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Einleitung 1 

1    Einleitung 

1.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches 

Epidemiologie 

Jährlich erkranken etwa 600.000 Menschen weltweit an bösartigen Tumoren des Kopf-Hals-

Bereiches. Mit einer Inzidenz von über 80.000 Neuerkrankungen stehen die 

Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereiches (Squamous Cell Carcinoma of the 

Head and Neck = SCCHN) auf Platz 6 der Tumorstatistik der U.S.A. und Europa1. Trotz 

verbesserter chirurgischer Techniken, neuer Bestrahlungsverfahren und der Einführung 

adjuvanter Chemotherapeutika blieb die Gesamtüberlebensrate in den letzten Jahrzehnten 

nahezu unverändert schlecht2. Etwa ein Drittel aller Patienten mit Malignomen des Kopf-

Hals-Bereiches sterben an ihrer Erkrankung, wobei  Männer öfter betroffen sind als Frauen.  

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung liegen bei etwa zwei Drittel der betroffenen Patienten 

bereits fortgeschrittene Tumorerkrankungen der Stadien III und IV vor3. Dies ist u.a. darauf 

zurückzuführen, dass Tumoren aus dem Kopf-Hals-Bereich in der Initialphase oftmals nur 

geringe Symptome zeigen. Mit Ausnahme der frühzeitigen, anhaltenden Heiserkeit bei 

Stimmlippenkarzinomen treten Alarmzeichen wie Schmerzen, Schluckbeschwerden, 

tastbare Knoten, Befall von Hirnnerven usw. erst in fortgeschrittenen Stadien auf.  

 

Ätiologie 

Alkohol und Tabak sind die wichtigsten Ursachen für die Entwicklung eines malignen 

Tumors der Schleimhaut des oberen Atem- und Verdauungstraktes, insbesondere nach 

langem und exzessivem Konsum4, 5. Beide Genussmittel können sich zusätzlich in ihrem 

karzinogenen Effekt gegenseitig verstärken. Mangelnde Mundhygiene und damit 

verbundene Mundschleimhautirritationen, chronische Holzstaubinhalation oder verstärkte  

Nickel-Exposition können als weitere Risikofaktoren für Tumore des oberen 

Aerodigestivtraktes genannt werden6. Der Begriff der Feldkanzerisierung beschreibt dabei 

sehr gut die Prädisposition einer geschädigten Gewebsregion, multiple Malignome zu 

entwickeln7, 8. Die Einwirkung chronisch-toxischer Noxen führt über eine Akkumulation 

genetischer Schäden zur Entwicklung von karzinomatösen Strukturen im Gewebe, die sich 

allerdings nur an bestimmten Stellen ausbilden. Dies führt zu der Annahme, dass neben der 

Karzinogenexposition auch zusätzliche andere Faktoren über die Transformation von Zellen 

entscheiden, die bislang noch nicht vollständig geklärt werden konnten. Beispielsweise 

konnte bei der Entstehung von nasopharyngealen Tumoren eine Virusassoziation 
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nachgewiesen werden. Neben dem Herpes Simplex Virus Typ1 wird hierfür vor allem das 

Epstein-Barr-Virus verantwortlich gemacht. Bei Malignomen der Speicheldrüsen und der 

Schilddrüse spielt auch ionisierende Strahlung als ätiologischer Faktor eine große Rolle4, 6. 

Auch genetische Veränderungen, hereditär oder durch Umweltfaktoren verursacht, werden 

der Tumorgenese im Kopf-Hals-Bereich zugrunde gelegt9. Zu nennen wären hier die häufig 

auftretenden Anomalien am Chromosomenlokus 11q13 oder Polysomien der Chromosomen 

7 und 1710-13. Als Folge einer chromosomalen Instabilität tritt eine gesteigerte bzw. 

reduzierte Gen-Expression der auf diesem Chromosom lokalisierten regulativen Moleküle 

ein. Die u.a. betroffenen Gene wie das Tumorsuppressorgen p53, Protoonkogen bcl-1 oder 

erb-B, die das Zellwachstum regulieren, können dann eine maligne Transformation 

bewirken14, 15. Patienten mit SCCHN weisen zudem eine Immunsuppression auf, deren 

Ursache u.a. in einer erhöhten Produktion immunsupprimierender Substanzen durch den 

Tumor liegt16-18. 

Prognose 

Über 90 % der aus den Schleimhautzellen des oberen Atem- und Verdauungstraktes 

stammenden malignen Tumoren sind histologisch Plattenepithelkarzinome. Patienten mit 

Tumoren in frühen Stadien können zwar durch Anwendung adäquater therapeutischer 

Methoden erfolgreich behandelt werden, jedoch besteht weiterhin eine hohe Rezidivrate19-21. 

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region zeichnen sich vor allem durch einen 

lymphogenen Metastasierungsweg aus. Zur Abschätzung der klinischen Prognose eines 

Patienten wird daher der Status der regionären Lymphknoten als ein wichtiges Kriterium 

heran gezogen. Das Auftreten von Tumor-befallenen Lymphknoten im lokoregionären 

Lymphabflussgebiet verschlechtert die Prognose um bis zu 50 % und gilt als ein Überleben 

limitierender Faktor. Aber auch die hämatogene Fernmetastasierung scheint eine große 

Rolle zu spielen22, 23. So wird schon viel früher als nach klinisch-radiologischer Beurteilung 

eine hämatogene Dissemination in Lunge, Knochenmark oder Leber vermutet6. Die 5-

Jahres-Überlebensrate bei Patienten mit Tumoren im Kopf-Hals-Bereich ist sehr variabel. In 

Abhängigkeit von der Lokalisation und des Tumorstadiums bewegt sie sich zwischen 70 % - 

90 % bei früh behandelten Malignomen des Larynx und der Lippen, zwischen 50 % - 65 % 

bei fortgeschrittenen Larynxkarzinomen und kann sich bis auf 10 % - 20 % bei 

entsprechenden Malignomen des Hypopharynx reduzieren24. Faktoren, die die Prognose von 

SCCHN-Patienten erheblich verschlechtern sind unter anderem das Auftreten von 

lokoregionären Tumor-Metastasen oder eine Invasion der Weichteile25, 26. 
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Bis heute fehlen nicht-invasive Verfahren, die eine sensitive und spezifische Diagnostik von 

SCCHN-Malignomen erlauben würden. Damit bleibt als Standarddiagnostik weiterhin das 

invasive Verfahren der Histologiegewinnung, welches oftmals eine hierfür notwendige 

Vollnarkose erfordert. Dies stellt einerseits eine Belastung für den Patienten dar und lässt 

andererseits auch nicht unbedingt submukös wachsende Malignome erkennen. Die 

radiologische Bildgebung mittels Computer- oder Magnetresonanztomographie gibt zwar 

aufgrund der Schnittbildtechnik einen Tiefeneinblick in die Gewebestrukturen, kann aber bei 

einer verdächtigen Raumforderung nicht zwischen benignem oder malignem Befund 

differenzieren. Als Konsequenz bleibt nur die Erzwingung einer Histologie bzw. bei 

Rezidivverdacht die Wiederholung der Βildgebung nach einigen Wochen und der Vergleich 

mit den Voraufnahmen, um so eine eventuelle Tumorprogression zu verifizieren. 

Wenn in den letzten Jahren ein Fortschritt im Sinne einer Senkung der Mortalität zu 

verzeichnen war, dann nicht nur im Rahmen der Verbesserung konventioneller 

Therapieverfahren, sondern insbesondere bei der Früherkennung von Malignomen4. Gerade 

durch die Etablierung einer sensitiven und spezifischen Diagnostik könnten Neoplasie-

Frühstadien erkannt werden und somit durch rechtzeitigen Therapieeinsatz bei noch 

fehlender lokoregionärer oder Fernmetastasierung einen entscheidenden Beitrag zur 

Kuration dieser Erkrankung leisten. Darüber hinaus würde dies auch die Tumornachsorge 

bereits operierter Patienten erleichtern, da so besser zwischen Narbe und Frührezidiv 

differenziert werden könnte.  

1.2 Therapiemöglichkeiten 

Konventionelle Therapiemethoden zur Behandlung von Kopf-Hals-Karzinomen bestehen 

derzeit aus operativen Verfahren, der Radiotherapie und der Chemotherapie, wobei diese 

Strategien oftmals in Kombination eingesetzt werden. Zusätzlich wurde in den letzten 

Jahren eine Reihe adjuvanter, alternativer Therapieformen entwickelt. Beispielsweise 

werden radioaktiv-markierte monoklonale Antikörper, die gegen tumorspezifische Epitope 

gerichtet sind, zur Radioimmuntherapie verwendet27, 28. Andere Immuntherapieverfahren 

setzen bispezifische Antikörper ein, die die Ausbildung eines Immunkomplexes aus 

Tumorzelle, T-Lymphozyt und Antigen präsentierender Zelle induzieren29. Daneben werden 

gentherapeutische Ansätze u.a. mit Interleukin 2 (IL 2) oder koloniestimulierender Faktoren 

beschrieben (GM-CSF)30, 31. Darüber hinaus existieren alternative, palliative 

Therapiemöglichkeiten wie die interstitielle Laser-Phototherapie (ILP)32-34 oder MR-

gesteuerte laserinduzierte Thermotherapie (LITT)35, 36. Dabei wird die Energie des 
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Laserlichtes über eine Glasfaser gelenkt und kann dann ohne extensiven chirurgischen 

Eingriff, minimal invasiv, auch wiederholt direkt intratumoral appliziert werden. Auch 

andere Methoden, die mit Wärmeapplikation arbeiten, wie die unterschiedlichen Formen der 

Hyperthermie37, 38, dürfen nicht außer Acht gelassen werden. Bei diesen Therapieformen ist 

es möglich durch Wärmekoagulation eine lokalisierte Zerstörung des entarteten Gewebes, 

ohne Strahlenbelastung und ohne systemische Toxizität durchzuführen. 

Ziel einer chemischen, thermischen oder strahlentherapeutischen Tumortherapie ist es stets 

durch Schädigungsreize eine Zerstörung möglichst aller Tumorzellen zu erreichen. Dies 

erfordert eine so hohe Intensität der Reize, dass über molekulare und strukturelle 

Zellschädigungen letztendlich eine Nekrose des Gewebes entsteht, die dann zu einer 

Remission der Raumforderung führt. Ein Problem dabei ist, dass bei diesen Therapien - 

unter der Zielsetzung einer radikalen Tumorzellelimination - auch gesundes Gewebe 

geschädigt wird. Neue Therapieansätze gehen daher nicht von einer unspezifischen 

nekrotischen Zerstörung des Gewebes aus, sondern versuchen entweder immunologisch 

oder durch spezifische chemische, radiotherapeutische oder thermische Reize möglichst 

selektiv die Tumorzellen zu treffen. Dabei soll keine passive nekrotische Zerstörung, 

sondern der aktive Prozess des apoptotischen Zellunterganges induziert werden. Der Vorteil 

gegenüber den Nekrose-induzierenden Hochdosistherapien liegt darin, dass erstens nur die 

Tumorzellen geschädigt werden, und zweitens für die Auslösung der Apoptose wesentlich 

geringere Schädigungsintensitäten erforderlich sind als für die nekrotische 

Gewebezerstörung. Nach der apoptotischen Selbstzerstörung des Tumors kann dieser dann 

phagozytotisch abgebaut werden. Dies bedeutet eine in ihren Nebenwirkungen reduzierte 

und damit den Patienten weniger belastende Therapieform mit dem Ziel, gesundes Gewebe 

möglichst zu schonen. Noch höhere Erfolgsaussichten wären zu erwarten, wenn es zudem 

gelingen würde den Apoptosereiz gezielt in den vaskulären Endothelzellen des Tumors zu 

applizieren um die Mikrozirkulation zu zerstören. 

Neben der Auswahl eines geeigneten Wirkungsprinzips einer Therapieform ist eine 

Kontrolle der induzierten Therapiewirkung essentiell. Hier wird zur Zeit neben der 

Computertomographie (CT), Sonographie oder Positronenemissionstomographie (PET) u.a. 

auch die „strukturelle“ und „funktionelle“ Magnetresonanztomographie (MRI) eingesetzt. 

Beschränkt auf die Beurteilung von extrazellulären Effekten können diese Verfahren 

allerdings nicht alle erforderlichen Informationen zur Differenzierung vitaler, nekrotischer 

und apoptotischer Zustände liefern. Zusätzliche Information liefert hier die 

Magnetresonanzspektroskopie (MRS), die es erlaubt Veränderungen molekularer Strukturen 
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sowohl im Energiemetabolismus als auch in der Membran der Zelle frühzeitig und nicht-

invasiv zu analysieren.  

Eine kombinierte Anwendung von spezifisch Apoptose-induzierenden Verfahren bei 

gleichzeitiger Überwachung der Wirkung durch MRS könnte eine Optimierung des 

Therapieverlaufs noch während der Therapie ermöglichen und so die Prognose von 

Tumorpatienten verbessern. 

1.3 Nekrose 

1.3.1 Vorkommen 

 

Sterben  Zellen oder Teile eines Gewebes innerhalb des lebenden Organismus ab, so treten 

bestimmte morphologische Veränderungen ein, die in ihrer Gesamtheit als Nekrose 

bezeichnet werden. Die Nekrose ist ein Vorgang, dem eine Zellschädigung vorausgeht, in 

deren Verlauf sich die Kompensationsmöglichkeiten der Zelle erschöpfen, so dass der 

sogenannte „point of no return“ überschritten wird. Damit ist der Zustand der irreversiblen 

Zellzerstörung erreicht. Wichtige Ursachen von Nekrosen sind Störungen der Homöostase 

durch Hypoxidosen, Schäden durch Hitze, ionisierende Strahlen und Toxine. Hinzu kommen 

noch mechanisch bedingte Verletzungen sowie bakterielle und virale Infektionen.  

1.3.2 Morphologie 

 

Lichtmikroskopisch lässt sich die Nekrose an charakteristischen Kennzeichen erkennen, die 

zum einen durch Veränderungen der betroffenen Zellen selbst und zum anderen durch die 

Reaktionen des umliegenden Gewebes bedingt sind.  

Die ersten Veränderungen treten dabei an den Mitochondrien auf. Die Atmungskette wird 

gestört und der Zelle gehen die Energievorräte aus. Weiterhin maßgebend sind die 

Denaturierung von Proteinen und Degradation der Nukleinsäuren. Lysosomale DNasen 

leiten den Abbau der DNA ein. Der Zellkern verliert dadurch seine Anfärbbarkeit und ist nur 

noch ganz schwach erkennbar (Karyolyse).  

Das Anschwellen des Zellleibs führt zur Ruptur der Zytoplasmamembran und der Zellinhalt 

kommt in Kontakt mit dem extrazellulären Milieu. Das benachbarte Gewebe reagiert mit 

dem Vollbild einer akuten Entzündungsreaktion, um die Nekrose zu beseitigen und damit 

die Voraussetzung für eine nachfolgende Regeneration oder Reparation zu schaffen. Die 
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beschriebenen Phänomene treten meistens nach Ablauf einer bestimmten Manifestationszeit 

ein, die bis zu mehreren Stunden dauern kann4. 

Falls eine Regeneration des Gewebes durch Mangel an funktionstüchtigen Zellen nicht 

möglich ist, kann als Folge einer Nekrose erwartungsgemäß eine Narbe entstehen. Aber 

auch zystische Gebilde oder Ulcera können nach einer beseitigten Nekrose auftreten.  

1.4 Apoptose  

1.4.1 Vorkommen  

 

Das Phänomen des sogenannten „programmierten Zelltods“, der Apoptose - abgeleitet vom 

altgriechischen Ausdruck für das Herabfallen des Laubes im Herbst -, wurde bereits 1972 

von Kerr39 und Mitarbeitern beschrieben und analysiert40.  Der Apoptosevorgang ist ein 

kompliziertes, durch viele Faktoren reguliertes Phänomen, das sowohl im physiologischen 

als auch pathologischen Zusammenhang vorkommen kann41. 

 

Apoptose in gesundem Gewebe 

In der Biologie existieren oft Situationen, in denen es erforderlich ist, Gewebe ab- oder 

umzubauen, ohne dass eine Entzündungsreaktion ausgelöst wird. So hat die Apoptose eine 

große Bedeutung bei der Metamorphose von Insekten oder in der Embryo- und 

Organogenese von Vielzellern40, 42, 44. Grundsätzlich kommt sie gehäuft vor in 

proliferationsfreudigen, labilen Gewebe. Dabei werden durch physiologischen 

Zellverschleiß verbrauchte Zellen fortgehend durch nachwachsende, neue Zellen ersetzt. 

Beispiele sind etwa die Haut, die Schleimhäute oder die blutbildenden Zellen des 

Knochenmarks. Ursache des programmierten Zelltodes ist z.B. bei den Erythrozyten des 

Blutes oder den Keratinozyten der Haut letztlich die physiologische Reifung. Eine Reihe 

von weiteren Prozessen im Körper wie die Rückbildung der weiblichen Brust nach der 

Laktationsperiode, oder die Atresie von ovarialen Follikeln, oder die Rückentwicklung von 

Haarfollikeln41, zeigen erwartungsgemäß hohe Apoptoseraten. Vermutlich spielt hier die 

hormonelle Stimulation eine große Rolle. 

 

Apoptosevorkommen im Immunsystem  

Ebenfalls von Interesse ist die Apoptose für die Kontrolle und Aufrechterhaltung der 

Funktionen des Immunsystems40, 42, 43. Bereits bei der Eliminierung nicht funktioneller T-

Zellen während ihrer Reifung im Thymus wird die Apoptose eingesetzt. T-Zellen, die 
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beispielsweise defekte Rezeptoren tragen oder zu stark mit Selbst-Antigenen reagieren, 

werden apoptotisch aussortiert, um eventuellen Autoimmunerkrankungen vorzubeugen. 

Aber auch reife T-Zellen können unter bestimmten Voraussetzungen zur Apoptose getrieben 

werden. So kann ihre Eliminierung erfolgen, wenn während einer immunogenen Stimulation 

die kostimulatorischen Signale nicht im richtigen zeitlichen Zusammenhang eintreffen. 

Dieses Phänomen wird beispielsweise als verantwortlich für das Zugrundegehen von nicht-

infizierten T-Helfer-Zellen im Verlauf einer HIV-Infektion diskutiert40. Auch zur 

Beendigung einer regulären Immunreaktion mit erfolgreicher Beseitigung des Auslösers ist 

die Apoptose von Bedeutung (s. 1.4.3).  

 

Apoptosevorkommen in Tumorgewebe 

Eine erhöhte Apoptoserate lässt sich in nahezu allen unbehandelten malignen Tumoren 

auffinden. Dafür scheint es verschiedene Erklärungen zu geben. Die Nähe von ischämischen 

Nekroseherden, die Induktion durch Tumor Nekrose Faktor α (TNF-α) oder durch 

zytotoxische T-Lymphozyten scheinen eine besondere Rolle dabei zu spielen41. Es ist 

möglich, dass eine erhöhte Apoptoserate zur Regulation der zu Beginn der Karzinogenese 

gesteigerten Zellproliferationsrate durch Abwehrmechanismen der betroffenen Zelle 

induziert wird41. 

Andererseits ist die Massenzunahme von Tumoren auch als Summe von ungesteuertem 

Wachstum bei gleichzeitig reduziertem Zellsterben durch eine verminderte Apoptose 

erklärbar. Intrazelluläre anti-apoptotische Programme (s. 1.4.4), die durch genetische 

Veränderungen aktiviert sind, können zur Tumorentstehung und zur Resistenzentwicklung 

gegen Chemotherapeutika beitragen40 (s. 1.4.3). 

1.4.2 Morphologie 

 

Apoptose und Nekrose unterscheiden sich in einer Reihe funktioneller und morphologischer 

Eigenschaften40, 41, 44.  

Die Apoptose als physiologischer Vorgang betrifft meistens genau definierte und 

ausgewählte Zellen in einem Gewebsverband. Sie dient der Differenzierung der 

Gewebestruktur. 

Die Mitochondrien spielen eine Schlüsselrolle bei der Regulation der Apoptose. Durch 

Ausbildung von durchlässigen Poren an ihren Membranen, verursacht durch Rückgang des 

Membranpotentials, können verschiedene potentiell apoptotisch wirkenden Substanzen, wie 

Cytochrom c, Procaspase-2, -3, -9 und AIF (Apoptose-induzierender Faktor)45, den 
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intermembranären Spalt verlassen. AIF ist durch Aktivierung von Endonukleasen dazu in 

der Lage, bestimmte morphologische Veränderungen im Bereich des Zellkerns zu bewirken, 

wie Kondensation der Chromatinstruktur (Karyopyknose) und Fragmentation des Zellkerns 

(Karyorrhexis). Die Zelle beginnt zu schrumpfen, weshalb der apoptotische Zelltod früher 

auch als „Schrumpfnekrose“ bezeichnet wurde. Die Membran bleibt allerdings so lange 

intakt, bis die Zelle von einer phagozytierenden Zelle aufgenommen und verdaut wird. Von 

der äußeren Zellmembran schnüren sich kleine Vesikel ab, sogenannte 

„Apoptosekörperchen“, die Kernmaterial und zytoplasmatische Bestandteile enthalten. 

Dieser Vorgang wird auch als „blebbing“ bezeichnet. Die Beseitigung der apoptotischen 

Zelle geschieht so schnell, so dass dieser Vorgang selbst in Geweben mit hohen 

Apoptoseraten (z.B. Thymus) nur selten beobachtet werden kann. Von entscheidender 

Bedeutung ist, dass bei dieser Form des Zelluntergangs keine inflammatorische Reaktion 

ausgelöst wird, d.h. die Phagozyten werden durch den Kontakt mit apoptierenden Zellen 

nicht aktiviert. Hierfür sind vor allem eine vermehrte Expression von Phosphatidylserin und 

ein Verlust von bestimmten Kohlenhydratresten auf der Außenseite der apoptotischen 

Zellmembran verantwortlich. Auf der phagozytierenden Zelle scheinen dabei die CD 

36/Vitronektin-Rezeptor Moleküle eine bedeutende Rolle zu spielen40. 

1.4.3 Apoptoseinduktion 

 

Mutagene Schädigung 

In den meisten Zellen wird Apoptose ausgelöst nach einer potentiell mutagenisierenden 

Schädigung, wie beispielsweise durch UV-Bestrahlung, oxidativem Stress oder aber durch 

Protein- und Lipidmodifikationen46. Es wird vermutet, dass das Tumorsuppressorgen p53 

bei der Apoptoseinduktion beteiligt ist. Bei entstandenem DNA-Schaden, z.B. durch 

Bestrahlung, wird der Zellzyklus durch p53 in der G1-Phase arretiert, um so Zeit für die 

Reparatur zu gewinnen. Gelingt dies nicht, wird der Weg der Selbstzerstörung durch 

Apoptose eingeschlagen41. Die Persistenz von Stammzellen mit einem DNA-Fehler könnte 

sonst zur Vermehrung von genetischen Anormalitäten führen.  

 

Chemotherapeutika 

Von verschiedenen Zytostatika ist bekannt, dass sie ihre therapeutische Wirkung durch 

Auslösen der Apoptose entfalten. Neben Tumoren sind auch schnell proliferierende 

Normalgewebe und lymphatische Effektor-Populationen betroffen47, 48. Eine erhöhte 

Apoptoserate ist verantwortlich für viele der unerwünschten Chemotherapie-



Einleitung 9 

Nebenwirkungen und für Tumorregressionen. Dabei ist der genauere Wirkungsmechanismus 

dieser Medikamente größtenteils noch ungeklärt. Da die Apoptose ein regulierbares 

Phänomen darstellt, finden sich hier möglicherweise Ansätze zur Therapieverbesserung. 

Hierbei muss berücksichtigt werden, dass eine gesteigerte Expression des Protoonkogens 

bcl-2 eine Resistenz gegenüber Chemotherapeutika bewirken kann41, da dieses Gen in der 

Lage ist den Apoptosevorgang zu hemmen (s. 1.4.4). Ähnlich verhält es sich bei 

Überexpression der Proteinkinase C (PKC), die für eine verzögerte Tumorzellantwort auf 

den zytostatischen Reiz verantwortlich sein kann49. Eine Potenzierung der Wirkung lässt 

sich dagegen durch kombinierte Anwendung von Hyperthermie und Chemotherapie 

erreichen50. 

 

Hyperthermie 

Starke und lange anhaltende Hitzeeinwirkung kann bekanntlich nekrotische Vorgänge 

einleiten. Dosierte Hitzebehandlung dagegen ist in empfindlichen Geweben dazu in der 

Lage Apoptose zu induzieren, wobei der genauere Mechanismus noch diskutiert wird. Bei 

der Hyperthermiebehandlung werden erhöhte Temperaturen von 41 - 43 °C für circa 30 min 

eingesetzt. Besonders empfängliche Gewebe sind proliferationsfreudige, lymphatische oder 

tumoröse Gewebe. Eine Temperaturerhöhung kann einerseits eine Zunahme von 

Reaktionsgeschwindigkeiten, andererseits eine deutliche Zunahme der Proteindenaturierung 

in der Zelle bewirken. Konformationsänderungen der Proteine beeinflussen 

zytoplasmatische und intrazelluläre Membranen in ihrer Stabilität, Fluidität und 

Transporteigenschaften, der Energiehaushalt wird gestört. Es gibt widersprüchliche 

Angaben über Hyperthermie-induzierte pH Veränderungen im Gewebe51. Die 

Temperaturerhöhung bewirkt u.a. eine Sensibilisierung gegenüber applizierter Strahlendosis 

und bestimmter Zytostatikagruppen52. Allerdings ist die individuelle Reaktionsbereitschaft 

der Tumore auf Wärmereize je nach Art sehr variabel37.  

In der Literatur wird ein nachweisbarer Zusammenhang zwischen der Hyperthermie-

induzierten Apoptose und der Funktionstüchtigkeit des Tumorsuppressorgens p53 

beschrieben53, 54. Zellsysteme mit intakter p53 – Aktivität zeigen u.a. nach einer 

Hyperthermiebehandlung eine Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase für mehrere 

Stunden mit anschließender Apoptoseeinleitung55. Ebenfalls ist die Rede von einem 

Zusammenhang bezüglich eines nachweisbar starken Anstiegs der Konzentration an 

Tumornekrosefaktor α und der Hyperthermie-induzierten Apoptose56. Einige Zellsysteme 

sind dazu in der Lage sich gegen die angewandte Hitzeeinwirkung und ihre Folgen durch 
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Entwicklung sogenannter Hitzeschockproteine zu wehren57. Boreham et al. konnten in 

diesem Zusammenhang zeigen, dass sich Lymphozyten nach einer sogenannten 

Hitzeschockbehandlung neben der Sensibilisierung zum Teil auch resistent gegenüber 

bestrahlungsinduzierter Apoptose verhalten58. Durch die Hemmung der Expression solcher 

Hitzeschockproteine könnte wiederum ein besseres Ansprechen bei der Tumorbekämpfung 

erreicht werden59. Genauere Erklärungsansätze der Hyperthermiefolgen blieben allerdings 

bisher noch aus.   

 

Hormonelle Stimulation 

Eine Atrophie durch Apoptose wird stets eingeleitet bei nachlassender hormoneller 

Stimulation in Hormon-abhängigen Organen, wie Prostata, Uterus oder Nebennierenrinde41. 

Die Apoptoserate bei Hormon-abhängigen Tumoren ist nach Hormonentzug ebenfalls stark 

erhöht. Im Gegensatz dazu kann durch gesteigerten Glucocorticoideinfluss Apoptose in 

Thymozyten, lymphatischen Leukämieformen und malignen Lymphomen induziert 

werden41. Auch hier wird als Ursache der Tumorresistenz die Expression des Protoonkogens 

bcl-2 diskutiert60. 

 

Antigen/Antikörper - Reaktion 

Seit 1989 ist auch ein molekularer Schalter für die Apoptose bekannt, das Fas oder APO-1 

System. Dieser auch als CD 95 bezeichnete Rezeptor wurde unabhängig voneinander von 

zwei Arbeitsgruppen unter Krammer61 und Yonehara62 entdeckt und gehört der Tumor 

Nekrose Faktor (TNF)- Rezeptorfamilie an. Auch der natürliche Ligand Fas-L dieses 

Rezeptors ist bekannt und charakterisiert63. Die Stimulation dieses Rezeptors führt zur 

Aggregation der intrazellulären „Todesdomänen“, die unter Einschaltung von weiteren 

Signalproteinen zu einem gemeinsamen Komplex zusammengeführt werden. Dieser 

Komplex wird als DISC für „death-inducing signaling complex“ bezeichnet63. Der weitere 

CD 95 assoziierte Apoptoseweg zeichnet sich durch Aktivierung von verschiedenen 

Caspasen (Cystein-Aspartasen) aus. Dies sind inaktive Proenzyme, die durch proteolytische 

Spaltung aktiviert werden müssen. Besonders Caspase-8 und Caspase-3 scheinen bei der 

Apoptoseinduktion eine große Rolle zu spielen64. Sie werden je nach Zelltyp unabhängig 

von der Zellzyklusphase auf unterschiedlichen Wegen, entweder durch mitochondrale 

Aktivierung über Cytochrom c oder direkt, in den Apoptosemechanismus eingeschaltet65, 66.  

Dieses System ist vor allem bei der Eliminierung autoreaktiver Lymphozyten sowie für das 

Abschalten von Immunreaktionen von Bedeutung. Dabei reagiert der Fas-Rezeptor, der auf 
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der Zelloberfläche von T-Lymphozyten exprimiert wird, mit seinem Liganden Fas-L, der 

sich auf der Oberfläche von aktivierten T-Lymphozyten befindet. Diese Interaktion löst über 

den oben beschriebenen Mechanismus die Apoptose der Fas-exprimierenden Zelle aus. Zu 

Beginn einer Immunantwort führt die antigenspezifische Erkennung von infizierten Zellen 

zu ihrer Abtötung und zur Aktivierung von weiteren Lymphozyten. Wenn die Anzahl der 

infizierten Zellen dadurch sinkt und die Anzahl der aktivierten Lymphozyten steigt, kommt 

es immer häufiger zu der oben beschriebenen Fas/Fas-L Interaktion und zur Reduktion des 

antigenspezifischen T-Zellklones67. Allerdings ist es auch möglich, dass ein und derselbe 

Lymphozyt nach seiner Aktivierung sowohl den Fas-Rezeptor, als auch den Fas-Ligand 

exprimiert. Damit ist diese Zelle in der Lage sich selber zu zerstören, was als „autokriner 

Tod“ bezeichnet wird. Dieser Mechanismus wird bei der alkoholischen Leberzirrhose als 

Ursache für den Leberzelluntergang diskutiert. Es wird vermutet, dass toxische 

Alkoholabbauprodukte ein CD 95-abhängiges Selbstzerstörungsprogramm in Hepatozyten 

einschalten können, das über eine mitochondrale Aktivierung funktioniert. Im Gegensatz 

dazu können beim „parakrinen Tod“ auch Nachbarzellen von dem ausgelösten 

Apoptosevorgang betroffen sein44. 

 

Perforin / Granzyme - Weg 

Neben der Eliminierung über den CD 95-Weg sind aktivierte zytotoxische T-Lymphozyten 

auch in der Lage Virus-infizierte Zellen, wie beispielsweise bei der Hepatitis-B-Virus 

Infektion, durch eine andere Art der Apoptoseinduktion zu zerstören. Sie sezernieren das 

Enzym Perforin, das dazu in der Lage ist die Membranen der Zielzellen zu permeabilisieren, 

was aber nicht ausreicht um sie zu zerstören68. Es stellte sich heraus, dass Perforin das 

Eindringen von Serinesterasen (Granzyme A und B) in die Zelle ermöglicht, die wiederum 

den Apoptoseprozess einleiten können69.  

1.4.4 Regulationsmechanismen  

 

Die unterschiedlichen Auslösefaktoren der Apoptose scheinen letztendlich in ein und dem 

selben Apoptosepfad zu münden, der zusätzlich durch verschiedene Genprodukte positiv 

oder negativ moduliert werden kann. 

 

Einfluss von c-myc Protoonkogen 

Wachstumsfaktoren sind unentbehrlich für die Proliferation von Zellen. Bei einem 

Wachstumsfaktormangel ist eine Vermehrung nicht mehr möglich. Dieser Zustand kann bei 
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Faktor-abhängigen Zellverbänden zur Apoptose führen70. Dabei kommt dem c-myc 

Protoonkogen eine große Rolle zu, weil es die Abhängigkeit der Zelle von 

Wachstumsfaktoren verstärken kann. An einer IL 3-abhängigen myeloischen Zelllinie 

konnte beobachtet werden, dass alleiniger Wachstumsfaktorentzug zum Stillstand der 

Zellproliferation führte, während der gleiche Versuch nach Transfektion mit c-myc zur 

Apoptose führte71. Aktivierung des c-myc-Gens kann je nach adjuvanten Signalen zur 

Proliferation oder zum Zelltod führen72. Bei genügendem Vorhandensein an 

Wachstumsfaktoren wird die Zelle zur Mitose angetrieben, da der Apoptoseweg blockiert 

wird70.  

 

Einfluss von bcl-2 Protoonkogen 

Das Protoonkogen bcl-2 ist ein intrazelluläres Protein, das mit der Mitochondrien- und 

Zellkernmembran eng verbunden ist. Es ist in der Lage den Vorgang der Apoptose zu 

blockieren73, in dem es mit zytoplasmatischen Komponenten interagiert. Dieses 

Protoonkogen wurde ursprünglich durch sein Auftreten an der Bruchstelle des 

Translokationschromosoms t(14;18) entdeckt, das für das follikuläre B-Zell-Lymphom 

verantwortlich ist74. Es ist einer der wichtigsten Überlebensfaktoren von ruhenden T- und B-

Lymphozyten. Beispielsweise kann die bcl-2 Expression IL 3-abhängige myeloische und 

lymphatische Zelllinien nach IL 3-Entzug vor dem Zelltod durch Apoptose bewahren75. Es 

spielt außerdem eine große Rolle als Inhibitor bei der c-myc76 und Adenovirusprotein E1A77 

induzierten Apoptose. Allerdings werden nicht alle Apoptose auslösenden Systeme 

blockiert. Eine große Ausnahme bildet die Apoptoseinduktion durch zytotoxische T-

Lymphozyten78. Eine pathologisch hohe bcl-2-Expression im Zusammenhang mit 

begünstigtem Auftreten von Tumoren der Prostata, Lunge, Niere, Schilddrüse, Brust und 

Darm wurde vielfach beschrieben79. Dies gilt nicht für das Vorkommen in Malignomen aus 

dem Kopf-Hals-Bereich. Bei Überexpression konnte hier lediglich festgestellt werden, dass 

weniger Lymphknoten befallen sind79 und dass kein Zusammenhang mit der 

Tumorprogression besteht. Weiterhin ist bekannt, dass bcl-2 bevorzugt die durch 

ionisierende Strahlung ausgelöste Apoptose verhindert. Dieser Effekt muss bei der 

Bestrahlungstherapie berücksichtigt werden.  

 

Einfluss des Tumorsuppressorgens p53 

Tumorsupressorgene sind Regulatoren der Zellproliferation, welche die Zellvermehrung 

aktiv unterdrücken können. Sie spielen vor allem bei der Tumorgenese eine große Rolle. 
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Wenn sie inaktiviert werden, kommt es zur übermäßigen Zellproliferation. Mutationen des 

Tumorsuppressorgens p53 stellen einen der häufigsten genetischen Defekte bei Tumoren 

dar. Durch das Einbringen des p53-Gens vom Wild-Typ in Zellen mit fehlender normaler 

p53-Aktivität konnten einige seiner Funktionen identifiziert werden. Darunter befinden sich 

die Regulierung der Zellproliferation durch Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase80, 81. 

Andererseits konnten in einigen Tumoren auch erhöhte Apoptoseraten nach p53-Expression 

gefunden werden82, 83. Versuche, bei denen Zellen mit bekannter p53-Deletion resistent 

gegen die Apoptoseinduktion durch Bestrahlung, nicht jedoch durch Glucocorticoideinsatz 

waren, zeigen, dass manche Mechanismen der Apoptoseauslösung nur im Beisein von 

intaktem p53 funktionieren84, 85. Es stellt sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob die 

Kombination einer konventionellen Strahlentherapie mit einer Gentherapie im Sinne der 

Wiederherstellung eines funktionstüchtigen p53-Gens, nicht sinnvoll wäre86. Es wird 

vermutet, dass p53 durch die Blockierung der Proliferation und mit Hilfe zusätzlicher 

Faktoren die Zellen in Richtung Apoptose treibt. So konnte beobachtet werden, dass das 

Adenovirusprotein E1A, das in der Lage ist, sowohl Proliferation als auch Zelltod zu 

induzieren, durch das Mitwirken von p53 den Apoptosemechanismus auslöst87. Das 

Mitwirken von p53 bei der c-myc aktivierten Apoptose ist noch nicht eindeutig geklärt. Es 

konnte festgestellt werden, dass eine p53-Überexpression stark mit dem Auftreten von 

Kopf-Hals-Tumoren und dessen Progression korreliert. Der Einsatz von anti-p53-

Antikörpern könnte beispielsweise der frühzeitigen Diagnosesicherung oder als 

prognostischer Marker dienen88.    
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1.5  Zielsetzung 

Die Anwendung der chemischen, thermischen oder strahlentherapeutischen 

Therapieverfahren zur Behandlung von Malignomen aus dem Kopf-Hals-Bereich ist 

hauptsächlich dadurch begrenzt, dass eine selektive nekrotische Zerstörung des Tumors 

einschließlich der Tumorrandbereiche ohne eine Schädigung des umgebenden gesunden 

Gewebes oftmals nicht möglich ist. Dies ist insbesondere für die Behandlung von tief 

liegenden Tumoren im Kopf-Hals-Bereich von Bedeutung, wo stets sensible Strukturen wie 

Nerven oder Gefäße zu schonen sind. 

Eine für die klinische Anwendung wichtige Modifikation dieser Verfahren könnte darin 

bestehen, die intratumoral zur Schädigung des Malignomgewebes applizierte Energie 

kontrolliert so zu modifizieren, dass der Zelluntergang selektiv Apoptose-vermittelt abläuft. 

Nach der aktiven Zerstörung des Tumors kann dieser dann phagozytotisch abgebaut werden. 

So können Tumorzellen zerstört, umliegendes gesundes Gewebe jedoch in Form und 

Funktion geschont werden, was eine in ihren Nebenwirkungen reduzierte und damit den 

Patienten weniger belastende Therapieform bedeutet. Dies kann jedoch nur erreicht werden, 

wenn ein Verfahren zur Verfügung steht, welches noch während der Therapie eine 

Beurteilung des durch die jeweilige Therapieform induzierten Zellunterganges erlaubt. 

Hierbei ist die magnetresonanzspektroskopische Analyse (MRS) von größter Bedeutung, da 

sie berührungsfrei, d.h. nicht invasiv und ohne Strahlenbelastung durchgeführt werden kann 

und eine kontinuierliche Beobachtung, ein „online Monitoring“ molekularer Prozesse im 

Gewebe der Patienten im Verlauf der Therapie ermöglicht. Zusätzlich werden die 

charakteristischen Strukturunterschiede in der Membran zeitlich sehr früh und lange vor 

makroskopischen morphologischen Veränderungen erkennbar. Ein solches Monitoring-

Verfahren der induzierten Zellschädigung während der Anwendung beispielsweise einer 

interstitiellen Lasertherapie könnte eine neue Strategie zur schonenderen Behandlung von 

SCCHN darstellen. 

Ziel dieser Untersuchung war es daher mittels in vitro Analysen modellhaft Ausgangswerte 

der Behandlungsparameter für eine Apoptose-induzierende interstitielle Lasertherapie am 

Patienten zu finden. Zu diesem Zweck sollte zunächst ein geeignetes Apoptose-Zellmodell 

etabliert werden, an der mit Hilfe von zellbiologischen Verfahren wie Flusszytometrie die 

Zellzustände vital, apoptotisch und nekrotisch differenziert werden könnten. Hierfür wurden 

Karzinomzelllinien aus dem Kopf-Hals-Bereich unterschiedlichen Apoptose- und Nekrose-

induzierenden Reizen ausgesetzt und durchflusszytometrisch analysiert. Mit Hilfe der 
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Protonenresonanzspektroskopie (1H-MRS) sollte im Anschluss der Vitalzustand, die 

Apoptose und die Nekrose von Tumorzellen ebenfalls differenziert und charakterisiert 

werden. Simultan durchgeführte spektroskopische Untersuchungen würden so eine 

Korrelation mit den etablierten zellbiologischen Verfahren erlauben. Die gefundenen 

spezifischen Parameter würden dann die Möglichkeit liefern, am Patienten nicht-invasiv, zu 

einem sehr frühen Zeitpunkt den Beginn und das Ausmaß von Nekrose und Apoptose noch 

während der Therapie zu beurteilen. Damit wäre nahezu ein „online Monitoring“ des 

Therapieverlaufs und seine Optimierung noch während der Therapie möglich. 
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2 Material 
 

2.1 Allgemeine Laborgeräte 

 
Die sterile Werkbank stammt von der Firma NUAIRE (Plymouth/US), der Brutschrank von 

der Firma Revco (Ashville/Canada), die Mikroskope von der Firma Zeiss (Oberkochen), die 

Pipetten von der Firma Eppendorf  (Köln). 

Die Geräte zur Gel-Elektrophorese von den Firmen Stratagene (Heidelberg) und LKB 

Pharmacia (Freiburg i. Br.), die Kamera mit Videodrucker und Monitor zur bildlichen 

Fixierung von Agarosegelen von der Firma Cybertech (Berlin). 

Die DNA-Konzentrationen wurden mit einem Uvikon 860-Spektralphotometer von der 

Firma Kontron (Zürich) gemessen. 

Die verwendeten Zentrifugen sind von den Firmen Jouan CR 422 (Saint 

Herblain/Frankreich), Heraeus Biofuge 13 und Biofuge fresco (Hanau) und Hettich 

(Tuttlingen), die Waagen von den Firmen Sartorius und Mettler (Giessen), das Wasserbad 

von der Firma Julabo (Seelbach), der -80 °C Gefrierschrank von der Firma Heraeus (Hanau), 

der Flüssigstickstofftank von der Firma Messer (Griesheim). 

Das Durchflusszytometer FACS Calibur wurde von der Firma Becton Dickinson 

(Heidelberg), das Magnetresonanzspektroskop von der Firma Bruker (Rheinstetten) 

hergestellt. 

2.2 Plastikwaren 

 
Die gebrauchten Einweg-Materialien wie Einfrierröhrchen Cryo Tubes, FACS-Röhrchen, 

Zentrifugenröhrchen, Zellkulturflaschen wurden von der Firma Nunc (Wiesbaden), die 

Pipettenspitzen von der Firma Eppendorf (Hamburg), die Rektionsgefäße von der Firma 

Eppendorf, die Spektroskopieröhrchen (ø 5 mm) von der Firma Norell (Dietzenbach) und 

die MD-Koya Raster 10-Objektträger, die zur Zellzählung verwendet wurden, von der Firma 

Madaus Diagnostik (Köln) hergestellt. 

2.3 Chemikalien, Färbereagenzien, Enzyme, Medien, Zellkulturzusätze 

 
Alle gängigen Chemikalien, Zellkulturzusätze, Enzyme und Färbereagenzien wurden von 

den Firmen Boehringer (Mannheim), Gibco BRL, Life Technologies (Gaithersburgh/MD), 
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Seromed/Biochrom KG (Berlin), Merck (Darmstadt), SIGMA (Deisenhofen), Pharmacia 

(Freiburg i. Br.) oder PAA Laboratories GmbH (Linz) bezogen.  

Die Medien für die Zellkultur lieferten die Firmen Seromed/Biochrom KG (Berlin) und 

PromoCell (Heidelberg), das fötale Kälberserum FCS, Gibco BRL, Life Technologies 

(Gaithersburgh/MD). 

Das verwendete Zytostatikum Methotrexat stammte von der Firma SIGMA (Deisenhofen) 

und der Antikörper CD 95 von der Firma PharMingen (Hamburg), clone DX2. 

2.4 Puffer, Lösungen 

2.4.1 Medien und Lösungen für die Zellkultur 
 
Zu den  Kulturmedien RPMI (Roswell Park Memorial Institute) und DMEM (Dulbecco`s 

Modified Eagle Medium) wurden folgende Substanzen hinzugefügt: 

L-Glutamin, 200mM    1%  (v/v) 

HEPES, 1M     1%  (v/v) 

Nicht essentielle Aminosäuren  1%  (v/v) 

Natriumpyruvat, 100mM   1%  (v/v) 

Penicillin/Streptomycin, 10000U/10mg/ml 1%  (v/v) 

FCS      10%  (v/v) 

Das Endothelzellmedium wurde bereits mit kompletten Zusätzen bezogen und war somit 

gleich einsatzfähig. 

Das Einfriermedium setzte sich wie folgt zusammen: 50 %  (v/v) Kulturmedium 

          40 %  (v/v) FCS 

          10 %  (v/v) Dimethylsulfoxid DMSO  

PBS (Phosphat gepufferte physiologische Kochsalzlösung) 

Für 1 Liter: 0.21 g Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 

  9.00 g Natriumchlorid NaCl 

  0.726 g Natriumhydrogenphosphat Na2HPO4 

mit H2O dest. Auf 1 Liter auffüllen 

 

Trypanblau-Lösung (1%): 1g Trypanblau in 100 ml PBS 
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2.4.2 DNA-Gelelektrophorese 
 

− TBE-Puffer: 0.1 M Tris, 33 mM Borsäure, 1mM EDTA, pH 8.6 

Für 1 Liter:    12.1 g Tris 

5.135 g Borsäure 

0.372 g Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsäure EDTA 

− Lysepuffer: 1 % (w/v) SDS, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8,7 

− Proteinase K (10 mg/ml) 

− RNase A (10 mg/ml) 

− Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Lösung (25:24:1) 

− Standard-Marker: 100 base-pair-ladder, molekularer Gewichtsmarker 

− Ethidium-Bromid-Lösung (0.02 % f.c.): 2 µl Stocklösung (1% f.c.) in 100 ml TBE-Puffer 

2.4.3 Durchflusszytometrie 
 

TUNEL-Assay 

− In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Boehringer Mannheim) 

enthält Enzym und Enzympuffer 

− FACS-Puffer: FCS  2 % (v/v) gelöst in PBS 

− PFA 2 %:  2 g PFA abwiegen, in 80 ml PBS unter Erwärmung lösen,  

abkühlen auf RT 

mit NaOH auf pH 7 einstellen 

mit PBS auf 100 ml auffüllen 

− Triton X-100: 10 % (v/v) Stammlösung mit FACS-Puffer verdünnt  

 

ANNEXIN-Test 

− Annexin-V-FLUOS (Boehringer Mannheim) 

− Inkubationspuffer: 0,50 ml Hepes-Puffer 1M, (1 % f.c.) 

   0,25 ml CaCl2 1M, (0,5 % f.c.) 

   1,40 ml NaCl 5M, (2,8 % f.c.) 

   mit H2O dest. Auf 50 ml auffüllen 

− Propidiumiodidlösung (PI): 50µg/ml  
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Hypotone fluorochrome Lösung (pH 7): 50 mg NaCitrat (0,1% w/v) 

          50 µl Triton X-100 (0,1% v/v) 

          1 ml PI (50µg/ml) mit dest. H2O auf 50 ml auffüllen 

2.5 Humane Zelllinien 

2.5.1 Lymphome 
 
BL 41 B-Zell-Lymphom GSF, Forschungszentrum für 

Umwelt und Gesundheit  

Jurkat T-Zell-Lymphom ATCC TIB-152 

 

2.5.2 HNO-Zelllinien 
 
FaDu Plattenepithelkarzinom aus dem Pharynx ATCC HTB-43 

GHD-1 Plattenepithelkarzinom aus dem 

Hypopharynx 

Klinik u. Poliklinik für HNO-

Kranke, Klinikum Großhadern, 

München 

HLaC 78 Plattenepithelkarzinom aus dem Larynx Würzburg, HNO-Klinik 

PCI-1 Plattenepithelkarzinom aus dem 

Hypopharynx 

Pittsburgh Cancer Institute 

 

2.5.3 Endothelzellen 
 
HMEC Human Endothelial Cells GSF, Forschungszentrum für 

Umwelt und Gesundheit 
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3 Methoden 

3.1 Zellkultur 

3.1.1 Kultivierung der Zelllinien 
 

Die Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank durchgeführt, um 

Kontaminationen durch Pilze und Bakterien zu verhindern. Die Zelllinien, FaDu, HLaC 78, 

Jurkat, GHD-1 und PCI-1 wurden in DMEM-Medium, BL 41 in RPMI-Medium und HMEC 

in Endothelzellmedium nach Hinzufügen von Supplementen (siehe 2.4.1) kultiviert. Sie 

wurden in Zellkulturflaschen aus Polypropylen angesetzt und in feuchter Atmosphäre bei 

37°C und 5 % CO2-Begasung in geeigneten Brutschränken inkubiert. In dieser Atmosphäre 

werden die auf physiologische Werte eingestellten pH-Werte der CO2/Bicarbonat-

gepufferten Medien aufrechterhalten.  

 

Die Zellen wurden wie folgt umgesetzt:  

In Suspension wachsende Zelllinien, wie BL 41 und Jurkat, wurden bei 1200 Upm, 10 min 

zentrifugiert. Das Zellsediment (Pellet) wurde anschließend in frischem Kulturmedium 

aufgenommen und entsprechend der gewünschten Zelldichte neu ausgesät.  

Adhärend wachsende Zelllinien wurden durch Behandlung mit Trypsin/EDTA vom Boden 

der Kulturflaschen abgelöst. Dazu wurde zunächst das Kulturmedium abgesaugt und der 

Zellrasen mit PBS gewaschen, da das im Medium enthaltene Serum die Wirkung des 

Trypsins beeinträchtigt. Die Zellkulturen wurden je nach Größe mit 1 bis 5 ml 

Trypsinlösung versetzt und für 5 min im Brutschrank inkubiert. Die durch Trypsinierung 

abgelöste Zellschicht wurde in serumhaltigem Kulturmedium aufgenommen und 

abzentrifugiert. Die Zugabe von Serum ist an dieser Stelle wichtig, um die Trypsinwirkung 

zu inhibieren, die bei übermäßig langer Inkubation zur Zellschädigung bzw. zum Zelltod 

führen würde. Das Zellpellet wurde anschließend in frischem Medium resuspendiert.  

Die Zellkulturen wurden je nach Wachstumsgeschwindigkeit alle 2-3 Tage in Verdünnungen 

von 1:3 oder 1:5 erneut in Kulturflaschen ausgesät. 
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3.1.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen 
 

Einfrieren: Zur längerfristigen Aufbewahrung wurden die Zelllinien in flüssigem Stickstoff 

bei -192°C gelagert. Dazu wurden die als Pellet vorliegenden Zellen  mit einer Zellzahl von 

1-5 x 106/ml in kaltem Einfriermedium aufgenommen und in Aliquots von 1ml auf sterile 

und ebenfalls kalte Einfrierröhrchen verteilt. Das im Einfriermedium enthaltene DMSO 

verhindert durch seine hygroskopischen Eigenschaften die Bildung von Eiskristallen, die die 

Zellen beim Einfrieren schädigen können. Die Röhrchen wurden langsam auf -80°C 

heruntergekühlt und spätestens nach 48 h in flüssigen Stickstoff überführt. 

 

Auftauen: Die eingefrorenen Zellen wurden im 37°C Wasserbad schnell aufgetaut und sofort 

in 50 ml Kulturmedium verdünnt. Nach anschließender Zentrifugation (10 min bei 1200 

Upm) wurde das Pellet erneut in Kulturmedium aufgenommen und in Zellkulturflaschen 

ausgesät.  

3.1.3 Bestimmung der Zellzahl 
 

Um die Zellzahl zu bestimmen wurde der Vitalfarbstoff Trypanblau verwendet. Tote Zellen 

nehmen Trypanblau sofort auf, das Zytoplasma färbt sich blau, was sich lichtmikroskopisch 

erkennen lässt. Die Zellmembran lebender Zellen wird erst nach ca. 5-10 min permeabel, der 

Farbstoff dringt entsprechend später ein. 

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde in definiertem Verhältnis mit dem Farbstoff gemischt 

und auf MD-Koya Raster 10 -Objektträger überführt und ausgezählt. Folgende Formel ergab 

die Zellzahl pro ml Zellsuspension:     

N x V x 104 = Zellzahl/ml 

N  Zahl der gezählten Zellen im Großquadrat (9 Kleinquadrate) 

V  Verdünnungsfaktor 

104  Kammerfaktor 
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3.2 Apoptoseinduktion 

Apoptose wurde durch die unten genannten Methoden induziert. 

3.2.1 Serumreduktion 
 

Die Reduktion des Serumgehaltes im Kulturmedium von 10 % FCS auf 1 % führte bei der 

Zelllinie BL 41 zur Apoptose. Die Zellen wurden dafür 1 bis 2 h in reduziertem Medium 

unter Standartbedingungen inkubiert und anschließend analysiert. 

3.2.2 Zytostatikabehandlung 
 

Für die Durchführung wurde das immunsuppressiv wirkende Medikament Methotrexat 

MTX gewählt. Es greift als Antimetabolit in den Folsäurestoffwechsel ein und führt 

letztendlich zum Funktionsverlust und zum Tod der Zelle. Von einer 10 mM MTX-

Stammlösung wurden 200µl pro 1 x 106 Jurkat-Zellen in die Zellsuspension gegeben und 

diese anschließend bis zu 72 h im Brutschrank unter Standartbedingungen inkubiert.  

3.2.3 Antikörperbehandlung 
 

Das Zellpellet von 1 x 106 Zellen wurde mit 1 - 10 µl CD 95 -Antikörper (Stock 1mg/ml, f.c. 

1µg/ml) für 10 - 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden anschließend mit 

1 ml Kulturmedium verdünnt und vor der Analyse bis zu  48  h im Brutschrank inkubiert. 

Dieser Weg der Apoptoseinduktion wurde bei allen verwendeten Zelllinien erprobt mit 

Ausnahme der BL 41. 

3.2.4 Hyperthermie 
 

Durch Inkubation der Zellsuspension in einem Wasserbad bei 43 °C für 30 bis 120 min und 

anschließender Inkubation von bis zu 48 h im Brutschrank wurde Apoptose induziert. Auch 

hier wurden die Reaktionen aller verwendeter Zelllinien bis auf BL 41 ausgetestet. 

3.3 Nekroseinduktion 

Eine nahezu vollständige Nekrose konnte durch Erhitzen aller Zelllinien in einem 

Wasserbad bei ≥ 65 °C für circa 15 min erreicht werden. Bis zur weiterführenden Messung 

wurden die Zellen für circa 48 h im Brutschrank aufbewahrt. 
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3.4 Methoden zur Differenzierung von Apoptose und Nekrose  

3.4.1 Mikroskopie 
Bereits ohne Anfärbung der Zellpopulationen sind unterschiedliche Zellstadien 

lichtmikroskopisch differenzierbar: runde, stark lichtbrechende Zellen weisen auf vitale 

Zellzustände hin, im Gegensatz zu toten Zellen, die unregelmäßig geformt und Licht 

undurchlässiger sind.  

Um einzelne Stadien der Apoptose und Nekrose zu differenzieren, lassen sich die Zellen 

unter einem Fluoreszenzmikroskop nach entsprechender Anfärbung mit Fluoreszenz-

farbstoffen wie Acridin-Orange, analysieren. Hierfür wurden 1 x 106 Zellen geerntet, 

abzentrifugiert (4000 Upm, 3 min) und in 1 ml PBS aufgenommen. Nach Zusatz von 50 µl 

Acridin-Orange (0,5 % w/v in PBS) wurden die Zellen erneut zentrifugiert und in 1 ml PBS 

resuspendiert. Davon wurden 20 µl auf einen Objektträger aufgetragen und nach Anregung 

des Fluoreszenzfarbstoffes mit dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und fotographiert.   

3.4.2 DNA-Gelelektrophorese 
Während des Apoptose-Vorganges wird die DNA der Zellen durch 

Restriktionsendonukleasen in circa 200 bp große Fragmente gespalten, die sich auf 

Agarosegelen nach ihrer Größe auftrennen lassen und ein für die Apoptose typisches 

Strickleitermuster ergeben. 

Je Probe  wurden hierfür 5 x 105 Zellen geerntet, in 1 ml PBS resuspendiert und 3 Minuten 

bei 4000 Upm zentrifugiert. Nach Zusatz von 1 ml Lysepuffer und 50 µl Proteinase K 

wurden die Zellen über Nacht bei 37°C lysiert. 500 µl des Lysats wurden mit 750 µl Phenol-

Chloroform-Isoamylalkohol-Lösung gemischt und anschließend 25 Minuten bei 3500 Upm 

und 4°C zentrifugiert. Die DNA ist in der oberen Phase enthalten, die abgenommen, mit 1 

ml Chloroform vermischt und erneut wie oben zentrifugiert wurde. 

Dem Pellet wurden 10 µl RNase A hinzugefügt und ½ h bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

obere Phase wurde mit 1 ml Ethanol (96 % p.a.) und 50 µl NaAc zur Aussalzung der DNA 

über Nacht bei -20°C aufbewahrt, anschließend mit 13000 Upm 15 min lang bei 4°C 

zentrifugiert und in 1 ml Ethanol (70 % p.a.) gewaschen. Der Überstand wurde verworfen, 

das DNA-Pellet im Vakuum-Trockner 15 min getrocknet und in 400 µl dest. H2O gelöst. 

Nach der DNA-Konzentrationsbestimmung mit dem Photometer wurden 3 µg DNA pro 

Geltasche eines 2 % Agarosegels eingebracht. Für das verwendete Gel wurde die 
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entsprechende Agarosemenge mit 1 %-iger TBE-Lösung in der Mikrowelle aufgekocht und 

zur Herstellung eines Horizontalgels in die dafür vorgesehene Form aus Plexiglas gegossen. 

Die elektrophoretische Auftrennung der Fragmente erfolgte circa 1 h mit 60 Volt und 350 

mA. Anschließend wurde die DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid angefärbt 

und mit einer Kamera nach Anregung der Fluoreszenz mit UV-Licht fotografiert. 

3.4.3 Durchflusszytometrie 
Das Prinzip der Durchflusszytometrie basiert auf der Messung unterschiedlicher 

Eigenschaften einzelner Zellen, die in einem Flüssigkeitsstrom einen Laserstrahl passieren. 

Jede Zelle interagiert dabei mit dem Laserlicht, was zu einer Streuung des Lichtes führt. Die 

Streuung wird durch verschiedene zellbiologische Parameter wie Zellgröße, Zellmembran, 

Zellkern und Granularität beeinflusst. Darüber hinaus können Zelloberflächen-Antigene 

durch Markierung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern nachgewiesen werden. Diese 

Fluorochrome werden durch das Laserlicht angeregt und können gemessen werden. 

Es ist möglich folgende optische Parameter gleichzeitig zu messen: 

 

Vorwärtsstreulicht (FSC = forward scatter): Ein Teil des Lichtes wird relativ zur Achse der 

Einstrahlung in einem Winkel von 2 bis 6 Grad gestreut. Diese Streuung gilt als Maß für die 

Zellgröße, denn große Zellen streuen mehr Licht als kleine Zellen. 

 

Seitwärtsstreulicht (SSC = sideward scatter): Diese Bezeichnung steht für das im rechten 

Winkel zum einfallenden Strahl gestreute Licht. Die Intensität dieses Lichtes ist von der 

Granularität, den kernhaltigen Bestandteilen der Zelle abhängig. Höhere Granularität bedingt 

stärkeres Seitwärtsstreulicht. 

 

Fluoreszenz: Spezielle Filtersysteme zerlegen das seitwärts abgestrahlte Licht in drei 

verschiedene Spektralbereiche. Damit ist es möglich, sowohl Einzel-, als auch Doppel- und 

Dreifachfluoreszenzen zu messen. Dies erlaubt eine gleichzeitige Analyse von bis zu drei 

verschiedenen Zelloberflächenmerkmalen. 

Bei der Anfärbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikörpern ist zu beachten, dass die 

gewählten Fluorochrome durch Laserlicht der Wellenlänge 488 nm anregbar sein müssen. 

Die Emissionsspektren der drei Fluorochrome müssen jedoch verschieden sein, wobei nicht 

vermeidbare Überlappungen durch Kompensation ausgeglichen werden können. 
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Darüber hinaus können Zellen durch die Anregung mit Laserlicht auch ohne Markierung 

fluoreszieren. Diese Autofluoreszenz muss mit Hilfe von Kontrollen von der 

antigenspezifischen Fluoreszenz unterschieden werden. Im folgenden sollen die in dieser 

Arbeit verwendeten Markierungsverfahren erläutert werden. 

3.4.3.1 TUNEL-Assay (TdT-mediated dUTP nick end labeling) 
Eine der charakteristischen Eigenschaften von apoptotischen Zellen ist der enzymatische 

Abbau ihrer DNA in Fragmente mit definierter Größe. Diese Einzelstrangbrüche können 

nach entsprechender Markierung sichtbar gemacht werden und dienen zum Nachweis der 

Apoptose89. Dazu werden die freien 3´-OH Enden der DNA-Fragmente mit einem 

fluoreszierenden Farbstoff mit Hilfe des Enzyms Terminale-desoxynucleotidyl-Transferase 

(TdT) markiert90. Der TUNEL-Assay wurde durchgeführt unter Verwendung des „In Situ 

Cell Detection Kit“ (Boehringer Mannheim, Mannheim). 

Alle Reagenzien wurden auf Eis vorgekühlt. Pro Probe wurden 5 x 105 Zellen mit 500 µl 

kaltem FACS-Puffer durch Zentrifugation bei 13000 Upm für 1 min bei 4°C gewaschen. Der 

Überstand wurde dekantiert. Das resuspendierte Zellpellet wurde mit 100 µl  kaltem PFA (2 

% v/v) fixiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 1 ml FACS-Puffer wurden 

die Zellen nochmals wie oben gewaschen. Zur Permeabilisierung wurde dem Pellet 100 µl 

kaltes Triton X-100 (10 % v/v) hinzugefügt. Nach Inkubation von 1 min auf Eis und Zugabe 

von 1 ml FACS-Puffer wurden die Zellen erneut wie oben gewaschen. Das Pellet wurde 

entweder mit 50 µl Enzympuffer alleine (Negativprobe) oder mit 45 µl Enzympuffer und 5 

µl TdT-Enzymlösung resuspendiert und für 1 Stunde im Brutschrank inkubiert. Nach Zusatz 

von 1 ml kaltem FACS-Puffer und nachfolgendem Waschen (s.o.) wurden die Zellen zur 

Analyse in 500 µl FACS-Puffer gelöst und in ein FACS-Röhrchen überführt.  

3.4.3.2 ANNEXIN-V-Fluos 
Annexin-V ist ein Ca2+-abhängiges, Phospholipid-bindendes Protein. Es besitzt eine hohe 

Affinität zu Phosphatidylserin, das sich normalerweise bei intakten Zellen auf der 

zytoplasmatischen Seite der Zellmembran befindet. In frühen Apoptose-Stadien, wenn die 

Zellmembran noch intakt ist, verlagert sich das Phosphatidylserin  auf die Außenseite der 

Zellmembran, wo es mit Annexin interagieren kann. Annexin kann somit zum Nachweis für 

Apoptose-typische Veränderungen eingesetzt werden91. Da nekrotische Zellen aufgrund des 

Verlustes der Membranintegrität ebenfalls Annexin binden können, ist eine weitere 

Differenzierung der apoptotischen von nekrotischen Zellen erforderlich. Hierfür eignen sich 

DNA-Farbstoffe, wie beispielsweise Propidiumiodid (PI), die nur permeabilisierte 
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Membranen nekrotischer Zellen passieren können. Die simultane Anwendung von Annexin 

und Propidiumiodid ermöglicht so eine einfache Differenzierung von apoptotischen und 

nekrotischen Zellen. 

5 x 105 Zellen wurden geerntet, in 1 ml PBS gewaschen (4000Upm, 3 min) und in 100 µl 

Inkubationspuffer resuspendiert. Nach der Zugabe von 3 µl Annexin-V-Fluos Stammlösung 

wurden die Zellen 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschließend erneut zentrifugiert, 

in 500 µl Inkubationspuffer aufgenommen und in ein FACS-Röhrchen überführt. Kurz vor 

der Messung wurde den Proben 5µl PI hinzugefügt. Die Proben sollten bis zur 

durchflusszytometrischen Analyse im Kühlschrank aufbewahrt werden.  

3.4.3.3 Hypotone fluorochrome Lösung 
Die Inkubation der zu untersuchenden Zellen in hypotoner fluorochromer Lösung mit 

Propidiumiodid über Nacht führt zu einer Permeabilisierung der Zell- und Kernmembranen. 

Der Grund hierfür liegt in dem Bestreben die unterschiedlichen osmotischen Drücke intra- 

und extrazellulär durch Aufnahme von Wasser in die Zellen auszugleichen. Das in der 

Färbelösung vorhandene Triton (Albumin) soll während der Inkubationszeit die vollständige 

Lyse der Zellen verhindern. Eventuell vorhandene DNA-Bruchstücke verlassen dabei durch 

Diffusion die Zelle. Der verwendete Farbstoff Propidiumiodid färbt die verbliebene DNA 

an, was sich bei der durchflußzytometrischen Analyse von vitalen Zellen in einem 

sogenannten diploiden, zweigipfligen Peak, als Zeichen für einen intakten diploiden 

Chromosomensatz, widerspiegelt. Der apoptotische Zerfall der DNA in Fragmente führt 

zum Auftreten eines zusätzlichen hypoploiden, in den negativen Bereich verschobenen Peak. 

Bei nekrotischen Zellen fehlen diese Peaks aufgrund der nahezu vollständigen DNA-

Degradation92.  

Es wurden 5 x 105 Zellen geerntet, in 1 ml PBS gewaschen (bei 4000 Upm, 3 min), 

anschließend für 24 h in 1 ml hypotonem Puffer bei 4°C inkubiert und zur Analyse in ein 

FACS-Probenröhrchen überführt. 

3.4.3.4 Einfache PI-Markierung 
 
Intakte Membranen lebendiger Zellen sind dazu in der Lage die Zelle vor der Aufnahme 

bestimmter Farbstoffe in das Zellinnere zu schützen. Membranen absterbender Zellen 

dagegen werden durchlässig und ermöglichen die Anfärbung des Zytosols. Kurze 

Inkubationszeiten mit bestimmten Farbstoffen, wie beispielsweise Propidiumiodid (PI), 
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stellen somit eine einfache durchflusszytometrische Unterscheidungsmethode von 

lebendigen und toten Zellen dar.  

5 x 105 Zellen wurden geerntet, in 1 ml PBS gewaschen (4000 Upm, 3 min) und zur Analyse 

in ein FACS-Probenröhrchen überführt. Kurz vor der duchflusszytometrischen Analyse 

wurden 2-5 µl PI-Lösung (50 µg/ml) hinzugefügt. 

3.4.4 Fluoreszenzanalyse 
Die vorbereiteten Zellsuspensionen wurden nach ihrer Markierung mittels 

fluoreszenzaktivierter Zellsortierung (FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

analysiert. Kontrollen wurden immer parallel mitgeführt. Unmarkierte Zellen dienten zur 

Einstellung der Streulichtparameter und zur Kontrolle der Autofluoreszenz. Unbehandelte, 

vitale Zellen wurden stets als Kontrollgruppe parallel gemessen um das Ausmaß der 

Apoptose und Nekrose in den Versuchsgruppen beurteilen zu können. 

Die Daten der gemessenen Zellen wurden mit dem Programm Cell Quest (Becton 

Dickinson, Heidelberg) gemessen und bearbeitet. Durch Verwendung unterschiedlicher 

graphischer Darstellungen konnten die gemessenen  Parameter  anschaulich dargestellt und 

ausgewertet werden. 

3.5 Magnetresonanzspektroskopie MRS 

 
Die MRS ist eine molekulare Analysemethode, die nach den gleichen physikalischen 

Prinzipien arbeitet wie das im klinischen Bereich schon seit längerem eingesetzte Verfahren 

der MR Bildgebung (MRI, magnetic resonance imaging). Bei beiden Verfahren wird das 

lebende Gewebe (einer Probe oder eines Patienten) in ein starkes Magnetfeld gebracht und 

dabei „magnetisiert“. Diese Gewebemagnetisierung kann –ähnlich wie ein Stabmagnet- 

durch ein zusätzliches magnetisches Wechselfeld zu Schwingungen angeregt werden. Diese 

sind bei einer bestimmten Frequenz, die charakteristisch für eine bestimmte Atomsorte ist 

besonders stark, man spricht von Magnetresonanz. Schaltet man danach das anregende Feld 

ab, schwingt die Magnetisierung noch eine Zeit lang weiter. Dabei gibt die schwingende 

Magnetisierung des Gewebes eine (elektro)magnetische Strahlung ab, die Informationen 

über die im Gewebe befindlichen und zur Resonanz gebrachten Moleküle enthält. Bei der 

MRI emittieren die im Gewebe verschieden stark gebundenen d.h. unterschiedlich mobilen 

Wassermoleküle unterschiedliche Strahlung, die in eine räumliche Intensitätsverteilung 

transformiert wird und auf diese Weise die Morphologie einer Körperregion in Form eines 

Schnittbildes darstellen kann. Im Gegensatz dazu können mit der MRS alle biologisch 
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wichtigen Moleküle und ihrer Komponenten, bestehend aus den Elementen H, C, O, P, N 

u.a. analysiert werden. Besonders effektiv ist die Analyse der H-Verbindungen, weil die 

Empfindlichkeit der Methode für Wasserstoff (H) besonders hoch ist. Das Ergebnis einer 

solchen H-MRS-Analyse ist ein H-MR-Spektrum. Dieses besteht aus einer Reihe von sog. 

Resonanzlinien, d.h. Strahlung verschiedener Frequenzen, die von den verschieden 

gebundenen H-Atomen ausgesendet werden.  Für unsere Fragestellung interessieren die in 

den verschiedenen Metaboliten des intrazellulären Energiestoffwechsels und insbesondere 

die in den einzelnen Komponenten der Lipide der Zellmembran gebundenen H-Atome.  Auf 

diese Weise erhält man u. a. Informationen über Laktat (La), Kreatin (Kr), Kreatinphosphat 

(KrP) und die Komponenten der Zellmembranlipide: gesättigte -(CH2)-Methylenketten, mit 

ungesättigten –CH-Gruppen, CH3-Methylendgruppen und Cholin-Kopfgruppen. Dabei sind 

nicht nur Angaben über die Konzentration der Komponenten möglich, sondern auch solche 

über die geometrische Struktur der Moleküle und ihre molekulare Mobilität. 

Dementsprechend ist es z.B. möglich in einer Zellsuspension den gesättigten und 

ungesättigten Anteil sowie die mittlere Länge der Lipidketten oder ihre Beweglichkeit 

innerhalb der Lipidmatrix,  d.h. die  „Fluidität“ der Lipide in der Zellmembran zu 

bestimmen. Dabei zeigen Molekülkomponenten mit hoher Beweglichkeit sehr schmale 

Resonanzen mit hoher Amplitude und bei geringer Beweglichkeit breite Resonanzen 

geringer Amplitude, so dass sie als Linien nicht mehr identifizierbar sind. Insgesamt sind 

also mit diesem Verfahren mehrere wesentliche Parameter der Zellfunktion gleichzeitig zu 

gewinnen.   

Zwar ist die Empfindlichkeit der H-MRS im Vergleich zu den klassischen Analyseverfahren 

(Histologie, Gelelektrophorese, Durchflusszytometrie, Fluoreszenzpolarisation, Gas- 

Chromatographie, Massen-Spektroskopie, Elektronenspinresonanz u.v.a.) um eine 

Größenordnung geringer, jedoch besitzt die MRS Eigenschaften die gerade für 

Gewebeanalysen einen enormen Vorteil darstellen. Ein wichtiger Punkt besteht in der 

Möglichkeit alle oben genannten metabolischen Parameter in einer Messung zu bestimmen, 

d.h. sowohl die Veränderungen der intrazelluläre Energetik als auch die der Zellmembranen 

simultan zu analysieren. Der wichtigste methodische Vorteil der MRS besteht aber darin, 

dass die o.a. biochemische Gewebeanalysen nicht-invasiv d.h. berührungsfrei durchführbar 

sind. Das bedeutet, dass intakte Gewebeproben ohne vorherige aufwendige Präparation 

zerstörungsfrei und ohne Beeinflussung direkt zu untersuchen sind, so dass lebendes 

Gewebe und vitale Zellen analysiert werden können ohne die dabei ablaufenden 
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biochemische Prozesse oder die molekularen Strukturen zu beeinflussen. D.h. die 

Zellfunktion kann völlig unverfälscht beobachtet werden. Dies hat auch zur Folge, dass eine 

Vielzahl von aufeinanderfolgenden Messungen an ein und derselben Gewebeprobe möglich 

sind, so dass schnell ablaufende Prozesse der molekularen Dynamik im Verlauf der 

Zellfunktion nahezu kontinuierlich (und nicht als einzelne Momentaufnahme) wie in einem 

Videofilm im Sinne eines „online Monitoring“ erfasst werden können. Ferner hat man die 

Möglichkeit lange bevor morphologische Veränderungen im Gewebe erkennbar werden die 

zugrundeliegenden molekularen Prozesse frühzeitig zu registrieren. Diese Eigenschaften 

sind möglicherweise bei einem zukünftigen klinischen Einsatz dieses Verfahrens am 

Patienten von großer Bedeutung, weil dann in vivo eine belastungsfreie biochemische 

Analyse der beschriebenen Art im Gewebe von Patienten durchgeführt werden kann. 

Insbesondere in der Onkologie sind damit neue Möglichkeiten der Prognose, der Diagnose 

und des Therapiemonitorings bei Tumorerkrankungen zu erwarten. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Wege zur Differenzierung unterschiedlicher Zellzustände 

wie Vitalität, Apoptose und Nekrose, die bei der Kanzerogenese und Therapiewirkung eine 

wesentliche Rolle spielen, erarbeitet werden. Zu diesem Zweck wurden die verschiedenen 

Zellzustände flusszytometrischen und simultan spektroskopischen Analysen unterzogen um 

charakteristische Resonanzmuster zu erkennen. Die einzelnen Zelllinien wurden nach 

entsprechender Apoptose- und Nekroseinduktion durchflusszytometrisch identifiziert und 

dann spektroskopisch analysiert. Hierfür stand ein 11,5 Tesla AMX-500 BRUKER-System 

(Rheinstetten) zur Verfügung. Die Aquisitiontime betrug 2.2 sec, die Dwelltime 67 µs, die 

Aufnahmedauer 35,2 sec. Es wurden 90° Pulse mit 13 µs Dauer sowie D2=-Stabilisation und 

Wasserunterdrückung verwendet. Die Kalibrierung der Spektren erfolgte mit dem externen 

Standard Trimethylsilylpropionat (TSP, Sigma, München). Für die Untersuchung wurden 

circa 10x106 Zellen geerntet und 10 min bei 1200 Upm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 

einem Volumen von ca. 200 µl in speziellen Spektroskopieröhrchen (5mm, Norell, 

Dietzenbach) eingesetzt. Von diesen Zellsuspensionen (bzw. von Gewebeproben) wurden  

MR-Spektren gewonnen, und zwar wurden jeweils an ein und derselben Suspension in 

Zeitabständen von weniger als 1 min über einen Zeitraum von bis zu 3 h Sequenzen von 

Spektren aufgezeichnet.   
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4 Ergebnisse 
 
   
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Zellkultursysteme zu etablieren, die sich zur 

Differenzierung von vitalen, apoptotischen und nekrotischen Zellzuständen eignen. Diese 

drei Zustände sollten nach standardisierten durchflusszytometrischen Messverfahren einfach 

nachweisbar und voneinander unterscheidbar sein, um anschließenden spektroskopischen 

Messungen als Vergleichsparameter zu dienen.  

Um ein geeignetes Zellmodell zu finden, mit dem diese Zellzustände schnell, effizient und 

reproduzierbar gemessen werden können, mussten zunächst verschiedene, aus der Literatur 

bekannte Apoptoseinduktionsmethoden und Nachweisverfahren ausgetestet werden. Die  

Methode, mit der am besten eine durchflusszytometrische Aussage darüber gemacht werden 

konnte, ob und zu welchem Prozentsatz Apoptose und Nekrose indizierbar sind, wurde 

schließlich für die nachfolgenden spektroskopischen Versuche übernommen. Mit der 

Spektroskopie sollten ebenfalls Charakteristika der drei Zellzustände herausgearbeitet 

werden, um ihre Differenzierung zu ermöglichen.  

4.1 Allgemeine Beschreibung der fluorimetrischen Nachweisverfahren der 
Apoptose und Nekrose  
 
Zur Fluoreszenzmarkierung für die durchflusszytometrischen Messungen stehen die drei 

unter 3.4.3 beschriebenen Vorgehensweisen zur Verfügung, der TUNEL-Assay, der 

ANNEXIN-V-Fluos-Test und die Markierung in hypotonem fluorochromen Puffer. Da alle 

drei Markierungsverfahren unterschiedliche Vorgänge an apoptotischen Zellen beurteilen, 

müssen bei der Analyse verschiedene Darstellungsformen gewählt werden. Um die 

Auswertung der nachfolgend beschriebenen Apoptose- und Nekroseinduktionsversuche 

besser verstehen zu können, werden zunächst die unterschiedlichen Darstellungsweisen 

vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellzustände durch die drei Markierungsverfahren 

näher erläutert.  

4.1.1 Bestimmung der DNA-Degradation mittels enzymatischer Markierungsmethode 
(TUNEL-Assay ) 
 
Die Markierung der 3´-OH Enden der während des apoptotischen Abbaus entstandenen 

DNA-Fragmente mit einem fluoreszierenden Farbstoff lässt sich durchflusszytometrisch wie 

folgt darstellen. In Abbildung 1 ist die Intensität des verwendeten Fuoreszenzfarbstoffes 

(FL1-Height) gegen die Anzahl der gemessenen Zellen (Counts) aufgetragen. Diese 
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Darstellungsform ergibt für vitale Zellen eine Kurve, die für FL1 negativ ist. Apoptotische 

Zellen zeigen typischerweise einen positiven, nach rechts verschobenen Peak für diesen 

Farbstoff.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Histogrammdarstellung apoptotischer Zellen (BL 41-Zellen, Apoptoseinduktion durch 

Serumreduktion) nach Markierung mit TUNEL-Assay; FL1-Height: Fluoreszein- Intensität  

rot: Kontrollpopulation, vitale Zellen; grün: Zellen mit beginnender Apoptose;  

(Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

 

4.1.2 Untersuchung von Membranveränderungen durch Bindung von 
Fluoreszenzfarbstoffen an Membrankomponenten (ANNEXIN-V-Fluos) 
 

Die Fluoreszenzmarkierung des während der Apoptose auf die Außenseite der Membran 

verlagerten Lipides Phosphatidylserin mittels ANNEXIN lässt sich an Hand eines einfachen 

Diagrammes darstellen.  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Histogrammdarstellung apoptotischer und nekrotischer Zellen nach Annexin-V-Fluos-

Färbung (Jurkat-Zellen, hyperthermisch behandelt); FL1-Height: Fluoreszein- Intensität, 

rot: Kontrollpopulation, vitale Zellen; grün: apoptotische Zellen; blau: nekrotische Zellen 

(Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

 
 

rot:   Vital  
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Wie in Abbildung 2 gezeigt, ergibt sich mit diesem Markierungsverfahren bei der 

Anordnung des Farbstoffes (FL1-Height) gegen die Zellzahl (Counts) eine 

Rechtsverschiebung der Kurve bei apoptotischen Zellen (FL1 positiv) im Vergleich zur 

Kontrollpopulation (FL1 negativ). Allerdings äußert sich die Darstellung nekrotischer Zellen 

mit diesem Markierungsverfahren ebenfalls in einer nach rechts verschobenen, Annexin 

positiven Kurve.  

Um Annexin-positive, apoptotische Zellen von nekrotischen Zellen, die nach Auflösung 

ihrer Membran auch anfärbbar werden, differenzieren zu können, muss eine zusätzliche 

zweite Färbung durchgeführt werden. Man verwendet hierfür DNA-Farbstoffe, wie 

beispielsweise Propidiumiodid (PI), die nur permeabilisierte Membranen durchdringen 

können. Bei Auftragung des Annexins (FL1-Height) gegen PI (FL2-Height) lassen sich die 

Vitalzustände wie folgt voneinander unterscheiden: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 3: Dot-Plot-Darstellung vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellen mittels Annexin (FL1) 

und PI (FL2) Doppelfärbung (Jurkat-Zellen, MTX-behandelt) 

(Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 
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Vitale Zellen mit intakter Membran sind nicht gefärbt, sie befinden sich im negativen 

Bereich beider Parameter, in diesem Fall im linken unteren Quadranten (lower left LL). 

Nekrotische Zellen dagegen sind durch den Verlust ihrer Membranintegrität stark positiv für 

Annexin und PI, sie befinden sich im rechten oberen Quadranten (upper right UR). 

Apoptotische Zellen sind einerseits durch die Phosphatidylserin-Expression stark FL1 

positiv, andererseits durch ihre intakte Membran PI negativ gefärbt. Sie befinden sich im 

Idealfall im linken oberen Quadranten (upper left UL). Hier wird schon deutlich, dass sich 

die Zellen einer Population nicht alle gleichzeitig in Apoptose treiben lassen. Bei den 

Messungen, die Momentaufnahmen entsprechen, befindet sich lediglich ein Prozentsatz von 

circa 20 - 40 % in dem Zustand der Apoptose. Das mag daran liegen, dass die Auslösung des 

Apoptosevorgangs nicht nur von äußerer Stimulation, sondern auch von der „Bereitschaft“ 

der Zellen abhängt, die beispielsweise durch die Zellzyklusphase, das Vorhandensein 

kostimulatorischer Signale etc. bestimmt wird.  

Bei einigen Darstellungen konnte die Quadranteneinteilung nicht eingehalten werden, da 

sich die zu messenden Parameter nicht immer wie gewünscht einstellen ließen. Der Anteil 

vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellen wurde in diesen Fällen durch Markierung der 

entsprechenden Populationen ermittelt (siehe z.B. Abbildung 21). 

4.1.3 Bestimmung des DNA-Gehaltes durch Anfärbung mit DNA-bindenden 
fluorochromen Farbstoffen (Hypotone fluorochrome Lösung) 
 
Vitale, apoptotische und nekrotische Zellen weisen starke Unterschiede im DNA-Gehalt auf. 

Bei der Darstellung des markierten DNA-Anteils durch den im Puffer enthaltenen Farbstoff 

Propidiumiodid (PI) gegen die Zellzahl (Counts) zeigen sich die in Abbildung 4 

dargestellten charakteristischen Unterschiede.  

Unbehandelte, vitale Zellen (M1) mit intakter DNA weisen nach Inkubation in hypotonem 

fluorochromem Puffer einen diploiden Peak auf, der ihren diploiden Chromosomensätzen 

entspricht. Die zweigeteilte Spitze zeigt Zellpopulationen in den Zellzyklusphasen G1 und 

G2 auf. Apoptotische Zellen (M2) zeigen aufgrund der beginnenden DNA-Fragmentierung 

und daraus folgender Abnahme des DNA-Gehaltes zusätzlich einen hypoploiden, nach links 

verschobenen negativen Peak. Je nach Fragmentierungsgrad können auch mehrere 

hypoploide Peaks entstehen. Bei nekrotischen Zellen fehlen diese Peaks aufgrund der DNA-

Degradation. 
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Abbildung 4: Histogrammdarstellung der drei Zellzustände Vital, Apoptose und Nekrose durch 

Inkubation in hypotonem fluorochromen Puffer (enthält PI); (Jurkat-Zellen, Hyperthermie-behandelt) 

M1 Anteil vitaler Zellen mit diploidem Chromosomensatz, G1/G2 Zellzyklusphasen; M2 Anteil 

apoptotischer Zellen mit hypoploidem Chromosomensatz 

(Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

 

4.1.4 Morphologische Differenzierung von Apoptose und Nekrose mittels 
Durchflusszytometrie 
 
Vitale, apoptotische und nekrotische Zellzustände unterscheiden sich deutlich hinsichtlich 

ihrer Zellgröße und Granularität. Durch Auftragung der Zellgröße (FSC-Height) gegen die 

Granularität (SSC-Height) können diese Zellzustände differenziert dargestellt werden. 

Wie in Abbildung 5 zu sehen ist, nimmt die Zellgröße apoptotischer Zellen (R2) bei 

gleichbleibendem Granularitätsgrad definitionsgemäß, im Vergleich zu vitalen Zellen (R1), 

stark ab. Dagegen sind nekrotische Populationen (R3) durch eine starke Zunahme der 

Granularität mit geringerer Größenveränderung charakterisiert. 
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Abbildung 5: Dot-plot-Darstellung der morphologischen Unterschiede vitaler (R1), apoptotischer (R2) 

und nekrotischer (R3) Zellen mittels Durchflußzytometrie; (Jurkat-Zellen, Hyperthermie-behandelt) 

FSC Zellgröße; SSC Granularität 

(Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

 

4.1.5 Mikroskopische Darstellung apoptotischer Zellen 
 
Die einfachste Art, vitale von toten Zellen zu unterscheiden ist die lichtmikroskopische 

Betrachtung nach Anfärbung mit Vitalfarbstoffen wie Trypanblau. Vitale Zellen, die rund 

und stark lichtbrechend sind, lassen sich gut von toten Zellen, die unregelmäßig geformt und 

Licht-durchlässiger sind unterscheiden. So lässt sich die Proliferation der Zelllinien gut 

beurteilen, um beispielsweise den Zeitpunkt des Splittens oder aber der Apoptose- bzw. 

Nekroseinduktion festlegen zu können.  

Der lichtmikroskopische Nachweis von apoptotischen Zellen dagegen lässt sich nicht so 

einfach erbringen, da sich die morphologischen Veränderungen vorwiegend im Zellinneren 

oder an der Zellmembran abspielen. Hierfür ist der fluoreszenzmikroskopische Nachweis 

besser geeignet. Durch das Anfärben der Zellen mit Acridin-orange, ein Farbstoff, der in die 

DNA eingebaut wird, ließen sich einzelne Apoptosephasen wie Kondensation der 
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Chromatistruktur, Fragmentation des Zellkerns oder Abschnürung von Vesikeln der 

Membran, wie in der folgenden Abbildung sichtbar ist, voneinander unterscheiden.  

 
 

Abbildung 6:  

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung einer apoptotischen Zelle nach Acridin-orange-Färbung 

Die Fluoreszenzmikroskopie ist auch für die Quantifizierung der induzierten Apoptoserate 

geeignet. Die Fluoreszenz-markierten Zellen lassen sich auszählen und aufgrund ihrer 

morphologischen Eigenschaften einteilen. Allerdings ist diese Methode extrem 

zeitaufwendig und aufgrund der Subjektivität fehlerbelastet. Zur einfacheren Quantifizierung 

der Apoptose wurden deshalb im folgenden durchflusszytometrische Verfahren gewählt. 
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4.2 Etablierung von in vitro-Modellen für Apoptose und Nekrose bei 
Lymphomzelllinien  
 
Um die Apoptose- bzw. Nekrosevorgänge spektroskopisch untersuchen zu können, ist es 

notwendig, ein geeignetes Zellsystem zu finden, in dem in vitro Apoptose und Nekrose 

induziert und mit geeigneten Methoden dargestellt werden können. Hierzu wurden in der 

vorliegenden Arbeit verschiedene Apoptose- und Nekrosemodelle in vitro etabliert, und 

apoptotische bzw. nekrotische Vorgänge mit durchflusszytometrischen Messverfahren 

analysiert und quantifiziert. Zu Beginn der Studien wurden Lymphomzelllinien für die 

Experimente herangezogen, da diese etablierte Referenzlinien für Apoptoseversuche 

darstellen. Tabelle 1 zeigt eine Zusammenfassung der in dieser Arbeit ausgetesteten 

zellulären Apoptose- und Nekrosemodelle mit den angewandten Messverfahren, deren 

Ergebnisse nachfolgend erläutert werden. Dargestellt ist jeweils ein repräsentatives Ergebnis 

aus mindestens drei unabhängig durchgeführten Experimenten. 

 

Zelllinien: Apoptose / Nekroseinduktion: 
 

Analyseverfahren: 
 

BL 41     ! SR TA, AX, HP 
Jurkat     " MTX, Fas, HYT TA, AX, HP, DNA, MRS 
FaDu      # Fas, HYT AX, HP, MRS 
PCI-1     # Fas, HYT AX, HP, MRS 
GHD      # Fas, HYT AX, HP, MRS 
Hlac78   # Fas, HYT AX, HP, MRS 
HMEC   $ Fas, HYT AX, HP, MRS 

 

Tabelle 1: Apoptose- und Nekrosemodelle in vitro 

Zellinien: ! B-Zell-Lymphom, " T-Zell-Lymphom, # HNO-Zelllinien , $ Endothelzelllinie 

Apoptose/ 

Nekroseinduktion: SR Serumreduktion, MTX Methotrexat, Fas Fas-Antikörper, HYT Hyperthermie 

Analyseverfahren: TA TUNEL-Assay, AX Annexin-Test, HP hypotoner Puffer, DNA DNA-

Gelelektrophorese, MRS Magnetresonanzspektroskopie 

 

4.2.1 Apoptoseinduktion durch Serumreduktion in BL 41- Lymphomzellkulturen 
 

Apoptose kann im allgemeinen induziert werden durch Entzug essentieller 

Nahrungsbestandteile. Bei humanen Zelllinien genügt für die Induktion von Apoptose oft 

bereits eine Reduktion des Anteils an fetalem Kälberserum, einem wichtigen Bestandteil des 

Zellkultivierungsmediums. Diese Methode wurde an der Zelllinie BL 41 (menschliche B-
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Zell-Lymphomzellen) getestet, die mit Medium kultiviert wurden, dessen Serumgehalt von 

üblicherweise 10 % auf 1 % Volumenanteile reduziert wurde. Vor Induktion der Apoptose 

wurden die Zellen mehrmals mit physiologischer Kochsalzlösung gewaschen um Reste von 

serumhaltigem Kulturmedium zu entfernen. Es wurden Kinetik-Versuche mit 

unterschiedlich langen Inkubationszeiten in reduziertem Kulturmedium durchgeführt, wobei 

die Inkubationszeit in dem weiter unten dargestellten Versuch 1 h betrug. Anschließend 

wurden die Zellen nach dem Prinzip des TUNEL-Assays markiert und analysiert (Abbildung 

7). Die rote Kurve stellt unbehandelte vitale Zellen, die grüne Kurve Zellen nach der 

Apoptoseinduktion dar. Die unbehandelten Zellen sind zu ca. 97 % vital, während hingegen 

der Anteil vitaler Zellen nach Serumreduktion ca. 68 % beträgt. Apoptotische Populationen 

sind bei beiden Kurven durch die Bezeichnung M2 markiert und lassen sich im Idealfall als 

zweiter Gipfel der Kurve darstellen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Apoptoseinduktion bei BL 41 - Lymphomzellen, gemessen mittels TUNEL-Assay 

rot: Kontrollprobe, vitale Zellen 

grün: 1 h Apoptoseinduktion durch Serumreduktion (1 % FCS) 

M1 Anteil der vitalen Zellen, M2 Anteil der apoptotischen Zellen 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

 
Nach einstündiger Serumreduktion beträgt die absolute Apoptoserate bei BL 41 Zellen ca.  

33 % (grüne Kurve, M2). Da die Ausgangspopulation bereits einen bestimmten Anteil an 

apoptotischen Zellen aufweist (ca. 3 %), beträgt der Anteil durch Serumreduktion 

induzierten Apoptose ca. 30 %. An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass die im 

weiteren Verlauf genannten Prozentsätze für apoptotische oder nekrotische Zellen korrigierte 

Werte darstellen, d.h. der gemessene absolute Wert wird um den entsprechenden Anteil in 

der Ausgangspopulation korrigiert. Um den Zeitpunkt maximaler Apoptose feststellen zu 

Marker % Total 
M1 96.94 
M2 3.28 
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können, wurden in den folgenden Versuchen alle Parameter in Form von Kinetiken 

ausgetestet.  

Mit dem TUNEL-Verfahren lassen sich auch Zellen detektieren, die sich in der 

Synthesephase des Zellzyklus befinden. Auch sie weisen DNA-Fragmente auf, die durch 

Fluoreszenzfarbstoffe markiert werden können, was zu falsch-positiven Werten bei der 

Apoptosemessung führen kann. Deshalb mussten weitere, Apoptose-induzierende Methoden 

ausgetestet werden. Da sich das TUNEL-Markierungsverfahren u.a. auch als zu 

zeitaufwendig in der Durchführung herausstellte, und um die Messgenauigkeit verschiedener 

Messverfahren zu vergleichen, wurden einfachere Verfahren zur Apoptosemessung etabliert, 

wie beispielsweise das ANNEXIN-V-Fluos Verfahren. Der Anteil Annexin-positiver Zellen 

entspricht bei dieser Methode allerdings nicht genau dem Anteil apoptotischer Zellen, da 

auch nekrotische Zellen anfärbbar sind. Aber obwohl bei diesem Verfahren eine 

Doppelfärbung zur genaueren Differenzierung von apoptotischen und nekrotischen Zellen 

durchgeführt werden muss, schien diese Methode aufgrund der schnelleren Durchführbarkeit 

und besseren Differenzierung für die Kinetikversuche vorteilhafter. Zunächst wurde 

allerdings auf die Doppelfärbung verzichtet, da bei der Apoptoseinduktion durch 

Serumreduktion bei BL 41 Zellen in der Regel dem TUNEL-Verfahren vergleichbare 

Apoptoseraten ermittelt werden konnten. Die Werte betrugen bei dem exemplarisch unter 

Abbildung 8 gezeigten Versuch ca. 7 % bzw. ca. 14 % Annexin-positive Zellen nach 1- bzw. 

2-Stündiger Apoptoseinduktion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 8: Apoptoseraten 1 bzw. 2 h nach Serumreduktion (1 % FCS) bei BL 41, gemessen nach 

Markierung mit ANNEXIN-V-Fluos (FL-1) 

M1 Annexin-negativ, M2 Annexin-positiv 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 
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Auch unter Anwendung eines dritten Apoptosenachweisverfahrens, der Inkubation der 

Zellproben nach Apoptoseinduktionin in hypotonem fluorochromen Puffer, wurde 1 h nach 

Reduktion des Serumgehaltes eine Apoptoserate von ca. 14 % ermittelt, was mit den 

Ergebnissen des Annexinversuchs nach 2 h Inkubationszeit übereinstimmt (Abbildung 9). 

Bei diesem Apoptosenachweisverfahren werden vitale Zellen durch einen zweigipfligen 

Peak (M1), das für den intakten diploiden Chromosomensatz spricht, dargestellt. Der 

apoptotische Zerfall der DNA in Fragmente führt zu einem zusätzlichen hypoploiden Gipfel, 

hier gekennzeichnet durch die Markierung M2.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 9: Apoptoseraten bei BL 41 unter Serumreduktion (1 % FCS) nach 1 h, gemessen nach 

Inkubation mit hypotonem fluorochromem Puffer 

M1 Anteil der vital Zellen, M2 Anteil der apoptotischen Zellen 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

 
Die Analyse von BL 41 Zellen mittels Annexin und nach Inkubation in hypotonem Puffer 

zeigen übereinstimmend niedrige Apoptoseraten von ca. 14 - 20 %, auch nach längeren 

Inkubationszeiten. Als Grund für die geringen Prozentsätze kann angenommen werden, dass 

BL 41 Zellen auch mit geringen Serumkonzentrationen offensichtlich unvermindertes 

Wachstum zeigen. Die mit Hilfe des TUNEL-Assays gemessenen Apoptoseraten von ca. 30 

% schienen aufgrund der mangelnden Spezifität fälschlicherweise zu hoch. Da die für die 

geplanten MRS-Untersuchungen erforderlichen Apoptoseraten von circa 40 % mit dem BL 

41-Apoptosemodell nicht erzielt werden konnten, mussten eine Reihe weiterer Zellsysteme 

ausgetestet werden. 
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4.2.2 Apoptoseinduktion durch Behandlung mit Methotrexat (MTX) in Jurkat-
Lymphomzellkulturen 
 
Die meisten biologischen Zellsysteme reagieren nach Behandlung mit zytostatischen 

Substanzen wie Methotrexat, das in den Zellstoffwechsel eingreift, mit der Einstellung der 

Proliferation und der Einleitung von apoptotischen Prozessen. In den nachfolgenden 

Experimenten wurden Jurkat-Zellen (T-Zell-Lymphom) für die Apoptosemessungen 

verwendet. Zwei Stunden vor der Apoptoseinduktion wurden diese in frisches, kaltes 

Kulturmedium umgesetzt, um den Zellzyklus der Population zu synchronisieren und dadurch 

höhere Apoptoseraten zu erzielen. Die Zellen wurden bis zu 24 h mit MTX (200 µl einer 10 

mM Stammlösung auf 106 Zellen) versetzt und anschließend mit Annexin markiert und 

analysiert. Die nachfolgende Abbildung zeigt die Ergebnisse eines repräsentativen 

Kinetikversuchs. Vitale, d.h. unbehandelte Zellen wurden jeweils zu Beginn und nach 24 h 

gemessen. Da der Anteil vitaler Zellen in dieser Kontrollpopulation jeweils > 90 % betrug, 

wird der Vitalitätszustand nur zum Zeitpunkt 0 dargestellt. Die Einteilung nach Annexin-

negativen (M1) und Annexin-positiven Zellen (M2) wurde anhand der Verteilung der 

Kontrollprobe gewählt und für die mit MTX behandelten Proben beibehalten. 

Die Ergebnisse zeigen, dass nach kurzer Inkubationszeit, hier 4 h, ähnliche Apoptoseraten 

wie im BL 41-Modell erzielt wurden. Die Rate der Annexin positiven Jurkat-Zellen (M2) 

nach 4 h MTX-Behandlung beträgt nach Abzug des Anteils Annexin positiver Zellen in der 

Ausgangspopulation ca. 12 %. Mit zunehmender Inkubationsdauer nimmt der Anteil vitaler 

Zellen (M1) in den MTX-behandelten Gruppen drastisch ab. Nach 24 h Inkubationszeit sind 

lediglich <60 % der Zellen vital und nicht mit Annexin-V-Fluos gefärbt. Der Anteil Annexin 

positiver Zellen steigt nach 24 stündiger Inkubation auf etwa 31 %.  

Um den genauen Anteil an apoptotischen Zelle bestimmen zu können, wurde bei gleichem 

Versuchsaufbau eine Doppelfärbung mit dem DNA-Farbstoff Propidiumiodid (PI) 

durchgeführt. Da apoptotische Zellen im Unterschied zu nekrotischen Zellen intakte 

Zellmembranen besitzen, nehmen sie PI nicht auf. Apoptotische Zellen befinden sich daher 

bei durchflusszytometrischen Darstellungen als sogenanntes Dot-Plot, also als Punktwolke, 

im linken oberen (UL, upper left), nekrotische dagegen im rechten oberen Quadranten (UR, 

upper right). Vitale, ungefärbte Zellen lassen sich im linken unteren Quadranten (LL, lower 

left) finden. In Abbildung 11 sind die Ergebnisse aus dieser Versuchsreihe dargestellt. 

Maximale Apoptoseraten von > 40 % wurden nach einer MTX-Inkubationsdauer von 48 h 

ermittelt.  
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Abbildung 10: Kinetik der Apoptoseinduktion bei Jurkat-Zellen durch MTX-Behandlung (4-24 h) nach 

Inkubation mit Annexin (FL-1)  

M1 Annexin negativ, M2 Annexin positiv 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

 
Die gleichen Proben wurden parallel dazu nach der Methode des hypotonen fluorochromen 

Puffers gemessen. Die in Abbildung 12 dargestellten Ergebnisse bestätigen, dass eine 

Inkubation von 48 h mit dem Zytostatikum MTX eine Apoptoserate von circa 30 % ergibt. 

Längere Inkubationszeiten von 60 h bzw. 72 h zeigen eine konstante Abnahme der  Anzahl 

an vitalen und apoptotischen Zellen. Das bedeutet, dass alle vitalen Jurkat-Zellen nach 

entsprechend langer Inkubationszeit mit MTX in ihrer Proliferationsfähigkeit gestört und 

abgetötet werden. Nach dem Übergang zur apoptotischen Phase werden sie zu Zelldebris 

aufgelöst. 
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Abbildung 11: Apoptoseinduktion bei Jurkat-Zellen durch MTX-Behandlung (48 h) nach Annexin (FL1) 

und Propidiumiodid (PI) – Doppelfärbung                                                                                                     

UL apoptotische Zellen; UR nekrotische Zellen; LL vitale Zellen  

(Dot-Plot-Darstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

 

Die durch MTX-Behandlung erzielten Apoptoseraten betrugen im Mittel etwa 35 % und 

ließen sich in diesem Induktionssystem auch nach Veränderung der MTX-Konzentration und 

der MTX-Inkubationszeit nicht weiter steigern. 
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Abbildung 12: Apoptoseinduktion bei Jurkat-Zellen durch MTX (0-72 h) nach Inkubation mit 

hypotonem fluorochromem  Puffer, M1: vitale Zellen; M2: apoptotische Zellen 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

4.2.3 Apoptoseinduktion durch Aktivierung des Fas/Fas-Ligand-Apoptose-Wegs (CD 95 - 
System)  
 
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die Jurkat-Zelllinie empfindlich auf apoptotische 

Impulse reagiert. Mit dem Ziel noch höhere Apoptoseraten zu erreichen wurden im weiteren 

Verlauf andere Wege der Apoptoseinduktion ausgetestet. Wie aus der Literatur bekannt, 

exprimieren Jurkat-Zellen den Fas-Rezeptor (CD 95) auf ihrer Zelloberfläche und sollten 

somit in der Lage sein, auf Stimulation durch den Antikörper Fas-L mit Apoptoseeinleitung 

zu reagieren. Um diese Vermutung zu bestätigen, wurden Jurkat-Zellen zunächst 

durchflusszytometrisch auf das Vorhandensein des Fas-Rezeptors untersucht (hier nicht 

gezeigt) und die nötige Konzentration an CD 95 ( Pharmingen, clone DX2) ausgetestet.  
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Zur Apoptoseinduktion wurden Jurkat-Zellen 30 min lang unterschiedlich hohen anti-CD 

95-Antikörper-Konzentrationen (1, 2, 4, 8 µg/µl) ausgesetzt und bis zu 6 h vor der 

durchflusszytometrischen Beurteilung im Brutschrank inkubiert. Sowohl mit Annexin 

(Abbildung 13) als auch mit hypotonem fluorochromen Puffer (hier nicht dargestellt) ließen 

sich im Vergleich zur Apoptoseinduktion mit MTX Zeichen der Apoptose aufzeigen. Mit 

beiden Apoptose-Induktionsansätzen (6h CD 95 / 48h MTX) konnten gleichwertige 

Apoptoseraten von ca. 17-21 % erzielt werden.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 13: Apoptoseinduktion durch Aktivierung des Fas-Systems (Anti-CD 95, 1 µg/µl für 6h) im 

Vergleich zur Apoptoseinduktion durch MTX (48 h) bei Jurkat-Zellen nach Markierung mit Annexin 

(FL1); M1: vitale Zellen; M2: Annexin-positive Zellen 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

4.2.4 Apoptoseinduktion durch Hyperthermiebehandlung 
 
Ein weiterer Ansatz der Apoptoseinduktion beruht auf der Tatsache, dass Zellen durch eine 

Temperaturerhöhung reproduzierbar inaktiviert werden können. Konformationsänderungen 

von Proteinen können dabei den Apoptosevorgang auslösen. Um diesen Effekt zu erzielen 

müssen Temperaturen von mindestens 42-43 °C über länger als 30-45 Minuten einwirken. 

Diese hier angewandte Hyperthermie-Behandlung im Wasserbad sollte als Modell für die 

Laser-vermittelte hyperthermische Behandlung dienen. 

Für den exemplarisch in der Abbildung 14 gezeigten Versuch wurden Jurkat-Zellen bei 43 

°C bis zu 120 min erhitzt nachdem sie ca. 2 Stunden vorher in frisches, kaltes Kulturmedium 

umgesetzt wurden, um den Zellzyklus zu synchronisieren. Nach anschließender 4-40 

stündiger Inkubationszeit im Brutschrank, wurden die Proben zur durchflusszytometrischen 
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Analyse mit Annexin oder hypotonem fluorochromen Puffer versetzt. Nach einer 

Hyperthermie-Behandlung in vitro von mindestens 90 min mit anschließender Inkubation im 

Brutschrank für mindestens 20 h konnten maximale Apoptoseraten (M2) von im 

Durchschnitt 29  % erzielt werden.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

 

 

 

Abbildung 14: Apoptoseinduktion durch Hyperthermiebehandlung (30-90 min bei 43 °C, anschließend 

20 h bei 37°C) bei Jurkat-Zellen nach Inkubation mit hypotonem fluorochromem Puffer     

M1: vitale Zellen; M2: apoptotische Zellen 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

 
Mit der Hyperthermiebehandlung ließen sich Jurkat-Zellen einfach, reproduzierbar und in 

ausreichender Höhe in Apoptose treiben. Die Behandlung mit Annexin bzw. hypotonem 

Puffer ermöglichte eine ausreichende Quantifizierung. Dieser Versuchsaufbau sollte deshalb 

im Folgenden an unterschiedlichen HNO-Zelllinien erprobt werden. 
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4.3 Etablierung von in vitro-Modellen für Apoptose und Nekrose bei HNO-
Zelllinien 
 
In der Literatur wurde in diesem Zusammenhang bislang nur wenig mit HNO-Zelllinien 

gearbeitet. Es wurde gezeigt, dass beispielsweise durch eine Paclitaxel-Applikation93 

durchaus, dagegen durch die Anwendung des synthetischen Retinoids Fenretinide94 keine 

Apoptose in FaDu-Zellen auslösbar ist. Außerdem wird eine Apoptoseinduktion mittels 

Arsentrioxid an PCI-1 Zellen95 beschrieben. Im Folgenden wurde versucht, die bereits mit 

Jurkat-Zellen etablierten Apoptosemodelle, wie CD 95-Antikörper-Behandlung und 

Hyperthermie, auf die einzelnen HNO-Zelllinien zu übertragen. 

4.3.1 Apoptoseinduktion durch Aktivierung des CD 95-Systems 
 

Um eine Apoptoseinduktion durch die Aktivierung des Fas-Rezeptors durchführen zu 

können, musste erst überprüft werden, ob die vorliegenden HNO-Zelllinien FaDu, GHD-1, 

HLaC 78 und PCI-1 diesen Rezeptor exprimieren. Durchflusszytometrische Messungen 

ergaben bei diesen Zelllinien positive Reaktionen (hier nicht gezeigt) auf Stimulation mit 

dem CD 95-Antikörper (Pharmingen, clone DX2). 

Anschließend wurden diese Zelllinien unterschiedlichen Konzentrationen (1, 1.5, 2, 4 µg/µl) 

des CD 95 -Antikörpers ausgesetzt und bis zu 48 h im Brutschrank inkubiert. Abbildung 15 

zeigt die unterschiedlich starken Reaktionen der einzelnen Zelllinien auf diesen 

Apoptosereiz (nur gezeigt für PCI-1 und FaDu-Zellen). Bereits nach 3 h waren bei PCI-1 

und FaDu Veränderungen zu erkennen. Der Anteil an Annexin-positiven Zellen stieg bei 

beiden Zelllinien nach Inkubation von 3 – 24 h auf bis zu ca. 15 bzw. 26 % an.  
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Abbildung 15: Apoptoseinduktion durch Aktivierung des Fas-Systems (CD 95) nach 3 und 24 Stunden 

bei den Zelllinien PCI-1 und FaDu, gemessen nach Inkubation mit Annexin 

M1: Annexin-negative, vitale Zellen; M2: Annexin-positive Zellen 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16: Apoptoseinduktion durch Aktivierung des Fas-Systems (CD 95) nach 3, 24 und 48 

Stunden bei der Zelllinie GHD-1, gemessen nach Inkubation mit Annexin  

(Dot-Plot-Darstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 
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Durch Doppelfärbung mit PI konnte der Großteil Annexin-positiver Zellen als apoptotische 

Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 16, nur gezeigt für GHD-1 Zellen). Eine maximale 

Apoptoserate konnte nach einer Inkubationsdauer von 24 h ermittelt werden und betrug in 

diesem Fall ca. 28 %. Nach einer längeren Inkubation nahm dagegen der Prozentsatz 

nekrotischer Zellen stärker zu. 

Obwohl alle verwendeten HNO-Zelllinien eine positive Ansprechbarkeit auf CD 95 

aufwiesen, reagierten sie sehr unterschiedlich auf die Apoptoseinduktion. Während PCI-1, 

FaDu und GHD-1 Zellen sehr gut auf diesen Apoptosereiz reagierten, zeigten die übrigen 

Zelllinien nur mäßige Reaktionen (hier nicht gezeigt). Um eventuell mehr Resonanz zu 

erhalten wurde dazu übergegangen, Apoptoseversuche über den Induktionsweg der 

Hyperthermie zu testen. 

4.3.2 Apoptoseinduktion durch Hyperthermiebehandlung 
 
Der in Kapitel 4.2.4 ausgearbeitete Hyperthermie-Versuchsaufbau bei Jurkat-Zellen wurde 

im Folgenden für Versuche mit verschiedenen HNO-Zelllinien und den Endothelzellen 

HMEC übernommen. Diese wurden 90 min lang bei 43°C erhitzt und anschließend für circa 

48 h im Brutschrank inkubiert. Vor der durchflusszytometrischen Analyse wurden die 

Proben mit Annexin bzw. hypotonem fluorochromen Puffer markiert. Die Ergebnisse nach 

Annexin-Markierung sind nachfolgend dargestellt (Abbildung 17). Je nach Zellart ergaben 

sich unterschiedlich hohe Anteile an Annexin-positiven Zellen.  

Der gleiche Versuchsaufbau, analysiert nach einer Annexin-PI-Doppelfärbung, konnte 

genauere Angaben über die induzierte Apoptose machen, die je nach Zellart unterschiedlich 

ausfiel. Mit den Zelllinien FaDu und GHD-1 konnten die höchsten Apoptoseraten von bis zu 

32 % erzielt werden. Dagegen zeigten die anderen verwendeten Zellpopulationen niedrigere 

Apoptoseraten von 12-20 % (hier nicht gezeigt). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich die in dieser Arbeit verwendeten HNO-

Zelllinien sehr gut für Apoptose-Versuche eignen. Die besten Apoptoseraten ließen sich bei 

den Linien FaDu, PCI-1 und GHD-1 erreichen. Dabei ließ sich sowohl durch den Antikörper 

CD 95 als auch durch die Hyperthermie-Behandlung Apoptose induzieren. 
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Abbildung 17: Hyperthermiebehandlung (90 min bei 43 °C, 48h bei 37 °C) von unterschiedlichen HNO-

Zelllinien, gemessen nach Inkubation mit Annexin 

M1: Annexin-negative, vitale Zellen; M2: Annexin-positive Zellen 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

 

4.4 Nachweis der Apoptose bei der Endothelzelllinie HMEC 
Zusätzlich sei hier noch die Hyperthermie-induzierte Apoptose bei der HMEC-Zelllinie 

erwähnt. In der folgenden Abbildung dargestellt ist die Apoptoserate nach einer 90 

minütigen Hyperthermie-Behandlung bei 43 °C, gemessen nach Inkubation in Annexin. Zu 

erkennen ist dass die Endothelzelllinie wesentlich geringere Apoptoseraten aufweist als die 

anderen verwendeten Zellpopulationen. Das bedeutet, dass bei hyperthermischer Behandlung 

eines soliden Tumors primär eine starke Apoptose im Tumorgewebe und nur eine geringe 

apoptotische Schädigung des Endothels in den Tumorgefäßen zu erwarten ist. Eine 

Applikation solcher therapeutischer Reize, die zusätzlich eine starke Apoptose im 

Gefäßendothel verursachen und damit die Tumorperfusion stören, müsste höhere 

therapeutische Effekte aufweisen und sollte weiteren Überlegungen in diese Richtung 

veranlassen. In diesem Zusammenhang sollte noch genannt werden, dass die Methode der 
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Apoptoseinduktion durch Hyperthermie im Rahmen der von uns durchgeführten Versuche 

die höchsten Apoptoseraten erzielen konnte. 

 

 

 

 

 
 

 

 

Abbildung 18: Hyperthermiebehandlung (90 min bei 43 °C, 48h bei 37 °C) bei der Zelllinie HMEC, 

gemessen nach Inkubation mit Annexin 

M1: Annexin-negative, vitale Zellen; M2: Annexin-positive Zellen 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

4.5    Gelelektrophoretische Analyse degradierter DNA in apoptotischen 
Zellen 

 
Der Versuch die durch Inkubation der Jurkat Zellen mit MTX oder Hyperthermie erreichten 

Apoptoseraten mit der klassischen Methode der gelelektrophoretischen Auftrennung der 

fragmentierten DNA nachzuweisen, erwies sich als nicht so einfach durchführbar wie in der 

Literatur beschrieben wird. Es muss ein hoher Anteil an apoptotischen Zellen vorhanden 

sein, um genügend DNA zur Fragment-Darstellung extrahieren zu können. Außerdem 

müssen sich die Zellen in einem bestimmten Stadium der Apoptose befinden, um das 

sogenannte „Leitersystem“ aufweisen zu können. In der Literatur ist auch die Rede von 

apoptotischen Vorgängen, die diese Phase nicht aufweisen97, 105, 117, so dass man sich nicht 

immer danach richten kann. In dieser Arbeit wurden verschieden Zelllinien mit 

unterschiedlichen Apoptose-induzierenden Verfahren zur DNA-Gelelektrophorese überführt. 

Da sich das charakteristische Leitermotiv nicht reproduzierbar darstellen ließ, wurde die 

Durchflusszytometrie zur Nachweismethode der Wahl bestimmt.  
 

4.6    Nachweis von Nekrose in vitro 
 

4.6.1 Nekroseinduktion durch Hyperthermiebehandlung 
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Um die unterschiedlichen Arten des Zelltodes, d.h. Apoptose und Nekrose, voneinander 

abgrenzen zu können, mussten Parameter gefunden werden, die jeweils charakteristisch für 

eine dieser Degradationsformen sind. Morphologische Ereignisse, die nur während der 

Nekrose auftreten, wie Vergrößerung der Zelle mit anschließendem Zerfall, können mit 

einfachen lichtmikroskopischen Mitteln sichtbar gemacht werden. Andere Veränderungen, 

wie die völlige Auflösung der DNA, lassen sich mittels Durchflusszytometrie darstellen. Der 

pathologische Prozess der Nekrose wird bekanntlich nach stark zellschädigenden Einflüssen 

ausgelöst, wie beispielsweise durch große und lang anhaltende Hitzeeinwirkungen. Diese 

Erkenntnis wurde für die nachfolgenden Versuche übernommen. 

Die Zellen wurden zunächst für jeweils 15 min Temperaturen von 42°C, 56°C und 65°C 

ausgesetzt und anschließend für 48 h im Brutschrank weiter inkubiert, da sich nekrotische 

ebenso wie apoptotische Abbauvorgänge erst nach einer bestimmten Induktionszeit sichtbar 

manifestieren. Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden die Proben kurz vor der 

Messung mit PI versetzt. Wie in Abbildung 19 gezeigt wird, konnte durch die Inkubation bei 

65°C fast vollständige Nekrose (> 90 %) ausgelöst werden. Auch bereits die Behandlung mit 

56°C erzielte bei > 60 % der Zellen einen nekrotischen Tod.   
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Abbildung 19: Nekroseinduktion bei Jurkat-Zellen durch Hitzebehandlung (15 min bei 43, 56, 65°C); 

Durchflusszytometrische Analyse nach PI-Färbung; M1: vitale Zellen; M2: nekrotische Zellen 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 

Bei allen verwendeten Zellpopulationen konnte eine Nekroseinduktion auf die gleiche Art 

und Weise erzielt werden. Es wurde stets die Inkubation bei 65 °C für 15 min gewählt um 

möglichst hohe Nekroseraten zu erzielen. 

4.6.2 Anteil nekrotischer Populationen in vitalen und Apoptose-induzierten Zellkulturen 
 
An dieser Stelle soll bemerkt werden, dass sich in einer als vital betrachteten Zelllinie neben 

einem gewissen Prozentsatz an apoptotischen Zellen auch nekrotische Zellen befinden. Im 

Rahmen eines natürlichen Zellwachstums kommen grundsätzlich diese drei Zellzustände 

nebeneinander vor. Deshalb können wir in einer Kontrollpopulation nie von 100 % vitalen 

Zellen ausgehen. Ebenso können wir nicht annehmen, dass durch einen Reiz der 

Apoptoseinduktion nur Apoptose ausgelöst wird. Einerseits gilt, dass je nach Zellstatus nur 

ein bestimmter Anteil der Zellpopulation durch diesen Reiz stimuliert wird und andererseits, 

dass wiederum auch nur ein bestimmter Prozentsatz davon in Apoptose übergeht. Bei jeder 

Apoptoseinduktion werden gleichzeitig auch nekrotische Vorgänge eingeleitet, so dass auch 

nie eine 100 %-ige Apoptose erreicht werden kann. Den Anteil bereits vorhandener oder 

unbewusst induzierter nekrotischer Zellen kann man leicht den Abbildungen entnehmen.      

4.7   Vergleich der durchflusszytometrischen Markierungsverfahren 
 

Alle drei hier verwendeten durchflusszytometrischen  Markierungsverfahren unter 

Verwendung von Annexin, TUNEL-Assay und hypotoner fluorochromer Lösung sind 

etablierte, standardisierte Methoden, die vielfach in der Literatur aufgeführt sind. Bei 

richtiger Handhabung ergaben sich ungefähr gleichwertige Messwerte für Apoptose- und 

Nekroseraten, allerdings konnten einige Vor- und Nachteile der einzelnen Verfahren 

entdeckt werden.  

Bei Verwendung des TUNEL-Assays, stellte sich heraus, dass dieser sehr arbeits- und 

zeitintensiv ist, da er über mehrere Schritte der Fixierung, Permeabilisierung und 

Markierung verfügt. Für die anstehenden Kinetikversuche mit mehreren Proben pro Versuch 

erwies er sich deshalb als zu aufwendig in der Durchführung. Zudem ist es notwendig, eine 

große Zellzahl einzusetzen, da es bei den zahlreichen Teilschritten zu einem unspezifischen 

Zellverlust kommt. Außerdem markiert dieses Verfahren nicht nur DNA-Fragmente 

apoptotischer Zellen, sondern auch die sich in der Synthesephase befindlichen vitalen Zellen. 
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Der ANNEXIN-Test ist demgegenüber eine schnellere und billigere Methode mit einer 

zudem einfacheren Handhabung. Er dient zur Identifizierung von apoptotischen Zellen in der 

Frühphase. Die Markierungszeit beträgt nur 15 min. Es besteht die Möglichkeit zur 

Doppelfärbung, um eine Abgrenzung von den nekrotischen Zellen zu erzielen. Aufgrund 

dieser Vorteile wurde dieses Verfahren bei der FACS-Analyse den anderen genannten 

Methoden vorgezogen. 

Die Inkubation im hypotonem fluorochromen Puffer erwies sich als einfachste und 

schnellste Methode zur durchflusszytometrischen Analyse. Sie misst apoptotische 

Populationen in der Spätphase. Mit dieser Methode konnten ähnliche Ergebnisse wie mit der 

Annexinmethode erzielt werden, allerdings nicht immer reproduzierbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Apoptoseinduktion bei Jurkat-Zellen durch MTX (24 h); Vergleich der beiden 

Fluoreszenzmarkierungsverfahren Annexin (FL1) (A) und hypotoner fluorochromer Puffer (B) 

M1 vitale Zellen; M2 Annexin-positive (A) bzw. apoptotische Zellen (B) 

(Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg) 
 

Bei direktem Vergleich beider zuletzt erwähnter Markierungsverfahren ergaben sich, wie 

unter Abbildung 20 dargestellt, quantitativ annähernd gleich hohe Apoptoseraten. Bei 

diesem Versuch wurden in Jurkat-Zellen durch eine 24-stündige MTX-Behandlung 

Apoptose induziert. Bei der Analyse nach der Annexinmethode ergaben sich ca. 33 % 

Annexin-positive Zellen, die zum größten Teil apoptotischen Zellen entsprechen. Nach der 

Inkubation in hypotonem Puffer konnten ca. 35 % apoptotische Zellen ermittelt werden. Da 
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beide Methoden unterschiedliche Phänomene der Apoptose messen, können kleinere 

Abweichungen in Kauf genommen werden. Da sich diese beiden Methoden in Bezug auf die 

Beurteilung des Apoptoseausmaßes ergänzen, wurden bei den folgenden Versuchen auch 

weiterhin beide Messverfahren angewendet. Die Variabilität der Ergebnisse nach 

Markierung der Zellen in hypotonem fluorochromen Puffer führte dazu, dieses Verfahren als 

zusätzlichen Bestätigungstest der induzierten Apoptose und Nekrose heranzuziehen und die 

eigentliche Quantifizierung mit der Annexin-Markierung durchzuführen.  

Die folgende Tabelle zeigt einen Ausschnitt aus den durchgeführten Versuchen und die 

durch diese beiden unterschiedlichen durchflusszytometrischen Markierungverfahren 

erzielten Apoptoseraten bei gleichem Versuchsaufbau. 

 

Zelllinien: Apoptoseinduktion: Apoptoseraten in % 
      AX                HP 

Jurkat MTX 33,3 33,6 
Jurkat MTX 15,2 14,4 
Jurkat HYT 12 12,5 
Jurkat HYT 19,5 20,8 
Jurkat MTX 30,1 25,3 
Jurkat MTX 28,3 24 
Jurkat HYT 26 28,5 
Jurkat HYT 28,6 

(TA 29,8) 
27,2 

Jurkat 
HMEC 

HYT 42,4 
16,6 

23 
12,2 

GHD-1 HYT 32 17 
FaDu 
Jurkat                      

HYT 21 
41,4 

17 
29,5 

HMEC HYT 25 30 
HMEC Fas 12 25 
Hlac78 HYT 32,6 36,5 

 
Tabelle 2: Vergleich der gemessenen Apoptoseraten durch die drei durchflusszytometrischen Verfahren: 

TA TUNEL-Assay, AX Annexin-Test, HP hypotoner Puffer 

MTX Methotrexat, HYT Hyperthermie, Fas Fas-Antikörper 

 

Zum Vergleich der durchflusszytometrischen Messverfahren wurde auch zusätzlich eine 

Messung nach dem Prinzip des TUNEL-Assays durchgeführt. Wie nachfolgend gezeigt 

wird, kamen alle drei verwendeten Methoden zu übereinstimmenden Ergebnissen von 26 - 

29 % in Bezug auf die Apoptoserate.  

Die flusszytometrischen Analysen zeigen differentielle Membranstabilitäten bei 

apoptotischen und nekrotischen Zellen auf. Sie liefern zusätzliche Informationen über die 

Zellgröße, die Granularität und den DNA-Gehalt. Die hier in vitro durch das geeignetste 

Verfahren, der Hyperthermie, induzierten apoptotischen und nekrotischen zellulären 
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Zustände konnten nach flusszytometrischen Analysen nach den aus der Literatur bekannten 

Kriterien eindeutig Apoptose oder Nekrose zugeordnet werden. Die hiermit etablierten 

Versuchsabläufe wurden im Folgenden parallel zu den durchflusszytometrischen Analysen 

magnetresonanzspektroskopischen Versuchen unterzogen und die Ergebnisse miteinander 

verglichen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 21: Apoptoseinduktion durch Hyperthermie (90 min bei 43 °C) bei Jurkat-Zellen, Vergleich 

der drei Markierungsverfahren:                                                                                                                               

(A) Annexin (FL1), Doppelfärbung mit PI (FL2); R1 vitale Zellen, R2 apoptotische Zellen; 

(B) TUNEL-Assay; M1 Tunel negative Zellen, M Tunel positive Zellen                                             

(C) Hypotoner Puffer; M1 vitale Zellen, M2 apoptotische Zellen 
(Dot-Plot- und Histogrammdarstellung, Fluorescence-activated cell sorting, FACS Calibur, Becton Dickinson, 

Heidelberg) 
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4.8   Magnetresonanzspektroskopie 

 

Die Ergebnisse aus den vorausgehenden Kapiteln zeigen, dass mit den etablierten in vitro-

Modellen und Analyseverfahren die verschiedenen Zellzustände vital, apoptotisch und 

nekrotisch durchaus eindeutig nachweisbar sind. Damit können diese Zellmodelle für die 

weiterführenden magnetresonanzspektroskopischen Untersuchungen herangezogen werden. 

Als in vitro-Modell für eine Apoptoseinduktion durch eine hypertherme Behandlung, wie 

beispielsweise regionale Hochfrequenz-Hyperthermie oder Laser-unterstützte Hyperthermie, 

wurden Zelllinien nach einer Hyperthermiebehandlung im Wasserbad (43°C für 30–90 min) 

parallel zu den durchflusszytometrischen Untersuchungen auch 1H-MR-spektroskopischen 

Messungen unterzogen. Zur Nekroseinduktion waren höhere Temperaturen erforderlich 

(65°C für 15 min). Ähnlich den durchflusszytometrisch erarbeiteten 

Unterscheidungsmerkmalen der drei Zellzustände, sollten im nächsten Schritt 

spektroskopisch sichtbare und charakteristische Veränderungen der molekularen Strukturen 

der Membran oder des Energiehaushaltes nachgewiesen werden. Hierzu wurden die Proben 

mit einem 11,5 Tesla AMX-500 BRUKER-System spektroskopisch untersucht.  

Aus Voruntersuchungen mit Testlösungen von gesättigten und ungesättigten 

Membranlipidestern und Membranphospholipiden weiß man exemplarisch, wie die aus 

diesen aufgebauten Membranstrukturen, und die dadurch bestimmte Membranfluidität, sich 

in 1H-MR-Spektren wiederspiegeln. Der typische Aufbau eines Phospholipids lässt sich in 

folgende Bestandteile untergliedern: Cholinkopf, Phosphoglycerinrumpf und 

Kohlenwasserstoffketten mit =CH- und -CH2- Kettenglieder und einer -CH3 Endgruppe. 

Dabei lassen sich den Kohlenwasserstoffkettengliedern entsprechend ihrer Position zu den 

ungesättigten Doppelbindungen ebenso wie den Cholinköpfen bestimmte spektrale Bereiche 

zuordnen (Abbildung 22). Gesättigte Lipide zeigen neben einer hohen Methylen-(CH2)-

Resonanz auch einen hohen Methylen (CH2) / Methyl (CH3) -Quotienten und eine breite 

Cholinresonanz (Cho). Ungesättigte Lipide dagegen zeichnen sich durch ein spektrales 

Muster aus, bei dem die Methylenresonanz reduziert und die Resonanzen in den 

entsprechenden Lipidbereichen (>5 ppm) erhöht sind. Außerdem findet man schmale, 

erhöhte Cholinresonanz vor (Abbildung 23). Die zu beachtenden Resonanzmuster finden 

sich u.a. bei 0,9 ppm für Methyl, bei 1,3 ppm für Methylen und bei 3,2 ppm für Cholin.  
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Abbildung 22 

Typischer Aufbau eines Membranphospholipids aus Cholin, Phosphoglycerin und 

Kohlenwasserstoffketten mit =CH-, -CH2- Gliedern und einer -CH3 Endgruppe. Die einzelnen 

Lipidkomponenten ergeben im 1H-MRS spezifische Resonanzmuster. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 23 

MR-spektroskopische Modelldarstellung von gesättigten (links) und ungesättigten (rechts) Fettsäuren 

mit ihren typischen Resonanzmustern. 
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Aus der Intensitätsverteilung lässt sich auf diese Weise zwar nicht die zugrundeliegende 

Lipidstruktur ermitteln, jedoch die Anzahl der ungesättigten Doppelbindungen einer 

Fettsäure in einer Lösung abschätzen. Dies gilt auch für  ein Gemisch von Phospholipiden, 

die sich in Lösung zu einer Doppelschichtmatrix analog einer biologischen Zellmembran 

anordnen. Je höher der Anteil an ungesättigten Bindungen im Lipidgemisch, desto höher ist 

auch die Fluidität der Membran. Veränderungen der Membranfluidität lassen sich aus der 

Linienbreite der Cholinresonanz ablesen. Grundsätzlich gilt, je höher die Mobilität, desto 

geringer ist die Breite einer Resonanz eines Metabolits im MR-Spektrum. Für die 

Cholinresonanzen ließ sich zeigen, dass sie um so höher und schmäler sind, je größer der 

Anteil an ungesättigten Lipiden beträgt. Das bedeutet wiederum, dass die Fluidität einer 

Membran umso größer ist je höher der Gesamtanteil an ungesättigten Bindungen in dieser 

Membran ist. Somit lässt sich aus den Linienbreiten der Lipidresonanzen die 

Membranfluidität und aus ihrer spektralen Lage sowie Intensitätsverteilung der mittlere 

Sättigungsgrad und die mittlere Kettenlänge der Lipide der Zellmembran abschätzen. 

Im Rahmen dieser Arbeit zeigten die einzelnen Zelllinien entsprechend ihrer molekularen 

Membranstrukturen individuell unterschiedlich ausgeprägte spektroskopische Resonanzen, 

die im Folgenden exemplarisch an der Jurkat-Zelllinie besprochen werden sollen.  

4.8.1 Spektroskopische Analyse der Lymphomzelllinie Jurkat 

 

Bei den Jurkat-Zellen wurden durch Hyperthermie-Behandlung (90 min bei 43°C, 

anschließend 48 h im Brutschrank) Apoptose und Nekrose (15 min bei 65 °C, anschließend 

48 h im Brutschrank bei 37 °C) induziert. Parallel zu den durchgeführten 

durchflusszytometrischen Analysen nach Annexin-Färbung und Inkubation in hypotonem 

Puffer wurden die Zellpopulationen MR-spektroskopischen Messungen unterzogen. Die 

nachfolgende Abbildung zeigt die unterschiedlichen Spektren der drei Zellzustände vital, 

apoptotisch und nekrotisch.  

Vorher soll noch erwähnt werden, dass die gleichen Proben auch einer 

durchflusszytometrischen Analyse unterzogen wurden. Die erzielte Apoptoserate nach 

Annexin-PI-Doppelfärbung und nach Inkubation in hypotoner fluorochromer Lösung betrug 

circa 24-28 %, die Nekroserate circa 80 % (nicht gezeigt). 

Die in den spektroskopischen Messungen gezeigten Unterschiede deuten auf starke 

Veränderungen der molekularen Strukturen der Zellen während der einzelnen Zellzustände 

hin: Die Spektren vitaler Zellen zeichnen sich durch einen hohen CH2/CH3-Quotienten und 
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niedriger Cholinresonanz aus. Dies ist deutbar als Zeichen einer intakten und stabilen 

Zellmembran aus langen gesättigten Lipidketten. Die zu erwartende geringe Fluidität wird 

durch den niedrigen Anteil an ungesättigten Bindungen und durch die niedrige 

Cholinresonanz bestätigt. 

Nekrotische Zellen dagegen zeigen einen niedrigen CH2/CH3-Quotienten, geringe Anteile im 

ungesättigten Bereich und je nach Schädigungsart unterschiedlich ausgeprägte 

Cholinresonanzen. Bei Methotrexatapplikation ergibt sich eine hohe Cholinresonanz. Dieser 

Befund entspricht einer sich auflösenden Membran mit Abbau der Lipidkettenlänge und 

mobilen Cholinköpfen. Bei einer Wärmenekrose, wie in diesem Beispiel, findet man eine 

Cholinresonanz geringer Intensität. Möglicherweise wird die erhöhte Mobilität der 

Membranlipidkomponenten wie des Cholins kompensiert durch Abnahme der Beweglichkeit 

in der Membran aufgrund der Wärmekoagulation von Membranproteinen. Auch ließ in 

diesem Rahmen eine erhöhte Laktatresonanz feststellen.   

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 24: Darstellung der drei Zellzustände vital, apoptotisch (90 min bei 43°C) und nekrot

min bei 65 °C) mittels 1H-MR-Spektroskopie bei Jurkat-Zellen 
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Apoptotische Zellen sind durch einen ebenfalls niedrigen CH2/CH3-Quotienten und einer 

hohen Cholinresonanz charakterisiert. Dies entspricht entweder einem Abbau der 

Lipidmatrix mit Verringerung der Kettenlänge, und/oder einer Zunahme der ungesättigten 

Verbindungen. Die hohe Cholinresonanz befürwortet am ehesten die Zunahme der 

Resonanzen im ungesättigten Bereich und deutet verstärkt auf eine erhöhte Membranfluidität 

hin. Die apoptotische Membran ist also nicht durch Auflösung charakterisiert, sondern durch 

einen Umbau der Membranlipidmatrix mit erhöhter Membranfluidität. 

Dass es sich dabei tatsächlich um eine Zunahme der ungesättigten Membranlipide handelt 

zeigt sich deutlich in der nächsten Abbildung. Dargestellt sind hier die unterschiedlichen 

Resonanzmuster einer gesättigten und einer ungesättigten Säure im Vergleich. Man kann 

deutlich die Zunahme der =CH- und –CH2- Kettenglieder und den Abfall der 

Methylresonanz als Zeichen einer ungesättigten Säure (hier Octadecatetraenoic acid) 

erkennen. Gleichartige Veränderungen gelten auch beispielsweise für eine aus vielen 

einzelnen Fettsäuren bestehende Zellmembran. Bei apoptotischem Zerfall und dadurch 

erhöhter Membranfluidität kann man genau diese o.g. Phänomene feststellen und als 

charakteristisch kennzeichnen. Der deutliche Unterschied zu gesättigten Fettsäuren, wie sie 

bei der Nekrose vorkommen, ist ersichtlich. Somit lassen sich diese beiden 

Zelldegenerationszustände anhand ihres Gehaltes an gesättigten bzw. ungesättigten 

Fettsäuren eindeutig unterschieden. Bei den exemplarisch unter Abbildung 24 gezeigten 

Resonanzen konnten diese Unterschiede nicht verdeutlicht werden, da sich aufgrund einer 

starken Wasserresonanz die fraglichen 

Resonanzbereiche nicht eindeutig darstellen ließen. 

Abbildung 25:  

Unterschiedliche 1H-MR Spektren einer ungesättigten 

(oben) und gesättigten (unten) Fettsäure im Vergleich 

oben: decanoic acid (C10:0) 

unten: octadecatetraenoic acid (C18:4) 
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4.8.2 Spektroskopische Analyse der Endothelzelllinie HMEC 

 

Im Rahmen einer sanften Tumorbekämpfung, d.h. einer apoptotische Elimination soliden 

Tumorgewebes, erwartet man sich größere Erfolgsaussichten, wenn es gelingen würde die 

Schädigungsreize zusätzlich gezielt in den vaskulären Endothelzellen des Tumors zu 

applizieren. Eine dort induzierte Apoptose würde primär die Mikrozirkulation des Tumors 

und seiner möglichen Rezidive und Metastasen zerstören. Mit diesen Hintergedanken 

wurden die Apoptose- und Nekroseversuche auch an der Endothelzelllinie HMEC 

durchgeführt. Zur Apoptoseinduktion wurde erneut die Hyperthermie gewählt. Die Zellen 

wurden 90 min bei 43 °C mit anschließender Aufbewahrung für 48 h im Brutschrank 

behandelt. Die Nekroseinduktion wurde durch Inkubation der Zellen bei 65 °C für 15 min 

erreicht. Sie wurden vor der Analyse für 48 h im Brutschrank verwahrt. Auch hier lassen 

sich Unterschiede in den Spektren der vitalen, apoptotischen und nekrotischen Zellen 

aufweisen (Abbildung 26).  

Es ergeben sich einige Gemeinsamkeiten aber auch Differenzen zu den weiter oben 

beschriebenen spektroskopischen Analysen. Die Methylresonanzen blieben wie erwartet 

konstant. Die Intensitäten der Methylenresonanzen verhielten sich unterschiedlich. Bei den 

apoptotischen Zellen war eine Erhöhung, bei den nekrotischen Zellen dagegen eine 

Erniedrigung aufzufinden. Der Cholinpeak, der bei der vitalen Zellpopulation schon sehr 

klein ausgebildet ist, verschwand nahezu bei den beiden anderen Zellzuständen. Wie schon 

bei den anderen Versuchen wurden auch hier die gleichen Zellproben 

durchflusszytometrischen Untersuchungen zugeführt. Bei der Analyse fanden sich bereits ein 

großer Teil der vitalen Zellen im apoptotischen Zustand. Somit konnten durch die 

Wärmebehandlung bei 43 °C in diesem Fall lediglich circa 10-15 % der Zellen in Apoptose 

getrieben werden. Die Wärmebehandlung bei 65 °C zur Nekroseinduktion erzielte eine 

Apoptoseinduktion  von circa 20 %. Der induzierte Nekroseanteil betrug nur circa 30-40 % 

(hier nicht dargestellt). Wie man aus diesen Ergebnissen erkennen kann, lassen sich die 

Endothelzellen unter der gleichen Vorbehandlung nur in geringeren Maßen in Apoptose als 

auch in Nekrose treiben. Um höhere Werte zu erlangen müssten hier die 

Ausgangsbedingungen geändert bzw. die ausgeübten Reize verstärkt werden.  
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Abbildung 26: Darstellung der drei Zellzustände vital, apoptotisch und nekrotisch mittels 1HMR-

Spektroskopie bei HMEC Endothelzellen  

4.8.3 Spektroskopische Analyse der HNO-Zelllinie FaDu 

 

Exemplarisch für die in dieser Arbeit verwendeten HNO-Zelllinien werden im Folgenden die 

Ergebnisse der Analyse von FaDu-Zellen erläutert. Hier diente die Hyperthermie-

Behandlung zur Apoptoseinduktion. Die Zellproben wurden  zunächst 90 min bei 43 °C 

erhitzt und anschließend für 48 h im Brutschrank inkubiert. Die Nekroseinduktion wurde 

durch Inkubation der Zellen bei 65 °C für 15 min mit anschließender Aufbewahrung im 

Brutschrank für 48 h eingeleitet. Auch bei dieser Zelllinie ergaben sich unterschiedliche 

Spektren der drei Zellzustände, die nachfolgend abgebildet sind (Abbildung 27). 

Die Methyl- und Methylenresonanzen verhielten sich ähnlich wie bei der Analyse der Jurkat-

zelllinie. Die Methylresonanzen blieben bei allen drei Zellzuständen nahezu unverändert. 

Die Methylenresonanzen dagegen veränderten sich auf unterschiedliche Weise. Es kam zu 

einem starken Abfall der Intensität während der Apoptose und bei der Nekrose. Ein 

ähnliches Veränderungsmuster ließ sich für die Intensitäten des Cholinpeaks beschreiben. Es 

fiel auf, dass er während der Apoptose leicht anstieg. Im Gegensatz dazu, blieb die 

Cholinresonanz bei der Nekrose nahezu gleich bis leicht vermindert. Insgesamt war bei der 

Vital Apoptose Nekrose 

-(CH2)n- 

-CH3 

Cholin 

ppm 
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Nekrose eine Auflösung der Zellmembran, bei der Apoptose dagegen ein Umbau zu erhöhter 

Mobilität hin erkennbar. Auch hier ist parallel zur Spektroskopie eine 

durchflusszytometrische Analyse durchgeführt worden. Die erzielten Apoptose– bzw. 

Nekroseraten betrugen 25-30 % bzw. 60-70 % (hier nicht gezeigt). 

 

Abbildung 27: Darstellung der drei Zellzustände vital, apoptotisch (Hyperthermie) und nekrotisch 

mittels  1HMR-Spektroskopie bei FaDu-Zellen 

 
4.8.4 Zusammenfassung 

 

In nachfolgender Tabelle sind die bei der Auswertung der magnetresonanzspektroskopischen 

Ergebnisse verwendeten Parameter und ihre charakteristischen Veränderungen während der 

Zellzustände vital, apoptotisch und nekrotisch dargestellt. Anhand dieser gezeigten 

Ergebnisse lassen sich spektrale Muster aufgrund ihrer unterschiedlichen 

Resonanzverteilung eindeutig zuordnen. 
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Parameter Vital Apoptose Nekrose 

CH2/CH3 >> 1 ~ 1 ≥ 1 

Doppelbindung  ⇑   

Cholin  ↑  ↑↓  

Laktat   ⇑  

Resonanzbreite  ↓  ↑↓  

 

Tabelle 3 : Zusammenfassende Darstellung der charakteristischen Veränderungen einzelner mittels 1H-

MRS gemessener Parameter während der Zellzustände Vital, Nekrose und Apoptose   

 

Die spektralen Resonanzmuster lassen sich so deuten, dass Membranen apoptotischer Zellen 

aufgrund von Konformationsänderungen der Lipidmatrix eine Erhöhung der Fluidität 

aufweisen, nekrotisch geschädigte Zellen und ihre Membranen dagegen einen 

Auflösungsprozess erleiden. Zusammengefasst erkennt man, dass sich 

molekularpathologische Veränderungen zeigen, die flusszytometrisch gar nicht oder schwer 

unterscheidbar sind, magnetresonanzspektroskopisch jedoch klar differenziert werden 

können. Damit wäre die Möglichkeit gegeben durch spektroskopische online Darstellung der 

Molekularpathologien der verschiedenen Zellzerstörungsmechanismen, die Wirkung 

therapeutischer Reize zu steuern und eventuell in die gewünschte Richtung der Apoptose zu 

lenken. 
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5 Diskussion 
 

5.1 Bedeutung der Analyse des apoptotischen und nekrotischen Zelluntergangs 
in der Onkologie 
 
Die Onkologie beschäftigt sich mit der Entstehung und Behandlung von Tumoren und 

tumorbedingten Erkrankungen. Hierbei stehen vor allem die frühe Erkennung der 

Erkrankung und die Optimierung der zur Verfügung stehenden Therapieformen im 

Vordergrund. Ein „Tumor“ bezeichnet im allgemeinen eine Geschwulst, d.h. eine örtlich 

umschriebene Zunahme des Gewebevolumens. Im engeren Sinne bedeutet das eine 

gewebliche Neubildung in Form eines spontanen, verschiedengradig entdifferenzierten, 

autonomen und irreversiblen Überschusswachstums von körpereigenem Gewebe96. In der 

Regel ist dieses Wachstum mit einem unterschiedlich ausgeprägtem Verlust spezifischer 

Zell- und Gewebefunktionen verbunden, was zu ihrer Klassifikation dient. So zeichnen sich 

benigne Tumoren mit differenzierten Zellen durch langsames, lokal verdrängendes 

Wachstum aus. Maligne Tumorzellen dagegen sind durch ihre Kernpolymorphie und 

Zellatypie mit infiltrierendem und meist raschem und destruierenden Wachstum und 

konsekutiver Metastasierung gekennzeichnet. Neben dem Wachstum spielt auch der 

Zelluntergang eine große Rolle. Hierbei lassen sich zwei wichtige Formen unterscheiden, 

die Nekrose und die Apoptose. Die Nekrose lässt sich als eine durch pathologische 

Zellschädigung ausgelöste, irreversible Zellzerstörung deuten. Die Apoptose dagegen ist ein 

Phänomen, das sowohl physiologisch (Embryologie, Differenzierung von Lymphozyten 

etc.)40-44 als auch pathologisch (durch mutagenisierende Schädigung etc.) vorkommen kann. 

Als Apoptose-Induktoren gelten u.a. mutagene Schädigungsreize46, Chemotherapeutika47, 48, 

Hyperthermie50, 51, Hormone41 bzw. Rezeptor-Liganden63-69. Ein entscheidender Unterschied 

zwischen nekrotischem und apoptotischem Zelluntergang liegt darin, dass bei der zuletzt 

genannten Form des Zelluntergangs keine Entzündungsreaktion im umliegenden Gewebe 

ausgelöst wird. Somit stellt der apoptotische Zelluntergang eine für das umliegende Gewebe 

schonendere Art und Weise des Zelltods dar. 

Untersuchungen konnten zeigen, dass tumoröses Gewebe dazu neigt, neben erhöhten 

Nekroseraten auch hohe Apoptoseraten aufzuweisen, möglicherweise zur Regulation der 

durch die Karzinogenese gesteigerten Proliferationsraten der Zellen. Die Einwirkung 

bestimmter stimulierender Faktoren, wie des Tumor Nekrose Faktors α (TNF-α), oder 

zytotoxischer T-Lymphozyten oder die Nähe von ischämischen Nekroseherden, können 
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erhöhte Apoptose- und Nekroseinduktionen bei Tumoren bewirken41. Die Größenzunahme 

von Tumoren ist u.a. als Folge von ungesteuertem Wachstum durch verminderte Apoptose 

erklärbar. Dies könnte auch den Einfluss des Tumorsuppressorgens p53 erklären, dessen 

Mutationsformen einen der häufigsten genetischen Defekte bei Tumoren darstellen. 

Bestimmte Mechanismen der Apoptoseinduktion, wie Hyperthermie47, 52 oder Bestrahlung82, 

funktionieren nur im Beisein von intaktem p53, was einen der möglichen Zusammenhänge 

zwischen Apoptose, Nekrose und Tumorgewebe erklären könnte. 

Der apoptotische Zelluntergang, lässt sich beispielsweise bei der Tumorbekämpfung nutzen, 

indem versucht wird entartetes Gewebe durch induzierte Apoptose, dem schonenderen 

Zelluntergang, zu zerstören. Es gibt aber auch weitere Anwendungen der Zelltodforschung 

im Bereich der klinischen Onkologie, die auf Nachweis von apoptotischen Zellen basieren. 

Beispielsweise spielt die Bestimmung der vorliegenden Apoptoserate in Tumoren vor 

Beginn der Therapie bei einigen Tumorarten eine große Rolle97. Das Wissen über die 

Proliferationsrate und die zusätzliche Information über die Sterberate der Zellen ermöglicht 

eine viel genauere Aussage zur Prognose, bzw. ist eine große Hilfe bei der Wahl der 

optimalen Therapieform zur Bekämpfung des Tumorleidens.  

Weiterhin ermöglicht die Analyse der Apoptoserate während der laufenden Therapie eine 

frühzeitige Beurteilung der Effektivität des angewandten Verfahrens, noch bevor sich andere 

klinische Parameter messbar verändern. Beispielsweise konnten mit dieser Methode die 

Effektivität unterschiedlicher Medikamente bei der Behandlung von verschiedenen Formen 

der Leukämie90 aufgedeckt werden. Zwar ist eine Apoptoseinduktion zur Therapie der 

Leukämie nicht zwingend erforderlich, aber man fand heraus, dass die durch bestimmte 

Medikamente, wie beispielsweise Taxol, induzierte Apoptoserate sehr gut mit einer 

positiven klinischen Antwort im Sinne einer Remission korreliert97.  

Als ein anderes Anwendungsgebiet der Apoptosemessung wäre die prognostische 

Beurteilung einer Infektion mit HIV zu nennen. Hierbei werden spontane bzw. induzierte 

Apoptoseraten bei Lymphozyten während einer HIV-Infektion97 gemessen, um so das 

Stadium dieser Krankheit erkennen und verfolgen zu können. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten vorrangig die Zusammenhänge von Apoptose und Nekrose 

in Tumorzellen aus dem Kopf-Hals-Bereich genauer betrachtet werden. Dazu gehörte 

zunächst die Induzierbarkeit von apoptotischen bzw. nekrotischen Vorgängen bei 

Plattenepithelkarzinomen aus diesem Bereich und ihre Quantifizierung. 
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5.2 Induzierbarkeit der Apoptose und Nekrose  
 
Die Apoptose- bzw. Nekroseinduzierbarkeit sollte an den Plattenepithelkarzinomzelllinien 

des Kopf-Hals-Bereichs FaDu (Pharynxkarzinom), GHD-1 (Hypopharynxkarzinom), HLaC 

78 (Larynxkarzinom) und PCI-1 (Hypopharynxkarzinom) verifiziert werden. Zusätzlich 

wurden die Lymphomzelllinien BL 41 (B-Zell-Lymphom) und Jurkat (T-Zell-Lymphom) 

und die Endothelzelllinie HMEC (Human Endothelial Cells) untersucht. 

5.2.1 Apoptoseinduktion 
 
Wie bereits weiter oben erwähnt, bezeichnet die Apoptose einen Vorgang des 

Zelluntergangs, der sowohl physiologisch, aber auch durch pathologisch induzierte Reize 

ausgelöst werden kann. Da unterschiedliche Zellen auch verschieden auf die auf sie 

ausgeübten Apoptosereize reagieren, mussten für die vorliegende Arbeit die oben genannten 

Zellsysteme erst auf ihre Apoptose-Induzierbarkeit getestet werden. Das heißt, dass zunächst 

aus den verschiedenen Induktionsverfahren für Apoptose die geeignetste für die zur 

Verfügung stehenden Zelllinien gefunden werden musste.  

Aus diesem Grund wurden aus den in der Literatur zahlreich beschriebenen 

Apoptoseinduktionsverfahren spezifische Methoden ausgewählt und erprobt: Reduktion des 

Serumgehalts im Kulturmedium, Methotrexat- (MTX), Hyperthermie- und 

Antikörperbehandlung (CD 95). 

5.2.1.1 Serumreduktion 
 
Die Reduktion des Serumanteils des Kulturmediums ist eine einfache Methode zur 

Apoptoseinduktion. In der Literatur sind Apoptoseeinleitungen durch eine Reduktion des 

Serumanteils von 10 % auf 1 % bei B-Zell-Lymphom Zelllinien (BL) beschrieben. Dive und 

Mitarbeiter wiesen unter Gebrauch dieser Methode nach 48-stündiger Inkubation in 

serumreduziertem Medium einen Apoptoseanteil von bis zu 14 % nach98. Als 

Nachweisverfahren verwendeten sie neben der DNA-Gelelektrophorese die Beurteilung von 

Größen- und Granularitätsveränderungen der Zellen und die einfache Anfärbung mit 

Propidiumiodid zur durchflusszytometrischen Analyse.  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Serumreduktion bei den Lymphomzelllinien BL 41 

und Jurkat erprobt. Die durchflusszytometrischen Messungen mittels TUNEL-Assay 

konnten bereits nach 1-2 Stunden Inkubationszeit in reduziertem Medium bei der Linie BL 

41 Apoptoseraten von bis zu 30 % nachweisen. Messungen mittels Annexin-Anfärbung oder 

nach Inkubation in hypotonem Puffer ergaben sich bei diesen Zellen Apoptoseraten von 14-
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30 %, was sich mit den Angaben aus der Literatur deckt. Ähnlich verhielt es sich für die 

Lymphomzelllinie Jurkat, die sich wie in der Literatur beschrieben mittels Serumreduktion 

in Apoptose treiben ließen99. Da für die nachfolgend geplanten MRS-Untersuchungen 

höhere Apoptoseraten erforderlich waren, wurden eine Reihe weiterer 

Apoptoseinduktionsverfahren ausgetestet. 

5.2.1.2 Methotrexatbehandlung 
 
Medikamentös induzierte Apoptose ist in der Literatur eine weit verbreitete Methode zur 

Apoptosemessung. Die meisten Autoren verwenden Glucocorticoide wie Dexamethason90, 

92, 100-103 und Methylprednisolon98, 104, Alkylantien wie Cisplatin98, Proteinkinase und 

Topoisomerasehemmer wie Staurosporine105, Camptothecin100, 104, 105, Etoposide100 und 

Olomoucin106. Die dabei induzierten Apoptoseraten betrugen meistens 30-40 %, im 

höchsten Fall 70 % bei durch Dexamethason induzierter Apoptose an Thymozyten, 

nachgewiesen durch Inkubation in hypotonem fluorochromen Puffer92. 

Wir verwendeten im Rahmen dieser Arbeit den Folsäure-Antimetaboliten Methotrexat 

(MTX). Dieses Zytostatikum wird u.a. häufig erfolgreich bei der Chemotherapie von 

Plattenepithelkarzinomen aus dem Kopf-Hals-Bereich (SCCHN) eingesetzt107-109. Als 

Modellsystem wurde die Lymphomzelllinie Jurkat mit MTX behandelt und 

durchflusszytometrischen Analysen unterzogen. Mit dieser Induktionsmethode konnten 

Apoptosewerte von bis zu 40 % erzielt werden, was im Bereich der in der Literatur 

gezeigten Werte liegt.  

Da Silva et al. konnten die Apoptoseinduktion bei MTX behandelten Jurkat-Zellen durch die 

Beobachtung verschiedener Apoptose-typischer Strukturveränderungen, wie 

Chromatinkondensation, nukleäre Fragmentierung und Bildung von Apoptosekörperchen 

nachweisen110. Nachforschungen über den Wirkungsmechanismus ergaben einen 

Zusammenhang zwischen chemotherapeutisch (v.a. MTX) erzielter und CD 95-assistierter 

Apoptoseinduktion. Die MTX-induzierte Apoptose scheint zwar Fas-unabhängig eingeleitet 

zu werden, benutzt aber im weiteren Verlauf den gleichen Apoptose-Pfad wie das CD 95-

Systems111, 112.  

Mit dem Ziel noch höhere Apoptoseraten für die bevorstehenden MRS-Versuche erzielen zu 

können, wurden die unten aufgeführten Induktionsverfahren getestet. 
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5.2.1.3 Antikörper-induzierte Apoptose  
 
Auch hier wurde im Modellversuch die T-Lymphomzelllinie Jurkat verwendet, die 

bekanntermaßen den Fas-Rezeptor auf ihrer Zelloberfläche exprimieren. Die Zellen wurden 

in unserem Versuchsaufbau circa 30 min mit Anti-CD 95 inkubiert, anschließend 6 h im 

Brutschrank aufbewahrt und dann durchflusszytometrischen Analysen unterzogen. Durch 

den von uns verwendeten anti-CD 95 Antikörper (Pharmingen, clone DX2) konnten bis zu 

21 % Annexin-positive Jurkat-Zellen generiert werden, ein im Vergleich zur Literatur 

niedriger Wert. Der niedrigere Prozentsatz könnte an einer nicht-optimalen Auswahl des 

Antikörpers, an mangelnder Antikörper-Konzentration oder an zu geringen 

Inkubationszeiten liegen, obwohl alle Versuche stets in Form von Kinetiken aufgebaut 

wurden, um alle Parameter optimieren zu können. Koester et al. konnten mit einem 

ähnlichen Versuchsaufbau unter Verwendung des Antikörpers anti-CD 95 (7C11, Coulter 

Corporation, Miami, Florida) bis zu 70 % Annexinpositive Jurkat-Zellen nachweisen102. Die 

Inkubationszeit mit dem Antikörper der Konzentration 1,0 µg/ml pro 1x106 Zellen in 1 ml 

serumfreiem Medium betrug bei dieser Arbeitsgruppe bis zu 18 Stunden. Berthou et al. 

verwendeten zur Apoptoseeinleitung epidermale Keratinozyten, die den Fas-Liganden an 

ihrer Oberfläche vorweisen. Diese sollten im Rahmen der Studie die erwünschte Antigen-

Antikörper-Reaktion an Jurkat-Zellen auslösen113. Hierfür wurden ca. 1,5x106 Keratinozyten 

mit ca. 5x105 Jurkat-Zellen bis zu 18 h inkubiert und analysiert. Diese Arbeitsgruppe 

konnten eine Rate an Annexin-positiven Zellen von circa 60 % erzielen. Hierbei muss 

beachtet werden, dass der wahre Anteil an apoptotischen Zellen stets niedriger als die 

Anzahl der Annexin-positiven Zellen ist. Die wahre Apoptoserate wurde in diesem Fall 

nicht bestimmt.  

Bei den uns zur Verfügung stehenden HNO-Zelllinien, konnten wir analog zur Literatur114, 

115, den Nachweis über die Exprimierung des Fas-Rezeptors an der Zelloberfläche erbringen 

und auf diesem Wege Apoptose induzieren. Der Anteil an Annexin-positiven Zellen betrug 

je nach Zelllinie zwischen ca. 15-28 %.  

5.2.1.4 Hyperthermie 
 
Im Hinblick auf unser Ziel, apoptotische und nekrotische Vorgänge mittels hyperthermer 

Behandlung, wie beispielsweise regionale Hochfrequenz Hyperthermie oder Laser-

unterstützte Hyperthermie, erzielen und diese Therapieverfahren online mittels MRS 

optimieren zu können, haben wir uns im weiteren Vorgehen auf die Apoptose-

Induktionsmethode der Hyperthermie im Zellmodell konzentriert. Ein Wärmereiz von circa 
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42-44 °C durch Inkubation der Zellen in einem Wasserbad über einen Zeitraum von 

mindestens 30 Minuten ist in der Lage den Vorgang der Apoptose einzuleiten54. In der 

Literatur werden verschiedene Zellsysteme wie promyelotische Leukämiezellen97 oder 

Mastozytomzellen105 in diesem Zusammenhang beschrieben. Bei der zuletzt genannten 

Zellart konnten Apoptoseraten in Höhe von 13 % mittels Inkubation in hypotoner 

fluorochromer Lösung ermittelt werden.  

In unseren Versuchen konnten Hyperthermie-behandelte Jurkat-Zellen (90 Minuten bei 

43°C) nach Inkubation in hypotonem Puffer zu einem Prozentsatz von bis zu 25 % in 

Apoptose getrieben werden. Bei Hyperthermie-Versuchen der HNO-Zelllinien konnten je 

nach Zelltyp unterschiedliche Ergebnisse ermittelt werden. Die Linien FaDu und GHD-1 

reagierten mit der größten Apoptoserate auf den ausgeübten Reiz und zeigten nach 

Annexinmarkierung einen Prozentsatz von > 60 % an Annexin-positiven Zellen.  

5.2.2 Nekroseinduktion 
 
Im Rahmen dieser Arbeit ist nicht nur die Detektion der Apoptose im Vergleich zu vitalen 

Zellen, sondern auch das Erkennen und Differenzieren von nekrotischen Zellpopulationen 

wichtig. Die Nekrose, ein weiterer Vorgang des Zellabsterbens, wird durch pathologische 

Reize wie beispielsweise ionisierende Strahlen, Toxine, Hypoxidosen, lange und starke 

Hitzeeinwirkung, bakterielle oder virale Infektionen in einem Zellverband ausgelöst. 

Voraussetzung hierfür ist die Überschreitung eines sogenannten „point of no return“, so dass 

die Zelle keine Kompensationsmöglichkeiten für den schädigenden Reiz aufbringen kann. 

Hier wurde versucht mittels Hitzeeinwirkung nekrotische Vorgänge zu induzieren. 

Die durchgeführten Versuche mit allen verfügbaren Zelllinien ergaben, dass eine 15 

minütige Inkubation bei 65 °C bereits für die Nekroseinduktion ausreicht. Die dabei 

erzielten Nekroseraten betrugen > 90 %. Die Auswertung erfolgte jeweils 

durchflusszytometrisch mittels Annexin-PI-Doppelfärbung oder einfacher PI-Anfärbung. 

An dieser Stelle soll noch ein Mal erwähnt werden, dass es sich bei den verwendeten 

Kulturen um lebende Zellen handelt, die je nach ihrem Zellstatus unterschiedlich auf die 

ausgeübten Reize reagieren. Selbst bei den zur Kontrolle herangezogenen Proben kommen 

apoptotische und nekrotische Teilpopulationen vor. Bei Ausübung eines ausgewählten 

Apoptose-Reizes lässt sich immer nur ein bestimmter, empfänglicher Anteil der 

Gesamtpopulation in die gewünschte Richtung lenken. Dies erklärt die erzielten 

Apoptoseraten von circa 20-40 %. Weiterhin muss man sich vor Augen führen, dass bei der 

Apoptoseinduktion auch ein gewisser Anteil der Zellen in den nekrotischen Zustand 
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überführt wird. Anhand von Abbildungen, die eine Annexin-PI-Doppelfärbung zeigen, 

lassen sich diese Veränderungen gut nachvollziehen.  

5.3 Durchflusszytometrische Methoden zur Charakterisierung der in vitro 
induzierten Apoptose bzw. Nekrose  
 

Die Durchflusszytometrie ist mittlerweile zum Mittel der Wahl bei der Analyse von 

Apoptose an unterschiedlichen Zellsystemen geworden97, 104. Sie bietet im Vergleich zu 

konventionellen Methoden wie beispielsweise der Gelelektrophorese zahlreiche Vorteile. 

Durchflusszytometrische Verfahren ermöglichen die Isolierung und Identifikation von 

zellulären Subpopulationen und erlauben eine gleichzeitige Beurteilung mehrerer 

Zellparameter100. Daher sind sie besonders gut zur Differenzierung von vitalen, 

apoptotischen und nekrotischen Zellen geeignet, welche sich morphologisch und aufgrund 

ihrer unterschiedlichen Fluoreszenz-Bindungseigenschaften voneinander abgrenzen. 

Zusätzlich können in den gemessenen Zellpopulationen einzelne Zellen quantitativ 

analysiert werden100. Kombiniert man die multiparametrischen Analysen der 

Durchflusszytometrie mit immunhistochemischen Detektionsmethoden, hat man die 

Möglichkeit einer präzisen Beurteilung der am Apoptoseprozess beteiligten Komponenten 

und ihrer Interaktionen. Anhand des DNA-Gehalts oder Apoptose-typischer Proteine kann 

man die unterschiedlichen Apoptosestadien einer Zelle charakterisieren, die mitwirkenden 

regulatorischen Gene beurteilen, die Wirkung von zytotoxischen Drogen bestimmen oder 

die Auswirkung ihrer Modifikationen untersuchen. In der Literatur werden eine Vielzahl 

von durchflusszytometrischen Markierungsmethoden beschrieben, die in ihrer Spezifität und 

Sensibilität stark abweichen können 90-92, 97, 98, 100-106, 113, 116. Die verschiedenen Methoden 

betrachten Veränderungen der Zellgröße, der Granularität, der Zellorganellen, der 

Plasmamembranstruktur und des DNA-Gehaltes während des Apoptosevorganges im 

Vergleich zur Nekrose oder zu vitalen Zellen.  

Im Folgenden sollen die gängigsten Markierungsverfahren aus der Literatur 

zusammengefasst und mit den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen verglichen 

werden. 

Die Anwendung unterschiedlicher durchflusszytometrischer Analyseverfahren erklärt sich 

daraus, dass die mit den einzelnen Markierungsverfahren erfassten Veränderungen der 

Zelleigenschaften in Abhängigkeit vom Fortschreiten des apoptotischen Zustandes der 

Zellen, dem Zelltyp und der Apoptose-Induktionsmethode stark variieren können. Somit 

ergibt sich kein allgemein gültiger Leitfaden in bezug auf die Anwendung des 
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Induktionsverfahrens, der Induktionsdauer oder der Markierungsverfahren. Vielmehr 

erfordert diese starke Variabilität viele Vorversuche, um ein geeignetes Zellsystem mit 

passendem Induktions- und Messverfahren etablieren zu können. Auch in der vorliegenden 

Arbeit mussten verschiedene Apoptose-Induktionsmethoden und -Nachweisverfahren 

ausprobiert werden, um ein geeignetes Apoptosesystem für die anschließenden MR-

spektroskopischen Messungen zu etablieren. 

5.3.1  Lichtstreuung 
 
Morphologische Veränderungen apoptotischer und nekrotischer Zellen lassen sich mit 

einfachen Methoden, d.h. auch ohne Anwendung eines speziellen Markierungsverfahrens, 

durchflusszytometrisch darstellen. Hierbei wird das unterschiedliche Lichstreuungsverhalten 

einzelner Zellen beim Passieren des Laserstrahls analysiert, genauer die Intensitäten des 

Vorwärts (FSC)- und des Seitwärtsstreulichtes (SSC). Bei der Auftragung dieser Parameter 

gegeneinander, was der Darstellung der Zellgröße (FSC) gegen die Zellgranularität (SSC) 

entspricht, lassen sich für Apoptose und Nekrose typische Charakteristika aufzeigen. Diese 

morphologische Unterscheidungsform der Vitalitätszustände wird in vielfältigen 

Apoptosesystemen in der Literatur beschrieben. Darunter befinden sich u.a. 

Apoptosemessungen bei mit Methylprednisolon bzw. Dexamethason behandelten 

Thymozyten90, 100, 104, bei in reduziertem Medium kultivierten, bestrahlten oder IL-2 

supprimierten Lymphomzellen98, 99, 101 oder bei Cisplatin-behandelten Ovarialzellen47  und 

Hepatomzellen98.  

Apoptotische Zellen werden hierbei stets durch eine Abnahme ihrer Zellgröße und einer 

gleichzeitigen Zunahme der zellulären Granularität charakterisiert97, 98, 101. Dies entspricht 

den Stadien der Zellschrumpfung mit Chromatinkondensation, oder DNA-Fragmentation 

bzw. dem Zerfall in sogenannte „Apoptose-Körperchen“41. Es wird auch eine Abnahme 

beider Parameter in späteren Phasen der Apoptose in bestimmten Zellsystemen 

beschrieben97. 

Lichtstreuungsanalysen nekrotischer Populationen hingegen werden in der Literatur durch 

einen Anstieg der Vorwärts- und Seitwärtsstreufähigkeit bei beginnender Nekrose und 

anschließend einem starken Abfall beider Parameter charakterisiert97. Dies entspricht der 

Beobachtung des Anschwellens der nekrotischen Zelle bis hin zur Ruptur ihrer Zellmembran 

mit anschließendem Verlust des Zellinhaltes.  

In der vorliegenden Arbeit wurde obligatorisch bei allen Messungen eine Beurteilung der 

Zellen anhand der Lichtstreuungsverhältnisse durchgeführt. Hier exemplarisch dargestellt 
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zeigen apoptotische Zellen sowohl bei den Lymphom- als auch bei den HNO-Zelllinien wie 

erwartet eine deutliche Abnahme der Zellgröße und eine leicht ansteigende bis 

gleichbleibend niedrige Granularität. Nekrotische Zellen dagegen sind stets durch einen 

Anstieg beider Parameter, sowohl der Zellgröße als auch der Granularität, gekennzeichnet. 

Diese Ergebnisse decken sich mit den oben beschriebenen morphologischen Veränderungen 

in der Literatur. Das bedeutet, dass wir in der Lage waren, in zellulären Modellen gezielt 

Apoptose und Nekrose zu induzieren und zu untersuchen. 

Diese durchflusszytometrische Beurteilung der Vitalitätszustände der Zellen lässt sich 

schnell und einfach durchführen. Allerdings sind die beobachteten Streulichtveränderungen 

nicht spezifisch genug für eine Differenzierung. Auch mechanisch zerstörte Zellen, isolierte 

Zellnuklei und sogar nekrotische Zellen zeigen zum Teil verminderte Streueigenschaften 

und können fälschlicherweise als apoptotische Zellen detektiert werden97. Deshalb sollte 

dieses Verfahren mit anderen, beispielsweise spezifische Zelloberflächenmoleküle 

nachweisenden Methoden kombiniert werden.  

In der vorliegenden Arbeit wurde aus diesem Grund die Beurteilung der unterschiedlichen 

Streueffekte auch stets nur als Bestätigung apoptotischer bzw. nekrotischer Zellzustände 

zusätzlich zu anderen Fluoreszenz-Markierungsverfahren gesehen. Sie wurde in 

Kombination mit dem TUNEL-Assay, dem Annexin-Test und der Markierung mit PI in 

hypotonem fluorochromen Puffer eingesetzt, um deren Testspezifität zu erhöhen und eine 

Vergleichsmöglichkeit der unterschiedlichen Methoden zu erhalten. 

5.3.2  TUNEL-Assay 
 
Eine zur quantitativen und qualitativen Untersuchung von Apoptose-Vorgängen in der 

Literatur weit verbreitete Methode ist der TUNEL-Assay. Das Testprinzip beruht auf der in 

vitro Markierung der 3´-OH Enden von DNA-Fragmenten, die während der Apoptose durch 

den Abbau von hochmolekularer genomischer DNA durch Endonukleasen entstehen89. 

Apoptose-induzierte Zellen werden hierbei fixiert. Die freien 3´-OH Enden werden mit Hilfe 

des Enzyms Terminale-desoxynucleotidyl-Transferase (TdT) mit Nukleotiden markiert, die 

direkt mit Fluoreszenzfarbstoffen wie Fluorescein gekoppelt sind. Markierte DNA kann so 

flusszytometrisch analysiert werden. Bei manchen Verfahren wird DNA mit Biotin-

gekoppelten Nukleotiden markiert. Eine Quantifizierung erfolgt dann über Farbreaktionen 

mit anschließender lichtmikroskopischer Auswertung. 

Durch die TUNEL-Markierung konnten beispielsweise Gavrieli und Mitarbeiter in 

histologisch untersuchten Gewebeschnitten des Dünndarms apoptotisches Gewebe, das sich 
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an den Zottenspitzen der Darmschleimhaut befand, detektieren90. Die Darmschleimhaut 

gehört bekanntermaßen zu den proliferationsfreudigen Gewebetypen, was den hohen Anteil 

an apoptotischen Zellen erklärt. Zur Quantifizierung des Apoptoseanteils wurden 

durchflusszytometrische Analysen durchgeführt. Hierfür verwendeten Gavrieli et al. 

Dexamethason-behandelte Thymozyten, die sowohl durch die TUNEL-Methode als auch 

durch DNA-Gelelektrophorese beurteilt wurden. Das Ergebnis zeigte im TUNEL-Test eine 

zu Beginn 10 %-ige und nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden einen kontinuierlichen 

Anstieg auf eine 40 %-ige Apoptoserate. Berthou und Mitarbeiter konnten mit der TUNEL-

Methode bei mit Keratinozyten behandelten Jurkat-Zellen Apoptoseraten von bis zu 70 % 

erzielen113. Auch Koester et al. arbeiteten mit Jurkat-Zellen, induzierten Apoptose jedoch 

mit anti-CD 95 Antikörper und konnten mit der TUNEL-Markierung Apoptoseraten von bis 

zu 94 % nach einer Inkubation von 18 Stunden erreichen102.  

In der vorliegenden Arbeit wurden BL 41-Zellen mit der TUNEL-Methode auf apoptotische 

Zellvorgänge untersucht. Die zu untersuchenden Zellen wurden vor der Messung durch 

Reduktion des Serumgehalts ihres Kulturmediums von 10 % auf 1 % in Apoptose getrieben. 

Als negative Kontrolle wurden unbehandelte Zellpopulationen mitgeführt und zum gleichen 

Zeitpunkt den Analysen unterzogen. Die Apoptoseraten, die wir mit diesem Versuchsaufbau 

erzielten, betrugen im Mittel ca. 30 %, was vergleichbar ist mit parallel durchgeführten 

durchflusszytometrischen Analysen mit dem Annexin-Test oder der Markierung in 

hypotoner fluorochromer Lösung.  

Die erzielten Apoptoseraten in unseren Messungen müssen daran denken lassen, dass 

eventuell unsere Apoptoseinduktionsmethode mit Reduktion des Serumanteils keinen 

ausreichend hohen Apoptosereiz bei der ausgewählten Zellpopulation ausgelöst hat. Dive 

und Mitarbeiter berichten unter Benutzung des gleichen Induktionsverfahrens über 

Apoptoseraten von etwa 14 %, allerdings nach fluoreszenzmikroskopischer Beurteilung98.  

Versuche mit anderen Zellpopulationen wie z.B. Jurkat-Zellen und gleichem Versuchsablauf 

zeigten ebenfalls keine höheren Apoptoseraten. Auch durch die Anwendung einer anderen 

Induktionsmethode wie die Hyperthermie-Behandlung bei 43°C für 90 Minuten ließ sich die 

mit TUNEL-Assay ermittelte Apoptoserate nicht erheblich steigern. Im Vergleich zu den 

anderen beiden Apoptosedetektionsverfahren ergaben sich annähernd gleiche Werte von ca. 

26-29 % Apoptose. 

Wie bereits Kerr et al.39, 41 beschrieben haben, ist der Vorgang der Apoptose nur von sehr 

kurzer Dauer, einige Minuten bis Stunden. Da sich die einzelnen Zellen einer Population im 

allgemeinen in unterschiedlichen Stadien des Zellzyklus befinden, wird nicht bei allen 
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Zellen zur gleichen Zeit Apoptose ausgelöst. Somit befindet sich immer nur ein Teil der 

Population in dem gewünschten apoptotischen Zustand. Das erklärt die Schwierigkeit, einen 

möglichst großen Anteil an apoptotischen Zellen während einer durchflusszytometrischen 

Analyse zu erhalten. Die jeweilige Messung erfasst ja nur einen bestimmten Zeitpunkt des 

apoptotischen Ablaufs innerhalb der Zellpopulation. Um den idealen Zeitpunkt für die 

Analyse zu bestimmen, wurden stets alle Versuche in Form von Kinetiken aufgebaut. Es 

wurden apoptotische Messungen nach unterschiedlich langen Inkubationsdauern 

durchgeführt. Dabei konnte in einigen Zellreihen anfangs eine Zunahme der Apoptoseraten 

registriert werden. Leider reagierten nicht alle verwendeten Zellpopulationen auf die gleiche 

Art und Weise. Es kann daher angenommen werden, dass sich das gemessene apoptotische 

Fenster eventuell in einem Fließgleichgewicht befindet. Das bedeutet, dass Zellen, die 

vollständig zugrunde gehen, zu „apoptotischen Bodies“ werden, völlig aus dem Messfenster 

verschwinden und gleichzeitig wieder neue apoptotische Zellen mit der Messung erfasst 

werden. Hohe Prozentsätze an apoptotischen Zellen müssen daher immer hinterfragt 

werden, ob sie beispielsweise um den Anteil an miterfassten vitalen oder nekrotischen 

Zellen korrigierten Ergebnissen entsprechen, wie wir es in unseren Versuchen immer 

durchgeführt haben.  

Der TUNEL-Assay, der die DNA-Bruchstücke, die während der Apoptose im Gegensatz zur 

Nekrose entstehen, markieren kann, stellt im Grunde eine einfache Nachweisform der 

Apoptose dar. Einerseits ist dieser Test auf jeden Fall bestimmten Methoden, wie 

beispielsweise der Gelelektrophorese überlegen, wie auch Gavrieli et al.90 bei ihren 

Untersuchungen zeigen konnten: Bei gelelektrophoretischen Kontrollen von apoptotischen 

Thymozyten konnten erst nach einer Inkubation von 3 Stunden apoptotische Merkmale wie 

das Leitersystem gesehen werden. Im Gegensatz dazu konnte mittels TUNEL-Assay bereits 

bei der Ausgangspopulation eine 10 %-ige Apoptoserate nachgewiesen werden, die 

kontinuierlich anstieg. Andererseits birgt diese Methode auch Nachteile, da sie 

beispielsweise eine große Anzahl an Zellen für einen Test erfordert. Die Durchführung 

besteht aus vielen Einzelschritten, die Ursprung möglicher Fehlerquellen und Zellverluste 

sind. Außerdem ist diese Methode nicht spezifisch für Apoptose, da sie beispielsweise auch 

vitale Zellen markiert, die sich in der Synthesephase des Zellzyklus befinden und deshalb 

ebenfalls markierbare DNA-Fragmente aufweisen. Demnach sind, um den tatsächlichen 

Apoptoseanteil einer Zellpopulation herauszufinden, zusätzliche Bestätigungstests 

erforderlich. In der Literatur sind darüber hinaus atypische Apoptosevorgänge beschrieben, 

die nicht unbedingt eine DNA-Fragmentierung aufweisen97, 105, 106. Dies schließt eine 
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Anwendung des TUNEL-Tests aus. Aus diesen Gründen kommen in der vorliegenden 

Arbeit weitere Nachweismethoden zur Unterscheidung und Quantifizierung von 

apoptotischen und nekrotischen Zellvorgängen zur Anwendung. 

5.3.3  ANNEXIN-V-Fluos 
 

Ein weiteres in der Literatur oft erprobtes Markierungsverfahren zur 

durchflusszytometrischen Analyse der Apoptose ist der Annexin-Test. Diese Methode 

benutzt den für einen frühen Apoptosevorgang typischen Transfer des Lipoproteins 

Phosphatidylserin von der Innenseite der zytoplasmatischen Membran auf die Außenseite. 

Annexin-V, ein Ca2+ abhängiges Protein, zeigt eine hohe Affinität zu Phosphatidylserin und 

kann somit zum Nachweis von apoptotischen Zellen verwendet werden91. Allerdings muss 

beachtet werden, dass auch nekrotische Zellen aufgrund ihres Verlustes der 

Membranintegrität Annexin binden können. Deshalb ist hier zur Differenzierung der 

Annexin-positiven Zellen eine weitere Anfärbung mit DNA-Farbstoffen, wie 

Propidiumiodid (PI), erforderlich. PI kann bekanntermaßen nur permeabilisierte Membranen 

nekrotischer Zellen durchdringen und nur dann zu einer positiven Reaktion führen. Eine 

simultane Anwendung beider Markierungsverfahren erlaubt so eine einfache 

Unterscheidung der Vitalitätszustände.  

Veränderungen der Membranzusammensetzung scheinen ein universales Phänomen der 

Apoptose darzustellen und sind somit bei den meisten Zelltypen von Säugern, Pflanzen oder 

Insekten zu beobachten103. In in vivo Versuchen an Mäusen konnten nach Injektion des 

Annexin-V-Proteins apoptotische Zellen in den nachfolgend histologisch untersuchten 

Gewebeschnitten, beispielsweise des Thymus, nachgewiesen werden103. Zusätzlich konnte 

gezeigt werden, dass die markierten apoptotischen Zellen nicht über das ganze Gewebe 

verteilt waren, sondern nur in kleineren Gruppen auftraten. In vitro wurden bereits Annexin-

V-gekoppelte Messungen des Apoptosevorgangs u.a. an B-Lymphozyten91, peripheren 

Neutrophilen91 und an Ratten-Thymozyten103 beschrieben. Letztere Arbeitsgruppe konnte 

beispielsweise mittels Dexamethason-Behandlung eine Apoptoserate von 44 % erreichen. 

Vermes und Mitarbeiter91 konnten an der humanen Leukämie-Zelllinie HSB-2 durch 

Bestrahlung oder Dexamethason-Behandlung Apoptosewerte von max. 25 % erzielen. Bei 

den Versuchen von Koester und Mitarbeitern102 wurden bis zu 80 % der mit dem anti-CD 

95-Antikörper behandelten Jurkat Zellen in Apoptose getrieben, wobei bereits die 

Kontrollpopulationen eine Apoptoserate von bis zu 14 % aufwiesen. In anderen Versuchen, 
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wie von Berthou et al.113, zeigten die gleichen Zellen nach Kontakt mit Keratinozyten einen 

Apoptoseanteil von 60 %.  

In der vorliegenden Arbeit wurde das durchflusszytometrische Markierungsverfahren mit 

Annexin-V-Fluos zunächst an den in der Literatur oft verwendeten Lymphom-Zelllinien BL 

41 und Jurkat erprobt. Die Zelllinie BL 41 wurde in diesem Fall durch Serumreduktion in 

Apoptose getrieben, wobei ca. 14 % der Zellen Annexin-positiv waren. Bei der Jurkat-Linie 

wurde für die Versuche auf verschiedene Weisen Apoptose induziert, sowohl durch MTX 

Zusatz, als auch durch Aktivierung des Fas-Systems und durch Hyperthermie Behandlung. 

In allen Fällen konnten bei der Analyse nach Doppelfärbung mit Annexin-V-Fluos und PI 

mit der Literatur vergleichbare Apoptoseraten von ca. 21-35 % erzielt werden. Im Vergleich 

der Testverfahren TUNEL und Annexin konnte festgestellt werden, dass durch die Annexin-

Methode mit PI-Doppelfärbung differenzierter und vor allem zeitlich früher als der TUNEL-

Assay apoptotische Zellpopulationen detektiert werden103.  

Aus der Literatur sind bislang keine Daten zu Apoptoseinduktion durch Hyperthermie bei 

Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs mit anschließender 

durchflusszytometrischer Analyse veröffentlicht. Unser Ziel war es daher, die 

Apoptoseinduzierbarkeit und Quantifizierung bei HNO-Zelllinien zu erproben. Hierbei 

wurden die zur Verfügung stehenden adhärenten HNO-Zelllinien nach einer 

hyperthermischen Behandlung dem Annexin-Test unterzogen. Die einzelnen Zelltypen 

zeigten demnach unterschiedlich hohe Apoptoseraten. Nach Doppelfärbung mit Annexin-V-

Fluos und PI konnten bei den Zelllinien FaDu und GHD-1 maximale Apoptoseraten von bis 

zu ca. 29 % nachgewiesen werden. HLaC 78 beispielsweise reagierten mit Apoptoseraten 

von ca. 12-15 %. Gründe hierfür können sein, dass die verschiedenen HNO-Zelllinien 

unterschiedlich auf den gleichen Apoptosereiz reagieren. Dies kann sich äußern in 

unterschiedlichen Reaktionskinetiken mit verschiedenen Reaktionsmaxima der einzelnen 

Zelllinien, oder beispielsweise in einer mangelnden Phosphatidylexpression an der 

Zelloberfläche.  

In der nächsten Versuchsreihe wurden die gleichen Zellpopulationen durch Aktivierung des 

Fas-Systems (CD 95) in Apoptose getrieben. Wie in der Literatur berichtet114, 115, konnten 

auch wir die Expression von Fas-Rezeptoren bei SCCHN nachweisen. Wie bereits bei den 

Hyperthermie-Versuchen fiel auch hier auf, dass die einzelnen HNO-Zelllinien 

unterschiedlich auf den gleichen Apoptosereiz reagieren. Die Linien PCI-1, FaDu und GHD-

1 zeigten die größte Resonanzen mit Annexin-positiven Zellen von bis zu 28 %. 
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Zu beachten ist die Tatsache, dass adhärente Zellen, die vor den jeweiligen Versuchen aus 

ihrem Zellverband gelöst werden müssen, meistens schon auf das dabei verwende Enzym, 

wie beispielsweise Trypsin, oder auf die angewandten physikalischen Maßnahmen zur 

Zellablösung mit Einleitung von apoptotischen Vorgängen reagieren. Das bedeutet, dass in 

solchen Fällen falsch positive Ergebnisse durch einen zu hohen apoptotischen Anteil, oder 

aber falsch negative Ergebnisse, durch beispielsweise zu starkes Trypsinieren erzielt werden 

können. In solchen Fällen muss die Messung der Apoptoseraten bzw. die Markierung der 

Zellen mit Annexin unter besonderer Behandlung der Zelllinien erfolgen, wie van Engeland 

und Mitarbeiter nachweisen konnten106. Apoptoseuntersuchungen mit HNO-Zelllinien 

liefern sicherlich gute Ansatzpunkte für weitere Forschungsarbeit in der Zukunft um neue 

Methoden der Tumorbekämpfung gerade im Kopf-Hals-Bereich ermitteln zu können. 

5.3.4  Inkubation in hypotoner fluorochromer Lösung 
 

In der Literatur findet sich eine von Nicoletti et al.92 entwickelte, einfache und schnelle 

Methode der Apoptosedetektion, die zudem auch Rückschlüsse auf die Zellzyklusspezifität 

der Apoptose zulässt. Diese misst vor allem apoptotische Populationen in der Spätphase der 

Apoptose. Bei dieser Methode wird der DNA-Gehalt der Zellen durch Inkubation der Zellen 

in einem hypotonem Puffer unter gleichzeitiger Anwesenheit von Fluorochromen bestimmt. 

Die Zellproben werden hierfür über Nacht in einer hypotonen Lösung mit PI-Zusatz 

inkubiert. Dies führt zur Permeabilisierung der Zellmembran und während dem Ausgleich 

der osmotischen Druckunterschiede, zur Aufnahme von Flüssigkeit in die Zelle. Dadurch 

wird nach erfolgter Permeabilisierung der Zellkernmembran die vorhandene DNA angefärbt 

und kann so durchflusszytometrisch analysiert werden. Die dabei angefärbte DNA ergibt bei 

der Analyse von vitalen Zellen einen diploiden Peak. Apoptotische Zellen dagegen weisen 

aufgrund der DNA-Fragmentierung und des daraus resultierenden DNA-Verlustes durch die 

permeabilisierte Membran eine geringere DNA-Menge pro Zellen auf, die 

durchflusszytometrisch durch einen zusätzlichen hypoploiden Peak repräsentiert ist. Bei 

nekrotischen Zellpopulation fehlen diese spezifischen Peaks aufgrund einer totalen DNA-

Degradation durch nekrotische Abbauprozesse. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die durch Annexin-Markierung gemessenen 

Apoptoseraten bei BL 41- und Jurkat-Zellen mit den durch die Markierung in hypotoner 

fluorochromer Puffer-Lösung erzielten Apoptoseraten verglichen. Zahlreiche 

Vergleichsversuche bei der durch Serumreduktion induzierten Apoptose bei BL 41 und 

durch MTX oder Hyperthermie induzierten Apoptose bei Jurkat-Zellen kamen zu 
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übereinstimmenden Messergebnissen zwischen beiden Markierungsverfahren. Wie aus 

Tabelle 2 ersichtlich wird, entspricht die Apoptoserate im Mittel den aus der Literatur 

bekannten Werten bei ähnlichem Versuchsaufbau. Beispielsweise konnten Vermes und 

Mitarbeiter mit dieser Methode, sowie nach Annexin-Markierung, Apoptoseraten von 25 % 

an der humanen Leukämie-Zelllinie HSB-2 nachweisen91. 

Die von Nicoletti verwendeten Maus-Thymozyten ließen sich nach entsprechender 

Dexamethason-Behandlung zu 70 % in Apoptose treiben92. Allerdings muss beachtet 

werden, dass der hypoploide Peak nicht nur apoptotische DNA repräsentieren kann, sondern 

beispielsweise auch DNA aus mechanisch verletzten Zellen oder aus Zellen mit einer 

anderen Chromatinstruktur, die eine Anfärbung durch Fluorochrome erschwert anzeigt97. So 

konnten Mariani et al. zeigen, dass auch Zellsysteme existieren, vor allem aus der 

hämopoetischen Zellreihe, die keine DNA-Fragmentierung während der Apoptose 

aufweisen117. In diesen Fällen ist weder die Nachweismethode mit Hilfe des hypotonen 

Puffers noch die DNA-Gelelektrophorese geeignet, die induzierte Apoptose aufzuzeigen, 

wobei die morphologischen Veränderungen eindeutig auf apoptotische Veränderungen 

hinweisen.  

In den meisten hier vorliegenden Versuchen wurden beide Verfahren (Annexin und 

Inkubation in hypotonem fluorochromem Puffer) im Vergleich angewandt, da sich beide 

Methoden in bezug auf die Beurteilung des Apoptoseausmaßes ergänzen. Da diese 

Detektionsverfahren jeweils unterschiedliche Phänomene der Apoptose beurteilen, die in 

unterschiedlichen Stadien der Apoptose auftreten, konnten kleinere Unterschiede in den 

Messergebnissen in Kauf genommen werden 

5.3.5  Vitalitätstest durch Anfärbung mit Farbstoffen 
 

Neben der Beurteilung der Phospholipidzusammensetzung von Zellmembranen durch den 

Annexin-Test oder des DNA-Gehaltes durch Inkubation in hypotonem fluorochromem 

Puffer zur Apoptosemessung, existieren auch andere Verfahren zur Vitalitätsüberprüfung. 

Es gibt Verfahren, die die Tatsache nutzen, dass bei absterbenden Zellen im Gegensatz zu 

vitalen Zellen veränderte Membranintegritäten vorliegen. 

Aufgrund ihrer intakten Zellmembranen nehmen vitale Zellen bestimmte Farbstoffe, wie 

Trypanblau oder Propidiumiodid, nicht in das Zellinnere auf. Deshalb ermöglichen kurze 

Inkubationszeiten mit diesen Farbstoffen eine lichtmikroskopische Unterscheidung zwischen 

vitalen und toten Zellen. Trypanblau färbt dabei das Zytosol von toten Zellen blau an, vitale 

Zellen bleiben ungefärbt. PI, ein DNA-Farbstoff, kann ebenfalls nur durch permeabilisierte 
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Membranen in tote Zellen eindringen und führt dort zu einer Markierung der Nukleinsäuren. 

Durchflusszytometrische Analysen lassen aufgrund der Färbung auf den Vitalitätszustand 

schließen. Der PI-Exklusionstest ist praktisch ein durchflusszytometrisches Equivalent der 

Trypanblau-Anfärbung. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Trypanblau-Anfärbung bei der Kultivierung der 

einzelnen Zelllinien verwendet, um deren Vitalitätszustand zu Beginn der Experimente zu 

überprüfen. Eine Anfärbung mit dem DNA-Farbstoff PI wurde zur Beurteilung der 

induzierten Nekrose, aber auch in Kombination mit der Annexin-V-Fluos-Methode zur 

Differenzierung von apoptotischen und nekrotischen Zellen herangezogen. Dies zeigte, dass 

ein bestimmter, wenn auch geringer Prozentsatz der Ausgangszellpopulation, bereits vor 

Experimentenbeginn apoptotisch bzw. nekrotisch war. Somit wurde eine Korrektur der 

induzierten Apoptose- bzw. Nekroseraten  um den Anteil vor Versuchsanfang nötig. 

In der Literatur lassen sich zahlreiche Versuche finden, die diese oben erwähnten Methoden 

anwenden97, 98, 100-102, 105. Sie werden meistens in Kombination mit anderen 

Detektionsverfahren verwendet. 

Darüber hinaus gibt es Apoptosedetektionsmethoden, die die Funktion von Zellorganellen, 

wie Mitochondrien oder Lysosomen, bei verschiedenen Vitalitätszuständen der Zellen 

beurteilen. So lässt sich beispielsweise durch Inkubation mit dem Fluorochrom Acridin-

orange (AO) die Funktion der Lysosomen überprüfen97, 98. Lysosomen vitaler aber auch 

früh-apoptotischer Zellen sind über ihre aktive Protonenpumpe in der Lage diesen Farbstoff 

aufzunehmen und einzuschließen. Dagegen können tote Zellen bei einer geringeren 

extrazellulären Konzentration des Farbstoffes nur sehr wenig von diesem aufnehmen104. 

Dieser Test ist besonders geeignet bei Zellen, die einen hohen Gehalt an Lysosomen 

aufweisen, wie z.B. Makrophagen, Monocyten usw. Die Zellen lassen sich nach der 

Anfärbung sowohl durchflusszytometrisch als auch fluoreszenzmikroskopisch beurteilen. 

Eine genaue Differenzierung von apoptotischen und vitalen Zellen, die sich in der 

Synthesephase befinden, ist durch diese Nachweismethode allerdings nicht möglich. In 

dieser Arbeit wurde die Acridin-Orange-Färbung deshalb nur zum mikroskopischen 

Nachweis der morphologischen Veränderungen von apoptotischen Zellen eingesetzt. 

5.4  Gelelektrophorese 
 

Als eine weitere Nachweismethode der Apoptose gilt die DNA-Gelelektrophorese. Sie 

basiert auf der Sichtbarmachung von circa 200 bp großen DNA-Fragmenten, die sich nach 

Größe getrennt in Form einer Strickleiter auf dem Agarosegel darstellen lassen. Die 
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Fragmente entstehen typischerweise während des Vorgangs der Apoptose durch Spaltung 

der DNA mittels Restriktionsendonukleasen.  

Bei zahlreichen Versuchen im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-gelelektrophoretische 

Analysen bei der Zelllinie Jurkat durchgeführt. Zur Apoptoseinduktion wurden Methotrexat 

oder Hyperthermie-Behandlung herangezogen. Unsere elektrophoretischen Analysen 

konnten keine für die Apoptose typischen Leitersysteme detektieren, obwohl parallel 

durchgeführte durchflusszytometrische Analysen nach Annexin-Markierung oder Inkubation 

in hypotonem Puffer einen Apoptoseanteil von 20-30 % nachweisen konnten.  

Viele Autoren benutzen diese Methode zum Nachweis der Apoptose, da sie als einfach 

durchführbar und hinreichend spezifisch gilt 90-92, 97, 100, 102, 104, 105. Hierbei muss allerdings 

beachtet werden, dass es auch, wie schon weiter oben erwähnt, Apoptosesysteme gibt, die 

keine DNA-Fragmentierung aufweisen97, 105, 106, 117. Außerdem ist anzunehmen, dass eine 

DNA-Fragmentierung nur während einer kurzen Phase des ganzen apoptotischen Prozesses 

zu beobachten ist. Das erklärt die Schwierigkeiten, über die auch andere Autoren beim 

gelelektrophoretischen Nachweis der Apoptose berichten118. Ein weiterer Nachteil ist die 

mangelnde Quantifizierbarkeit der gemessenen Apoptose. Vergleiche mit der Literatur 

ergaben, dass die dort verwendeten Apoptosesysteme in parallel durchgeführten 

durchflusszytometrischen Analysen Apoptoseraten von > 50 % aufweisen. Demnach kann 

davon ausgegangen werden, dass ein hoher Anteil von apoptotischen Zellen vorhanden sein 

muss, um genügend DNA zur Fragment-Darstellung extrahieren zu können. Aus diesen 

Gründen wurde in der vorliegenden Arbeit auf den Nachweis der Apoptose durch 

Gelelektrophorese verzichtet. 

5.5 Charakterisierung der Zellzustände mittels 1H-MRS 

Ziel kurativer Tumortherapien ist es, eine Elimination aller Tumorzellen aus dem Körper des 

Patienten zu erreichen. Dies gelingt in einfacheren Fällen durch eine Resektion des 

Primärtumors. Falls eine kurative Resektion nicht möglicht ist, müssen andere 

Therapieformen, wie Strahlen- oder Chemotherapie hinzugezogen werden. Dieses 

Therapiekonzept erfordert allerdings häufig eine so hohe Intensität der zellschädigenden 

Reize, dass letztendlich nicht nur die nekrotische Zerstörung des Tumorgewebes erreicht 

wird, sondern auch gesundes umliegendes Gewebe in Mitleidenschaft gezogen wird. Neuere 

Therapieansätze versuchen daher sich von einer radikalen nekrotischen Zellzerstörung zu 

distanzieren und favorisieren die Induktion des apoptotischen Zelluntergangs. Bei diesem 

physiologischen Vorgang wird der Zelltod ohne begleitende entzündliche Reaktion 
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eingeleitet und die geschädigten Zellen werden auf schonende Art und Weise mittels 

Phagozytose aus dem Gewebeverband eliminiert. Um das biologische Prinzip der Apoptose 

als „sanften“ Zelltod des umliegenden Gewebes für die Therapie von Tumoren nutzen zu 

können, muss es möglich sein, die molekularen Veränderungen während einer 

Therapiesitzung erkennen, und sie zielgerichtet simultan steuern zu können. Um eine solche 

Regelung im Zellmodell oder am Patienten zu erlangen, müssen Marker für die apoptotische 

und nekrotische Zelldegeneration vorhanden sein, die eindeutig und ohne Verzögerung 

erkennbar sind.  

Aus der Literatur ist bekannt, dass Parameter wie Kettenlänge und Sättigungsgrad der 

Membranlipide, ebenso wie die Fluidität von Zellmembranen, biologisch notwendige 

Regelgrößen zur Steuerung sowohl der normalen als auch der pathologischen Zellfunktionen 

darstellen119, 120. Diese Parameter lassen sich mit unterschiedlichen klassischen Methoden 

beurteilen, wie beispielsweise durch histologische Untersuchungen, gaschromatographische 

Massenspektrometrie, Fluoreszenzpolarisation oder Elektrospinresonanz. Diese bisher nur 

sehr aufwendig gewonnenen Kenntnisse über die Zellfunktion, können auch mittels 

Magnetresonanzspektroskopie erhoben werden, mit dem Vorteil die Zellen während der 

Beurteilung nicht präparieren oder sogar destruieren zu müssen. Im Gegensatz zu den 

klassischen Untersuchungsmethoden ist nicht nur eine Momentaufnahme der Vorgänge, 

sondern eine kontinuierliche Beurteilung möglich. 

Daher wurde parallel zu den etablierten zellbiologischen Untersuchungen eine online 

Analyse der Zelluntergangsprozesse mittels der nicht invasiven 1H-MRSpektroskopie 

durchgeführt. Da diese Untersuchungsform die simultane Registrierung vieler molekularer 

Parameter ermöglicht, sind auf diese Weise sind nicht nur Prozesse der intrazellulären 

Energetik, sondern auch Veränderungen der Zellmembranstrukturen während einer einzigen 

Analyse erfassbar. Wegen der Möglichkeit des online Monitorings wären damit auch 

therapeutisch induzierte Veränderungen im Verlauf einer Apoptose oder Nekrose erkennbar 

und damit auch zeitgleich modifizierbar, z.B. durch Steuerung in Richtung der erwünschten 

Apoptose. Das bedeutet, dass noch während der Applikation eine Optimierung der Therapie 

erfolgen kann.  
 

5.5.1 Beurteilung der Malignität mittels 1H-MRS 

 

Mit Hilfe der Elektrospinresonanz und Fluoreszenzpolarisation wurde gefunden, dass mit 

zunehmender Malignität d.h. mit abnehmendem Differenzierungsgrad121, 122 und 
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zunehmendem Metastasierungspotential123-127 des Tumors die Membranfluidität ansteigt. 

Damit ist zu erwarten, dass mittels der MRS die Malignität ebenfalls beurteilbar ist120. 

Schon 1986 stellten Fossel et al.128 die Hypothese auf, dass eine Tumordiagnose durch die 
1H-MR spektroskopische Analyse von speziellen Plasmalipoproteinresonanzen zu stellen 

wäre. Diese Aussage wurde jahrelang sehr kontrovers diskutiert und gab den Anstoß für 

viele weitere Untersuchungen in diese Richtung. Bereits frühe MRS-Untersuchungen an 

transformierten Membranen von Tumorzellen zeigten typische Veränderungen der 

Membranlipidresonanzen, die als eine Zunahme der Beweglichkeit der Lipide in der 

Membran gedeutet werden konnten129. In neueren Arbeiten konnte nachgewiesen werden, 

dass eine Abnahme des Sättigungsgrades der Lipidketten Ursache dieser Veränderungen ist. 

Auch der Cholinpeak bei invasiven Tumoren zeigte Veränderungen, die mit einer Zunahme 

der Beweglichkeit der Lipide in der malignen Membran gedeutet werden können130. Speck 

et al. sprachen von einem Zusammenhang zwischen der Höhe des gemessenen Cholinpeaks 

und des Malignitätsgrades eines Tumors131. Gerade bei SCCHN konnte eine erhöhte Cholin 

/ Kreatin - Relation festgestellt werden132, 133. 31P-MR spektroskopische Messungen an 

Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs ergaben ebenfalls deutliche Unterschiede im Vergleich zu 

gesundem Gewebe im Sinne einer Membranauflösung mit Erhöhung des Anteils an mobilen 

Phospholipiden bei Malignomen134, 135.  
 

5.5.2 Beurteilung der apoptotischen und nekrotischen Degeneration mittels 1H-MRS 

 

Die Membranfluidität stellt einen entscheidenden Parameter für therapeutische Prozesse dar. 

So wird die Aktivität membrangebundener Rezeptoren136, Enzyme137, Transport-138 und 

Zytoskelettproteine139 über die Membranfluidität reguliert. Das bedeutet, dass Störungen der 

Transportvorgänge und pharmakologische Wirkungen an der veränderten Fluidität 

erkennbar sind oder durch sie beeinflusst werden können. Durch Bestimmung der Fluidität 

kann die Sensitivität für Zytostatika bestimmt und ggf. erhöht werden140, 141.  

Ebenso wie bei der Karzinogenese zeigen sich auch bei der Tumorregression, die über 

Proliferationsinhibition, Apoptose oder Nekrose ablaufen kann, charakteristische 

Veränderungen des Membranlipidprofils142, 143 aufgrund der Veränderungen der 

Konformation von Membranlipidketten142, 144. Die Weichenstellung zur Apoptose ist dabei 

an einer frühzeitig zellspezifisch auftretenden Fluiditätsveränderung erkennbar145, wobei die 

Zellen in bestimmten Phasen des Zellzyklus, in denen bestimmte 

Membranlipidkonstellationen bestehen146, besonders Apoptose-sensibel gegenüber 
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spezifischen Reizen, wie beispielsweise Wärme147 oder intrazellulären Energiestörungen 

sind148. Der dann durchlaufene metabolische Weg ist dabei nicht streng vorgegeben, sondern 

sowohl morphologisch als auch molekular variabel149. So kann in verschiedenen Zellarten, 

je nach Anteil an freien ungesättigten Membranlipidradikalen entweder Apoptose oder 

Nekrose entstehen150, 151. 
 
5.5.3 1H-MRS Ergebnisse bezüglich Apoptose und Nekrose in vitro 

 

Proliferation und Degeneration von Tumorzellen sind mit der 1H-MRS - Analyse der 

intrazellulären Energetik nicht-invasiv quantifizierbar152. Engelmann et al.153 konnten bereits 
31P- und 13C-MR spektroskopische Differenzen zwischen den Zellzuständen Apoptose und 

Nekrose dokumentieren. Die durch Ischämie, Strahlungseffekte u.a. induzierte Apoptose 

zeigt in der Frühphase einen charakteristischen Verlauf von Phosphatverbindungen, Laktat 

sowie Kreatin154, 155, ferner Modifikationen in glykolytischen Prozessen156-158. Später 

auftretende Marker der Apoptose sind Veränderungen der Choline der Membranlipide158, 159. 

Vogl und Mitarbeiter konnten an oberflächlich gelegenen Tumoren eine gute Korrelation der 

ermittelten Konzentrationen an anorganischem Phosphat mit dem Auftreten nekrotischer 

Bezirke feststellen160. Insbesondere die CH2-Methylengruppen der Membranlipide zeigen 

charakteristische Unterschiede im Verlauf der durch verschiedene Reize in verschiedenen 

Zelllinien induzierten Apoptose und Nekrose161, 162. Blankenberg et al.163, 164 konnten zeigen, 

dass der Vorgang der Apoptose in der 1H-MRS Analyse mit einem bis zu fünffachen 

Anstieg der Resonanz bei ca. 1,3 ppm assoziiert ist, unabhängig von den 

Apoptoseinduzierenden Reizen. Diese Resonanz repräsentiert die Methylen Protonen (-CH2-

) von mobilen Fettsäuren innerhalb des Plasmamembran-Bilayers. Der Anstieg steht im 

Zusammenhang mit Veränderungen der Plasmamembranfluidität im Sinne einer 

Umstrukturierung. Der Methylrest (–CH3) bleibt dabei unverändert. Eine Abnahme der 

Mikroviskosität der Plasmamembran könnte eine ausreichende Zunahme der Mobilität 

dieser Protonen verursachen und damit dem gemessenen Anstieg der Methylenresonanzen in 

der 1H-MRS erklären. Diese Beobachtung deckt sich nicht mit den Ergebnissen unserer 

Versuche. In der Regel konnten wir anhand der Methylenresonanzen nicht zwischen 

Nekrose und Apoptose unterscheiden. Charakteristisch für apoptotische Zellen ist dennoch, 

in Übereinstimmung mit dem weiter oben erwähnten, eine Zunahme der ungesättigten 

Fettsäuren, sichtbar allerdings an anderen typischen Resonanzorten. Aus dem Quotienten 

der beiden Werte CH2/CH3 ließ sich in unseren Experimenten zwischen vitalen und 

degenerativen Zellen unterscheiden. Die gleiche Arbeitsgruppe berichtet in diesem 
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Zusammenhang auch von einem Abfall der Cholinresonanz mit beginnender Apoptose, 

wobei die Ursache noch nicht geklärt ist. Für den Verlust wird sowohl eine progressive 

Degradation des Cholins, als auch eine während der Apoptose verminderte Anzahl an 

zytosolischen Cholin-enthaltenden Molekülen diskutiert. Andere Autoren165 berichten von 

ähnlichen Phänomenen was die Apoptose angeht. Im Gegensatz dazu zeigen nekrotische 

Zellen keinen Anstieg oder sogar Abnahme der CH2-Resonanz und einen schnellen Abfall 

des Cholins. Im Rahmen der nekrotischen Auflösung der Zellmembran lassen sich diese 

Beobachtungen gut erklären. Dabei werden die Phospholipide und deren Cholinköpfe 

letztendlich zu Phosphat und CH3-Methylresten abgebaut. Im Rahmen dieser Arbeit konnten 

wir ein unterschiedliches Verhalten der Cholinresonanz während der Nekrose feststellen 

entsprechend der verschiedenen Induktionsverfahren, die eingesetzt wurden. Dieses 

Phänomen ist am ehesten auf die unterschiedlich eingeschlagenen Wege der Zellzerstörung 

mit dem Ziel der Nekrose zurückzuführen. Hakumäki und Mitarbeiter166 sprechen dagegen 

in ihrer Arbeit von einer, im Vergleich zum Wassergehalt gleichbleibenden Cholinresonanz 

während des Apoptosevorgangs und können Veränderungen des Methyl/Methylen-peaks 

nicht nachvollziehen. Unterschiede im Versuchsaufbau oder aber andere, nicht apoptotische 

Ursachen der Methyl/Methylenresonanzänderungen werden dafür verantwortlich gemacht. 

Von besonderer Bedeutung für unsere Fragestellung sind Ergebnisse, die zeigen, dass 

antineoplastische Substanzen in verschiedenen Zielzellen andere Effekte zeigen und 

entweder Apoptose, Nekrose oder Proliferationsstop auslösen können163. 

 

5.5.4 1H-MRS Ergebnisse bezüglich Apoptose und Nekrose in vivo 

 

Nekrotische und apoptotische Degenerationsprozesse, erkennbar an der Veränderung der 

intrazellulären Energetik sowie der gesättigten und ungesättigten Membranlipide konnten 

auch schon in vivo direkt an Patienten mit transplantierten Organen167, neurodegenerativen 

Erkrankungen168 oder mit einer Demenz vom Alzheimer-Typ169 und im Verlauf von Radio- 

und Chemotherapien an Tumoren120, 154, 170, 171 gefunden werden. Auch bei Gentherapien 

waren MR-spektroskopisch apoptotische Veränderungen im Lipidbereich nachweisbar172. 

Ebenso waren Differenzierungen in vivo von nekrotischen Gehirntumoren und Abszessen173, 

sowie Rezidiven und Nekrosen174 möglich. 

Die einschlägigen Arbeiten in der Literatur zeigen, dass mittels der MRS-Analyse der 

Membranstrukturen bzw. der Fluidität und der Energetik signifikante Marker der 

Zellfunktion und Dysfunktion gewonnen werden können, insbesondere für die im Rahmen 
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dieses Projekts zu untersuchende nekrotische und apoptotische Degeneration maligner und 

nicht maligner Zellen. Allerdings ist das eigentliche Potential der MRS, nämlich die online 

Analyse der molekularen Dynamik der oben erwähnten zellulären Dysfunktionen, nur 

beschränkt eingesetzt worden163. Weitergehende Untersuchungen im Sinne der u.a. 

Therapiesimulation liegen derzeit in der Literatur nicht vor. Das Ziel des vorliegenden 

Projekts ist es, gerade die Nicht-Invasivität der MRS für eine online-Analyse der 

molekularen Dynamik bei zellulären Degenerationsprozessen einzusetzen, so dass eine 

Steuerung der Therapie in Richtung des apoptotischen Stoffwechselweges hin zunächst in 

einem in vitro Modell und später eventuell direkt am Patienten möglich ist. 
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6. Zusammenfassung 
 
Im Rahmen des Zelluntergangs spielen zwei wichtige Prozesse eine entscheidende Rolle, die 

Apoptose und die Nekrose. Die Apoptose ist im Gegensatz zur Nekrose die natürliche Form 

des Zelluntergangs, und dient u.a. der Selbstelimination von nicht-brauchbaren Zellen. Sie 

kann sowohl als physiologischer als auch pathologischer Vorgang vorkommen und stellt 

eine für das benachbarte gesunde Gewebe schonende Art und Weise des Zellsterbens dar, da 

während der apoptotischen Zerstörung im Vergleich zum nekrotischen Abbau keine 

Entzündungsreaktionen im umliegenden Gewebe ausgelöst werden. Die Nekrose dagegen 

lässt sich stets als pathologischer, irreversibler Prozess deuten, der von starken 

Mitreaktionen der Nachbarschaft begleitet ist. Das Ziel einer Tumortherapie ist es immer, 

durch die Ausübung bestimmter Schädigungsreize eine Zerstörung möglichst vieler 

Tumorzellen zu erreichen. Für die chemische, thermische oder strahlentherapeutische 

Tumorzerstörung sind oftmals derart hohe Intensitäten des Schädigungsreizes erforderlich, 

dass letztendlich ein nekrotischer Zelluntergang induziert wird und damit auch gesundes 

Gewebe zu Schaden kommt. Alternative Therapieansätze versuchen daher, eine selektive 

Tumorelimination über den Weg der Apoptose zu induzieren, für eine möglichst 

belastungsarme, aber trotzdem noch wirkungsvolle Tumorzerstörung. Noch höhere 

Erfolgsraten könnten durch eine adäquate Kontrolle der induzierten Therapiewirkung 

erreicht werden. Hierfür steht neben den herkömmlichen Verfahren auch die 1H-

Magnetresonanzspektroskopie zur Verfügung, die es erlaubt, während der Zelldegeneration 

Veränderungen im Energiemetabolismus und der Zellmembran auf molekularer Ebene zu 

beobachten. Außerdem ist sie ein nicht-invasives „online“-Verfahren, das simultan zur 

erfolgten Therapie und ohne Strahlenbelastung ausgeübt werden kann. Somit lässt sich die 

Effektivität der Therapie rechtzeitig überprüfen und gegebenenfalls optimieren.  

Wir haben in der vorliegenden Arbeit ein in vitro Meßsystem etabliert, das eine 

durchflusszytometrische Differenzierung von apoptotischen, nekrotischen und vitalen 

Zellzuständen ermöglicht. Dieses Zellsystem diente im Folgenden als Grundlage für 

vergleichende magnetresonanzspekroskopische Analysen. Es wurden verschiedene 

Apoptose- und Nekroseinduktionsverfahren ausgetestet, wie beispielsweise Serumreduktion, 

Zytostatika- (MTX), Antikörper- (CD 95) oder Wärmebehandlung. Als Modell einer 

Apoptoseinduktion mittels Hyperthermie, wie sie beispielsweise bei einer Laser-

unterstützten- oder Hochfrequenz-Hyperthermie-Therapie vorkommt, wurde der 

Wärmebehandlung der Vorzug gegeben, und die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten 
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Lymphom-, HNO- und Endothelzelllinien im Wasserbad behandelt. Zur Apoptoseinduktion 

wurden sie bei 43°C für 90 Minuten und zur Nekroseinduktion bei 65°C für 15 Minuten 

inkubiert, und anschließend durchflusszytometrischen Analysen zugeführt. Hierfür wurden 

verschiedene, in der Literatur etablierte Detektionsverfahren angewendet. Darunter befanden 

sich Methoden wie die DNA-Gelelektrophorese, Propidiumiodidfärbung, TUNEL-Assay, 

Markierung mit Annexin-V-Fluos und Inkubation in hypotonem fluorochromen Puffer.  

Der nekrotische Zelluntergang war bei allen Zellpopulationen annähernd auf die gleiche Art 

und Weise auszulösen und lag bei > 90 %. Die Lymphomzelllinie Jurkat und die HNO-

Zelllinien FaDu, PCI-1 und GHD-1 wiesen die höchsten induzierbaren Apoptoseraten auf 

mit Werten von ca. 30-40 %. Die Endothelzellen HMEC ließen sich am wenigsten in den 

Zustand der Apotose treiben. Sowohl die Lymphom- als auch die HNO-Zelllinien zeigten 

duchflusszytometrisch eindeutig nachweisbare Charakteristika der unterschiedlichen 

Zellstadien. Untersucht wurden Veränderungen der Zellgranularität und -größe, des DNA-

Gehalts und der Zellmembranstruktur durch die weiter oben genannten Detektionsverfahren.  

Parallel dazu durchgeführte 1H-MRS Messungen ergaben je nach Zellstatus ebenfalls 

charakteristische Resonanzmuster. Zusammengefasst sind diese Muster so zu deuten, dass 

Membranen nekrotisch geschädigter Zellen einen Auflösungsprozess erleiden während 

Membranen apoptotischer Zellen aufgrund von Konformationsänderungen der Lipidmatrix 

eine Erhöhung der Fluidität aufweisen. Wesentliches Ergebnis dabei ist, dass sich 

molekularpathologische Veränderungen zeigen, die flusszytometrisch gar nicht oder schwer 

unterscheidbar sind, magnetresonanzspektroskopisch jedoch klar differenziert werden 

können. Durch spektroskopische online-Darstellung der Molekularpathologien der 

verschiedenen Zellzerstörungsmechanismen wäre die Möglichkeit gegeben, die Wirkung 

therapeutischer Reize zu steuern und auf den gewünschten apoptotischen Weg zu lenken 

und damit eine für den Patienten schonendere Tumorbekämpfung zu erreichen. 

Ein Fortschritt im Sinne der Senkung der Tumor-bedingten Mortalität ist in jedem 

Fall erstrebenswert. Neben einer verfeinerten Diagnostik zur Früherkennung oder 

Etablierung neuer Therapieverfahren, ist die Fortführung der Forschung auch auf 

molekularer Ebene wünschenswert. Nur durch weiterführende Erforschung der 

Zusammenhänge bei der Tumorgenese und Tumorabwehr lassen sich neue Wege im 

Rahmen eines multimodalen Therapiekonzeptes entwickeln.  
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