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1 Theoretische Einf hrung

1.1 Zelltod: Apoptose und Nekrose

In allen Organismen ist die Kontrolle der Zellzahl das Resultat eines dynamischen

Gleichgewichtes zwischen Proliferation und Zelltod. Letzterer kann grob in 3 Kategorien

eingeteilt werden:

a) 

b) 

c) Apoptose oder programmierter Zelltod (PCD), ein aktiver, physiologischer Mehrschritt

Mechanismus, ausgel st durch eine Vielzahl verschiedener Stimuli, welche ein inneres,

1.1.1 Nekrose

Nekrose, auch als „accidental cell death“ bezeichnet, ist die Antwort von Zellen auf schwere

und pl tzliche Verletzungen ( z.B. durch starke physikalische oder chemische Reize wie

Hyperthermie, zytotoxische Konzentrationen bestimmter Substanzen). Durch den Verlust der

Membranintegrit t und  des osmotischen Gleichgewichtes schwellen die Zellen und

verschiedene Organellen, insbesondere die Mitochondrien an. Durch das Freisetzen von

Zellfragmenten in das umliegende Gewebe kommt es durch proteolytische Enzyme zu

entz ndlichen Reaktionen (Kerr et al., 1972; Whyllie et al., 1993). Das Kernchromatin zeigt

1.1.2 Apoptose

Kerr et al. beschrieben 1972 zum ersten Mal die morphologischen Ver nderungen w hrend

des programmierten Zelltodes und f hrten den Begriff Apoptose als Gegensatz zur Mitose ein.

Der Begriff Apoptose stammt aus dem griechischen und beschreibt urspr nglich das Abfallen

von Bl ttern bei B umen. Eine solche Art des Zelltodes wurde zum ersten Mal f r die

normale Entwicklung bei Vertebraten (Gl ckmann et al., 1951) und Invertebraten (Saunders et

al., 1966) beobachtet. Apoptose findet z.B. w hrend der Embryogenese (Williamson R.,

1970), der Zellerneuerung in normalem erwachsenen Gewebe, der Entwicklung des

Immunsystems (Cohen et al., 1991; Golstein et al., 1991), der Thymozytenreifung und der

Seneszenz von neutrophilen Granulozyten statt und kann durch unterschiedliche Faktoren, wie

z.B. TNF, Fas-Ligand (nat rlicher Faktor, der ber das Fas-Antigen PCD ausl st), Antik rper



(z.B. Anti-Apo-1), UV- und -Strahlung, Chemikalien usw. induziert werden. Auch

funktionell l sen viele Zelltypen oder Mechanismen des Immunsystems Apoptose aus, so z.B.

zytotoxische T-Zellen (Rouvier et al., 1993) und nat rliche Killerzellen (NK). Das

extrazellul re apoptoseausl sende Signal wird meistens durch Zytokine, Wachstumsfaktoren

1.1.2.1 Morphologie der Apoptose

Die morphologischen Ver nderungen w hrend der Apoptose k nnen in 3 Phasen unterteilt

werden ( Arends et al.,1990).

1. Phase: Die fr hesten sichtbaren Ver nderungen sind der Verlust von Zell-Zell-

Interaktionen und speziellen Membranstrukturen wie z.B. der Mikrovilli und Pseudopodien.

Durch Dehydrierung der Zelle kommt es im weiteren Verlauf zur Kondensierung des

Zytoplasmas, gefolgt von Ver nderungen der Zellform und Gr ße. Das Chromatin kondensiert

in Schollen an der Kernperipherie und der Kern nimmt h ufig eine Halbmond- oder

Sichelform an. Außerdem kann man die Aufl sung der Nucleoli, die Verdichtung einiger

zytoplasmatischer Organellen sowie eine Ausdehnung des ER beobachten. Die Mitochondrien

2. Phase: Diese kann mit der 1. Phase berlappen und zeigt haupts chlich eine Lappung der

Zelle (Membranblebbing, Zeiose) und die Fragmentierung des Zellkerns (Karyorrhexis). Diese

Kernfragmente werden mit Zytoplasma und Organellen zu membranumh llten apoptotischen

Bodies gepackt und abgespalten. In vivo erfolgt dann eine schnelle Phagozytose durch

benachbarte Zellen und Makrophagen, wodurch eine entz ndliche Reaktion im Gewebe

verhindert wird.

3. Phase: In der 3. Phase kommt es zu einer fortschreitenden Degenerierung der restlichen

Kern- und Zytoplasmastrukturen, welche an Nekrose erinnert. Man spricht in diesem



Abb.1.1: Morphologische Charakteristika der Nekrose und Apoptose (Darzynkiewicz et al.,1997).

Obwohl Apoptose durch eine komplexe Vielfalt potentieller Aktivatoren ausgel st werden

kann (z.B. Cytokine, Onkogene, Mangel an Wachstumsfaktoren und DNA-sch digende

Substanzen), liegt ihr anscheinend immer ein einheitlicher, hochkonservierter Mechanismus

zugrunde. Die Apoptose repr sentiert eine Anzahl koordinierter biochemischer Ereignisse und

beginnt normalerweise mit einem Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration, welcher ber

second messenger (z.B. Calmodulin, cAMP) zu Ver nderungen bestimmter Enzymaktivit ten

f hrt. Es kommt zur Aktivierung von Ca2+- und Mg2+-abh ngigen Endonucleasen, die



pr ferentiell internucleosomal DNA schneiden (Sellins et al., 1991) und so zur DNA-

Degradierung (nucleosomale/oligo-nucleosomale DNA-Fragmente) und

Chromatinkondensation f hren. Des weiteren findet man die Aktivierung von Ca2+-

abh ngigen Transglutaminasen, die zytoplasmatische Proteine vernetzen und die Bildung

eines Proteinscaffolds bedingen. Ebenso werden Proteasen, wie z.B. Calpain, die das

Zytoskelett und integrierte Membranproteine abbauen, mobilisiert.

1.1.2.3 Genetische Steuerung der Apoptose

In genetischen Sudien an dem Nematoden C.elegans wurden drei Gene identifiziert (Ellis et

al.,1986, 1991), die w hrend der Apoptose eine Rolle spielen: ced-3, -4 und ced-9 (cell death

defective). ced-3 und -4 sind notwendig, um Apotose auszul sen, ced-9 sch tzt sie vor

Apoptose. Das ced-3-Gen wiederum kodiert ein Protein, das hnlichkeit mit den Mitgliedern

der Familie der Interleukin-1 -converting Enzyme (ICE, Cystein-Protease, van Engeland et



al., 1998) bei S ugern hat. Die berexpression von ced-3 als auch von ICE l st in

S ugetierzellen Apoptose aus. Ced-9 ist quivalent zu dem Protoonkogen bcl-2 und wirkt als

„Zelltod-Supressor-Gen“. Die bcl-2 Genfamilie greift in die initiale Phase der Apoptose durch

Schutz der Zellen vor dem Zelltod ein und wirkt damit gegens tzlich zur bax Genfamilie (van

Engeland et al., 1998).

Weitere Kandidatengene sind TRPM-2 (Testosterone-repressed prostatic message-2) in

Prostatazellen und Fas/APO-1 in T-Lymphozyten (Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992).

Extrazellul re Signale werden oftmals ber Rezeptoren vermittelt. Zu diesen

Oberfl chenstrukturen geh ren unter anderem Fas (auch APO-1 oder CD95 genannt). Fas ist

ein Gen, dessen Produkt einen Membranrezeptor darstellt, der hnlichkeiten zu dem TNF-

und NGF-Rezeptor aufweist und deshalb der TNF/NGF-Rezeptor Superfamilie zugeordnet

wird. In Zellen, die Fas nat rlicherweise oder nach Transfektion exprimieren, kann Apoptose

durch die Bindung agonistischer Antik rper (z.B. Anti-APO-1-Antik rper) an Fas oder durch

Weitere Gene werden mit Apoptose in Verbindung gebracht. So stellen Fibroblasten, die c-

myc exprimieren, bei geringen Serumkonzentrationen im Medium nicht das Wachstum ein,

sondern sterben apoptotisch (Evan et al., 1992). Da c-myc auch proliferative Signale

bermitteln kann, h ngt es von zus tzlichen Signalen ab, ob die Zelle apoptotisch stirbt oder

berlebt. Andere Kandidatengene sind z.B. p53 (Tumorsupressor-Gen, kann Zellteilung

anregen oder Apoptose aktivieren), c-fos ,TGF- 1 und ras (Ueda et al., 1994; G tz et al.,

1995; Guillouf et al., 1995).

1.1.2.4 DNA-Fragmentierung

Das bedeutendste biochemische Merkmal f r Apoptose ist das Auftreten von 180-200bp

großen, internucleosomalen DNA-Fragmenten. Diese Fragmente erzeugen in einer

konventionellen Gelelektrophorese eine typische DNA-Leiter (Whyllie et al., 1980). Diese

internucleosomale Spaltung der DNA resultiert aus der Aktivierung einer oder mehrerer

Endonucleasen, welche die DNA in den Linkersequenzen schneidet. Als Kandidaten stehen

NUC-18 (Caron-Leslie et al., 1991), DNase I (Ucker et al., 1992; Peitsch et al., 1993) oder

DNase II (Barry and Eastman, 1993) zur Diskussion.

Ver nderungen in der DNA k nnen optimalerweise durch Pulsfeldgelelektrophorese

nachgewiesen werden. Mit dieser Technik kann die Unversehrheit der DNA bis zu einem

Molekulargewicht von 2Mbp berpr ft werden (Carle et al., 1986), w hrend mit der

konventionellen DNA-Gelelektrophorese nur Fragmente bis 20kbp und darunter analysiert



werden k nnen. So konnte z.B. f r Thymozyten und Lymphozyten (Walker et al., 1991; Roy

et al., 1992) nach einer Behandlung mit Topoisomerase II-Inhibitoren oder Dexamethason das

Auftreten von 50 und 300kbp-Fragmenten gezeigt werden. Es wird angenommen, daß die

300kbp-Fragmente durch Interaktion der Substanzen mit Topoisomerase II-Molek len,

welche an bestimmten Stellen im Chromatin lokalisiert sind, zustandekommen und

„Chromatinrosetten“ darstellen (Filipski et al., 1990). Die 50kbp und 180-200kbp-Fragmente

dagegen sind Produkte einer endonucleolytischen Spaltung, wobei angenommen wird, daß die

50kbp-Fragmente durch die Freisetzung von „Chromatinloops“ entstehen.

Die beobachtete DNA-Fragmentierung ist jedoch nicht urs chlich am programmierten Zelltod

beteiligt, da Zellen ohne Nukleus weiterhin Apoptose ausf hren k nnen (Schulze-Osthoff et

al., 1994). Untersuchungen an einer Anzahl von epithelialen und mesenchymalen Zellinien

konnten zeigen, daß trotz des Auftretens morphologischer Apoptosemerkmale keine DNA-

Leiter detektiert werden konnte (Oberhammer et al., 1993).



1.2 Durchflußzytometrie

Die Durchflußzytometrie (FCM von Flow Cytometry) hat in den vergangenen Jahren vor

allem in der biologischen und medizinischen Forschung sowie in der Diagnostik verst rkt

Eingang gefunden. Die Durchflußzytometrie stellt dabei ein optisches Meßsystem f r einzelne

in einem Fl ssigkeitsstrom fokussierter Partikel dar und basiert auf dem Prinzip der

quantitativen Fluorochromierung, d.h. der F rbung verschiedener Komponenten mit

geeigneten Fluorochromen. Das Anwendungsspektrum reicht von Lymphozytentypisierung

ber Zellzyklusanalysen bis hin zu funktionellen Untersuchungen, wie z.B. intrazellul re

Stoffwechselvorg nge. Diese Entwicklungen stammen im wesentlichen aus den Laboratorien

von Herzenberg (Stanford, USA, Charakterisierung und Isolierung von T- und B-

Lymphozyten), von G hde und Dittrich (M nster, Zellproliferation), Kamentsky (Boston,

Identifizierung von Tumorzellen und von Valet und Kachel (M nchen, Erarbeitung

• eine m glichst hohe Spezifit t und Selektivit t der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe f r

die zu analysierenden Parameter

• Proportionalit t zwischen den zu untersuchenden Parametern, der eingelagerten

Farbstoffmenge und der Fluoreszenzintensit t des jeweiligen Farbstoffs (Melamed et al.,

1990)

• Vorliegen einer Suspension aus einzelnen Zellen oder Partikeln

1.2.1 Optisches System

In der Regel kommen zwei Anregungsquellen zur Anwendung: die Quecksilber- oder Xenon-

Hochdrucklampen und Argon-Laser. In dieser Arbeit wird zur Bestimmung des sogenannten

Sub-G1-Peaks ein Durchflußzytometer Modell PasIII der Firma Partec (M nster) verwendet.

Als Lichtquelle dient hierbei eine stromstabilisierte 100 Watt Quecksilberhochdrucklampe

(HBO 100/2L, Partec). Je nach eingesetzten Fluorochromen werden die Filter- und

Spiegelsysteme ge ndert. Der Vorteil dieses optischen Systems liegt in der hohen

Leuchtdichte, welches ein von 254nm-800nm nutzbares Spektrum liefert und somit nach

geeigneter Erregerfilterung alle zur F rbung von Zellinhaltsstoffen geeignete Fluorochrome

anregen kann. Der Nachteil der einfachen Quecksilberhochdrucklampen ist die kurze

Lebensdauer, die geringe Strahlungsintensit t im wichtigen Blaubereich und die mit



zunehmendem Alter auftretende Vergr ßerung der Elektrodenabst nde und das daraus

resultierende Flackern des Lichtes.

Der nur f r einige exemplarische Messungen apoptotischer Zellen eingesetzte Coulter EPICS

XL-MCL der Firma Coulter Electronics (Krefeld) verf gte ber einen luftgek hlten, Software

kontrollierten 15mW Argon-Ionen-Laser, welcher bei 488nm arbeitet. Der Laserstrahl wird

durch Linsen fokussiert und wird senkrecht zum Probenstrom gehalten. Die Vorteile des

Lasers beruhen auf dem monochromatischen, sehr hellen und hoch polarisierten Licht.

1.2.2 Durchflußsystem und Datenverarbeitung

Das Meßprinzip beruht auf  der Methode der hydrodynamischen Fokussierung, d.h. die mit

einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff angef rbten Partikel werden kontinuierlich

hintereinander an einer Lichtquelle vorbeigef hrt. Durch Preßluft gelangen die in Suspension

vereinzelt und gef rbt vorliegenden Partikel in eine Kapillare, aus der sie in die

Probenkammer geschleust werden. Ein H llstrom aus entgastem Wasser erzeugt in dieser

Kapillare mit dem Probenstrom eine laminare Str mung, mit der die Partikel zentriert und mit

hoher Geschwindigkeit auf die Meßstelle zugef hrt werden. Auf diese Weise wird jeder

Partikel einzeln durch die optimale Fokussierungsebene des Objektivs geleitet. Aufgrund der

Fluoreszenzanregung des Farbstoffs emittiert jede Zelle ein Lichtsignal proportional zur

st chiometrisch gebundenen Fluorochrommenge, welches in einem Photomultiplier verst rkt

und in ein elektrisches Signal umgewandelt wird. Die Empfindlichkeit des Photomultipliers

ist abh ngig von der angelegten Hochspannung. Passiert ein Partikel die Meßpore, so steigt

das Fluoreszenzlicht bis auf ein Maximum an und f llt anschließend auf das

Gleichgewichtsniveau zur ck, wobei das zugeh rige Signal eine konstante Dauer hat. Die

Durchflußrate (Partikel/Zeit) wird ber die eingehenden Signale berechnet und digital

angezeigt. Die so gewonnenen Daten werden in Form von Histogrammen visualisiert und

abgespeichert (siehe Abb.1.3).



Abb.1.3: Schematische Darstellung des Meßprinzips bei der Durchflußzytometrie

1.2.3 Zellzyklus und Variationskoeffizient (CV)

Bei der DNA-Gehaltsmessung einer proliferierenden Zellpopulation ergibt sich ein dem

Zellzyklus entsprechendes Verteilungsmuster. In der Zellzyklusanalyse k nnen verschiedene

Phasen erfaßt werden (siehe Abb.1.4).

• • • • G0/G1-Phase: Zeitraum zwischen der letzten mitotischen Teilung und dem Beginn der

DNA-Synthese einer Zelle. Die Zelle hat in diesem Intervall den einfachen diploiden DNA-

Gehalt (2c)

• • • • Synthese-Phase: DNA-Replikation, kontinuierlicher Anstieg bis zum Erreichen des

doppelten diploiden DNA-Gehaltes (4c)

• • • • G2/M-Phase: In der G2-Phase synthetisiert die Zelle mitotisch aktive Enzyme und es

laufen postreplikative Reparaturmechanismen ab. Der DNA-Gehalt ver ndert sich nicht

mehr. W hrend der sich anschließenden Mitose-Phase teilt sich die Zelle in zwei diploide

Tochterzellen, die daraufhin in die G1-Phase eines neuen Zellzyklus respektive in die

Ruhe-Phase G0 eintreten.



Abb.1.4:
G0/G1-Zellen haben einen einfachen dilpoiden DNA-Gehalt, welcher in der S-Phase kontinuierlich 
ansteigt bis zum doppelten diploiden DNA-Gehalt in der G2/M-Phase.

Apoptotische Zellen werden bei DNA-Gehaltsmessungen als sogenannter Sub-G1-Peak

(Nicoletti et al., 1991; Darzynkiewicz et al., 1992) dargestellt (siehe Abb.1.5).

Abb.1.5: Schematische Darstellung eines 1-Parameter-Histogrammes mit Sub-G1-Peak.



Bei der gleichzeitigen Messung des Proteingehaltes ist es zudem m glich, G0-und M-Phase-

Zellen aufgrund ihres unterschiedlichen Proteinmusters von G1-bzw. G2-Phase-Zellen zu

unterscheiden (Zucker et al., 1988).

Abb.1.6:Schematische Darstellung eines 2-Parameter-Dot-Plots bei der Messung von DNA-Gehalt gegen 
Proteingehalt. Dieser Dot-Plot zeigt neben den einzelnen Zellzyklusphasen auch die typische 
Darstellung apoptotischer Zellen als „Sub-G1-Peak“ sowie Debris. Das rote Gate stellt den als Sub-G1 
gesamt ausgewerteten Bereich, das blaue Gate den als Apoptose ausgewerteten Bereich dar.

Ein Maß f r die Genauigkeit einer durchflußzytometrischen Einparametermessung ist der

Variationskoeffizient (CV), der an der Breite des G0/G1 -Peaks bestimmt wird. Er definiert

sich nach folgender mathematischer Formel:

CV= 
Breite des Peaks bei halber H he

Kanalnummer K x 2.35
 x 100

Je geringer der CV-Wert ist, desto besser ist die Aufl sung der Messung. Messungen mit

einem CV>5.0 sollten daher von den Auswertungen ausgeschlossen werden. Je pr ziser die

1.2.4 Anwendung



Neben den in 1.2 erw hnten Anwendungsgebieten wird die Durchflußzytometrie als Methode

der Wahl angesehen, um die verschiedenen Aspekte der Apoptose zu untersuchen

(Darzynkiewicz et al., 1997). Von Vorteil ist dabei die schnelle Multiparameter-Analyse

großer Populationen, wobei durch Einsatz von verschiedenen Fluorochromen die

Ver nderungen in der Zellmorphoplogie, der Struktur der Plasmamembran, des

Stofftransportes, in der Funktion der Zellorganellen, in der DNA-Stabilit t bez glich

Denaturierung sowie die endonucleolytische DNA-Degradierung untersucht werden kann.

1.2.5 Durchflußzytometrische Messung von Merkmalen apoptotischer Zellen

1.2.5.1 DNA-Gehalt

Ein charakteristisches Ereignis w hrend des apoptotischen Zelltodes, das extensive Schneiden

der DNA, kann eingesetzt werden, um Apoptose durchflußzytometrisch zu detektieren. Dabei

Zum einen kann man den zellul ren DNA-Gehalt nach der Behandlung der Zellen mit einem

Detergenz oder einer Fixierung mit Alkohol oder Aceton messen. Die Permeabilisierung

durch eine solche Behandlung setzt die degradierte DNA frei, sodaß diese DNA-Fraktion

w hrend der F rbe- und Waschschritte zuerst aus dem Kern ins Zytoplasma gelangt und nach

der Herstellung einer Kernsuspension ganz entfernt wird. Aus diesem Grund besitzen

apoptotische Zellen einen „reduzierten“ DNA-Gehalt und stellen sich nach der F rbung der

zellul ren DNA als Sub-G1-Peak im Histogramm dar (Umanski et al., 1981; Nicoletti et al.,

1991; Elstein et al., 1994 und 1995). Der Anteil degradierter DNA variiert innerhalb der

verschiedenen Apoptosestadien, zwischen Zelltypen und oft auch zwischen den verschiedenen

apoptoseinduzierenden Substanzen. Auch die Extrahierbarkeit der Fragmente variiert. Gong et

al.( 1994) zeigten, daß die Extrahierbarkeit durch die Behandlung der Zellen mit

hochmolarem Phosphatpuffer stark erh ht werden kann. Da die Messung des DNA-Gehaltes

auch ber die Zellzyklusverteilung der nichtapoptotischen Zellen Aufschluß gibt, kann diese

Methode genutzt werden, um eine Aussage ber die Zellzyklusspezifit t der Apoptose zu

machen.

Zum anderen resultiert die w hrend der Apoptose stattfindende endonucleolytische Spaltung

der DNA in einer großen Anzahl freier 3’ OH-Enden. Nekrotische Zellen oder Zellen mit

prim ren Br chen, welche durch ionisierende Strahlung oder Br che induzierende Substanzen



hervorgerufen wurden, zeigen sehr viel weniger Strangbr che (Gorczyca et al., 1992). Die

freien 3’ OH-Enden k nnen entweder durch eine exogene terminale Transferase oder eine

DNA Polymerase mit fluoreszenzgekoppelten Nukleotiden markiert und sichtbar gemacht

werden (Li et al., 1995).

1.2.5.2 Protein- und RNA-Gehalt

Darzynkiewicz et al. konnten 1992 mit der differentiellen F rbung von DNA und Protein mit

DAPI und Sulforhodamin101 zeigen, daß apoptotische Zellen zus tzlich zu ihrem

„erniedrigten“ DNA-Gehalt auch einen deutlich erniedrigten Proteingehalt aufweisen. In

fr heren Studien wurde bei der Induktion von Apoptose bei HL-60-Zellen oder Thymozyten

durch verschiedene Induktoren (unter anderem auch Topoisomerase I und II Inhibitoren) das

parallele Auftreten einer Abnahme des DNA-Gehaltes und des Proteingehaltes ebenfalls

beobachtet (Del Bino et al, 1990 und 1992). Da die Plasmamembran bei nekrotischen Zellen

zerst rt ist, ist auch hier der Proteingehalt reduziert. Weil aber der DNA-Gehalt zun chst nicht

stark ver ndert wird, ist das DNA/Protein-Verh ltnis von nekrotischen Zellen h her als bei

Die gleichzeitige F rbung von DNA und RNA-Gehalt erlaubt die Unterscheidung von G1-

und G0-Phase-Zellen. So konnte f r Thymozyten, die mit Prednisolon oder Camptothecin

behandelt wurden, gezeigt werden, daß Apoptose selektiv in G0-Phase-Zellen ausgel st wurde

(Bruno et al.,1992). Die hierf r eingesetzten Farbstoffe Acridinorange oder Pyronin k nnen

jedoch nicht eindeutig zwischen RNA und ssDNA unterscheiden, so daß ein Anstieg an

denaturierter DNA einen Verlust an RNA kompensieren kann (Darzynkiewicz et al., 1992).

Bei nekrotischen Zellen ist durch die zerst rte Membran der RNA-Gehalt minimal und erlaubt

so eine Trennung von lebenden oder apoptotischen Zellen.

1.2.5.3 Lichtstreuung

Kreuzt eine Zelle den Laserstrahl eines Durchflußzytometers, streut sie das Laserlicht. Durch

die Analyse dieses Streulichtes bekommt man Informationen ber die Zellgr ße und Struktur

(Salzmann et al., 1990). Hierbei korreliert das Vorw rtsstreulicht mit der Zellgr ße und das

Seitw rtsstreulicht mit der Granularit t, Lichtbrechung und dem Vorhandensein intrazellul rer

Strukturen, welche das Licht brechen k nnen. Diese Lichtstreuung ver ndert sich nun

w hrend des Zelltodes und reflektiert dabei morphologische Ver nderungen wie Anschwellen

oder Schrumpfung von Zellen, Reißen der Zytoplasmamembran, Chromatinkondensierung,

Kernfragmentierung, sowie die Bildung und Abspaltung von apoptotischen Bodies.



Nekrose geht dabei mit einem initialen Anstieg der Lichtstreuung (Anschwellen der Zellen)

einher. Diesem folgt ein schneller Abfall (Reißen der Plasmamembran, Freisetzung der

Zellbestandteile) sowohl des Vorw rts-, als auch des Seitw rtsstreulichtes (Darzynkiewicz et

al., 1997). W hrend der Apoptose wird dagegen der Abfall des Vorw rtsstreulichtes nicht von

einem gleichzeitigen Abfall des Seitw rtsstreulichtes begleitet. In sp teren Apoptosestadien

ist jedoch die Intensit t in beide Richtungen erniedrigt (Ormerod et al., 1995; Swat et al.,

1981). Dar ber hinaus sind diese Ver nderungen aber nicht spezifisch f r apoptotische Zellen,

denn isolierte Kerne oder mechanisch zerst rte Zellen zeigen ebenso wie nekrotische Zellen

eine erniedrigte Streuung des Lichtes.

Ein weiteres Merkmal bei der Unterscheidung von toten und lebenden Zellen ist der Verlust

der Transportfunktion ber die Plasmamembran und oft auch deren strukturelle Zerst rung.

Da die intakte Membran lebender Zellen geladene kationische Farbstoffe wie z.B. Trypanblau,

Propidiumiodid, Ethidiumiodid und 7-AMD ausschließen, werden diese zur Bestimmung der

Viabilit t eingesetzt (Belloc et al., 1994; Jacobs et al., 1983; Lyons et al., 1992). W hrend der

Apoptose zeigt die Plamamembran zu Beginn keine großen Ver nderungen in Integrit t und

Struktur (Kerr et al., 1972; Whyllie et al., 1980). Im weiteren Verlauf kommt es jedoch  zu

St rungen der Transportfunktion bis hin zu einem kompletten Verlust der Ausschlußf higkeit

dieser geladenen Fluorochrome (Belloc et al., 1994). In dieser Phase zeigen apoptotische

Zellen eine erh hte Aufnahme gegen ber Kontrollzellen und man kann nekrotische Zellen

(intensive F rbung) von apoptotischen (moderate F rbung) und lebenden Zellen (minimale

In normalen Blutzellen sind Phospholipide asymmetrisch zwischen innerer und ußerer

Membranfl che verteilt. Dabei findet man Phosphatidylcholin und Sphingomyelin außen,

Phosphatidylserin (PS) dagegen innen. Die Aufrechterhaltung dieser Asymmetrie ist ATP-

abh ngig. In Abwesenheit von ATP oder w hrend des apoptotischen Zelltodes wird

Phosphatidylserine nun auf die ußere Seite transloziert (Flip-Flop-Mechanismus). Dieses

Ereignis tritt in sehr fr hen Phasen der Apoptose auf, die Zellmembran selbst bleibt intakt

(Fadok et al., 1992). Durch den Einsatz des fluoresceinkonjugierten Antikoagulanz Annexin

V, welches pr ferentiell an PS bindet, k nnen apoptotische Zellen identifiziert werden

(Koopman et al., 1994).



1.2.5.5 Analyse der Zellorganellen

Obwohl die Mitochondrien morphologisch intakt zu sein scheinen, zeigt sich sehr fr h

w hrend der Apoptose eine deutliche Abnahme des mitochondrialen Transmembranpotentials

(Petit et al., 1995; Zamzami et al., 1996). Das geladene kationische gr ne Fluorochrom

Rhodamin 123 wird in den Mitochondrien lebender Zellen aufgrund ihres

Transmembranpotentials akkumuliert (Johnson et al., 1980). Diese F higkeit geht w hrend

des apoptotischen Zelltodes verloren (Shimizu et al., 1996). Es wurden jedoch auch Hinweise

Auch die Lysosomen eignen sich zur durchflußzytometrischen Untersuchung von

apoptotischen Zellen, da deren Protonen-Pumpe intakt bleibt (Del Bino et al., 1991).

Verwendet man das metachromatische Fluorochrom Acridinorange  in einer niedrigen

Konzentration f hrt dies bei lebenden und apoptotischen Zellen zu einer roten Fluoreszenz

Die Tatsache, daß kondensiertes Chromatin, wie es in mitotischen Zellen vorliegt, eine h here

Sensitivit t zur Denaturierung zeigt als nichtkondensiertes Chromatin in Interphasezellen

(Darzynkiewicz et al., 1994), kann zur Detektion apoptotischer Zellen eingesetzt werden.

Apoptotische Zellen haben, hnlich mitotischen Zellen einen gr ßeren Anteil an denaturierter

DNA. Durch den Einsatz von Acridinorange kann man eine differentielle F rbung von

dsDNA (gr ne Fluoreszenz) und ssDNA (rote Fluoreszenz) erreichen und apoptotische Zellen

durch ihre erh hte rote Fluoreszenz von nicht apoptotischen Zellen unterscheiden. Da

nekrotische Zellen auch eine Erh hung der Rotfluoreszenz zeigen, muß man zus tzlich die

Gesamtfluoreszenz zur Unterscheidung hinzuziehen.



1.3 ,

1.3.1. Allgemeine Struktur

, -unges ttigte Aldehyde und Ketone besitzen eine Doppelbindung in Konjugation zur

Aldehyd- bzw. Ketonfunktion. Abbildung 1.7 zeigt die allgemeine Struktur dieser

Verbindungen.

Abb.1.7: Allgemeine Struktur von ,
(R= H, Alkyl, Allyl.....)

1.3.2 Vorkommen und Eigenschaften

In der Natur sind eine ganze Reihe von Enalen und Dienalen als Inhaltsstoffe zahlreicher

Obst- und Gem sepflanzen weit verbreitet (Schauenstein et al., 1977). F r die

Untersuchungen in dieser Arbeit wurden f nf Verbindungen mit unterschiedlicher

Kettenl nge bzw Anzahl der Doppelbindungen ausgew hlt. Diese sind in der folgenden

Tabelle mit ihrer Strukturformel und ihrem Vorkommen zusammengestellt.

2-Alkenal/Keton Name Strukturformel Geruch Vorkommen

2-trans-Butenal Crotonaldehyd Apfel, Erdbeere,
Kartoffel, Kohl,
Tomate, Rotwein, Bier

2-trans-Hexenal
Apfel, Birne,
Weintraube, Banane,
Orange, Himbeere

2,4-Hexadien-1-al Sorbinaldehyd Bananen, Erdnuß

Cyclohexenon Tabakrauch,
cyclamathaltige

2-trans-Octenal nussig-ranzig Tomate, Tee, Orange

2,6-Nonadienal gurkig Gurke, Erbse, Kiwi,
Mango, Kirsche,
Wassermelone, Reis,
Pfeffer, Veilchen,
schwarzer Tee, Algen,
Fisch, Auster,

Abb.1.8:Struktur, Vorkommen und Geruch ,



Trans-2-Hexenal, auch Bl tteraldehyd genannt, besitzt eine ausgepr gte fruchtig-gr ne Note

und wird in betr chtlichem Umfang zur Aromatisierung von Lebensmitteln verwendet

(Firmenich et al., 1980). 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al (Sorbinaldehyd) ist farblos bis gelblich

mit frischem-gr nen zitrusartigem Geruch (Monographs 1988). 2-trans,6-cis-Nonadienal ist

die Impaktkomponente des Gurkenaromas (Belitz und Grosch, 1992) und pr gt allein den

charakteristischen Geruch der Gurke (Schieberle et al., 1990; Kula und Sadowska 1993).

Bereits in den dreißiger Jahren war sein Vorkommen im violetten Blatt l von Veilchen

bekannt, woher auch die Bezeichnung Veilchenbl tteraldehyd stammt (Kula und Sadowska,

1993; Bedoukian et al., 1982). Wie der Tabelle 1.4 zu entnehmen ist, konnte 2-trans,6-cis

Nonadienal auch in vielen anderen Lebensmitteln nachgewiesen werden (Sakai et al., 1990;

Bullard et al., 1977; Wu et al., 1986; Habu et al., 1985; Ullrich et al., 1988; Josephson et al,

1983 und 1984; Lin et al., 1990; Josephson et al., 1987; Masakazu et al., 1987). 2-trans-

Octenal hat einen nussig bis ranzigen Geruch und findet sich in Soja-Bohnen (Ullrich et al.,

1988), Tee (Habu et al., 1985), unbehandeltem Reis (Bullard et al., 1977) sowie in Seetang

(Kajiwara et al., 1988).

Das Auftreten von 2-Cyclohexen-1-on in der Aromafraktion von s ßstoffhaltigen Getr nken

wurde 1994 von Le Qu r  et al. beschrieben. Dabei wurden in mit S ßstoffen ges ßten

Orangenfruchtsaftgetr nken neben Cyclohexenon noch Cyclohexanon und 2-trans,4-trans

Hexadien-1-al als wahrscheinliche Artefakte von Cyclamat nachgewiesen. Ein nat rliches

Auftreten von 2-Cyclohexen-1-on findet man z.B. in Tabakrauch (Mauldin et al., 1976;

Peterson et al., 1980), in Bittermandeln (Boehlens et al., 1976), Papaya (Barbeni et al., 1990)

und der Chayotefrucht (MacLeod et al., 1990). Außerdem konnte es als Verschmutzung im

Smith River in Nord Carolina und dem daraus gewonnenen Trinkwasser nachgewiesen

werden (NTP, 1996).

, -unges ttigte Aldehyde und Ketone weisen differenzierte Aromanoten auf, die schon in

geringen Konzentrationen wahrnehmbar sind (Belitz und Grosch, 1992). Sie kommen

außerdem in vielen Lebensmitteln in weiten Konzentrationsspannen vor. So konnte

Crotonaldehyd in insgesamt 35 Lebensmitteln (Feron et al., 1991) nachgewiesen werden und

zeigte Konzentrationen von <0.01ppm in verschiedenen Fr chten, in Gem sen

Konzentrationen von 0.02-0.1ppm und in K se, Milch, Fisch und Bier 0.04ppm. Die h chste

Konzentration wurde in Rotwein mit 0.7ppm nachgewiesen (Feron et al., 1991). F r 2-trans-

Hexenal konnten ebenfalls große Konzentrationsspannen detektiert werden. Je nach

Apfelsorte und Herstellungsart konnte in Apfels ften 0.21 bis 18ppm (Schreier et al., 1978;



D rr et al., 1981) beschrieben werden. In schwarzem Tee lagen Konzentrationen von 8-25ppm

(Skoboleva et al., 1979), in Bananen von 76ppm (Feron et al., 1991) vor. 2-trans,4-trans-

Hexadien-1-al fand sich in der Erdnuß in Konzentrationen von 0.001-0.003ppm. 2-trans,6-cis-

Nonadienal konnte in Gurken abh ngig von der Gr ße in Konzentrationen von 500-

4630 g/kg und in Kirschsaft und Kirschkonfit re abh ngig von der Sorte in Konzentrationen

von 0.4-2,4 g/l bzw. 0.2-0.3 g/l gefunden werden (Sekiya et al., 1977; Schieberle et al.,

1990; Schmid und Grosch et al., 1986). In Erfrischungsgetr nken wurde ein Cyclohexen-1-on-

Gehalt von 0.1-1.4mg/l gefunden (Hahn 1996).

Zus tzlich zu ihrer Aromawirksamkeit zeigen , -unges ttigte Aldehyde antitumorale,

bakterizide, fungizide und antivirale Eigenschaften. Schildknecht et al. zeigten schon 1961,

daß 2-trans-Hexenal eine niedrige Toxizit t gegen S uger, jedoch eine stark fungizide und

bakterizide Aktivit t besitzt. Sie beschrieben die Produktion in Bl ttern der Erle, Eiche, in

schwarzer Johannisbeere, Heidelbeere und in Gr sern sowie die gasf rmige Ausscheidung

ohne eine Verletzung der Bl tter. Sein Vorkommen wurde auch beim Gingko beschrieben

(Major et al., 1963; Casperson et al., 1986), dessen Resistenz gegen Pilze auf die Produktion

von 2-trans-Hexenal als Antwort auf eine leichte Verletzung bei der Pilzinfektion

zur ckgef hrt wird. Auch 2-trans,6-cis-Nonadienal wird bei der Gurke erst nach

mechanischer Sch digung der Zellen freigesetzt (Schieberle et al., 1990). Barach und

Rosenkovitch beschrieben 1972 die antivirale Aktivit t gegen Bacteriophagen, Pflanzenviren

und gegen das Influenzavirus.

Weiterhin spielen , -unges ttigte Aldehyde bei der Bildung von Rhodopsin (Sehvorgang:

Opsin+11-cis-Retinal) eine Rolle, k nnen als Botenstoffe (Hexenal und Octenal) und

Pheromone (Hexenal, Citral) fungieren (Schauenstein et al., 1977). Sie sind am Vorgang der

Biolumineszenz beteiligt und k nnen beim oxidativen Abbau von Carotinoiden entstehen

(Belitz und Grosch, 1992). Langkettige Aldehyde (C24-C32) finden sich außerdem in einer

Vielzahl von Pflanzenwachsen.

1.3.3 Biogenese

Die wichtigsten Reaktionen, die zu fl chtigen Carbonyl-Verbindungen f hren, sind der

Strecker-Abbau von Aminos uren, die Maillard-Reaktion, die enzymatische Oxidation und

die Autoxidation von Lipiden (Belitz und Grosch, 1992). Die Maillard-Reaktion spielt eine

wichtige Rolle bei der Aromabildung bei Koch-, Back- und Bratprozessen, sowie bei der



Entstehung von Fehlaromen bei der Lagerung von Lebensmitteln. Bei der Strecker-Reaktion

handelt es sich um eine Reaktion zwischen -Dicarbonylverbindungen und Aminos uren,

wobei unter Transaminierung Aminoketone, Aldehyde und CO2 entstehen. Sie l uft in

Lebensmitteln bei h heren Konzentrationen an freien Aminos uren und drastischeren

Reaktionsbedingungen (h here Temperatur, Druck; Belitz und Grosch, 1992) ab. Diese

Der allgemeine Geneseweg f r kurz- und langkettige Carbonylverbindungen ist zum einen die

Die Elementarschritte der Autoxidation beruhen auf einer Radikalkettenreaktion, welche

durch Wachstum, Verzweigung und Abbruch gekennzeichnet ist. Diese allgemein

formulierten Reaktionsschritte lassen sich auf jede unges ttigte Fetts ure bertragen.

Unges ttigte Fetts uren werden bevorzugt autoxidiert, weil bei ihnen die Abstraktion eines

Wasserstoffradikals, der Prim rschritt der Autoxidation, energetisch beg nstigt ist. Es kann

beispielsweise aus Linols ure nach der Abstraktion eines Wasserstoffradikals sowohl das 9-

als auch das 13-Hydroperoxid entstehen. Der wahrscheinlichste Mechanismus zur Erkl rung

der Bildung der fl chtigen Carbonylverbindungen ist die -Spaltung der Monohydroperoxide

(prim res Produkt der Autoxidation, geruchs- und geschmacklos), wobei die Bildung des

intermedi r entstehenden Alkoxyradikals durch Schwermetallionen oder H m(in)-

verbindungen katalysiert wird. Eine protonenkatalysierte Spaltung kann zur Bildung weiterer

, -unges ttigter Verbindungen f hren. Modellversuche haben ergeben, daß die fl chtigen

Fraktionen, die bei der Autoxidation von l-, Linol- und Linolens ure entstehen, berwiegend

Aldehyde und Ketone enthalten. Die Vielfalt der Carbonylverbindungen erweitert sich noch,

wenn bei der Oxidation einer Fetts ure, die in einem Lebensmittel nur in geringen

Konzentrationen vorkommt, eine Carbonylverbindung mit sehr hohem Aromapotential

entsteht (Belitz und Grosch, 1992).
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1.3.3.2 Enzymatische Lipidoxidation

Durch eine enzymatisch-oxidative Spaltung unges ttigter Fetts uren werden in pflanzlichen

Lebensmitteln und Pilzen wichtige Aromastoffe gebildet. Die Spaltung kommt in Pflanzen

verbreitet vor und wird durch das Eindringen von Sauerstoff in das Gewebe gestartet. An der

oxidativen Spaltung sind zwei Enzyme beteiligt:

a. Eine Lipoxigenase, welche zun chst das Hydroperoxid bildet. Lipoxigenasen peroxidieren

nur Fetts uren, die ein 1-cis, 4-cis-Pentadiensystem enthalten: Bevorzugte Substrate sind

demnach Linol- und Linolens ure f r die Enzyme aus Pflanzen und Arachidons ure f r die

b. Eine Lyase bei Pflanzen und Pilzen, welche das Hydroperoxid in den Aldehyd und die

Oxos ure spaltet. Diese Reaktion ist lebensmittelchemisch besonders interessant, weil

dadurch aus den Hydroperoxiden, die durch Lipoxigenase-Katalyse aus Linol- und

Linolens ure entstehen, Aromastoffe gebildet werden, die f r Obst, Gem se und Pilze wichtig

sind, z.B. die gr n-grasig oder gurkenartig riechenden Aldehyde Hexanal, 3-cis-Hexenal, 3-

cis,6-cis-Nonadienal und das pilzartige (R)-1-Octen-3-ol. (Grosch et al., 1987; Belitz und

Grosch, 1992). In tierischem Gewebe erfolgt die Reduktion durch das Enzym Glutathion-

Peroxidase.



An der Bildung der Aromastoffe ist neben der Lipoxigenase und der Hydroxiperoxidlyase

noch eine Isomerase beteiligt, die bei unges ttigten Aldehyden die 3(Z)- in die 2(E)-

Doppelbindung isomerisieren.

Der Nachweis einer enzymatisch-oxidativen Spaltung unges ttigter Fetts uren wurde bereits

2-Alkenale sind chemisch hoch reaktive Substanzen und reagieren auch bei neutralem pH und

Raumtemperatur mit biochemisch wichtigen Gruppen, wie z.B. Sulphydryl-, Amino- oder

Hydroxylgruppen in Proteinen und Enzymen (Eder et al., 1992) in einer Michael-Addition.

Durch die in Konjugation zur Carbonylfunktion stehende Doppelbindung existieren mehrere

mesomere Formen und Nukleophile reagieren entweder mit dem C-3-Atom in einer 1,4-

Addition oder am C-1-Atom in einer 1,2-Addition. Unter physiologischen Bedingungen findet

haupts chlich die 1,4-Michael-Additionsreaktion statt (Esterbauer et al., 1982). Schon 1967

konnten Burkl et al. an Ehrlich-Ascites-Tumoren, Leber- und Nierenzellen sowie an

Leukozyten zeigen, daß , -unges ttigte Aldehyde so mit den SH-Gruppen der Zell- und

Gewebsproteine reagieren, daß die Carbonylgruppe reaktionsf hig bleibt. Weiterhin

beschrieben sie auch die Reaktion von 2-Alkenalen mit der SH-Gruppe von Cystein und

Glutathion. In der Zelle dienen als Reaktionspartner SH- oder NH2-Gruppen von

Aminos uren oder Proteinen und auch DNA (Eder et al., 1982). Bei vergleichbaren pK-

Werten und sterischer Umgebung reagieren Aminogruppen ca. 300 mal langsamer als SH-

Gruppen (Friedmann et al., 1965; Esterbauer et al., 1982). Dabei ist sowohl eine Michael-

Addition als auch die Bildung Schiff’scher Basen m glich. In Nachfolgereaktionen kann es

dann zu einer Quervernetzung von Proteinen und Aminos uren kommen. So konnte gezeigt

werden, daß die Behandlung von Collagen mit hohen Acroleinkonzentrationen zu einer

Modifizierung der 

Die Reaktion , -unges ttigter Aldehyde und Ketone mit Sulfhydrylgruppen f hrt zur

Bildung ges ttigter Aldehyde, wobei die SH-Gruppe am C-3 ber eine Thioetherbr cke

gebunden ist. Hierbei zeigt sich Acrolein am reaktivsten mit SH-Gruppen, es reagiert nicht

nur am schnellsten, es bildet auch das stabilste Addukt (Schauenstein et al., 1977). Der

Vergleich der Reaktivit t verschiedener , -unges ttigter Carbonylverbindungen gegen SH-

Gruppen zeigt einen deutlichen Anstieg in der Sequenz: l ngere 2-Alkenale<4-Hydroxy-2-

Alkenale<<Acrolein und S ure<Ester<Keton<Aldehyd. So reagiert Acrolein bei der

nichtenzymatischen Reaktion mit Glutathion 160mal schneller als 2-trans-Butenal, welches



3mal schneller als 2-trans-Octenal reagiert. Bei der Umsetzung von , -unges ttigten

Aldehyden mit Cystein, reagiert ein weiteres Cysteinmolek l mit dem Prim raddukt unter

Bildung eines Thiazolidins (Esterbauer et al., 1976). Als m gliche Proteinreaktion von 2-

Cyclohexen-1-on wird z.B. die Reduktion der Leber-Glukokonase-Aktivit t beschrieben,

wobei es zu einer konzentrationsabh ngigen Unterdr ckung der Glukokinase-Aktivit t kommt

(Miwa et al., 1990).

1.3.5 Metabolismus

Die Biotransformation von Fremdstoffen ist f r die Entgiftung des K rpers lebenswichtig.

Dabei spielt die Art der chemischen Ver nderung, die vom Organismus an Fremdstoffen

vorgenommen werden, eine entscheidende Rolle. Der Sinn einer solchen metabolischen

Umwandlung besteht in der Erh hung der Polarit t, um damit die Ausscheidung mit dem

Harn oder der Galle zu erleichtern. Gerade bei toxischen Substanzen entstehen jedoch im

Zuge der Biotransformation h ufig reaktionsf hige Metabolite, die als Elektrophile mit den

nukleophilen Stellen von Zellbestandteilen reagieren und diese dabei sch digen. Wird eine

Substanz zu einem Produkt mit h herer biologischer Aktivit t verstoffwechselt, spricht man

von metabolischer Aktivierung. Ist der Metabolit toxischer als die Ausgangssubstanz, wird

dieser Vorgang auch als Giftung bezeichnet. Die Biotransformation kann man in die

Funktionalisierungsreaktion, bei der eine funktionelle Gruppe in die Substanz eingef hrt

wird, und die Konjugationsreaktion, bei der ein polares Molek l aus dem

Intermedi rstoffwechsel angeh ngt wird, unterteilen. Bei der Funktionalisierungsreaktion

handelt es sich um Oxidationen, Reduktionen oder Hydrolyse, welche durch Cytochrom P-

450-haltige Monooxigenasen, Alkohol- und Aldehyddehydrogenasen, Epoxidhydrolasen,

Esterasen und Amidasen katalysiert werden. Bei der Konjugationsreaktion spielen Glutathion-

S-Transferasen, Glucuronyltransferasen sowie sulfatierende, acetylierende und methylierende

Enzyme eine Rolle (Eisenbrand und Metzler, 1994):

, -unges ttigte Carbonylverbindungen k nnen also im K rper auf vielf ltige Art

metabolisiert werden. Aufgrund ihrer Reaktivit t kann es sowohl enzymatisch als auch nicht

enzymatisch zu einer Reaktion mit dem Tripeptid Glutathion kommen. Die Geschwindigkeit

der nicht enzymatischen Reaktion nimmt dabei mit steigender Kettenl nge des Alkenals ab,

wohingegen die enzymatischen Umsatzraten zunehmen. Die hierbei entstehenden Glutathion-

Addukte werden enzymatisch zur entsprechenden Mercapturs ure derivatisiert und ber den

Harn ausgeschieden (Gray und Barnsley 1971). Eine Reduktion der , -unges ttigten

Carbonylverbindungen durch die Alkoholdehydrogenase (ADH) zu Alkohol hat ebenso wie



die Oxidation durch Aldehyddehydrogenase (AlDH) zur analogen Carbons ure eine

entgiftende Wirkung (Dittberner, 1993). Cytochrom P-450 abh ngige Monooxygenasen

k nnen aus , -unges ttigten Carbonylverbindungen Epoxide oder 4-Hydroxyalkenale bilden,

welche aufgrund der zus tzlichen Aktivierung am C3-Atom eine starke Cytotoxizit t

aufweisen (Schauenstein et al., 1977). Die Epoxide k nnen von Epoxidhydrolasen oder

Glutathion-S-Transferasen entgiftet werden oder mit der DNA unter Bildung von

Ethenoaddukten reagieren (Dittberner, 1993).

Die Zytotoxizit t , -unges ttigter Carbonylverbindungen kann auf die Deaktivierung von

essentiellen SH-Gruppen von Proteinen, Enzymen und Thiolverbindungen wie z.B. Cystein,

GSH, Coenzym A zur ckgef hrt werden, wobei es zur Inhibierung des Zellwachstums und

der Zellteilung kommt. Hierbei zeigt sich, daß neben der Zytotoxizit t der Substanzen in

Mikroorganismen und M usen auch eine Hemmung der DNA-Synthese in Ehrlich-Ascites-

Tumorzellen stattfindet (Schauenstein et al., 1977).

Im Ames-Test mit Salmonella typhimurium TA 104 stellten Marnett et al. 1985 eine hohe

Toxizit t vor allem f r l ngerkettige Enale fest. Bei der Untersuchung von Acrolein,

Crotonaldehyd, Hexenal und Hexadien-1-al konnte die Toxizit t durch die Zugabe von GSH

reduziert werden. Da gleichzeitig die Mutagenit t in Anwesenheit von GSH nicht zur ckging,

schlossen die Autoren, daß die Toxizit t ein wichtiger Faktor zur Mutagenbestimmung dieser

Verbindungen darstellt, obwohl beide Prozesse unabh ngige Ereignisse sind. An humanen

Endothelzellen zeigten sich trans-1-Hexenal und trans-2-Octenal nur in sehr hohen

Konzentrationen toxisch (LD50 von >100 M bzw. 50 M), w hrend sich 2,4-Nonadienal als

sehr toxisch (LD50=21 M) erwies (Kaneko et al., 1988). Bei der Untersuchung der mutagenen

Aktivit t verschiedener , -unges ttigter Carbonylverbindungen (C5-C9) an V79-Zellen

konnte eine starke zytotoxische Aktivit t festgestellt werden, die mit der Kettenl nge zunahm.

Die S ugerzellen erwiesen sich hierbei sensitiver als Bakterienzellen, da in Bakterienzellen

die Toxizit t der untersuchten Verbindungen mutagene Wirkungen ausschloß (Canonero et

al., 1990). Auch 2-Cyclohexen-1-on konnte an V79-Zellen als potente zytotoxische

Verbindung mit einem IC50-Wert von 18 M detektiert werden (Janzowski et al., 1997). Eder

et al. stellten 1992 einen Zusammenhang zwischen der steigenden Toxizit t, der Kettenl nge

und erh hter Lipophilie her. Ihre Untersuchungen zeigten außerdem einen speziellen Effekt

zus tzlicher Doppelbindungen auf. F r 2,4-Hexadien-1-al konnte n mlich eine erniedrigte



Toxizit t und erh hte Mutagenit t im Vergleich zu trans-2-Hexenal und Pentenal

nachgewiesen werden.

In bakteriellen Mutagenit tstests findet sich f r , -unges ttigte Carbonylverbindungen zum

Teil deutlich ein mutagenes Potential. So sind z.B Acrolein und Crotonaldehyd mutagen im

Ames-Test (Lutz et al.,1982, Eder et al., 1982), w hrend 2-Cyclohexen-1-on nur sehr gering

direkte mutagene Effekte zeigt. In weiteren Untersuchungen konnten Eder et al. 1992

Crotonaldehyd und trans-2-Hexenal als mutagen darstellen, f r 2-trans,6-cis Nonadienal war

dies nicht der Fall. Man geht davon aus, daß 2-trans,6-cis-Nonadienal so toxisch wirkt, daß

keine Erh hung der Revertanten meßbar ist. Die abnehmende Mutagenit t mit zunehmender

Kettenl nge ist somit durch die erh hte Toxizit t erkl rbar. Dagegen fand Schumacher 1990

auch f r 2-trans,6-cis-Nonadienal eine mutagene Wirkung. Czerney et al. untersuchten 1998

die Wirkung von Crotonaldehyd auf den Plasmidvektor pZ189 und fanden 39%

Punktmutationen, 46% Deletionen, 15% Insertionen und Inversionen.

, -unges ttigte Carbonylverbindungen k nnen mit DNA-Basen Addukte bilden. Als

Zielmolek l konnte Guanosin identifiziert werden. Es konnte die Bildung von in vivo und in

vitro DNA-Addukte f r Crotonaldehyd und Acrolein dargestellt werden (Chung et al., 1984

und 1889; Eder et al., 1990, 1992 und 1993). Hexenal und Nonadienal Addukte wurden

ebenfalls beschrieben (Schuhmacher et al., 1990; G lzer et al.,1996). Die Bildung von DNA-

Addukten gilt als Indikator f r Mutagenit t, Genotoxizit t und vermutlich auch

Carcinogenit t. Ein carcinogenes Potential beschrieb Eder et al. 1993 f r Crotonaldehyd und

Acrolein, welche die Differenzierung bronchialer Epithelzellen bedingen und so zur Initiation

von Lungenkrebs beitragen. Außerdem scheinen , -unges ttigte Carbonylverbindungen eine

wichtige Rolle bei erblichen Krankheiten, welche mit einem erh hen Krebsrisiko einhergehen

eine wichtige Rolle zu spielen. Beispiele hierf r sind das Bloom’s Syndrom oder die Fanconi

Am mie. Beide Krankheiten zeigen eine erh hte Empfindlichkeit gegen ber zellul rem

Sauerstoff und eine Sauerstoffabh ngigkeit von Chromosomenaberrationen, die durch

reaktive Produkte der Lipidperoxidation induziert werden. Die Induktion von Lebertumoren

durch Crotonaldehyd in Ratten wurde ebenfalls beschrieben (Chung et al., 1986).

Die Interaktionen reaktiver Carbonylverbindungen mit Proteinen und Enzymen f hren nicht

nur zur Zytotoxizit t, sondern k nnen auch indirekt zur Genotoxizit t beitragen (Eder et al.,

1992). So wird z.B die O6-methylguanine DNA-Methyltransferase gehemmt (Krokan et al.,

1985), die Hemmung der DNA-, RNA- und Proteinsynthese wird f r 4-Hydroxyalkenale



beschrieben (Whit et al., 1984). Benedetti et al. beschrieben 1979 die Verringerung der

Cytochrom P-450-Aktivit t in Rattenhepatozyten, die Hemmung der Glutathion-S-Transferase

konnte ebenfalls detektiert werden ( Chien et al., 1994; van Iersel et al., 1996 und 1997).

Des weiteren reagieren 4-Hydroxyalkenale mit Tubulin und beeinflussen dessen

Polymerisation (Gabriel et al., 1985; Eder et al., 1993).

Auch die Induktion von Mikronuclei und SCE’s bei humanen Lymphozyten f r

Crotonaldehyd (O’Brian et al., 1988; Dittberner et al., 1995) , 2-trans-Hexenal und 2-trans,6-

cis-Nonadienal (Dittberner et al., 1995) konnte nachgewiesen werden. In der Reihe der 2-

Alkenale induzierten die kurzkettigen Verbindungen mehr SCE’s als l ngerkettigere.

Strukturelle Chromosomenaberrationen konnten f r Crotonaldehyd, nicht jedoch f r 2-trans-

Hexenal und 2-trans,6-cis Nonadienal detektiert werden. Entgegengesetzt fand man f r diese

beiden eine hohe Anzahl numerischer Aberrationen.

Mit Hilfe der alkalischen Filterelution konnten Einzelstrangbr che und DNA-Protein- bzw.

DNA-DNA-Quervernetzungen an CHO-Zellen (Brambilla et al., 1986), Bronchialfibroblasten

(Grafstr m et al., 1988), Leuk miezellen der Maus (Eder et al., 1993) sowie prim ren

Rattenhepatozyten und Namalva-Zellen (Eisenbrand et al., 1995) nachgewiesen werden.

Li et al. beschrieben 1997 die Induktion von Apoptose und Nekrose in humanen alveol ren

Makrophagen durch Acrolein sowie eine Hemmung der Freisetzung von IL-1beta, TNF-  und

IL-12. Die Hemmung der TNF- -Sekretion durch Hexenal und Octenal konnte ebenfalls

gezeigt werden (Girona et al., 1997). Thomas et al. wiesen 1994 die Induktion der IL-1

Freisetzung durch Octenal und 2,4-Decadienal nach.



1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Der Zelltod ist ein Prozeß, welcher in der Beendigung der biologischen Aktivit t gipfelt.

Diese Arbeit besch ftigt sich mit der Induktion von Apoptose (programmierter Zelltod) durch

, -unges ttigte Aldehyde und Ketone und deren qualitativen und quantitativen Darstellung.

• Im Vordergrund stand der parallele Einsatz dreier Untersuchungsmethoden zur

Apoptosedetektion und die Analyse der Aussagekraft der einzelnen Mehtoden. Zum

Einsatz kam die Apoptosebestimmung mittels 2-Parameter-Durchflußzytometrie (Messung

von DNA- und Proteingehalt), die Darstellung der internukleosomalen DNA-Framente im

Agarosegel und die fluoreszenzmikroskopische Bestimmung einzelner Apoptosestadien.

• Desweitern wurde das Potential der Substanzen 2-Cyclohexen-1-on, trans-2-Hexenal, 2-

trans,4-trans-Hexadien-1-al und 2-trans,6-cis-Nonadienal zur Induktion von Apoptose an

vier humanen Leuk miezellinien untersucht. Diese Verbindungen sind in der Natur weit

verbreitet und wurden u.a. auch durch unsere Arbeitsgruppe gut charakterisiert. Dabei

sollte sowohl eine Konzentrationskinetik als auch eine Zeitkinetik aufgestellt werden. Die

Untersuchung der Phasenspezifit t bez glich der Apoptoseinduktion, die haupts chlich bei

der Charakterisierung von Antitumormedikamenten eine große Rolle spielt, wurde

• Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses der Kettenl nge und

der Anzahl der Doppelbindungen auf das apoptoseinduzierende Potential. Zu diesem

Zweck wurden eine weitere Substanz, das trans-2-Octenal eingesetzt. Es sollte somit ein

Vergleich zwischen 3 C6-Verbindungen und einer C8- bzw. einer C9-Verbindung



2. Material und Methoden

2-Alkenale:

2-trans-Hexenal (Sigma-Aldrich)

2-trans, 4-trans-Hexadien-1-al (Sigma-Aldrich)

2-trans-Octenal (Sigma-Aldrich)

2-trans, 6-cis-Nonadienal (Sigma-Aldrich)

2-Alkenon:

2-Cyclohexen-1-on (Sigma-Aldrich)

Sonstige Substanzen:

Actinomycin D (Sigma-Aldrich)

Zellinien:

HL-60, K562, Molt4 und U937 (Tumorbank, DKFZ-Heidelberg)

Zellkultur:

Brutschrank (CO2-Inkubator, Forma Scientific)

HBSS w/o Calcium, Magnesium und Phenolrot (BioWhittaker)

Laminar-Flow (Gelaire, Flow Laboratories)

Mikroskop (Axioskop, Zeiss)

Pen

RPMI-1640 Medium (Gibco)

Sterile Einmalpipetten (Eppendorf, Sarstedt)

Trypanblau (Sigma)

Umkehrmikroskop (Olympus, Hamburg)



Wasserbad (ITS)

Zellkulturflaschen (Nunc)

Zentrifugen (Heraeus, Hermle)

Gelelektrophorese:

Agarose (Qualex Gold, AGS-Heidelberg)

Elektrophoresekammer

Ethidiumbromid (Sigma)

-DNA, HindIII verdaut, Sigma; 100bp-Leiter, Pharmacia)

NP-40 (Sigma)

Proteinase K (Sigma)

RNase (Sigma)

SpeedVac (Univapo 150H, Uniequip)

Zentrifugen (Heraeus)

Mikroskopie:

DAPI = 4´6-Diamidino-2-Phenylindol (Sigma)

Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Zeiss)

Sulphorhodamin101 (Sigma)

Zytozentrifuge (Cytospin, Shandon)

Durchflußzytometrie:

Annexin V-FITC (Bioproducts)

DAPI (Sigma)

Hepes (Sigma)

Propidiumjodid (Sigma)

Software (Multicycle, WinMDI)



Sulphorhodamin101 (Sigma)

Anmerkung:

Die L sungen, Puffer und Reagenzien, welche f r diese Arbeit verwendet wurden, sind in

Kombination mit der jeweiligen Methode angegeben.



2.2 Zellkultur

2.2.1 Bestimmung der Lebendzellzahl (Trypanblau-Ausschlußtest)

Zum Auss en der Zellen in einer definierten Dichte, mußte deren Lebendzellzahl bestimmt

werden. Hierzu wurde ein Aliquot von 10 l der jeweiligen Zellsuspension mit 10 l

Trypanblau (Sigma) versetzt. Erwies sich die Suspension als zu dicht zum Ausz hlen wurde

vor der Zugabe von Trypanblau  noch eine 1:10 bzw. 1:100 Verd nnung durchgef hrt. In

einer Neubauer Z hlkammer konnten Trypanblau-positive, d.h. tote Zellen, von ungef rbten

Zellen unterschieden werden. Es wurden 4 Eckquadrate mit 16 kleinen Quadraten an

ungef rbten Zellen ausgez hlt und davon der Mittelwert errechnet. Die Zellzahl pro ml

errechnet sich dann wie folgt:

4

Ein Verfahren zur Bestimmung der Zytotoxizit t ist der Trypanblau-Ausschlußtest, welcher

die Unterscheidung von lebenden und toten Zellen erm glicht (siehe auch 2.2.1.). Dazu wurde

von den Testans tzen vor der Aberntung ein Aliquot von 20 l entnommen und mit derselben

Menge Trypanblau vermischt. Es folgt eine 5-10 min tige Inkubation bei RT. Die Kontrolle

der Zellen nach 10 min zeigte dabei keine erh hte Rate positiver Zellen gegen ber der 5

min tigen Inkubation. Unter dem Umkehrmikroskop wurden bei zwanzigfacher Vergr ßerung

Trypanblau-positive und negative Zellen in einer Neubauer Z hlkammer ausgez hlt. Hieraus

wurde der Prozentsatz an Trypanblau-negativen Zellen in bezug auf die Gesamtzahl der

% lebende Zellen=
Trypanblau negative Zellen 

Trypanblau negative +  positive Zellen
x 100

2.2.3 Zellinien

Bei den in diesen Untersuchungen eingesetzten Zellsystemen handelt es sich um in der

Literatur h ufig f r Apoptoseuntersuchungen verwendete Zellinien. Zu Beginn wurden die

vier in dieser Arbeit eingesetzten humanen Zellinien vermehrt und in Portionen von 108

Zellen/ml in RPMI 1640-Medium mit 10% DMSO und 20% FKS zuerst f r 3 Tage bei -70 C,



2.2.3.1 Die Zellinie HL-60

Bei der humanen Suspensionszellinie HL-60 handelt es sich um eine von Collins et al. (1977)

eingef hrte promyelozytische Leuk miezellinie. Diese wurde durch Leukopherese aus

peripherem Blut einer 36-j hrigen Kaukasierin mit akuter promyelozytischer Leuk mie

gewonnen. Der berwiegende Teil besteht aus neutrophilen Promyelozyten mit deutlicher

Kern/Zytoplasma-Asynchronit t, wobei bis zu 10% der Zellen spontan differenzieren. HL-60

Zellen haben einen pseudodiploiden Karyotyp mit 5 Markerchromosomen.

2.2.3.2 Die Zellinie K562

Diese chronisch myeloische Leuk miezellinie wurde 1975 von Lozzio et al. eingef hrt. Sie

wurde aus dem Pleuraerguß einer 53-j hrigen Frau mit CML in terminaler Blastenkrise

gewonnen. Weitere Studien beschrieben diese Zellinie als erythroleuk mische Zellinie

(Anderson et al., 1979). Die Zellen dieser Zellinie haben einen triploiden Karyotyp (2n=67).

2.2.3.3 Die Zellinie Molt4

Diese Leuk miezellinie wurde 1972 aus peripherem Blut eines 19-j hrigen Mannes mit akuter

lymphoblastischer Leuk mie etabliert. Es handelt sich hierbei um eine stabile T-Zell-

2.2.3.4 Die Zellinie U937

Bei dieser Zellinie handelt es sich um eine histiozytische Lymphomzellinie, welche von

Sundstrom et al. 1976 eingef hrt wurde. Sie entstammt dem Pleuraerguß eines 37-j hrigen

Kaukasiers mit diffusem histiozytischem Lymphom. Die Zellen zeigen einen hypotriploiden

Karyotyp (2n=58-69).

2.2.4 Kultivierungsbedingungen

Alle Versuche wurden unter streng sterilen Bedingungen durchgef hrt, um eine

Kontamination der Zellkulturen zu vermeiden. Alle eingesetzten L sungen wurden auf 37 C

Die Zellinien wurden in der Regel f r 10min bei 1000 Upm zentrifugiert um eine

2, 95% Luftfeuchtigkeit



Die Zellinien HL-60, K562, Molt4 und U937 wurden als Suspension in RPMI 1640-Medium

mit 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin in 850ml Gewebekulturflaschen

(Vorratsflaschen) kultiviert. Dazu wurde jeweils montags eine Zelldichte von 3x104 Zellen/ml

eingestellt. Der Mediumwechsel erfolgte mittwochs und freitags, indem 9/10 der Suspension

verworfen und durch frisches Medium ersetzt wurden. Die Zellen wurden in der Regel erst

nach 3 Wochen Kultivierungsdauer f r die Versuche eingesetzt und nicht l nger als 10

Wochen kultiviert, um Ver nderungen der Linien, wie sie mit zunehmender Kulturdauer

2.2.5 Versuchsaufbau

Bei allen in dieser Arbeit durchgef hrten Experimenten wurde darauf geachtet, daß sich die

Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase befanden. Die Zellen aus den Vorratsflaschen

wurden gepoolt und nach einer Zellzahlbestimmung aufgeteilt.

Zur Untersuchung der Apoptoseinduktion wurden die Zellen in einer Konzentration von

2,5x105

2.2.5.1 Actinomycin D

Actinomycin D geh rt zu der Gruppe von stark giftigen, antibiotisch wirkenden

Chromopeptiden, die als Stoffwechselprodukte von verschiedenen Streptomyces-St mmen

(u.a. Streptomyces chrysomallus, S. antibioticus) gebildet werden. Actinomycin D interkaliert

GC-spezifisch in die DNA-Doppelhelix und hemmt in geringer Konzentration die RNA-

Polymerase. Dadurch kommt es zur Wachstumshemmung proliferierender Zellen. In h heren

Konzentrationen kommt es zus tzlich zur Hemmung der DNA-Replikation. Anwendung

findet Actinomycin D als Zytostatikum, z.B. bei Wilms Tumoren, Rhabdomyosarkomen

sowie Hoden und Uteruskarzinomen. In vitro Studien konnten die Induktion von

Chromosomenaberrationen und DNA-Strangbr chen in menschlichen Zellen detektieren.

Actinomycin D ist zudem in der Lage Mauszellen (C3H 10T1/2) zu transformieren. Es

erzeugt Chromosomenaberrationen, SCE’s, Mutationen, DNA-Strangbr che, aber keine

Aneuploidien in Nagerzellen.

Anzai et al. setzten 1994 Actinomycin D zur Induktion von Apoptose in verschiedenen

myeloiden Zellsystemen ein und konnten einen konzentrations- und zeitabh ngigen Verlauf

darstellen. Actinomycin D zeigte große Unterschiede in der St rke der Apoptoseinduktion

zwischen den einzelnen Zellinien (K562<<U937<HL-60<P39). Martin et al. beschrieb schon

1990 die Induktion von Apoptose durch Aktinomycin D.



2.2.5.2 Versuchsdesign

Die Inkubation mit den zu untersuchenden Substanzen erfolgte bei 2-trans-Hexenal, 2-trans,

4-trans-Hexadien-1-al, 2-trans-Octenal sowie 2-trans,6-cis Nonadienal jeweils f r eine

Stunde, bei 2-Cyclohexen-1-on f r 24h, bei Actinomycin D f r 6h bei 37 C im Brutschrank.

Die Inkubationsdauer f r 2-Cyclohexen-1-on mußte gegen ber den anderen Carbonyl-

verbindungen ver ndert werden, da diese Verbindung nach einer Stunde Inkubation keine

Apoptose induzierte. Bei den in DMSO gel sten Testsubstanzen (Hexenal, Hexadienal,

Octenal und Nonadienal) lag die h chste L sungsmittelkonzentration bei 0.05%, bei in

Ethanol gel sten Substanzen (Actinomycin D) bei 0.5%. Cyclohexenon wurde in destilliertem

Wasser gel st. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, daß diese L sungsmittel-

konzentrationen keinen Einfluß auf die Apoptoseinduktion hatten.

Die eingesetzten Konzentrationen lagen bei Cyclohexenon und Octenal zwischen 0-100 M,

bei Hexadienal zwischen 0-125 M, bei Hexenal zwischen 50-150 M, bei Nonadienal

zwischen 0-50 M und bei Actinomycin D zwischen 0.05-5 g/ml (siehe tabellarische

bersicht, S.34). Diese Konzentrationen wurden ebenso wie die Inkubationsdauer jeweils in

Vorversuchen ermittelt. Um zytotoxische Effekte der verwendeten Substanzen auf die

verschiedenen Zellsysteme auszuschließen, wurden nur solche Substratkonzentrationen

eingesetzt, welche nach der Inkubation noch mindestens 80% lebende Zellen aufwiesen. Die

Bestimmung toter Zellen erfolgte mit der Trypanblau-Ausschluß-Methode (siehe 2.2.1) nach

Phillips (1973).

Nach der Inkubation mit Hexenal, Hexadienal, Octenal und Nonadienal wurden die Zellen mit

HBSS-L sung gewaschen und anschließend im frischen Medium weiterkultiviert. Das

Abernten erfolgte dann bei Erstellung der Konzentrationskinetik 4h nach erneutem Auss en

der Zellen. Zur simultanen Durchf hrung einer Zeitkinetik wurde ab dem Zeitpunkt Null nach

dem erneuten Auss en bis 4h danach st ndlich abgeerntet. Zus tzlich erfolgte eine Aberntung

24h nach erneutem Auss en (bei der Zellinie Molt4 auch 48h und 72h). F r Cyclohexenon

und Actinomycin D erfolgte kein Auswaschen der Substanz. Nach der Inkubation wurden die

Testans tze direkt abgeerntet. F r die Erstellung einer Zeitkinetik wurde bei Cyclohexenon

nach 2h, 4h, 8h, 12h zus tzlich abgeerntet. Aktinomycin D wurde zum Testen der Methodik

(Anzai et al., 1994) eingesetzt. Hier entfiel die Zeitkinetik.



Die Testans tze wurden f r jede Substanz dreimal an aufeinanderfolgenden „Passagen“

Actinomycin D Cyclohexenon Hexenal Hexadienal Octenal Nonadienal

Eingesetzte

Konzentrationen:

Konzentrations-

kinetik:

Zeitkinetik:

0.05-0.1-0.5-1-

6h-Inkubation

10-25-50-75-

24h-Inkubation

2h-4h-8h-12h-24h

50-75-100-125-

1h-Inkubation/

4h-Post-inkubation

1h-2h-3h-4h-24h

Postinkubation

bei der Zellinie

Molt4 erfolgte

und 72h

Postinkubation

10-25-50-75-100-

1h-Inkubation/

4h-Post-inkubation

1h-2h-3h-4h-24h

Postinkubation

bei der Zellinie

Molt4 erfolgte

und 72h

Postinkubation

10-25-50-75-

1h-Inkubation/

4h-Post-inkubation

1h-2h-3h-4h-24h

Postinkubation

1h-Inkubation/

4h-Post-inkubation

1h-2h-3h-4h-24h

Postinkubation

2.2.6 Abernten

Vor der Durchf hrung der durchflußzytometrischen Messungen, der morphologischen

Charakterisierung mittels Fluoreszenzmikroskopie sowie der DNA-Isolation mußten die

Zellen der verschiedenen Testans tze fixiert werden. F r die durchflußzytometrischen

2.2.6.1

mikroskopie

Verwendete Materialien und Reagenzien:

• Ethanol (EtOH, 99.8% p.a.)

• Vortexer



• Zellsuspension 10min bei 1000Upm abzentrifugieren

• 

• Zellpellet in 5ml 70% eiskalten EtOH auf dem Vortexer resuspendieren und

Die so fixierte Zellsuspension kann dann mehrere Monate bei +4 bis -20 C aufbewahrt und

sowohl f r die DNA-Durchflußzytometrie als auch f r die mikroskopische Auswertung

eingesetzt werden.

Verwendete Materialien und Reagenzien:

• Ethanol (EtOH, 99.8% p.a.)

• Vortexer

• HBSS w/o Calcium, Magnesium und Phenolrot (BioWhittaker)

Zellsuspension 10min bei 1000Upm abzentrifugieren

• 

• 

• 10ml 70% eiskaltes EtOH zugeben

• 



2.3 Durchflußzytometrie

F r die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Herstellung eines externen

Standards Lymphozyten aus weiblichem Vollblut mittels Dichtegradientenzentrifugation

isoliert. Dieser Standard wurde zur Qualit tskontrolle der F rbung, berpr fung der Linearit t

der Messung im Histogramm sowie der Calibrierung des Ger tes zu Beginn jeder

durchflußzytometrischen Messung eingesetzt.

Verwendete Materialien und Reagenzien:

• EtOH

• Ficoll Histopaque 1077 (Sigma)

• PBS

• Vortexer

• 

• In einem 50ml Zentrifugenr hrchen 10ml Ficoll vorlegen und langsam mit ca. 20ml

• 30min bei 2000Upm abzentrifugieren

• 

• 10min bei 1500Upm abzentrifugieren

• Pellet in 5ml PBS resuspendieren und 10min bei 1000Upm abzentrifugieren

• 

• 

Bei der in dieser Arbeit angewandten Zwei-Parameter-Messung wird der DNA-Gehalt und der

Proteingehalt der in Suspension vorliegenden Zellen bzw. Zellkerne gemessen. Der Farbstoff

DAPI (4’,6-Diamidino-2-Phenylindol) wurde von St hr et al. (1977) und Otto et al. (1994),

Sulforhodamin101 von Freeman et al. (1975) und St hr et al. (1977) in die

Durchflußzytometrie zur DNA-Gehalts- bzw. Proteingehaltsbestimmung eingef hrt. Die

simultane Fluoreszenzmessung von DNA und Proteinen ist mit den Farbstoffen DAPI und

Sulforhodamin101 m glich, da sich die Emissionswellenl ngen der beiden Farbstoffe deutlich



voneinander unterscheiden. Das Emissionsoptimum von DAPI liegt bei 485nm, von

Sulforhodamin 101 bei 620nm.

Verwendete Materialien und Reagenzien:

• 

• fixierte Zellsuspension

• 

• Ein Aliquot von 0.5ml der fixierten Zellsuspension entnehmen

• 

• Zellpellet in 0.5ml HR-A aufnehmen und gut resuspendieren, Inkubation 10min bei RT

• 

• Messung

2.3.3 2-Parameter-Messung des DNA- und Proteingehaltes

Die DNA-Durchflußzytometrie wurde an einem PAS III-Ger t der Firma Partec (M nster)

durchgef hrt. Nach einem „warm up“ von mindestens einer Stunde wurde ein konstanter

Partikelfluß 100-200 Zellen pro Sekunde durch die Meßkammer geschleust. Dabei wurde der

Zellstrom regelm ßig im Okular kontrolliert. F r jede Messung wurden 5-10000 Kerne

ausgewertet. Die Daten der jeweiligen Messungen wurden gespeichert und die Histogramme

Im Anschluß an die durchflußzytometrische Messung wurden die gespeicherten Daten

transformiert und mittels des Multi-Cycle-Computerprogramms von Rabinowitsch (1990;

Phoenix Flow Systems, San Diego, Kalifornien) sowie des WinMDI-Computerprogramms (J.

Trotter, Version 2.3, 1996) ausgewertet. Das Multi-Cycle-Programm basiert auf dem Prinzip

der Kurvenanpassung, welche das DNA-Histogramm als Summe dreier analytischer

Funktionen darstellt, die die G0/G1-, S- und G2/M-Phasenverteilung beschreiben. Bei WinMDI

wurden Regionen/Gates definiert (siehe Abb.1.6) und der Prozentsatz an Ereignissen in diesen

berechnet.



Annexin V bindet an Phosphatidylserine, welches in fr hen Apoptosestadien von der

Innenseite der Plasmamembran an die Außenseite verlagert wird. Durch gleichzeitige F rbung

der Zellen mit PI kann man intakte Zellen (FITC-/PI-), fr h apoptotische Zellen (FITC+/PI-),

sp t apoptotisch bis nekrotische Zellen (FITC+/PI+) und eindeutig nekrotische Zellen (FITC-

/PI+) voneinander unterscheiden. Mit diesem Annexin V Assay ist es also m glich fr he

Apoptosestadien, bevor der Verlust der Membranintegrit t auftritt, zu detektieren. Diese

F rbung wurde nur bei einigen exemplarischen Testans tzen durchgef hrt, um aufgetretene

Diskrepanzen zwischen den angewandten Untersuchungsmethoden zu verifizieren.

Verwendete Materialien und Reagenzien:

• Annexin V-FITC (Bioproducts)

• Binding-Puffer (10mM Hepes/NaOH, pH7.4, 140mM NaCl, 2.5mM CaCl2)

• 

• Testansatz 10min bei 1000Upm abzentrifugieren

• Pellet in 1ml PBS resuspendieren, 10min bei 1000Upm abzentrifugieren

• Pellet in Binding-Puffer resuspendieren, Zellzahl auf 2-5x105Zellen pro ml einstellen

• 195 l dieser Suspension in ein neues Zentrifugenr hrchen berf hren und mit 5 l Annexin

• Suspension 10min bei 1000Upm abzentrifugieren

• Pellet in 1ml Binding-Puffer resuspendieren und erneut 10min bei 1000Upm

abzentrifugieren

• Pellet in 380 l Binding-Puffer resuspendieren und mit 20 l Propidiumiodid-Stamml sung

mischen

• Messung

2.3.5 Zwei-Parameter-Messung von Annexin V-FITC und Propidiumjodid

Diese Untersuchung wurde bei den Zellinien K562 und Molt4 durchgef hrt. Eingesetzt

wurden die zuvor detektierten kritischen Konzentrationsbereiche, bei denen Diskrepanzen

auftraten (0,5 M ActinomycinD, 50 M 2-Cyclohexen-1-on, 125 M trans-2-Hexenal, 100 M

2-trans,4-trans-Hexadien-1-al, 75 M trans-2-Octenal und 40 M 2-trans,6-cis-Nonadienal).

Die Messungen wurden an einem Coulter EPICS XL-MCL-Durchflußzytometer (Coulter

Electronics, Krefeld) durchgef hrt. Die Zellen streuen dabei das Laserlicht und emittieren



Fluoreszenzlicht eingesetzter Fluorochrome. Hierbei ist das Vorw rtsstreulicht (FSC)

proportional zur Zellgr ße der gemessenen Zelle. Das Seitw rtsstreulicht (SSC), welches im

90  Winkel zur Achse des Laserstrahls l uft, ist proportional zur Granularit t der Zelle.

Hiermit ist z.B die Unterscheidung zwischen Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten

m glich. Das Fluoreszenzlicht der eingesetzten Fluorochrome emittiert in alle Richtungen zur

Achse des Laserstrahls. In dieser Arbeit wurde zum einen das Vorw rtsstreulicht gegen

Seitw rtsstreulicht, zum anderen Annexin V gegen Propidiumjodid (PI) als 2-Parameter-Dot

Plot  dargestellt. F r jede Messung wurden 5000 Zellen ausgewertet. Die Daten der jeweiligen

Messung wurden gespeichert und die Dot Plots ausgedruckt.

1 2

3 4

Abb.2.1:
Mausthymozyten.A.Unbehandelte U937-Zellen, B. U937-Zellen, 3h mit rhTNF-alpha zur Induktion von
Apoptose behandelt, C. Unbehandelte, frische Maus-thymozyten, D. Kultivierte Mausthymozyten (3h). 
In A ist die Reihenfolge der Quadranten angegeben. In Quadrant 1 findet man nekrotische (PI+/FITC-), 

Quadrant 4 apoptotische Zellen (PI-/FITC+).



Zur Beurteilung der einzelnen Apoptosestadien mußten die fixierten Zellen f r die

Fluoreszenzmikroskopie auf Objekttr ger aufgebracht werden. Dazu wurden die Zellen mit

Hilfe einer Zytozentrifuge auf Objekttr ger zentrifugiert. Die Zellen befanden sich

anschließend in einem gut auswertbaren, kleinen runden Bereich in der Mitte des

Verwendete Materialien und Reagenzien:

• Zytozentrifuge (Cytospin 3, Shandon)

• 

• 

• 

• Objekttr ger beschriften und zusammen mit einem Filter und einem Trichter in einen

• 

• 

• 4min bei 1200Upm aufzentrifugieren

• 

• 



2.5 Fluoreszenzmikroskopie

2.5.1 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

F r die mikroskopische Auswertung der einzelnen Apoptosestadien wurden die

Zytospinpr parate der Testans tze (2.4.1) mit DAPI/Sulforhodamin101-F rbel sung

eingebettet und an einem Zeiss Axioskop Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, M nchen)

ausgewertet. Es wurde die gleiche F rbung gew hlt wie f r die DNA-Durchflußzytometrie,

um eine gute Vergleichbarkeit der beiden Methoden zu gew hrleisten. Das Mikroskop ist mit

3 Single Band Pass Filtern (Chroma Technology) f r blaue, gr ne und rote

Fluoreszenzanregung und mit einem Doppel Band Pass Filter f r gleichzeitige Anregung von

gr ner und roter Fluoreszenz ausgestattet. Von jedem Testansatz wurden mit Ausnahme der

Testreihe Actinomycin D und 2-trans-Octenal 500 Zellen ausgewertet und Mittelwerte in %

berechnet. Dabei wurden normale Zellen, Zellen mit stark kondensiertem Kern, Zellen mit

fragmentiertem Kern sowie apoptotische Bodies in die Auswertung mit einbezogen. Alle 4

eingesetzten Zellinien zeigen im normalen Zustand nur einen kleinen Zytoplasmasaum.

Apoptotische Zellen mit stark kondensiertem Kern zeigen zum einen einen deutlich gr ßeren

Zytoplasmasaum mit durch die Kondensierung st rker fluoreszierenden Kern. Zum anderen

kann das Chromatin in Schollen an der Kernperipherie kondensieren und der Kern eine

Halbmondform annehmen. Von Zellen mit fragmentiertem Kern spricht man, wenn dieser aus

mindestens 4 Fragmenten besteht und auch hier eine st rkere Kondensierung aufweisst

(Abb.2.2).

Abb.2.2: A. 
Kontrollzellen, B. Zellen mit stark kondensiertem Kern, C. Zelle mit fragmentiertem Kern und D. 



2.6 DNA-Isolation

2.6.1 Selektive Isolation niedermolekularer DNA-Fragmente

W hrend des apoptotischen Zelltodes wird ein Teil der zellul ren DNA endonucleolytisch in

oligonucleosomale Fragmente gespalten. Bei der Analyse dieser DNA durch Agarose-

Gelelektrophorese zeigt sich eine sogenannte „DNA-Leiter“ aus 180bp-Fragmenten. Die

Verwendete Materialien und Reagenzien:

• Phosphat-Citrat-Puffer (192 Teile 0.2M Na2HPO4

• Vacuumtrockner (SpeedVac)

• 0.25% Nonidet NP-40

• RNase (1mg/ml)

• Proteinase K (1mg/ml)

• Fixierte Zellsuspension (2.2.7.2.) 10min bei 800g abzentrifugieren

• 

• Zellpellet in 40 l Phosphat-Citrat-Puffer pro 106 Zellen resuspendieren und in ein 1.5ml

• 30min bei RT inkubieren

• 5min bei 1000g abzentrifugieren

• berstand in ein neues R hrchen berf hren und 15min in einem Vakuumtrockner

(SpeedVac) aufkonzentrieren

• 

• 

• 

• 

Die so isolierte DNA kann dann direkt durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert oder bei



2.6.2 Gelelektrophoretische Analyse der DNA

Die analytische und pr parative Flachbett-Agarose-Gelelektrophorese stellt eine schnelle und

einfache Methode zur elektrophoretischen Trennung und Reinigung der DNA dar (Maniatis et

al. 1982). Die negativ geladene DNA wandert dabei in Abh ngigkeit von Molek lgr ße,

Konformation, Agarosekonzentration und angelegter Spannung des elektrischen Feldes zur

Anode. Lineare, doppelstr ngige DNA wandert invers proportional dem nat rlichen

Logarithmus ihres Molekulargewichts; die DNA wird dabei nach ihrer Gr ße im Gel

aufgetrennt.

Bei der Analyse der in 2.6.1 isolierten DNA durch Agarose-Gelelektrophorese und

anschließende Ethidiumbromidf rbung zeigt sich bei Auftreten von Apoptose eine sogenannte

DNA-Leiter aus oligonucleosomalen Fragmenten. W hrenddessen ist bei Nekrose ein

„Schmier“ zu sehen. Aus intakten Zellen sind keine niedermolekularen DNA-Fragmente zu

isolieren.

Verwendete Materialien und Reagenzien:

• Qualex Gold Agarose

• Marker ( -Hind III, 100bp -Leiter)

• 1xTAE-Puffer (0.04M Tris-Acetat; 0.01M EDTA)

• 2xLoading-Puffer (MBI-Fermentas)

• Elektrophoresekammer

• 

• 

• Gelzusammensetzung: 0.8% Agarose in 1xTAE-Puffer

• 

• Proben auf das Gel laden

• 

• 

• Auswertung am Transilluminator



2.7. Statistik

Zur quantitativen Auswertung der Apoptoseinduktion in den einzelnen Testans tzen wurde

der t-Test angewendet. Der t-Test dient zum Vergleich zweier Mittelwerte aus

normalverteilten Grundgesamtheiten (Bronstein und Semendjajew, 1989). Vorausgesetzt

wird, daß der Stichprobenumfang entsprechend groß ist (n1>20). Die Signifikanzgrenzen

(Irrtumswahrscheinlichkeit in %) wurden folgendermaßen festgelegt:

Wenn t gleich oder gr ßer als der zugeh rige Tabellenwert war, wurde der Unterschied bei

einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

  

  5% (p 0.05) als schwach signifikant

  1% (p 0.01) als signifikant

  0.1% (p 0.001) als hoch signifikant

  

bezeichnet.



3. Ergebnisse

In diesen Untersuchungen wurde die Apoptosedetektion mittels 2-Parameter-

Durchflußzytometrie (Messung des DNA-/Proteingehaltes), Darstellung internukleosomaler

DNA-Fragmente im Agarosegel und fluoreszenzmikroskopischer Bestimmung einzelner

Apoptosestadien durchgef hrt. Dabei wurde die Aussagekraft der einzelnen Methoden

analysiert. Zur Einf hrung der Apoptosebestimmung mit den Methoden der

Durchflußzytometrie und der Agarose-Gelelektrophorese wurde Actinomycin D eingesetzt.

Im weiteren Verlauf wurden die in dieser Arbeit eingesetzten Konzentrationsbereiche der , -

unges ttigten Aldehyde und Ketone durch die Ermittlung zytotoxischer

Substanzkonzentrationen eingegrenzt. Die Bestimmung der Zytotoxizit t erfolgte nach dem in

2.2.1 beschriebenen Trypanblau-Ausschlußtest (Phillips, 1973). Die f r die Untersuchungen

zur Induktion von Apoptose eingesetzten Substanzkonzentrationen beeinflußten die Viabilit t

der Zellen nicht.

Bei der nachfolgenden Zusammenstellung der Ergebnisse wurden sowohl der gesamte Sub-

G1-Bereich, welcher neben apoptotischen Zellen Mikrokerne, apoptotische Bodies und Debris

beinhaltet, als auch ein mit „Apoptose“ bezeichneter eingegrenzter Bereich quantitativ

ausgewertet und als S ulendiagramm dargestellt. Der Apoptose-Bereich schließt Mikrokerne,

apoptotische Bodies und Debris aus (siehe Abb.1.6).

3.1. Induktion von Apoptose durch Actinomycin D

HL-60, K562 und Molt4

Zur Einf hrung der Methodik wurden die in der Literatur als wirksam beschriebenen

Konzentrationen von 0.05 g/ml bis 5 g/ml Actinomycin D zur Induktion von Apoptose

verwendet. Hierbei wurde das Auftreten von apoptotischen Zellpopulationen mit Hilfe der

durchflußzytometrischen DNA/Protein-Messung untersucht. In dieser Versuchsreihe zeigte

sich bei den Zellinien U937, HL-60 und Molt4 ein konzentrationsabh ngiges Auftreten eines

Sub-G1-Peaks apoptotischer Zellen nach der Inkubation mit Actinomycin D. Die Zellinie

K562 wies keinen Sub-G1-Peak auf (Abb.3.1).

Bei der Zellinie U937 war bereits ab der niedrigsten Konzentration von 0.05 g/ml der

Unterschied zur Kontrolle schwach signifikant; bei den Zellinien HL-60 und Molt4 war eine

Signifikanz erst ab 0.5 g/ml zu sehen, obwohl der Sub-G1-Peak schon ab 0.1 g/ml detektiert



werden konnte. Die St rke der Apoptoseinduktion variierte innerhalb der getesteten Zellinien,

wobei die Linien U937 und HL-60 den gleichen konzentrationsabh ngigen Verlauf zeigten,

der Anteil apoptotischer Zellen bei HL-60 jedoch um ca. 20% h her lag. Bei der Zellinie

Molt4 fiel die Apoptoseinduktion sehr viel geringer aus (siehe Abb.3.2 und 3.3).

Abb.3.1:Histogramme der 1-und 2-Parameter-Messung  der Inkubation mit  Actinomycin D. A. Kontrolle der 
Zellinie U937, B

K562,
H. 0.5 g/ml Actinomycin D. Das rote Gate bezeichnet den gesamten Sub-G1-Bereich, das blaue Gate den
Apoptose-Bereich.
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Abb.3.2: 
Induktion von Apoptose durch Actinomycin D.* = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = 
hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.3: 
Induktion von Apoptose durch Actinomycin D. *  = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.



3.1.2 Analyse der Induktion von Apoptose mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese

Die w hrend des apoptotischen Zelltodes auftretende endonucleolytische Spaltung der DNA

in oligonucleosomale Fragmente wurde bei allen 4 Zellinien nach der Inkubation mit 0.5 g/ml

Actinomycin D untersucht. Die Zellinien U937 und HL-60 zeigten wie in Abb.3.4 dargestellt

eine DNA-Leiter solcher DNA-Fragmente, w hrend bei den Zellinien K562 und Molt4 keine

typische DNA-Leiter gefunden wurde.

Abb.3.4:Bildung von DNA-Leitern bei U937-, HL-60-, K562- und Molt4-Zellen nach der Inkubation mit 
Spur 1: 100bp-Leiter, Spur 2: U937-Kontrolle, Spur 3: U937-

Actinomycin D, Spur 4: HL-60-Kontrolle, Spur 5: HL-60-Actinomycin D, Spur 6: K562-
Kontrolle, Spur 7: K562-Actinomycin D, Spur 8: Molt4-Kontrolle, Spur 9: Molt4-Actinomycin D, 
Spur 10: -Hind III-Marker.



3.2 Apoptoseinduzierendes Potential von 2-Cyclohexen-1-on

3.2.1.1 Durchflußzytometrische Analyse

Bei der Analyse des apoptoseinduzierenden Potentials von 2-Cyclohexen-1-on konnte f r die

Zellinien U937, HL-60 und K562 eine apoptotische Zellpopulation detektiert werden. Bei der

Zellinie Molt4 war durchflußzytometrisch keine Apoptose zu finden.

Die apoptotische Zellpopulation trat jedoch nur bei der Zellinie K562 als Sub-G1-Peak auf.

Bei den Zellinien U937 und HL-60 stellte sie sich als „Wolke“ oberhalb der S-Phase dar

(siehe Abb.3.5, A und B), so daß sowohl der „Sub-G1-Bereich“ als auch der „Apoptose“-

Bereich auf diese Population ausgedehnt wurde (Abb.3.5, A und B, rotes und blaues Gate).

Abb.3.5:Histogramme der 1- und 2-Par

Bereich, das blaue Gate den Apoptose-Bereich.

Die quantitative Auswertung ergab ab 50 M eine signifikante Erh hung bei den Linien U937

und K562 sowie ab 75 M bei der Linie HL-60 (siehe Abb.3.6 und 3.7). Die U937-Zellen

zeigten nach einem Maximum (75 M) bei 100 M einen leichten Abfall, w hrend die Gr ße

der apoptotischen Zellpopulation bei den HL-60-Zellen sich nicht weiter ver nderte. Bei der

Zellinie K562 konnte ein R ckgang auf Kontrollniveau festgestellt werden. Die St rke der

Apoptoseinduktion variierte bei diesen drei Zellinien nicht. Die statistische Auswertung der

Zellinie Molt4 ergab ab einer Konzentration von 50 M signifikante Unterschiede zur



Kontrolle 10 M 25 M 50 M 75 M 100 M
0

5

10

15

20

25

30

******

***

******
***

***

**

*

Konzentration an 2-Cyclohexen-1-on 

%
 S

ub
-G

1 
ge

sa
m

t

 Molt4
 K562
 HL-60
 U937

Abb.3.6: Durchflußzytometrische Auswertung d
Induktion von Apoptose durch 2-Cyclohexen-1-on. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.7:
Induktion von Apoptose durch 2-Cyclohexen-1-on. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.



3.2.1.2 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die morphologischen Ver nderungen w hrend des apoptotischen Zelltodes wurden

fluoreszenzmikroskopisch an jeweils 500 Zellen ausgewertet. In den nachfolgenden

Abbildungen ist die Aufteilung in Zellen mit stark kondensiertem Kern, Zellen mit

fragmentiertem Kern, apoptotische Bodies und Debris dargestellt. Insgesamt traten bei der

mikroskopischen Auswertung hohe Schwankungen zwischen den durchgef hrten Versuchen

auf.

Bei der Zellinie U937 setzte sich die durchflußzytometrisch detektierte Population

apoptotischer Zellen aus Vertretern aller drei Stadien zusammen. Zellen mit stark

kondensiertem Kern (d.h. fr he Apoptosestadien) wiesen einen leichten, nicht signifikanten

Anstieg ab 50 M auf. Debris war kaum vorhanden. Die Zellen mit fragmentiertem Kern

zeigten ein Maximum bei 75 M, danach erfolgte ein Abfall (Abb.3.8, U937). Der Anteil

apoptotischer Bodies wies einen hnlichen Verlauf (Maximum bei 50 M) auf. Im Gegensatz

dazu bestand die apoptotische Population bei der Zellinie HL-60 fast ausschließlich aus Zellen

mit fragmentiertem Kern (Abb.3.8, HL-60), die einen deutlichen, hoch signifikanten Anstieg
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Abb.3.8:Mikroskopische Auswertung der durch 2-Cyclohexen-1-on induzierten Apoptose bei den Zellinie 
U937 und HL-60. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung angegeben. * = 
schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.



Diskrepanzen fanden sich f r die Zellinien K562 und Molt4. Die bei K562-Zellen

durchflußzytometrisch detektierte apoptotische Zellpopulation konnte mikroskopisch nicht

best tigt werden (Abb.3.9, K562). Bei der Zellinie Molt4, die keinen Sub-G1-Peak zeigte, war

im Mikroskop jedoch eine deutliche Population an Zellen mit stark kondensiertem Kern zu
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Abb.3.9:Mikroskopische Auswertung der durch 2-Cyclohexen-1-on induzierten Apoptose bei den Zellinien 
K562 und Molt4. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung angegeben.
* = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.

Die Zusammenfassung der einzelnen Apoptosestadien inklusive apoptotischer Bodies zur

Summe aller apoptotischer Zellen ergab f r die Zellinien U937 und HL-60 im Vergleich zu

der durchflußzytometrischen Auswertung des gesamten Sub-G1-Bereiches keinen Unterschied

(Abb.3.10). F r die Zellinie K562 war bei 50 M jedoch ein hoch signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Auswertungen zu verzeichnen. Ebenso trat bei der Inkubation der

Zellinie Molt4 mit 75 M und 100 M ein signifikanter Unterschied zwischen den zwei

verschiedenen Auswertungsmethoden auf (Abb.3.11).
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Abb.3.10: Vergleich der durchflußzytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der durch
2-Cyclohexen-1-on induzierten Apoptose bei den Zellinien U937 und HL-60. * = schwach 
signifikante,** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zwischen Durchflußzytometrie 
und Mikroskopie.
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Abb.3.11: Vergleich der durchflußzytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der durch
2-Cyclohexen-1-on induzierten Apoptose bei den Zellinien K562 und Molt4. * = schwach 
signifikante,** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zwischen Durchflußzytometrie 
und Mikroskopie.



3.2.2.1 Durchflußzytometrische Analyse

Zur Erstellung einer Zeitkinetik wurde f r die Zellinien U937, K562 und Molt4 eine

Konzentration von 50 M und f r die Zellinie HL-60 eine Konzentration von 75 M

eingesetzt.

Die quantitative Auswertung ergab bei der Zellinie U937 ab einer Inkubationsdauer von 8h

eine signifikante Erh hung, bei der Zellinie K562 ab 12h eine schwach signifikante Erh hung,

welche bei einer 24h-Inkubation signifikant wurde. Die Zellinie HL-60 zeigte erst bei einer

24st ndigen Inkubation einen dann jedoch hoch signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Bei

der Zellinie Molt4 konnte auch hier keine apoptotische Zellpopulation detektiert werden

(Abb.3.12 und 3.13).
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Abb.3.12: Durchflußzytometrische Auswertung des gesamten Sub-G1-Bereic
von Apoptose durch 2-Cyclohexen-1-on. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch 
signifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.13:
Apoptose durch 2-Cyclohexen-1-on. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch 
signifikante Differenz zur Kontrolle.

3.2.2.2 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der einzelnen Apoptosestadien zeigte, daß sich

die durchflußzytometrisch detektierte apoptotische Population der Zellinie U937

haupts chlich aus Zellen mit fragmentiertem Kern und apoptotischen Bodies, die einen

zeitabh ngigen, jedoch nicht signifikanten Anstieg ab 4h aufwiesen, zusammensetzte (siehe

Abb.3.14, U937). Die Zellen mit stark kondensiertem Kern zeigten ebenfalls einen Anstieg,

der bei 12h signifikant wurde. Es traten bei der Zellinie U937 sehr starke Schwankungen der

mikroskopischen Auswertung zwischen den 3 verschiedenen Versuchen auf. Die apoptotische

Population der Zellinie HL-60 bestand fast ausschließlich aus Zellen mit fragmentierten

Kernen. Diese zeigten einen leichten, schwach signifikanten Anstieg ab 4h und stiegen dann

bei der 24h-Inkubation hoch signifikant an (Abb.3.14, HL-60). F r die Zellinien K562 und

Molt4 konnte mikroskopisch kein signifikanter Anstieg der ausgewerteten Apoptosestadien

detektiert werden (Abb.3.15).
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Abb.3.14: Mikroskopische Auswertung der durch 2-Cyclohexen-1-on induzierten Apoptose bei den Zellinien 
U937 und HL-60. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung angegeben. * = 
schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.15: Mikroskopische Auswertung der durch 2-Cyclohexen-1-on induzierten Apoptose bei den Zellinien 
K562 und Molt4. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung angegeben.
* = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.



Die bei der Konzentrationskinetik aufgetretenen Diskrepanzen zwischen Durchflußzytometrie

und Fluoreszenzmikroskopie f r die Zellinien K562 und Molt4 fanden sich bei der Zeitkinetik

nur f r die Zellinie K562 wieder. Auch hier konnte die durchflußzytometrisch detektierte

apoptotische Population mikroskopisch nicht best tigt werden. Der Unterschied zwischen den

beiden Auswertungsmethoden war schwach signifikant bei einer Inkubationsdauer von 4h,

signifikant bei 8h und hoch signifikant bei 12h und 24h (siehe Abb.3.16).
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Abb.3.16: Vergleich der durchflußzytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der durch
2-Cyclohexen-1-on induzierten Apoptose bei der Zellinie K562. * = schwach signifikante,** = 
signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zwischen Durchflußzytometrie und Mikroskopie.



3.2.3. Analyse der Induktion von Apoptose mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Isolation zur Darstellung oligonucleosomaler DNA-Fragmente wurde bei den

Zellinien U937, K562 und Molt4 nach einer Inkubation mit 50 M, bei der Zellinie HL-60

nach Inkubation mit 75 M durchgef hrt. Die Abb. 3.17 zeigt f r die Linien U937, HL-60 und

K562 das Auftreten dieses Apoptosemarkers. Bei der Zellinie Molt4 war keine typische DNA-

Leiter zu erkennen.

Abb.3.17: Bildung von DNA-Leitern bei U937-, HL-60-, K562- und Molt4-Zellen nach der Inkubation mit 
Spur 1: 100bp-Leiter, Spur 2: U937-Kontrolle,

Spur 3: U937-2-Cyclohexen-1-on, Spur 4: HL-60-Kontrolle, Spur 5: HL-60-2-Cyclohexen-1-on, 
Spur 6: K562-Kontrolle, Spur 7: K562-2-Cyclohexen-1-on, Spur 8: Molt4-Kontrolle, Spur 9: 
Molt4-2-Cyclohexen-1-on, Spur 10: -Hind III-Marker.

3.2.4 Einfluß von 2-Cyclohexen-1-on auf den Zellzyklus

Neben dem Auftreten von Apoptose bei drei Zellinien, konnte bei der

durchflußzytometrischen Messung ein konzentrationsabh ngiger Anstieg der mitotischen

Zellpopulation festgestellt werden. Diese liegt im 2-Parameter-Dot-Plot unterhalb der G2-

Population (siehe Abb.1.6). Hierbei zeigten alle vier Zellinien einen dosisabh ngigen Anstieg

mit jedoch deutlichen Unterschieden in der St rke der Reaktion. F r die Zellinie U937 war

außerdem bei 100 M kein weiterer Anstieg der mitotischen Zellpopulation mehr zu

verzeichnen. Dies ist in der nachfolgenden Abbildung graphisch dargestellt.
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Abb.3.18:
Induktion von Apoptose durch 2-Cyclohexen-1-on. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.

mitotischen Zellpopulation bei allen vier Zellinien (siehe Tab.3.1).

U937 HL-60 K562 Molt4

Kontrolle 3,80 1,44 2,12 0,27 3,00 1,03 2,44 0,76
3,53 0,85 1,47 1,20 2,77 0,94 2,67 0,95
3,54 0,91 2,25 0,24 2,68 0,30 2,93 0,57

10,94 2,28 2,99 0,46 7,48 5,12 6,70 1,14
10,98 4,06 4,41 1,60 34,68 14,67 11,70 3,49
7,98 2,60 10,57 4,39 48,88 9,38 21,19 2,72

Tab.3.1: Mikroskopische Auswertung des Anteils mitotischer Zellen der mit 2-Cyclohexen-1-on behandelten 
Zellkulturen der Zellinien U937, HL-60, K562 und Molt4. Es sind Mittelwerte aus 3 
Untersuchungen in%  Standardabweichung angegeben.



Zur Bestimmung der Phasenspezifit t der eingesetzten Substanz wurde eine Zellzyklusanalyse

der DNA-Messung (1-Parameter) durchgef hrt. Dabei kann der Anteil der G0/G1-Zellen, der

S-Phase-Zellen sowie der G2/M-Zellen in Prozent bestimmt werden. Anhand der 2-

Parameter-Dot-Plots konnte man sehen, daß die apoptotischen Zellen der Zellinien U937 und

HL-60 aus der S-Phase kamen und somit eine „Wolke“ oberhalb der S-Phase darstellten

(Abb.3.5). Dies l ßt sich mit dem Anstieg der S-Phase (Abb.3.18, A und B, gr ne Linie) in

Zusammenhang bringen. Gleichzeitig erfolgte ein Abfall der G0/G1-Phase. Der in 3.2.4

dargestellte dosisabh ngige Anstieg der mitotischen Zellpopulation korreliert mit dem Anstieg

der G2/M-Phase (Abb.3.18, A und B, rote Linie). F r die Zellinie K562 zeigte sich ein

deutlicher dosisabh ngiger Abfall der G0/G1- und der S-Phase sowie ein gleichzeitiger

Anstieg der G2/M-Phase (Abb.3.18, C). Bei einer Konzentration von 75 M konnte ein fast

kompletter G2/M-Arrest beobachtet werden. Die Zellinie Molt4 zeigte einen starken

dosisabh ngigen Abfall der G0/G1-Phase mit gleichzeitigem leichten Anstieg der S- und

G2/M-Phase.
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Abb.3.18: Zellzyklusanalyse der Konzentrationskinetik von 2-Cyclohexen-1-on. A. Zellinie U937,
B. Zellinie HL-60, C. Zellinie K562 und D. Zellinie Molt4.



Bei der Untersuchung der Zeitkinetik zeigte sich bei den Zellinie U937, HL-60 und K562 ein

deutlicher zeitabh ngiger Anstieg der G2/M-Phase (Abb3.19, rote Linie) mit parallelem

Abfall der G0/G1-Phase (Abb.3.19, schwarze Linie). Dieser Abfall der G0/G1-Phase war auch

bei den Molt4-Zellen zu beobachten, ohne daß man eine Ver nderung der G2/M-Phase sah.

Die Zellinien HL-60 und Molt4 zeigten zudem bei 24h einen deutlichen Anstieg der S-Phase,

was zumindest bei der Zellinie HL-60 mit dem Auftreten apoptotischer Zellen einherging. Bei

Kontrolle 4h 8h 12h 24h
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100
 G0/G1-Phase
 G2/M-Phase
 S-Phase

Kontrolle 4h 8h 12h 24h
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

DC

BA

Kontrolle 4h 8h 12h 24h
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Kontrolle 4h 8h 12h 24h
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 Z

el
le

n

Inkubationsdauer bei 50 M/75 M 2-Cyclohexen-1-on

Abb.3.19: Zellzyklusanalyse der Zeitkinetik von 2-Cyclohexen-1-on. A. Zellinie U937, B. Zellinie HL-60,
C. Zellinie K562 und D. Zellinie Molt4.



3.3 Apoptoseinduzierendes Potential ,

Bei der Untersuchung des apoptoseinduzierenden Potentials , -unges ttigter Aldehyde

wurde die Inkubationsdauer gegen ber 2-Cyclohexen-1-on (24h direkte Inkubation) ge ndert.

Bei keiner der eingesetzten Zellinien konnte unter diesen Bedingungen Apoptose induziert

werden. In Vorversuchen stellte sich eine 1h-Inkubation mit darauf folgender Postinkubation

3.3.1.1 Durchflußzytometrische Analyse

Die Analyse des apoptoseinduzierenden Potentials von trans-2-Hexenal zeigte das Auftreten

einer apoptotischen Zellpopulation f r die Zellinien U937 und HL-60. Hier traten neben

einem deutlichen Sub-G1-Peak apoptotische Zellen oberhalb der G0/G1-Phase und der S-

Phase auf. Hier wurde der „Sub-G1-Bereich“ um diese Population erweitert (Abb.3.20,B,

schwarzes Gate). Dieser Bereich wurde zu Beginn jeder Messreihe festgelegt und nicht mehr

Abb.3.20:
trolle der Zellinie 

erweiterten Sub-G1-Bereich.



Die quantitative Auswertung ergab f r die Zellinie U937 eine leichte Erh hung zur Kontrolle

ab 75 M, welche ab 100 M schwach signifikant und ab 125 M schließlich hoch signifikant

wurde. Bei der Zellinie HL-60 trat erst ab 100 M ein deutlicher, dann jedoch hoch

signifikanter Sub-G1-Peak auf. Beide Zellinien zeigten einen konzentrationsabh ngigen

Anstieg dieser Population. Die St rke der Apoptoseinduktion varriierte innerhalb dieser

beiden Linien, wobei der Anteil apoptotischer Zellen der Linie U937 um ca. 20% h her lag

(siehe Abb.3.21 und 3.22). Die Zellinien K562 und Molt4 zeigten in dem eingesetzten

Konzentrationsbereich keinen Sub-G1-Peak.

Kontrolle 50 M 75 M 100 M 125 M 150 M
0

10

20

30

40

50

60

**

***

***
***

**

*

Konzentration an trans-2-Hexenal in M

%
 S

ub
-G

1 
ge

sa
m

t

 Molt4
 K562
 Hl-60
 U937

Abb.3.21:
Induktion von Apoptose durch trans-2-Hexenal. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = 
hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.22:
Induktion von Apoptose durch trans-2-Hexenal. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.

3.3.1.2 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die morphologische Auswertung der apoptotischen Zellpopulation ergab f r die Zellinien

U937 und HL-60 eine Zusammensetzung aus Zellen mit fragmentiertem Kern und

apoptotischen Bodies. Es zeigte sich ein konzentrationsabh ngiger Anstieg dieser

Apoptosestadien ab 75 M bei der Zellinie U937 und ab 100 M bei der Zellinie HL-60. Die

apoptotischen Bodies zeigten eine leichte Plateaubildung bei 150 M. Bei der Zellinie U937

war der Anstieg der Zellen mit fragmentiertem Kern ab 75 M schwach signifikant, ab 125 M

hoch signifikant. Die apoptotischen Bodies zeigten einen schwach signifikanten Anstieg ab

100 M. Bei der Zellinie HL-60 war der Anstieg der Zellen mit fragmentiertem Kern schwach

signifikant bei 125 M und signifikant bei 150 M. Apoptotische Bodies zeigten bei 125 M

einen hoch signifikanten Anstieg. Fr he apoptotische Zellen (Zellen mit stark

kondensierterem Kern) und Debris waren nur in geringem Ausmaß vorhanden (siehe

Abb.3.23). Trotzdem konnte zum Teil ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle festgestellt

werden. Bei den Zellinien K562 und Molt4 war auch fluoreszenzmikroskopisch kein

deutlicher Anstieg apoptotischen Zellen zu finden (siehe Abb.3.24).
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Abb.3.23: Mikroskopische Auswertung der durch trans-2-Hexenal induzierten Apoptose bei den Zellinien U937 
und HL-60. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung angegeben. * = 
schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.24: Mikroskopische Auswertung der durch trans-2-Hexenal induzierten Apoptose bei den Zellinien 
K562 und Molt4. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung angegeben. * = 
schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.



Der Summenvergleich aller detektierten Apoptosestadien inklusive apoptotischer Bodies mit

der durchflußzytometrischen Bestimmung des gesamten Sub-G1-Bereiches ergab f r alle vier

Zellinien keinen signifikanten Unterschied in der quantitativen Auswertung.

3.3.2.1 Durchflußzytometrische Analyse

Zur Erstellung einer Zeitkinetik wurde f r alle Zellinien eine Konzentration von 125 M

eingesetzt. Die Inkubationsdauer betrug 1h. Danach schloß sich f r U937, HL-60 und K562

eine Postinkubation nach Auswaschen des trans-2-Hexenals von bis zu 24h an. Bei der

Zellinie Molt4 wurde die Postinkubationsdauer auf 72h erh ht. In Vorversuchen wurde die

optimale Zelldichte ermittelt und dann berpr ft, ob sich die Zellen im Versuchsverlauf im

exponentiellen Wachstum befanden. Aufgrund dessen wurde im weiteren auf das Mitf hren

einer zeitlichen Kontrolle verzichtet und nur eine Nullkontrolle untersucht.

Die quantitative Auswertung ergab bei der Zellinie U937 einen signifikanten bis hoch

signifikanten zeitabh ngigen Anstieg der apoptotischen Population ab einer 2h-

Postinkubation. Nach der 24h-Postinkubation zeigte sich ein leichter Abfall dieser Population.

F r die Zellinie HL-60 ließ sich ein paralleler, in seiner Intensit t jedoch niedrigerer Verlauf

feststellen (siehe Abb.3.25 und 3.26). Entgegen der Konzentrationskinetik wurde hier f r die

Zellinie K562 eine deutliche, jedoch nicht signifikante Erh hung bei der 24h-Postinkubation

detektiert. F r die Zellinie Molt4 war auch nach 24h kein Sub-G1-Peak zu erkennen. Bei einer

weiteren Verl ngerung der Postinkubationsdauer bis 72h konnte nach 48h eine hoch

signifikante Erh hung des Sub-G1-Bereiches detektiert werden, welche auch nach 72h noch

signifikant war. Bei Betrachtung des Apoptose-Bereiches, welcher apoptotische Bodies,

Mikrokerne und Debris ausgeschließt, ist jedoch diese Erh hung bei 72h nicht mehr zu sehen

(Abb.3.26).
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von Apoptose durch trans-2-Hexenal. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch 
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Abb.3.26:
Apoptose durch trans-2-Hexenal. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch 
signifikante Differenz zur Kontrolle.



3.3.2.2 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der einzelnen Apoptosestadien zeigte, daß sich

die durchflußzytometrisch detektierte apoptotische Population der Zellinie U937 aus Zellen

mit fragmentiertem Kern und apoptotischen Bodies zusammensetzte, die einen zeitabh ngigen

Anstieg aufwiesen. Die Zellen mit fragmentiertem Kern stiegen ab einer 2h-Postinkubation

deutlich, der Anstieg wurde aber erst nach der 3h-Postinkubation hoch signifikant. Die

apoptotischen Bodies zeigten dagegen schon ab der 2h-Postinkubation einen signifikanten

Unterschied zur Kontrolle. Des weiteren war bei der 24h-Postinkubation ein leichter, nicht

signifikanter Anstieg des Debrisanteils zu verzeichnen. Gleichzeitig erfolgte ein deutlicher

Abfall der detektierten Apoptosestadien (Abb.3.27, U937).

Die apoptotische Zellpopulation der Zellinie HL-60 bestand ebenfalls zum Großteil aus Zellen

mit fragmentiertem Kern und apoptotischen Bodies. Es zeigte sich ein zeitabh ngiger Anstieg

dieser beiden Apoptosestadien ab der 2h-Postinkubation mit anschließendem Abfall bei der

24h-Postinkubation. Der Abfall der Zellen mit fragmentiertem Kern bei der 24h-

Postinkubation fiel im Gegensatz zu der Zellinie U937 nicht so deutlich aus (Abb.3.27, HL-

60). Ein Anstieg des Debrisanteil wurde nicht detektiert.
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Abb.3.27: Mikroskopische Auswertung der durch trans-2-Hexenal induzierten Apoptose bei der Zellinie U937 
und HL-60. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung angegeben.
* = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.



Die mikroskopische Auswertung der Zellinie K562 konnte f r keine der ausgewerteten

Stadien eine signifikante Erh hung feststellen (Abb.3.28, K562). In der Summe ergab sich f r

die 24h-Postinkubation jedoch eine schwache Signifikanz.

Die mikroskopische Auswertung der Zellinie Molt4 zeigte die Zusammensetzung der ab 48h-

Postinkubation detektierten Erh hung des Sub-G1-Bereiches aus Zellen mit stark

kondensiertem und fragmentiertem Kern. Der Anteil an Zellen mit stark kondensiertem Kern

stieg ab der 2h-Postinkubation bis zur 24h-Postinkubation deutlich, aber nicht signifikant an.

Danach erfolgte ein Abfall. Gleichzeitig konnte dann ein leichter Anstieg an Zellen mit

fragmentiertem Kern und Debris beobachtet werden. Es traten jedoch große Schwankungen

zwischen den verschiedenen Untersuchungen auf (siehe Abb.3.28, Molt4). In der Summe der

apoptotischen Stadien zeigte sich nur bei der 72h-Postinkubation eine schwache Signifikanz.
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Abb.3.28: Mikroskopische Auswertung der durch trans-2-Hexenal induzierten Apoptose bei dern Zellinien 
K562 und Molt4. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung angegeben.
* = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.

Der Vergleich zwischen der Summe aller mikroskopisch detektierten Apoptosestadien

inklusive apoptotischer Bodies und der durchflußzytometrischen Bestimmung des gesamten

Sub-G1-Bereiches ergab keinen signifikanten Unterschied.



3.3.3 Analyse der Induktion von Apoptose durch trans-2-Hexenal mit Hilfe der Agarose-

Gelelektrophorese

Die DNA-Isolation zur Darstellung oligonucleosomaler DNA-Fragmente wurde bei allen

Zellinien nach einer Inkubation mit 125 M durchgef hrt. Die Postinkubationsdauer betrug bei

den Zellinien U937 und Hl-60 4h, bei der Zellinie K562 24h und bei der Zellinie Molt4 48h.

Die Abb.3.29 zeigt f r die Linien U937 und HL-60 das Auftreten dieses Apoptosemarkers.

Bei den Zellinien K562 und Molt4 konnte keine typische DNA-Leiter festgestellt werden.

Abb.3.29: Bildung von DNA-Leitern bei U937-, HL-60-, K562- und Molt4-Zellen nach der Inkubation mit 
Spur 1: 100bp-Leiter, 

Spur 2: U937-Kontrolle, Spur 3: U937-trans-2-Hexenal, Spur 4: HL-60-Kontrolle, Spur 5: HL-60-
trans-2-Hexenal, Spur 6: K562-Kontrolle, Spur 7: K562-trans-2-Hexenal, Spur 8: Molt4-Kontrolle, 
Spur 9: Molt4-trans-2-Hexenal, Spur 10: -Hind III-Marker.

3.3.4 Einfluß von trans-2-Hexenal auf den Zellzyklus

Der bei 2-Cyclohexen-1-on detektierte konzentrationsabh ngige Anstieg der mitotischen

Zellpopulation sollte auch f r trans-2-Hexenal untersucht werden. Es zeigte sich hierbei

durchflußzytometrisch keine deutliche Abgrenzung der mitotischen Zellpopulation zu den

Zellen der G2-Phase. In der mikroskopischen Auswertung konnte jedoch f r die Zellinie U937

ein hoch signifikanter, f r die Zellinie HL-60 ein signifikanter und f r die Zellinie K562 ein

schwach signifikanter Anstieg bei 50 M festgestellt werden. Mit ansteigender Dosis sank die

mitotische Zellpopulation bei diesen Zellinien unter den Kontrollwert (schwach signifikant,

siehe Abb.3.30). Die Zellinie Molt4 zeigte ebenfalls ab 50 M eine deutliche Erh hung der



mitotischen Zellpopulation. Diese wurde aber erst ab 75 M schwach signifikant. Danach

erfolgte analog den anderen drei Zellinien ein dosisabh ngiger Abfall unter den Kontrollwert

(Abb.3.30).
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Abb.3.30:
Induktion von Apoptose durch trans-2-Hexenal. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.

Die Zellzyklusanalyse der DNA-Messung (1-Parameter) zeigte bei allen Zellinien einen

Anstieg der G2/M-Phase bei 50 M (U937, HL-60 und K562) bzw. 75 M (Molt4). Mit

ansteigender Konzentration ging dieser wieder zur ck. Gleichzeitig mit dem G2/M-Anstieg

erfolgte ein Abfall der G0/G1-Phase (siehe Abb.3.31). Die in der Durchflußzytometrie

detektierten apoptotischen Zellen oberhalb der S-Phase zeigten sich in einem deutlichen

Anstieg der S-Phase (Abb.3.31, A und B, gr ne Linie). Die apoptotischen Zellen oberhalb der

G0/G1-Phase traten erst ab 100 M auf und zeigten sich nur bei der Zellinie HL-60 in einer

Die Analyse der Zeitkinetik bei 125 M bez glich des Zellzyklus ließ bei einer 24h-

Postinkubation der Zellinien U937, Hl-60 und Molt4 einen deutlichen Abfall der S-Phase mit

gleichzeitigem Anstieg der G0/G1-Phase erkennen. Die Zellinie K562 zeigte keine
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Abb.3.31: Zellzyklusanalyse der Konzentrationskinetik von trans-2-Hexenal. A.Zellinie U937, B. Zellinie
HL-60, C. Zellinie K562 und D. Zellinie Molt4.
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Abb.3.32: Zellzyklusanalyse der Zeitkinetik von trans-2-Hexenal. A. Zellinie U937, B. Zellinie HL-60,
C. Zellinie K562 und D. Zellinie Molt4.



3.3.5 

Hexadien-1-al

3.3.5.1 Durchflußzytometrische Analyse

Das apoptoseinduzierende Potential von 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al zeigte sich im

Auftreten von deutlichen Sub-G1-Peaks f r die Zellinien U937 und HL-60. Die Zellinie U937

ließ einen klassischen Sub-G1-Peak erkennen, w hrend bei der Zellinie HL-60 ab einer

Konzentration von 100 M zus tzlich apoptotische Zellen oberhalb der G0/G1- und S-Phase

zu sehen waren. Der Sub-G1-Bereich wurde f r diese Zellinie wiederum um diese Population

erweitert (Abb.3.33, D, schwarzes Gate). Dieser Bereich wurde zu Beginn jeder Messreihe

festgelegt und nicht mehr ver ndert. Die Zellinien K562 und Molt4 zeigten bez glich der

Abb.3.33:

in D eingezeichnete Gate zeigt den erweiterten Sub-G1-Bereich.



Die quantitative Auswertung der apoptotischen Populationen ergab f r die Zellinie U937 eine

leichte dosisabh ngige Erh hung ab 50 M, welche ab 75 M signifikant wurde. H here

Konzentrationen ergaben keinen weiteren Anstieg (siehe Abb.3.34). Bei der Zellinie HL-60

war erst ab 75 M ein leichter Anstieg zu sehen, welcher ab 100 M schwach signifikant und

ab 125 M hoch signifikant wurde. Die HL-60-Zellen zeigten im Gegensatz zu den U937-

Zellen einen dosisabh ngigen Anstieg bis zur h chsten Konzentration von 125 M. Die St rke

der Apoptoseinduktion variierte auch bei 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al. Der Anteil

apoptotischer Zellen lag bei der Zellinie HL-60 um ca. 15% h her als bei der Zellinie U937.

Die Zellinie K562 ließ quantitativ eine schwach signifikante Erh hung sowohl des Sub-G1-

Bereiches als auch des Apoptose-Bereiches bei 100 M erkennen (Abb.3.34 und 3.35). F r die

Zellinie Molt4 fand sich ebenfalls eine schwach signifikante Erh hung bei 75 M und eine

signifikante bzw. hoch signifikante (siehe Abb.3.34 und Abb.3.35) Erh hung bei 100 M. Bei

beiden Zellinien konnte aber kein sichtbarer Sub-G1-Peak detektiert werden.

Kontrolle 10 M 25 M 50 M 75 M 100 M 125 M
0

10

20

30

40

*
* **

***

***

***

**

*

Konzentration an 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al

%
 S

ub
-G

1 
ge

sa
m

t

 Molt4
 K562
 HL-60
 U937

Abb.3.34:
von Apoptose durch 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.35:
Induktion von Apoptose durch 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al. * = schwach signifikante,
** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.

3.3.5.2 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die morphologische Auswertung der apoptotischen Zellpopulation ergab f r die Zellinien

U937 und HL-60 eine Zusammensetzung aus Zellen aller erfaßten Apoptosestadien. Bei der

Zellinie U937 waren in etwa gleichviel Zellen mit fragmentiertem Kern und apoptotische

Bodies vorhanden, Zellen mit stark kondensiertem Kern waren am wenigsten vertreten (siehe

Abb.3.36, U937). Alle 3 Apoptosestadien zeigten einen konzentrationsabh ngigen Anstieg ab

50 M, wobei sich f r die Zellen mit fragmentiertem Kern und apoptotische Bodies erst ab

75 M eine schwache Signifikanz ergab. Bei der Zellinie HL-60 bestand der Haupteil aus

Zellen mit fragmentiertem Kern. Zellen mit stark kondensiertem Kern und apoptotischen

Bodies waren in deutlich geringerem Maße vorhanden (siehe Abb.3.36, HL-60). Alle 3

Apoptosestadien zeigten ab 75 M einen konzentrationsabh ngigen Anstieg, der aufgrund

großer Schwankungen nur teilweise signifikant war.

Bei den Zellinien K562 und Molt4 zeigten sich schwach signifikante (K562) bzw. signifikante
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Abb.3.36: Mikroskopische Auswertung der durch 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al induzierten Apoptose bei den 
Zellinien U937 und HL-60. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung 
angegeben. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur 
Kontrolle.
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Abb.3.37: Mikroskopische Auswertung der durch 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al induzierten Apoptose bei den 
Zellinien K562 und Molt4. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung 
angegeben. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur 
Kontrolle.



Der Summenvergleich aller detektierten Apoptosestadien inklusive apoptotischer Bodies mit

der durchflußzytometrischen Bestimmung des gesamten Sub-G1-Bereiches ergab keinen

signifikanten Unterschied in der quantitativen Auswertung.

3.3.6.1 Durchflußzytometrische Analyse

Zur Erstellung einer Zeitkinetik wurde f r alle Zellinien eine Konzentration von 100 M

eingesetzt. Die Inkubationsdauer betrug 1h mit einer Postinkubationdauer von bis zu 24h bei

U937, HL-60 und K562. Bei der Zellinie Molt4 wurde die Postinkubation auf bis zu 72h

erh ht. Die Zellinien U937, HL-60 und Molt4 zeigten dabei einen deutlichen zeitabh ngigen

Anstieg der apoptotischen Population. Bei der Zellinie U937 konnten bei der 24h-

Postinkubation zus tzlich auch apoptotische Zellen oberhalb der G0/G1- und der S-Phase

detektiert werden. Keine Reaktion war bei der Zellinie K562 zu erkennen.

Die quantitative Analyse ergab f r die Zellinie U937 einen signifikanten Anstieg der

apoptotischen Population bei einer 3h-Postinkubation, welcher ab einer 4h-Postinkubation

hoch signifikant wurde. Die Zellinie HL-60 zeigte bis zu der 4h-Postinkubation einen

parallelen Verlauf (siehe Abb.3.38). Die 24h-Postinkubation ergab im Gegensatz zu den

U937-Zellen jedoch keine weitere Erh hung. Die Zellinie Molt4 ließ bei der 24h-

Postinkubation einen „undeutlichen“ Sub-G1-Peak erkennen, welcher sehr nahe am G0/G1-

Peak lag. Aus diesem Grund wurde die Postinkubationsdauer auf 48h bzw. 72h erh ht. Bei

diesen Postinkubationszeiten war dann schließlich eine deutliche Trennung des Sub-G1-Peaks

von den G0/G1-Phase-Zellen zu sehen. Die quantitative Analyse ergab jedoch schon direkt

nach der Substanzinkubation eine schwach signifikante Erh hung des Sub-G1-Bereiches,

welche jedoch erst ab einer 24h-Postinkubation deutlich wurde. Nach der 48h-Postinkubation

kam es zu keinem weiteren Anstieg der apoptotischen Population.
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Abb.3.38:
von Apoptose durch 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.39:
Apoptose durch 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.



3.3.6.2 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der einzelnen Apoptosestadien zeigte, daß sich

die durchflußzytometrisch detektierten apoptotischen Populationen der Zellinien U937 und

HL-60 aus Zellen aller ausgewerteten Apoptosestadien zusammensetzten. Hierbei nahmen die

Zellen mit fragmentiertem Kern den gr ßten Anteil ein. Es konnte ein zeitabh ngiger Anstieg

ab einer 3h-Postinkubation bei der Zellinie U937 und ab einer 2h-Postinkubation bei der

Zellinie HL-60 beobachtet werden. Bei der Zellinie U937 zeigte sich zus tzlich noch bei der

24h-Postinkubation ein leichter Anstieg des Debrisanteils. Außerdem ging der Anteil an

Zellen mit stark kondensiertem Kern bei der Zellinie HL-60 bei der 24h-Postinkubation

zur ck (siehe Abb.3.40, HL-60). Die apoptotische Zellpopulation der Zellinie Molt4 setzte

sich aus ungef hr gleich großen Anteilen von Zellen mit stark kondensiertem und

fragmentiertem Kern zusammen. Bei den apoptotischen Bodies konnte keine Erh hung

detektiert werden. Es war jedoch ein Maximum an apoptotischen Zellen bei der 24h-

Postinkubation zu verzeichnen. Danach erfolgte ein deutlicher Abfall (Abb.3.41, Molt4). F r

die Zellinie K562 konnte keine eindeutige Erh hung apoptotischer Zellen detektiert werden

(Abb.3.41, K562).
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Abb.3.40: Mikroskopische Auswertung der durch 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al induzierten Apoptose bei den 
Zellinien U937 und HL-60. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung 
angegeben. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur 
Kontrolle.
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Abb.3.41: Mikroskopische Auswertung der durch 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al induzierten Apoptose bei den 
Zellinien K562 und Molt4. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung 
angegeben. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur 
Kontrolle.

Im Summenvergleich aller mikroskopisch detektierten Apoptosestadien inklusive

apoptotischer Bodies mit der durchflußzytometrischen Bestimmung des gesamten Sub-G1-

Bereiches konnte f r die Zellinien U937, HL-60 und K562 kein Unterschied beobachtet

werden (Abb.3.42 und Abb.3.43,K562). Nur bei der Zellinie Molt4 zeigte sich ein schwach

signifikanter Unterschied bei der 24h-Postinkubation (siehe Abb.3.43, Molt4).
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Abb.3.42: Vergleich der durchflußzytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der durch 2-
trans,4-trans-Hexadien-1-al induzierten Apoptose bei den Zellinien U937 und HL-60. * = schwach 
signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zwischen Durchflußzytometrie 
und Mikroskopie.

Kontrolle 1h 1h/1h 1h/2h 1h/3h 1h/4h 1h/24h

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100 K562

%
 S

ub
-G

1 
ge

sa
m

t/ 
%

 S
um

m
e 

A
po

pt
os

e

Inkubationsdauer bei 100 M 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al

Kontrolle 1h 1h/2h 1h/4h 1h/24h1h/48h1h/72h

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

*

Molt4
 Mikroskop
 FCM

Abb.3.43: Vergleich der durchflußzytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der durch 2-
trans,4-trans-Hexadien-1-al induzierten Apoptose bei den Zellinien K562 und Molt4. * = schwach 
signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zwischen Durchflußzytometrie und 
Mikroskopie



3.3.7 Analyse der Induktion von Apoptose durch 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al mit Hilfe

der Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Isolation wurde bei allen Zellinien nach einer Inkubation mit 100 M 2-trans,4-

trans-Hexadienal durchgef hrt. Die Postinkubationsdauer betrug 4h bei den Zellinien U937,

HL-60 und K562 sowie 48h bei Molt4. Die Abb.3.44 zeigt f r U937 und HL-60 das Auftreten

einer DNA-Leiter. Bei den Zellinien K562 und Molt4 waren keine typischen DNA-Leitern zu

erkennen.

Abb.3.44: Bildung von DNA-Leitern bei U937-, HL-60-, K562- und Molt4-Zellen nach der Inkubation mit 
Spur 1: 100bp-Leiter, 

Spur 2: U937-Kontrolle, Spur 3: U937-2-trans,4-trans-Hexadien-1-al, Spur 4: HL-60-Kontrolle, 
Spur 5: HL-60-2-trans,4-trans-Hexadien-1-al, Spur 6: K562-Kontrolle, Spur 7: K562-2-trans,4-
trans-Hexadien-1-al, Spur 8: Molt4-Kontrolle, Spur 9: Molt4-2-trans,4-trans-Hexadien-1-al, Spur 
10: -Hind III-Marker.

3.3.8 Einfluß von 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al auf den Zellzyklus

Auch f r 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al sollte untersucht werden, ob die mitotische

Zellpopulation zunimmt. Durchflußzytometrisch konnte jedoch wie schon zuvor bei trans-2-

Hexenal keine Abgrenzung von mitotischen Zellen detektiert werden. Im Gegensatz zu trans-

2-Hexenal konnte hier auch mikroskopisch kein Anstieg der mitotischen Zellpopulation

festgestellt werden.



Die Zellzyklusanalyse der DNA-Messung (1-Parameter) zeigte bei den Zellinien U937, HL-60

und K562 einen leichten dosisabh ngigen Abfall der G0/G1-Phase mit gleichzeitigem Anstieg

der S-Phase. F r die Zellinie Molt4 konnte kein eindeutiger Dosiseffekt bez glich des

Zellzyklus detektiert werden (Abb.3.45, D).
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Abb.3.45: Zellzyklusanalyse der Konzentrationskinetik von 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al. A. Zellinie U937,
B. Zellinie HL-60, C. Zellinie K562 und D. Zellinie Molt4.



Deutlicher trat die Wirkung von 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al auf den Zellzyklus bei der

Analyse der Zeitkinetik zutage (siehe Abb.3.46). Man konnte bei allen 4 Zellinien einen

leichten Anstieg der G2/M-Phasezellen bei der 24h-Postinkubation sowie den gleichzeitigen

Abfall des S-Phase Anteils detektieren. Die Zellinie U937 zeigte dabei große Schwankungen,

wodurch diese Wirkung nur undeutlich zu sehen war. F r die Zellinie Molt4 ging dieser

Der G0/G1-Phase Anteil fiel bei den Zellinien U937 und HL-60 zeitabh ngig ab, f r die

Zellinie K562 ergab sich keine Reaktion. F r die Zellinie Molt4 stieg der G0/G1-Phase-Anteil

bis zur 24h-Postinkubation an und fiel danach wieder ab (Abb.3.46, schwarze Linie).
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Abb.3.46: Zellzyklusanalyse der Zeitkinetik von 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al. A. Zellinie U937, B. Zellinie
HL-60, C. Zellinie K562 und D. Zellinie Molt4.



3.3.9.1 Durchflußzytometrische Analyse

F r 2-trans,6-cis-Nonadienal konnten nur Konzentrationen bis 50 M eingesetzt werden, weil

die Substanz eine vergleichsweise st rkere Zytotoxizit t zeigte. Die Analyse des

apoptoseinduzierenden Potentials von 2-trans,6-cis-Nonadienal ergab das dosisabh ngige

Auftreten einer apoptotischen Zellpopulation f r die Zellinien U937 und HL-60. Wie schon

zuvor bei trans-2-Hexenal und 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al traten auch hier apoptotische

Zellen oberhalb der G0/G1- und S-Phase auf. Aus diesem Grund wurde der Sub-G1-Bereich

um diese Population erweitert (Abb.3.47, B und D, schwarzes Gate). Die Zellinien K562 und

Abb.3.47:

C. Kontrolle der Zellinie . Die in B. und D. 
eingezeichneten Gates zeigen den erweiterten Sub-G1-Bereich.



Die quantitative Auswertung der apoptotischen Population ergab f r die Zellinie U937 schon

ab 10 M eine signifikante Erh hung, welche kontinuierlich anstieg und ab 40 M hoch

signifikant wurde. Bei der Zellinie HL-60 trat die Erh hung erst ab 20 M auf. Es erfolgte

dann auch hier ein kontinuierlicher Anstieg, welcher ab 40 M hoch signifikant wurde. Die

St rke der Apoptoseinduktion variierte bei 2-trans,6-cis-Nonadienal zwischen den beiden

Zellinien nicht (siehe Abb.3.48 und 3.49).
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Abb.3.48:
von Apoptose durch 2-trans,6-cis-Nonadienal.* = schwach signifikante,** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.49:
Induktion von Apoptose durch 2-trans,6-cis-Nonadienal. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.

3.3.9.2 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die morphologische Auswertung der apoptotischen Zellpopulation ergab f r die Zellinie

U937 in der Hauptsache eine Zusammensetzung aus Zellen mit fragmentiertem Kern und

apoptotischen Bodies. Der konzentrationsabh ngige Anstieg der Zellen mit fragmentiertem

Kern war schon ab 10 M schwach signifikant und wurde ab 20 M signifikant bzw. ab 40 M

hoch signifikant. Der Anteil apoptotischer Bodies stieg ebenfalls dosisabh ngig und zeigte ab

30 M Signifikanz. Bei 50 M war aufgrund der hohen Schwankungen innerhalb der

Auswertung der verschiedenen Versuche keine Signifikanz mehr zu beobachten. Der Anteil

an Zellen mit stark kondensiertem Kern zeigte ebenfalls schon ab 10 M einen

dosisabh ngigen, hoch signifikanten Anstieg. Der ermittelte Wert lag jedoch deutlich

unterhalb der beiden anderen Fraktionen (siehe Abb.3.50, U937). Die apoptotische

Zellpopulation der Zellinie HL-60 bestand fast ausschließlich aus Zellen mit fragmentiertem

Kern, die ab 20 M konzentrationsabh ngig anstieg (Abb.3.50, HL-60). Ab 30 M wurde der

Anstieg schwach signifikant, ab 40 M dann hoch signifikant. Auch bei dieser Zellinie zeigte

der Anteil an Zellen mit stark kondensiertem Kern einen ab 10 M signifikanten und die

apoptotischen Bodies einen ab 40 M schwach signifikanten Anstieg. Die ermittelten Werte

lagen aber auch hier deutlich unterhalb der Fraktion an Zellen mit fragmentiertem Kern (siehe



Abb.3.50, HL-60).
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Abb.3.50: Mikroskopische Auswertung der durch 2-trans,6-cis-Nonadienal induzierten Apoptose bei den 
Zellinien U937 und HL-60. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung 
angegeben. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur 
Kontrolle.

F r die Zellinie K562 konnte auch fluoreszenzmikroskopisch keine Apoptose detektiert

werden (siehe Abb.3.51, K562).

F r die Zellinie Molt4 zeigte sich in der mikroskopischen Auswertung ein

konzentrationsabh ngiger Anstieg der Zellpopulation mit stark kondensiertem Kern bis

30 M. Danach erfolgte ein leichter Abfall. Die Erh hung war signifikant ab 20 M. Trotz des

R ckgangs waren die Werte bei 40 M und 50 M in Bezug zur Kontrolle noch immer
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Abb3.51: Mikroskopische Auswertung der durch 2-trans,6-cis-Nonadienal induzierten Apoptose bei den 
Zellinien K562 und Molt4. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung 
angegeben. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur 
Kontrolle.

Der Summenvergleich aller detektierten Apoptosestadien inklusive apoptotischer Bodies mit

der durchflußzytometrischen Bestimmung des gesamten Sub-G1-Bereiches ergab f r die

Zellinien U937, HL-60 und K562 keinen signifikanten Unterschied (Abb.3.52 und Abb.3.53,

K562). Bei der Zellinie Molt4 traten jedoch hoch signifikante Unterschiede ab 20 M und

schwach signifikante Unterschiede bei 40 M sowie signifikante Unterschiede bei 50 M

zwischen der Durchflußzytometrie und der Fluoreszenzmikroskopie auf (siehe Abb.3.53).
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Abb.3.52: Vergleich der durchflußzytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der durch 2-
trans,6-cis-Nonadienal induzierten Apoptose bei den Zellinien U937 und HL-60. * = schwach 
signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zwischen Durchflußzytometrie und 
Fluoreszenzmikroskopie
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Abb.3.53: Vergleich der durchflußzytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der durch 2-
trans,6-cis-Nonadienal induzierten Apoptose bei den Zellinien K562 und Molt4. * = schwach 
signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zwischen Durchflußzytometrie und 
Fluoreszenzmikroskopie.



3.3.10.1 Durchflußzytometrische Analyse

Zur Erstellung einer Zeitkinetik wurde f r alle vier Zellinien eine Konzentration von 40 M

eingesetzt. Die Inkubationsdauer betrug 1h mit einer Postinkubation von bis zu 24h.

Die Zellinien U937 und HL-60 ließen einen deutlichen zeitabh ngigen Anstieg der

apoptotischen Population ab einer 1h-Postinkubation mit einer leichten Plateaubildung nach

24h erkennen. Die quantitative Analyse ergab f r die Zellinie U937 einen schwach

signifikanten Anstieg der apoptotischen Population nach einer 1h-Postinkubation, welcher ab

einer 2h-Postinkubation hoch signifikant wurde (Abb.3.54). Die Zellinie HL-60 zeigte den

gleichen Verlauf, Signifikanz trat aber erst bei der 2h-Postinkubation auf. Die quantitative

Analyse des Sub-G1-Bereiches ergab bei der Zellinie K562 zus tzlich einen schwach

signifikanten Anstieg nach 24h, welcher jedoch bei Betrachtung des Apoptose-Bereichs

entfiel (Abb.3.55). Auch konnte im Mittel bei der Zellinie Molt4 ein Anstieg der

apoptotischen Population detektiert werden. Die großen Schwankungen ließen aber keine

Signifikanz zu.
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Abb.3.54:
Apoptose durch 2-trans,6-cis-Nonadienal. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch 
signifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.55:
Apoptose durch 2-trans,6-cis-Nonadienal.* = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch 
signifikante Differenz zur Kontrolle.

3.3.10.2 Mikroskopische Auswertung einzelner Apoptosestadien

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der einzelnen Apoptosestadien zeigte f r die

Zellinien U937 und HL-60 einen deutlichen zeitabh ngigen Anstieg an Zellen mit

fragmentiertem Kern, welche den Hauptbestandteil der durchflußzytometrisch detektierten

apoptotischen Zellpopulation ausmachten. F r die Zellinie U937 war der Anstieg ab der 1h-

Postinkubation signifikant und ab der 2h-Postinkubation hoch signifikant. Die Zellinie HL-60

zeigte ab der 2h-Postinkubation einen hoch signifikanten Anstieg. Bei beiden Zellinien konnte

man eine leichte Plateaubildung bei der 24h-Postinkubation beobachten. F r die Zellen mit

stark kondensiertem Kern sowie die apoptotischen Bodies konnte ein Maximum bei der 2h-

Postinkubation detektiert werden (siehe Abb.3.56).

F r die Zellinie K562 konnte auch mikroskopisch keine Apoptose detektiert werden

(Abb.3.57, K562). Der durchflußzytometrisch detektierte, jedoch nicht signifikante Anstieg

der apoptotischen Zellpopulation der Zellinie Molt4 konnte mikroskopisch sehr viel deutlicher

dargestellt werden. Es zeigte sich ein zeitabh ngiger Anstieg der Zellen mit stark

kondensiertem Kern, welcher schon direkt nach der 1h-Inkubation schwach signifikant und



nach der 24h-Postinkubation hoch signifikant wurde. Zus tzlich ergab sich ein hoch

signifikanter Anstieg der Zellen mit fragmentiertem Kern nach 24h (Abb.3.57, Molt4).
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Abb.3.56: Mikroskopische Auswertung der durch 2-trans,6-cis-Nonadienal induzierten Apoptose bei den 
Zellinien U937 und HL-60. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung 
angegeben. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur 
Kontrolle.
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Abb.3.57: Mikroskopische Auswertung der durch 2-trans,6-cis-Nonadienal induzierten Apoptose bei den 
Zellinien K562 und Molt4. Es sind Mittelwerte aus 3 Untersuchungen  Standardabweichung 
angegeben. * = schwach signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zur 
Kontrolle.



Der Summenvergleich aller detektierten Apoptosestadien inklusive apoptotischer Bodies mit

der durchflußzytometrischen Bestimmung des gesamten Sub-G1-Bereiches ergab f r die

Zellinien U937, HL-60 und K562 keinen signifikanten Unterschied (siehe Abb.3.58 und

Abb.3.59, K562). Bei der Zellinie Molt4 traten auch bei der Zeitkinetik ab einer 3h-

Postinkubationsdauer schwach signifikante und signifikante Unterschiede zwischen der

Durchflußzytometrie und der Fluoreszenzmikroskopie auf (siehe Abb.3.59, Molt4).

Kontrolle 1h 1h/1h 1h/2h 1h/3h 1h/4h 1h/24h

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 S

ub
-G

1 
ge

sa
m

t/ 
%

 S
um

m
e 

A
po

pt
os

e

HL-60

Inkubationsdauer bei 40 M 2-trans,6-cis-Nonadienal

Kontrolle 1h 1h/1h 1h/2h 1h/3h 1h/4h 1h/24h

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100
U937

 Mikroskop
 FCM

Abb.3.58: Vergleich der durchflußzytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der durch
2-trans,6-cis-Nonadienal induzierten Apoptose bei den Zellinien U937 und HL-60. * = schwach
signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zwischen Durchflußzytometrie und 
Fluoreszenzmikroskopie.
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Abb.3.59:Vergleich der durchflußzytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der durch
2-trans,6-cis-Nonadienal induzierten Apoptose bei den Zellinien K562 und Molt4. * = schwach
signifikante, ** = signifikante, *** = hoch signifikante Differenz zwischen Durchflußzytometrie und
Fluoreszenzmikroskopie.



3.3.11 Analyse der Induktion von Apoptose durch 2-trans,6-cis-Nonadienal mit Hilfe

der Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Isolation wurde bei allen Zellinien nach einer Inkubation mit 40 M 2-trans,6-cis-

Nonadienal f r 1h durchgef hrt. Die Postinkubationsdauer betrug 4h. Die Abb.3.60 zeigt f r

die Zellinien U937 und HL-60 das Auftreten einer DNA-Leiter. Bei den Zellinien K562 und

Molt4 waren keine typischen DNA-Leitern zu erkennen.

Abb.3.60: Bildung von DNA-Leitern bei U937-, HL-60-, K562- und Molt4-Zellen nach der Inkubation mit 
 und 4h-Postinkubation. Spur 1: 100bp-Leiter, Spur 2: U937-

Kontrolle, Spur 3: U937-2-trans,6-cis-Nonadienal, Spur 4: HL-60-Kontrolle, Spur 5: HL-60-2-
trans,6-cis-Nonadienal, Spur 6: K562-Kontrolle, Spur 7: K562-2-trans,6-cis-Nonadienal, Spur 8: 
Molt4-Kontrolle, Spur 9: Molt4-2-trans,6-cis-Nonadienal, Spur 10: -Hind III-Marker.

3.3.12 Einfluß von 2-trans,6-cis-Nonadienal auf den Zellzyklus

F r 2-trans,6-cis Nonadienal konnte durchflußzytometrisch keine Wirkung auf die mitotische

Zellpopulation detektiert werden. Mikroskopisch ergab sich jedoch ab 10 M f r alle Zellinien

ein deutlicher Anstieg der mitotischen Zellen. Die Zellinie Molt4 zeigte erst ab 20 M eine

Signifikanz. Ab 30 M (bzw. 40 M bei K562) erfolgte dann ein Abfall. Dieser lag bei U937,

HL-60 und Molt4 sogar signifikant unterhalb des Kontrollwertes (siehe Abb.3.61).
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Abb.3.61:
Induktion von Apoptose durch 2-trans,6-cis-Nonadienal. * = schwach signifikante, ** = signifikante, 
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle

Die Zellzyklusanalyse der DNA-Messung ergab bei allen 4 Zellinien einen dosisabh ngigen

Anstieg der G0/G1-Phase bis 20 bzw. 30 M bei gleichzeitigem Anstieg der S-und G2/M-

Phase (siehe Abb.3.62). Danach ver nderte sich die S-Phase nicht weiter. Die G2/M-Phase

sank wieder ab, bei der G0/G1-Phase war ein leichter Anstieg zu verzeichnen. Deutlicher trat

die Wirkung bei der Analyse der Zeitkinetik zutage (siehe Abb.3.63). Man konnte einen

starken Abfall der S-Phase bei der 24h-Postinkubation bei den Zellinien U937 und HL-60

detektieren. Gleichzeitig stieg die G0/G1-Phase. Eindeutige Effekte konnten bei den Zellinien

K562 und Molt4 nicht beobachtet werden.
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Abb.3.62: Zellzyklusanalyse der Konzentrationskinetik von 2-trans,6-cis-Nonadienal. A. Zellinie U937, B. 
Zellinie HL-60, C. Zellinie K562 und D. Zellinie Molt4.

Kontrolle 1h 1h/1h 1h/2h 1h/3h 1h/4h 1h/24h
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

D

A

%
 Z

el
le

n

Inkubationsdauer bei 40 M 2-trans,6-cis-Nonadienal

Kontrolle 1h 1h/1h 1h/2h 1h/3h 1h/4h 1h/24h
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

 G0/G1-Phase
 G2/M-Phase
 S-Phase

Kontrolle 1h 1h/1h 1h/2h 1h/3h 1h/4h 1h/24h
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

B

Kontrolle 1h 1h/1h 1h/2h 1h/3h 1h/4h 1h/24h
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

C

Abb.3.63: Zellzyklusanalyse der Zeitkinetik von 2-trans,6-cis-Nonadienal. A. Zellinie U937, B. Zellinie
HL-60, C. Zellinie K562 und D. Zellinie Molt4.



Zur Bestimmung des Einflusses der Kettenl nge auf die Wirkung der getesteten Substanzen

wurde zus tzlich trans-2-Octenal untersucht. Hierbei wurde allerdings keine mikroskopische

3.3.13.1 Durchflußzytometrische Analyse

Die Analyse des apoptoseinduzierenden Potentials von trans-2-Octenal ergab das Auftreten

einer apoptotischen Zellpopulation f r die Zellinien U937 und HL-60. Auch hier traten wieder

apoptotische Zellen oberhalb der G0/G1-Phase und der S-Phase auf, um die der Sub-G1-

Bereich erweitert wurde. Die Zellinien K562 und Molt4 zeigten im eingesetzten

Konzentrationsbereich keinen Sub-G1-Peak. Die quantitative Auswertung ergab f r die

Zellinie U937 ab 25 M einen dosisabh ngigen Anstieg der apoptotischen Population, welche

ab 50 M signifikant wurde. Bei der Zellinie HL-60 wurde ebenfalls ab 25 M ein Sub-G1-

Peak sichtbar, welcher dosisabh ngig anstieg (Abb.3.64 und 3.65). Die St rke der
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Abb.3.64:
von Apoptose durch trans-2-Octenal. * = schwach signifikante,** = signifikante, *** = 
hochsignifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.65:
Induktion von Apoptose durch trans-2-Octenal. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.

trans-2-Octenal

3.3.14.1 Durchflußzytometrische Analyse

Zur Erstellung einer Zeitkinetik wurde f r alle Zellinien eine Konzentration von 75 M

eingesetzt. Die Inkubationsdauer betrug 1h mit einer Postinkubationsdauer von bis zu 24h.

Die quantitative Auswertung ergab f r die Zellinien U937 und HL-60 ab einer 1h-

Postinkubation einen deutlichen zeitabh ngigen Anstieg der apoptotischen Zellpopulation,

welcher bei den HL-60-Zellen schon signifikant war (Abb.3.66 und 3.67). Die 24h-

Postinkubation zeigte dabei keinen weiteren Anstieg gegen ber der 4h-Postinkubation. F r

die Zellinien K562 und Molt4 konnte erst nach 24h ein Anstieg des Sub-G1-Bereiches

detektiert werden. Dieser war jedoch nur f r K562 signifikant. Bei der Zellinie Molt4 traten
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Abb.3.66: Durchflußzytometrische Auswertung des Sub-G1-Bereichs der ze
Apoptose durch trans-2-Octenal. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.
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Abb.3.67:
Apoptose durch trans-2-Octenal. * = schwach signifikante, ** = signifikante,
*** = hoch signifikante Differenz zur Kontrolle.



3.3.15 Analyse der Induktion von Apoptose durch trans-2-Octenal mit Hilfe der 

Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Isolation wurde bei einer Konzentration von 75 M durchgef hrt. Die Post-

inkubationsdauer betrug 4h f r die Zellinien U937 und HL-60, f r die Zellinien K562 und

Molt4 24h. Die Abb.3.68 zeigt f r U937 und HL-60 eine DNA-Leiter, f r K562 und Molt4

waren keine typischen DNA-Leitern zu erkennen.

Abb.3.68: Bildung von DNA-Leitern bei U937-, HL-60-, K562- und Molt4-Zellen nach der Inkubation mit 
Spur 1: 100bp-Leiter, Spur 2: U937-Kontrolle, 

Spur 3: U937-trans-2-Octenal, Spur 4: HL-60-Kontrolle, Spur 5: HL-60-trans-2-Octenal, Spur 6: 
K562-Kontrolle, Spur 7: K562-trans-2-Octenal, Spur 8: Molt4-Kontrolle, Spur 9: Molt4-trans-2-
Octenal, Spur 10: -Hind III-Marker.

3.3.16 Einfluß von trans-2-Octenal auf den Zellzyklus

Die Zellzyklusanalyse der DNA-Messung zeigte f r die Zellinien U937, HL-60 und K562

einen ann hernd gleichen Verlauf. Es erfolgte ein Abfall der G0/G1-Phase bis 50 M, ein

Anstieg bis 75 M gefolgt von einem erneuten Abfall. Die S-Phase verlief dabei genau

entgegengesetzt. Die G2/M-Phase stieg bis 25 M, danach erfolgte ein stetiger Abfall. Die

Zellinie Molt4 zeigte einen hnlichen Verlauf. Es erfolgte ein Abfall der G0/G1-Phase bis

25 M, ein Anstieg bis 75 M gefolgt von einem erneuten Abfall. Die S-und G2/M-Phase

verliefen entgegengesetzt (siehe Abb.3.69). Die Analyse der Zeitkinetik ließ bei den Zellinien



U937, HL-60 und K562 einen G2/M-Anstieg nach der 24h-Postinkubation erkennen. Bei den

U937 und HL-60 Zellen erfolgte parallel ein Abfall der S- und G0/G1-Phase, w hrend bei den

K562 Zellen nur die G0/G1-Phase abfiel (Abb.3.70). Bei der Zellinie Molt 4 konnte kein

eindeutiger Effekt detektiert werden.
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Abb.3.69: Zellzyklusanalyse der Konzentrationskinetik von trans-2-Octenal. A. Zellinie U937, B. Zellinie
HL-60, C. Zellinie K562 und D. Zellinie Molt4.
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Abb.3.70: Zellzyklusanalyse der Zeitkinetik von trans-2-Octenal. A. Zellinie U937, B. Zellinie HL-60,
C.  Zellinie K562 und D. Zellinie Molt4.
D.  



3.4 Untersuchungen mit Annexin V

Um die bei den Zellinien K562 und Molt4 detektierten Diskrepanzen zwischen

Durchflußzytometrie und Fluoreszenzmikroskopie genauer zu untersuchen, wurde zus tzlich

im kritischen Konzentrations- und Inkubationsbereich eine F rbung mit Annexin V-FITC

durchgef hrt. Diese Methode erlaubt die Detektion von fr hen Apoptosestadien (Quadrant 4

im Dot Plot), welche mit der in dieser Arbeit eingesetzten Methode der Durchflußzytometrie,

wenn berhaupt nur sehr schwer nachweisbar sind. Die nachfolgenden Abbildungen 3.71 und

3.72 zeigen die Ergebnisse der AnnexinV-2-Parameter-Messungen in Dot Plots. Bei beiden

Zellinien konnten nur in sehr geringem Maße fr h apoptotische Zellen mit dieser Methode

detektiert werden. Es traten neben intakten Zellen zum Großteil sp t apoptotische und

nekrotische Zellen auf.

Abb.3.71:
bation 

betrug bei C-F 1h mit einer 24h-Postinkubation nach dem Auswaschen der Substanzen. In Quadrant 

(PI+/FITC+), in Quadrant 3 intakte (PI-/FITC-) und in Quadrant 4 apoptotische Zellen (PI-/FITC+).

PI

Annexin-V-FITC



Ein Vergleich der fr h und sp t apoptotischen Zellen mit den Mittelwerten aus der

durchflußzytometrischen Bestimmung des Sub-G1-Bereiches und der Fluoreszenz-

mikroskopie lieferte f r die Zellinie K562 keine zus tzliche Information. Der bei der

Inkubation mit 2-Cyclohexen-1-on detektierte Sub-G1-Peak konnte auch mit der F rbung von

Annexin-V nicht best tigt werden (siehe Abb.3.73). Bei der Zellinie Molt4 zeigte derselbe

Vergleich bei allen berpr ften Substanzen eine deutliche bereinstimmung mit der

mikroskopischen Auswertung. W hrenddessen war eine ausschließliche Betrachtung der fr h

apoptotischen Zellen eher mit dem Sub-G1-Bereich zu vergleichen (siehe Abb.3.74).

Abb.3.72:

s-Nonadienal. Die Inkubationsdauer 
betrug bei C-F 1h mit einer 24h-Postinkubation nach dem Auswaschen der Substanzen. In Quadrant 

(PI+/FITC+), in Quadrant 3 intakte (PI-/FITC-) und in Quadrant 4 apoptotische Zellen (PI-/FITC+).
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Abb.3.73: Vergleich von Sub-G1, mikroskopisch detektierte Apoptosestadien, sowie Annexin-V positive 
apoptotische Zellen der mit 2-Cyclohexen-1-on inkubierten Zellinie K562.
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Abb.3.74: Vergleich von Sub-G1, mikroskopisch detektierten Apoptosestadien, sowie Annexin-V positiven 
apoptotischen Zellen der mit 2-Cyclohexen-1-on, trans-2-Hexenal, 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al und 
2-trans,6-cis-Nonadienal inkubierten Zellinie Molt4.



HL-60

Um eine Aussage ber den Einfluß der Kettenl nge auf die St rke der Apoptoseinduktion

treffen zu k nnen, wurde die Auswertung des gesamten Sub-G1-Bereichs f r trans-2-Hexenal,

2-trans,4-trans-Hexadien-1-al, trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal bei den Zellinien

U937 und HL-60 bei einer Konzentration von 50 M und einer 4h-Postinkubationsdauer

verglichen (Abb.3.75, A-D). Als Kontrollwert diente der Mittelwert aller Versuche.

Bei diesem Vergleich konnte man einen deutlichen substanzabh ngigen Anstieg der

Apoptoseinduktion feststellen. F r die Zellinie U937 trat bei trans-2-Hexenal noch kein

apoptotischer Sub-G1-Peak auf. Ein hoch signifikanter Unterschied konnte zwischen trans-2-

Hexenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal detektiert werden, nicht jedoch zwischen trans-2-

Hexenal und 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al oder trans-2-Octenal trotz deutlichem Anstieg

(Abb.3.76). Keine Signifikanz bestand auch zwischen 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al und

trans-2-Octenal, sowie zwischen trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal. Der

Unterschied zwischen 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al und 2-trans,6-cis-Nonadienal hingegen

war signifikant.

Abb.3.75: 2-Parameter-Messungen der Zellinie HL-60 nach Inkubation mit A. trans-2-Hexenal, B. 2-trans,4-
trans-Hexadien-1-al, C. trans-2-Octenal und D. 2-trans,6-cis-Nonadienal. Die eingesetzte 



Die Zellinie HL-60 zeigte im Gegensatz dazu einen signifikanten Unterschied zwischen trans-

2-Hexenal und trans-2-Octenal, sowie 2-trans,6-cis-Nonadienal. Keine Signifikanz bestand

zwischen trans-2-Hexenal und 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al. Signifikant war auch der

Unterschied zwischen 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al und trans-2-Octenal, sowie 2-trans,6-cis-

Nonadienal. Schwache Signifikanz bestand zwischen trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-

Nonadienal (Abb.3.76).
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4. Diskussion

Trotz der großen Zahl unterschiedlicher Methoden zur Analyse des Zelltodes, insbesondere

der Apoptose, ist die Bestimmung der Art des Zelltodes und die Quantifizierung nicht immer

einfach und eindeutig. Zellen, die apoptotisch sterben, zeigen sehr spezifische morphologische

und biochemische Ver nderungen, die es erm glichen, sie von lebenden oder nekrotischen

Zellen zu unterscheiden. Aber diese spezifischen Merkmale apoptotischer Zellen k nnen in

Abh ngigkeit vom Zell- oder Gewebetyp, von der Natur der apoptoseinduzierenden Substanz

und von dem Stadium der Apoptose variieren. Somit kann man in manchen F llen atypische

Apoptosen finden, bei denen ein oder mehrere charakteristische Merkmale fehlen. Die

Verwendung von Methoden, welche genau diese Merkmale untersuchen, f hrt dann zu falsch-

negativen Ergebnissen bei der Identifizierung von apoptotischen Zellen. Apoptose ist ein

vor bergehendes Ereignis, von variabler Dauer und endet blicherweise in einer totalen

Zellzerst rung. Aus diesem Grund kann man, egal mit welcher Untersuchungsmethode,

immer nur einen kleinen Ausschnitt untersuchen. Somit ist es auch beinahe unm glich, die

genaue Rate apoptotischer Zellen in einer Zellpopulation zu bestimmen.

Die Durchflußzytometrie hat sich dabei aufgrund der sehr schnellen, genauen und objektiven

Analyse einer großen Population einzelner Zellen zu einer der am h ufigsten eingesetzten

Methoden entwickelt. Der gr ßte Vorteil liegt dabei in der M glichkeit verschiedene

Parameter gleichzeitig zu untersuchen, wobei durch den Einsatz von verschiedenen

Fluorochromen, die Ver nderungen in der Zellmorphoplogie, der Struktur der

Plasmamembran, des Stofftransportes, in der Funktion der Zellorganellen, in der DNA-

Stabilit t bez glich Denaturierung sowie die endonucleolytische DNA-Degradierung

4.1 Methodik

4.1.1 Wahl der Zellkultursysteme

Zur Durchf hrung dieser Untersuchungen mußte neben der Wahl der Methodik und der zu

untersuchenden Substanzen auch ein geeignetes Zellsystem gefunden werden. Viele in der

Literatur beschriebenen Apoptoseuntersuchungen wurden an isolierten Thymozyten des

Menschen, der Maus oder der Ratte durchgef hrt (Nicoletti et al., 1991; Arends et al., 1990;

Schmied et al., 1994; Telford et al., 1994). Aber auch die verschiedensten Leuk miezellinien

(Del Bino et al., 1990 und 1991; Darzynkiewicz et al., 1992; Gorczyca et al., 1993;



Huschtscha et al., 1994; Terui et al., 1995; Endresen et al., 1995) und Zellinien solider

Tumoren kamen zum Einsatz (Steck et al., 1995). Auch menschliche periphere

Blutlymphozyten wurden f r Apoptoseuntersuchungen eingesetzt (Belloc et al., 1994). Da ein

humanes System f r diese Untersuchungen verwendet werden sollte , standen zu Beginn der

vorliegenden Arbeit verschiedene humane Suspensionskulturen oder periphere

Blutlymphozyten zur Auswahl. Die Apoptoseinduktion wurde zuerst an den Zellinien L1210,

RPMI 1789, EBV-transformierten Lymphozyten, HL-60, U937 und Molt4 mit verschiedenen

in der Literatur beschriebenen Apoptoseinduktoren (Camptothecin, Cycloheximid, 3-

Deazaadenosin und Actinomycin D) getestet. Dabei konnten nur mit den Zellinien HL-60,

U937 und Molt4 mit der Literatur vergleichbare Ergebnisse erzielt werden (diese Ergebnisse

sind in dieser Arbeit nicht dargestellt). Die Verwendung von kultivierten, nicht

transformierten, peripheren Blutlymphozyten wurde wegen des hohen Bedarfs an Vollblut f r

die Versuche und der Tatsache, daß diese Zellen bereits ohne Substanzeinwirkung schon

zwischen 10-20% Spontanapoptose zeigten (Genzlinger et al., 1997), verworfen. Des weiteren

unterliegen periphere Blutlymphozyten gr ßeren inter- und intraindividuellen Schwankungen,

welche durch Umwelteinfl sse wie Eß- und Trinkgewohnheiten, Medikamente, Krankheiten

etc. bedingt werden. Aufgrund dieser Tatsachen fiel die Wahl auf die humanen myeloischen

Zellinien HL-60, U937 und K562 sowie auf die lymphatische Zellinie Molt4. Es wurden

mehrere Zellinien eingesetzt, um interindividuelle Schwankungen und Empfindlichkeiten (

Del Bino et al., 1990; Anzai et al., 1994), die bei Verwendung einer einzigen Zellinie zu

falsch-negativen Ergebnissen f hren k nnten, zu vermeiden. F r die promyelozytische

Zellinie HL-60 war zudem bekannt, daß sie nach Behandlung mit einer Vielzahl von

Antitumormedikamenten, Bestrahlung oder Hyperthermie (Kaufmann et al., 1989; DelBino et

al., 1990, 1991 und 1992) sehr schnell die Apoptose durchl uft. Die ersten Anzeichen f r

Apoptose (DNA-Strangbr che) erschienen 90-120min nach der Exposition der Zellen

(DelBino et al., 1992; Gorczyca et al., 1992). Morphologische  Ver nderungen

(Chromatinkondensierung, Kernfragmentierung) wurden nach 2-3h sichtbar (Gong et al.,

1993). Diese Zellinie repr sentiert ein klassisches Apoptosemodell, das durch viele Arbeiten

gut charakterisiert wurde (Hara et al., 1996).

Der große Vorteil in der Verwendung von Suspensionskulturen gegen ber Monolayerkulturen

lag in der schnellen Verf gbarkeit einer großen Anzahl von Zellen (Verdopplungsdauer

zwischen 22-30h) und im einfachen Handling. Außerdem k nnte es bei Monolayerkulturen zu

einem selektiven Verlust apoptotischer Zellen w hrend der Trypsinierung und Aberntung



kommen (Darzynkiewicz et al., 1998). Nachteile der Suspensionskulturen sind zum Beispiel

Ver nderungen der Zellkultur bei langer Kultivierungsdauer sowie h ufigem Einfrieren und

Auftauen der Zellen. Ferguson et al. berichteten 1993, daß die Ver nderung von Zellen durch

Kultivierung zu unterschiedlichen Reaktionen f hren kann. Eine zu hohe Zelldichte (Zellzahl

>106 Zellen/ml) kann zu ver nderter Sensibilit t von Zellen gegen ber Apoptoseinduktoren

f hren. Bei der Zellinie HL-60 kam es in einem solchen Fall zu einer Verlangsamung des

Zellzyklus und zu dem Verlust der Apoptoseinduktion durch Camptothecin (Halicka et al.,

1997). Das Ausl sen von Differenzierung bei der Zellinie HL-60 z.B. durch L sungsmittel

wie DMSO f hrte ebenfalls zu ver nderten Antworten (Darzynkiewicz et al., 1995). Es

konnte gezeigt werden, daß differenzierte Zellen am Ende ihrer Lebens nat rlicherweise

apoptotisch sterben (Counis et al.,1989; Gunji et al., 1992). Versuche mit Differenzierung

ausl senden Substanzen zeigten aber, daß die Apoptose sehr viel geringer ausfiel, wenn die

Differenzierung vor der Induktion von Apoptose stattfand (Xu et al., 1993; Solary et al., 1993;

DelBino et al., 1994). Dagegen konnte die Inkubation von Zellen mit einer Differenzierung

ausl senden Substanz nach Apoptoseinduktion, die Apoptose der Zelle um 100-200%

erh hen (Bhatia et al., 1995). Die gleichzeitige Inkubation mit einer Differenzierung und einer

Apoptose ausl senden Substanz ver nderte die Zellantwort, d.h. die St rke der

Apoptoseinduktion nicht (Darzynkiewicz et al., 1995).

Das Auftreten von genetischen Instabilit ten in Zellkulturen, die schon mehrere Passagen

kultiviert wurden, ist allgemein bekannt. Auch wurden divergierende Ergebnisse bei zu fr her

Verwendung der Zellkultur nach dem Auftauen beobachtet (pers nliche Ergebnisse, nicht

dargestellt). Aus diesem Grund wurden die Zellinien nur zwischen der 3. und 10. Woche nach

Die optimale Methode zur Identifizierung bestimmter Formen des Zelltodes ist abh ngig von

dem gew hlten Zellsystem, der Natur der induzierenden Substanz, der Art des Zelltodes, der

gew nschten Information (z.B. Abh ngigkeit der Apoptose von bestimmten Zellzyklusphasen

oder DNA-Ploidie) und technischen Restriktionen (Art des Durchflußzytometers, Transport

und Aufbewahrung von Proben etc.). Die Methoden, welche die Unversehrtheit der

Plasmamembran berpr fen, wie z.B. der Trypanblau-Ausschlußtest, k nnen bei der

Identifizierung apoptotischer Zellen versagen, wenn es sich um sehr fr he Phasen der

Apoptose handelt. Mit diese Methoden werden sowohl nekrotische Zellen und mechanisch

gesch digte Zellen als auch Zellen, die schon ein sp teres Apoptosestadium erreicht haben,



identifiziert (Darzynkiewicz et al., 1997). Der Trypanblau-Ausschlußtest wurde in dieser

Arbeit deshalb auch nur zur Bestimmung der Lebendzellzahl und zum Ausschluß

zytotoxischer Konzentrationsbereiche eingesetzt. Untersuchungen der Kinetik der

Anf rbbarkeit von Zellen mit diesem Farbstoff erlaubten aber an humanen und

Mausthymozyten eine Unterscheidung nekrotischer und apoptotischer Zellen (Lyons et

al.,1992; Schmid et al., 1994).

Die zweifelsfreie Detektion von apoptotischen Zellen ist schwierig. Die spezifischste

Nachweismethode basiert auf der Analyse der DNA-Strangbr che. Die Zahl der Strangbr che

in apoptotischen Zellen ist so hoch, daß die Intensit t der Strangbruchmarkierung einen sehr

spezifischen Marker f r diese Zellen darstellt (Gorczyca et al., 1992). Es kann jedoch bei

atypischen Apoptosen, bei denen die internucleosomale DNA-Degradierung fehlt, zu

Schwierigkeiten kommen. Chapman et al. beschrieben aber 1995, daß apoptotische Zellen

(z.B Molt4-Zellen inkubiert mit Etoposid) auch in Abwesenheit von internucleosomalen

DNA-Fragmenten mit dieser Methode durch die Detektion von 50kbp-Fragmenten

identifiziert werden konnten. In diesem Zusammenhang wurden aber auch falsch-positiven

Ergebnissen beobachtet. Collins et al. (1992) beschrieb das Auftreten von internukleosomalen

Fragmenten in nekrotischen Zellen. Der Einsatz von mehreren durchflußzytometrischen

Assays erlaubt eine sichere Bestimmung apoptotischer Zellen als ein Assay allein. So kann

man die Messung der Unversehrtheit der Plasmamembran mit der Analyse der

Membranpermeabilit t, des mitochondrialen Transmembranpotentials, der Sensitivit t

Da die Kosten und Einfachheit eine große Rolle bei der Wahl der Methode spielen, erwies

sich die Diskriminierung apoptotischer Zellen anhand von DNA-Gehaltsanalysen als die

einfachste, billigste und schnellste Methode. Die Bestimmung des DNA-Gehaltes wird in

vielen Labors routinem ßig f r eine Vielzahl anderer Fragestellungen durchgef hrt.

Zus tzlich k nnen mit dieser Methode zellzyklusspezifische Effekte am DNA-Histogramm

abgelesen werden (Hotz et al., 1994). Die hiermit gewonnenen Ergebnisse k nnen dann mit

Wie schon erw hnt, bietet die Durchflußzytometrie eine schnelle, quantitative und objektive

Analyse lebender Zellen und kann zur Bestimmung apoptotischer und nekrotischer Zellen

eingesetzt werden. Da jedoch die Apoptose urspr nglich aufgrund der Analyse der

Zellmorphologie definiert wurde (Kerr et al., 1972) und diese Ver nderungen

unverwechselbar sind, sollte die Inspektion von Zellen unter dem Mikroskop immer zur



Identifizierung von apoptotischen und nekrotischen Zellen herangezogen werden

(Darzynkiewicz et al., 1997).

In dieser Arbeit wurde die in unserem Labor routinem ßig eingesetzte simultane Messung von

DNA- und Protein-Gehalt zur Bestimmung apoptotischer Zellen angewandt. Mit dieser

Methode gelang es mehreren Autoren, die S-und G2-phasenspezifische Apoptose in

lymphatischen (L1210 und Molt4) und myeloischen (HL-60 und KG1) Leuk miezellinien

sowie den apoptoseassoziierten Verlust an Protein darzustellen (DelBino et al., 1990,1991;

Gorczyca et al., 1993; Gong et al., 1993). Die hiermit erhaltenen Ergebnisse wurden mit der

morphologischen Auswertung einzelner Apoptosestadien und der Bestimmung der DNA-

Leiter oligonukleosomaler Fragmente im Agarose-Gel verglichen.

4.2. Kritische Aspekte bei der Analyse apoptotischer Zellen mittels Durchflußzytometrie

Die in dieser Arbeit eingesetzte Methode basiert neben der Bestimmung des Proteingehaltes

auf der Messung des DNA-Gehaltes apoptotischer Zellen. Partikel mit einem erniedrigten

DNA-Gehalt werden als apoptotische Zellen bezeichnet (Elstein et al.,  1994 und 1995;

Nicoletti et al., 1991). Dies gilt f r Zellen, welche mit Fixativen wie Alkohol oder Aceton

fixiert wurden. Eine Detergenz- oder Hypotoniebehandlung vor der Fixierung f hrt zur Lyse

von Zellen. Da der Kern apoptotischer Zellen fragmentiert und mehrere Chromatinfragmente

in einer Zelle vorhanden sein k nnen, korrespondiert der Prozentsatz an Signalen die einen

erniedrigten DNA-Gehalt zeigen (% Sub-G1-Peak), dann nicht mit dem apoptotischen Index.

Weiterhin kann die Lyse von mitotischen Zellen oder Zellen mit Mikrokernen einzelne

Chromosomen oder Mikrokerne freisetzen, welche dann aufgrund ihres DNA-Gehaltes im

Sub-G1-Bereich als apoptotische Zellen identifiziert werden (Darzynkiewicz et al., 1997).

Der Einsatz der HR-A-L sung nach der Fixierung der Zellen in 70% EtOH in dieser Arbeit

f hrte zur Extraktion von DNA-Fragmenten und somit zur Detektion eines Sub-G1-Peaks,

nicht jedoch zu einem berm ßigen Zerfall apoptotischer Zellen in Fragmente. Dies war

wahrscheinlich auf die Vernetzung zytoplasmatischer Proteine in apoptotischen Zellen durch

Transglutaminaseaktivit t zur ckzuf hren. Diese starke Vernetzung verhindert die

vollst ndige Entfernung des Zytoplasmas und somit auch den Zerfall. F r die mikroskopische

Auswertung wurden die fixierten Zellen in EtOH ebenfalls mit HR-A-L sung inkubiert, um

Verklumpungen bei der Zentrifugation auf Objekttr ger zu vermeiden. Eine Kontrolle von



unbehandelten und behandelten Zellen ergab keine Erh hung der Fragmente. Dies zeigte sich

auch ganz deutlich in einem Vergleich des durchflußzytometrisch detektierten Apoptose-

Bereiches der Zellinien U937 und HL-60 mit der mikroskopischen Auswertung, die den

Anteil an apoptotischen Bodies und Fragmenten beinhaltete. Hierbei ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede. Bei einem durch HR-A-L sung verursachten berm ßigen Zerfall

apoptotischer Zellen, m ßte der durchflußzytometrisch gemessene Apoptose-Bereich zu

geringeren Werten f hren als die mikroskopischen Auswertung. Eine Ausnahme bildete dabei

die Zellinie K562 bei der Inkubation mit 50 M 2-Cyclohexen-1-on. Die Auswertung des Sub-

G1-Bereiches ergab im Mittel einen Prozentsatz von 27%. Nach der Abgrenzung des

Apoptose-Bereiches entfielen auf den Bereich, welcher Debris, Mikrokerne, apoptotische

Bodies und Fragmente enth lt ca. 13%. Im Mikroskop konnten jedoch nur 5% apoptotische

Zellen detektiert werden, wobei so gut wie keine Fragmente auftraten. Hier schienen durch die

Behandlung mit HR-A-L sung Chromatinfragmente apoptotischer Zellen freigesetzt worden

zu sein.

4.2.2 Standardisierung

Zur Standardisierung bei der Detektion apoptotischer Zellen anhand ihres DNA-Gehaltes

sollten nach Darzynkiewicz (1997) nur Partikel mit erniedrigtem DNA-Gehalt, welcher

oberhalb 10% des DNA-Gehaltes intakter G1-Zellen liegt, in die Auswertung mit eingehen.

Dies hat zur Folge, daß man quantitativ einige apoptotische Zellen verliert. Das Ergebnis

entspricht der wirklichen Situation jedoch eher, als die Gesamtheit aus apoptotischen Zellen,

Debris, einzelnen Chromosomen, Chromosomenklumpen und kontaminierenden Bakterien.

Da in der vorliegenden Arbeit auch der Proteingehalt in die Analyse apoptotischer Zellen

einging, mußten auch hier bestimmte Grenzen festgelegt werden. Aus diesem Grund wurde

zum einen der gesamte Sub-G1-Bereich, zum anderen ein Apoptose-Bereich definiert. Bei

letzterem wurden nur Zellen ausgewertet, deren Proteingehalt nicht unterhalb des

Proteingehaltes normaler, nichtapoptotischer Zellen derselben Kultur lag (siehe Abb.1.6).

4.2.3 Prozentsatz apoptotischer Zellen

Wie die Mitose ist die Apoptose nur von kurzer Dauer. Die Zeitspanne, in der apoptotische

Zellen ihre charakteristischen Merkmale zeigen, die es erlauben sie zu identifizieren, h ngt

von der Detektionsmethode, dem Zelltyp und dem Induktor ab. Verlangsamt eine eingesetzte

Substanz den apoptotischen Prozeß z.B. durch Beeinflussung der Endonucleolyse oder der

Proteolyse, kann dies auch die Zeitspanne, in der man apoptotische Zellen identifizieren kann,



ver ndern. Somit erfaßt man je nach Art der Detektionsmethode und dem Detektionszeitpunkt

nicht wirklich alle Zellen, welche apoptotisch sterben. Es handelt sich also sowohl bei der

Durchflußzytometrie als auch bei der morphologischen Auswertung um Richtwerte. Leider

gibt es keine Methode, um Zellen, die apoptotisch werden, zu einem bestimmten Zeitpunkt

anzureichern (Darzynkiewicz et al., 1997).

Zellen, die in der Apoptose schon sehr weit fortgeschritten sind, hneln nekrotischen Zellen so

stark, daß man auch von „apoptotischer Nekrose“ spricht (Majno et al., 1995), um diese

sp ten Stadien zu definieren. Zu diesem Zeitpunkt k nnen viele Methoden zur Detektion von

Apoptose nicht mehr zwischen den beiden Zelltodarten unterscheiden. Da diese sp t

apoptotischen Zellen z.B. ihre F higkeit verlieren, geladene, kationische Farbstoffe wie

Propidiumjodid oder 7-AMD auszuschließen, k nnen diese Methoden zur Unterscheidung

nicht mehr eingesetzt werden (Jacobs et al., 1983; Schmid et al.,1992). Sp t apoptotische

Zellen f rben sich aufgrund ihrer gesch digten Plasmamembran mit Propidiumjodid hnlich

stark wie nekrotische Zellen (Koopman et al., 1994). Phosphatidylserin kann sowohl in

nekrotischen als auch in apoptotischen Zellen durch die gesch digte Plasmamembran mit

Annexin V gef rbt werden, so daß sich auch diese Methode nicht zur Unterscheidung eignet.

Dagegen kann die starke DNA-Degradierung im Agarosegel oder die Analyse des zellul ren

DNA-Gehaltes auch zu einem solch sp ten Zeitpunkt zur Unterscheidung nekrotischer und



4.3 Vergleichende Analyse der eingesetzten Methoden

Nur bei den Zellinien U937 und HL-60 konnte die induzierte Apoptose sowohl quantitativ

(durchflußzytometrisch und morphologisch) als auch qualitativ (DNA-Leiter) eindeutig

bestimmt werden. (Tab.4.1).

U937
Mikroskop           FCM             DNA-Leiter

HL-60
Mikroskop           FCM             DNA-Leiter

Actinomycin D * + + * + +
2-Cyclohexen-1-on + + + + + +
trans-2-Hexenal + + + + + +
2-trans,4-trans-Hexadien-
1-al

+ + + + + +

trans-2-Octenal * + + * + +
2-trans,6-cis-Nonadienal + + + + + +
Tab.4.1:

* = nicht ausgewertet, + = Apoptose konnte detektiert werden, - = Apoptose konnte nicht detektiert 
werden

Diskrepanzen fanden sich bei den Zellinien K562 und Molt4. Bei der Zellinie K562 konnte

zum einen die bei 2-Cyclohexen-1-on mittels Durchflußzytometrie und Agarose-

Gelelektrophorese detektierte Apoptose mikroskopisch nicht best tigt werden. Zum anderen

wurde bei trans-2-Hexenal und trans-2-Octenal trotz Sub-G1-Peak in der Durchflußzytometrie

keine typische DNA-Leiter detektiert (Tab.4.2). Bei der Zellinie Molt4 konnte f r keine der

untersuchten Verbindungen eine DNA-Leiter detektiert werden. Bei 2-Cyclohexen-1-on

konnte die Apoptose nur mikroskopisch bestimmt werden (siehe Tab.4.2).

K562
Mikroskop           FCM              DNA-Leiter

Molt4
Mikroskop           FCM             DNA-Leiter

Actinomycin D * - - * + -
2-Cyclohexen-1-on - + + + - -
trans-2-Hexenal (+) (+) - (+) (+) -
2-trans,4-trans-Hexadien-
1-al

- - - + + -

trans-2-Octenal * + - * - -
2-trans,6-cis-Nonadienal - - - ++ (+) -
Tab.4.2:

* = nicht ausgewertet, + = Apoptose konnte detektiert werden, - = Apoptose konnte nicht detektiert 
werden, (+) = nicht signifikanter Anstieg des apoptotischen Bereiches.

4.3.1 2-Parameter-Durchflußzytometrie: DNA- und Proteingehalt



Die intensive DNA-Fragmentierung w hrend der Apoptose ist die Basis f r die in dieser

Arbeit eingesetzte Messung von DNA-Gehalt, wobei die niedermolekularen DNA-Fragmente

Die Fixierung der Zellen in Alkohol, hielt die degradierte DNA nicht vollst ndig im

apoptotischen Zellkern bzw. der apoptotischen Zelle. Durch die anschließende Behandlung

mit HR-A-L sung und F rbung, blieb ein apoptotischer Zellkern, der einen reduzierten DNA-

Gehalt enthielt, brig. Diese Zellkerne wurden als sogenannter „Sub-G1-Peak“ im

hypodiploiden Bereich des 1-Parameter-Histogramms dargestellt (Nicoletti et al., 1991;

Umansky et al., 1981; Elstein et al., 1994; Endersen et al., 1995). Eine Fixierung mit

Formaldehyd verhindert dagegen die Extraktion der degradierten DNA in apoptotischen

Zellen (Hotz et al., 1994). Sind die Zellen aber in der Apoptose schon weiter fortgeschritten

und ihre DNA liegt stark degradiert vor, kann diese auch nach Formaldehydfixierung

extrahiert werden. Der Grad der Degradierung variiert je nach eingesetzter Zellinie, Stadium

der Apoptose und Induktor.

Die zur Einf hrung der durchflußzytometrischen Methodik durchgef hrten Versuche mit

Actinomycin D zeigten die deutliche Darstellung der Apoptose als Sub-G1-Paek im 1-

Parameter Histogramm und im 2-Parameter Dot Plot. Dosisabh ngige Apoptose fand sich wie

in der Literatur beschrieben bei den Zellinien U937, HL-60 und Molt4 (Anzai et al., 1994).

Die 2-Parameter-Messung erm glichte zudem eine gute Quantifizierung und Unterteilung in

einen Sub-G1-Bereich und einen Apoptose-Bereich (siehe auch Abb.1.6).

Werden Zellen der S- oder G2/M-Phase betroffen und die Fragmentierung, wie auch die

Extraktion der Fragmente durch die Wasch- und F rbeschritte, ist nicht maximal, so sind die

apoptotischen Zellen in einem „Sub-S-Peak“ oder „Sub-G2/M-Peak“ anzutreffen (Chapman et

al., 1995; eigene Ergebnisse, siehe Abb.4.1 und Abb.4.2), welche aber in der 1-Parameter-

Messung des DNA-Gehaltes nur als Akkumulation von Zellen im Zellzyklus detektiert

werden konnten. Dies war z.B bei der Zellinie U937 nach Inkubation mit trans-2-Hexenal und

2-Cyclohexen-1-on der Fall. Betrachte man sich die nachfolgenden Histogramme (Abb.4.1,

A-C) der Zellinie U937, so konnte man bei der Inkubation mit trans-2-Hexenal und 2-trans,4-

trans-Hexadien-1-al neben einem Debrisanteil einen deutlichen Sub-G1-Peak detektieren. Das

Histogramm der Inkubation mit 2-Cyclohexen-1-on zeigte dagegen nur eine Population im

Debrisbereich. In der Literatur wird als Nachteil der Bestimmung des Sub-G1-Peaks die

niedrige Spezifit t bei der Detektion von Apoptose genannt. Diese Autoren benutzten daher

zur Extraktion der niedermolekularen DNA-Fragmente einen hochmolaren Phosphat/Citrat-



Puffer (Gong et al., 1994), der diese Fragmente in einem solchen Maße aus der Zelle

ausw scht, daß in dem dann detektierten Sub-G1-Peak neben apoptotischen, auch mechanisch

gesch digte Zellen, hypodiploide Zellen, differenzierte oder pyknotische Zellen mit

ver nderter Anf rbbarkeit (Elstein et al., 1994) zu finden waren. Damit wurde jedoch

gew hrleistet, daß sich keine apoptotischen Zellen mehr im Zellzyklus versteckten. Der

Nachteil, daß sich neben apoptotischen Zellen auch Debris im Sub-G1-Peak befanden, konnte

durch Einsatz eines zweiten Parameters, wie z.B. der Detektion von DNA-Strangbr chen

Abb.4.1: 1-Parameter-Histogramme der DNA-Messung der Zellinie U

2-Cyclohexen-1-on. Die Inkubationsdauer betrug 1h mit einer 4h-Postinkubation bei A. und B, sowie 
24h bei C

Die in dieser Arbeit durchgef hrten Messungen nach HR-A-Behandlung zeigten aber deutlich

die Auftrennung des hypodiploiden Bereichs im Histogramm in Sub-G1-Peak und einen

Debris-Peak (siehe Abb.4.1). Dieser Debris-Peak enth lt neben Zellschrott (z.B. mechanisch

gesch digte Zellen) auch apoptotische Bodies und Mikrokerne. Der Nachteil der geringen

Spezifit t der 1-Parameter-Messung konnte durch Zuhilfenahme einer zus tzlichen

Proteinf rbung außer Kraft gesetzt werden. Der 2-Parameter Dot-Plot zeigte n mlich, daß sich

apoptotische Zellen, die aus der S- oder G2/M-Phase stammen, durch einen erh hten

Proteingehalt deutlich von Zellen im normalen Zellzyklus abtrennen ließen (siehe Abb.4.2, B

und C). Somit konnte man bei der Inkubation der Zellen mit trans-2-Hexenal und 2-

Cyclohexen-1-on zus tzliche, „versteckte“ apoptotische Zellen erkennen, welche eindeutig

bestimmten Zellzyklusphasen zuzuordnen waren.



Die mit trans-2-Hexenal behandelte Zellkultur wies zus tzliche apoptotische Zellen aus der S-

und G2/M-Phase auf, w hrend mit 2-Cyclohexenon mittels Sub-G1-Peak nicht detektierte

Abb.4.2:
2-trans,4-trans-Hexadi

B. sowie 24h bei C.

Der erh hte Proteingehalt apoptotischer Zellen kann durch die Aktivierung einer

Transglutaminase erkl rt werden, die in apoptotischen Zellen zytoplasmatische Proteine

vernetzt (Piacentini et al., 1995). Diese Vernetzung ist so stark, daß das Zytoplasma

apoptotischer Zellen mit der HR-A-L sung gar nicht oder nur unvollst ndig entfernt werden

kann. Weiterhin konnte man mit der DNA-/Proteinmessung den Debris abtrennen. Debris

besitzt n mlich einen Proteingehalt, der unterhalb des Gehaltes von normalen G0/G1-Zellen

liegt.

Es war also m glich, bei den Zellinien U937 und HL-60 bei allen untersuchten

Carbonylverbindungen durchflußzytometrisch Apoptose zu detektieren. Bei der Zellinien

K562 gelang dies nur in zwei F llen, bei der Zellinie Molt4 nur in einem Fall eindeutig.

Zudem erlaubte die eingesetzte 2-Parameter-Messung von DNA- und Proteingehalt die

Detektion von Apoptose, die nicht als Sub-G1-Peak auftrat sowie deren zellzyklusspezifische

Zuordnung.

4.3.2 Morphologische Analyse

Die ersten Beschreibungen des apoptotischen Zelltodes beruhten auf der Betrachtung der

charakteristischen morphologischen Ver nderungen der Zellen (Kerr et al., 1972). Und



obwohl die verschiedensten Merkmale als Marker f r apoptotische Zellen in der

Durchflußzytometrie zum Einsatz kommen, sollte die Art des Zelltodes immer mittels Licht-

oder Elektronenmikroskopie analysiert werden (Darzynkiewicz et al., 1997). Die Pr paration

der fixierten Zellen auf Objekttr ger mit Hilfe einer Zytozentrifuge und eine anschließende

F rbung mit DAPI/Sulforhodamin101 hat sich f r diese Zwecke als optimal herausgestellt.

Die Zellen wurden dabei flach ausgebreitet, so daß ihre Morphologie einfach zu bestimmen

war. Durch die F rbung wurden die apoptotischen Merkmale gut hervorgehoben. Dies steht

im Gegensatz zu der Aussage von Darzynkiewicz et al. (1998), daß die Zellen unfixiert auf

Objekttr ger zentrifugiert werden sollten um eine optimale Morphologie zu erhalten. Es

wurden dabei charakteristische Merkmale der Apoptose, wie Chromatinkondensierung,

Kernfragmentierung und die Abspaltung von apoptotischen Bodies analysiert. Die Lappung

der Zellen wurde nicht ber cksichtigt. Diese war zwar h ufig zu beobachten, die St rke und

Auspr gung variierte jedoch so stark, daß sich dieser Parameter als zu subjektiv herausstellte.

Alle 4 eingesetzten Zellinien zeigten im normalen Zustand nur einen kleinen

Zytoplasmasaum. Apoptotische Zellen mit stark kondensiertem Kern zeigten zum einen einen

deutlich gr ßeren Zytoplasmasaum mit durch die Kondensierung st rker blau

fluoreszierendem Kern. Zum anderen kann das Chromatin in Schollen an der Kernperipherie

kondensieren und der Kern eine Halbmondform annehmen. Auch hier findet man eine

st rkere Fluoreszenz. Von Zellen mit fragmentiertem Kern sprach man, wenn dieser aus

mindestens 4 Fragmenten bestand und auch hier eine st rkere Kondensierung aufwies. Etwas

schwieriger ist die Einordnung apoptotischer Bodies, die nach Darzynkiewicz et al. 1998 nicht

in die Quantifizierung mit einbezogen werden sollten, da aus einer apoptotischen Zelle

mehrere apoptotische Bodies entstehen. Durch die Zentrifugation lagen sie außerdem sehr

verstreut vor und waren h ufig neben normalen Zellen zu finden, so daß sie mit Mikrokernen

verwechselt werden konnten. Aufgrund ihres Zytoplasmasaums und der st rkeren

Chromatinkondensierung waren sie aber im allgemeinen gut von Mikrokernen oder auch

Chromosomen zu unterscheiden. In meinen Untersuchungen wurden sie wegen des

Vergleiches des gesamten Sub-G1-Peaks mit der mikroskopischen Auswertung trotzdem mit

einbezogen.

Die hohen Standardabweichungen zwischen den mikroskopischen Auswertungen z.B. der

durch 2-Cyclohexen-1-on induzierten Apoptose bei der Zellinie U937 standen im Gegensatz

zu der durchflußzytometrischen Analyse. Diese zeigte weniger auff llige Abweichungen.

Diese Unterschiede spiegelten wohl die M glichkeit der mikroskopischen Auswertung,

zwischen verschiedenen Stadien der Apoptose zu unterscheiden, wieder. Denn obwohl die



Versuche immer unter den gleichen Bedingungen durchgef hrt wurden, bestand die

M glichkeit von Abweichungen. Diese k nnten zeitlicher oder pr parativer Natur gewesen

sein. Da die Apoptose einen empfindlichen Prozeß darstellt, der von kurzer und variabler

Dauer sein kann, ist es somit m glich, daß auch kleine zeitliche Abweichungen dazu f hrten,

daß man die Apoptose sozusagen durch ein „anderes Fenster“ sah, d.h. die Apoptose befand

sich in einem anderen Stadium. Die Unterschiede k nnten aber auch durch

Mehrere Autoren beschrieben Beispiele von Zelltod, bei denen die Muster an

morphologischen und/oder biochemischen Ver nderungen weder der Apoptose noch der

Nekrose glichen, wobei in der Mehrzahl der F lle das Fehlen oligonucleosomaler Fragmente

beschrieben wurde (Akagi et al., 1995; Catchpoole et al., 1993; Cohen et al., 1992; Collins et

al., 1992; Fukuda et al., 1993; Ormerod et al., 1993; Zamai et al., 1996). So k nnen z.B. durch

den Apoptoseinduktor ausgel ste sekund re Effekte Zellstruktur und Funktion ver ndern. Der

Arrest in einer Zellzyklusphase f hrt zu Wachstumsst rungen, welche sich stark auf die

Biochemie und Morphologie der Zelle auswirken k nnen (Gong et al., 1995). Das Fehlen der

typischen morphologischen Apoptosemarker bei der Zellinie K562 nach Inkubation mit 2-

Cyclohexen-1-on k nnte auch ein solches Beispiel darstellen. Riordan et al. stellten 1998 bei

der Inkubation von Ph+ K562-Zellen mit Etoposid zwar zytoplasmatische Vakuolisierung,

jedoch keine Chromatinkondensierung oder -fragmentierung fest. Sie erkl rten dies mit der

Expression des bcr/abl-Oncoprotein, welches durch Deregulierung der Protein-Tyrosinkinase-

Aktivit t antagonistisch zur Induktion von Apoptose durch DNA-sch digende Substanzen

wirkt. Untersuchungen an UVB bestrahlten Keratinozyten zeigten kleine und große

Knospenbildung sowie DNA-nicks, aber weder Chromatinkondensierung noch Karyorrhexis

oder eine DNA-Leiter oligonucleosomaler Fragmente (Gniadecki et al., 1998). Weiterhin

konnte bei Spermatogonien, die mit -Strahlung behandelt wurden, zwar eine Kondensierung

des Chromatins, aber keine Randst ndigkeit oder Kernfragmentierung gefunden werden

(Hasegawa et al., 1997). Asher et al. beschrieb 1995 eine atypische Apoptose in EBV-

transformierten Lymphozyten, die mit 3H-markiertem Thymidin behandelt wurden. Die

Untersuchungen zeigten DNA-Degradierung ohne das Auftreten einer DNA-Leiter, ohne

Im Gegensatz zu der Zellinie K562 konnte bei der Zellinie Molt4 z.B. die

durchflußzytometrisch nicht detektierte Apoptose bei 2-Cyclohexen-1-on mikroskopisch



deutlich durch eine Population an Zellen mit stark kondensiertem Kern sichtbar gemacht

werden.

Die mikroskopische Analyse der Apoptose gilt trotz der zahlreichen M glichkeiten zur

Apoptosedetektion immer noch als eine der sichersten Untersuchungsmethoden und sollte

immer parallel mit anderen Methoden eingesetzt werden. Dies ist besonders bei quantitativen

Analysen zu beachten (Darzynkiewicz et al., 1998). Die unverwechselbaren morphologischen

Ver nderungen erm glichten es auch bei diesen Untersuchungen zuvor nicht detektierte

Apoptose sichtbar zu machen. Dar ber hinaus erhielt man Informationen ber die

unterschiedliche Verteilung der verschiedenen Apoptosestadien bei verschiedenen Zellinien.

4.3.3 DNA-Fragmentierung

Das bedeutendste morphologische Merkmal der Apoptose ist die Kondensierung und

Anlagerung des Chromatins an der Kernperipherie (Whyllie et al., 1992). Das bedeutendste

biochemische Merkmal f r Apoptose ist das Auftreten von oligonucleosomalen DNA-

Fragmenten im Agarosegel. Die Detektion dieser DNA-Leiter oligonucleosomaler Fragmente

(nach Gong et al., 1994) wurde zus tzlich zur durchflußzytometrischen und morphologischen

Analyse zur rein qualitativen Bestimmung von Apoptose eingesetzt. Gong et al. (1994)

konnten zeigen, daß man ab 8% apoptotischer Zellen in einer Kultur von 1-2x106 Zellen eine

gut sichtbare DNA-Leiter erh lt. Dabei kamen bei der Erstellung der Konzentrationskinetik

und der Zeitkinetik ermittelte optimale Konzentrationen und Inkubationszeiten zum Einsatz.

F r die Zellinien U937 und HL-60 konnte mit dieser Methode das Auftreten einer DNA-Leiter

oligonucleosomaler DNA-Fragmente im Gel bei allen eingesetzten Verbindungen detektiert

werden und lieferte eine gute bereinstimmung mit den restlichen Auswertungen. F r die

Zellinie Molt4 konnte in keinem der untersuchten F lle mit dieser Methode Apoptose

detektiert werden. F r die Zellinie K562 trat nur bei 2-Cyclohexen-1-on eine undeutliche

DNA-Leiter auf.

Viele Beispiele wurden beschrieben, in denen die Induktion von Apoptose zwar

morphologisch eindeutig war, das Auftreten von oligonucleosomalen DNA-Fragmenten aber

nicht detektiert werden konnte (Cohen et al., 1992; Brown et al., 1993; Gavrieli et al., 1992;

Barres et al., 1992; Oberhammer et al., 1993; Tomei et al., 1993). So zeigten z.B.

Oberhammer et al. 1993 an der Prostatakarzinomzellinie DU-145 das Auftreten von Apoptose

anhand der Morphologie, konnten jedoch keine DNA-Leiter nachweisen. Neuere

Untersuchungen ließen aber auch erkennen, daß DNA-Fragmentierung in zwei Phasen auftritt,



die durch die Gr ße ihrer Fragmente charakterisiert werden (Walker et al., 1997). Der Einsatz

der Pulsfeld-Gelelektrophorese zeigte das prim re Auftreten von DNA-Fragmenten mit einer

Gr ße zwischen 300-50kbp (HMW-Fragmente) und erst anschließend das Erscheinen

kleinerer Fragmente (Walker et al., 1991; Dusenbury et al., 1991; Oberhammer 1993). Diese

Ergebnisse machten deutlich, daß nur die Fragmentierung der DNA in HMW-Fragmente

essentiell f r Apoptose ist und die Fragmentierung in oligonucleosomale Fragmente zwar

auftreten kann, aber nicht obligat ist. Sah man noch vor einigen Jahren in der

oligonucleosomalen DNA-Fragmentierung eines der bedeutensten Merkmale der Apoptose, so

wandelte dieses sich von einem fr hen, wichtigen Ereignis zu einem sp ten, verzichtbaren

Ereignis (Walker et al., 1997). Weitere Analysen der DNA-Fragmentierung verschiedener

Zelltypen zeigten eine große Variabilit t im Ausmaß der Degradierung (Walker et al., 1995).

So konnte dargestellt werden, daß die meisten Lymphozyten und einige Leberzellen ihre DNA

stark degradieren und DNA-Leitern produzieren, w hrend andere Zellen, wie z.B. K562,

vorrangig 50-300kbp Fragmente, und DU-145 nur noch gr ßere Fragmente erzeugen. Beere et

al.(1995) und Zamai et al. (1996) beschrieben die Zellinie Molt4 als Zellsystem, das zwar die

typischen morphologischen Apoptosemuster zeigte, jedoch keine DNA-Leiter bildete.

Kuribayashi et al. beschrieb 1996 die lymphozyt ren Zellinien HL-60, U937, Ml-1 und THP-

1, als Zellinien, die internucleosomale DNA-Fragmentierung durchliefen und K562 und Molt4

als Zellinien, die diese Fragmentierung nicht erzeugten und verglich diese bez glich ihrer

Sensitivit t gegen ber Nucleasen. Zieht man all diese Tatsachen in Betracht, wird

verst ndlich, warum bei den Untersuchungen f r die Zellinien K562 und Molt4 keine DNA-

Leiter oligonucleosomaler Fragmente detektiert werden konnte. F r den Nachweis von großen

DNA-Fragmente w re die Puls-Feld-Gelelektrophorese die geeignete Methode gewesen. Das

Fehlen oligonucleosomaler Fragmente bei der Zellinie Molt4 erkl rt auch die Diskrepanz

zwischen der Durchflußzytometrie und der morphologischen Apoptosebestimmung, da die

4.3.4 Zusammenfassung der vergleichenden Analyse

Bei der Zusammenfassung der Ergebnisse und Vergleich der einzelnen Methoden, konnte je

nach eingesetztem Zellsystem eine komplette bereinstimmung zwischen den einzelnen

Untersuchungsmethoden festgestellt werden.

Die bei den Zellinien K562 und Molt4 aufgetretenen Diskrepanzen sind zumindest f r das

Fehlen einer DNA-Leiter im Agarose-Gel schon erkl rt worden (siehe 4.3.3). Auch das Fehlen

von anderen Apoptosemarkern wie z.B. Chromatinkondensierung, Fragmentierung, etc. im



Mikroskop oder dem Sub-G1-Peak im FCM wurde schon erw hnt. F r diese Zellinien wurde

schon von verschiedenen Autoren ein atypischer Verlauf der Apoptose beschrieben. Sie

zeigten entweder nur vereinzelt Charakteristiken der Apoptose oder hatten Merkmale von

Apoptose und Nekrose (Cohen et al., 1992; Collins et al., 1992). In solchen F llen ist es

m glich, daß der apoptoseausl sende Faktor verschiedene metabolische Wege der

apoptotischen Kaskade blockiert. Als Ergebnis einer solchen Blockade ist die Apoptose dann

unvollst ndig. Es k nnte aber auch sein, daß die verwendeten Zellen nicht alle Schritte

durchf hren k nnen, da ihnen ein oder mehrere Faktoren fehlen. So sterben die Zellen von T-

Zell-Leuk mien wie Molt4 oder CEM nach Inkubation mit einer Reihe von Verbindungen in

einer Art und Weise, die nicht an Apoptose erinnert (Akagi et al., 1993). Diesen Zellen fehlt

z.B. eine Mg2+-abh ngige Endonuclease und erst ihre Fusion mit Zellen, die dieses Enzym

besitzen, gibt ihnen die M glichkeit, eine typische Apoptose zu durchlaufen (Matsubara et al.,

1994). Es konnte aber auch gezeigt werden, daß Molt4 Zellen nach Behandlung mit dem

Kinase-Hemmstoff H7 oder 5-Deazacyclotetrahydrofolat apoptotisch sterben (Smith et al.,

1992; Traganos et al., 1986).

Das Tatsache, daß mit der Durchflußzytometrie bei der Zellinie Molt4 keine oder nur in sehr

geringem Ausmaß Apoptose detektiert wurde, beruht wohl darauf, daß mit der hier

eingesetzten Methode nur relativ sp te Apoptosestadien, bei denen eine eindeutige

Fragmentierung des Chromatins vorhanden ist, detektiert werden k nnen. Zellen, bei denen

als apoptotische Ver nderung z.B. nur eine Chromatinkondensierung ohne Fragmentierung

auftritt, erfaßt man somit nicht. Die morphologische Auswertung konnte aber im Fall der

Zellinie Molt4 diese nicht erfassten apoptotischen Zellen detektieren.

Faßt man die Befunde, daß K562 und Molt4 nur gr ßere DNA-Fragmente aufweisen und

Molt4 dar ber hinaus in vielen F llen keine apoptotischen Bodies bildet, zusammen, muß

man zu dem Schluß kommen, daß sowohl die hier eingesetzte durchflußzytometrische

Messung des Sub-G1-Peaks, als auch die Agarose-Gelelektrophorese zur Detektion einer

DNA-Leiter nicht die geeignete Apoptosedetektionsmethode f r beide Zellinien darstellt.

Zus tzlich ist die Zellinie K562 im allgemeinen durch die Expression des Bcr/Abl-Oncogens

relativ resistent gegen ber Apoptoseinduktion und somit keine sehr geeignete Zellinie f r

solche Screening-Untersuchungen.

Die eingesetzten Methoden beruhen zum einen auf dem Vorhandensein von DNA-

Strangbr chen und nachfolgender Fragmentierung des Chromatins, zum anderen auf der

mikroskopischen Analyse morphologischer Ver nderungen. Zur besseren Absicherung der



Ergebnisse sollte man mehr als eine Untersuchungsmethode einsetzen und darauf achten, daß

man unterschiedliche Parameter untersucht. So postulierte Darzynkiewicz et al. (1997) den

Einsatz der Messung der Membranintegrit t zusammen mit der Messung der Permeabilit t,

des mitochondrialen Transmembranpotentials, der Denaturierungssensitivit t, der

Lichtstreuung oder der DNA-Fragmentierung zur sichereren Bestimmung von Apoptose.

Diese Methoden waren aufgrund technischer Restriktionen mit dem eingesetzten PasIII-

Durchflußzytometer aber nicht anwendbar. Aus diesem Grund wurden nur exemplarisch

einige Untersuchungen an den Zellinien K562 und Molt4 mit AnnexinV an einem Coulter-

4.3.5 Untersuchungen mit AnnexinV

Lebende Zellen zeigen eine asymmetrische Verteilung der verschiedenen Phospholipide

zwischen der Innen- und der Außenseite der Plasmamembran (Bretscher et al., 1972). Dies

gilt sowohl f r Phosphatidylcholin und Sphingomyelin, die prim r auf der Außenseite, als

auch f r Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin (PS), die auf der Innenseite

lokalisiert sind. Diese Asymmetrie wurde zuerst f r Erythrozyten und Blutpl ttchen (Op de

Kamp, 1979; Schroit et al., 1991), sp ter dann auch f r kernhaltige Zellen nachgewiesen

(Deveaux, 1993; Zachowski, 1993). Zus tzlich zu diesem Potential, PS durch

Flippaseaktivit t asymmetrisch auf der Innenseite zu halten, k nnen die Zellen PS auch auf

die Außenseite translozieren (Bevers et al., 1982 und 1983; Connor et al., 1994). Fadok et al.

(1992,1993) konnten zeigen, daß Lymphozyten w hrend der Apoptose PS auf die

Membranaußenseite bringrn. Dieser Vorgang spielt eine große Rolle bei der Erkennung und

Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen. Die PS-Exposition auf der Außenseite

findet schon sehr fr h w hrend der Apoptose statt und l ßt sich bis zum Schluß, wenn die

Zelle in apoptotische Bodies zerf llt, nachweisen (van Engeland et al., 1998). Weiterhin

konnte gezeigt werden, daß das Antikoagulanz AnnexinV in Anwesenheit von Calcium

pr ferentiell an PS bindet (Tait et al., 1989; Andree et al., 1990). Die Kopplung von

AnnexinV mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC) und die gleichzeitige F rbung der Zellen mit

Propidiumjodid erlaubt die mikroskopische und durchflußzytometrische Detektion fr her

apoptotischer Zellen sowie die Diskriminierung lebender (PI-/FITC-), fr h apoptotischer (PI-

/FITC+) und nekrotischer (PI+/FITC+ und PI+/FITC-) Zellen. Sp t apoptotische Zellen

berlappen mit nekrotischen (PI+/FITC+) Zellen (Koopman et al., 1994; Vermes et al., 1995;

Darzynkiewicz et al., 1997; van Engeland et al., 1998).



Der Einsatz der AnnexinV-F rbung brachte in meinen Untersuchungen f r die Zellinie K562

keine zus tzliche Information. Es zeigten sich insgesamt nur sehr wenige AnnexinV positive

Zellen, wobei der Großteil auch positiv f r PI war und daher zu den sp t apoptotischen bis

nekrotischen Zellen z hlte, die nicht eindeutig getrennt werden k nnen. Ein quantitativer

Vergleich ergab in der Summe ein der mikroskopischen Auswertung vergleichbaren Wert und

lieferte keine weitere Erkl rung f r den nach Inkubation mit 2-Cyclohexen-1-on deutlich

auftretenden Sub-G1-Peak in der Durchflußzytometrie. Koopman et al. (1994) beschrieb eine

Korrelation zwischen AnnexinV-Bindung und apoptotischer Morphologie und DNA-

Fragmentierung. Zellen mit euchromatischem Kern oder randst ndigem Chromatin waren nur

bei einer der untersuchten Zellen mit AnnexinV markiert. Dies korrelierte mit der Tatsache,

daß keine Zellen mit ver nderter Chromatinstruktur im Mikroskop zu sehen waren. Die

Untersuchungen der Zellinie Molt4 zeigten deutliche sp t apoptotische bis nekrotische

Zellpopulationen, fr h apoptotische Zellen waren auch hier kaum detektierbar. Der Vergleich

der Summe aus fr h und sp t apoptotischen Zellen mit der DNA-/Proteinmessung und der

Mikroskopie, so entsprach dieser Wert der morphologischen Auswertung. Eine

ausschließliche Betrachtung der fr h apoptotischen Zellen zeigt bereinstimmung mit der

durchflußzytometrischen Analyse f r die Verbindungen 2-Cyclohexen-1-on, trans-2-Hexenal,

2-trans,4-trans-Hexadien-1-al und 2-trans,6-cis-Nonadienal. F r den trans-2-Octenal-Versuch,

der nicht mikroskopisch ausgewertet wurde, brachte diese Untersuchung dagegen eindeutig

zus tzliche Information, da hier sp t apoptotische bis nekrotische Zellen detektiert wurden.

Die Diskrepanzen zwischen der Detektion des Sub-G1-Peaks und der morphologischen

Analyse konnten also in diesem Fall auch nicht mit AnnexinV verifiziert werden. Das Fehlen

von fr h apoptotischen Zellen in diesem Apoptose-Assay steht etwas im Gegensatz zu der

Tatsache, daß PS Exposition einen universellen Mechanismus w hrend der Apoptose darstellt

und in den meisten, wenn nicht allen Zellentypen, nach Inkubation mit fast allen

Apoptoseinduktoren (Martin et al., 1995) auftritt. Ein direkter Vergleich der Detektion von

Strangbr chen mit dem AnnexinV-Assay zeigte, daß die PS-Exposition vor der Detektion von

Strangbr chen zu beobachten ist (O’Brian et al., 1997). Der Verlust der Membranasymmetrie

ist ein sehr fr hes Ereignis, das nach der Aktivierung der Caspasen-Kaskade, aber

wahrscheinlich vor der Kernkondensierung und dem Zusammenbruch des intrazellul ren

Zytoskeletts und der Kernmatrix, auftritt (van Engeland et al.,1998). Unter diesen

Gesichtspunkten ist es erstaunlich, daß trotz des Auftretens von gr ßeren Populationen an

Zellen mit kondensierten Kernen bei der Zellinie Molt4 keine fr hen Apoptosestadien mit



AnnexinV detektiert werden k nnen. Zur Absicherung der Ergebnisse bei den Zellinien K562

und Molt4 erwies sich diese Methode als ungeeignet.

4.3.6 Vergleich der DNA-/Proteinmessung mit anderen durchflußzytometrischen 

Methoden zur Apoptosedetektion

Als derzeit beste Methode zur Detektion von Apoptose gilt das TUNEL- oder Nick

Translation-Verfahren (Darzynkiewicz et al., 1997). Bei dieser Methode werden die vielen,

durch Fragmentierung entstandenen, freien 3’OH-Enden ber die Anh ngung

fluoreszenzmarkierter Nukleotide detektiert. Ein einfaches One-Step-Verfahren verwendet

direkt markierte Sonden (Li et al., 1995). Nekrotische Zellen oder Zellen mit prim ren

Br chen (induziert durch -Strahlung, DNA-sch digende Substanzen wie Bleomycin oder

MMC) zeigten sehr viel weniger Strangbr che als apoptotische Zellen (Hotz et al., 1994). Die

zus tzliche Detektion des DNA-Gehaltes erlaubt die gleichzeitige Bestimmung von

Zellzykluspositionen apoptotischer und nicht apoptotischer Zellen (Gorczyca et al., 1993).

Die untenstehenden Abbildungen 4.3 und 4.4 zeigen einen direkten Vergleich dieser beiden,

auf Fragmentierung der DNA basierenden Methoden bei der Detektion zellzyklusspezifischer

Apoptose. Man kann deutlich erkennen, daß mit der DNA/Proteinf rbung die

Zellzyklusspezifit t der Apoptoseinduktion im gleichen Maße detektierbar ist wie mit der

Fluoreszenzmarkierung der Strangbr che. Dies ist aber nur der Fall, wenn die eingesetzte

Zellinie und der Induktor DNA in oligonucleosomale Fragmente zerlegt. Hier liegt dann auch

der Vorteil der Detektion von Strangbr chen. Nimmt man z.B. die Zellinie Molt4, welche ihre

DNA w hrend der Apoptose nur in 50kbp-Fragmente und nicht in 180bp-Fragmente

degradiert (Chapman et al., 1995), so zeigt diese trotzdem eine positive Markierung der

Strangbr che, aber keinen Sub-G1-Peak. Ein weiterer Vorteil ist die bessere Abtrennung

apoptotischer Zellen vom Zellzyklus. Dies wurde durch den Einsatz von Phosphatpuffer

erreicht und erlaubte somit auch eine leichtere Quantifizierung (Abb.4.4).



Abb.4.3:Vergleichende Darstellung der Detektion zellzyklusspezifischer Apoptose durch DNA-/Protein-
Messung. A.
spezifisch, B. C. Zellinie 

D.

Abb.4.4:Vergleichende Darstellung der Detektion zellzyklusspezifischer Apoptose durch Fluoreszenz-
 E. UV-

Strahlung - G1-Phase-spezifisch, F. Camptothecin - S-Phase-spezifisch, G. -Strahlung - G2/M-
Phasen-spezifisch, H.

Die Detektion apoptotischer Zellen ber eine DNA-Proteinmessung ist somit eine einfache,

sehr schnelle und kosteng nstige Methode und liefert unter gewissen Voraussetzungen der



Strangbruchdetektion vergleichbare Ergebnisse. Es ist die Methode der Wahl, um ein

Routinescreening f r Apoptose in Kultursystemen durchzuf hren. Ist Apoptose nicht mit

internucleosomaler Fragmentierung verbunden, sollten jedoch andere Methoden eingesetzt

werden. Geeignet ist neben der Detektion von Strangbr chen z.B. auch die Detektion der

erh hten Denaturierungssensitivit t, die noch vor dem Auftreten von Strangbr chen erkennbar

ist (Hotz et al., 1994). Leider sind nekrotische Zellen auch sehr sensitiv gegen ber einer

solchen Denaturierung.

4.4 Diskussion der Untersuchungen mit ,

In dieser Arbeit wurde die Induktion von Apoptose durch 3 bzw. 4 , -unges ttigte Aldehyde

sowie ein zyklisches Keton untersucht. Zur Identifizierung der Apoptose wurde vorrangig die

durchflußzytometrische Messung des DNA- und Proteingehaltes eingesetzt. Da der

Mechanismus der Apoptoseinduktion je nach Zellsystem und Induktor variiert (Hara et al.,

1996), wurden die Wirkungen der Substanzen an vier verschiedenen Zellinien (U937, HL-60,

K562 und Molt4) untersucht.

Die in der Literatur beschriebene Hemmung der DNA-, RNA- und Proteinsynthese durch die

zu untersuchende Substanzklasse (White et al., 1984) sowie die Hemmung der Zellteilung und

des Zellwachstums und die vielfach beobachtete Zytotoxizit t, lenkten das Interesse auf das

apoptoseinduzierende Potential dieser Verbindungen. Martin et al. beschrieben 1990 die

Induktion von Apoptose durch die Hemmung von RNA- oder Proteinsynthese. Die

durchflußzytometrischen Messungen an isolierten Lymhozyten nach Zusatz von

Crotonaldehyd, trans-2-Hexenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal von Dittberner 1993 waren in

diesem Zusammenhang ebenfalls von Interesse. Es zeigte sich bei diesen Untersuchungen eine

deutliche Verbreiterung des G0/G1-Peaks, eine Erh hung des Debrisbereichs sowie teilweise

zweigipflige G0/G1-Peaks. Ein weiterer Hinweis auf das apoptoseinduzierende Potential von

, -unges ttigten Carbonylverbindungen ergab sich aus der drastischen GSH-Depletion durch

diese Verbindungen. Orrenius et al. beschrieben 1983, daß die Reduktion des GSH-Spiegels

zu einem Anstieg der Disulfidbildung in Zellen f hrte. Davon betroffen war auch die

mitochondriale Ca2+-Translokase, welche das Konzentrationsgef lle zwischen Mitochondrien

und Zytosol aufrecht erh lt. Die Hemmung dieses Enzyms ußerte sich im Anstieg des

zytosolischen Calciumspiegels, welcher Apoptose in Thymozyten (McConkey et al., 1988)



und Hepatozyten (Jones et al., 1989) induzierte. M hlematter und Cerutti beschrieben

außerdem 1988, daß ein erh hter Calciumspiegel zur Aktivierung von Endonucleasen f hrte,

welche Einzelstrangbr che induzieren. Die Induktion von Einzelstrangbr chen in

verschiedenen Zellsystemen durch , -unges ttigte Aldehyde wurde beschrieben (Grafstr m

et al., 1988; Eder et al., 1993; Eisenbrand et al., 1995). Untersuchungen an C3H/10T1/2

Zellen, die ihre DNA w hrend der Apoptose nicht zu Leitern degradieren, weisen auf

Modifikationen in den Linker-Regionen des Chromatins hin, bevor es zu

Doppelstrangbr chen kommt (Tomei et al., 1993). Es soll sich hier um eine Akkumulation

von Einzelstrangbr chen in diesen Regionen handeln, die vor dem Erscheinen von

Doppelstrangbr chen auftritt (Peitsch et al., 1993; Tomei et al., 1993). Chen et al. beschrieb

1997 bei neuronaler Apoptose ebenfalls das Auftreten von Einzelstrangbr chen (ssb) vor

Doppelstrangbr chen (dsb) und folgerte, daß durch die Akkumulation von nicht reparierten

ssb’s Apoptose induziert werden kann. Neueste Studien an leuk mischen Zellinien (Yamadori

et al., 1998; McKenna et al., 1998) und Neuronen (Maeda et al., 1998) zeigen

Einzelstrangbr che in fr hen Apoptosestadien, vor dem Auftreten der typischen

oligonukleosomalen Fragmentierung der DNA und sp ten morphologischen Ver nderungen.

Walker et al. (1997) konnte eine Ansammlung von ssb’s in HMW-duplex-DNA-Fragmenten

> 50kb finden. Ebenfalls eine Rolle bei der Induktion von Apoptose durch , -unges ttigte

Carbonylverbindungen k nnte die Hemmung der Tubulinpolymerisation spielen. Martin et al.

konnten schon 1990 zeigen, daß terminal differenzierte HL-60-Zellen, die apoptotisch sterben,

ein zerst rtes Mikrotubulusnetzwerk aufweisen. Apoptotische Zellen zeigen sehr fr h den

Verlust von Membranstrukturen wie z.B. Pseudopodien und Mikrovilli (Kerr et al., 1994;

Majno et al., 1995; Wyllie et al., 1992a und 1992b). Des weiteren kommt es zum

Zusammenbruch der Kernmatrix (Lamindegradierung) und des Zytoskeletts (Tinnemans et al.,

1995; van Engeland et al., 1997). Auch die Reorganisation des zellul ren Tubulins zu

sichtbaren Tubulinstrukturen (Pittman et al., 1994; Ireland et al., 1995; van Engeland et al.,

1997) und der Verlust von Mikrotubuli (Darzynkiewicz et al., 1997) wurde beschrieben. Von

der Induktion von Apoptose durch Spindelgifte wie Colchizin und Nocodazol in

Mausthymozyten und CGC-Zellen wird ebenfalls berichtet (Bumbasirevic et al., 1995;

Bonfoco et al., 1995). Ankarcrona et al. zeigten 1996, daß bei Glutamat-induzierter Apoptose

in Neuronen die Lamindegradierung und Aufl sung des Mikrotubulinetzwerkes

(Degradierung von -Tubulin) der Chromatinfragmentierung vorangeht. Auch die Hemmung

der Tubulinpolymerisation und die nachfolgende Apoptoseinduktion in einer T-Zell-Leuk mie

durch 3-Bromoacetylamino-benzoylharnstoff wurde beschrieben (Jiang et al., 1998). Auch der



Weg der terminalen Differenzierung k nnte eine Rolle bei der Induktion von Apoptose durch

diese Substanzklasse spielen. Eder et al. beschrieb 1993 die Differenzierung von humanen

bronchialen Epithelzellen durch ,

Zur Erstellung einer Konzentrationskinetik wurden die Zellinien f r 1h mit Konzentrationen

der Aldehyde zwischen 0 M und 150 M inkubiert. Danach erfolgte eine 4h-Postinkubation.

Da durch das zyklische Keton in dieser Inkubationsspanne keine Apoptose induziert werden

konnte, wurde die Inkubationsdauer nach verschiedenen Vorversuchen auf 24h erh ht. Hier

erfolgte dann keine Postinkubation mehr.

4.4.1.1 Durchflußzytometrische Analyse

Trans-2-Hexenal, 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al, trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal

bewirkten in den getesteten Konzentrationsbereichen nur bei den Zellinien U937 und HL-60

eine Apoptoseinduktion. Die Zellinien K562 und Molt4 zeigten keine Induktion von

Apoptose. Dabei trat nach 2-trans-Hexenal-Behandlung eine sichtbare Erh hung des Sub-G1-

Bereiches ab 75 M auf, welche ab 100 M signifikant wurde. F r 2-trans,4-trans-Hexadien-1-

al konnte ein Anstieg ab 50 M beobachtet werden, f r trans-2-Octenal trat dieser schon ab

25 M zutage. F r 2-trans,6-cis-Nonadienal wurde bei der Zellinie U937 schon ab 10 M ein

Anstieg detektiert. Allerdings traten teilweise hohe Standardabweichungen auf, die

wahrscheinlich auf Sensitivit tsunterschiede zwischen den einzelnen Zellen verschiedener

„Passagen“ zur ckzuf hren sind. Die eingesetzten Konzentrationsbereiche unterschieden sich

aufgrund der mit der Kohlenstoffkette zunehmenden Zytotoxizit t der Verbindungen. So

konnte f r trans-2-Hexenal bis 150 M, f r 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al bis 125 M, f r

trans-2-Octenal nur noch bis 100 M und f r 2-trans,6-cis-Nonadienal sogar nur bis 50 M

eingesetzt werden. F r trans-2-Hexenal zeigte die Zellinie U937 die st rkere

Apoptoseinduktion, bei 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al waren dagegen die HL-60 Zellen

sensibler. F r trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal war die St rke der Reaktion bei

Diese Ergebnisse zeigten deutlich die dosisabh ngige Induktion von Apoptose durch , -

unges ttigte Aldehyde bei zwei der vier getesteten Zellinien. Solche divergierenden Effekte

zwischen verschiedenen Zellsystemen decken sich mit Ergebnissen von DelBino et al. (1990),

der unterschiedliche Effekte zwischen den Zellinien Molt4 und HL-60 feststellen konnte.

Ebenfalls f r die Zellinie Molt4 konnte gezeigt werden, daß sie nicht gleich nach der

Inkubation Apoptose durchl uft (DelBino et al., 1990), wahrscheinlich, weil die Aktivit t der



apoptoseassoziierten Endonuclease erst mit Verz gerung induziert wird (Akagi et al., 1993;

Matsubara et al., 1994). In Untersuchungen zur Zellzyklusspezifit t von Apoptose konnte

gezeigt werden, daß die Schwellenwertkonzentration zum Ausl sen von Apoptose in

verschiedenen Zelltypen unterschiedlich ist (Halicka et al., 1997). Aufgrund der Tatsache, daß

HL-60 kein wt p53 exprimieren, durchlaufen sie schon bei relativ niedrigen Konzentrationen

Apoptose. U937-Zellen zeigten unter denselben Bedingungen ebenfalls eine hohe Neigung zur

Apoptose (Hara et al., 1996; Halicka et al., 1997).

Die Zellinien Molt4 und K562 fragmentieren außerdem ihre DNA in den allermeisten F llen

nicht in oligonucleosomale Fragmente (Chapman et al., 1995; Walker et al., 1995). Die Zelle

beinhaltet also immer noch hochmolekulare DNA als Hauptfraktion, welche nicht extrahiert

werden kann. Somit ist es auch nicht m glich, apoptotische Zellen als Sub-G1-Peak zu

messen, da lebende und apoptotische Zellen berlappen (Cotter et al., 1990; Zamai et al.,

1996). Diese berlappung k nnte sich in einer Erh hung des CV-Wertes niederschlagen. Dies

konnte jedoch bei meinen Untersuchungen zur Konzentrationskinetik f r K562 und Molt4

nicht nachgewiesen werden.

Wie schon erw hnt, mußte die Inkubationsdauer f r das zyklische Keton 2-Cyclohexen-1-on

erh ht werden. Dadurch konnte jedoch zus tzlich zu den Zellinien U937 und H-60 auch bei

der Zellinie K562 Apoptose induziert werden. Es trat wiederum ein dosisabh ngiger Anstieg

der Apoptoseinduktion auf. Die St rke der Reaktion war vergleichbar mit der Reaktion auf 2-

trans,4-trans-Hexadien-1-al. Trans-2-Hexenal, trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal

induzierten ungef hr doppelt soviel Apoptose. Nach einem Apoptosemaximum bei 75 M f r

die Zellinien U937 und HL-60 sowie bei 50 M bei K562 folgte ein leichter, bei K562 ein fast

kompletter Abfall. Die Zellinie Molt4 zeigte keine Apoptose. Auch diese Ergebnisse

korrelierten gut mit der Tatsache, daß 2-Cyclohexen-1-on zwar eine potente zytotoxische

Verbindung (IC50=18 M) darstellt und konzentrationsabh ngig DNA-Sch den im Comet-

Assay induzierte, jedoch sehr viel geringer wirkte als 2-trans-Hexenal und 2-trans,6-cis-

Nonadienal (Janzowski et al., 1997). Auch zeigte 2-Cyclohexen-1-on eine geringere

Diese dosisabh ngige Induktion von Apoptose durch , -unges ttigte Aldehyde und Ketone

korrelierte gut mit Untersuchungen von Li et al. (1997), der das durch Acrolein induzierte

Auftreten von Apoptose in menschlichen Makrophagen der Lunge beschrieb. Auch bewirkte

Acrolein einen dosisabh ngigen Anstieg der DNA-sch digenden Wirkung, wobei ab 20 M



Einzelstrangbr che auftraten (Grafstrom et al., 1988; Schumacher et al., 1990). Diese

Einzelstrangbr che sind das Ergebnis zelleigener Ausschneidereparatur. Das Ausmaß der

durch trans-2-Hexenal erzeugten DNA-Sch digung in Namalva-Zellen ging mit zunehmender

Inkubationsdauer in substanzfreiem Medium zur ck. Nach 4h waren praktisch alle Sch den

repariert. Bei dieser Reparatur k nnen nat rlich auch Fehler auftreten, welche dann im

weiteren Zellzyklus dazu f hren, daß die Zelle apoptotisch stirbt. In mit Camptothecin

behandelten HL-60 Zellen konnten ebenfalls Einzelstrangbr che auf der Ebene der

Kernmatrix detektiert werden, die nach der Entfernung der Substanz aber schnell wieder

repariert wurden. Die Fragmentierung erschien erst 4h nach der Reparatur (Bortner et al.,

1995). Die Autoren folgerten daraus, daß diese Einzelstrangbr che keine direkte Rolle bei der

Apoptose spielen. Sie k nnten aber eventuell als Signal zum Ausl sen des apoptotischen

Zelltodes dienen.

Untersuchungen mit Hydroxynonenal ergaben ebenfalls eine dosisabh ngige

Apoptoseinduktion in Makrophagen der Lunge von M usen, wobei eine unterschiedliche

Sensitivit t verschiedener Mausst mme bez glich der Apoptoseinduktion detektiert werden

konnte (Li et al., 1996). Apoptoseinduktion durch Hydroxynonenal wurde weiterhin in

Lungengewebe von Spraque Dawley Ratten (Compton et al., 1998), der Zellinie PC12 sowie

in Rattenneuronen (Kruman et al., 1997) und der Zellinie Rat1A (Yildiz et al., 1997)

nachgewiesen.

4.4.1.2 Mikroskopische Analyse

Zum direkten Vergleich wurde die im Durchflußzytometer analysierte Zellsuspension auch

fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die eingesetzte F rbemethode entsprach der DNA-

/Proteinf rbung f r die Durchflußzytometrie. F r trans-2-Octenal, das haupts chlich zur

Analyse des Einflusses der Kettenl nge auf die Apoptoseinduktion eingesetzt wurde, wurde

F r trans-2-Hexenal und 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al zeigte sich eine sehr gute quantitative

Korrelation zwischen der morphologischen und der durchflußzytometrischen Apoptose-

erfassung. Bei trans-2-Hexenal wurden allerdings nur sehr wenig fr hapoptotische Stadien

(Chromatinkondensation) detektiert werden. Der gr ßte Teil der apoptotischen Population

setzte sich aus fragmentierten Zellen und apoptotischen Bodies zusammen. Bei 2-trans,4-

trans-Hexadien-1-al traten mehr Zellen mit kondensiertem Kern auf, der Hauptanteil lag aber

auch bei den fragmentierten Zellen und apoptotischen Bodies. Die Zusammensetzung der

apoptotischen Zellpopulation bei 2-trans,6-cis-Nonadienal war f r die Zellinien U937 und



HL-60 mit den Ergebnissen bei trans-2-Hexenal vergleichbar. Bei HL-60 fanden sich aber nur

sehr wenig apoptotische Bodies. Bei der Zellinie Molt4 trat in diesem Fall im Gegensatz zur

Durchflußzytometrie eine deutliche apoptotische Population, bestehend aus Zellen mit stark

kondensiertem Kern, auf.

Dies war auch bei der Inkubation mit 2-Cyclohexen-1-on der Fall. Diese Unterschiede zur

FCM lassen sich m glicherweise mit der bereits erw hnten „Nicht-Extrahierbarkeit“

hochmolekularer DNA, bei nicht vorhandener oder noch nicht sehr stark fortgeschrittener

DNA-Degradierung erkl ren (Cotter et al., 1990). Verschiedene Zelltypen zeigen zudem eine

unterschiedlich starke Neigung apoptotische Bodies zu formen (Chapman et al., 1995). Die

Zellinie HL-60 bildet sehr schnell apoptotische Bodies, die Zellinie Molt4 dagegen so gut wie

gar keine (Catchpoole et al., 1993). Unterschiede konnte man auch bei der Analyse der

apoptotischen Population der Zellinie K562 mit 2-Cyclohexen-1-on feststellen. Der deutliche

apoptotische Sub-G1-Peak bei 50 M ließ sich mikroskopisch nicht best tigen. F r die

Zellinien U937 und HL-60 konnten bei 2-Cyclohexen-1-on ebenfalls Zellen mit

fragmentiertem Kern und apoptotische Bodies bzw. nur fragmentierte Zellen gefunden

werden.

Bei der oben beschriebenen Auswertung der Zellinie K562 war keinerlei

Chromatinkondensierung, Fragmentierung oder das Auftreten apoptotischer Bodies zu sehen.

Auff llig war jedoch das Vorhandensein einer gr ßeren Anzahl an Zellen, die nur etwa ein

Drittel der Gr ße normaler Zellen aufwiesen, ohne jedoch in ihrer Struktur ver ndert zu sein

(Ergebnisse nicht dargestellt). Hierbei k nnte es sich um apoptotische Zellen mit atypischen

Merkmalen handeln.

Zur Erstellung einer Zeitkinetik wurde bei trans-2-Hexenal, 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al,

trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal nach der 1h-Inkubation eine Postinkubation in

frischem Medium bis 24h (bis 72h bei Molt4) durchgef hrt. Bis zur 4h-Postinkubation wurde

st ndlich abgeerntet. 2-Cyclohexen-1-on wurde nach 4h/8h/12h und 24h abgeerntet, da es

innerhalb der bei den Aldehyden eingesetzten Inkubationsdauer keine Apoptose induzierte.

4.4.2.1 Durchflußzytometrische Analyse

Trans-2-Hexenal, 2-trans,4-trans-Hexa-dien-1-al, trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-

Nonadienal bewirkten auch zeitabh ngig nur bei den Zellinien U937 und HL-60 eine

deutliche Apoptoseinduktion. Bei trans-2-Hexenal trat ab einer 2h-Postinkubation eine



sichtbare Erh hung des Sub-G1-Bereiches auf, welche ihr Maximum bei der 4h-

Postinkubation zeigte und danach abfiel. Bei 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al konnte ein Anstieg

bei der Zellinie HL-60 schon ab einer 2h-Postinkubation, bei der Zellinie U937 erst ab einer

3h-Postinkubation beobachtet werden. Das Maximum fand sich bei der 24h-Postinkubation.

Die Untersuchungen mit trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal zeigten diesen Anstieg

schon 1h nach der Inkubation. Auch bei der Zeitkinetik traten Unterschiede in der St rke der

Apoptoseinduktion zwischen den verschiedenen Zellinien zutage, welche denen der

Konzentrationskinetik entsprachen. F r die Zellinie K562 ließ sich f r die Verbindungen 2-

trans,4-trans-Hexadien-1-al und 2-trans,6-cis-Nonadienal auch mit l ngerer Inkubationsdauer

keine Apoptose detektieren. Bei der Inkubation mit trans-2-Hexenal und trans-2-Octenal ließ

sich nach der 24h-Postinkubation ein leichter, nicht signifikanter bzw. signifikanter Anstieg

des Sub-G1-Bereiches detektieren. Dieser blieb auch nach Ausschluß des Debrisbereiches

erhalten. Es handelte sich also tats chlich um eine kleine apoptotische Population. F r die

Zellinie Molt4 konnte f r die Verbindungen trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal

nach der 24h-Postinkubation ein deutlicher Anstieg an Apoptose beobachtet werden. Die

großen Schwankungen innerhalb der einzelnen Versuche verhinderten jedoch, daß der

Unterschied signifikant wurde. Anders war dies bei trans-2-Hexenal. Hier konnte man einen

hoch signifikanten Anstieg der apoptotischen Population 48h nach der Inkubation beobachten.

Auch 72h nach der Inkubation zeigte der Sub-G1-Bereich noch eine signifikante Erh hung.

Die Betrachtung des Apoptose-Bereichs deutete aber auf einen starken R ckgang der

apoptotischen Zellpopulation hin. Der Hauptteil des Sub-G1-Bereiches bestand somit aus

Debris, zerfallenen Zellen oder apoptotischen Bodies. Bei der Inkubation mit 2-trans,4-trans-

Hexadien-1-al zeigte sich ein schwach signifikanter Anstieg sogar schon direkt nach der

Inkubation. Deutlich sichtbar wurde dieser jedoch erst 24h nach der Inkubation und blieb bis

72h nach der Inkubation signifikant. Die Analyse des Apoptose-Bereiches zeigte dabei nur

wenig Debris.

Diese Ergebnisse zeigten eine deutliche zeitabh ngige Induktion von Apoptose durch , -

unges ttigte Aldehyde bei den Zellinien U937 und HL-60 sowie Hinweise auf

Apoptoseinduktion bei den Zellinien K562 und Molt4 nach l ngeren Inkubationszeiten. Diese

Unterschiede waren aber nur teilweise signifikant. Es k nnte sich hierbei um eine sogenannte

verz gerte Apoptose handeln. W hrend man fr he Apoptose im allgemeinen zwischen 3-8h

nach der Induktion feststellen kann, kann Apoptose auch nach einer erheblichen Pause (8-24h

nach Induktion) auftreten. Wenn Zellen z.B. mit niedrigen Konzentrationen einer Substanz

ber l ngere Zeit, oder einer hohen Konzentration f r kurze Zeit mit nachfolgender



Kultivierung in frischem Medium, inkubiert werden, kommt es zu Arretierungen im

Zellzyklus (Halicka et al., 1997). Danach setzen diese Zellen entweder ihren Zellzyklus fort

und teilen sich oder sie k nnen mit Verz gerung sterben. Der Zelltod ist dann nicht nur das

Ergebnis der prim ren Sch den durch die Substanz, sondern kann auch durch die

Ansammlung von sekund ren Ver nderungen hervorgerufen werden. Ein Beispiel f r solche

sekund ren Ver nderungen sind Wachstumsst rungen. W hrend der Hemmung der DNA-

Replikation, laufen die RNA- und Proteinsynthese normal weiter, aber viele Gene, die durch

die Substanzeinwirkung gesch digt wurden, werden transkriptionsinaktiv. Die Zellen sterben,

wenn diese Genprodukte f r ihr berleben essentiell sind. Verz gerte Apoptose wurde auch

bei verschiedenen Zelltypen gefunden, besonders bei Zellen epithelialen Ursprungs nach

Inkubation mit zytotoxischen Substanzkonzentrationen (Halicka et al., 1997). Dagegen

belegen die Ergebnisse der Zellinien U937 und HL-60, daß sie zu den sogenannten, f r

Apoptose „pr disponierte“ Zellen, geh ren. Zu dieser Gruppe z hlen viele haematopoetische

Zellinien (Whyllie et al., 1992; Gong et al., 1993; Halicka et al., 1997). Bei diesen beiden

Zellinien konnte man die apoptotische Population je nach induzierendem Aldehyd bereits1h-

3h nach der Inkubation detektieren. Es handelte sich somit um .

Die Inkubation mit 2-Cyclohexen-1-on zeigte f r die Zellinien U937 und K562 einen

signifikanten Anstieg des Sub-G1-Bereiches nach 8h, der sp ter noch zunahm. F r die

Zellinie HL-60 konnte Apoptose nach 12h detektiert werden, signifikant war der Anstieg aber

erst nach 24h. Hierbei handelte es sich wahrscheinlich weniger um eine mit Verz gerung

auftretende Apoptose, als vielmehr um eine in der S-Phase versteckte, zu einem fr herem

Zeitpunkt nicht detektierbare Apoptose. Dieser Gesichtspunkt wird unter 4.4.3 noch n her

4.4.2.2 Mikroskopische Analyse

Auch f r die Zeitkinetik wurde zum direkten Vergleich eine fluoreszenzmikroskopische

Analyse durchgef hrt. Auch hier wurde trans-2-Octenal von der Analyse ausgeschlossen. Es

fand sich f r trans-2-Hexenal, 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al, 2-trans,6-cis-Nonadienal und 2-

Cyclohexen-1-on eine sehr gute quantitative Korrelation zwischen der mikroskopischen und

der durchflußzytometrischen Analyse.

Bei trans-2-Hexenal traten f r die Zellinien U937 und HL-60 haupts chlich Zellen mit

fragmentiertem Kern und apoptotische Bodies auf. Bei der 24h-Postinkubation der Zellinie

U937 stieg außerdem der Debrisanteil sehr deutlich. was f r das Auftreten von Nekrose und

Zerfall spricht. F r die Zellinie K562 war keine Vermehrung der einzelnen untersuchten



Apoptosestadien zu vermerken, in der Summe ergab sich aber ein schwach signifikanter

Anstieg 24h nach der Inkubation. Dies korrelierte mit dem leichten, nicht signifikanten

Anstieg in der Durchflußzytometrie. In der Zellinie Molt4 traten haupts chlich Zellen mit

kondensiertem und fragmentiertem Kern auf, wobei erstere berwogen. Die Auswertung

zeigte ein Maximum an kondensierten Zellen 24h nach der Inkubation. Danach erfolgte ein

R ckgang dieser Population. Gleichzeitig konnte man ab der 24h-Postinkubation eine leichte

Zunahme an Zellen mit fragmentiertem Kern und eine etwas st rkere Zunahme des

Debrisanteils beobachten. Der durchflußzytometrisch detektierte R ckgang des Apoptose-

Bei der Inkubation mit 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al traten f r die Zellinien U937 und HL-60

alle 3 untersuchten Apoptosestadien auf, bei den K562 Zellen waren keine apoptotischen

Zellen zu detektieren. F r die Zellinie Molt4 ergab die mikroskopische Auswertung ein

Maximum 24h nach der Inkubation mit gleichgroßen Anteilen an Zellen mit kondensiertem

und fragmentiertem Kern. Danach erfolgte ein R ckgang mit gleichzeitigem Anstieg des

Debris. Dieses Maximum lag schwach signifikant h her als in der Durchflußzytometrie. Dies

k nnte dadurch erkl rt werden, daß ein Teil der Zellen mit kondensiertem Kern mit lebenden

Die Untersuchungen mit 2-trans,6-cis-Nonadienal zeigten f r die Zellinien U937 und HL-60

fast ausschließlich Zellen mit fragmentiertem Kern, f r die Zellinie K562 waren keine

apoptotischen Zellen zu detektieren. F r die Zellinie Molt4 ergab sich ein sehr deutlicher

Anstieg der Zellen mit kondensiertem Kern 24h nach der Inkubation. Dieses Ergebnis zeigte

einen schwach signifikanten Unterschied zur Durchflußzytometrie, bei der nur ein leichter,

nicht signifikanter Anstieg zu erkennen war. Auch hier schien ein großer Teil der

kondensierten Zellen durchflußzytometrisch aufgrund zu geringer DNA-Gehaltsunterschiede,

nicht zu detektieren sein. Daf r k nnte die Verdopplung des CV-Wertes (von durchschnittlich

Bei der Inkubation mit 2-Cyclohexen-1-on zeigte sich f r die Zellinie U937 schon ab 4h ein

nicht signifikanter Anstieg der Zellen mit fragmentiertem Kern und apoptotischen Bodies.

Zellen mit stark kondensiertem Kern stiegen ab 8h signifikant an. F r die Zellinie HL-60

ergab sich nach 4h ein schwach signifikanter Anstieg an fragmentierten Zellen, der nach 24h

hoch signifikant wurde. Das Fehlen von apoptotischen Zellen bei der Zellinie Molt4 entsprach

dem durchflußzytometrischen Ergebnis. Der bei K562 detektierte Sub-G1-Peak konnte

mikroskopisch nicht best tigt werden. Da die mikroskopische Bestimmung von Apoptose

noch immer als die sicherste Methode angesehen wird, stellt sich hier die Frage ob wirklich



Apoptose detektiert wurde. Das positive Ergebnis der Durchflußzytometrie zusammen mit der

Detektion einer DNA-Leiter lassen wohl auf eine Apoptose mit atypischen Merkmalen

schließen (siehe auch 4.4.1.2).

Diese Ergebnisse verdeutlichten, daß ein Großteil der induzierten Apoptose

durchflußzytometrisch detektiert werden konnte, die mikroskopische Analyse aber immer

noch zus tzliche Informationen lieferte. Die morphologische Analyse konnte

durchflußzytometrisch nicht detektierbare Apoptose sichtbar machen und Informationen ber

die Verteilung verschiedener Apoptosestadien liefern.

,

Die 2-Parameter-Analyse des DNA- und Proteingehaltes erlaubte die Identifizierung

apoptotischer Zellen in Bezug auf die betroffenen Zellzyklusphasen. Die Bestimmung

betroffener Zellzyklusphasen spielt haupts chlich bei der Charakterisierung von

Antitumormedikamenten eine Rolle und wurde an einer ganzen Reihe routinem ßig

eingesetzter Zytostatika untersucht. G1-Phasenspezifit t wird beschrieben f r niedrige 5-

Azazytidinkonzentrationen (2-6 M) (Murakami et al., 1995) und Hyperthermie, S-

Phasenspezifit t f r 5-Azazytidin (> 10 M), Camptothecin (Traganos et al., 1996; DelBino et

al., 1990), Teniposid, Amsacrin (DelBino et al., 1991), Mitoxantrone, Cytarabin und

Hydroxyharnstoff (Gorczyca et al., 1993), G2/M-Phasenspezifit t f r -Strahlung (Gorczyca

et al., 1993), TNF (Darzynkiewicz et al., 1984) und H7 (Serine/Threonin Kinase Inhibitor).

Keine Spezifit t zeigen Fostriecin, Cisplatin, Cycloheximid und Genistein (Gorczyca et al.,

1993; Gong et al., 1993). Solche zellzyklusspezifischen Unterschiede zwischen verschiedenen

Verbindungen spiegeln die Schwere der Sch digung sowie die F higkeit der Zelle zur

Reparatur wider (Halicka et al., 1997). Klassische Studien zur Zellzyklusspezifit t von

Substanzen sind an synchronisierten Zellkulturen durchgef hrt worden. Obwohl sie die

Phasenspezifit t von Zellen gegen ber den verschiedensten Verbindungen zeigen, kann man

mit diesen Untersuchungen weder die Art des Zelltodes, noch den genauen Zeitpunkt

(Interphase-Zelltod oder mitotischer Zelltod) bestimmen. Außerdem hemmen die zu solchen

Synchronisierungsuntersuchungen eingesetzten Verbindungen (Hydroxyharnstoff,

Aphidicolin, Thymidin) die DNA-Polymerase, was zu schweren Wachstumsst rungen und

unkontrollierter Cyclinexpression f hrt (Gong et al., 1995). Dies kann somit durch sekund re

Ver nderungen oder auch Sch den die eigentliche Zellantwort auf die zu testende Verbindung



In den Untersuchungen zur Konzentrationskinetik an der Zellinie HL-60 zeigen trans-2-

Hexenal, 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al, trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal keine

Phasenspezifit t bez glich ihrer Apoptoseinduktion. Alle Zellzyklusphasen sind betroffen.

F r die Untersuchungen an der Zellinie U937 gilt, mit einer Ausnahme, dasselbe. 2-trans,4-

trans-Hexadienal zeigte hier G1-Phasenspezifit t. Die Untersuchungen mit 2-Cyclohexen-1-

on ergaben S-Phasenspezifit t bei den Zellinien U937 und HL-60 sowie G1-Phasenspezifit t

f r K562. Bei der Betrachtung der Zeitkinetik, insbesondere der 24h-Postinkubation (bzw.

48h- und 72h-Postinkubation bei Molt4) konnte man noch zus tzliche Informationen ber die

Phasenspezifit t von U937, K562 und Molt4 bez glich der Apoptoseinduktion erhalten. Die

bei 2-trans,4-trans-Hexadienal beobachtete G1-Phasenspezifit t bei U937 weitete sich auf alle

Zellzyklusphasen aus. F r die Zellinie K562 ließ sich bei Inkubation mit trans-2-Hexenal, 2-

trans,6-cis-Nonadienal und trans-2-Octenal G1-Phasenspezifit t feststellen, f r die Zellinie

Etwas anders stellte sich die Wirkung der Verbindungen auf die Zellkinetik dar. Hier zeigten

alle Zellinien bei trans-2-Hexenal, 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al, trans-2-Octenal und 2-

Cyclohexen-1-on eine Akkumulation der Zellen in der G2/M-Phase, bei 2-trans,6-cis-

Nonadienal war eine Akkumulation in der G1-Phase zu sehen. Zus tzlich war bei 2-

Cyclohexen-1-on eine noch engere Eingrenzung auf die M-Phase m glich. Bei der Zellinie

K562 trat erstaunlicherweise nach der Induktion von Apoptose ein fast kompletter mitotischer

Arrest auf.

Setzt man den initialen DNA-Schaden in Relation zu den betroffenen Zellzyklusphasen,

unterscheidet Halicka et al. (1997) 3 Klassen von Apoptose. In der sogenannten Homo-Phase-

Apoptose durchlaufen die Zellen noch in derselben Phase, in der sie betroffen wurden

Apoptose. In der Homo-Zyklus-Apoptose durchlaufen die Zellen vor oder w hrend der ersten

Mitose Apoptose (diese beiden werden auch unter Interphase-Zelltod zusammengefaßt).

Schließlich durchlaufen Zellen in der post-mitotischen Apoptose im n chsten Zellzyklus

Apoptose. Obwohl der Zelltod nach der Mitose in vielem an Apoptose erinnert, fehlen jedoch

h ufig klassische Merkmale (Shinohara et al., 1993). Dies steht im Zusammenhang mit

sekund ren Ver nderungen im Metabolismus, die vor dem eigentlichen Zelltod auftreten

(Kung et al., 1990). Aus diesem Grund kann man zwischen „unmittelbarer“ Apoptose, die alle

klassischen Merkmale zeigt, in vielen F llen keine Aktivierung neuer Gene ben tigt und nicht

durch sekund re Ver nderungen modifiziert wird (Darzynkiewicz et al., 1995), und

„verz gerter“ Apoptose unterscheiden, welche atypische zellul re Ver nderungen erkennen



l ßt. Diese Unterteilung kann man noch zus tzlich in Beziehung zu den eingesetzten

Substanzkonzentrationen setzten. Man unterscheidet sub-zytostatische, zytostatische,

apoptotische und nekrotische Konzentrationen. Zum Ausl sen von Apoptose beschrieb

Die Hauptwege der Umsetzung , -unges ttigter Carbonylverbindungen mit zellul ren

Nukleophilen verlaufen in Richtung Detoxifizierung. Dies wird noch durch Biotransformation

zum Alkohol und entsprechender Carbons ure verst rkt. Nur ein kleiner Dosisanteil steht also

in entsprechend ausgestatteten Zellen zum Ausl sen von DNA-Sch den zur Verf gung. Sind

diese desaktivierenden Prozesse ersch pft, steigt das Ausmaß an DNA-Sch digung stark an.

Dies k nnte ein Hinweis auf das Vorliegen von Schwellenwertdosen sein, die berschritten

werden m ssen, um nach Abs ttigung der Nukleophilen und der enzymatischen

Desaktivierung Sch den zu setzen. Es k nnte sich aber auch um konkurrierende Ereignisse

handeln (Schuhmacher et al., 1990).

Im Falle der mit , -unges ttigten Aldehyden inkubierten Zellinien U937 und HL-60 handelte

es sich wohl um eine unmittelbare bzw. fr he Apoptose, da die ersten Anzeichen je nach

Verbindung schon eine Stunde bis drei Stunden nach der Inkubation auftraten. Da mit einer

Ausnahme keine Zellzyklusspezifit t zu verzeichnen war, konnte man hier nur von Homo-

Zyklus-Apoptose sprechen. Die f r 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al detektierte G1-

Phasenspezifit t bei kurzer Postinkubation konnte als Homo-Phase-Apoptose gedeutet

werden. Im Gegensatz dazu wurde bei den Zellinien K562 und Molt4 der zytostatische Effekt

von einer verz gerten Apoptose gefolgt, da hier apoptotische Zellen erst 24h bzw. 48h oder

72h nach der Inkubation auftraten. Hier handelte es sich ohne Zweifel um post-mitotische

Apoptose, wobei wie in der Literatur beschrieben, haupts chlich G1-Phase-Zellen betroffen

waren (Halicka et al., 1997).

Etwas schwieriger sind die Ergebnisse mit 2-Cyclohexen-1-on zu deuten. Hier trat eine

sichtbare Apoptose erst bei relativ hohen Dosen von 50 M/75 M nach 8h bei K562 und 12h

bei U937 und HL-60 auf. Diese Dosen lagen mehr als doppelt so hoch wie der an V79-Zellen

ermittelte IC50-Wert (Janzowski et al., 1997). Betrachtete man nur das zeitliche Auftreten,

muß man hier von einer verz gerten Apoptose sprechen, welche von einigen Autoren mit dem

mitotischen Zelltod bzw. der post-mitotischen Apoptose gleichgesetzt wird (Darzynkiewicz et

al., 1995; Halicka et al., 1997). Im Gegensatz zu meinem Versuchsansatz beschrieben diese

Autoren das Auftreten von verz gerter Apoptose im Zusammenhang mit relativ niedrigen

apoptoseinduzieren Substanzkonzentrationen, Puls-Behandlung mit h heren Konzentrationen

oder Bestrahlung und sehr viel geringerer Selektivit t gegen ber Zellzyklusphasen als fr he



Apoptose. Aufgrund der deutlichen S-Phasenspezifit t bei den Zellinien U937 und HL-60

konnte man aber zus tzlich von einer Homo-Phase-Apoptose sprechen. Dies und die

Tatsache, daß beide Zellinien als sogenannte „pr disponierte“ Zellinien gelten, ließ Zweifel an

einer verz gerten Apoptose aufkommen. Die apoptotischen Zellen k nnten aufgrund

ungen gender Extraktion der fragmentierten DNA oder zu starker Proteinentfernung nicht

detektierbar sein. Sie w ren sozusagen im normalen Zellzyklus versteckt. Dieses Problem

konnte durch die Ansicht der morphologischen Analyse abgekl rt werden. Es zeigten sich dort

f r die Zellinie U937 schon nach 4h apoptotische Zellen, deren Anstieg aufgrund hoher

Standardabweichungen nicht signifikant war. Die HL-60 Zellen zeigten ebenfalls schon nach

4h apoptotische Zellen (siehe 4.4.2.2). Zog man diese Ergebnisse in Betracht, konnte man die

durch 2-Cyclohexen-1-on induzierte Apoptose bei den Zellinien U937 und HL-60 doch als

fr he Apoptose bezeichnen. Die G1-Phasenspezifit t der Zellinie K562 ließ sich im

Apoptoseinduktion

2-Alkenale verursachen aufgrund ihrer hohen Reaktivit t eine Reihe zytotoxischer Effekte. So

hemmt z.B. 4-OH-Nonenal die DNA-Polymerase in Rattenleber (Wawra et al., 1986) und die

Tubulinbildung (Gabriel et al., 1977) und verringert die F higkeit der Calciumaufnahme in

Lebermikrosomem (Benedetti et al., 1984). Vor allem die l ngerkettigen Alkenale bewirken

schon in geringen Konzentrationen eine starke Reduzierung der Vitalit t (Schuhmacher et al.,

1990). Eine deutlich verminderte Vitalit t sowie eine drastische Abnahme des GSH-Spiegels

durch Acrolein und verschiedene 4-OH-Alkenale wird ebenfalls beschrieben (Krokan et al.,

1985; Benedetti et al., 1980). Die Toxizit t der , -unges ttigten Carbonylverbindungen

nimmt mit steigender Kettenl nge und Lipophilie, welche eine bessere Penetration durch die

Membran gew hrleistet, zu. Die Mutagenit t, bedingt durch die Michael-Reaktivit t, nimmt

dagegen mit steigender Kettenl nge ab (Eder et al., 1992). Keine Korrelation besteht zwischen

Reaktivit t und Zytotoxizit t. Acrolein z.B. eine der reaktivsten Verbindungen dieser Gruppe,

bedingt nur eine geringe Abnahme der Vitalit t, w hrend Citral und Decadienal, die nur

schwache Michael-Reaktivit t besitzen, ausgepr gte Membransch den verursachen

(Schuhmacher et al., 1990). Um eine Aussage ber den Einfluß der Kettenl nge und der

Anzahl der Doppelbindungen auf die Apoptoseinduktion oder auch den apoptotischen Index

machen zu k nnen, wurde die quantitative Auswertung des gesamten Sub-G1-Bereiches der



Zellinien U937 und HL-60 f r trans-2-Hexenal, 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al, trans-2-

Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal bei 50 M betrachtet. Man konnte deutlich einen

substanzabh ngigen Anstieg der Apoptose mit steigender Kettenl nge detektieren, wobei es

leichte Unterschiede zwischen den beiden Zellinien gibt. Trotz des Anstiegs wurde nicht

immer eine signifikante Differenz erreicht, was an den Schwankungen zwischen den

einzelnen Versuchen lag. Kein signifikanter Unterschied ließ sich z.B. auch zwischen trans-2-

Hexenal und 2-trans,4-trans-Hexadien-1al detektieren, obwohl eine rein quantitative

Erh hung bei der Zellinie U937 zu sehen war. Die Konjugation der Doppelbindungen bei 2-

trans,4-trans-Hexadien-1-al f hrt zu erh hter Polarit t und damit zu einer erniedrigten

Lipophilie. Man k nnte somit annehmen, das 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al eine erniedrigte

oder zumindest nicht erh hte Toxizit t im Vergleich zu Hexenal zeigt. Dies steht im Einklang

mit den Ergebnissen, daß 2,4-Hexadien-1-al eine erniedrigte Toxizit t im Vergleich zu trans-

2-Hexenal zeigt (Eder et al., 1992). Die Zellinie HL-60 zeigte die Abh ngigkeit der St rke der

Apoptoseinduktion von der Kettenl nge am deutlichsten. Hier fanden sich signifikante

Unterschiede zwischen trans-2-Hexenal und trans-2-Octenal, zwischen trans-2-Octenal und 2-

trans,6-cis-Nonadienal, sowie zwischen 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al und trans-2-Octenal.

Die dritte in dieser Arbeit eingesetzte C6-Verbindung zeigte wohl aufgrund ihrer zyklischen

Struktur eine sehr viel geringere Reaktivit t. Erst bei einer 24h-Inkubation erreichte man 2-

trans,4-trans-Hexadien-1-al vergleichbare Werte.

Der Effekt der Kettenl nge ließ sich auch bei der Betrachtung von apoptoseausl senden

Konzentrationen erkennen. Nimmt man die Zellinie U937, so wurde mit trans-2-Hexenal

Apoptose ab 75 M, mit 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al ab 50 M, mit trans-2-Octenal ab 25 M

F r eine weitere Aussage ber den Einfluß von Doppelbindungen m ßten weitere

Untersuchungen mit trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal vergleichbaren, , -



5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Induktion von Apoptose durch vier , -unges ttigte Aldehyde und

ein zyklisches Keton untersucht. Die Apoptoseinduktion wurde mittels 2-Parameter-

Durchflußzytometrie (DNA-/Proteinmessung), Fluoreszenzmikroskopie und DNA-Isolation

bestimmt. Es wurden dazu Konzentrationskinetiken (0 bis 150 M) und Zeitkinetiken (1h-

Inkubation mit anschließender Postinkubation bis 24h bzw.72h bei Molt4; 0h bis 24h bei 2-

Cyclohexen-1-on) an den humanen Zellinien U937, HL-60, K562 und Molt4 aufgestellt.

Bei den Zellinien U937 und HL-60 konnte die induzierte Apoptose sowohl quantitativ

(durchflußzytometrisch und morphologisch) als auch qualitativ (DNA-Leiter) eindeutig

bestimmt werden. F r alle Verbindungen wurde eine dosis- und zeitabh ngige Induktion von

Apoptose detektiert. Dar berhinaus lieferte die morphologische Analyse Informationen ber

die Verteilung der einzelnen Apoptosestadien.

Die Zellinien K562 und Molt4 zeigten keine so deutliche bereinstimmung zwischen den 3

Detektionsmethoden. F r die Zellinie K562 ergab sich in den eingesetzten

Konzentrationsbereichen nur bei 2-Cyclohexen-1-on durchflußzytometrisch eine dosis- und

zeitabh ngige Apoptoseinduktion, die sich zwar mit der Analyse der DNA-Leiter, nicht aber

mit der morphologischen Auswertung best tigen ließ. F r trans-2-Hexenal und trans-2-

Octenal konnte nur zeitabh ngig ein Anstieg mittels FCM detektiert werden, der nur f r trans-

2-Octenal signifikant war. Bei beiden ergab sich keine DNA-Leiter. Die morphologische

Analyse f r trans-2-Hexenal ließ einen ebenfalls nicht signifikanten Anstieg erkennen. F r

trans-2-Octenal wurde keine morphologische Analyse durchgef hrt. Die Zellinie Molt4 zeigte

nur zeitabh ngig f r trans-2-Hexenal, 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al und 2-trans,6-cis-

Nonadienal eine Apoptoseinduktion, die ausschließlich f r 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al

signifikant war. Die Analyse der DNA-Leiter war auch hier in allen F llen negativ. Die

morphologische Analyse konnte f r 2-Cyclohexen-1-on zus tzliche, im FCM nicht detektierte

Apoptose zeigen.

Der Vergleich der 1-Parameter-Messung des DNA-Gehaltes mit der 2-Parameter-Messung des

DNA- und Proteingehaltes der Zellinie U937 bei trans-2-Hexenal- und 2-Cyclohexen-1-on-

Behandlung ergab zus tzliche, bei der 1-Parameter-Messung „versteckte“ apoptotische Zellen.

Diese waren eindeutig bestimmten Zellzyklusphasen zuzuordnen. Ein weiterer Vergleich der

DNA-/Proteinmessung mit der als spezifischste Methode geltenden Markierung der



Strangbr che mit fluoreszenzmarkierten Nukleotiden wurde durchgef hrt. Dazu wurden

Beispiele aus der Literatur eingesetzt. Dieser Vergleich zeigte, daß bei einem geeigneten

Zellsystem die zellzyklusspezifische Apoptosebestimmung vergleichbar war. Von Vorteil f r

Der zur berpr fung der Diskrepanzen zwischen den Detektionsmethoden bei den Zellinien

K562 und Molt4 eingesetzte Annexin V-Assay bot in beiden F llen keine weitere

Information. Die eingesetzten Methoden konnten also bei den Zellinien U937 und HL-60 in

guter bereinstimmung Apoptose detektieren, die Zellinien K562 und Molt4 zeigten sich

aufgrund fehlender Fragmentierung der DNA in 180bp-Fragmente und der relativen

Apoptoseresistenz von K562 f r dieses Screening als ungeeignet. F r diese Zellinien m ßten

weitere Methoden, die nicht auf der Fragmentierung der DNA beruhen, eingesetzt werden.

Aufgrund der Tatsache, daß die Apoptoseinduktion bei den Zellinien K562 und Molt4 erst

nach l ngerer Inkubationsdauer auftrat, wurde diese als verz gerte Apoptose interpretiert. Im

Vergleich dazu handelte es sich bei den Zellinien U937 und HL-60 um fr he Apoptose. Setzt

man die Apoptoseinduktion mit der Phasenspezifit t der Verbindungen in Beziehung, so kann

man f r die Zellinien U937 und HL-60 nach Inkubation mit den untersuchten Aldehyden von

Homo-Zyklus-Apoptose, mit 2-Cyclohexen-1-on von Homo-Phase-Apoptose sprechen,

obwohl letztere durchflußzytometrisch erst nach 12h in Erscheinung trat. F r die Zellinien

K562 und Molt4 handelte es sich bei allen Verbindungen um post-mitotische-Apoptose. Die

Aldehyde zeigten bez glich ihrer Apoptoseinduktion bei U937 und HL-60 keine

Phasenspezifit t, es waren alle Zellzyklusphasen betroffen. Bei K562 zeigten sie G1-

Phasenspezifit t, bei Molt4 G1- und teilweise G2-Phasenspezifit t. 2-Cyclohexen-1-on ergab

S-Phasenspezifit t bei U937 und HL-60 sowie G1-Phasenspezifit t bei K562. Außerden trat

im Zeitverlauf f r trans-2-Hexenal, 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al, trans-2-Octenal und 2-

Cyclohexen-1-on ein G2/M-Arrest auf, 2-trans,6-cis-Nonadienal erzeugte einen G1-Arrest.

Der Einfluß der Kettenl nge und Anzahl der Doppelbindungen auf das apoptoseinduzierende

Potential wurde an den Zellinien U937 und HL-60 f r trans-2-Hexenal, 2-trans,4-trans-

Hexadien-1-al, trans-2-Octenal und 2-trans,6-cis-Nonadienal untersucht. Dabei ergab sich ein

substanzabh ngiger Anstieg der Apoptoseinduktion mit steigender Kettenl nge, der aber nicht

in allen F llen signifikant war. Der Einfluß der Doppelbindungen konnte nur im direkten

Vergleich von trans-2-Hexenal und 2-trans,4-trans-Hexadien-1-al betrachtet werden. Hier trat

kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Verbindungen auf, was wahrscheinlich



auf die Konjugation der Doppelbindungen und die damit verbundene erh hte Polarit t und
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