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Cell division of isolated mesophyll cells of Calystegia sepium can be made sensitive to long-wave
UV (LUV) by treatment with 8-methoxypsoralen (8-MP). The inhibition of cell division de-
pends on 8-MP concentration and the length of light exposure. Only the simultaneous presence of
8-MP and LUV gives effective photosensibilization. Cells treated with 8-MP in the dark can be
made non-sensitive to LUV by washing out the furocoumarin prior to irradiation. The furocou-

marins may offer a means of cell selection.

Einleitung

Furocumarine bilden eine Gruppe von Substan-
zen, die bei Bestrahlung mit langwelligem UV
(LUV) von 320 — 400 nm mit den Pyrimidinbasen
der DNA reagieren [1, 2, 8]. In lebenden Zellen von
Bakterien [2 — 4, 8] und Saugern [2, 8] ist die wich-
tigste Konsequenz einer solchen Photosensibilisie-
rung die Hemmung der Zellteilung. Fiir Pflanzenzel-
len fehlen entsprechende Untersuchungen weitge-
hend. Lediglich der EinfluBl auf groBere Gewebe-
komplexe wie Erbsenhiilsen [S] und Wundgewebe [6]
wurde untersucht. In diesen Systemen kam es unter
EinfluB der LUV-Sensibilisator-Kombination zur
Induktion von einzelnen Enzymen [5], zur Einschrin-
kung der Wundreaktion und zur Unterdriickung der
Tumorbildung [6]. Hier soll nun die photosensibili-
sierende Wirkung eines Furocumarins, des 8-Metho-
xypsoralens (8-MP) erstmals an pflanzlichen Einzel-
zellen demonstriert werden.

Material und Methoden
Zellisolierung und Zellkultur

Pflanzen von Calystegia sepium L. wurden bei
32 °C und einer r. F. von ca. 80% in einem Licht-
Dunkelwechsel von 16:8 Stunden, mit 5000 Lux
WeiBlicht wiahrend der Lichtphase, angezogen. Aus
den Blattern wurden Mesophyllzellen auf mechani-
schem Wege isoliert und in einem fliissigen Néhr-
medium NT/3 [7] bei 25 °C im Dunkeln kultiviert.
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Die Bestimmung der Zellzahl und der Lebendzahl
erfolgte wie in fritheren Experimenten [7].

Furocumarine

Als  Furocumarin

wurde

8-Methoxypsoralen

(Roth, Karlsruhe) verwendet. Es wurde in autokla-
viertem Medium NT/3 gelost, dann steril filtriert.
Konzentrationsbestimmungen erfolgten durch Mes-
sung der Extinktion bei 303 nm. Einer Extinktion
von 1,1 entsprachen 20 pg 8-MP/ml.

Bestrahlung

Zellsuspensionen mit und ohne 8-MP wurden fiir
24 Stunden bei 25 °C im Dunkeln inkubiert, dann

Tab. I. Photosensibilisierung isolierter Zellen von Calyste-
gia sepium in Abhangigkeit von der 8-MP-Konzentration.
LUV-Bestrahlung 20 min. Angegeben Mittelwerte aus 3 Ex-

erimenten, in Klammern Standardabweichungen. D,

unkel; LUV, langwelliges UV.

8-MP-Kon- Bestrah- Anteil geteilter Zellen an
zentration lung lebenden Zellen [%]
[wg/ml]
0 D 96 (5,7)
LUV 98 (1,3)
2 D 87 (17,7)
LUV 52 (38,4)
4 D 31(11L,3)
LUV 4(4,2)
8 D 14 (3,5)
LUV 1(1,2)
D 1(2,7)
LUV 0(0)
16 D 0(0)
LUV 0(0)

DO

Lizenz.

Zum 01.01.2015 ist eine Anpassung der Lizenzbedingungen (Entfall der
Creative Commons Lizenzbedingung ,Keine Bearbeitung*) beabsichtigt,
um eine Nachnutzung auch im Rahmen zukiinftiger wissenschaftlicher

Nutzungsformen zu erméglichen.

Dieses Werk wurde im Jahr 2013 vom Verlag Zeitschrift fiir Naturforschung
in Zusammenarbeit mit der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der

ND Wissenschaften e.V. digitalisiert und unter folgender Lizenz veréffentlicht:
Creative Commons Namensnennung-Keine Bearbeitung 3.0 Deutschland

3.0 Germany License.

This work has been digitalized and published in 2013 by Verlag Zeitschrift
flir Naturforschung in cooperation with the Max Planck Society for the
Advancement of Science under a Creative Commons Attribution-NoDerivs

On 01.01.2015 it is planned to change the License Conditions (the removal
of the Creative Commons License condition “no derivative works”). This is
to allow reuse in the area of future scientific usage.



1216

% Zellteilung
A

100 ;%_\Iq---.;----{---{--—q —————— ¥
. \

60

50

.

30

N
. N

10 20 30 40 50 60

120 t(min)

Bestrahlungsdauer

Fig. 1. Die Wirkung der Bestrahlungsdauer auf die Tei-
lung isolierter Mesophyllzellen in Gegenwart (x x)
oder Abwesenheit (@ —— — @) von 2 ug/ml 8-MP. Ange-
geben Mittelwerte mit Standardabweichungen.

aus 25 cm Abstand mit einer Schwarzglaslampe (Os-
ram L 20 W/73) mit einer spektralen Verteilung zwi-
schen 310 und 420 nm und einer maximalen Strah-
lungsdichte bei 355 nm unter AusschluB fremder
Lichtquellen bestrahlt.

Auswaschen von 8-M P aus Zellen

24 Stunden nach Zusatz von 8-MP wurden Zell-
suspensionen fiir 1 min bei 900 — 1000 U/min ab-
zentrifugiert, 3mal mit NT/3-Medium gewaschen
und anschlieBend in NT/3 aufgenommen. Gegebe-
nenfalls wurde 24 Stunden nach einem solchen
Waschproze3 mit LUV bestrahit.

Ergebnisse

1. Der EinfluB3 verschiedener Konzentrationen von §-
MP und von LUV auf die Zellteilung

Konzentrationen von 10 pg/ml 8-MP und hoher
unterdriicken im Dunkeln wie nach Bestrahlung mit
LUV die Zellteilung vollstindig. Bei Verwendung
geringerer Konzentrationen des 8-MP wird unter
den gewidhlten Bedingungen eine Photosensibilisie-
rung der Zellteilung erkennbar. Im LUV ist die Zell-
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teilung der Calystegia-Zellen weit stirker gehemmt
als im Dunkeln (Tab. I).

2. Die Auswirkung der Bestrahlungsdauer auf die
Zellteilung

Neben der 8-MP-Konzentration spielt die Be-
strahlungsdauer eine wichtige Rolle bei der Photo-
sensibilisierung der Mesophyllzellen. Bei einer kon-
stanten 8-MP-Konzentration von 2 pg/ml nimmt mit
steigender Bestrahlungsdauer die Hemmung der
Zellteilung zu (Fig. 1). Nach 120 min Bestrahlungs-
dauer ist eine vollstindige Unterdriickung der Zell-
teilung erreicht. Bei Verwendung hoherer 8-MP-Kon-
zentrationen von 4 pg/ml bzw. 8 pg/ml wird diese
vollstindige Blockierung der Zellteilung friiher,
namlich nach 60 min bzw. 30 min Bestrahlungsdauer
erreicht.

3. Revertierung einer 8-M P-Behandlung

Zellen, die langfristig in Konzentrationen von
10 pg/ml 8-MP und mehr inkubiert werden, sterben
in LUV und im Dunkeln gleichermaBen ab (Tab. I).
Einmal aufgenommenes 8-MP laBt sich aber aus
Calystegia-Zellen wieder entfernen durch Medien-
wechsel oder Waschen der Zellen. Wenn das inner-
halb 24 Stunden nach der Zufuhr des 8-MP und
dazu im Dunkeln geschieht, dann iiben anschlieBen-
de LUV-Bestrahlungen keine photosensibilisierende
Wirkung mehr aus, die Zellteilung lauft ungehindert

Tab.II. Die Aufhebung des 8-MP-LUV-Effektes durch
Medienwechsel oder Auswaschen des 8-MP (10 p.g/ml) vor
der LUV-Behandlung (20 min). Angegeben Mittelwerte
und Standardabweichungen.

-

Programm Bestrah- Anteil geteilter

lung Zellen an leben-

den Zellen [%]

NT/3 - NT/3 D 100 (0)

LUV 99 (0,9)
NT/3 - Waschen - D 97 (1,5)
NT/3 LUV 97 (0,9)
NT/3 - Waschen - D 0(0)
NT/3+8-MP LUV 0(0)
NT/3+8-MP - NT/3 D 77 (5,8)

LUV 75 (8,3)
NT/3+8-MP - D 98 (1,4)
Waschen - NT/3 LUV 97 (2,0)
NT/3+8-MP - D 0(0)
Waschen - NT/3+8-MP LUV 0(0)
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ab, der Sensibilisator ist aus den Zellen verschwun-
den (Tab.II). 8-MP und LUV miissen gleichzeitig
auf die Zellen einwirken, damit Photosensibilisie-
rung wirksam wird.

Diskussion

Die Teilung isolierter Mesophyllzellen von Caly-
stegia sepium kann genau wie die Vermehrung von
Viren, Bakterien und tierischen Zellen durch 8-MP
lichtempfindlich gemacht werden. Pflanzenzellen
verhalten sich gegeniiber diesem Furocumarin wie
die Zellen anderer Organismengruppen auch. Aller-
dings liegt die Toleranzgrenze der verwendeten Me-
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sophyllzellen niedriger als die anderer Organismen
(Lit. s. Einleitung).

Die Moglichkeit der Photosensibilisierung, ver-
bunden mit der Moglichkeit, photochemisch in die
Zelle nicht eingebundenes 8-MP wieder auswaschen
zu konnen, 6ffnet Wege zur Selektion von Zellen.
Aus Zellgemischen, deren Partner hinsichtlich der
Aufnahme und Empfindlichkeit fiir 8-MP verschie-
den sind, lassen sich durch kurze LUV-Bestrahlung
unempfindliche Zelltypen anreichern.
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