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After incubation of Saccharomyces cells in [3H]thiopyro-
nine solution the photodynamically high effective dye was
detected only to about 1% in the nucleus of the cell. 99%
of the dye is distributed in the cytoplasm.

Erste Versuche, Hautkrankheiten mit Hilfe des
photodynamischen Effekts zu behandeln, wurden be-
reits vor 70 Jahren unternommen !. Neuere Thera-
pieversuche konzentrieren sich besonders auf die An-
wendung von Furocumarinen als Sensibilisatoren 2.
Auf der Grundlage molekularbiologischer Erkennt-
nisse zum Wirkungsmechanismus des photodynami-
schen Effekts mit dem hochwirksamen Thioxanthen-
Farbstoff Thiopyronin (TP) % erscheint dessen
therapeutische Applikation als Sensibilisator inso-
fern als sinnvoll, da aufgrund verschiedener Unter-
suchungen angenommen werden kann, dafl der von
ihm induzierte photodynamische Effekt genetisches
Material in Eukaryoten nicht veridndert. Die TP-
beeinflulte photodynamische Wirkung fiihrt in Hefe-
zellen offensichtlich iiber die Verinderung plasma-
tischer Strukturen zur Abtotung der Zellen ® 8. Bei
Bakterien konnten dagegen DNA-Veranderungen in
vivo nach Einwirkung von TP und Licht festgestellt
werden 7. Das Fehlen genetischer Schiaden bei Hefe-
zellen nach photodynamischer Behandlung konnte
darauf zuriickzufiihren sein, dafl eine Bindung von
TP an die DNA unter den verwendeten Versuchsbe-
dingungen (z.B. der angewendeten TP-Konzentra-
tion) nicht erfolgt. Da die Kern-DNA in Eukaryo-
ten stirker gegen den Angriff von Agenzien ge-
schiitzt ist als die Bakterien-DNA, ist eine unter-
schiedliche Empfindlichkeit des genetischen Materials
in beiden Zellarten zu erwarten.

Um weitere Aussagen iiber den Angriffsort des
photodynamischen Effekts in Hefezellen machen zu
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konnen, wurde die Verteilung von [3H]-markier-
tem TP gemessen. Solche Untersuchungen wurden
schon frither durchgefiihrt®; die Ergebnisse waren
aber nicht sehr genau, da bei den angewendeten
Isolierungsmethoden gebundenes [3H]TP teilweise
wieder von den Zellkomponenten abgelost wurde.

In neuen Experimenten wurden verschiedene Kon-
trollversuche durchgefiihrt, um das Ausmal} der Ab-
16sung von gebundenem TP von den Zellkomponen-
ten unter den angewendeten Isolierungsbedingungen
festzustellen. Mit diesen Ergebnissen wurden die
Markierungswerte korrigiert. Da bei diesen Unter-
suchungen besonders das Verhiltnis von Kern- zu
Plasmamarkierung bestimmt werden sollte, wurde
die Verteilung von [*H]TP im Kern und im Cyto-
plasma in getrennten Isolierungsgéngen untersucht.

Die Ergebnisse (Mittelwerte aus 4 Versuchen),
die in Tab. I zusammengefalit sind, zeigen, dal nur
eine sehr geringe Menge TP in den Kern der Zelle

Tab. I. Prozentuale Verteilung des aufgenommenen Thio-
pyronins in der Saccharomyceszelle.

Zellkomponente Verteilung [%]
Zellkern T
Kernmembran-Fraktion 0,46
Nukleinsdure-Protein-Fraktion 0,18
freies TP 0,36
Cytoplasma 99
Zelltriimmer (Zellwinde, 66
Membranen, Mitochondrien etc.)
Ribosomen 12
Ribosomenfreier Uberstand 15
(16sl. Proteine, tRNA etc.)
freies TP (oder an niedermolekulare 6

Bestandteile gebunden)

gelangt. Der weitaus groflte Teil ist im Cytoplasma
gebunden. Von dem im Kern lokalisierten TP ist
wiederum nur ein Bruchteil im nukleinsdurehaltigen
Material zu finden. Der grofite Teil ist an der Kern-
membranfraktion gebunden oder liegt frei im Kern-
plasma vor. An der Kern-DNA konnte bisher noch
keine Radioaktivitdt festgestellt werden. Im Cyto-
plasma ist der grofite Teil des TP an Membranen,
Zellwinden und an membranhaltigen Organellen
angelagert. Aber auch an anderen Zellkomponenten
— z.B. an Ribosomen — ist TP gebunden. Nur ein
kleiner Teil des Farbstoffs liegt bei den angewende-
ten Inkubationsbedingungen frei oder evtl. an nie-
dermolekulare Bestandteile gebunden vor. Die Kon-
zentration an freiem TP entspricht etwa der Aullen-
konzentration nach Inkubation der Zellen.
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Wird die gemessene Radioaktivitdt auf die jewei-
lige Trockenmasse der Komponenten bezogen, so er-
geben sich Werte der spezifischen Radioaktivitat, die
nicht sehr unterschiedlich fiir die einzelnen Kompo-
nenten sind. Lediglich membrangebundene Riboso-
men zeigen eine 2- bis 3-fach groBere spezifische
Markierung als freie Ribosomen. Dieser Markie-
rungsunterschied kann von uns noch nicht erklart
werden.

Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen die friihe-
ren Hinweise, dall Hefezellen photodynamisch nicht
durch genetische Schidden inaktiviert werden, da
unter den Inkubationsbedingungen, die bei photo-
dynamischen Inaktivierungsversuchen angewendet
werden, der Farbstoff offensichtlich nicht an DNA

gebunden wird.

Experimentelles

Stationdre Zellen des tetraploiden Saccharomyces-
Stammes 2200 8, kultiviert in 600 ml Vollmedium
(2% Glucose, 1% Hele-Extrakt, 0,5% Pepton), wur-
den vom Medium abzentrifugiert, 2-mal gewaschen
und in 100 ml einer [3H] Thiopyronin-Losung (Thio-
pyronin von Merck, Darmstadt, tritiert von der Fa.
NEN Chemicals, Dreieichenhain, tiber Kieselgel DC
gereinigt, 50 ug/ml, 5x 1073 uCi/ug) fiir 30 min
bei 22 °C unter Riihren inkubiert. AnschlieBend
wurden die markierten Zellen mit Puffer (0,05 M
KH,PO,) gewaschen, 40 min in Puffer stehen gelas-
sen und nochmals zentrifugiert. Dann wurde wieder
in Puffer aufgenommen, die Zellzahl in der Suspen-
sion durch Auszdhlen unter dem Mikroskop be-
stimmt und die Radioaktivitdt der Suspension ge-
messen. Die Aufnahme von [3H]TP in die Zelle be-
trug 3 x 1073 cpm/Zelle (0,31 x 1077 ug TP/Zelle
oder 4,25x 107 TP-Molekiile/Zelle). Diese Werte
sind mit frither publizierten Werten in guter Uber-
einstimmung 6 9.

Die eine Halfte der Zellsuspension wurde zur
Kernisolierung verwendet, die nach einer von Herr-
mann 1 variierten Methode von Bhargava und
Halvorson ! durchgefiihrt wurde. Nach Bestimmung
der spezifischen Radioaktivitat der Zellkerne wurden
diese in destilliertem Wasser lysiert, 15 min in
0,14M NaCl mit 1% SDS bei 50° behandelt und
10 min bei 30000 x g zentrifugiert. Vom gewasche-
nen Niederschlag wurde die Radioaktivitit be-
stimmt. Der Uberstand wurde mit dem doppelten
Volumen kalten Athanol versetzt. Nach Zentrifuga-
tion wurde im Uberstand, der im wesentlichen nur
niedermolekulare Anteile enthilt, und im gewasche-
nen Niederschlag die Radioaktivitdt gemessen.
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Die zweite Halfte der Zellsuspension wurde — wie
zur Kernisolierung — mit der French press, in eini-
gen Versuchen auch mit dem Braun-Homogenisator,
zerstort. Das Homogenat wurde mehrfach mit TKM-
Puffer (30 mm Tris-HCl, 50 mm KCI, 5 mm MgCl,,
6 mm Mercaptodthanol, 0,25 mMm EDTA) gewaschen
und bei 17500 x g 20 min zentrifugiert. Die dabei
erhaltenen Uberstinde wurden vereinigt, dann in
zwei gleiche Teile geteilt und die eine Halfte unbe-
handelt, die andere Halfte nach 30 min Triton X 100-
Behandlung (1%, 22 °C), auf einen Stufengradien-
ten (2 M/0,5 M Sucrose) gegeben und 22 h bei
42000 rpm (Rotor 50 Ti, Beckman, 105000 x g)
zentrifugiert. Die erhaltenen Ribosomennieder-
schlige (RF, und RF;) wurden in TKM-Puffer auf-
genommen und der Gehalt an Ribosomen optisch
und durch RNA-Bestimmung (Orcinolmethode) fest-
gestellt und die Radioaktivitit gemessen. Aus der
Differenz von RF, minus RF; konnte der Gehalt
an Ribosomen, die an kleinen Membranteilen ge-
bunden ist, festgestellt werden!2. Die Uberstinde
des Stufengradienten wurden mit 5-prozentigem kal-
tem TCA behandelt, zentrifugiert und von Uberstin-
den und Niederschldgen die Masse und die Radio-
aktivitdt bestimmt.

Der gewaschene Niederschlag des Homogenats,
der hauptsachlich aus Zellwand- und Membranteilen
mit anhaftenden Ribosomen und aus Mitochondrien
bestand, wurde ebenfalls mit 1% Triton X 100 bei
22 °C 30 min geriihrt. AnschlieBend wurde der von
Ribosomen durch Triton-Behandlung, mehrfache
Waschung und Zentrifugation befreite Niederschlag
getrocknet, ausgewogen und die Radioaktivitdt ge-
messen. Die von den groben Membranteilen abge-
lssten Ribosomen im Uberstand wurden ebenfalls
auf einen Stufengradienten (2M/0,5M Sucrose) ge-
geben und 22h bei 105000 x g zentrifugiert. Der
Ribosomenniederschlag (RF;) wurde ebenso behan-
delt wie die beiden anderen Ribosomenfraktionen
(RF, und RF;). RF; enthilt die urspriinglich an
grobe Membranteile gebundenen Ribosomen. Der
Uberstand der letzten Zentrifugation enthdlt nur
freies TP, das durch die Behandlungsmethoden frei-
gesetzt wurde. Die hier erhaltene Radioaktivitit
wurde als Kontrollwert zur Korrektur verwendet.

In weiteren Kontrollexperimenten wurde bestimmt,
inwieweit von [3H]TP-markierten Komponenten
(Membran- und Zellwandteile, Nukleinsiduren, Ribo-
somen, Proteine) durch Isolierungsprozeduren
(TCA- oder Athanolfillungen, Triton- oder SDS-Be-
handlungen, Zentrifugation durch Sucrosekissen)
TP abgelost wird. Diese Werte wurden zur Korrek-
tur der erhaltenen Ergebnisse verwendet.
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