiert.  

Nach Beendigung der Inkubationszeit sollte die Messung innerhalb einer Stunde erfolgt 

sein, da die Farbstoffe eine relativ geringe Halbwertszeit aufweisen.  

Kurz bevor die Zellen im FACS-Gerät gemessen werden, wird die Zellsuspension 

gevortext, um eine gleichmäßige Verteilung der Zellen innerhalb der Suspension zu 

gewährleisten. Anschließend wird das Röhrchen mit der Probe in das Gerät eingesetzt 

und die Zellen werden über die Stahlkapillare aufgenommen und passieren die 

Messküvette perlschnurartig aufgereiht. In der Messküvette tritt der Flüssigkeitsstrom 

durch einen Lichtstrahl, der gleichzeitig mehrere physikalische Parameter detektiert und 

nach Beendigung der Messung den einzelnen Zellen zuordnet. Das Durchflusszytometer 

misst dabei wie das Licht von den Zellen absorbiert und reflektiert wird und welche 
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Fluoreszenz sie emittieren. Werden die Zellen zuvor mit spezifischen Fluoreszenz-

gekoppelten Antikörpern behandelt, ist man in der Lage, die Expression von bestimmten 

Molekülen nachzuweisen. Bei Verwendung von Nukleinsäure-bindenden 

fluoreszierenden Farbstoffen kann der DNS-Gehalt der Zelle bestimmt werden. 

Durch die Färbung mit einem Annexin-V FITC-Konjugat und PI können die 

unterschiedlichen Stadien von früher Apoptose (Annexin+ / PI-), später Apoptose 

(Annexin+ / PI+) und Nekrose (Annexin- / PI+) unterschieden werden. In dem frühen 

Stadium der Apoptose wird Phosphatidylserin von der inneren in die äußere Membran 

umgelagert. Das mit FITC markierte Annexin-V ist in der Lage, unter Anwesenheit von 

Ca2+ an das Phophatidylserin zu binden. Im FACS kann FITC mit 488 nm angeregt und 

die emittierende Fluoreszenz bei 514 nm detektiert werden. Diese Zellen befinden sich 

später bei der Auswertung im unteren, rechten Quadranten, als typischer Hinweis für pro-

apoptotische Prozesse (Annexin+ / PI-). 

In den vier Quadranten werden jeweils die unterschiedlichen Zelltodstadien, sowie der 

prozentuale Zellanteil dargestellt (Abb. 11). Sind die Zellen in einem fortgeschritteneren, 

apoptotischen Stadium, in dem bereits die Zellkernmembran beschädigt ist, kommt es 

zusätzlich zur Interkalierung von PI in die DNS (Annexin+ / PI+). Nun werden von den 

Zellen zwei unterschiedliche Fluoreszenzsignale emittiert. Annexin-V FITC bei 514 nm 

und PI bei 617 nm. Diese Zellen werden bei der Auswertung im oberen, rechten 

Quadranten abgebildet. Kommt es nach der Behandlung zur sofortigen Beschädigung der 

Zellkernmembran, wird ausschließlich PI in der DNS interkaliert und die emittierte 

Fluoreszenz liegt bei 617 nm (Annexin- / PI+) und die Darstellung erfolgt im Quadranten 

oben links. In dem unteren linken Quadranten werden die vitalen Zellen (Annexin- / PI-) 

gemessen.  

Auf den beiden Achsen erfolgt die logarithmische Darstellung der 

Fluoreszenzintensitäten von Propidiumjodid (y-Achse) und Annexin-V FITC (x-Achse). 
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Abb. 11: U373 MG-Zellen unbehandelt, links: Darstellung: Zellgröße und Granulation. Rechts: 
Autofluoreszenz. Entgegen dem Uhrzeigersinn die Zelltodstadien mit dem jeweiligen prozentualen 
Zellanteil dargestellt. Annexin- / PI- (vitale Zellen), Annexin+ / PI- (frühe Apoptose), Annexin+ / PI+ (späte 
Apoptose), Annexin- / PI+ (Nekrose) 
 

3.6 Laserscanning Mikroskop 510 META System (LSM 510) 
 

3.6.1 Das Mikroskop 
 

Zur Lokalisierung und Beobachtung von morphologischen Veränderungen nach der PDT, 

wie auch zur Onlinemanipulation von lebenden Zellen, wird das konfokale Laserscanning 

Mikroskop LSM 510 META von der Firma Zeiss verwendet. Die Namensgebung LSM 

510 META ist eine Eigenkreation der Firma Zeiss. Der Zusatz „META“ weißt auf den 

speziellen Detektor hin, der das Fluoreszenzsignal spektral in 32 Kanäle aufspaltet. Das 

ermöglicht die Detektion der Fluoreszenz jedes gescannten Bildpunktes, um z.B. eine 

digitale Auftrennung von Farbstoffkomponenten vorzunehmen. Diese Funktion wird als 

„Lambda“-Funktion bezeichnet. In der unten aufgeführten Darstellung sind die 

Hauptkomponenten des Mikroskops mit Anregungs- und Detektionssystem abgebildet 

(Abb. 12). 
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1. Lichtleiter 

2. motorisierte Kollimatoren 

3. Strahlvereiniger 

4. Hauptfarbteiler 

5. Scan-Spiegel 

6. Scanoptik 

7. Objektiv 

8. Präparat 

9. Nebenfarbteiler 

10. Pinhole 

11. Emissionsfilter 

12. Photomultiplier 

13. META Detektor 

14. Graufilter 

15. Monitor Diode 

16. Faserauskopplung 
Abb. 12: Schematische Darstellung der Strahlenverläufe im Scanmodul des LSM 510 Meta Systems (Zeiss 
Produktinformation) 
 

Das Präparat (8) wird durch das auftreffende Laserlicht (1) angeregt und punkt- bzw. 

reihenweise gescannt. Die Scanoptik (6) kann den sog. Linescan einseitig, wie auch 

mäanderartig durchführen, was den Scanvorgang erheblich verkürzt. Durch die 

Verwendung von Lasern mit unterschiedlichen Wellenlängen ist es möglich, die in der 

Probe befindlichen Marker oder Farbstoffe selektiv anzuregen.  

Eine Darstellung der konventionellen Mikroskopie zur Erstellung eines 

Transmissionsbildes ist nicht abgebildet.  

Die Detektion des emittierten Fluoreszenzlichts erfolgt durch die Scanoptik (6). Die 

Fluoreszenz der Probe wird mittels des dichromatischen Hauptfarbteilers (4) und durch 

Verwendung von Nebenfarbteilern (9) spektral aufgespalten. Durch den Einsatz von 

Emissionsfiltern (11) werden nur die Photonen des genau definierten Bereichs einer 

Wellenlänge von den Photomultiplieren (12) detektiert. 

Im Vergleich zu konventionellen mikroskopischen Systemen wird im konfokalen System 

die Probe punkt- bzw. zeilenweise bestrahlt. Ein weiterer Unterschied, den das konfokale 

System bietet, ist die konfokale Blende oder Pinhole (10). Sie befindet sich vor dem 

META Detektor (13) bzw. den Emissionsfiltern (11) und daher kann auch nur Licht, bzw. 
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ein Signal detektiert werden, das zuvor das Pinhole passiert hat. Anhand der Variation 

des Pinhole-Durchmessers kann Licht von Objektpunkten außerhalb der Fokusebene 

ausgeblendet werden. Dies bewirkt eine Unterdrückung des Streulichts und erhöht die 

Kontraststeigerung.  

Sphärische Abweichungen können durch Öl-Glas-Wasser-Lichtbrechung an den 

Verbindungsstellen zwischen Objektiv und Probe die Konfokalität beeinträchtigen. 

Durch die Verwendung eines Wasser-Immersions Objektivs kann dieser „Störfaktor“ 

ausgeschlossen werden. 

Der META Detektor (13) besteht aus 32 Photomultiplieren, die insgesamt einen 

Wellenlängenbereich von 340 nm abdecken. Dies ermöglicht die Aufnahme mit einer 

hohen spektralen Auflösung, eine individuelle Detektion bestimmter Wellenlängen und 

wird durch das Vorhandensein von zwei Einzelkanaldetektoren (12) mit jeweils 

festgelegten Emissionsfiltern (11) noch ergänzt. 

 

3.6.2 Allgemeine Versuchsbedingungen 

 

Zur Beobachtung von lebenden Zellen im LSM 510 werden diese in Petrischalen mit 

Glasbodeneinsatz ausgesät (MatTek Schalen, 1,5 mm) und das 63x Ölimmersions-

Objektiv (NA 1.4) verwendet. Um die Versuchsbedingungen möglichst stabil zu halten, 

wird die Apparatur mit einer Inkubationskammer, die separat beheizt und begast werden 

kann, ergänzt. Die Wahl der Farbteiler und Filter wird entsprechend der Fluorophore 

individuell gesetzt, um die bestmögliche zeitliche und räumliche Auflösung zu erzielen.  

Ein spezielles Augenmerk ist darauf zu richten, dass es nicht zu Überlagerung von 

Fluoreszenzen kommt, z.B. sollte die Detektion einer Wellenlänge nicht im Bereich der 

Anregungswellenlänge eines zweiten Markers oder PS.  

Da in der vorliegenden Arbeit ausschließlich der Argonlaser mit einer Wellenlänge von 

488 nm zur Anregung verwendet wird, werden sowohl der Einzelkanal, wie auch der 

Metadetektor zur Fluoreszenzdetektion eingesetzt. Der PS Hypericin, dessen 

Emissionsmaximum im roten Bereich bei 600 nm liegt, wird vornehmlich mit Hilfe des 

META-Detektors (589-615 nm) dargestellt. Die zusätzlichen Marker von Zellorganellen, 

wie Mitochondrien, Lysosomen oder ER, werden über den Nebenfarbteiler in den 

Einzelkanaldetektor geleitet. 
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Die Einstellung des Pinholes liegt in einem Bereich von 100±20 µm, je nach 

Fluoreszenzintensität des zu messenden Farbstoffs. Bei sehr intensiv leuchtenden 

Farbstoffen wird der Durchmesser des Pinholes auf einen Wert unter 100 µm verkleinert.  

Das Mikroskop verfügt über eine sog. „Timeseries“-Funktion. Diese Art der Detektion 

ermöglicht die vollständige, lückenlose Beobachtung einer Messung über einen selbst 

gewählten Zeitraum. Wird eine zusätzliche Anregungsquelle verwendet, kann es zu 

Unterbrechungen in der Aufnahme kommen. Durch die Verwendung der HBO-Lampe 

(100 W) und die hohe Sensitivität der Detektoren, kann während der Bestrahlung mit der 

Lampe keine Detektion erfolgen. Diese Bereiche werden in der Grafik mit Nullwerten 

dargestellt.  

Die entsprechenden Parameter für einen Versuch werden vom Anwender individuell 

gesetzt. Dazu zählen: 

• Anzahl der Bilder 

• Einfügen von Pause oder kontinuierliche Detektion 

Nach einer Timeseries können einzelne Punkte oder Areale ausgewählt und eine Aussage 

über das Fluoreszenzverhalten, den Verlauf des Spektrums oder die Verteilung der 

Fluoreszenzintensität gemacht werden. Die erhaltenen Daten können konvertiert und in 

ein Programm wie z.B. Excel importiert werden. Hier erfolgt die Weiterverarbeitung der 

Daten und Erstellung von Grafiken.  

 

3.7 Intrazelluläre Lokalisation von Hypericin 

 

Durch die folgenden Versuche soll die intrazelluläre Lokalisation von Hypericin in 

humanen Glioblastomzellen untersucht und dargestellt werden. Die Lokalisation des PS 

kann entscheidend Einfluss auf das zelluläre Verhalten während der PDT nehmen.  

Anhand von Erfahrungswerten aus der Literatur werden folgende Zellorganellen für die 

Lokalisationsversuche ausgewählt: 

• Endoplasmatisches Retikulum (ER) 

• Lysosomen 

• Mitochondrien 

Die Färbung erfolgt mit zellorganellspezifischen Fluoreszenzmarkern und wird 

anschließend mit dem LSM 510 META dargestellt. Entsprechende der Sensitivität der 

Marker wird die Detektion anhand von Einzelkanalmessungen oder in einer Kombination 
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von Einzelkanal und Metadetektor vorgenommen. Die Inkubation für alle verwendeten 

Marker beträgt 30 min, die für Hypericin eine Stunde und erfolgt immer im Brutschrank 

unter Standardbedingungen. Um den Einfluss von Tageslicht möglichst gering zu halten, 

erfolgt die Applikation der Marker im abgedunkelten Zellkulturlabor und für die 

anschließende Inkubation im Brutschrank werden die MatTek-Schalen in Aluminiumfolie 

eingewickelt. 

Aufgrund der unterschiedlichen Inkubationszeiten, wird bei der Inkubation der Zellen 

immer mit Hypericin begonnen und der jeweiligen Marker nach 30 min hinzugefügt. 

Diese Vorgehensweise ermöglicht eine zeitnahe Beobachtung der Zellen nach Ablauf der 

Inkubationszeit. Nach Ablauf der Inkubation werden die Zellen immer mit PBS (o. 

Ca2+/Mg2+) gewaschen und mit frischem Kulturmedium versetzt.  

Um eine Beeinflussung des Fluoreszenzsignals, bzw. eine Streustrahlung in den jeweils 

anderen Kanal zu vermeiden, werden sowohl der Marker, wie auch das Hypericin mit der 

ausgewählten Filterkombination einzeln gemessen.  

 

• Darstellung des ER: 

Um das ER im Fluoreszenzmikroskop darzustellen, werden die Glioblastomzellen mit 

dem spezifischen ER-Tracker Green (Molecular Probes) inkubiert. Der ER-Tracker 

Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der selektiv an das ER bindet und in einem 

Wellenlängenbereich von 500–550 nm detektiert wird.  

Die Stammlösung des ER-Tracker Green wird in einer Konzentration von 1 mM mit 

DMSO angesetzt. Die Inkubation erfolgt mit einer Endkonzentration von 1 µM im 

Kulturmedium für 30 min im Brutschrank. Bei der Co-Inkubation von ER-Tracker 

Green und Hypericin wird aufgrund der unterschiedlichen Inkubationszeiten der Marker 

nach 30 min zugegeben. Da der ER-Tracker Green eine hohe Photosensitivität 

aufweist, wird die Fluoreszenz in den Einzelkanälen mit dem Multitrackverfahren 

detektiert. Das Multitrackverfahren ermöglicht die Verwendung von unterschiedlichen 

Filterkombinationen und Laserleistungen. Für diese spezielle Anwendung bedeutet das 

den Austausch von einem Scanspiegel gegen einen Nebenfarbteiler. 

• Track 1: Beim ersten Scannen wird das gesamte Fluoreszenzsignal des 

Wellenlängenbereichs von 500-550 nm mit Hilfe eines Scanspiegels in den 

Einzelkanal BP 500-550nm geleitet, um das Signal des ER-Trackers zu 

detektieren.  
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• Track 2: Scannt die 488-nm-Laserlinie des Argonlasers zum zweiten Mal über die 

Probe, wird das Fluoreszenzsignal mittels des NFT 545 nm aufgeteilt und in die 

beiden Einkanaldetektoren gelenkt, bzw. das Fluoreszenzsignal des Hypericins 

mit dem LP 560 nm detektiert.  

Dazu werden die folgenden Einstellungen am LSM 510 META vorgenommen: 

• Kanal 1, BP 500-550 nm: Laserleistung 2 % 

• Kanal 2, LP 560 nm: Laserleistung 2 % 

• HFT: 488 nm 

• Spiegel (Track 1) 

• NFT: 545 nm (Track 2) 

• Pinhole: 106 µm  

 

• Darstellung der Lysosomen: 

Die Lysosomen werden durch Markierung der Glioblastomzellen mit dem LysoTracker 

Green DND-26 (Molecular Probes) dargestellt. Hierbei handelt es sich um einen 

Fluoreszenzfarbstoff, der selektiv die Lysosomen anfärbt. Das Signal wird in einem 

Bereich von 500–550 nm detektiert.  

Die Stammlösung hat eine Konzentration von 1 mM und wird mit DMSO angesetzt. Die 

Endkonzentration im Kulturmedium beträgt 75 nM und wird für 30 Minuten unter 

Standardbedingungen inkubiert. Da der LysoTracker Green DND-26 eine ähnlich hohe 

Photosensitivität aufweist, der ER-Tracker Green, wird die Fluoreszenz in den 

Einzelkanälen mit dem Multitrackverfahren detektiert.  

Es werden die folgenden Einstellungen am LSM 510 META gewählt: 

• Kanal 1, BP 500-550 nm: Laserleistung 2 % 

• Kanal 2, LP 560 nm: Laserleistung 2 % 

• HFT: 488 nm 

• Spiegel (Track 1) 

• NFT: 545 nm (Track 2) 

• Pinhole: 106 µm 

 

• Darstellung Mitochondrien: 

Die Färbung der Mitochondrien wird mit zwei unterschiedlichen Markern vorgenommen. 

Zum einen erfolgt eine Darstellung im Fluoreszenzbild durch den MitoTracker Green 
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(Molecular Probes). Hierbei handelt es sich um einen relativ photostabilen Marker für 

Mitochondrien. Zum anderen werden die Glioblastomzellen mit Rhodamin 123 (Rh 123, 

SigmaAldrich) inkubiert, um eine Aussage über die Zellvitalität treffen zu können. Beide 

Marker weisen ein ähnliches Fluoreszenzspektrum auf und fluoreszieren in einem 

Wellenlängenbereich von 500–550 nm. Die Detektion erfolgt mit einem BP 500-550 nm. 

Die Stammlösungen der beiden Marker werden mit DMSO angesetzt. Wie zuvor schon 

beschrieben, erfolgt zuerst eine Inkubation der mitochondrialen Marker ohne Hypericin, 

um eine Beeinträchtigung der Spektren ausschließen zu können.  

MitoTracker Green: Die Stammlösung des MitoTracker Green hat eine 

Konzentration von 1 mM. Die Inkubation erfolgt mit einer Endkonzentration von 0,5 µM 

im Kulturmedium für 30 min.  

Rh123: Die Konzentration der Stammlösung von Rh123 beträgt 2 mM. Diese wird mit 

Kulturmedium auf 1 µM verdünnt und für 30 min inkubiert. 

Die Inkubation der Mitochondrienmarker erfolgt immer unter Standardbedingungen. 

Aufgrund der Photostabilität der beiden Marker kann auf das Multitrackverfahren 

verzichtet werden. Die Laserleistung wird für die Detektion auf 10 % gesetzt. Die 

Einstellung am Mikroskop sind für den MitoTracker Green, wie auch Rh123 identisch: 

• Kanal 1, BP 500-550 nm 

• META-Detektor 589-630 nm HFT: 488 nm 

• HFT 488 

• NFT: 545 nm  

• Pinhole: 106 µm 

 

3.8 Bestimmung der Ca2+-Konzentration und Lokalisation in 
Glioblastomzellen nach Hypericin-PDT 

 

Unter physiologischen Bedingungen besitzt das mitochondriale Ca2+ eine 

Schlüsselfunktion als Regulator von verschiedenen Metabolismen. Der Ca²+-Austausch 

zwischen Zellorganellen (Mitochondrien und ER) führt zu einer Stimulierung der 

Zellproliferation, die bei der Behandlung von malignen Tumoren unerwünscht ist. Ein 

Ca²+-Overload dagegen führt zum Zelltod. Intrazellulär können durch viele 

unterschiedliche Prozesse Ca2+-Freisetzungen bewirkt werden. Wird aus dem ER 

Kalzium in einer erhöhten Menge freigesetzt, sind die Mitochondrien in der Lage, diese 

erhöhte Konzentration zu kompensieren. Übersteigt die aufgenommene Ca2+-
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Konzentration dabei einen bestimmten Wert, kommt es zum sog. Ca2+-Overload und zur 

Aktivierung von zellabbauenden Proteinen. Mit den durchgeführten Untersuchungen soll 

deshalb die Korrelation von Ca2+-Signalen mit den PDT-Bedingungen erfolgen mit dem 

Ziel, eine optimale Bestrahlungsdosis zu finden, die ein Absterben der Tumorzellen 

gewährleistet.  

 

3.8.1 Detektion von Ca2+ mit fluoreszierenden Markern 

 

Die Erhöhung der Ca2+-Konzentration im Zytoplasma, ein sog. Ca2+-Signal, kann mit 

unterschiedlichen Techniken untersucht werden. Zum einen können fluoreszierende Ca2+-

sensitive Marker mit dem LSM 510 META detektiert werden. Das LSM ist mit einem 

spektralen Detektor ausgestattet, durch den eine Darstellung von sich überlappenden 

Spektren ermöglicht wird (Kapitel 3.6.1). Die Fluoreszenz kann mit einer örtlichen 

Auflösung unter 1 µm und einer Zeitauflösung unter 1 s pro Bild gemessen werden. Das 

System erlaubt eine Bestimmung der intrazellulären Lokalisation von Hypericin, die 

durch die Eigenfluoreszenz nachgewiesen wird und der Ca2+-Ausschüttung sowie die 

Betrachtung der Dynamik der Ca2+-Signale. 

Für diese Experimente sollen die Zellen gleichzeitig mit Hypericin und mit Ca2+-Markern 

inkubiert werden; die Photoaktivierung von Hypericin erfolgt dann direkt am Mikroskop.  

In der Arbeitsgruppe wurden bereits gute Erfahrungen mit Fluo-3 AM (Gibco) als Ca² -

sensitiven Zytoplasma-Marker gemacht. Das Fluo-3 AM liegt in einer DMSO-haltigen 

Stammlösung in einer Konzentration von 5 mM vor. Die Inkubation erfolgt in einer 

Endkonzentration von 1 µM im Kulturmedium für 30 min im Brutschrank unter 

Standardbedingungen. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen mit PBS (o. 

Ca²+/Mg²+) gespült und für den weiteren Versuchsablauf mit frischem Kulturmedium 

versehen. Die Detektion der Fluo-3 AM-Fluoreszenz im Mikroskop erfolgt mit den 

folgenden Einstellungen: 

• Laser 488 nm: Leistung 10% 

• HFT 488 

• Spiegel 

• BP 500 - 550  

• Pinhole: 100 µm 
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Fluo-3 AM dient der räumlichen Darstellung von intrazellulären Ca2+-Konzentrationen 

(Abb. 13). Fluo-3 AM diffundiert als nicht-fluoreszierender Azetomethylester durch die 

Zellmembran und wird intrazellulär von unspezifischen Esterasen zu der fluoreszierenden 

Verbindung hydrolisiert.  

 

 
Abb. 13: Strukturformel von Fluo-3 AM in der nicht-fluoreszenten Form (www.invitrogen.com ) 
 
Durch die Bindung von Ca2+ an die hydrolisierte Form des Fluo-3 AM kommt es zu einer 

60-80fachen Verstärkung des Fluoreszenzsignals. Der Nachteil dieser Derivate des 

Azetomethylesters ist die Bildung von Formaldehyd und Essigsäure nach der Hydrolyse, 

wodurch zusätzliche zytotoxische Schädigungen hervorgerufen werden können.  

Als Positivkontrolle wird den Zellen während der Messung Histamin zugeführt. Histamin 

ist ein Gewebshormon und Neurotransmitter, das sowohl im menschlichen und tierischen 

Organismus, wie auch in Pflanzen und Bakterien vorkommt (Abb. 14). 

 

 
Abb. 14: Strukturformel von Histamin (2-(4-Imidazoly)-ethylamin) 
 

In der Literatur wird Histamin zur Stimulation, bzw. für Freisetzungsmechanismen aus 

Zellorganellen, wie Mitochondrien oder ER, eingesetzt [76]. Es werden meist HeLA 

Zellen verwendet und eine Konzentration im Bereich von 100 µM Histamin appliziert, 

die eine intrazelluläre Stimulation auslöst [65]. 

Es wird mit einer Konzentration von 5 mM in einer PBS-haltigen Stammlösung 

angesetzt. Für die Experimente werden Verdünnungen von 1 µM bis zu 500 µM der 

Histamin-Stammlösung mit dem Kulturmedium angesetzt.  

http://www.invitrogen.com
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Die Applikation erfolgt über ein selbstkonstruiertes Perfussionssystem. Der Deckel der 

Inkubationskammer wird durch einen Einsatz mit Zu- und Abflussschlauch ersetzt. Der 

Austausch der Lösungen erfolgt manuell unter Verwendung von 10 ml Einwegspritzen. 

Zuerst wird das „alte“ Medium abgesaugt und schrittweise durch die histaminhaltige 

Lösung ersetzt, so dass ein vollständiger Mediumwechsel in der MatTek-Schale erfolgt. 

Hierbei wird die Entstehung von Verwirbelungen der Lösung innerhalb der Petrischale 

nicht in die Messung einbezogen. Es werden zuvor Versuche durchgeführt, in denen das 

Verhalten der Zellen während eines Mediumwechsels in der Inkubationskammer anhand 

einer Messung, die über einen bestimmten Zeitraum aufgezeichnet wird. Da es sich bei 

den Glioblastomzellen um adhärente Zellen handelt, können kein Abschwimmen der 

Zellen oder sonstige morphologische Veränderungen beobachtet werden. Der Austausch 

des Mediums gegen die histaminhaltige Lösung erfolgt während des Scannens, so dass 

eine Veränderung der Fluo-3 AM Fluoreszenz direkt detektiert werden kann. 

 

Durch die Verwendung eines speziellen Ca2+-sensitvien Mitochondrienmarkers soll die 

Veränderung der Ca²+-Konzentration innerhalb dieser Zellorganellen im Vergleich zu der 

zytoplasmatischen Ca²+-Konzentration dargestellt werden.  

Diese Erkenntnisse sollen die Relevanz der Ca²+–Konzentration innerhalb der 

Tumorzellen verdeutlichen und zu einer Optimierung der Bestrahlung während der PDT 

führen. 

 

3.8.2 Detektion von Kalzium mit Ca2+-sensitiven Proteinen 

 

Um die artifizielle Belastung der Zellen durch die Inkubation mit mehreren Farbstoffen 

so gering wie möglich zu halten, wird eine stabile Transfektion als Alternative zu 

fluoreszierenden Markern für die Detektion der Ca2+-Freisetzung verwendet. Hierzu wird 

die für das Camgaroo2 kodierende Ca2+-sensitive DNS-Sequenz ausgewählt. 

Wie in Kapitel 3.3.4 beschrieben, werden die Glioblastomzellen mit einem Vektor 

transfiziert in welchen zuvor die Sequenz, die für das Ca²+–sensitive Protein kodiert, 

subkloniert wird. Die Transfektion stellt zwar auch einen Eingriff in die Zelle dar, hat 

aber geringere toxische Effekte als eine Inkubation mit mehreren Farbstoffmarkern. Die 

so transfizierten Zellen exprimieren das Fusionsprotein zwischen dem Ca2+-bindenden 

Calmodulin und den Derivaten der fluoreszierenden Proteine (FP). Das Fusionsprotein 

(Camgaroo2) wird in den Mitochondrien lokalisiert (Kapitel 3.3.4). Es reagiert bei der 
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Bindung von Ca2+ mit einer Erhöhung der Fluoreszenz im YFP-Anteil. Die Detektion des 

Fluoreszenzsignals erfolgt mit einem BP 500-550 nm. Als Anregungswellenlänge dient 

die 488-nm Linie des Argonlasers.  

Mit Hilfe dieses Proteins sollen die Veränderungen der mitochondrialen Ca²+-

Konzentration im Fluoreszenzbild beobachtet und dargestellt werden. 

 

3.9 Nachweis von Apoptose und Nekrose in Tumorzellen nach 
Hypericin-PDT 

 

Durch PDT werden Zelltodmechanismen aktiviert. Entscheidend für eine erfolgreiche 

Therapie ist es, die Bedingungen so auszuwählen dass ein apoptotischer Weg 

eingeschlagen und Nekrose vermieden wird. So sollen die Hypericin-induzierten PDT-

Effekte mit typischen Markern dieser Prozesse in Korrelation gebracht werden. 

Eine Möglichkeit Apoptose zu belegen besteht im Nachweis von Cytochrom c. 

Cytochrom c ist in der mitochondrialen Membran lokalisiert und transportiert 

normalerweise Elektronen zwischen Proteinkomplexen der Atmungskette. Einmal ins 

Zytosol freigesetzt, bildet es zusammen mit Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 

1), ATP und Procaspase 9 einen Komplex, den man als Apoptosom bezeichnet.  

Bei apoptotischen Zellen befindet sich das Cytochrom c im Zytosol, nur die Untereinheit 

4 der Cytochrom-c-Oxidase (COX4) verbleibt auch bei Apoptose in den Mitochondrien.  

Zum Apoptosenachweis wird dem Präparat ein spezielles Caspasen-Substrat zugegeben 

(D2R – BioCat), das nach der Spaltung der Aspartatreste ein Fluoreszenz-Signal 

aussendet.  

Nekrotische Zellen können nach Färbung mit Propidiumjodid (PI) im 

Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden (Kapitel 3.6.2). 

PI bindet an das Chromatin, indem es sich zwischen die Basen der DNS einlagert. Durch 

eine intakte Zytoplasmamembran kann der Farbstoff nicht dringen und ist so zum 

Nachweis von nekrotischen Zellen, die durch geschädigte Membranen gekennzeichnet 

sind, geeignet. 

 

Den PDT-Dosis korrelierten Nachweis der drei Apoptosemarker (D2R, Annexin-V FITC 

/ PI) soll mit der Intensität und Lokalisation der Ca2+-Signale im LSM in Verbindung 

gebracht werden. 

Die Apoptose ist wie die Zellproliferation und Zelldifferenzierung in eine inter- und  



 57 

intrazelluläre Kommunikation eingebunden. Caspasen spielen bei der Durchführung und 

Regulation von Apoptose eine wichtige Rolle. Die Aktivierung kann über 

unterschiedliche Signalwege, sowohl intrinsischen wie auch extrinsischen, erfolgen. Bei 

einer erfolgreichen Aktivierung kommt es zu einem kaskadenartigen Ablauf der 

einzelnen Caspasen, was den Grundstein für den programmierten Zelltod legt. 

Extrinsische Signalwege zeichnen sich durch eine Aktivierung von außerhalb der Zelle 

aus, und intrinsische Signalwege lösen durch intrazelluläre Vorgänge Apoptose aus. 

Caspase 3 spielt bei der Signaltransduktion der Apoptose eine zentrale Rolle.  

 

  
Abb. 15: Schematische Darstellung des extrinsischen (links) und intrisischen (rechts) Signalwegs zur 
Aktivierung der proapoptotischen Caspasen (Grafik verfügbar unter www.nature.com) [46] 
 

 

http://www.nature.com)
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Extrinsisch: 

In der Zellmembran befinden sich spezielle Rezeptoren, die Todesrezeptoren genannt 

werden. Durch die Bindung von Liganden, wie z.B. der transmembrane Todesligand 

Apo/Fas/CD95-Liganden, Trail oder TNF (Tumor-Nekrose-Faktor) an die 

Membranrezeptoren wird ein multimerer Komplex, DISC (death inducing signal 

complex) ausgebildet. Dieser Komplex dient zur Aktivierung der sog. Initiator-Caspasen 

8 und 10 (siehe Abb. 15). 

Intrinsisch: 

Im Gegensatz zum extrinsischen Weg gibt es den intrinsischen, bei dessen Aktivierung 

die Mitochondrien eine sehr zentrale Rolle spielen. Cytochrom c gilt als Hauptinitiator 

der intrinsischen Apoptose. Beim Cytochrom c handelt es sich um ein zentrales Protein 

aus der mitochondrialen Atmungskette. Durch das Öffnen der mitochondrialen 

Membranporen gelangen pro-apoptotische Faktoren, wie das Cytochrom c, aus dem 

Intermembranraum in das Zytoplasma. Dort kommt es durch Bindung von Cytochrom c, 

Apaf-1 und Procaspase 9 zur Ausbildung des Apoptosoms, das eine Aktivierung der 

Caspase 9 bewirkt. Es folgt die Aktivierung der Caspase 3 und weiterer Caspasen, die 

schließlich zur charakteristischen Ausbildung der Blasen an der Plasmamembran, 

„membrane blebbing“, und zur Kondensation und Fragmentierung der Nukleus-DNS 

führen. 

Der extrinsische Signalweg ist in der Lage, über spezielle Rezeptoren das BID-Protein zu 

aktivieren, das wiederum zur Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien führt. 

Das bewirkt eine Verstärkung der apoptotischen Prozesse. 

 

3.9.1 Zelltodmechanismen anhand von D2R darstellen 

 

Der Nachweis der Caspaseaktivität wird mit dem Indikator Aspartat2-Rhodamin 110 

(D2R) vorgenommen. D2R dient als Substrat für mehrere apoptose-relevante 

Caspasespezies, wie z.B. Caspase 3, 7 und 9. Um eine eventuelle pro-apoptotische (die 

Apoptose einleitende) Caspaseaktivität nachweisen zu können, werden die Zellen mit 

Hypericin (1 µM, 1 h) inkubiert, im Mikroskop bestrahlt und anschließend mit dem 

Farbstoff D2R (0,5 µM, 15 min) inkubiert. Der Apoptotseindikator D2R liegt in als 50 

mM DMSO-haltige Stammlösung vor. Für die Experimente wird eine 0,5 µM 

Verdünnung mit Kulturmedium und NaCl angesetzt.  

Die folgenden Angaben gelten für ein Volumen von 1 ml: 
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• 950 µl Kulturmedium  

• 49 µl 0,9 % NaCl 

• 1 µl D2R-Stammlösung 

D2R besteht aus Rhodamin110 an das zwei Aspartatreste gebunden sind. In diesem 

Zustand fluoresziert das Molekül nicht. Wird Apoptose induziert, kommt es zur 

Freisetzung von pro-apoptotische Caspasen und die Aspartatreste werden enzymatisch 

„abgeschnitten“. Die daraus resultierende Fluoreszenz des Rhodamins 110, kann im LSM 

in einem Bereich zwischen 500 nm und 550 nm detektiert werden.  

Es handelt sich um eine Methode, mit der man innerhalb kurzer Zeit eine fundierte 

Aussage treffen kann, ob eine PDT-Behandlung die apoptotische Kaskade aktiviert. An 

diese Vorgehensweise kann eine spezifischere Untersuchung einzelner Caspasen 

angeschlossen werden.  

 
 

D2R 

Caspase 
3,7,9 

Rhodamin 110 Aspartat 

Abb. 16: Schematische Darstellung der Spaltung von D2R von der nicht-fluoreszenten (links) in die 
fluoreszierende Form (rechts), bedingt durch Caspaseaktivität (Caspase 3, 7 und 9) 
 

Die Glioblastomzellen werden mit der gewünschten Zelldichte pro mm² in den MatTek-

Schalen ausgesät. Am dritten bzw. vierten Tag findet die Inkubation mit dem PS 

Hypericin statt. Im Anschluss erfolgt die Bestrahlung mit 5 J/cm² im LSM mit einer 

Wellenlänge von 488 nm. Nach Beendigung der Bestrahlung wird das Medium über das 

manuelle Perfussionssystem gegen eine D2R-haltige Inkubationslösung (0,5 µM) 

ausgetauscht. Nach Abschluss der Inkubation (15 min) werden die Zellen gewaschen, mit 

frischem Medium versehen und eine Aufnahme über die Zeit gestartet. Mit Hilfe dieser 

Methode soll die Veränderung des D2R-Signals beobachtet und detektiert werden. Zur 

Negativkontrolle wird eine MatTek-Schale mit Glioblastomzellen nur mit D2R inkubiert 

und anschließend im Mikroskop beobachtet. Damit soll ausgeschlossen werden, dass 

allein die Bestrahlung der Zellen mit Licht der 488-nm-Wellenlänge des Argonlasers pro-

apoptotische Caspasen aktiviert. 
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3.9.2 Nachweis der Caspase-3-Aktivität 

 

Im Rahmen der Hypericin-PDT soll nun herausgefunden werden, ob es tatsächlich zu 

einer Freisetzung der Caspase 3 kommt oder nicht. Die Zellen werden ähnlich wie zur 

Bestimmung der Phototoxizität (Kapitel 3.4.2) behandelt. Das Ansetzen der Zellen 

erfolgt in 24-Well-Platten, in die aber zuvor ein Deckglas mit einem Durchmesser von 32 

mm eingebracht wird. Diese Vorgehensweise wird zugrunde gelegt, um nach 

erfolgreicher Bestrahlung die immunhistologisch behandelten Zellen besser auswerten zu 

können. Jeder Ansatz wird in doppelter bzw. vierfacher Ausführung angesetzt, um die 

Zellen nach der Bestrahlung zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten fixieren zu können. 

Die Fixierung erfolgt jeweils 10 bzw. 15 min nach der Bestrahlung. Anhand von 

Erfahrungswerten, die durch das Arbeiten mit dem Apoptosemarker D2R vorliegen, kann 

die pro-apoptotische Aktivität für diesen Zeitraum sichergestellt werden. In den 

Versuchen mit D2R konnten in dem Zeitraum von 10-15 min nach Bestrahlung 

unspezifische Caspasen nachgewiesen werden. Nach der Fixierung der Zellen mit 

eiskaltem Methanol erfolgt ein immunohistochemischer Nachweis zur Darstellung der 

Caspase 3. Der Nachweis erfolgt unter Verwendung eines monoclonalen Caspase 3 

Antikörpers (R&D Systems). Die Färbung des Antikörpers wird mit einem Polymer 

Detektionssystem von ZytoChem durchgeführt. Es wird auf herkömmliche 

Nachweismethoden mit einer Streptavidin-Biotin-Verbindung verzichtet, um die 

Hintergrundfärbung zu vermeiden. Zur Gegenfärbung wird der Permanent AP Red Kit, 

ebenfalls ZytoMed, verwendet. Für die beiden Kits wird jeweils das Herstellerprotokoll 

als Grundlage verwendet.  

Die Behandlung, bzw. Färbung der Deckgläser findet in den einzelnen Wells statt. Nach 

Abschluss des immunhistologischen Nachweises werden die Deckgläser vorsichtig mit 

einer Pinzette aus den Wells entnommen und im noch wässrigen Zustand kopfüber auf 

einen Objektträger aufgebracht und mit Aquatex eingedeckelt. Dabei wird immer darauf 

geachtet, dass die Proben mit gleicher Bestrahlungsdosis, aber unterschiedlichen 

Fixierungszeitpunkten auf einem Objektträger sind. 

Die Auswertung erfolgt mikroskopisch mit einem 40x Ölobjektiv. 
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3.10 Auswertung der Daten 

 

Die Auswertung der LSM-Daten wird mit Excel und SigmaPlot vorgenommen. Zuerst 

erfolgt eine Transferierung der Daten in Excel und deren Auswertung.  

Die aus den Excel-Grafiken gewonnenen Daten werden anhand von 

Mittelwertberechnungen ausgewertet. Dieser Mittelwert dient als Grundlage für den 

Standardfehler, bzw. die Berechnung der in die Grafiken eingefügten Fehlerbalken. Der 

Standardfehler gilt als Streuungsmaß für die Stichprobenverteilung. Da die 

Fehlerberechnung immer mit der gleichen Formel durchgeführt wird, dient in den 

Bildunterschriften die Abkürzung SEM (Standard Error of the Mean) als Hinweis auf 

diese Berechungsgrundlage. 

Anschließend wird in SigmaPlot unter Verwendung einer Glättungsfunktion die 

Datenglättung vorgenommen, die erhaltenen Werte auf F/F0 normiert und in einer Grafik 

dargestellt. Für die Wachstumskurve wird eine Fittingfunktion von SigmaPlot 

angewendet. Daraus ergibt sich, dass jedes Anfangssignal eines Spektrums den Wert „1“ 

erhält. 

 

Um die Zuverlässigkeit der Daten zu kontrollieren und Beobachtungen besser deuten zu 

können wurde der Ausreißertest nach Grubbs angewendet [11]. Somit konnte 

sichergestellt werden, ob ein Wert vernachlässigt werden darf oder nicht. Die 

Auswertung der Daten erfolgt in drei Schritten: 

1. Berechnung der Differenz (di) zwischen Ergebnis (xi) und Mittelwert (8) 

di = xi – 8 

2. Berechnung der Prüfgröße (PG) anhand der größten Differenz zum 

Mittelwert (dmax) und der Standardabweichung (s) 

PG = | dmax / s | 

3. Vergleich der Prüfgröße mit den vorgegebenen Werten aus der Tabelle 

rm(P)-Werte nach Grubbs. Ist die errechnete Prüfgröße kleiner als der Wert 

in der Tabelle liegt kein Ausreißer vor und umgekehrt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Zytotoxische Auswirkungen von Hypericin 

4.1.1 Dunkeltoxizität 

 

In den Versuchen zur Ermittlung der Dunkeltoxizität (DT) von Hypericin wurden die 

U373 MG Glioblastomzellen mit unterschiedlichen Hypericin-Konzentrationen (1, 5, 10, 

50 bzw. 100 µM) inkubiert, um den Schwellenwert für eine noch nicht zytotoxische 

Hypericin-Konzentration zu bestimmen. Die Inkubationszeit von einer Stunde wurde 

anhand von Erfahrungswerten des Kooperationspartners übernommen [106]. Es erfolgte 

die Überprüfung des Schwellenwertes der Dunkeltoxizität von Hypericin.  

Bei jedem Ansatz wurde auch eine Negativkontrolle (K= nicht mit Hypericin behandelt, 

siehe Abb. 17) mitgeführt, die Aufschluss über das Wachstumsverhalten der Zellen ohne 

den Zusatz von Hypericin geben sollte. 

Nach der Inkubationszeit von einer Stunde erhielten die Zellen frisches Komplettmedium 

und regenerierten für 48 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2. Nach der 

Regenerationsphase wurde eine Auswertung mittels NR-Assay vorgenommen. Die Werte 

wurden relativ zur Kontrolle dargestellt, die man als 100 % annahm (Abb. 17). 

Ausschlaggebend für die semiquantitative Darstellung war die Intensität der NR-Färbung, 

die photometrisch ermittelt wurde. 
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Abb. 17: Dunkeltoxizitätstest von Hypericin in U373 MG-Zellen. Darstellung der Mittelwerte (n=8). 
Fehlerbalken: SEM. K: Negativkontrolle ohne Hypericin. 
 

Die relative Zellvitalität nach der Behandlung mit den jeweiligen Hypericin-

Konzentrationen wurde bei jedem einzelnen Test anhand des Mittelwertes aus acht 

Einzelwerten einer Messreihe berechnet (Abb. 17). Alle Ergebnisse wurden dem 

Ausreißertest nach Grubbs unterzogen (Kapitel 3.10). Der Dunkeltoxizitätstest wurde 

insgesamt fünf Mal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt. 

Anhand der durchgeführten Dunkeltoxizitätstests konnte bis zu einer Hypericin-

Konzentration von 10 µM bei einer Inkubationszeit von einer Stunde keine Unterschiede 

zur Kontrolle festgestellt werden. Die Vitalität der so behandelten Zellen lag über einem 

Wert von 90 %.  

Die unerwartete Stimulation des Zellwachstums bei einer Hypericin-Konzentration von 

50 µM war reproduzierbar und wurde bisher von keiner anderen Gruppe beschrieben.  

 

4.1.2 Phototoxizität 

 

Zur Bestimmung der Phototoxizität (PT) von Hypericin, wurde die im 

Dunkeltoxizitätstest definierte, nicht zytotoxische Hypericin-Konzentration von 1 µM 

verwendet. Anhand der Ergebnisse der Dunkeltoxizitätstests hätten für die nachfolgenden 

PDT-Versuche auch höhere Hypericin-Konzentrationen verwendet werden können, da 

sowohl eine Konzentration von 5, wie auch 10 µM Hypericin nur sehr geringe 
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zytotoxische Effekte aufwiesen. Die Inkubationszeit des Photosensibilisators (PS) wurde 

in dieser Arbeit auf den Zeitraum von einer Stunde festgelegt. Nach der Inkubation mit 

dem PS wurden die Zellen mit unterschiedlichen Lichtdosen (0,4-30 J/cm²) des 

Argonlasers bei einer Wellenlänge von 488 nm und einer konstanten Leistung von 47 

mW/cm² bestrahlt.  

Die Proben wurden unterschiedlich lange bestrahlt, um die in Tabelle 1 aufgeführten 

Dosen zu erreichen (Tabelle 2, Abb. 18).  

Die 488-nm-Linie des Argonlasers wurde für die Bestrahlungsversuche ausgewählt, da 

diese auch für Messungen im LSM 510 META zur Verfügung stand. Somit konnte ein 

direkter Vergleich der Zellaktivität und –reaktion zwischen halbautomatischer und 

mikroskopischer Bestrahlung erfolgen.  

 

Tabelle 2: Verwendete Leistungsdichte und Bestrahlungsdosis für die 488 nm-Linie des Argonlasers 

Leistungsdichte 
[mW/cm²] 

47 47 47 47 47 47 47 47 

Zeit [min:sec] 0:17 0:31 0:42 3:54 7:09 11:03 14:18 21:27 

Dosis 
[J/cm²] 

0,4 0,75 1 5 10 15 20 30 

 

Anhand der aus den jeweiligen Einzelwerten der Bestrahlungsdosen gebildeter 

Mittelwerte (n=6) konnte eine Aussage über die relative Zellvitalität mittels NR-Assay 

getroffen werden. In die Überprüfung der PT wurden auch jeweils die Ergebnisse einer 

nicht mit Hypericin behandelten und nicht bestrahlten Kontrolle (KI), einer 

unbehandelten und mit 30 J/cm² bestrahlten Kontrolle (KII), sowie ein 

Dunkeltoxizitätstest (DT, 1 µM, 1 h) mit einbezogen. Das Ergebnis der Kontrolle (KI) 

wurde, wie schon in den Dunkeltoxizitätstests, als 100 % der Zellvitalität angenommen. 

Die Bestrahlung der unbehandelten Glioblastomzellen mit der maximalen Dosis von 30 

J/cm² (KII) wirkte sich nicht signifikant auf das Wachstum der Zellen aus (Abb. 18). 

Weiterhin wurde beobachtet, dass die Bestrahlung mit Dosen unter 1 J/cm² einen 

unerwarteten wachstumsstimulierenden Effekt in den Zellen auslöste. Diese Art der 

Bestrahlung führte zu einer Zunahme in der Zellpopulation um etwa 30 % bei 0,4 J/cm² 

bzw. 35 % bei einer Dosis von 0,75 J/cm². Dieses Phänomen wird als „unterkritische“ 

Bestrahlung bezeichnet und sollte bei der praktischen Anwendung der PDT unbedingt 

vermieden werden (Abb. 18).  
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Mit Erhöhung der Bestrahlungsdosen konnte eine deutliche Reduktion der Zellvitalität 

bewirkt werden, welche im PDT-Effekt begründet ist. Nach Bestrahlung mit einer Dosis 

von 1 J/cm² sank die Zellvitalität nur um etwa 10 %. Ein weitaus deutlicherer Effekt 

wurde bei einer Applikation von 5 J/cm² erzielt, der Anteil der vitalen Zellen ging auf 

zirka 60 % zurück. Eine Verdoppelung der Bestrahlungsdosis (10 J/cm²) führte zu einer 

Halbierung der relativen Zellvitalität (30 %). Ab einem Bestrahlungswert von 15 J/cm² 

lag der prozentuale Anteil der überlebenden Zellen nur noch bei ca. 20 % und sank bei 

maximaler Dosis von 30 J/cm² auf ungefähr 7 %. 

Anhand dieser Ergebnisse wurde die LD50-Dosis abgeschätzt, die Aufschluss darüber 

gibt, ab welcher Bestrahlungsdosis ein 50 %iges Absterben der Zellen verursacht wird. 

Die Ergebnisse zeigen, dass bei den gegebenen Versuchsparametern die LD50-Dosis 

zwischen 5 J/cm² und 10 J/cm² lag.  
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Abb. 18: Phototoxizitätstest von U373MG Zellen. Die Zellen wurden mit 1 µM Hypericin für 1 h inkubiert 
und anschließend mit den angegebenen Dosen bestrahlt. KII=Zellen wurden nicht mit Hypericin inkubiert, 
aber mit 30 J/cm² bestrahlt; DT (1 µM, 1 h), n=6 
 
Bei Dosen über 10 J/cm² sank die Zellvitalität deutlich unter einen Wert von 30 % ab. 

Teilweise wurde bei der maximalen Bestrahlungsdosis keine Zellvitalität mehr 

nachgewiesen, da die Zellen so stark geschädigt waren, dass sie sich vom Untergrund 

abgelöst hatten.  



 66 

Für die mit der Ca2+-sensitiven Camgaroo2-Sequenz transfizierten U373 MG Zellen 

konnten bei den Untersuchungen zur Phototoxizität keine Vitalitätsunterschiede zu den 

nicht-transfizierten Glioblastomzellen festgestellt werden.  

 

4.1.3 Entstehen Hypericin-Photoprodukte bei der Bestrahlung von 
Hypericin? 

 

Nach Literaturangaben ist Hypericin in der Lage, durch eine energetisch hohe 

Bestrahlung Photoprodukte zu bilden [105].  

Da im Verlauf dieser Arbeit mit höheren energetischen Dosen bestrahlt wurde kam der 

Verdacht auf, es könnten sich störende Hypericin-Photoprodukte ausbilden. Uzdensky et 

al. dokumentierten die Entstehung der Hypericin-Photoprodukte in einem 

Wellenlängenbereich zwischen 500 bis 550 nm [105]. Aufgrund einer möglichen 

Überlagerung der Fluoreszenzsignale von Hypericin-Photoprodukten und dem Ca2+-

Indikator Camgaroo2 (500-550 nm), sollten die verwendeten Bestrahlungsdosen auf 

Bildung der von Uzdensky et al. beschriebenen Photoproduktfluoreszenz untersucht 

werden [105]. Diese Versuche wurden auch mit den nicht-transfizierten 

Glioblastomzellen durchgeführt.  

Zur Bestrahlung der Zellen im Mikroskop wurde ein Bereich von 500-660 bzw. 690 nm 

gewählt und mit der jeweils gewünschten Dosis bestrahlt. Nach der Bestrahlung mit der 

488 nm Wellenlänge des Argonlasers fand eine Bestimmung des Fluoreszenzspektrums 

mit Hilfe der Lambda-Funktion des LSM 510 statt. Diese Messung wurde mit 

Bestrahlungsdosen von 0,83 J/cm² bis 45 J/cm² durchgeführt (Abb. 19, Tabelle 3).  

Der Vergleich der einzelnen Emissions-Spektren miteinander zeigte, dass nach der 

Anregung mit der 488 nm-Linie des Argonlasers im Bereich zwischen 500-550 nm kein 

Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte, wie es bei der Bildung der in der Literatur 

beschriebenen Hypericin-Photoprodukte zu erwarten gewesen wäre (Abb. 19). Die 

Verminderung der Intensität des Emissionsmaximums bei höheren Dosen ist mit einem 

Bleichen des Farbstoffs zu erklären. 

Um eine Aussage über die Veränderung des Spektrums von Hypericin bei höheren 

Ausgangsleistungen machen zu können, wurden die Impulse mit der energiereicheren 

HBO-Lampe (100 W) im Verlauf einer über einen bestimmten Zeitraum erfolgten 

Messung appiliziert. Eine Unterbrechung der Detektion des Spektrums erfolgte aufgrund 

der hohen Empfindlichkeit der Detektoren im Mikroskop jeweils nur zum Zeitpunkt der 
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Impulsgabe mit der HBO-Lampe. Für die Versuche mit der HBO-Lampe wurden 

Bestrahlungsdosen im Bereich zwischen 1,4 J/cm² bis 84 J/cm² ausgewählt (Abb. 20, 

Tabelle 3). Die Kalibrieung der HBO-Lampe erfolgte mit einem Leistungsmessgerät. Mit 

diesem großzügig angelegten Dosisbereich wurde weit über die in den 

Phototoxizitätstests verwendeten Bestrahlungsdosen hinausgegangen. Aufgrund der 

detektierten Fluoreszenzspektren konnte die Bildung von Hypericin-Photoprodukten 

sowohl für die Bestrahlung mit der 488 nm-Linie des Argonlasers, wie auch mit der 

HBO-Lampe ausgeschlossen werden (Abb. 19, Abb. 20). In diesen beiden Abbildungen 

ist deutlich zu sehen, wie durch steigende Bestrahlungsleistung ein Ausbleichen der 

Hypericin-Fluoreszenz hervorgerufen wird. 

Mit den transfizierten Glioblastomzellen wurden die gleichen Versuche ohne Hypericin-

Inkubation durchgeführt, um das Fluoreszenzsignal des Camgaroo2 (500-550 nm) auf 

den PDT-Effekt unter Hypericin-Einwirkung zurückführen zu können. 

Die transfizierten Glioblastomzellen zeigten, ebenso wie die nicht transfizierten 

Glioblastomzellen, weder ein eindeutiges Fluoreszenzsignal im Bereich von 500-550 nm, 

noch in den höheren Wellenlängenbereichen. Aufgrund dieser Messungen konnte die 

Entstehung von Photoprodukten des Hypericins ausgeschlossen werden. 

 

Tabelle 3: Auflistung der Dosen und Zeiträume der Bestrahlung mit dem Argonlaser bzw. der HBO-
Lampe. 

Argonlaser 

Zeit [min] 0:05 0:15 0:30 0:45 1:00 1:30 2:00 4:30 

Dosis [J/cm²] 0,83 2,5 5 7,5 10 15 20 45 

HBO-Lampe 

Zeit [min] 0:01 0:05 0:10 0:15 0:20 0:30 0:45 1:00 

Dosis [J/cm²] 1,4 7 14 21 28 42 63 84 
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Abb. 19: Emissions-Spektrum von Hypericin (1 µM, 1 h) in U373 MG Zellen, 488 nm Anregung des 
Argonlasers mit unterschiedlichen Dosen (J/cm²), Angabe in der Abb.. Zwischen 500-550 nm konnte kein 
Fluoreszenzsignal detektiert werden, d.h. keine Ausbildung von Photoprodukten aufgrund von energetisch 
höheren Bestrahlungsdosen. Ausbleichen der Hypericin-Fluoreszenz mit steigender Bestrahlungsdosis. 
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Abb. 20: Spektrum von Hypericin nach der Bestrahlung mit der HBO-Lampe mit unterschiedlichen Dosen 
(J/cm²), siehe Legende. Detektierte Spektren wiesen im grünen Bereich (500-550 nm) keine relevanten 
Fluoreszenzsignale auf; keine Photoprodukte. Ausbleichen der Hypericin-Fluoreszenz mit steigender 
Bestrahlungsdosis. 
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4.2 Durchflusszytometrie: Charakterisierung und Quantifizierung 
der Toxizität  

4.2.1 Darstellung unterschiedlicher Ca2+-Konzentrationen während der 
Dunkeltoxizitätstests 

 

Zur Bestimmung der Dunkeltoxizität (DT) von Hypericin wurden die Glioblastomzellen 

mit unterschiedlichen Hypericin-Konzentrationen inkubiert (Kapitel 3.4.1). Die Versuche 

zeigten eine deutliche Steigerung der Zellvitalität bei einer Konzentration von 50 µM 

Hypericin. Da dieses vermehrte Zellwachstum durch die Freisetzung von Ca2+ ins 

Zytoplasma hervorgerufen worden sein könnte, führte ich Kontrollversuche durch, um 

eine Aussage über die intrazelluläre Ca2+-Konzentration nach der Inkubation mit höheren 

Hypericin-Konzentrationen machen zu können [12,18]. Dazu wurden die Zellen während 

der DT mit Fluo-3 AM co-inkubiert und anschießend mit Hilfe der Durchflusszytometrie 

ausgewertet. Der Marker Fluo-3 AM dient zum Nachweis von freiem intrazellulärem 

Ca2+. Anhand der Durchflusszytometrie konnte eine Aussage über die unterschiedlichen 

Fluoreszenzintensitäten von Fluo-3 AM gemacht werden. Die Intensität von Fluo-3 AM 

steigt proportional zu der intrazellulären Konzentration von freiem Ca2+ an. Mit diesen 

Messungen konnte deshalb ausschließlich eine Aussage über die Veränderung der 

Fluoreszenzintensität von Fluo-3 AM und nicht über die exakte Menge des freigesetzten 

Kalziums gemacht werden. 

Zum bessern Vergleich der erzielten Ergebnisse, wurden die vier Histogramme der 

Analyse der Durchflusszytometrie in einer Grafik zusammengefasst (Abb. 21). Es 

wurden die Autofluoreszenz der Glioblastomzellen und die Fluoreszenzintensität von 

Fluo-3 AM nach der Applikation von 10, 50 bzw.100 µM Hypericin miteinander 

verglichen. Die Darstellung der Fluoreszenzintensität erfolgte logarithmisch in MESF-

Einheiten, den sog. Molecule Equivalents of Soluble Fluorochrome. Diese werden mit 

handelsüblichen Fluoreszenzstandards mit bekannten Mengen an MESF-Einheiten zur 

Kalibrierung des Durchflusszytometers festgelegt. 

Aus der grafischen Darstellung ergibt sich, dass bei höheren Hypericin-Konzentrationen 

die meisten Zellen stärker fluoreszieren (höherer MESF-Wert) (Abb. 21). Dies 

signalisiert einen Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration bei den aufsteigenden 

Hypericin-Konzentrationen von 10, 50 und 100 µM. Die Veränderung der Fluo-3 AM 

Fluoreszenz von 50 zu 100 µM Hypericin fiel zwar sehr gering aus, konnte aber durchaus 

einen entscheidenden Wert überschritten haben, um eine zytotoxische Reaktion zu 

induzieren. Nach der Berechnung des Integrals der beiden Hypericin-Konzentrationen 
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von 50 µM und 100 µM, konnte eine rund 10 % höhere Fluoreszenzintensität von Fluo-3 

AM nach der Inkubation mit 100 µM Hypericin festgestellt werden. 

MESF-Einheiten von Fluo-3 AM
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Abb. 21: Fluoreszenzintensität von Fluo-3 AM in MESF-Einheiten (Molecule Equivalents of Soluble 
Fluorochrome). Differenz zwischen der Hypericin-Konzentration von 50 bzw. 100 µM beträgt 10%.  
 

4.2.2 Charakterisierung der Zelltodmechanismen  

 

Die Durchflusszytometrie wurde herangezogen, um die direkten Auswirkungen von 

Photosensibilisator (PS) und Bestrahlung auf Zellvitalität und intrazelluläre 

Zelltodmechanismen zu untersuchen.  

Die Zellen wurden in gleicher Weise vorbereitet und behandelt, wie zur Bestimmung der 

Phototoxizität. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen direkt mit Annexin-V FITC und 

Propidiumjodid (PI) gefärbt (Kapitel 3.5.2). Apoptose wird durch unterschiedliche 

morphologische Veränderungen charakterisiert. Dazu zählt die Umlagerung des 

Phospholipids Phosphatidylserin, von der inneren an die äußere Seite der Zellmembran. 

Unter Anwesenheit von Ca2+ ist Annexin-V in der Lage an das Phosphatidylserin zu 

binden. Durch die Konjugation mit FITC kann Annexin-V daher als Apoptose-Marker 

fluoreszenzmikroskopisch verwendet werden. Die Einlagerung von PI in die Zellkern-

DNS weist auf eine Schädigung der Zellkernmembran hin und wurde als Nekrose-Marker 

verwendet. 
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Zu Beginn jeder Messreihe wurde die Autofluoreszenz der Glioblastomzellen, wie auch 

die Hypericin-Fluoreszenz nach der Inkubation des PS (Abb. 22) aufgrund der spektralen 

Eigenschaften von Hypericin und PI bestimmt (Kapitel 3.5.2). 

Die Bestimmung der Schwellenwerte, wie auch der Autofluoreszenz, gilt als 

Voraussetzung für jede durchflusszytometrische Messung, unabhängig von den im 

Versuch verwendeten Zellen. Die Schwellenwerte wurden für jede Messung bestimmt 

und als fixe Versuchsparameter festgelegt. Der Schwellenwert für Annexin-V FITC 

wurde im Bereich einer Fluoreszenzintensität von 101 auf der x-Achse festgelegt (Abb. 

22, links). Die Werte auf der x- und y-Achse stellen die relative Fluoreszenzintensität des 

jeweiligen Farbstoffs dar. Aufgrund der zu erwartenden unterschiedlichen Werte, erfolgt 

die DotPlot-Darstellung bei der Durchflusszytometrie logarithmisch [97]. 

Der Schwellenwert für PI wurde, aufgrund der ähnlichen spektralen Eigenschaften von 

Hypericin und PI, in einer separaten Messung ohne Annexin-V FITC bestimmt. Während 

der durchflusszytometrischen Analyse konnten die Filter nicht, wie im LSM 510, beliebig 

variiert werden. Daher musste aufgrund der Überlagerung des Hypericin- und PI-

Spektrums eine separate Messung des Schwellenwerts für PI erfolgen. Das 

Fluoreszenzmaximum der beiden Farbstoffe hat eine Differenz von nur zirka 5-10 nm 

(Abb. 23). Aufgrund der Überlagerung der beiden Fluoreszenzen, hätte das PI-Signal für 

nekrotische Zellen zu einer falschen Interpretation führen können. Aus diesem Grund 

musste die Fluoreszenzintensität von Hypericin in den Glioblastomzellen bestimmt und 

als Schwellenwert für die PI-Detektion verwendet werden. Die Aufnahme der Spektren 

von Hypericin und PI erfolgte mit Hilfe der Lambda-Funktion des LSM 510 (Abb. 23, 

Kapitel 3.6.1). Der Wert für eine positive PI-Färbung, d.h. absolut nekrotische Zellen, lag 

oberhalb des Schwellenwertes von 103 auf der y-Achse. 
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Abb. 22: FACS-Analyse ohne Annexin-V FITC und PI: links: Autofluoreszenz der U373 MG Zellen. Der 
Wert wurde als Schwellenwert für die Annexin-V FITC Fluoreszenz auf der x-Achse festgelegt. Rechts: 
U373 MG Zellen nach der Hypericin-Inkubation (1 µM, 1 h), Bestimmung des Schwellenwertes für das 
spektral ähnliche PI auf der y-Achse. 
 

Die Abbildung. 22 zeigt eine „Zellwolke“, einen sog. DotPlot, die im Bereich von 101 auf 

der x-Achse von dem Schwellenwert der Annexin-V FITC Fluoreszenz durchschnitten 

wird. Alle Werte, die sich unterhalb des Schwellenwertes (101) befinden, werden nicht in 

die Wertung der apoptotischen Zellen aufgenommen. Der Schwellenwert der PI-

Fluoreszenz (y-Achse) liegt bei 103 relativen Fluoreszenzeinheiten. Die Beschriftung der 

Achsen entspricht den jeweils verwendeten Messkanälen des FACS-Geräts. 

Sowohl bei der Durchflusszytometrie, wie auch für die Messungen im Mikroskop wurde 

die gleiche Anregungswellenlänge des Argonlasers von 488 nm verwendet, um die 

Vergleichbarkeit zu gewährleisten.  

Es wurde der folgende Versuchsaufbau gewählt: 

• Die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit unterschiedlichen Bestrahlungsdosen (1-30 

J/cm²). Nach Beendigung der Bestrahlung (2,5 h) diente Das Trypsin/EDTA-Gemisch 

der Ablösung der Zellen. Anschließend wurden die Färbung mit Annexin-V FITC 

und PI durchgeführt. 
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Abb. 23: Spektren: Anregung: 488-nm-Linie Argonlaser; von Hypericin und PI. Die Pfeile verdeutlichen, 
die Nähe der beiden Emissionsmaxima zueinander.  

 

Die Intensität des Argonlasers bei einer Wellenlänge von 488 nm wurde konstant auf 47 

mW/cm² eingestellt.  

In jedem Versuch wurde eine unbehandelte, nicht bestrahlte Kontrolle (KI) mitgeführt. 

Trypsin, das zum Ablösen der adhärenten Zellen verwendete wurde, verursachte eine 

Schädigung der Zellen, die mit Hilfe der Durchflusszytometrie dargestellt wurde. Um 

diesen entstandenen Messfehler möglichst gering zu halten, nahm ich die KI-Werte als 

Nullwerte an. Die Berücksichtigung dieses systemischen Fehlers erfolgte erst bei der 

tabellarischen und grafischen Darstellung aller Messungen (Abb. 26, Tabelle 5). In die 

DotPlot-Darstellungen der Durchflusszytometrie konnten die KI-Werte nicht 

miteinbezogen werden. 

Daraus resultierte folgendes Ergebnis ohne die Berücksichtigung der KI-Werte (Abb. 24, 

links): der prozentuale Anteil der vitalen, d.h. weder apoptotischen noch nekrotischen, 

nur autofluoreszenten Glioblastomzellen (unterer, linker Quadrant) lag bei 41,4 %, 

dagegen waren 50,5 % der Zellen bereits früh-apoptotisch (unterer, rechter Quadrant). 

Eine Färbung mit Annexin-V FITC und PI wiesen 8,17 % der spät-apoptotischen Zellen 

auf (oberer, rechter Quadrant). Ausschließlich mit PI gefärbte, nekrotische Zellen, 

konnten bei der verwendeten Hypericin-Konzentration von 1 µM, einer einstündigen 

Inkubation und einer Dosis von 5 J/cm² nicht nachgewiesen werden (Quadrant oben 

links). Im Vergleich dazu zeigte der DotPlot nach der Bestrahlung mit 15 J/cm² fast eine 
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Verdreifachung der spät-apoptotischen Glioblastomzellen (Annexin-V+/PI+) an (Abb. 24, 

rechts). Es kann sehr deutlich eine Verringerung des früh-apoptotischen Zellanteils 

(unterer, rechter Quadrant), bzw. eine Verdichtung der Zellwolke im oberen rechten 

Quadranten beobachtet werden. Aufgrund der Erhöhung der Bestrahlungsdosis kann eine 

Verschiebung des prozentualen Zellanteils von früh- (Annexin-V+/PI-) zu spät-

apoptotisch (Annexin-V+/PI+) beobachtet werden. 

   
Abb. 24: FACS-Analyse mit Annexin-V FITC und PI; links: U373 MG Zellen mit Hypericin (1 µM, 1 h) 
inkubiert und 5 J/cm² bestrahlt. Rechts: Zum Vergleich, Zellen mit 15 J/cm² bestrahlt. Analyse fand 2,5 h 
nach Bestrahlung statt. 
 
Der Anteil der vitalen Zellen lag bei beiden Messungen über 40 %, obwohl eine 

Verdreifachung der Bestrahlungsdosis vorgenommen wurde. Ein Nachweis von 

nekrotischen Zellen konnte weder bei 5 J/cm² noch bei 15 J/cm² erbracht werden. Der 

nekrotische Zellanteil lag deutlich unter einem Wert von 1 %. Alle Darstellungen der 

Durchflusszytometrie zeigen die Verteilung der drei unterschiedlichen 

Zelltodmechanismen nach einem Zeitraum von 2,5 h nach Bestrahlung. 

In der Abbildung 25 sind Messungen bei der gleichen Bestrahlungsdosis, aber von 

unterschiedlichen Versuchstagen dargestellt. Sie dienen als Beweis für die 

Reproduzierbarkeit der erhobenen Daten.  

Daraus resultierte folgendes Ergebnis: der prozentuale Anteil der vitalen, d.h. weder 

apoptotischen noch nekrotischen, nur autofluoreszenten Glioblastomzellen (jeweils der 

untere, linke Quadrant) lag bei etwa 40 %. Dagegen waren 50-60 % der Zellen bereits 

früh-apoptotisch, was durch die Fluoreszenz des Annexin-V FITC dargestellt wurde 

(unterer, rechter Quadrant). Eine Färbung mit Annexin-V FITC und PI, als Hinweis für 

spät-apoptotischer Zellen, machte einen Anteil von etwa 10 % aus (oberer, rechter 

Quadrant). Ausschließlich mit PI gefärbte, nekrotische Zellen, konnten bei der 
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verwendeten Hypericin-Konzentration von 1 µM, einer einstündigen Inkubation und 

einer Dosis von 5 J/cm² nicht nachgewiesen werden (Quadrant oben links).  

   
Abb. 25: DotPlots zweier unterschiedlicher FACS-Messungen (gleiches Versuchregime). Zellen mit 
Hypericin (1 µM, 1 h) inkubiert und 5 J/cm² bestrahlt. 40 % der Zellen sind vital (Quadrant unten links), 
50-60 % früh- (Quadrant unten rechts) und 6-8 % spät-apoptotisch (oben rechts). Keine nekrotischen 
Zellen (Quadrant oben links). Analyse 2,5 h nach Bestrahlung. 
 

Bei höheren Bestrahlungsdosen (Abb. 26) stieg der prozentuale Anteil der spät-

apoptotischen Glioblastomzellen (Annexin-V+/PI+) an, d.h. während der Messung zeigt 

sich sowohl ein positives Annexin-V FITC Signal, als auch ein PI Signal (Tabelle 5). In 

der folgenden Grafik wird der kontinurliche Anstieg des prozentualen Zellanteils der 

spät-apoptotischen Glioblastomzellen verdeutlicht (Abb. 26).  

Der Anteil, der absolut nekrotischen Zellen lag bei allen Bestrahlungsdosen bei einem 

Wert nahe 0 %.  

In der Tabelle 4 sind die Mittelwerte von vier Messungen ohne die Berücksichtigung von 

KI aufgelistet.  

Tabelle 4: Relative prozentuale Anteil von früh- bzw. spät-apoptotischen und nekrotischen Zellen 
nach Behandlung mit unterschiedlichen Bestrahlungsdosen, ohne Berücksichtigung von 
KI. (n=4), Analyse 2,5h nach Bestrahlung.  

Dosis [J/cm²] KI KII 1 5 10 15 20 30 

Annexin-V+/PI- : 
früh-apoptotisch [%] 

47,23 45,4 44,2 52,25 45,73 31,28 26,98 22,25 

Annexin-V+/PI+: spät-
apoptotisch [%] 

2,71 3,75 3,07 7,44 12,44 21,96 26,98 31,52 

Annexin-V-/PI+: nekrotisch [%] 0,05 0,05 0,03 0,03 0,04 0,03 0,09 0,17 
 
Da durch das Ablösen der Glioblastomzellen mit Trypsin bereits ein zellschädigender 

Prozess aktiviert wurde, galten die Werte der Kontrolle I (KI) als Nullwerte. KI gab 

Aufschluss über das zelluläre Verhalten von nicht Hypericin-inkubierten und nicht 

bestrahlten Zellen. Der mit KI ermittelte prozentuale Anteil der drei unterschiedlichen 
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Zelltodmechanismen wurde für die folgenden Darstellungen von KII und den 

Probenwerten subtrahiert. Aufgrund des KI-Wertes und der schon beschriebenen 

Verschiebung der Zellwolken bei steigernder Bestrahlungsdosis (siehe Abb. 24), sanken 

die früh-apoptotischen Zellanteile unter einen Wert von Null. In der Grafik wurden die 

negativen Werte jeweils mit „0“ dargestellt, da es keine negativen Zellanteile gibt.  

Tabelle 5: Darstellung der Werte von KII und den jeweiligen Proben unter Berücksichtigung von KI 
(Tabelle 4) Die negativen Werte wurden in der Grafik mit „0“ dargestellt (Abb. 26)  

Dosis [J/cm²] KI KII 1 5 10 15 20 30 

Annexin-V+/PI- : 
früh-apoptotisch [%] 

0 -1,83 -3,03 5,02 -1,5 -15,95 -20,25 -24,98 

Annexin-V+/PI+: spät-
apoptotisch [%] 

0 1,04 0,36 4,73 9,73 19,25 24,27 28,81 

Annexin-V-/PI+: 
nekrotisch [%] 

0 0 -0,02 -0,02 -0,01 0,02 0,04 0,12 
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Abb. 26: Darstellung prozentualer Zellanteile von früh- (grün, Annexin-V+/PI-) und spät-apoptotischen 
(rot, Annexin-V+/PI+) sowie nekrotischen (schwarz, Annexin-V-/PI+) U373 MG Zellen nach Inkubation mit 
Hypericin und der Bestrahlung mit unterschiedlichen Dosen (1-30 J/cm²) (Tabelle 5). Analyse 2,5 h nach 
Bestrahlung. 
 

Ohne Berücksichtigung von KI lag der Anteil von früh-apoptotischen Zellen bei einer 

Bestrahlungsdosis von 5 bzw. 10 J/cm² im Bereich von 50 % und sank dann 

kontinuierlich bis auf 20 % herab(Tabelle 4). Der prozentuale Zellanteil der spät-

apoptotischen Glioblastomzellen hingegeben bleibt bis zu einer Bestrahlungsdosis von 10 
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J/cm² im Bereich der 10-%-Marke. Ab einer Dosis von 15 J/cm² steigt der Anteil der 

spät-apoptotischen Zellen deutlich über 10 % Die Zellzahl der eindeutig nekrotischen 

Zellen bleibt in einem Bereich von Werten deutlicher kleiner 1 %. Unerwartet hoch lag 

das prozentuale Ergebnis der Annexin-V+/PI+ Zellen während der DT, da eine Hypericin-

Konzentration von 1 µM als nicht zytotoxisch eingestuft worden war. 

Unter Berücksichtigung des systemischen Fehlers sinkt der prozentuale Anteil der früh-

apoptotischen Zellen auf 0 %, bzw. unter null (Tabelle 5, Abb. 26,). Nur bei einer 

Bestrahlungsdosis von 5 J/cm² liegt der Anteil der früh-apoptotischen Zellen bei 5 %. Die 

spät-apoptotischen Zellen hingegen zeigen nach Abzug von den KI-Werten eine 

eindeutige Tendenz auf, einen kontinuierlichen Anstieg (Abb. 26). Wie schon in Tabelle 

4 abzulesen ist, zeigt auch Tabelle 5 eine Verdoppelung der prozentualen Zellanteile bei 

einer Bestrahlungsdosis von 10 J/cm² zu 15 J/cm².  

Als Vergleich zu dem beschriebenen Versuchsablauf mit unterschiedlichen 

Bestrahlungsdosen und konstantem Auswertezeitpunkt sollten durchflusszytometrische 

Messungen mit konstanter Bestrahlungsdosis und unterschiedlichen Auswertezeitpunkten 

durchgeführt werden. Das Ziel dieses Versuchsansatzes war es, einen Zeitpunkt für eine 

möglichst hohe früh-apoptotische Aktivität zu finden, bzw. die prozentuale Verteilung 

der unterschiedlichen Zelltodmechanismen bei gleich bleibender Bestrahlungsdosis und 

verschiedenen Auswertezeitpunkten darzustellen. Es wurde eine Bestrahlungsdosis von 5 

J/cm² ausgewählt, d.h. im Bereich der LD50 der Phototoxizität (Kapitel 3.4.2). Es wurde 

ein Zeitrahmen von 0-4,5 h nach der Bestrahlung festgelegt. 

Der Versuchsaufbau 2 wurde wie folgt gewählt: 

• Bei konstanter Bestrahlungsdosis (5 J/cm²) werden die Zellen zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten (0-4,5h) fixiert. 

 

Die Behandlung und Bestrahlung der Zellen erfolgten in gleicher Weise, wie bereits für 

den Versuchsansatzes 1 beschrieben. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden die Zellen 

mit einem Trypsin/EDTA-Gemisch abgelöst, mit Annexin-Puffer fixiert und bis zum 

Abschluss der Messreihe auf Eis gelagert. Der Versuchsansatz 2 zeigte keine eindeutige 

Unterscheidung, bzw. deutliche Entwicklungen zwischen den drei unterschiedlichen 

Zelltodmechanismen. Der Anteil früh-apoptotischer Zellen schwankte zwischen 40 und 

50%, wohingegen der spät-apoptotische Anteil im Durchschnitt bei 15% ± 5% lag. Der 

Versuchsansatz 1, im Vergelich, zeigte mit steigender Bestrahlungsdosis eine deutliche 

Veränderung der früh- und spät-apoptoschen Zellanteile. Im Versuchsansatz 2 wurde ein 
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proportionaler Anstieg der spät-apoptotischen Zellen zu den unterschiedlichen 

Fixierungszeitpunkt erwartet. Diese Annahme konnte nicht bestätigt werden. 

Ein Grund dafür könnte der Umstand gewesen sein, dass die FACS-Messung im 

Nachbarinstitut vorgenommen werden musste und daher die Zellen für einen längeren 

Zeitraum auf Eis gelagert wurden. Im Gegensatz dazu wurden beim Versuchsablauf 1 die 

Zellen nach der Bestrahlung im Brutschrank aufbewahrt, bis alle Platten bestrahlt waren. 

Erst danach wurden die Zellen gleichzeitig mit einem Trypsin/EDTA-Gemisch abgelöst, 

gefärbt und gemessen. 

 

Abschließend kann für den Versuchaufbau 1 festgestellt werden, dass ein Anstieg der 

Bestrahlungsdosis eine Erhöhung des spät-apoptotischen Zellanteils bewirkt. Des 

Weiteren führt die Steigerung der Dosis zu einem Rückgang des früh-apoptotischen 

Zellanteils. 

Ein unterschiedliches Verhalten von transfizierten und nicht transfizierten Zellen wurde 

aufgrund der durchflusszytometrischen Analysen nicht festgestellt. Sie verhielten sich 

ähnlich mit einer Abweichung von maximal 5 % bei den jeweiligen Bestrahlungsdosen, 

bzw. Zeitintervallen. Es konnte eine ähnliche Entwicklung im Versuchsaufbau 1 der 

transfizierten Zellen beobachtet werden, wie schon zuvor in Abbildung 26 bei nicht-

transfizierten Zellen. 

 

4.3 Nachweis der intrazellulären Lokalisation von Hypericin in 
humanen U373 MG Glioblastomzellen 

 

Über die intrazelluläre Lokalisation von Hypericin nach Zugabe ins Komplettmedium 

wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Aufgrund der unterschiedlichen Parameter, 

wie z.B. der verwendeten Zelllinie, Inkubationskonzentration und –zeit, kann bisher 

keine allgemeingültige Aussage über die Akkumulation des PS getroffen werden.  

Die aus dem Johanniskraut extrahierten Verbindungen (Quercetinglykoside, Hypericine, 

Phloroglucine) sind meist mittel- bis unpolar [51]. Die Hypericine (Pseudohypericin, 

Hypericin) zählen zu der Gruppe der unpolaren Verbindungen. Aufgrund der lipophilen 

Eigenschaften wird dem Hypericin eine bevorzugte Lokalisation in und an Membranen 

zugeschrieben, was aber nach Sattler et al. von der umgebenden Temperatur abhängig ist 

[94]. 



 79 

Um eine eindeutige Aussage über die intrazelluläre Verteilung von Hypericin in humanen 

Glioblastomzellen treffen zu können, wurden Messungen am LSM 510 META (Zeiss) 

vorgenommen, die die Co-Lokalisation mit spezifischen Markern unterschiedlicher 

Zellorganelle untersuchten. Es wurden folgende Marker ausgewählt: 

• ER-Tracker Green, zur Markierung des endoplasmatischen Retikulums (ER) 

• LysoTracker Green DND-26, zur Markierung der Lysosomen 

• MitoTracker Green, zur Markierung der Mitochondrien 

• Rhodamin 123 (Rh123), zur Markierung der aktiven Mitochondrien 

 

Die Zellen wurden mit Hypericin und dem jeweiligen Marker co-inkubiert. Im Anschluss 

an die Inkubation erfolgten ein Waschgang mit PBS und die Zugabe von frischem 

Komplettmedium, bevor die Zellen im LSM 510 META beobachtet wurden. 

In den folgenden Bildern ist jeweils von links nach rechts der Hypericin-

Fluoreszenzkanal, der Fluoreszenzkanal des organellspezifischen Farbstoffs und eine 

überlagerte Darstellung beider Farbstoffe gezeigt (Abb. 27 bis Abb. 31). Die 

mikroskopischen Einstellungen am LSM 510 META variierten nur minimal, 

entsprechend der spektralen Eigenschaften, der Fluoreszenzintensität und 

Empfindlichkeit des jeweiligen Farbstoffs, um die Vergleichbarkeit zu garantieren. In der 

Regel wurde Hypericin im META-Detektor (589-630 nm) und die Marker jeweils im 

Einzelkanal (500-550 nm) aufgenommen. Da die Marker voneinander abweichende 

Fluoreszenzstabilität und Fluoreszenzintensität aufwiesen, musste teilweise die 

Laserleistung verringert, eine Veränderung am „Detector gain“ vorgenommen oder eine 

Variation der verwendeten Fluoreszenzkanäle durchgeführt werden. Eine Variation der 

Fluoreszenzkanäle bedeutet, dass die Kombination von Einzelkanaldetektion und 

Detektion im Metadetektor verändert wird. 

 

• Inkubation mit Hypericin und ER-Tracker Green:  

Die Detektion vom ER-Tracker Green fand aufgrund der hohen Sensitivität, bzw. 

Photoinstabilität, dieses Markers mit dem Multitrack-Verfahren des LSM 510 META in 

den beiden Einzelkanaldetektoren statt (Kapitel 3.6.2). Die Ergebnisse der Co-Inkubation 

von Hypericin und ER-Tracker Green wiesen auf eine überwiegende Co-Lokalisation 

der beiden Farbstoffe hin (Abb. 27). Bei dieser Doppelinkubation konnte beobachtet 

werden, dass Hypericin sich auch außerhalb des ERs, also im Zytoplasma und in der 

Zellmembran befand. Im Zellkern konnte kein Hypericin nachgewiesen werden. 
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Abb. 27: U373 MG Zellen mit Hypericin (links) und ER-Tracker Green (Mitte) co-inkubiert. Deutliche 
Lokalisation von Hypericin im ER, aber auch außerhalb des Zellorganells und in der Zellmembran (Bild 
rechts außen). 
 

• Inkubation mit Hypericin und LysoTracker Green DND-26: 

Da es sich bei LysoTracker Green DND-26 ebenfalls um einen sehr empfindlichen 

Marker mit einer hohen Photoinstabilität handelte, wurden die gleichen Einstellungen wie 

zuvor für den ER-Tracker Green verwendet, d.h. die Aufnahmen wurden mit Hilfe des 

Multitrack-Verfahrens aufgenommen. Im Gegensatz zur Inkubation mit dem ER-

Tracker Green konnte beim LysoTracker Green DND-26 keine Überlagerung in der 

Lokalisation der Farbstoffe festgestellt werden (Abb. 28, Bild rechts außen). Die grün 

gefärbten Lysosomen (Abb. 28, Mitte) zeigten keine gemeinsame Lokalisation mit 

Hypericin (Bild links außen) auf. Das bedeutet, dass Hypericin sich nicht in den 

Lysosomen anreichert.  

20 µm

 
Abb. 28: U373 MG Zellen mit Hypericin (links) und LysoTracker Green DND-26 (Mitte) co-inkubiert. 
Keine Co-Lokalisation bei der Überlagerung der beiden Kanäle (Bild rechts außen).  

 

• Inkubation mit Hypericin und MitoTracker Green: 

MitoTracker Green konnte sehr klar nachgewiesen werden und machte die 

„wurmartige“ Struktur der Mitochondrien im Fluoreszenzbild sichtbar (Abb. 29, mittleres 
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Bild). Hypericin wies nicht nur eine Akkumulation in den Mitochondrien auf, sondern, 

wie schon zuvor gesehen, auch eine Verteilung im Zytoplasma. In dem Bereich um den 

Zellkern herum, in dem auch die Mehrzahl der Mitochondrien lokalisiert ist, war die 

Rotfärbung aufgrund des Hypericins intensiver als in den restlichen Zellkompartimenten 

(Abb. 29, links). Nach der Überlagerung der beiden Detektionskanäle konnte eine fast 

vollständige Co-Lokalisation der beiden Fluoreszenzfarbstoffe in den Mitochondrien 

festgestellt werden. In der folgenden Abbildung (Abb. 29) ist die Akkumulation von 

Hypericin in den Mitochondrien dargestellt. 

 
 
Abb. 29: Glioblastomzellen mit Hypericin (links) und MitoTracker green (Mitte) co-inkubiert. In der 
Überlagerung beider Fluoreszenzkanäle (Bild rechts außen) ist eine deutliche Akkumulation beider 
Farbstoffe in den Mitochondrien festzustellen. 
 

• Inkubation mit Hypericin und Rh123: 

Um die mit MitoTracker Green gewonnenen Ergebnisse zu untermauern, wurden die 

Glioblastomzellen mit Hypericin und Rh123 co-inkubiert. Dieser Farbstoff dient als 

Indikator für eine intakte Mitochondrienmembran. Bleicht die Fluoreszenz während der 

Messung aus, weist dieses Verhalten auf eine Depolarisation der Mitochondrienmembran 

hin, da Rh123 nicht mehr in der Lage ist, an die Membran zu binden (Abb. 30). Die 

Ursache ist das negative Membranpotential der inneren Mitochondrienmembran. Zellen 

mit einer hohen Rh123-Anfärbbarkeit haben größere Mitochondrien [78]. Durch das 

Anfärben wird nicht nur die mitochondriale Aktivität, sondern auch die gesamt zelluläre 

Aktivität dargestellt [48]. Wurden die humanen Glioblastomzellen über einen längeren 

Zeitraum mit Hilfe der Timeseries-Funktion beobachtet, konnte eine Reduktion der 

Rh123-Fluoreszenz dokumentiert werden (Abb. 30). Aufgrund der geringen 

Laserleistung während der Detektion konnte das Absinken der Fluoreszenz nicht 

ausschließlich durch das Bleichen des Farbstoffs hervorgerufen werden, sondern konnte 

auch als Indiz für die Beschädigung und Zerstörung der Mitochondrien gewertet werden. 

15 µm 
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Es kam in der Folge einer länger andauernden Bestrahlung zu einer diffusen Verteilung 

des Rhodamins 123 innerhalb der Zellen und die Struktur der Mitochondrien war nicht 

mehr darzustellen. Rh123 lagerte sich selektiv in der mitochondrialen Membran von 

aktiven Zellen an (Abb. 31, Mitte). Hypericin wies eine Anlagerung in der Zellmembran 

auf (Abb. 31, links). Durch die sehr klare Darstellung der mitochondrialen Strukturen 

konnte die Co-Lokalisation der beiden Farbstoffe nahezu 100%ig dargestellt werden 

(Abb. 31, Bild rechts außen). 
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Abb. 30: Glioblastomzellen mit Hypericin und Rh123 co-inkubiert. Darstellung des Fluoreszenzverlaufs 
von Rh123 während Hypericin-PDT. Kurvenverlaufs deutet auf die mitochondriale und gesamtzelluläre 
Aktivität der Mitochondrien hin. 
 

10 µm  
 
Abb. 31: Glioblastomzellen mit Hypericin (links) und Rh123 (Mitte)inkubiert. In der Überlagerung (rechts) 
ist eine deutliche Co-Lokalisation festzustellen. Die wurmartige Struktur der Mitochondrien konnte in 
beiden Kanälen (589-630 nm, links; 500-550 nm, Mitte) deutlich dargestellt werden.  
 

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass Hypericin hauptsächlich im ER und 

in den Mitochondrien lokalisiert ist. Besonders eindeutig wurde die Akkumulation von 

Hypericin in Kombination mit Rh123. Bei LysoTracker Green DND-26 hingegen 
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konnte in Kombination mit Hypericin keine Übereinstimmung nachgewiesen werden 

(Abb. 28), was bedeutet, dass Hypericin unter den gegebenen experimentellen 

Umständen nicht in den Lysosomen lokalisiert.  

 

4.4 Nachweis der intrazellulären Ca2+-Konzentration in U373 MG 
Glioblastomzellen 

 

Die Konzentration des zytoplasmatischen Kalziums spielt bei einer Vielzahl 

intrazellulärer Abläufe eine tragende Rolle. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob 

die zytoplasmatische Ca2+-Konzentration mit den im vorangegangenen Kapitel 

nachgewiesene Apoptose-induzierenden Mechanismen in Verbindung gebracht werden 

kann. 

 

4.4.1 Zytoplasmatische Ca2+-Konzentration während der PDT 

 

Um die zytoplasmatische Ca2+-Konzentration mit bildgebenden Verfahren darstellen zu 

können, wurden die Glioblastomzellen mit dem Ca2+-sensitiven, zytoplasmatischen 

Marker Fluo-3 AM (1 µM, 30 min) inkubiert. Das Fluoreszenzsignal des Fluo-3 AM 

wurde im Bereich von 500-550 nm detektiert.  

Als Positivkontrolle wurde den Zellen während der Messung Histamin appliziert. 

Histamin löst die Produktion von Inositol 1,4,5-triphosphat aus und bewirkt die 

Ausschüttung von Ca2+ aus dem ER [65], wodurch die zytoplasmatische Ca2+-

Konzentration steigt.  

Für die Glioblastomzellen wurden zum Zweck der Positivkontrolle unterschiedliche 

Histaminkonzentrationen im Bereich von 1-500 µM ausgetestet. Ab einer Konzentration 

von 200 µM konnte eine deutliche Stimulation des zytoplasmatischen Kalziums 

detektiert werden (Abb. 32). Während einer Beobachtung über einen Zeitraum von ca. 

2,5 min wurde über das manuelle Perfussionsystem Histamin (roter Pfeil) appliziert und 

die zytoplasmatische Ca2+-Konzentration mittels Fluo-3 AM detektiert (Abb. 32). Nach 

einem Zeitraum von etwa 20 Sekunden sank das Fluoreszenzsignal von Fluo-3 AM 

langsam ab. Dieser Vorgang ist durch die Wiederaufnahme von Kalzium in die Ca2+-

speichernden Zellorganellen und durch das Ausbleichen des Farbstoffs bedingt. 
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Abb. 32: Glioblastomzellen mit 1µM Fluo-3 AM inkubiert und nach ca. 30 s 200 µM Histamin appliziert. 
Vervierfachung der zytoplasmatischen Fluoreszenzintensität von Fluo-3. 
 

Während der Versuche wies das Fluo-3-AM-Signal auf eine Ca2+-Freisetzung im 

Zytoplasma und im Bereich des Zellkerns hin, ohne das eine Bestrahlung im Sinne der 

PDT erfolgte. Die Lokalisation des Fluo-3 AM ist nicht ausschließlich auf das 

Zytoplasma begrenzt, wie in den folgenden Abbildungen deutlich wurde (Abb. 33). Die 

Lokalisation des Hypericins stellte sich allerdings ähnlich diffuse dar, wie schon in dem 

vorangegangenen Kapitel 3.7 zur intrazellulären Lokalisation von Hypericin beschrieben. 

In der Überlagerung der beiden Kanäle konnte eine teilweise Übereinstimmung der 

Lokalisation anhand der gelben Färbung dokumentiert werden (Bild rechts außen). Wie 

schon früher beobachtet wurde, lagerte sich Hypericin auch in oder nahe der 

Zellmembran an. 

20 µm

 
 
Abb. 33: Glioblastomzellen mit Hypericin (links) und Fluo-3 AM (Mitte) inkubiert. Eine partielle 
Überlagerung der Fluoreszenzbereich ist zu beobachten (Bild rechts außen).  
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Im Anschluss an die Doppelinkubation von Farbstoff (Fluo-3 AM, 1 µM, 30 min) und PS 

(Hypericin, 1 µM, 1 h) schloss sich die Bestrahlung mit der 488 nm-Linie des 

Argonlasers im Mikroskop, über einen vorgegebenen Zeitraum, an (Kapitel 3.6.2).  

Im Gegensatz zur Positivkontrolle mit sofortigem Anstieg der Fluoreszenzintensität von 

Fluo-3 AM (Abb. 32), benötigte die Aktivierung der intrazellulären Signalkaskade durch 

Hypericin-induzierte PDT einen längeren Zeitraum (ca. 1 min.), um einen vergleichbaren 

Grad der Akkumulation des zytoplasmatischem Kalziums zu erreichen (Abb. 34).  
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Abb. 34: Glioblastomzellen mit Hypericin (1 µM, 1 h) und Fluo-3 AM (1 µM, 30 min) co-inkubiert. 
Während der Bestrahlung ist die Erhöhung der Fluoreszenzintensität von Fluo-3 AM sichtbar, was auf eine 
vermehrte Ca2+-Freisetzung hindeutet. Im Zytoplasma der Zellen wurde eine Oszillation der Ca2+-
Konzentration detektiert (Pfeile).  
 

Es konnte nicht nur ein Anstieg der Fluoreszenzintensität festgestellt werden, sondern 

auch im Zytoplasma eine Oszillation der Ca2+-Konzentration innerhalb der ersten 15-30 

Sekunden der Messung (Abb. 34, rote Pfeile). Die abgebildete zytoplasmatische 

Oszillation zeigte sich in den Fluoreszenzbildern als grün aufflackernde Zelle (Abb. 35, 

roter Kreis). Die Messung wurde im Zytoplasma der oberen Zellen vorgenommen. 
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Abb. 35: Ca2+-Oszillation im Fluoreszenzbild. Die im roten Kreis befindliche untere Zelle. a entspricht in 
der Grafik dem Zeitpunkt „0“ (Abb. 34), b „12 s“ bzw. dem ersten Peak, c dem Tal zwischen den beiden 
Peaks (16 s), d dem zweiten Peak (22 s), e einem Zeitpunkt von ca. 35 s (Tal) und f Beginn des Plateaus. 
Skalierung in Bild a exemplarisch für Abbildungen b-f. 
 

Diese oszillierende Veränderung der zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration kann ein 

Hinweis auf einen Austausch von Ca2+ zwischen den Zellorganellen sein. Derartige 

Beobachtungen sind aus der Literatur bekannt [12]. 

 

f 

a 

e 

d c 

b 
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4.4.2 Mitochondriale Ca2+-Konzentration im Verlauf der PDT 

 

Die mitochondriale Ca2+-Konzentration ist starken Schwankungen unterworfen. In der 

Literatur werden daher unterschiedliche Werte genannt. Sie liegen in einem Bereich von 

1-500 µM [10,77]. Um die Zellen vor zu massiven Beeinträchtigungen durch mehrere 

Farbstoffe zu schützen, erfolgte eine stabile Transfektion der Glioblastomzellen (Kapitel 

3.3.4).  

Um die Transfektion, wie auch die Ca2+-Freisetzung in den Mitochondrien zu überprüfen, 

wurden eine Positivkontrollen mit Histamin durchgeführt. Es wurde die gleiche 

Histaminkonzentration verwendet, wie schon in der Positivkontrolle des 

zytoplasmatischen Kalziums. 

Die Steigerung der Fluoreszenzintensität in den Mitochondrien fiel bei den stabil 

transfizierten Glioblastomzellen (Camgaroo2) geringer aus, als die der zytoplasmatischen 

Ca2+-Fluoreszenz in den nicht-transfizierten Glioblastomzellen (Abb. 36). Die 

Fluoreszenzintensität im Zytoplasma wies eine Vervierfachung des Ausgangswertes auf 

(Abb. 32), das mitochondriale Ca²+-Signal hingegen nur eine 1 ½-fache Steigerung der 

Fluoreszenzintensität des Anfangswertes (Abb. 36). Im Vergleich zum Zytoplasma 

schwankte die Ca2+-Konzentration in den Mitochondrien wesentlich stärker. Obwohl das 

mitochondriale Ca2+-Signal starke Konzentrationsschwankungen aufzeigte, konnte die 

Applikation von Histamin und das dadurch bedingte Fluoreszenzsignal des Camgaroo2 

deutlich von den „normalen“ mitochondrialen Fluoreszenzsignalschwankungen 

unterschieden werden (Abb. 36).  
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Abb. 36: Fluoreszenzintensitäten von Camgaroo2 Glioblastomzellen.. Das unruhige Signal des 
mitochondrialen Ca2+ weist auf eine erhöhte Ca2+-Dynamik hin. Nach Histaminapplikation (Pfeil) konnte 
eine kurzzeitige Verdopplung der Fluoreszenzintensität beobachtet werden.  
 

Die vermehrte Aufnahme bzw. Freisetzung von Ca2+ in den Mitochondrien wurde mit 

Histamin nachgewiesen. Im Anschluß, erfolgte der Nachweis der Ca2+-Freisetzung 

aufgrund Hypericin-induzierter PDT. Im Verlauf der Versuche stellte sich heraus, dass 

eine energetische höhere Leistung zur Aktivierung der Ca2+-Freisetzung aus den 

Mitochondrien benötigte wurde. Daher wurden die Versuche zur Hypericin-PDT mit den 

transfizierten Camgaroo2 Glioblastomzellen unter Zuhilfenahme der 

Halogendampflampe (HBO-Lampe) durchgeführt. Die transfizierten Zellen wurden mit 

Hypericin (1 µM, 1 h) inkubiert und anschließend mit der HBO mit einer Dosis von 14 

J/cm² im Mikroskop bestrahlt. Für die weiteren Beobachtungen waren nur die 

Veränderungen des mitochondrialen Ca2+-Fluoreszenzsignals, d.h. die Fluoreszenz des 

Camgaroo2, von Interesse. Daher wurde in den folgenden Abbildungen und Grafiken in 

diesem Kapitel auf die Darstellung der Hypericin-Fluoreszenz verzichtet. Das Verhalten 

der Hypericin-Fluoreszenz während der Bestrahlung mit der HBO-Lampe wurde bereits 

im Kapitel 3.4.3 dargestellt. 

Diese energetisch höhere Anregung führte zu einem deutlichen Anstieg des durch Ca2+-

Freisetzung bedingten mitochondrialen Fluoreszenzsignals. In den Abbildungen 37 bis 39 

ist der Anstieg der mitochondrialen Fluoreszenz des Camgaroo2 zu beobachten. 

Ausgewertet wurde die mit einem roten Rahmen gekennzeichnete transfizierte 

Glioblastomzelle, da hier besonders deutlich der Effekt der Bestrahlung nachgewiesen 
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werden konnte. Abbildung 37 wurde zu Beginn der Messungen aufgenommen. Die 

umrahmte Zelle wies eine geringe Fluoreszenz auf. Im Anschluss an die Bestrahlung 

konnte ein deutlicher Anstieg des Camgaroo2-Fluoreszenzsignals detektiert werden 

(Abb. 38). Nach zehn Sekunden erfolgte eine weitere Bestrahlung der Zelle mit der 

gleichen Dosis. Es sollte überprüft werden, ob ein weiterer Fluoreszenzanstieg ausgelöst 

werden konnte. In der Abbildung 39 wurde eine flächigere Verteilung der Fluoreszenz 

um den Zellkern herum beobachtet. Das Signal wirkte intensiver als nach der ersten 

Bestrahlung (Abb. 38). Im Spektrum wird deutlich, dass die Fluoreszenzintensität nach 

der zweiten Bestrahlung nicht höher ausfällt als bei der ersten Bestrahlung (Abb. 40).  

  
Abb. 37: Camgaroo2-Glioblastomzellen vor der PDT-Bestrahlung: Zellen mit Hypericin (1 µM, 1 h) 
inkubiert. Ausgewertet wird die mit einem roten Rahmen versehene Zelle. Detektion des Camagroo2 (500-
550 nm). 
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Abb. 38: Glioblastomzellen nach Hypericin-Inkubation und Bestrahlung mit 14 J/cm² der HBO-Lampe. 
Dargestellt ist der Kanal von 500-550 nm, in dem die Fluoreszenz des Camgaroo2 detektiert wurde.  
 

 
Abb. 39: Camgaroo2 Glioblastomzellen, abschließendes Bild der Bestrahlungsreihe mit der HBO-Lampe 
(Abb. 37 und Abb. 38). Die Zelle (roter Rahmen) wurde ein zweites Mal mit einer Dosis von 14 J/cm² 
bestrahlt. Keine Veränderung des Fluoreszenzsignals (500-550 nm).  
 
Die Schwankungen der mitochondrialen Camgaroo2-Fluoreszenz sind in Abbildung 

Abb. 40 grafisch dargestellt. Bei Zuschaltung der HBO-Lampe (roter Pfeil) konnte kein 

Signal detektiert werden. Daher erschien in diesen Bereichen immer ein Nullwert.  

In der grafischen Darstellung ist sehr deutlich eine Steigerung des Camgaroo2-

Fluoreszenzsignals nach der HBO-Bestrahlung sichtbar (Abb. 40). Zu Beginn der 
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Aufnahme ist eine geringe mitochondriale Ca²+-bedingte Fluoreszenz zu beobachten, die 

aufgrund einer Normierung auf den Wert „1“ gesetzt wurde. Direkt nach Abschalten der 

HBO-Lampe konnte eine Verfünffachung der Ca²+-bedingten mitochondrialen 

Fluoreszenz detektiert werden (Abb. 40). Das Signal sank innerhalb von zirka 30 

Sekunden auf das Dreifache des Ausgangswertes. Nach einer weitern Bestrahlung konnte 

der Effekt wiederholt werden. Diese Beobachtung war auch in anderen Zellen 

reproduziertbar. Allerdings führte die Anregung mit der HBO-Lampe zu einer starken 

Schädigung der Mitochondrien, so dass nach mehrfacher Wiederholung keine Steigerung 

des Fluoreszenzsignals mehr beobachtet werden konnte. Die Werte zur grafischen 

Darstellung stammen von der rot umrahmten Zelle und wurden in einem Bereich rechts 

des Zellkerns genommen. 
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Abb. 40: Grafik der umrahmten Zelle in Abb. 37-Abb. 39 Hypericin(1 µM, 1 h). Nach der Inkubation 
erfolgte die Bestrahlung mit der HBO-Lampe (rote Pfeile). Deutlicher Anstieg der Fluoreszenz nach der 
Bestrahlung sichtbar. Nach Erreichen eines Maximums sinkt das Signal leicht ab, bleibt aber deutlich 
höher, als der Anfangswert.  
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4.5 Analyse von Zelltodmechanismen 

 

In der PDT sollen durch Bestrahlung des krankhaften Gewebes Zelltodmechanismen 

aktiviert werden. Besonders wünschenswert ist die Aktivierung von apoptotischen 

Zelltodmechanismen, da es sich hierbei um von der Zelle gesteuerte Vorgänge handelt.  

Ziel dieser Untersuchung ist die fluoreszenzmikroskopische Bestätigung der Ergebnisse, 

die mit Hilfe der Durchflusszytometrie gewonnen wurden. 

 

4.5.1 Nachweis der Caspaseaktivität mit D2R  

 

Da während der Apoptose verschiedene Caspasen freigesetzt werden, deutet der 

Nachweis von Caspasen auf einen apoptotischen Prozess hin. Der Nachweis der 

Caspaseaktivität wurde mit dem Indikator Aspartat2-Rhodamin 110 (D2R) 

vorgenommen.  

Kurz nach der Bestrahlung konnte ein starker Anstieg in der D2R-Fluoreszenz beobachtet 

werden (Abb. 41). Nach ungefähr 1 min hatte sich die Fluoreszenz verdoppelt und ein 

kurzzeitiges Plateau gebildet (20 Sek), was auf eine maximale Caspaseaktivität hinwies. 

Die maximale Fluoreszenzintensität des D2R sank nach einer Zeitspanne von einer halben 

Minute langsam auf den Ausgangswert ab.  
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Abb. 41: Darstellung der D2R-Fluoreszenzintensität. Glioblastomzellen mit Hypericn (1 µM, 1 h) inkubiert 
und 5 J/cm² bestrahlt. Nach der Bestrahlung war ein deutlicher Anstieg der D2R-Fluoreszenz zu 
beobachten, ein Hinweis für Caspaseaktivität.  
 

Die Versuche gezeigten, dass es unter Hypericin-induzierter PDT zur Aktivierung von 

pro-apoptotischen Caspasen kommt. 

4.5.2 Darstellung der Caspaseaktivität im Fluoreszenzbild 

 

Nach der Inkubation mit Hypericin (1 µM, 1 h) fand eine Bestrahlung mit der 488 nm -

Linie des Argonlasers im Mikroskop statt. Nach Berechnung der Laserleistung und 

Wiederholungsrate wurden die Glioblastomzellen mit 5 J/cm² bestrahlt. Im Anschluss 

folgte eine Doppelfärbung mit D2R und PI. Auf diese Weise konnten sowohl früh-und 

spät-apoptotische, als auch nekrotische Zellen dargestellt werden.  

Nach dem Einsetzen der MatTek-Schale in die Inkubationskammer des Mikroskops 

konnte eine intensive Fluoreszenz des Hypericins im Kanal von 589-700 nm beobachten 

werden (Abb. 42). Die Zellen in der Bildmitte, sowie am oberen rechten Bildrand wiesen 

bereits morphologische Veränderungen auf, die auf das Tageslicht, bzw. Streulicht 

zurückgeführt wurden und die Auswirkung des PDT-Effekts verdeutlichen. Es folgte die 

Bestrahlung der Zellen mit 5 J/cm² der 488 nm-Laserlinie des Argonlasers (Abb. 43). Die 

Intensität des Fluoreszenzsignals von Hypericin war durch das Ausbleichen des PS 

aufgrund der Bestrahlung deutlich zurückgegangen (Abb. 43 zu Abb. 42). Die Zellen 

erschienen eher rund und abgekugelt und bildeten vereinzelt Blasen, „membrane 
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blebbing“, an der äußeren Zellmembran Ein Anzeichen für früh-apoptotische Abläufe in 

der Zelle.  

An die Onlinebestrahlung schloss sich die 15-minütige Inkubation mit D2R und PI über 

das manuelle Perfussionssystem an. Aufgrund der Beobachtung eines Fluoreszenzsignals 

im Bereich von 500-550 nm (D2R) bestätigten früh-apoptotische Abläufe in den 

Glioblastomzellen (Abb. 44). Die Detektion von PI deutete auf eine stärkere 

Zellschädigung hin, ein Anzeichen für spät-apoptosche Mechanismen. Ein erheblicher 

Anstieg der Fluoreszenz im Kanal von 589-700 nm wies auf die Einlagerung des PIs in 

die DNS, und somit auf die Schädigung der Zellmembran, hin (Abb. 44). Das sehr starke 

rote Signal im Bereich von 589-700 nm ist auch durch das Vorhandensein von Hypericin 

bedingt. Aufgrund des sehr geringen Fluoreszenzabstandes der beiden Spektren 

zueinander wurden Hypericin und PI in demselben Kanal dargestellt. Da nach der 

Bestrahlung von Hypericin immer ein Ausbleichen des PS beobachtet werde konnte, ist 

der Fluoreszenzanstieg im Bereich von 589-700nm eindeutig auf die Einlagerung von PI 

zurückzuführen. Ein weiterer Hinweis ist der Fluoreszenzanstieg im Bereich des 

Zellkerns. In Kapitel 4.3 wurde gezeigt, dass Hypericin sowohl im Zytoplasma, wie auch 

in einigen Zellorganellen lokalisiert ist, aber es konnte keine Anreicherung im Zellkern 

nachgewiesen werden.  

20 µm
 

 
Abb. 42: Glioblastomzellen nach der Hypericin-Inkubation, vor der Bestrahlung mit 488 nm des 
Argonlasers. Links ist der Hypericin-Kanal (589-700 nm) und rechts der Kanal für D2R (500-550 nm) 
dargestellt. 
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Abb. 43: Glioblastomzellen nach Hypericin-Inkubation und Bestrahlung (5 J/cm)². Links: Hypericin-Kanal 
(589-700 nm, rechts: D2R-Kanal (500-550 nm). Hypericin-Fluoreszenz ist durch Ausbleichen in der 
Fluoreszenzintensität verringert. Zellschädigung erkennbar (kugelförmig, teilweise Blasen, „membrane 
blebbing“, s. Pfeil). 
 

20 µm
 

 
Abb. 44: Glioblastomzellen nach der Inkubation mit Hypericin, Bestrahlung (5 J/cm²) und Inkubation mit 
D2R und PI. Links: Hypericin/Pl (589-700 nm); rechts: D2R (500-550 nm). Links:deutlicher Fluoreszen-
zanstieg besonders im Zellkern (Einlagerung von PI in DNS).Rrechts: Fluoreszenzsignal deutet auf 
Caspaseaktivität und Umwandlung der nicht-fluoreszenten D2R in die fluoreszierende Variante hin. 
 

4.5.3 Immunhistologischer Nachweis von Caspase 3 

 

Aufgrund der unterschiedlichen Nachweismethoden für pro-apoptotischen Mechanismen 

innerhalb der Zelle, sollte ein immunhistologischer Nachweis für die Caspase 3 erbracht 

werden.  

Der Versuchablauf fand nach demselben Schema statt, wie die Durchführung der 

Phototoxizitätsprüfung (Kapitel 3.4.2). Die Zellen wurden mit unterschiedlichen 
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Lichtdosen bestrahlt und anschließend nach 10, bzw. 15 Minuten fixiert. Dieser 

Zeitrahmen wurden mit den positiven Reaktionen der D2R-Färbung begründet (Kapitel 

3.9). 

Als Positivkontrolle wurden mit Staurosporin inkubierte (8 µM, 5 h) Jurkat-Zellen 

verwendet. Diese Methode gilt allgemein als sicherer Nachweis für die Caspase-3-

Aktivität und wird von den Herstellern der Antikörper empfohlen. Nach Beendigung des 

Färbeprotokolls konnte für die Positivkontrolle jeweils ein „richtig positiver“ Nachweis 

erbracht werden. Die Darstellung und der Nachweis von Caspase 3 konnte nicht erbracht 

werden. Die unbehandelte Kontrolle (KI), ohne Hypericin und nicht bestrahlt, zeigte 

immer ein negatives Ergebnis. Die unterschiedlichen Versuche, bzw. die Färbung der 

Präparate nach unterschiedlichen Zeitpunkten führten ebenfalls zu keinem positiven 

Ergebnis, obwohl mit D2R ein unspezifischer Caspasenachweis erbracht worden war. 
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5. Diskussion 

 

Der photodynamische Effekt von Hypericin wurde erstmals 1939 von Brockmann et al. 

beschrieben [19]. Die „Lichtkrankheit“ trat vorwiegend bei Schafen und Pferden auf, 

nachdem diese Hartheugewächse (Synomym für Johanniskrautgewächse, Hypericaceae) 

gefressen hatten und dem Sonnenlicht ausgesetzt waren. Die dort beobachtete Wirkung 

wurde als „Hypericismus“ bezeichnet. Das Interesse an der Pflanze Hypericum 

perforatum lag aber lange Zeit vorwiegend in seiner antidepressiven und antiviralen 

Wirkweise begründet. Daher rückten die Erkenntnisse über den photodynamischen Effekt 

etwas in den Hintergrund.  

Heute werden Hypericin-Präparate sowohl in der Behandlung von Depressionen, wie 

auch palliativ und kurativ in der PDT eingesetzt.  

 

5.1 Zytotoxische Auswirkung von Hypericin 

5.1.1 Dunkeltoxizität von Hypericin in U373 MG Glioblastomzellen 

 

Die Untersuchungen zur Dunkeltoxizität von Hypericin in Glioblastomzellen erfolgten 

zur Festlegung einer nicht zytotoxischen Hypericin-Schwellenkonzentration unter 

Ausschluss von Licht. Die Dunkeltoxizitätsprüfung zeigte, dass Hypericin selbst bei 

hohen Konzentrationen (5-10 mM) nicht zytotoxisch wirkte. Es wurde eine 

Konzentration von.1 µM und eine einstündige Inkubationszeit festgelegt. Mit Hilfe der 

durchgeführten Toxizitätstests konnten die Vorversuche des Kooperationspartners 

bestätigt werden [105,106]. Bei Versuchen die an EMT6 Zellen (Mammakarzinomzellen 

der Maus) durchgeführt wurden, erwiesen sich Hypericin-Konzentration bis zu 50 µM als 

nicht zytotoxisch [103].  

 

Die Inkubation von Glioblastomzellen mit einer Hypericin-Konzentration von 50 µM 

bewirkte eine unerwartete signifikante Steigerung der Zellproliferation. Zum besseren 

Verständnis dieser Proliferationssteigerung erfolgte zuerst ein Blick auf die Einordnung 

bzw. Klassifizierung der verwendeten Glioblastomzelllinie. 

Die unterschiedlichen Arten von Glioblastomen wurden anhand ihrer pathologischen 

Eigenschaften differenziert und klassifiziert [63]. Der Schweregrad wurde in einer Skala 
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von I bis VI gestaffelt [63]. Die Glioblastomzelllinie U373 MG ist mit dem Schweregrad 

III eingestuft und zählt somit zu der Gruppe der malignen Glioblastome. Dieser Gruppe 

wird eine hohe Proliferations- und Invasionsrate, wie auch die Fähigkeit zur Angiogenese 

zugeschrieben [63].  

Aufgrund dieser Eigenschaften der U373 MG Glioblastomzellen und durch die 

Inkubation mit einer vergleichsweise hohen Hypericin-Konzentration könnten 

unterschiedliche Faktoren die unvorhergesehene Steigerung der Wachstumsrate bewirkt 

haben, die im Folgenden diskutiert werden:  

• vermehrte Freisetzung von intrazellulärem Ca2+  

• Stimulation der Proteinkinase C 

• Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies (Reactiv Oxygen Species, ROS) 

 

Anhand der gewonnenen Ergebnisse konnte ich mit meiner Arbeit beweisen, dass in 

U373 MG Zellen allein durch Inkubation von Hypericin intrazelluläres Kalzium 

freigesetzt wird. 

Die Steigerung der intrazellulären Ca2+-Konzentration während der Dunkeltoxizität 

wurde unter Zuhilfenahme der Durchflusszytometrie und des Ca2+-sensitiven Markers 

Fluo-3 AM quantitativ dargestellt (Kapitel 4.2). Zusätzlich erfolgte eine Darstellung des 

intrazellulären Ca2+ mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie. Aus 

unterschiedlichen Veröffentlichungen ist bekannt, dass intrazelluläres Kalzium die 

Stimulation des Zellwachstums in Glioblastomzellen bewirkt [2,12,104].  

Bereits geringfügige Unterschiede in der Ca2+-Freisetzung sind verantwortlich für die 

Proliferation oder Zelltod aktivierenden Mechanismen [12]. Daher konnte die Ca2+-

Freisetzung ins Zytoplasma die unvorhergesehene Wachstumssteigerung bei einer 

Hypericin-Konzentration von 50 µM bewirkt haben. 

Durch die Inkubation mit dem PS Hypericin wurde in den Zellen Stress ausgelöst. Dieser 

zelluläre „Stress“, sichtbar durch das sog. „membrane blebbing“, führt zu einer 

vermehrten Freisetzung von Ca2+ [2] (Abb. 2). Ca2+ aktiviert die im Zytoplasma 

vorkommende inaktive Proteinkinase C, deren Isoform „η“ eine Stimulation des 

Zellwachstums in Glioblastomzellen bewirkt [104]. Gupta et al. fanden heraus, dass 

Glioblastomzellen ab einem Schweregrad III eine erhöhte Proteinkinase-C-Aktivität 

aufwiesen [40]. Diese bewirkt eine Steigerung der Proliferation, die Synthese von DNS-

Reparaturproteinen und des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 [40]. Dieses Phänomen ist 

aber von der jeweiligen Art der verwendeten Glioblastomzellen abhängig.  
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Am wahrscheinlichsten ist die Proliferationssteigerung aufgrund der ROS-Produktion, 

die allein durch die Inkubation von Hypericin begründet zu sein scheint. Bei den hier 

durchgeführten Versuchen zur Dunkeltoxizität wurde unter Ausschluss von Licht 

gearbeitet. 

Normalerweise wird in der PDT mit Hilfe des Photosensibilisators in Kombination mit 

Licht die Produktion von ROS verstärkt. Dies führt zur Entstehung von sog. „oxidativen 

Stress“, der zur Beschädigung und Zerstörung von DNS, Proteinen, Lipiden und anderen 

zellulären Komponenten führt. Jede Zelle produziert ROS als Nebenprodukt der 

Atmungskette in den Mitochondrien. In geringen Konzentrationen wirken ROS sich 

stimulierend auf unterschiedliche biologische Prozesse, wie zum Beispiel die 

Genexperssion aus [100]. Die Sauerstoffradikale fördern die Freisetzung von Kalzium 

und führen so zu einer erhöhten intrazellulären Ca2+-Konzentration. Das Kalzium 

seinerseits wirkt als Botenstoff, bzw. „second messenger“ und aktiviert Genexpression, 

Zellwachstum und führt zu einer Stimulation der Transkriptionsfähigkeit von 

unterschiedlichen Proteinen [81,100]. Da durch Anwendung der Durchflusszytometrie 

der Nachweis einer erhöhten Ca2+-Konzentration bei einer Inkubation von 50 µM 

Hypericin in den Dunkeltoxizitätstests erbracht werden konnte, ist wahrscheinlich, dass 

das Zellwachstum in der stimulierenden Wirkung von ROS begründet liegt.  

 

Die mit Camagroo2 transfizierten Glioblastomzellen verhielten sich während der 

Dunkeltoxizitätstests ebenso wie die nicht transfizierten Zellen. Aus diesem Grund 

konnten die gleichen Bedingungen für Hypericin-Konzentration und Inkubationszeit auch 

für diese Zellen verwendet werden.  

 

5.1.2 Phototoxizität von Hypericin 

 

Die Bestimmung der Phototoxizität von Hypericin in den Zellen nach der Bestrahlung 

mit unterschiedlichen Dosen der 488 nm-Linie des Argonlasers diente unter anderem der 

Festlegung des LD50-Wertes (LD = letale Dosis). Die Bestrahlung mit der 488-nm-

Wellenlänge des Argonlasers erfolgte aus zwei Gründen: 1. Hypericin weist in diesem 

Wellenlängenbereich ein Anregungsmaximum auf, 2. alle verwendeten 

Fluoreszenzmarker konnten mit 488 nm optimal angeregt werden. Zur Bestrahlung 

wurden Dosen zwischen 0,4–30 J/cm² verwendet.  
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Es wurde festgestellt, dass Bestrahlungsdosen unter 1 J/cm² zu einer Stimulation der 

Proliferation von Glioblastomzellen führten. In den Untersuchungen zur Dunkeltoxizität 

von Hypericin erwiesen sich Konzentrationen bis zu einer Höhe von 10 µM weder als 

zytotoxische noch stimulierend. Daher ist diese Reaktion auf die Kombination von PS 

und Bestrahlung zurückzuführen. In der Literatur gibt es keine Veröffentlichung zu 

diesem Phänomen. Bei der sog. „low dose PDT“ (2 J/cm² bzw. 4 J/cm²) mit dem PS 

Photofrin konnte in Endothelzellen nach der Bestrahlung die Expression von VEGF 

(Vascular Epithelial Growth Factor) und Proliferation beobachtet werden. Diese 

Versuche wurden jedoch an Gehirnen von gesunden Nacktmäusen durchgeführt [109]. 

Weitere Versuche an Tumorzellen mit einer unerwarteten, stimulierenden Reaktion 

wurden bisher in der Literatur nicht beschrieben. Es könnte sich hierbei um eine 

stimulierende Reaktion handeln, die bereits während der Dunkeltoxizitätstests beobachtet 

wurde (Kapitel 4.1.1). Die Bestrahlung aktivierte die ROS-Produktion und stimulierte die 

proliferationsinduzierenden biologischen Prozesse. Die Behandlung mit 

Bestrahlungsdosen unter 1 J/cm² förderte die intrazelluläre Ca2+-Freisetzung und somit 

Aktivierung des Zellwachstums der Glioblastomzellen. Fernandes et al. fanden, dass 

aufgrund der niedrigen Bestrahlungsdosis die Expression von anti-apoptotischen 

Enzymen und Reparaturenzymen gesteigert wurde [33]. Diese regenerative Fähigkeit von 

malignen Glioblastomen des Schweregrads III und IV könnte die Stimulation der 

Wachstumsrate bei geringen Bestrahlungsdosen erklären.  

Bei einer höheren Bestrahlungsdosis (5-10 J/cm²) sank die relative Zellvitalität bis auf 30 

%. Die maximale Dosis von 30 J/cm² beirkte ein Rückgang der Zellvitalität deutlich unter 

10 %. Aufgrund dieser Messungen konnte der LD50-Wert in einem Bereich zwischen 5 

J/cm² und 10 J/cm² festgelegt werden.  

Diese Ergebnisse wurden durch Angaben in der Literatur bestätigt. Bei verschiedenen 

Tumorzelllinien wurde mit Hypericin-induzierter PDT die Aktivierung von 

Zelltodmechanismen beobachtet [2,20,55]. Miccoli et al. beschrieben eine Steigerung des 

apoptotischen Zellanteils bei humanen Glioblastomzellen (SNB-19) nach der Inkubation 

mit Hypericin (1,25 µM, 1 h) und der Bestrahlung mit 7,5 J/cm² einer 75 W 

Wolframlampe [70]. Diese apoptotische Wirkung von Hypericin wurde bei Miccoli et al. 

anhand der Zerstörung des mitochondrialen Membranpotentials begründetet [70]. Diese 

Ergebnisse konnten mit der Analyse von Zelltodmechanismen (Kapitel 4.5) bestätigt 

werden.  
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Zusammenfassung: Die phototoxischen Eigenschaften von Hypericin zeigten, dass bei 

einer Hypericin-Konzentration von 1 µM und ab einer Bestrahlungsdosis von 5 J/cm² mit 

der 488 nm-Laserlinie des Argonlasers ein hohes phototoxisches Potential vorliegt. In 

diesem Bereich liegen also die geeigneten Parameter für die Hypericin-induzierte-PDT an 

humanen U373 MG Glioblastomzellen. Die Ergebnisse dieser Arbeit werden durch 

Angaben aus der Literatur zu anderen Zelltypen untermauert und verdeutlichen die 

phototoxische Wirksamkeit Hypericin-induzierter PDT [105,107].  

 

5.1.3 Ausschluss von Hypericin-Photoprodukten 

 

Zur Untersuchung der Wirkmechanismen der Hypericin-induzierten PDT wurden die 

Glioblastomzellen mit Dosen zwischen 1-30 J/cm² der 488 nm-Laserlinie des 

Argonlasers bestrahlt (Kapitel 3.4.3). Aus der Literatur ist bekannt, dass Hypericin bei 

höheren Bestrahlungsdosen „Photoprodukte“ in einem Wellenlängenbereich zwischen 

500-550 nm ausbildet [105]. Bei der Entstehung von Photoprodukten handelt es sich um 

einen hypsochromen Effekt des Hypericins. Es kommt zu einer Verschiebung des 

Absorptionsspektrums in einen kurzwelligeren Bereich. Uzdensky et al. haben diese 

Veränderung des Absorptionsspektrums ab einer Bestrahlungsdauer von 20 Minuten und 

einer Bestrahlungsdosis zwischen 120-210 J/cm² beobachtet [105]. Aufgrund dieses 

Phänomens wären die Fluoreszenznachweise sowohl von Ca2+, wie auch der 

Lokalisationsnachweis von Hypercin verfälscht worden. Die Spektren der verwendeten 

Fluoreszenzmarker liegen exakt im Bereich des in der Literatur beschriebenen 

Photoprodukts.  

Für einen sehr großzügig bemessenen Dosisbereich, konnte die Entstehung von 

Hypericin-Photoprodukten sowohl bei der Anwendung der 488 nm-Laserlinie des 

Argonlasers, als auch bei der HBO-Lampe eindeutig ausgeschlossen werden (Kapitel 

4.1.3).  

 

5.2 Durchflusszytometrie 

 

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine anerkannte Methode, um 

Zellpopulationen nach unterschiedlichen Eigenschaften zu klassifizieren (Kapitel 3.5.1). 
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In der vorliegenden Arbeit wurde ein Gerät der Firma Becton & Dickinson (FACScan) 

mit einer 488 nm-Laserlinie des Argonlasers als Anregungslicht verwendet.  

 

5.2.1 Schwankung der Ca2+-Konzentration während der 

Dunkeltoxizitätsprüfung 

 

Wie bereits in Kapitel 5.1.1 beschrieben wurde, kam es bei der Inkubation mit einer 

Hypericin-Konzentration von 50 µM zu einer unerwarteten, signifikanten Steigerung des 

Zellwachstums der Glioblastomzellen. Die Proliferationssteigerung läßt sich vermutlich 

mit der Bildung von ROS erklären. In der Atmungskette der Mitochondrien entstehen 

solche Sauerstoffradikale natürlicherweise als Nebenprodukte und können sich 

stimulierend auf biologische Prozesse auswirken [81,100]. Der Anstieg der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration zählt zu den „positiven“ Effekten, die durch ROS 

ausgelöst werden können. In der Literatur werden die Auswirkungen der 

unterschiedlichen intrazellulären Ca2+-Konzentrationen mit Effekten von Proliferation bis 

hin zu Zelltodmechanismen beschrieben [12]. Anhand der durchflusszytometrischen 

Ergebnisse konnte der Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration bei den getesteten 

Hypericin-Konzentrationen (10, 50 und 100 µM) nachgewiesen werden (Kapitel 4.4). Bei 

der Inkubation mit einer 10 µM Hypericin-Konzentration wurde weder eine übermäßige 

Ca2+-Freisetzung noch eine Stimulation des Zellwachstums festgestellt.  

Bei einer Hypericin-Konzentration von 50 bzw. 100 µM wurden deutliche Unterschiede 

in der Wirkweise des PS dokumentiert. Nach der einstündigen Inkubation mit einer 

Hypericin-Konzentration von 50 µM kam es zu einer signifikanten Stimulation des 

Zellwachstums (Kapitel 4.2.1). Bei einer Verdoppelung der Hypericin-Konzentration 

(100 µM) sank die Zellvitalität um 30 % herab. Die Auswertung der 

Durchflusszytometrie ergab einen Konzentrationsanstieg der intrazellulären Ca2+-

Konzentration um 10 %. Da die Versuche Aufschluss über das zytotoxische Verhalten 

von Hypericin in Dunkelheit geben sollten, können die beobachteten Effekte auf die 

Produktion von ROS, bzw. die Freisetzung von Kalzium in den intrazellulären Raum 

zurückgeführt werden. Die Entstehung der Sauerstoffradikale sollte aufgrund der 

Dunkelheit während des gesamten Experiments auf die Atmungskette der Mitochondrien 

und ihre Nebenprodukte zurückgeführt werden [81,100]. Die „normale“ intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration liegt laut Clapham in einem Bereich um 100 nM [27]. Dieser Wert 
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kann laut Kovacs et al. auch für Glioblastomzellen angenommen werden [59]. Nach der 

Inkubation mit der maximalen Hypericin-Konzentration (100 µM) löste die intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration zelltodaktivierende Mechanismen aus. Brookes et al. nannten die 

intrazelluläre Ca2+-Konzentration als eine Hauptursache für die ROS Produktion in den 

Mitochondrien und somit für apoptotische Menchanismen [21]. Wie stark der Einfluss 

der Ca2+-Freisetzung unter Hypericin-induzierter PDT auf die Zelltodmechanismen der 

Zellen war, wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit untersucht (Kapitel 3.9)  

Ausgehend davon, dass die unterschiedlichen intrazellulären Mechanismen und ihre 

Auswirkungen durch die Inkubation mit Hypericin verstärkt wurden, konnte die erhöhte 

Ca2+-Freisetzung auf die ROS-Produktion zurückzuführen waren. 

 

5.2.2 Charakterisierung der Zelltodmechanismen  

 

Die mit Hypericin-PDT behandelten Zellen wurden mit fluoreszierenden Markern 

inkubiert, die zum Nachweis der Zelltodmechanismen dienen. Ziel der durchgeführten 

Versuche war es, anhand der Bestrahlungsdosis bzw. des Auswertungszeitpunktes nach 

der Bestrahlung eine Aussage über den relativen Anteil von früh- und spät-apoptotischen, 

sowie nekrotischen Zellen machen zu können. Als Marker für die unterschiedlichen 

Zelltodmechanismen wurden Annexin-V FITC und Propidiumjodid (PI) eingesetzt. 

Annexin-V FITC ist in der Lage, unter Anwesenheit von Ca2+ an Phosphatidylserin, 

Phospholipid der Zellmembran, zu binden. Die Umlagerung des Phospahtidylserin von 

inneren in die äußere Zellmembran ist ein Merkmal für apoptotische Mechanismen. PI ist 

nicht membrangängig und lagert sich erst nach der irreversiblen Schädigung der 

Zellmembran in die Zellkern-DNS ein. 

Aufgrund der photodynamischen Eigenschaften von Hypericin konnten sowohl früh-, wie 

auch spät-apoptotische Menchanismen nach Hypericin-induzierter PDT nachgewiesen 

und mit publizierten Daten, z.B. von Agostinis et al. verglichen werden [1].  

Da es sich bei den U373 MG um adhärente Zellen handelte, mussten sie für eine Analyse 

im FACS-Geräte von dem Boden der jeweiligen Zellkulturschale abgelöst werden 

(Kapitel 4.2). Da Trypsin zu den Verdauungsenzymen zählt, musste diese 

membranschädigende, zelltodinduzierende Wirkung miteinbezogen werden.  

Systemischer Fehler: Aufgrund der Wirkweise von Trypsin wiesen die unbehandelten, 

unbestrahlten Kontrollen einen prozentualen Anteil von fast 50 % früh-apoptotischer 

Zellen auf. Aufgrund dieser Tatsache sank der Anteil der früh-apoptotischen Zellen 
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langsamer ab und erst bei einer Bestrahlungsdosis von 20 J/cm² konnte eine deutliche 

Reduktion der früh-apoptotischen Zellen dokumentiert werden (Tabelle 4). Die spät-

apoptotischen Zellanteile wiesen einen kontinuierlichen Anstieg auf. Für einen 

nekrotischen Zelltod konnten nur sehr geringfügige Anzeichen nachgewiesen werden. 

Nach der durchflusszytometrischen Analyse lag der prozentuale Anteil der nekrotischen 

Zellen deutlich unter 1 %.  

Bei detaillierter Betrachtung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie fiel auf, dass bei 

der Addition der prozentualen Anteile der drei unterschiedlichen Zelltodmechanismen nie 

eine Summe von 100 % erreicht wurde. Hierbei sollte beachtet werden, dass 

ausschließlich die, mit den beiden Markern Annexin-V FITC und / oder PI gefärbten, 

Zellen in die tabellarische und grafische Darstellung einbezogen wurden (Tabelle 4, Abb. 

26). Die fehlenden prozentualen Anteile bis zu einer Gesamtsumme von 100 %, wurden 

als vitale Zellen gewertet.  

Ohne Berücksichtigung des Trypsin-EDTA-Effekts, wurde ein gegenläufiger Effekt von 

früh- zu spät-apoptotischen Mechanismen bei zunehmender Bestrahlungsdosis 

festgestellt (Tabelle 4).  

Unter Berücksichtigung der zellschädigenden Wirkung, durch das Trypsin-EDTA-

Gemisch, wurde nur in einem Bestrahlungsbereich von 5 J/cm² apoptotische Prozesse 

nachgewiesen (Kapitel 4.2). Ab der Dosis von 10 J/cm² wurden nur noch spät-

apoptotischen Zellen nachgewiesen.  

Agostinis et al., wie auch Kubin et al. führten diese unterschiedliche Ausprägung von 

Apoptose und Nekrose nach der PDT auf die Lokalisation des PS und die jeweils 

applizierten Bestrahlungsdosen zurück [1,60]. Es ist allerdings zu beachten, dass es sich 

bei der Mehrzahl publizierten Daten von Hypericin-induzierter PDT nicht um hier 

verwendete Zelllinie der U373 MG Glioblastomzellen handelt.  

Speziell bei der Verwendung von Hypericin als PS wurde immer auf die Ausprägung von 

Apoptose oder Nekrose in Abhängigkeit von der Hypericin-Konzentration und der 

getesteten Zelllinien verwiesen [1]. 

In den von Ritz et al. durchgeführten Versuchen mit Hypericin und U373 MG Zellen, 

konnte der korrelierende Effekt von steigender Bestrahlungsdosis und sinkender 

Zellvitalität bestätigt werden [89]. Es ist zu beachten, dass aufgrund der höheren 

Hypericin-Konzentration, Inkubationszeit und Anregungswellenlänge die beschriebenen 

Effekte schneller auftraten [89]. Die Versuche wurde mit einer 2,5 µM Hypericin-

Konzentration (2 h) und einer Leistung von 5 mW/cm² der 595-nm-Farbstofflaserlinie 
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durchgeführt. In der Publikation von Ritz et al. wurde keine Differenzierung zwischen 

den unterschiedlichen Zelltodmechanismen vorgenommen [89].  

Die Durchflusszytometrie gab Aufschluss über die jeweilige prozentuale Verteilung der 

unterschiedlichen Zelltodmechanismen im direkten Anschluss an die Bestrahlung. Die 

Auswertungen der Phototoxizitätstests hingegen wurden nach einer Regenerationsphase 

von 48 h durchgeführt. Innerhalb dieses Zeitraums durchliefen die Zellen mindestens 

einen Zellzyklus und die autoregenerativen Prozesse, die durch die Bestrahlung in 

malignen Glioblastomen aktiviert wurden, beeinflussten das Ergebnis der 

Zytotoxizitätstests. Außerdem wurden vor der Auswertung mit Hilfe des NR-Assays die 

Glioblastomzellen gewaschen und tote, im Medium befindliche Zellen aufgrund der 

Waschschritte verworfen und nicht mit in die Auswertung einbezogen. Bei der 

Auswertung der NR-Assays konnte lediglich eine Aussage über den Status der 

zurückgebliebenen Glioblastomzellen gemacht werden. 

Anhand der in dieser Arbeit durchgeführten Versuche, wurde das Verhältnis der 

unterschiedlichen Zelltodmechanismen nach einem Zeitraum von 2,5 Stunden nach der 

Bestrahlung dargestellt. Die Daten in der Literatur bestätigen, unter Berücksichtigung der 

Parameter (z.B. Zelllinien, Konzentration und Art des PS, Bestrahlungsdosis) die 

Ergebnisse meiner Arbeit. Huygens et al. inkubierten Papillarkarzinome mit Hypericin-

Konzentrationen bis zu 10 µM und über einen Zeitraum bis zu 48h Stunden [45]. Nach 

der Bestrahlung mit einer Wellenlänge von 595 nm konnte eine bis zu 30 %ige Reduktion 

des Zellwachstums beobachtet werden [45]. Agostinis et al. dokumentierten apoptotische 

Mechanismen in HeLA-Zellen nach der Inkububation (bis zu 16 h) mit Hypericin-

Konzentrationen zwischen 80 nM bis 10 µM und einer Bestrahlungsdosis von 4 J/cm² 

[1]. Sie beobachteten die Entwicklung der unterschiedlichen Zelltodmechanismen über 

einen Zeitraum von 72 h. Bei geringen Hypericin-Konzentrationen (80-250 nM) trat bei 

den HeLa-Zellen der apototische Zelltod ein und war nach 24 h Regenerationsphase noch 

mittels apoptotischer Zellkernfragmentation (Hoechst 33342) nachweisbar. Ab einer 

Hypericin-Konzentration von 1 µM stellten sie das Anschwellen der Zellen und die 

Vergrößerung der Zellkerne fest und konnten keine Zellkernfragmentation mehr 

nachweisen [1].  

Abschließend konnte festgestellt werden, dass Hypericin-induzierte PDT in humanen 

Glioblastomzellen in der Lage war, unterschiedliche Zelltodmechanismen zu aktivieren. 

Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Methode wurde eine Charakterisierung und 

Quantifizierung der einzelnen Zelltodmechanismen in früh- bzw. spät-apoptotische und 



 106 

nekrotische vorgenommen. Die publizierten Versuchsdaten anderer Arbeitsgruppen 

bestätigten das cytotoxische Verhalten von Hypericin. Agonstinis et al. führte die 

unterschiedlichen Zelltodmechanismen auf steigende Hypericin-Konzentrationen zurück 

[1]. Ritz et al. zeigten an T89G-Zellen (Glioblastom), dass die Zellvitalität von der 

Bestrahlungsdosis abhängt [89]. Die Auswertung von Ritz et al. erfolgte allerdings 48h 

nach der Bestrahlung und nur mittels NR-Assay [89]. Mit meinen Versuchen habe ich 

gezeigt, dass die Veränderung der Bestrahlungsdosis nicht nur Einfluß auf die 

Zellvitalität nimmt, sondern es erfolgte auch die Darstellung der unterschiedlichen 

Zelltodmechanismen in Glioblastomzellen nach Hypericin-PDT. 

 

5.3 Intrazelluläre Lokalisation von Hypericin 

 

Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine genaue Aussage über die intrazelluläre Lokalisation 

des PS Hypericin in humanen Glioblastomzellen treffen zu können. Dazu wurden 

humane Glioblastomzellen mit Hypericin und jeweils einem Fluoreszenzmarker für die 

unterschiedlichen Zellorganellen inkubiert und fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. In 

der Literatur wird die Lokalisation von Hypericin kontrovers diskutiert, da sie von 

mehreren Parametern, wie z.B. Inkubationskonzentration, -zeit und der verwendeten 

Zelllinie abzuhängen scheint [22,89,106]. In meiner Arbeit wurden U373 MG 

Glioblastomzellen mit Hypericin in einer Konzentration von 1 µM für eine Stunde 

inkubiert. Die Ergebnisse wurden mit Daten aus der Literatur verglichen. Allerdings sind 

bisher keine Versuche mit genau der gleichen Parameterkonstellation publiziert.  

 

• Lokalisation im Endoplasmatischen Retikulum (ER) 

Um die Frage nach der Akkumulation von Hypericin im ER zu untersuchen, wurden die 

Glioblastomzellen mit PS und ER-Tracker Green co-inkubiert. Es konnte in diesen 

Versuchen eine sehr eindeutige Co-Lokalisation der beiden Farbstoffe dokumentiert 

werden. Dieser Befund stimmt trotz einiger Unterschiede in der Versuchsdurchführung, 

wie der Verwendung unterschiedlicher Fluoreszenzmarker, mit den in der Literatur 

beschriebenen Ergebnissen überein [22,106]. Die überwiegende Anzahl der publizierten 

Versuchsdaten mit Hypericin wurden allerdings mit anderen Zelltypen, wie z. B. HeLa-

Zellen durchgeführt [22]. Nur Uzdensky et al. verwendeten dieselben 

Inkubationsparameter (1 µM, 1 h) wie in der vorliegenden Arbeit und ebenfalls humane 
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Glioblastomzellen. Es handelt sich jedoch um eine andere Zelllinie (D54Mg), die 

möglicherweise anders auf Hypericin reagiert, als die U373 MG Zellen. Dort konnte 

daher keine Co-Lokalisation im ER dokumentiert werden [106]. Ein weiterer Unterschied 

lag in der Wahl des ER-Markers; sowohl Uzdensky et al. als auch Buytaert et al. 

inkubierten mit ER-Tracker Blue-White DPX, einem Marker der sich zur Anregung im 

UV-Bereich und zum Einsatz in der 2-Photonen-Mikroskopie eignet [22,106]. Der ER-

Tracker Blue-White DPX ist photostabiler als der hier verwendete ER-Tracker 

Green. In dieser Arbeit musste jedoch auf den ER-Tracker Green zurückgegriffen 

werden, da weder eine Anregungsquelle für den UV-Bereich zur Verfügung stand, noch 

die Zwei-Photonen Mikroskopie ausreichte, um den ER-Tracker Blue-White DPX 

optimal anzuregen. Aufgrund der schwachen Fluoreszenzeigenschaften des ER-Tracker 

Green erfolgte eine Veränderung der Mikroskopeinstellungen: Die Laserleistung der 488 

nm-Wellenlänge wurde von 10 % auf 1 % gesetzt.  

Gegenüber der konventionellen Färbemethode für das ER mit DiOC6 wies ER-Tracker 

Green jedoch eine hohe Selektivität für das endoplasmatische Retikulum auf [70]. Das 

ER ist im Vergleich zu den Mitochondrien und den Lysosomen 

fluoreszenzmikroskopisch äußerst schwierig darzustellen [106]. In der vorliegenden 

Arbeit gelang die Darstellung jedoch gut, und es konnte die Akkumulation von Hypericin 

im ER nachgewiesen werden.  

Die überwiegende Akkumulation von Hypericin im ER wird in der Literatur durch die 

Ausbildung des Hypericin-Serum-Komplexes erklärt [72]. Durch das Lösen von 

Hypericin in einem serumhaltigen Medium, z.B. in einem Komplettmedium, bildet sich 

ein Hypericin-Serum-Komplex aus, der sich an die Plasmamembran anheftet, bzw. diese 

überwinden kann. Die Aufnahme ins Zytoplasma erfolgt entweder über Pinozytose oder 

durch Lösen der Lipidschicht der Plasmamembran durch Hypericin. Die spätere 

Aufnahme von Hypericin in die Zellorganellen erfolgt sowohl über aktive, als auch über 

passive Transportwege [105]. Durch den Transport über die Pinozytose erfolgt die 

Aufnahme von Hypericin in Endozytosevesikel, die den PS zum ER oder zu den 

Mitochondrien transportierten. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit durch eine 

eindeutige Akkumulation von Hypericin im ER bestätigt werden. 

 

• Lokalisation in den Lysosomen 

Um eine Aussage über die Anreicherung von Hypericin in den Lysosomen machen zu 

können, wurden die Glioblastomzellen mit Hypericin (1 µM, 1 h) und dem 
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LysoTracker Green DND-26 (50 nM, 30 min) inkubiert. Da der LysoTracker Green 

DND-26 ebenso photoinstabil ist, wie der ER-Tracker Green, wurden bei den 

Messungen die gleichen apparativen Einstellungen gewählt. Die Versuche, die im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführt wurden, wiesen keine Co-Lokalisation von 

Hypericin und LysoTracker  Green DND-26 auf. Damit konnte nachgewiesen werden, 

dass Hypericin in U373 MG Glioblastomzellen nicht in den Lysosomen akkumuliert.  

Ali und Olivo führten Versuche mit Hypericin an unterschiedlichen Krebszelllinien durch 

und konnten weder bei Verwendung des LysoTracker Green DND-26, noch von 

MitoTracker Green eine eindeutige Akkumulation von Hypericin in den jeweiligen 

Zellorganellen feststellen [5,6]. Diese Aussage wurde von Ritz et al. bestätigt [89]. Diese 

Autoren verwendeten ebenfalls die U373 MG Glioblastomzelllinie, setzten jedoch eine 

höhere Hypericin-Konzentration (2,5 µM) und längere Inkubationszeiten für Hypericin (2 

h) ein [89]. Für die Untersuchungen verwendeten Ritz et al. Acridin Orange als Marker, 

konnten aber ebenfalls keine Co-Lokalisation von Hypericin und Lysosomen nachweisen 

[89]. Es wurden noch weitere Versuche mit unterschiedlichen Zelllinien bzw. 

abweichende Versuchsparameter publiziert. Zusammengefaßt ergaben die publizierten 

Daten mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ein übereinstimmendes Ergebnis: 

Keine Hypericin-Akkumulation in den Lysosomen [1,22,89,105].  

Kascakova et al. fanden in ihren Versuchen mit U-87 MG Zellen und einem speziell 

hergestellten Hypericin-LDL-Komplex jedoch das Gegenteil heraus [55]. Die 

intrazelluläre Aufnahme von Hypericin über die low-density Lipoprotein-Rezeptoren 

(LDL-Rezeptoren) verlief deutlich schneller, als ohne die Verwendung von low-density 

Lipoproteinen (LDL), und führte zur Akkumulation in den Lysosomen [55]. Die 

Expression der LDL-Rezeptoren konnte hierbei durch die Verwendung eines FCS-freien 

Mediums deutlich erhöht werden [55]. Die Autoren fanden heraus, dass die LDL einen 

hohen Stellenwert als Carrier für Photosensibilisatoren im Zusammenhang mit PDT 

haben. 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass keine Lokalisation von Hypericin in den 

Lysosomen der U373 MG Zellen vorlag. Diese Aussage gilt nur für die Inkubation von 

„reinem“ Hypericin, d.h. sie gilt eventuell nicht für zuvor gefertigte Hypericin-

Komplexe. Die in der Literatur mit variierenden Parametern beschriebenen 

Beobachtungen bestätigten somit die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. 
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• Lokalisation in den Mitochondrien 

Zur Färbung der Mitochondrien wurden die beiden Farbstoffe Rhodamin 123 (Rh123) 

und MitoTracker Green verwendet. Mit Rh123 wurden nicht nur die Mitochondrien 

mikroskopisch dargestellt, sondern auch eine Aussage über die mitochondriale und die 

intrazelluläre Aktivität gemacht [43]. Durch die Beobachtung des Fluoreszenzverhaltens 

von Rh123 unter Hypericin-PDT Bedingungen über einen längeren Zeitraum, konnte 

bestätigt werden, dass die Aktivität der Mitochondrien mit der Zellvitalität in engem 

Zusammenhang steht. Zu Beginn der Bestrahlung wurden leichte Schwankungen in der 

Fluoreszenz von Rh123 beobachtet, nach ca. 1 min sank die detektierte 

Fluoreszenzintensität kontinuierlich ab und in der mikroskopischen Darstellung wiesen 

die Zellen eine typisch apoptotische Blasenbildung auf (Kapitel 4.3). Die Blasenbildung 

während der Bestrahlung belegte die zytotoxische Wirkung von Hypericin-PDT und 

konnte auch als Anzeichen für beginnende apoptotische Prozesse gewertet werden. 

Anhand der abfallenden Fluoreszenzintensität von Rh123 und den morphologischen 

Veränderungen der Mitochondrien während der Hypericin-PDT konnten Befunde von 

Johnson et al. über eine Korrelation von Fluoreszenzintensität mit mitochondrialer, bzw. 

gesamtzellulärer Aktivität bestätigt werden [50]. Die Glioblastomzellen wiesen nach der 

Inkubation mit Hypericin und der Laserbestrahlung mikroskopisch sichtbare 

Schädigungen der Zellmembran auf. In den Versuchen von Johnson et al. stand jedoch 

die Lokalisation von Rh123 in lebenden Zellen im Vordergrund und nicht die 

intrazelluläre Akkumulation von Hypericin [50].  

Die Versuche mit MitoTracker Green zeigten eine eindeutige Akkumulation von 

Hypericin in den Mitochondrien, auch wenn der PS nicht ausschließlich dort 

nachgewiesen wurde, sondern sich, wie beschrieben, auch in anderen Zellorganellen 

akkumulierte.  

In der Literatur wird die Co-Lokalisation von Hypericin und Rh123 bzw. MitoTracker 

Green sehr kontrovers diskutiert [2,5,22,49]. Hier sollte ein besonderes Augenmerk auf 

die jeweils beschriebenen Versuchsdurchführungen gelegt werden. Ein direkter Vergleich 

der in dieser Arbeit durchgeführten Versuche mit veröffentlichten Daten zu Hypericin 

konnte nicht erfolgen, da die publizierten Versuche vorwiegend mit HeLa Zellen 

durchgeführt wurden. Buytaert et al. beispielsweise wiesen bei HeLa-Zellen Hypericin 

nur im ER nach [23].  

Ali et al. hingegen wiesen in unterschiedlichen Tumorzelllinien (Nasopharyngeal-, 

Colon- und Blasenkarzinom) eine eindeutige Co-Lokalisation von Hypericin und 
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MitoTracker Green in den Mitochondrien nach [5]. Sie inkubierten mit einer 1,25 µM 

Hypericin-Konzentration für 2 h [5]. 

Ritz et al. beschrieben Versuche mit U373 MG Zellen, inkubierten aber mit drei 

unterschiedliche Hypericin-Konzentrationen (0,5, 1,5 und 2,5 µM) für jeweils zwei 

Stunden. Sie wiesen keine Akkumulation in den Mitochondrien nach [89]. Aufgrund der 

sehr ähnlichen Versuchsdurchführung könnte das Ergebnis dieser Autoren auf die 

mikroskopische Technik zukückgeführt werden. Die Versuche von Ritz et al. wurden mit 

TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence) Mikroskopie angewendet [89].  

Als Grund für die unterschiedlichen Ergebnisse könnten die abweichenden 

Versuchsparameter, wie auch die unterschiedlichen verwendeten Zelllinien, eine Rolle 

spielen. Bei Lokalisationsversuchen mit A431- (Haut), HeLa- (Cervix), MCF7-Zellen 

(Brust), sowie CNE2 und TWO-1 (Nasopharyngeal), CCL-220.1 (Colon) und SD (Blase) 

wichen die Versuchsangaben wie Inkubationszeit, und auch Hypericin-Konzentration, 

von der in dieser Arbeit verwendeten ab, so dass kein direkter Vergleich möglich war. In 

diesen Versuchen wurde lediglich die Akkumulation im Zytoplasma der Anreicherung 

von Hypericin im Zellkern gegenüber gestellt [107].  

 

Es wurde im Vergleich der erzielten Ergebnisse meiner Arbeit mit den Daten aus der 

Literatur eine partielle Übereinstimmung festgestellt. Bei den Versuchen zur Lokalisation 

von Hypericin im ER und in den Lysosomen, ließen sich die in der Literatur 

beschriebenen Ergebnisse bestätigen, obwohl in den publizierten Arbeiten keine U373 

MG Zellen verwendet wurden. Daher scheint das Akkumulationsverhalten von Hypericin 

im ER nicht spezifisch für eine bestimmte Zelllinie zu sein.  

Es konnte ganz eindeutig nachgewiesen werden, das Hypericin sich nicht in die 

Lysosomen einlagert.  

Abweichende Ergebnisse wurden bei den Versuchen zur Lokalisation von Hypericin in 

den Mitochondrien festgestellt. In den hier beschriebenen Experimenten konnte eine 

deutliche mitochondriale Akkumulation von Hypericin mit zwei unterschiedlichen 

Fluoreszenzfarbstoffen dokumentiert werden. Agostinis et al. beschrieben bei HeLa-

Zellen keine, Buytaert et al., ebenfalls bei HeLa-Zellen, eine partielle Lokalisation [2,22]. 

Ritz et al. konnten bei U373 MG Glioblastomzellen, allerdings mit anderen 

Inkubationszeiten und Hypericin-Konzentrationen, keine Anreicherung von Hypericin in 

den Mitochondrien feststellen [89]. 
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Vergleicht man die intrazelluläre Lokalisation von Hypericin mit bereits für die PDT 

zugelassenen PS, wie z.B. Foscan und Photofrin, variiert die lokale Anreichung der 

PS nach Konzentration, Inkubationszeit und verwendeter Zelllinie. So konnte z.B. nur für 

Foscan eine Akkumulation im ER und dem Golgiapparat belegt werden [66]. Marchal 

et al. inkubierten die MCF-7 Zellen mit Foscan für drei bzw. 24 h und verwendeten 

DiOC6 als ER-Marker [66]. Für die Mitochondrien hingegen konnte nur eine sehr 

spärliche Akkumulation von Foscan nachgewiesen werden [66].  

Saczko et al. untersuchten die intrazelluläre Lokalisation von Photofrin in 

verschiedenen malignen Zelllinien (A549 (Lunge), MCF-7 (Brust), Me45 (Haut)), sowie 

nicht-malignen Endothelzellen (HUV-EC-C) [91]. Nach einer Inkubationszeit von 18h 

wurde eine überwiegende Anreicherung des PS im Zytoplasma und der Zellkernhülle 

beschrieben. Teilweise kam es nach einer fünf stündigen Inkubation zur Akkumulation in 

den Mitochondrien der Hautkarzinomzellen (Me45) [91].  

Fazit: Aufgrund der lipophilen Eingeschaften kommt es bei den unterschiedlichen PS zu 

einer Anreicherung im Zytoplasma. Die aktuelle intrazelluläre Lokalisation der PS 

variiert mit den unterschiedlichen Versuchsparameter, wie z.B. Konzentration, 

Inkubationszeit und verwendeter Zelllinie.  

 

5.4 Darstellung der intrazellulären Ca2+-Konzentration während der 
Hypericin-induzierten PDT 

 

Die Methode der PDT diente in dieser Dissertation als Arbeits- und Versuchsgrundlage. 

Es gilt als bewiesen, dass durch die Anwendung der PDT intrazelluläre 

Wechselwirkungen aktiviert und auch intrazellulärer Stress ausgelöst werden. Eine 

Begleiterscheinung dieser Prozesse ist die vermehrte Freisetzung von Ca2+ sowohl in den 

Zellorganellen, als auch von Ca2+-speichernden Organellen in das Zytoplasma.  

 

5.4.1 Allgemeiner Nachweis der intrazelluären und mitochondrialen Ca2+-
Konzentration  

 

Als erster Schritt wurde überprüft, ob die verwendeten U373 MG Zellen Kalzium 

freisetzten und wie deutlich sich diese Ca2+-Freisetzung mit der Fluoreszenzmikroskopie 

darstellen ließ. In verschiedenen Publikationen wurde der Neurotransmitter Histamin zur 

Stimulation der Ca2+-Freisetzung verwendet [65,76]. Da das Kalziumion nicht 
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fluoresziert, wurde es durch die Inkubation mit dem Zytoplasma-spezifischen, Ca2+-

sensitiven Fluoreszenzmarker Fluo-3 AM markiert. Im mikroskopischen Bild konnte 

nach der Applikation von Histamin ein sofortiger, sehr deutlicher Anstieg der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration, anhand des Fluoreszenzsignalanstiegs von Fluo-3 

AM detektiert werden. Eine ähnliche Reaktion aufgrund der Histaminapplikation konnte 

auch in den mit der mitochondrialen, Ca2+-sensitiven Proteinsequenz Camgaroo2 

transfizierten Glioblastomzellen reproduziert werden. Die Signalintensität der 

transfizierten Glioblastomzellen fiel im Vergleich zu den nicht-transfizierten Zellen, mit 

zytoplasmatischem Fluoreszenzsignal, geringer aus. Dieser Unterschied konnte anhand 

der abweichenden KD-Werte der Ca2+-Marker für das Zytoplasma bzw. die 

Mitochondrien erklärt werden. Der KD-Wert ist die Dissoziationskonstante von 

Komplexen in wässriger Lösung. Das bedeutet, dass dieser Wert ein Maß für die Affinität 

des Liganden (Ca2+) zum Rezeptor (Fluo-3 AM, bzw. Camgaroo2) darstellt. Der KD-

Wert von Fluo-3 AM im Zytoplasma liegt bei 0,39 µM, der Wert innerhalb der 

Mitochondrien bei 5,3±0,3 µM [24,74]. Aufgrund des vergleichsweise hohen KD-Werts 

in den Mitochondrien bzw. für das Camgaroo2, mussten die Mitochondrien eine größere 

Menge an Ca2+ aufnehmen, um einen Farbumschlag des Indikators zu bewirken.  

Aufgrund dieser Tatsache konnte in den daraus resultierenden Folgeversuchen die Ca2+-

Freisetzung durch Hypericin-induzierte PDT untersucht werden. 

 

5.4.2 Nachweis der zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration 

 

Der Nachweis von zytoplasmatischer Ca2+-Freisetzung aufgrund der Hypericin-

induzierten PDT erfolgte mit dem LSM 510 META (Zeiss). Nach der Inkubation der 

Glioblastomzellen mit Hypericin und Fluo-3 AM wurde mit dem LSM bestrahlt und eine 

Aufnahme über einen längeren Zeitraum gestartet. Im Verlauf dieser Messungen fiel eine 

Oszillation der Fluo-3 AM Fluoreszenz innerhalb der ersten 30 Sekunden auf (Abb. 34). 

Der sich an die Oszillation anschließende, deutliche Anstieg der zytoplasmatischen Fluo-

3 AM Fluoreszenz konnte auf einen. „Ca2+ overload“ zurückgeführt werden, der laut 

Berrigde et al. mit einer massiven Schädigung von ER und Mitochondrien zu erklären ist 

[12]. Die Zellorganellen waren aufgrund der erheblichen Beeinträchtigung durch die PDT 

nicht mehr in der Lage, das freigesetzte Ca2+ aufzunehmen und durch die strukturellen 

Schädigungen der Membranen konnte es ungehindert ausströmen. Die Oszillation 
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hingegen wurde auf Austauschprozesse von Kalzium zwischen den intrazellulären Ca2+-

Speichern, ER und Mitochondrien, zurückgeführt [48]. Ishii et al. beschrieben die 

intrazellulären Ca2+-Oszillationen als eine Folge der zyklischen Ca2+-Freisetzung von 

verschiedenen intrazellulären Ca2+-Speichern [48]. Sie führten die beobachteten 

Schwankungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration auf einen Kalziumaustausch 

zwischen dem ER und den Mitochondrien zurück [48]. Es sollte an dieser Stelle beachtet 

werden, dass Ishii et al. HeLa-Zellen für ihre Versuche verwendeten. Verkhratsky et al. 

untersuchten die Ca2+-Signale in unterschiedlichen Arten von Gliazellen [108]. Sie 

beschrieben die Kalziumionen als intrazellulären Botenstoff mit einem großen 

Wirkungsspektrum. Verkhratsky und Kettenmann waren hauptsächlich an den 

Auswirkungen auf die unterschiedlichen Ionenkanäle interessiert, stellten aber auch eine 

Kommunikation zwischen Mitochondrien und ER mittels Ca2+-Signalen fest [108].  

Diese Erkenntnisse untermauerten die Hypothese, dass die beobachtete Oszillation der 

zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration in U373 MG Zellen unter PDT-Bedingungen auf 

Austauschprozesse zwischen Mitochondrien und ER zurückgeführt werden könnten.  

 

5.4.3 Nachweis der mitochondrialen Ca2+-Konzentration während 
Hypericin-induzierter PDT 

 

In den Kontrollversuchen mit Camgaroo2-transfizierten U373 MG Zellen und dem 

Neurotransmitter Histamin konnte eine Veränderung der mitochondrialen Ca2+-

Konzentration bewiesen werden (Kapitel 5.4.1). Wie in Kapitel 5.4.1 bereits erwähnt 

wurde, fiel die Veränderung des Fluoreszenzsignals der Ca2+-sensitiven Camgaroo2 in 

den Mitochondrien geringer aus als das zytoplasmatische Ca2+-Fluoreszenzsignal 

(dargestellt mit Fluo-3 AM). Die stabile Transfektion der Zellen mit dem Camgaroo2 

sollte die zelluläre Beeinträchtigung aufgrund von Inkubationen mit zusätzlichen 

Markern verringern. 

Zum Nachweis des mitochondrialen Kalziums wurde statt der 488-nm-Linie des 

Argonlasers eine 100 W Halogendampflampe (HBO) verwendet, um den Effekt der 

Hypericin-induzierten PDT auszulösen. In vorangegangenen Versuchen blieb eine 

Steigerung der mitochondrialen Ca2+-Konzentration durch Bestrahlung mit der 488-nm-

Linie des Argonlasers erfolglos. Eine Messreihe mit unterschiedlichen Bestrahlungsdosen 

sowohl mit der 488-nm-Linie des Argonlaser, als auch mit der HBO-Lampe zeigten, dass 

eine Bestrahlungsdosis von 14 J/cm² mit der HBO-Lampe zu einem eindeutigen 
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Fluoreszenzsignal in den transfizierten Glioblastomzellen führte. Etwaige negative 

Effekte, ausgelöst durch die Verwendung der HBO-Lampe an Stelle der 488-nm-Linie 

des Argonlasers, wurden bereits in Kapitel 5.1.3 (Hypericin-Photoprodukte) 

ausgeschlossen. Vergleichswerte von anderen Publikationen lagen liegen bisher nicht 

vor.  

Filippin et al. transfizierten HeLa-Zellen mit Ca2+-sensitiven Fusionsproteinen wie 

Cameleon, Camgaroo2 und Pericam [35]. Sie markierten ebenfalls die Mitochondrien mit 

dem Camgaroo2 Fusionsprotein und detektierten, entgegen ihren Erwartungen, nur ein 

sehr schwaches Fluoreszenzsignal [35]. Sie begründeten das schwache Camgaroo2-

Fluoreszenzsignal mit dem Ausbleichen des Farbstoffs während der Bestrahlung. Filippin 

et al. verkürzten die Bestrahlungsdauer und gelangten so zu intensiveren 

Fluoreszenzsignalen des Camgaroo2. Im Fokus ihrer Untersuchungen stand 

ausschließlich die Veränderung des intrazellulären Ca2+-Gehaltes und die Auswirkung 

auf Ca2+-speichernde Zellorganellen. Zu diesem Zweck wurden die HeLa-Zellen markiert 

und bestrahlt. Es wurde kein PS zugesetzt.  

In meiner Arbeit wurde eine eindeutige Veränderung des mitochondrialen Kalziums 

anhand des Fluoreszenzanstiegs beobachtet. Dieses Ergebnis weist auf einen Anstieg der 

Ca2+-Konzentration in den Mitochondrien hin. Dieser Effekt trat nur nach der Inkubation 

mit Hypericin auf.  

Ein direkter Vergleich zwischen den durchgeführten Versuchen und publizierten Daten 

entfiel, da im Bezug auf die verwendete Zelllinie und den PS keine entsprechenden 

Veröffentlichungen vorlagen. Ritz et al. machten zwar Lokalisationsversuche von 

Hypericin in U373 MG Zellen mit Rhodamin 123 als mitochondrialem Marker, sie 

führten aber keine Experimente im Bezug auf die mitochondriale Ca2+-Konzentration 

durch [89]. Andere Autoren transfizierten ihre Zelllinien zwar mit Ca2+-sensitiven 

Fusionsproteinen, wie Cameleon, Camagroo2 und Pericam, aber ohne einen PDT-Effekt 

auszulösen [35].  
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5.5 Analyse von unterschiedlichen Zelltodmechanismen nach 
Hypericin-induzierter PDT 

5.5.1 D2R als unspezifischer Indikator für Caspaseaktivität 

 

Anhand der lichtmikroskopischen Darstellung der Glioblastomzellen nach der Hypericin-

induzierten PDT konnten die morphologischen Veränderungen der Zellen beobachtet 

werden. Im Verlauf der Bestrahlung rundeten sich die Zellen ab und es kam zum sog. 

„membrane blebbing“. Dies wird als Hinweis für pro-apoptotische Zelltodmechanismen 

gewertet und durch Caspaseaktivierung ausgelöst [85].  

Es erfolgte deshalb ein unspezifischer Caspasenachweis durch Inkubation mit Aspartat2-

Rhodamin 110 (D2R). Die Zellen wurde nach der Bestrahlung über das manuelle 

Perfussionssystem am LSM mit einer D2R-Lösung inkubiert. Der Anstieg der 

Fluoreszenzintensität stand in direktem Zusammenhang mit der Caspaseaktivität; das 

D2R dient als Substrat für mehrere Caspasen (Kapitel 3.9.1). Die Aktivität der 

unspezifischen Caspasen wurde im Fluoreszenzbereich zwischen 500-550 nm mit dem 

LSM 510 META dargestellt. Hug et al. verwendeten ebenfalls D2R als unspezifischen 

Caspaseindikator für einen Nachweis von pro-apoptotischen Prozessen in insgesamt fünf 

unterschiedlichen Zelllinien [43]. In den von Hug et al. durchgeführten Versuchen wurde 

Staurosporin zum Auslösen der pro-apoptotischen Mechanismen eingesetzt. Die 

Auswertung erfolgte mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Die ersten Veränderungen in 

der Fluoreszenzintensität beobachteten Hug et al. eine Stunde nachdem die Apoptose 

induziert worden war [43]. Drei Stunden nach Auslösen der pro-apoptotischen Prozesse, 

konnte ein besonders starkes Fluoreszenzsignal von D2R durchflusszytometrisch 

dargestellt werden [43]. In den Versuchen meiner Arbeit wurde das Fluoreszenzsignal 

von Rhodamin 110 schon innerhalb der ersten 30 Sekunden nach dem Start der 

Aufnahme, bzw. 15 min. nach der Bestrahlung detektiert. Die maximale 

Fluoreszenzintensität von Rhodamin 110 wurde eine Minute nach der Inkubation 

gemessen, d.h. 16 Minuten nach der Bestrahlung. Hug et al. stellten eine Veränderung in 

der Fluoreszenzintensität drei Stunden nach der Inkubation mit dem Zytostatikum 

Staurosporin fest. Behandelten sie die Zellen mit einem speziellen Inhibitor für Caspase 

1, 3, 4 und 7 (z-VAD-fmk), konnte keine Rhodamin-110-Fluoreszenz detektiert werden. 

Definitiv konnten von Hug et al. die Caspasen 3 und 7 für die Umwandlung von D2R von 

der nicht-fluoreszierenden zur fluoreszieren Form bestimmt werden [43].  
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Aufgrund der positiven D2R-Färbung wurde ein immunhistologischer Nachweis für 

Caspase 3 durchgeführt, um die Hypothese der Caspaseaktivität nach Hypericin-

induzierter PDT zu belegen. Ali et al. beschrieben die Aktivierung der Caspase 3 nach 

Hypericin-PDT in unterschiedlichen Tumorzelllinien (Nasopharyngealkarzinom (CNE2 

und TWO-1), Colon- (CCL-220.1) und Blasenkarzinom (SD)) [5]. Sie führten die 

Caspaseaktivierung auf die Entstehung von Wasserstoffperoxid (H2O2) und die dadurch 

hervorgerufene Schädigung der Mitochondrien während der Hypericin-PDT zurück [5]. 

Diese massive Schädigung der Mitochondrien führt zum Verlust des mitochondrialen 

Membranpotentials und somit zur Freisetzung von Cytochrom c und die dadurch 

bedingte Aktivierung der Caspase 3. Die von Ali et al. verwendeten Hypericin-

Konzentrationen lagen zwischen 1,25 µM und 2,5 µM Hypericin bei einer 

Inkubationszeit von zwei bis fünf Stunden [5].  

 

5.5.2 Immunhistochemischer Nachweis von Caspase 3 

 

Nach dem positiven Endergebnis des Caspaseindikators D2R, erfolgte der 

immunhistochemische Nachweis von Caspase 3 in einem ähnlichen Zeitrahmen, der auch 

für den D2R-Nachweis bestimmt worden war. Die Untersuchung erfolgte basierend auf 

der Aussage von Hug et al., dass D2R auch als Indikator für die Caspase-3-Aktivität wirkt 

und dem Nachweis der Caspase 3 durch Ali et al. [5,43]. Es konnte kein positives 

Ergebnis für die Aktivität von Caspase 3 nach Hypericin-PDT gezeigt werden. Im Jahr 

2001 publizierten Ali et al. Daten von einem positiven Caspase-3-Nachweis nach 

Hypericin-induzierter PDT [2]. Diese Versuche wurden allerdings an Präparaten aus dem 

Colon, der Blase und dem Nasenrachenraum durchgeführt. Die Auswertung erfolgt mit 

Hilfe der Durchflusszytometrie immer vier Stunden nach der Bestrahlung mit einer 

Wellenlänge von 580 nm [2]. In der vorliegenden Arbeit wurde mit der 488-nm-Linie des 

Argonlasers bestrahlt. Für beide Wellenlängen weist der PS ein Absorptionsmaximum 

auf. Da Ali et al. die Zellen nach der Bestrahlung ebenfalls fixierten, konnte diese 

Vorgehensweise nicht ausschlaggebend für das negative Ergebnis meiner Arbeit gewesen 

sein [2]. In einer weiteren Veröffentlichung erbringen Ali et al. den Nachweis der 

Caspase-3-Aktivität anhand einer Westernblot Analyse [8]. Die verwendeten Zelltypen, 

wie auch die Versuchsdurchführung erfolgten nach dem oben bereits erwähnten Schema 

[8]. In weiteren Versuchen wurde ein eindeutiger Nachweis der Caspase-3-Aktivität nach 

Hypericin-PDT in unterschiedlichen Tumorzelllinien (Nasopharyngeal-, Colon- und 
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Blasenkarzinomzellen) in einem Zeitraum von 30 min bis eine Stunde nach der 

Bestrahlung erbracht [5]. Die Hypericin-Konzentration schwankte zwischen 1,25 µM und 

2,5 µM bei einer Inkubationszeit von zwei Stunden [5].  

Da in unterschiedlichen Publikationen eine Aktivierung der Caspase 3 durch Hypericin-

PDT nachgewiesen ist, könnte das gegenteilige Ergebnis dieser Arbeit auf den 

vergleichsweise kurzen Zeitraum zwischen Bestrahlung und Auswertung zurückgeführt 

werden. In den angegebenen Veröffentlichungen wurde ein positiver Nachweis der 

Caspase 3 erst nach 30 min bis vier Stunden nach Bestrahlung durchgeführt. Beim 

Vergleich der Experimente meiner Arbeit mit den angegebenen Publikationen sollte 

immer berücksichtigt werden, dass andere Zelllinien und teilweise unterschiedlichen 

Bestrahlungsdosen (J/cm²) verwendet wurden. 

Der Anstieg der Rh110-Fluoreszenz nach der Hypericin-induzierten PDT könnte mit der 

Aktivierung einer Initiatorcaspase, z.B. Caspase 9, erklärt werden, da D2R als Indikator 

für drei unterschiedliche Caspasen (3, 7 und 9) verwendet wurde [43].  

Die Initiatorcaspasen (Caspase 2, 8, 9 und 10) lösen Zelltod-aktivierende Mechanismen 

aus und aktivieren dadurch sog. Vollstreckercaspasen (Caspase 3, 6 und 7) [41]. 

Hostanska et al. fanden heraus, dass es bei Hyperforin-induzierter PDT auch zu Caspase-

unabhängigen Zelltodmechanismen kommen kann [41,42]. Sie untersuchten die Menge 

an aktiven Caspasen (aktive Caspase/ mg Protein) 24h nach Bestrahlung und stellten fest, 

dass lediglich eine deutliche Erhöhung des aktiven Proteins von Caspase 8 und 9 

nachgewiesen werden konnte. Diese Angaben bezogen sich auf den Wirkstoff Hyperforin 

und nicht auf das in dieser Arbeit verwendete Hypericin. Hostanska et al. folgerten aus 

diesen Ergebnissen, dass eine Aktivierung der Caspase 3 durch die Initiatorcaspase 9 

erfolgt [41,42].  

Buytaert et al. wiesen eine allgemeine Caspaseaktivität bei Hypericin-induzierter PDT 

nach, diese erfolgte durch die Ca2+-Freisetzung aus den Mitochondrien und die dadurch 

bedingte Ausschüttung von Cytochrom c [23].  

Schlußfolgerung: Die Experimente gaben den Hinweis auf eine Caspaseaktivierung durch 

Hypericin-PDT in humanen Glioblastomzellen (Kapitel 5.5.1). Dass es sich dabei um die 

angenommene Caspase 3 handelt konnte nicht belegt werden.  
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6. Zusammenfassung 
 

In den letzten Jahren hat die Photodynamische Therapie (PDT) in unterschiedlichen 

Bereichen der Medizin an Bedeutung gewonnen. Diese Entwicklung wird u. a. durch die 

Herstellung und Anwendung von neuen, auf Naturstoffgrundlage basierenden, 

Photosensibilisatoren (PS) ermöglicht. Hypericin, gewonnen aus dem Johanneskraut 

(Hypericum perforatum), zählt zu dieser Gruppe.  

Bei dem malignen Glioblastom handelt es sich um eine schnellwachsenden, aggressiven 

Tumor. Der Grundgedanke dieser Arbeit war die Entwicklung der wissenschaftlichen 

Grundlagen für eine PDT-Behandlung mit Hypericin bei malignen Gehirntumoren, mit 

dem Ziel den chirurgischen Eingriff zu minimieren und den Behandlungserfolg zu 

vergrößern. Bisher wurde Hypericin nur in wenigen Fällen an humanen 

Glioblastomzellen angewendet. Die hier beschriebenen Versuche sind die ersten am 

einschichtigen Zellmodell der humanen Glioblastomzelllinie U373 MG.  

Die wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind: 

• Hypericin-Konzentrationen zwischen 1-10 µM wiesen keine dunkeltoxischen 

Effekte in der verwendeten Zelllinie auf. Bei einer Hypericin-Konzentration von 50 µM 

wurde eine unerwartete Stimulation des Zellwachstums dokumentiert.  

• Bei Dunkelbedingungen bewirkte Hypericin ab einer Konzentration von 50 µM 

eine vermehrte Ca2+-Freisetzung, die mit dem Fluoreszenzindikator Fluo-3 AM mittels 

Laser Scanning Mikroskopie und FACS-Analyse untersucht wurde. 

• Versuche zur Lichtaktivierung von Hypericin zeigten reproduzierbare, 

stimulierende Effekte auf die Zellproliferation bei Bestrahlungsdosen <1 J/cm2. Diese 

Steigerung des Zellwachstums könnte auf die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS), und somit auf die Aktivierung zellulärer Reparaturmechanismen zurückzuführen 

sein. Ab Bestrahlungsdosen >1 J/cm² wurden eindeutige zytotoxische Effekte, d.h. 

deutliche Verminderung der Zellvitalität, dokumentiert.  

• Hypericin zählt zu den lipophilen Naphtodianthronen und lagert sich bevorzugt in 

Membranen ein. Es zeigte in den Versuchen zur intrazellulären Akkumulation anders als 

bei den in der Literatur zuvor beschriebenen Zelllinien, eine deutliche Anreicherung in 

den Mitochondrien. Dies macht Hypericin für weiterführende Untersuchungen sehr 

interessant, die die zentrale Rolle der Mitochondrien im Bezug auf die unterschiedlichen 

Zelltodmechanismen zum Ziel haben. Daneben wurden Einlagerungen auch in der 

Zellmembran der Glioblastomzellen nachgewiesen. 
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• Unter PDT-Bedingungen zeigte sich in den untersuchten Zellen überwiegend ein 

apoptotisches Verhalten. Bestrahlungen mit 5 J/cm² der 488-nm-Linie des Argonlasers 

führten zur Aktivierung von früh-apoptotischen Mechanismen. Durch die zusätzliche 

Propidiumjodid-Inkubation erfolgte der Nachweis von spät-apoptotischen und 

nekrotischen Zelltodmechanismen. Die Steigerung der Bestrahlungsintensität erhöhte den 

Anteil der spät-apoptotischen Zellen. Der Anteil früh-apoptotischer Zellen sank rapide 

ab. Nekrotische Zelltodmechanismen waren nicht nachzuweisen. 

• Durch Inkubation mit dem Indikator D2R (Aspartat2-Rhodamin 110) gelang der 

Nachweis von Caspaseaktivität im Hinblick auf apoptotische Mechanismen in den 

Glioblastomzellen. Der Anstieg der Fluoreszenzintensität von Rhodamin 110 stand 

hierbei in direktem Zusammenhang zu der Caspaseaktivität.  

 

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass 

Hypericin ein vielversprechendes phototoxisches Potential im Bezug auf humane U373 

MG Glioblastomzellen aufweist, und bei Bestrahlungsdosen ab 5 J/cm² apoptotische 

Zelltodmechanismen induziert. Weiterhin konnte die Entstehung von nekrotischen, und 

somit entzündungsfördernden, Mechanismen ausgeschlossen werden. Um eine 

detailliertere Aussage über die Eindringtiefe des PS in das Gewebe, und die damit 

verbundene Wirksamkeit, machen zu können, sollten nachfolgend Experimente an 

mehrschichtigen bzw. komplexeren Zellmodellen, und darüber hinaus im Tierversuch, 

durchgeführt werden. Anhand solcher Versuche könnte die Effizienz der in der 

vorliegenden Arbeit optimierten PDT-Parameter, wie Hypericin-Konzentration und 

Bestrahlungsleistung, für die zukünftige medizinische Anwendung angepasst werden. 
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