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Abkürzungen 
 

Ac  Acetyl 

AT  Adenin-Thymin 

ATCC  American Type Culture Collection 

ATP  Adenosintriphosphat 

AV-Modus Aperture value-Modus 

CHP   Cumolhydroperoxid 

CRP  C-reaktives Protein 

DCF-DA 2´,7´-Dichlorofluorescein-Diacetat 

DCFH  Dichlorofluorescein (nicht fluoreszierend) 

DCF  Difchlorofluorescein (fluoreszierend) 

DEVD  Asp-Glu-Val-Asp  

DMEM  Dulbecco´s Modified Eagel Medium 

DMF  Dimethylformamid 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

DTT  Dithiothreitol 

EC50  halbmaximale effektive Konzentration 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

EU  Europäische Union 

FCS  Fetales Rinderserum 

GFAP  Saures Gliafaserprotein 

IMO  Internationale Schifffahrtsorganisation 

JNK  c-Jun N-terminale Kinasen 

LC50  halbmaximale letale Dosis 

MAP  mitogen aktiviertes Protein 

MDA  Malondialdehyd 

MTT  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyltetrazoliumbromid 

PBS  Phosphate buffered saline nach Dulbecco 

pNA  p-Nitroanilin 

PVC  Polyvinylchlorid 

ROS  Reaktive Sauerstoffspezies 

SEM  Standardfehler des Mittelwertes 
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SDS  Dodecylsulfat Natriumsalz 

TBT  Tributylzinn 

TBA  2-Thiobarbitursäure 

TBARS Thiobarbitursäure-reaktive Substanzen 

TCA  Trichloressigsäure 

TMT  Trimethylzinn 

TPT  Triphenylzinn 

WHO  Weltgesundheitsorganisation 
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1   Einleitung 
 

„Der Mensch ist nicht das Produkt seiner Umwelt - die Umwelt ist das Produkt des 

Menschen.” (Benjamin Disraeli (1804-81), britischer Politiker, Premierminister und Schriftsteller) 

 

Der Mensch greift auf unterschiedliche Weise in seine Umwelt ein. Die Konsequenzen 

seines Handelns sind dabei nicht immer sofort ersichtlich, und einige Auswirkungen 

offenbaren sich erst Jahre später.  

Eine zunehmende Bedrohung für Mensch, Tier und Umwelt stellen Umweltchemikalien dar.  

Durch den Einsatz dieser Chemikalien in den unterschiedlichsten Bereichen werden die oft 

langlebigen Verbindungen zu einer kaum überschaubaren Bedrohung für unsere heutiges 

und zukünftiges Leben. 

 

Die Gruppe der Organozinnverbindungen bildet durch ihre weltweite Verbreitung ein 

erhebliches Risiko für unsere Umwelt. 

Die Verbindungen sind durch den Menschen erzeugt und bestehen aus einem Zinnatom und 

einem organischen Rest. Je nach Alkylierungsgrad existieren unterschiedliche 

Organozinnverbindungen wie z.B. Tributylzinn (TBT) oder Trimethylzinn (TMT). 

Jedes Jahr werden weltweit über 50.000 Tonnen Organozinnverbindungen produziert (Snoeij 

et al., 1987). Seit die Verbindungen in den Dreißiger Jahren des letzten Jahrhunderts 

erstmals eingesetzt wurden, haben sie eine weite Verbreitung gefunden. Die Tri-

organozinnverbindungen werden heute als Fungizide, Bakterizide, Herbizide, Insektizide, 

Rodentizide, Konservierungsmittel für Holz, Papier und Textilien, Schutzmittel für 

Flüssigkeiten und Mauerwerk und vor allem als Antifoulingmittel in Schiffslacken (WHO, 

1980) verwendet. Aber auch als Stabilisatoren für PVC oder als Desinfektionsmittel zum 

Schutz von Textilien oder Leder werden Organozinnverbindungen eingesetzt (Fent, 1996). 

Heute sind Organozinnverbindungen die am weitesten verbreiteten 

Organometallverbindungen überhaupt (Fent, 1996). Die Tri-organozinnverbindungen 

gehören zugleich zu den giftigsten anthropogen hergestellten Stoffen (WHO, 1980). 

Der Mensch nimmt die toxischen Verbindungen vor allem über Meeresfrüchte auf, die auf 

Grund der Exposition gegenüber Antifoulinganstrichen kontaminiert sind (Takahashi et al., 

1999) oder durch das Trinken von Wasser, das die Verbindung aus PVC-Wasserrohren 

herauswäscht (Sadiki et Williams, 1999). In höheren Spezies wie Säugetieren können 

Organozinne in Organen wie Leber, Niere und Gehirn akkumulieren (Fait et al., 1994). 
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Die zwei in dieser Arbeit untersuchten Verbindungen Tributylzinn (TBT) und Trimethylzinn 

(TMT) sind in ihrer Wirkung auf Organismen gut untersucht und zeigen trotz ihrer 

chemischen Ähnlichkeit große Unterschiede in ihrer Wirkung. 

 

In den 1970er und 1980er Jahren begann der weit verbreitete Einsatz von Tributylzinn als 

effektives Biozid in Antifoulinganstrichen für Schiffe (Fent, 1996). Diese Anstriche sollen den 

Bewuchs  des Schiffsrumpfes mit Algen, Seepocken und Muscheln verhindern und stellen 

somit auch einen wichtigen wirtschaftlichen Faktor dar, da der Bewuchs den 

Wasserwiderstand und damit die Transportkosten erhöht. Seitdem TBT derart verbreitet zum 

Einsatz gekommen ist, ist bekannt, dass TBT erheblichen Einfluss auf unsere Umwelt nimmt. 

Es kann direkt von den Anstrichen ins Wasser gelangen. So resultierte der weit verbreitete 

Einsatz in einer hohen Kontamination von Häfen und Küstenregionen. Diese Form der 

Freisetzung stellt den Hauptweg dar, über den TBT ins Aquasystem gelangt (Fent, 1996). 

Bedingt durch den hauptsächlichen Einsatz im Schiffbau schädigt die Belastung so vor allem 

im Wasser lebende Organismen. 

Ein Anwendungsverbot für TBT in Schiffsanstrichen für Schiffe unter 25 m Länge, das seit 

1989 besteht, konnte bis 1995 keine signifikante Abnahme der TBT-Konzentration an der 

deutschen Nord- und Ostseeküste bewirken (Schulte-Oehlmann, 2000). 

In der Europäischen Union wurden im Jahr 2002 etwa 1300 Tonnen TBT in Schiffslacken 

verwendet (Trittin, 2002). 

 

Heute ist der Einsatz von TBT in Schiffsanstrichen verboten. Nach dem Aufruf der 

Internationalen Schifffahrtsorganisation (IMO), bis zum 01. Januar 2003 das Auftragen von 

zinnorganischen Verbindungen als Antifoulingmittel weltweit zu verbieten, folgte die 

Kommission der Europäischen Union diesem Vorschlag. In Deutschland wurde die EU-

Richtlinie durch das Bundeskabinett zum Januar 2003 umgesetzt (Trittin, 2002). 

Nichtsdestotrotz bilden Organozinnverbindungen weiterhin eine Gefahr für unsere Umwelt. 

TBT und seine Abbauprodukte werden über Jahre in marinen Sedimenten verbleiben. 

Trotz des Verbots ist wohl nicht auszuschließen, dass TBT weiterhin für Schiffsanstriche 

verwendet wird. 

Nicht nur der Einsatz von TBT als Bestandteil von Antifoulinganstrichen gefährdet die 

Umwelt. Greenpeace konnte das Gift auch in Fußballtrikots, PVC-Bodenbelägen, 

Babywindeln und zahlreichen Badeartikeln nachweisen (Greenpeace Presseerklärung,  

29.8.00). Im Februar 2002 entdeckte die Zeitschrift ÖKO-TEST TBT in Eurobanknoten. 
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Die toxischen Wirkungen von TBT machen es für den Einsatz als Biozid so interessant und 

betreffen vor allem Meereslebewesen.  

In tierexperimentellen Kurz- und Langzeit-Untersuchungen sind verschiedene Wirkungen von 

TBT-Verbindungen beschrieben worden. Diese betreffen die Leber, das hämatologische und 

das endokrinologische  System.  

Es konnte beobachtet werden, dass schon geringe Konzentrationen eine immunotoxische 

Wirkung bei Fischen, Säugetieren und Menschen zeigen. So bewirkt die Verabreichung von 

20 mg TBT pro kg Körpergewicht bei Ratten eine Atrophie des Thymus und einen 

Lymphozytenmangel (Vos et al., 1984). Eine länger andauernde Exposition über Jahre führte 

zur Suppression der unspezifischen Immunreaktion der cytotoxischen Makrophagen und 

natürlichen Killerzellen bei Ratten. Durch eine zwei Jahre andauernde Fütterung von 5 ppm 

TBT-oxid wurde eine Immunotoxizität, durch die Gabe von 50 ppm wurde das Auftreten 

endokriner Tumoren bewirkt (Boyer, 1989; Wester et al., 1990). 

Die Auswirkungen der Exposition mit nur 2 ng/l TBT auf Muscheln bestehen in einer 

verminderten Eiablage, Schalendeformation und der Schädigung der Larven (Batley et al., 

1992); in den 80er Jahren führte dies zu einem massiven Austernsterben in den USA. 

Eine besondere Wirkung besitzt TBT auf bestimmte Meeresschnecken. Etwa die 

Wattschnecke und Strandschnecke werden in ihrer Populationsdichte durch subletale 

Konzentrationen von TBT gestört. Diese Wirkung ist bedingt durch die Induktion von 

sogenanntem Imposex (imposition of male sex characters onto the female) (Smith, 1981). 

Dieser Begriff beschreibt einen Pseudohermaphroditismus mit Ausbildung von männlichen 

Geschlechtsorganen in weiblichen Organismen, der bis zur Sterilität des Tieres führen kann. 

TBT hat durch die Induktion dieser Veränderungen erheblichen negativen Einfluss auf die 

Reproduktionsfähigkeit der Schnecken. 

 

Trimethylzinn (TMT) entsteht als ein Nebenprodukt bei der Synthese anderer 

Organozinnverbindungen, die in Industrie und Landwirtschaft eingesetzt werden. Heute dient 

es wegen seiner Neurotoxizität als Modellsubstanz in der Erforschung neurologischer 

Krankheiten und deren Therapie. 

TMT wirkt vor allem neurotoxisch und bewirkt eine Neurodegeneration im Limbischen 

System; die vulnerabelste Struktur stellt der Hippocampus dar. 

Die chronische oder akute Exposition mit TMT in Säugetieren führt zu Übererregbarkeit, 

Tremor und Aggressivität. Begleitend zu den neurotoxischen Symptomen ist die Ausbildung 

eines schweren Hirnödems (Fortemps et al., 1978; Dyer, 1982) sowie eine signifikante 

Reduktion des Hirngewichts (O´Callaghan et Miller, 1989) beschrieben worden.  
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Im menschlichen Organismus wirkt TMT, wie durch zahlreiche Fälle von oraler oder 

inhalativer Aufnahme beschrieben, toxisch und führt zu Gedächtnisstörungen, Ataxie, 

Aggression sowie zu komplexen partiellen aber auch tonisch-klonischen Anfällen (Besser et 

al., 1987). 

In vitro führt TMT zu einer neuronalen Degeneration (Thompson et al., 1996; Gunasekar et 

al., 2001 b) und einer Aktivierung der Glia (Figiel et Fiedorowicz, 2002). 

 

Obwohl die Toxizität der verschiedenen Organozinnverbindungen in vivo inzwischen sehr gut 

untersucht ist und aus diesem Wissen auch Konsequenzen gezogen wurden, liegen die 

genauen Wirkmechanismen auf zellulärer Ebene noch vielfach im Dunkeln. Deshalb liegt es 

im Interesse wissenschaftlicher Arbeiten, die genauen Angriffspunkte der verschiedenen 

Verbindungen aufzudecken. 

 

Beide Verbindungen zeigen bereits in vivo klare Unterschiede in der Wirkung, für die es 

bislang keine Erklärung gibt. Um den Wirkungsmechanismus der Organozinne zu verstehen, 

wurden in der Vergangenheit zahlreiche In-vitro-Versuche durchgeführt. Unter anderem 

wurde die Wirkung der Verbindungen an C6 Gliomazellen getestet (Seibert et al., 2004). Ein 

Vergleich von TBT und TMT zeigte interessante Unterschiede in der 

Konzentrationsabhängigkeit und auch der Zeitabhängigkeit der Toxizität. 

Diese Arbeit schließt an diese Versuche an und möchte die Unterschiede der Zytotoxizität 

der Verbindungen TBT und TMT genauer charakterisieren und Ursachen für diese finden. 

 

 

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, welche Unterschiede in der Toxizität zwischen 

TBT und TMT bestehen und welche Mechanismen für diese Unterschiede verantwortlich 

gemacht werden können. Nachdem Seibert et al. (2004) gezeigt hatten, dass eine TBT 

Exposition in C6 Gliomazellen eine konzentrationsabhängige Toxizität bewirkte, die sich von 

TMT deutlich unterschied, war es zunächst nötig, diese Unterschiede klarer zu klassifizieren. 

Zu Beginn der Versuche sollte die Frage geklärt werden: 

 
1) Welche Unterschiede in der Konzentrationsabhängigkeit der zytotoxischen Aktivität 
lassen sich zwischen TBT und TMT finden? 
 
Ebenfalls in früheren Versuchen aufgefallen waren Unterschiede in der Zeitabhängikeit der 

Wirkung (Seibert et al., 2004; Karpiak et Eyer, 1999). So ist bekannt, dass TMT eine 
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verzögerte Toxizität erzeugt. Auch dieser Unterschied zu TBT sollte deshalb charakterisiert 

werden und damit in einem weiteren Schritt geklärt werden: 

 

2) Welche Unterschiede zwischen den Verbindungen stellen sich bei Betrachtung der 
Zeitabhängigkeit der Wirkung heraus? 
 
Nach genauerer Darstellung der Unterschiede zwischen beiden Verbindungen sollte in 

einem weiteren Schritt nach den Ursachen dieser Unterschiede gesucht werden. Die 

Wirkmechanismen von TBT und TMT sind noch immer unklar. In ihnen sind die Ursachen für 

die Unterschiede in der Toxizität beider Verbindungen zu suchen. 

Als zwei sich grundsätzlich unterscheidende Formen eines Zelltods gelten Apoptose und 

Nekrose. Die Apoptose stellt den so genannten programmierten Zelltod dar. Diese auch 

physiologisch vorkommende Verlaufsform unterscheidet sich durch einen geregelten und  

die umgebenden Zellen schonenden Ablauf von der Nekrose, die akzidentiell auftritt und das 

Gewebe schädigt. Auch durch die Exposition mit toxischen Verbindungen kann in Zellen ein 

apoptotischer Zelltod erzeugt werden. Zahlreiche Studien beschäftigen sich mit der Induktion 

von Apoptose durch Organozinnverbindungen. 

Nach Charakterisierung der Unterschiede in der Toxizität von TBT und TMT sollte deshalb in 

einem weiteren Schritt geklärt werden, ob in C6 Gliomazellen die Induktion der beiden 

Verlaufsformen eines Zelltods, Apoptose und Nekrose, für die Unterschiede verantwortlich 

gemacht werden können. Eine weitere Frage warf sich auf: 

 

3) Welche Mechanismen auf zellulärer Ebene bilden die Ursache für die Unterschiede 
in der Toxizität von TBT und TMT, insbesondere im Hinblick auf die verschiedenen 
Möglichkeiten des Zelltods: Nekrose und Apoptose? Und genauer: 
 
a) Erzeugt TBT eventuell eher einen nekrotischen als einen apototischen Zelltod? 
                
b) Erzeugt TMT eventuell eher einen apototischen als einen nekrotischen Zelltod? 
 
Ein Zelltod, sei es apoptotischer oder nekrotischer, kann unterschiedlich ausgelöst werden. 

Besonders die Induktion von Apoptose wurde in der Vergangenheit oft mit der 

vorausgehenden Bildung von oxidativem Stress in exponierten Zellen in Zusammenhang 

gebracht (Wang et al., 2009; Payne et al., 1995). 
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Nach Zuordnung der verschiedenen Verlaufsformen des Zelltods zu beiden Verbindungen 

bestand deshalb in einem weiteren Schritt das Bedürfnis, zu klären, welche Mechanismen 

dem Zelltod vorangehen und ob eine Beteiligung von oxidativem Stress in der Induktion des 

Zelltods vorliegt: 

 
4) Welche biochemischen Mechanismen führen zu diesem Zelltod, insbesondere: 
Führen Organozinnverbindungen zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies? 
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2   Material und Methoden 

(

2.1   Zellkultur 

(

2.1.1   C6 Zellen 

(

/&$( 0&%1)*2( +$%( 3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*( 7)%+$( "*( 89( :'&-;"4$''$*( )*#$%<)=,#>( /&$(
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2.1.2   Materialien 
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J9D0$''D!&1%-#&#$%?'"##$*B(<=,7"%4(;&#(1'"%$;(G-+$*( H8-%*&*2L(

IOO(;;(g)'#)%<=,"'$*( ( ( ( ( HX"%<#$+#L(

P\(;;(g)'#)%<=,"'$*(( ( ( ( ( HX"%<#$+#L(
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2.1.3   Kulturmedien 

 

(

Medien für die Erhaltungskulturen (Erhaltungsmedium): 

/"<(/!]!(G"<&<;$+&);(H;&#(R,$*-'%-#L(7)%+$(&*()'#%"(?)%$(bN3("*2$<$#4#()*+(;&#(C"b83P(

HPBQ(2_'L(<-7&$(b$?$<(H[BQ99(2_'L(5$%<$,$*>((

M)<";;$*<$#4)*2(+$<(]%,"'#)*2<;$+&);<U(((((((((((((((/!]!((((((((((((((((((JPB\h((H5_5L(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((Y8X((((((((((((((((((((((((\(((h((H5_5L(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((:$*#";E=&*((((((((((((I(((h((H5_5L(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((Y)*2&4-*$(((((((((((((((OB\h((H5_5L(

(

Medien für die Versuche: 

(

WachstumsmedienU( M)%( g)'#&5&$%)*2( +$%( M$''$*( )*#$%( Z$%<)=,<6$+&*2)*2$*( 7)%+$(

$6$*F"''<( +"<( /!]!( !$+&);( ;&#( R,$*-'%-#B( -,*$( RE%)5"#( )*+( ;&#( Y8X( 5$%7$*+$#(

HM)<";;$*<$#4)*2(<>->L>(

V$+&2'&=,( FW%(+&$(Z$%<)=,$(4)%( F')-%&;$#%&<=,$*(!$<<)*2( %$"1#&5$%(X")$%<#-FF<?$4&$<(7)%+$(

+&$(?,$*-'%-#F%$&$(Z"%&"*#$(+&$<$<(!$+&);<(5$%7$*+$#>(G$&(+$%(b$%<#$'')*2(+&$<$<(!$+&);<(

7)%+$*( *$6$*( C"b83P( HPBQ( 2_'L( )*+( b$?$<( H[BQ99( 2_'L( +$;( /!]!( G"<&<;$+&);( *-=,(

:')#";&*( HNO( ;'_'L( <-7&$( :')1-<$( H[B\( 2_'L( ,&*4)2$FW2#>( /&$( 7$&#$%$( M)<";;$*<$#4)*2(

$*#<?%&=,#(+$%(-6$*($%7@,*#$*>((

(

VersuchsmedienU(YW%(+&$(]e?-<&#&-*(+$%(M$''$*(;&#(+$*(4)()*#$%<)=,$*+$*(g-*4$*#%"#&-*$*(

+$%(3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*(7)%+$*($6$*F"''<(+&$<$(6$&+$*(!$+&$*(5$%7$*+$#>(/"( i$+-=,(

$&*(7$&#$%$<(0"=,<#);(+$%(M$''$*(7@,%$*+(+$<(Z$%<)=,<( 5$%,&*+$%#(7$%+$*( <-''#$B(7)%+$(

")F(+&$(M)2"6$(5-*(X$%);(5$%4&=,#$#>(

(

(

(

M)<";;$*<$#4)*2(+$%(Z$%<)=,<;$+&$*U( /!]!(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((JKB\h((H5_5L(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((( a) mit Phenolrot 

                                                                                  b) ohne Phenolrot ((((((((((((((((((

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((( :$*#";E=&*(((((((((((((((((((((((((((((((((((I(((h((H5_5L(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((( Y)*2&4-*$((((((((((((((((((((((((((((((((((((((OB\h((H5_5L(

(
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Medium a) 7)%+$( 5$%7$*+$#( 4)%( j*#$%<)=,)*2( +$%( 1-*4$*#%"#&-*<D( )*+( 4$&#"6,@*2&2$*(

ME#-#-e&4&#@#(;&##$'< Bestimmung der Proteinmengen bzw. des MTT-Assays. 

(

Medium b)( 7)%+$( 5$%7$*+$#( 4)%( j*#$%<)=,)*2( +$%( 1-*4$*#%"#&-*<D( )*+( 4$&#"6,@*2&2$*(

ME#-#-e&4&#@#(;&##$'<(modifiziertem MTT-AssayB(4)%(fluorimetrischen Messung(+$%(G&'+)*2(

%$"1#&5$%(X")$%<#-FF<?$4&$<B(4)%(!$<<)*2(5-*(Lipidperoxidation(<-7&$(&*(IOO(;;(X=,"'$*(

;&#(*"=,F-'2$*+$%(S)F6$%$&#)*2(4)%(G$)%#$&')*2(+$%(Kernmorphologie/ Durchführung des 

Caspase-Assays/ Durchführung einer Proteinbestimmung. 

(

 

2.1.4   Lösungen 

 

RGX(R)FF$%(HR,-<?,"#$(6)FF$%$+(<"'&*$(*"=,(/)'6$==-LU(

C"8'((((((((((((((((((((((KOOO(;2_'(

g8V(((((((((((((((((((((((((NOO(;2_'(

C"NbR3[(((((((((((((((II\O(;2_'(

gbNR3[(((((((((((((((((((NOO(;2_'(

(

/$%( ?bD0$%#( "''$%( !$+&$*( )*+( V`<)*2$*( 6$#%)2( QB[>( Z-%( :$6%")=,( 7)%+$*( <&$( &;(

0"<<$%6"+(")F(PQk8(5-%2$7@%;#>(

(

(

 2.1.5   Kultivierung 

 

/&$( ]%,"'#)*2<1)'#)%$*( 7)%+$*( &*( N\( =;f( Y'"<=,$*( 6$&( PQk8( &;( G$2"<)*2<<=,%"*1( HIOh(

83NL( 1)'#&5&$%#( )*+( $&*;"'( 7`=,$*#'&=,( ?"<<"2&$%#>( M);( R"<<"2&$%$*( 7)%+$*( +&$( M$''$*(

4)*@=,<#( ;&#( \(;'( RGX( 2$<?W'#>( /"**( 7)%+$( FW%( =">( P\( X$1)*+$*( T%E?<&*( ]/TS( V`<)*2(

HIUIO( ;&#( RGX( 5$%+W**#L( ,&*4)2$FW2#>( a;( Z$%'")F( +$%( V"6-%"%6$&#$*( 7)%+$( +&$<$( V`<)*2(

+)%=,($&*$(<=,-*$*+$%$B(%$1-;6&*"*#(,$%2$<#$''#$(V`<)*2($%<$#4#(HT%E?V]T!]e?%$<<L>(/&$<$(

7)%+$( )*5$%+W**#( FW%( =">( I( !&*)#$( ,&*4)2$FW2#( H$6$*F"''<( \( ;'L>( C"=,( S6<")2$*( +$<(

T%E?<&*<( 7)%+$*( +&$( g)'#)%F'"<=,$*( &*( +$*( G%)#<=,%"*1( 2$<#$''#( )*+( $&*( S6'`<$*( +$<(

M$''%"<$*<(5-;(G-+$*(H=">(IO(;&*L("62$7"%#$#>(l$+$(g)'#)%F'"<=,$($%,&$'#("*<=,'&$m$*+(\(;'(

<$%);,"'#&2$<(Z$%<)=,<;$+&);()*+(+)%=,(7&$+$%,-'#$<(S)FD()*+(S6?&?$##&$%$*(7)%+$($&*$(
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,-;-2$*$( ( M$''<)<?$*<&-*( $%4$)2#>( ( /&$<$( 7)%+$( &*( $&*( ")F( ]&<( '&$2$*+$<( A`,%=,$*(

W6$%FW,%#>(

Z-%(S)<<""#((&*(+&$(g)'#)%F'"<=,$*(FW%(*$)$(]%,"'#)*2<1)'#)%$*(<-7&$(&*(+&$(J9D0$''DR'"##$*_(

IOO( ;;( _P\( ;;( X=,"'$*( FW%( +&$( Z$%<)=,<1)'#)%$*( 7)%+$*( +&$( &*( <$%);,"'#&2$;(

Z$%<)=,<;$+&);( <)<?$*+&$%#$*( M$''$*( )*#$%( +$;( !&1%-<1-?( ;&#( b&'F$( $&*$%( T,-;"(

M@,'1";;$%( ")<2$4@,'#>( /&$( +)%=,( T%E?"*6'")F@%6)*2( 1$**#'&=,( 2$;"=,#$*( #-#$*( M$''$*((

2&*2$*( *&=,#( ;&#( &*( +&$( M@,')*2( $&*>( /)%=,( Z$%+W**$*( +$%( M$''<)<?$*<&-*( ;&#( +$%(

$*#<?%$=,$*+$*( !$*2$( "*( <$%);,"'#&2$;( 0"=,<#);<;$+&);( 7)%+$( +&$( 2$7W*<=,#$(

M$''1-*4$*#%"#&-*(FW%(]%,"'#)*2<1)'#)%(647>(Z$%<)=,<1)'#)%$*(,$%2$<#$''#>(

l$+$(*$)$(]%,"'#)*2<1)'#)%($%,&$'#($&*$("*(+&$(+&FF$%&$%$*+$*(0"=,<#);<2$<=,7&*+&21$&#$*(

+$%( $&*4$'*$*( R"<<"2$*( "*2$?"<<#$( !$*2$( "*( M$''$*( H\O>OOO( 6&<( \OO>OOOL( &*( Q( ;'(

]%,"'#)*2<;$+&);>(S;(N>()*+([>(g)'#)%#"2(7)%+$(+"<(!$+&);(+)%=,(Q(;'(F%&<=,$<(!$+&);(

$%<$#4#>(

(

 

2.2   Testsubstanzen 

 

/&$(0&%1)*2(F-'2$*+$%(X)6<#"*4$*(7)%+$()*#$%<)=,#U(

(

Tributylzinnchlorid (TBT)                            (Merck) 

Trimethylzinnchlorid (TMT)                         (Merck) 

 

G$&+$( X)6<#"*4$*( 7)%+$*( '&=,#2$<=,W#4#( 6$&( M&;;$%#$;?$%"#)%( 2$'"2$%#>( Z-%(

Z$%<)=,<6$2&**( 7)%+$*( +&$( 3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*( &*( /&;$#,E'<)'F-e&+( H/!X3B( !$%=1L(

2$'`<#>( ]<(7)%+$*(X#";;'`<)*2$*( 5-*( PO(;!( HTGTL( 647>( IO>OOO(;!( HT!TL( ,$%2$<#$''#>((

Z-*(+&$<$*(")<2$,$*+(7)%+$*(+)%=,(Z$%+W**)*2(2$%&*2$%$(g-*4$*#%"#&-*$*($%4$)2#>(/&$<$(

7)%+$*(<-(2$7@,'#B(+"<<($&*$(7$&#$%$(V`<)*2(&;(5$%7$*+$#$*(Z$%<)=,<;$+&);(+&$('$#4#'&=,(

2$7W*<=,#$*(4)()*#$%<)=,$*+$*(X)6<#"*41-*4$*#%"#&-*$*($%2"6>(

/&$( Z$%<)=,<;$+&$*( ;&#( +$*( $*#<?%$=,$*+$*( X)6<#"*4$*( 7)%+$*( ";( Z$%<)=,<#"2( F%&<=,(

"*2$<$#4#>(

TGT(7)%+$(&*(g-*4$*#%"#&-*$*(5-*(OBOI(n(IO(c!B(T!T(&*(g-*4$*#%"#&-*$*(5-*(OBI(n(IO>OOO(

c!()*#$%<)=,#>(
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2.3   Versuchsaufbau 

 

/&$( Z$%<)=,$( 7)%+$*( ;&#( g)'#)%$*( 7"=,<#);<2$,$;;#$%( 89( M$''$*( &*( J9D0$''D(

!&1%-#&#$%?'"##$*(647>(&*(IOO(;;()*+(P\(;;(g)'#)%<=,"'$*(+)%=,2$FW,%#>(M)%(b$;;)*2(+$<(

0"=,<#);<(7@,%$*+(+$%(]e?-<&#&-*(;&#(+$*(3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*(7)%+$*(+&$(M$''$*( &*(

<$%);F%$&$;(Z$%<)=,<;$+&);(1)'#&5&$%#>(

(

2.3.1   96-Well-Mikrotiterplattenkulturen 

 

S;( I>( T"2( 7)%+$*( +&$( M$''$*( &*( J9D0$''D!&1%-#&#$%?'"##$*1)'#)%$*( ")<2$<@#>( /&$( &**$%$*(

0$''<(H<>(S66>(N>IL($%,&$'#$*([O(OOO(M$''$*(&*(NOO(c'(<$%);,"'#&2$;(Z$%<)=,<;$+&);>(

/&$(@)m$%$*(0$''<(7)%+$*(F%$&2$'"<<$*o(47$&(A"*+%$&,$*($&*$%(i$+$*(R'"##$*<$&#$(7"%$*(FW%(

+&$(<?@#$%(6$&(+$%(R%-#$&*;$*2$*6$<#&;;)*2(*-#7$*+&2$*(X#"*+"%+<(5-%2$<$,$*>((

S)=,(FW%(+&$(R'"##$*B(+$%$*(M$''$*(<?@#$%(;&#(+$;(!TTDT$<#(")F(Z&#"'&#@#()*#$%<)=,#(7$%+$*(

<-''#$*B(7)%+$(+&$<$(G$'$2)*2(+$%(R'"##$(2$7@,'#>(

S;(N>(T"2($%F-'2#$(+&$(]e?-<&#&-*>(Z-%(+$%(G$,"*+')*2(7)%+$*(+&$(M$''$*("''$%(R'"##$*(+)%=,(

+"<(!&1%-<1-?(6$#%"=,#$#B();(<&=,$%(4)(2$,$*B(+"<<(<&$(2'$&=,;@m&2(2$7"=,<$*()*+(*&=,#(

1-*#";&*&$%#( 7"%$*>( /"<( <$%);,"'#&2$( !$+&);( 7)%+$( "62$<")2#( )*+( +&$( 2$<";#$(

!&1%-#&#$%?'"##$(47$&;"'(;&#(<$%);F%$&$;(Z$%<)=,<;$+&);(2$<?W'#B();(+"<(Y8X(%$<#'-<(4)(

$*#F$%*$*>( l$+$<( 0$''( $%,&$'#( "*<=,'&$m$*+( NOO( c'( <$%);F%$&$<( Z$%<)=,<;$+&);( ;&#( +$%(

$*#<?%$=,$*+$*( g-*4$*#%"#&-*( +$%( 3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*>( YW%( +$*( ;-+&F&4&$%#$*( !TTD

S<<"E( 7)%+$( <-7-,'( <$%);D( "'<( ")=,( ?,$*-'%-#F%$&$<( Z$%<)=,<;$+&);( 5$%7$*+$#>( /&$(

V`<)*2$*(+$%(T$<#<)6<#"*4$*(7)%+$*("*(i$+$;(Z$%<)=,<#"2(F%&<=,("*2$<$#4#>(

S;( P>( T"2B( 647>( FW%( $&*$( j*#$%<)=,)*2( +$%( 4$&#"6,@*2&2$*( 0&%1)*2( +$%( 5$%<=,&$+$*$*(

3%2"*-4&**1-*4$*#%"#&-*$*( *"=,( S6'")F( $&*$%( F$<#2$<$#4#$*( X#)*+$*4",'( 7)%+$*( +&$(

!&1%-#&#$%?'"##$*(*"=,(]*+$(+$%(]e?-<&#&-*(")<(+$;(G%)#<=,%"*1(2$,-'#()*+(+&$(M$''$*()*#$%(

+$;( !&1%-<1-?( 6$)%#$&'#>( S*<=,'&$m$*+( 7)%+$( +$%( M$''?%-#$&*2$,"'#( +$%( 0$''<( 647>( +&$(

Z&#"'&#@#(+$%(M$''$*(;&##$'<(!TTDS<<"E(6$<#&;;#>(

(

2.3.1.1   Konzentrationsabhängigkeit der Zytotoxizität 

 

X-7-,'( FW%( T%&6)#E'4&**=,'-%&+( "'<( ")=,( FW%( T%&;$#,E'4&**=,'-%&+( 7)%+$( +&$((

g-*4$*#%"#&-*<"6,@*2&21$&#( +$%( 4E#-#-e&<=,$*( 0&%1)*2( 2$;$<<$*>( R%-( !&1%-#&#$%?'"##$(

7)%+$*( <$=,<( 5$%<=,&$+$*$( g-*4$*#%"#&-*$*( +$%( 3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*( )*#$%<)=,#( H<>(
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S66>( N>IL>( /&$( M$''$*( +$%( g-*#%-''2%)??$( $%,&$'#$*( <$%);F%$&$<( Z$%<)=,<;$+&);( -,*$((

3%2"*-4&**5$%6&*+)*2B( i$+-=,(;&#( $&*$%( &;( Z-');$*( +$%( 3%2"*-4&**'`<)*2( H&*( /!X3L( &*(

+$*(5$%2&F#$#$*(0$''<(($*#<?%$=,$*+$*(!$*2$(+$<(V`<)*2<;&##$'<(/!X3(HOBNhL>(

/&$(g)'#)%$*(7)%+$*( FW%(N[(X#)*+$*( &;(G$2"<)*2<6%)#<=,%"*1( HIOh(83NB(PQk8L( &*1)6&$%#>(

S*<=,'&$m$*+( 7)%+$*( +&$( M$''?%-#$&*;$*2$*( ?%-( 7$''( 6$<#&;;#( 647>( +$%( !TTDS<<"E(

+)%=,2$FW,%#>(

 

2.3.1.2   Zeitabhängigkeit der Zytotoxizität 

 

a*( +$*( Z$%<)=,$*( 4)%( 4E#-#-e&<=,$*( 0&%1)*2( +$%( 3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*( W6$%( +&$( M$&#(

7)%+$*( +&$( !&1%-#&#$%?'"##$*( &*( 2'$&=,$%( 0$&<$( 7&$( -6$*( 6$<=,%&$6$*( ;&#( +$*( i$7$&'&2$*(

g-*4$*#%"#&-*$*( +$%( T$<#<)6<#"*4$*( 5$%<$,$*>( ]*#<?%$=,$*+( +$%( 5$%<=,&$+$*$*(

]&*7&%1)*2<4$&#$*B( +&$( ( )*#$%<)=,#( 7$%+$*( <-''#$*B( 7)%+$*( ;$,%$%$( !&1%-#&#$%?'"##$*(

2'$&=,4$&#&2(6$,"*+$'#>((

(

/&$((G$$*+&2)*2(+$%(]e?-<&#&-*($%F-'2#$(*"=,(1, 2, 4, 24, 48 und 72 Stunden>(

(

/&$(M$&#"6,@*2&21$&#(+$%(4E#-#-e&<=,$*(0&%1)*2(7)%+$(;&#(+$;(!TTDS<<"E()*#$%<)=,#>(

(

(

(

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

Abb. 2.1: Belegung der 96-Well-Mikrotiterplatte, wie sie für die Untersuchung der 
Konzentrationsabhängigkeit sowie der Zeitabhängigkeit der Zytotoxizität der 
Organozinnverbindungen mit Hilfe der Proteinmengenbestimmung bzw. des MTT-Tests 
eingesetzt wurde 
G'1(HG'"*1LU(OB\(C(C"3bo(XOI(n(XO9U(R%-#$&*<#"*+"%+<(

 

 



!"#$%&"'(()*+(!$#,-+$*(
...................................................................((

13

2.3.1.3   Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies durch fluorimetrische Messung                

mit 2´,7´-Dichlorofluoreszein-Diacetat 

 

Materialien und Lösungen: 

(

J9D0$''D!&1%-#&#$%?'"##$*B(<=,7"%4(;&#(#%"*<?"%$*#$;(G-+$*(H8-%*&*2L(

b"*1<DR)FF$%U(((((((((((((((((((((((((((IK\(;2_'((((((((((((((8"8'N(e(N(bN3(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((([OO(;2_'((((((((((((((g8V(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((9O(;2_'((((((((((((((gbNR3[(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((IOO(;2_'((((((((((((((!28'N((e(9(bN3(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((IOO(;2_'((((((((((((((!2X3[(e(Q(bN3(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((KOOO(;2_'((((((((((((((C"8'(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((P\O(;2_'((((((((((((((C"b83P(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((([K(;2_'((((((((((((((C"NbR3[(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((IOOO(;2_'((((((((((((((:')1-<$(

(

N^Q^D/&=,'-%-F')-%$<=$&*D/&"=$#"#((HX&2;"L(

8);-',E+%-?$%-e&+((HKKhB(X&2;"L(

V`<)*2<;&##$'U(/!X3(H!$%=1L(

(

YW%( +&$( !$<<)*2( 5-*( -e&+"#&5$;( X#%$<<( ;&#( b&'F$( +$<( Y')-%&;$#$%<( pT$="*( :]Ca3X( ?%-q(

HY&%;"( T$="*L( )*+( +$;( Y')-%$<4$*4F"%6<#-FF( ( N^BQ^D/&=,'-%-F')-%$<=$&*D/&"=$#"#( 7)%+$*(

<#$%&'$B( <=,7"%4$( J9D0$''D!&1%-#&#$%?'"##$*( ;&#( F'"=,$;( +)%=,<&=,#&2$;( G-+$*( ")<2$7@,'#(

H;&#(4$''6&*+$*+$%(36$%F'@=,$L>(X=,7"%4$(!&1%-#&#$%?'"##$*(7)%+$*(5$%7$*+$#B();(X#`%)*2$*(

+)%=,(+&$(6$*"=,6"%#$*(0$''<(7@,%$*+(+$%(!$<<)*2(4)(5$%;$&+$*>(

S;(I>(T"2(7)%+$*([O>OOO(M$''$*_0$''( &*(?,$*-'%-#F%$&$;(0"=,<#);<;$+&);(H<$%);,"'#&2L(

")<2$<@#>(/&$(@)m$%$*(0$''<(7)%+$*(F%$&(2$'"<<$*(H<>(S66>(N>NL(

S;( 47$&#$*( T"2( 7)%+$( +&$( J9D0$''D!&1%-#&#$%?'"##$( 4)*@=,<#( 47$&;"'( ;&#( I\O( c'( b"*1<D

R)FF$%( 2$<?W'#>( ]&*$( IO( c!( /8YD/SDV`<)*2( &*( b"*1<DR)FF$%( 7)%+$( ,$%2$<#$''#B( &*+$;(

4)*@=,<#( +"<( ?)'5$%F`%;&2$( )*+( '&=,#$;?F&*+'&=,$( /8YD/S( )*#$%( '&=,#2$<=,W#4#$*(

G$+&*2)*2$*(&*(/!X3(4)($&*$%(\(;!(V`<)*2(")F2$'`<#()*+("*<=,'&$m$*+(+&$<$(V`<)*2(&*(

b"*1<DR)FF$%( 2$6%"=,#( 7)%+$B( <-+"<<( +&$( 2$7W*<=,#$( g-*4$*#%"#&-*( 5-*( IO( c!( $%%$&=,#(

7)%+$>( /&$<$( V`<)*2( 7)%+$( ")F( PQk8( ")F2$7@%;#>( C"=,( S6<")2$*( +$<( b"*1<DR)FF$%<(

1-**#$*("*<=,'&$m$*+(I\O(c'( +$%(/8YD/SDV`<)*2(")F(+&$(M$''$*(2$2$6$*(7$%+$*>(/"(+&$(

X)6<#"*4('&=,#$;?F&*+'&=,(&<#B(;)<<#$(,&$%FW%()*+(&;(7$&#$%$*(Z$%'")F(+$<(Z$%<)=,<(")F($&*$(
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7$&#2$,$*+$( S6+)*1$')*2( +$<( A");$<( 2$"=,#$#( 7$%+$*>( /&$( R'"##$( 7)%+$*( +"**( FW%( PO(

!&*)#$*(6$&(PQk8(&*1)6&$%#>(0@,%$*+(+$<<$*(1-**#$*(+&$(M$''$*(+"<(/8YD/S(")F*$,;$*>(

/"*"=,(7)%+$*(+&$(0$''<(i$7$&'<(47$&;"'(;&#(I\O(c'(b"*1<DR)FF$%(2$<?W'#()*+(+&$(M$''$*(;&#(

i$(I\O(c'_0$''(;&#(+$*(4)()*#$%<)=,$*+$*(g-*4$*#%"#&-*$*(+$%(3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*( &*(

b"*1<DR)FF$%(5$%<$,$*>(

]<( 7)%+$*( i$( Q( 5$%<=,&$+$*$( g-*4$*#%"#&-*$*( )*#$%<)=,#B( 7-6$&( $&*$( A$&,$( $&*$(

g-*4$*#%"#&-*( $*#,&$'#>( ]&*$( 7$&#$%$( A$&,$( HA$&,$( IOL( 7)%+$( ;&#( I\O( c'( $&*$%( \OO( c!(

8);-',E+%-?$%-e&+$(H8bRLDV`<)*2(5$%<$,$*>(8bR(+&$*#$(,&$%6$&("'<(R-<&#&51-*#%-''$B(+"($<(

&*( ;$,%$%$*( Z-%5$%<)=,$*( 4)%( G&'+)*2( %$"1#&5$%( X")$%<#-FF<?$4&$<( )*+( <-;&#( 4)( $&*$;(

F')-%&;$#%&<=,$;(X&2*"'(&*(+$%(!$<<)*2(2$FW,%#(,"##$>(/&$(A$&,$*(N()*+(II($%,&$'#$*('$+&2'&=,(

b"*1<(R)FF$%(;&#(+$;(V`<)*2<;&##$'(/!X3()*+(+&$*#$*(+";&#("'<(g-*#%-''2%)??$*>(

(

(

Abb. 2.2: Belegung der 96-Well-Mikrotiterplatte, wie sie für den Nachweis reaktiver 
Sauerstoffspezies durch fluorimetrische Messung mit 2´,7´-Dichlorofluoreszein-Diacetat 
eingesetzt wurde 
G'1(HG'"*1LU(b"*1<DR)FF$%(
(
(
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2.3.2   100 mm Kulturschalen 

 

S;(I>(T"2(7)%+$*(+&$(M$''$*( &*(IOO(;;(g)'#)%<=,"'$*(")<2$<@#>(X&$($%,&$'#$*(?%-(X=,"'$(

i$7$&'<(I(e(IO9(M$''$*(&*(IO(;'(<$%);,"'#&2$;(Z$%<)=,<;$+&);>(

S;(N>()*+([>(g)'#)%#"2(7)%+$(+"<(!$+&);(+)%=,(IO(;'(F%&<=,$<(!$+&);($%<$#4#>(

S;( 9>( T"2( $%F-'2#$( +&$( ]e?-<&#&-*>( Z-%( +$%( G$,"*+')*2( 7)%+$*( +&$( M$''$*( +)%=,( +"<(

!&1%-<1-?( 6$#%"=,#$#B( );( <&=,$%( 4)( 2$,$*B( +"<<( <&$( 2'$&=,;@m&2( 2$7"=,<$*( )*+( *&=,#(

1-*#";&*&$%#( 7"%$*>( /"<( <$%);,"'#&2$( !$+&);( 7)%+$( "62$<")2#( )*+( "''$( g)'#)%<=,"'$*(

47$&;"'(;&#(<$%);D((<-7&$(?,$*-'%-#F%$&$;(Z$%<)=,<;$+&);(2$<?W'#B();(+"<(Y8X(2%W*+'&=,(

4)($*#F$%*$*>(

l$+$(X=,"'$($%,&$'#("*<=,'&$m$*+(K(;'(<$%);D()*+(?,$*-'%-#F%$&$<(Z$%<)=,<;$+&);(;&#(+$%((

$*#<?%$=,$*+$*(g-*4$*#%"#&-*("*(TGT(647>(T!T>(/&$(V`<)*2$*(+$%(Z$%6&*+)*2$*(7)%+$*(

"*(i$+$;(Z$%<)=,<#"2(F%&<=,("*2$<$#4#>(

S;( Q>( T"2B( 647>( 4)%( j*#$%<)=,)*2( +$%( 4$&#"6,@*2&2$*( 0&%1)*2( +$%( 5$%<=,&$+$*$*(

3%2"*-4&**1-*4$*#%"#&-*$*( *"=,( S6'")F( $&*$%( F$<#2$<$#4#$*( X#)*+$*4",'( 7)%+$*( +&$(

g)'#)%<=,"'$*(*"=,(]*+$(+$%(]e?-<&#&-*(")<(+$;(G%)#<=,%"*1(2$,-'#( )*+(+&$(M$''$*()*#$%(

+$;( !&1%-<1-?( 6$)%#$&'#>( S*<=,'&$m$*+( 7)%+$*( <&$( <-( ")F6$%$&#$#B( +"<<( +&$(

F'-)%$<4$*4;&1%-<1-?&<=,$(G$)%#$&')*2(+$%(g$%*;-%?,-'-2&$B(+&$(!$<<)*2(+$%(8"<?"<$(PD

S1#&5&#@#()*+(+&$(G$<#&;;)*2(+$<(M$''?%-#$&*2$,"'#<(&*(+$*(X=,"'$*(F-'2$*(1-**#$*>(

(

2.3.2.1   Konzentrationsabhängigkeit der Zytotoxizität 

(

]<(7)%+$*(&;;$%([(X=,"'$*(2'$&=,4$&#&2(6$,"*+$'#B(7-6$&(i$7$&'<(I(X=,"'$("'<(g-*#%-''<=,"'$(

+&$*#$( )*+( +&$( W6%&2$*( P( ;&#( +$*( 4)( )*#$%<)=,$*+$*( 3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*( 5$%<$,$*(

7)%+$*>( /&$( g-*#%-''<=,"'$( $*#,&$'#( '$+&2'&=,( <$%);D_?,$*-'%-#F%$&$<( Z$%<)=,<;$+&);( ;&#(

+$;( "'<( V`<)*2<;&##$'( &;( Z$%<)=,( 5$%7$*+$#$*( /!X3>( M)%( j*#$%<)=,)*2( +$%(

1-*4$*#%"#&-*<"6,@*2&2$*( ME#-#-e&4&#@#( 7)%+$( +&$( ]e?-<&#&-*( *"=,( N[,( a*1)6"#&-*<4$&#(

6$$*+$#>(]<(F-'2#$(+&$(S)F6$%$&#)*2(+$%($&*4$'*$*(X=,"'$*>(

(

2.3.2.2   Zeitabhängigkeit der Zytotoxizität 

 

j;($&*$*(]&*+%)=1(5-*(+$;(4$&#'&=,$*(Z$%'")F(+$%(0&%1)*2$*(+$%(3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*((

4)( $%'"*2$*B( 7)%+$*B( 7&$( ")=,( 6$&( +$*( Z$%<)=,$*( &*( +$*( J9D0$''D!&1%-#&#$%?'"##$*B(

!$<<)*2$*(*"=,()*#$%<=,&$+'&=,$*(M$&#$*(+)%=,2$FW,%#>(b&$%4)(7)%+$( i$7$&'<(I(X=,"'$("'<(

g-*#%-''<=,"'$(6$,"*+$'#()*+(+&%$1#(*"=,(G$,"*+')*2("''$%(X=,"'$*(4)%(X#)*+$(O(")F6$%$&#$#B(
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);($&*$*(G$4)2<7$%#( FW%(+&$( F-'2$*+$*B(4)(5$%<=,&$+$*$*(M$&#$*(")F6$%$&#$#$*(X=,"'$*(4)(

$%,"'#$*>((

]<(7)%+$*(FW%(i$+$*()*#$%<)=,#$*(M$&#"6<=,*&##(N(X=,"'$*(6$,"*+$'#B(7-6$&($&*$(X=,"'$(+&$(

M$''$*( $*#,&$'#B( +&$( ;&#( +$%( 4)( )*#$%<)=,$*+$*( g-*4$*#%"#&-*( +$%( 3%2"*-4&**5$%6&*+)*2(

6$,"*+$'#( 7)%+$*B( 7@,%$*+( +&$( "*+$%$( X=,"'$( "'<( +"4)2$,`%&2$( g-*#%-''$( )*6$,"*+$'#$(

M$''$*($*#,&$'#>(

X-( 7)%+$( FW%( i$+$( 3%2"*-4&**5$%6&*+)*2( +&$( 0&%1)*2( $&*$%( g-*4$*#%"#&-*( W6$%( +&$( M$&#(

i$7$&'<(2$?""%#(;&#($&*$%(g-*#%-''<=,"'$()*#$%<)=,#>(

(

YW%(TGT($%F-'2#$($&*$(G$$*+&2)*2(+$%(]e?-<&#&-*(*"=,U((1, 2, 4, 6 und 24 Stunden 

YW%(T!T($%F-'2#$($&*$(G$$*+&2)*2(+$%(]e?-<&#&-*(*"=,U( 6, 24 und 48 Stunden 

 

 

 

 

2.3.2.3   Aufbereitung der Zellen  zur fluoreszenzmikroskopischen Beurteilung 

der Kernmorphologie, Messung der Caspase 3-Aktivität und der Bestimmung 

des Zellproteingehalts 

             

Materialien und Lösungen:((\O(;'(A`,%=,$*(HX"%<#$+#L(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((T%E?<&*(HI(r(N(<&$,$(N>I>NL(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((/!]!B(<$%);F%$&B(-,*$(R,$*-'%-#(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((/!]!B(<$%);,"'#&2B(-,*$(R,$*-'%-#(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((b"*1<DR)FF$%(HM)<";;$*<$#4)*2(<>(N>P>I>PL(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((RGXDR)FF$%(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((VE<&<?)FF$%(H<>(N>[>[B(IU\(5$%+W**#(;&#()'#%"(?)%$(bN3L(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((C"3b(HOB\(CL(

(

/&$(!"#$%&"'&$*( )*+( V`<)*2$*B( +&$( 4)%( Z-%6$%$&#)*2( +$%( R%-6$*( FW%( +$*( <?@#$%( F-'2$*+$*(

8"<?"<$(PDS<<"E(+&$*#$*B(+>,>(RGXD()*+(VE<&<?)FF$%B(7)%+$*(<#$#<(")F(]&<(2$'"2$%#>(!$+&$*(

)*+( b"*1<?)FF$%( 7)%+$*( 5-%( +$%( S)F6$%$&#)*2( ")<( +$;( [k8( #$;?$%&$%#$*( gW,'<=,%"*1(

2$*-;;$*( )*+( 7@,%$*+( +$<( Z$%F",%$*<( 6$&( M&;;$%#$;?$%"#)%( ")F6$7",%#>( /"<(

5$%7$*+$#$(T%E?<&*(7)%+$(5-%(G$*)#4)*2(&;(0"<<$%6"+(")F(PQk8(2$6%"=,#>(

(
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C"=,( S6'")F( +$%( F$<#2$<$#4#$*( ]e?-<&#&-*<4$&#( 7)%+$*( +&$( X=,"'$*( +$;( g)'#)%<=,%"*1(

$*#*-;;$*>( b"*+$'#$( $<( <&=,( );( $&*$*( Z$%<)=,<")F6")B( 6$&( +$;( +&$( 4$&#"6,@*2&2$(

0&%1)*2( +$%( 3%2"*-4&**5$%6&*+)*2( )*#$%<)=,#( 7)%+$( )*+( i$7$&'<( 4)( $&*$%( X=,"'$(

6$,"*+$'#$%(M$''$*($&*$(g-*#%-''<=,"'$(4)()*#$%<)=,$*(7"%B(<-(7)%+$*(+&$<$(6$&+$*(X=,"'$*(

2'$&=,4$&#&2( ")F6$%$&#$#>( G$&( ;$,%( "'<( 47$&( X=,"'$*( 4)( $&*$%( M$&#B( 7&$( <&$( 6$&( +$%(

j*#$%<)=,)*2( +$%( 1-*4$*#%"#&-*<"6,@*2&2$*( 0&%1)*2( 5-%'"2$*B( ;)<<#$*( +&$( X=,"'$*(

,&*#$%$&*"*+$%(")F6$%$&#$#(7$%+$*>(

M)*@=,<#(;)<<#$*(+&$(M$''$*(")<(+$*(X=,"'$*("62$'`<#(7$%+$*>((M&$'(,&$%6$&(7"%B("''$(M$''$*B(

+>,>( <-7-,'( +&$( "*2$,$F#$#$*( "'<( ")=,( +&$( 6$%$&#<( "62$'`<#$*( M$''$*( ")<( +$%( X=,"'$( 4)(

$*#F$%*$*()*+(&*($&*(\O(;'(A`,%=,$*(4)(W6$%FW,%$*>(

/"4)(7)%+$(+$%(&*(+$*(X=,"'$*(6$F&*+'&=,$(s6$%<#"*+(5-*(K(;'(<$%);D()*+(?,$*-'%-#F%$&$;(

Z$%<)=,<;$+&);B( +$%( *$6$*( +$*( 5$%7$*+$#$*( Z$%<)=,<<)6<#"*4$*( ")=,( $#7"&2$( 5-;(

X=,"'$*6-+$*("62$'`<#$(M$''$*($*#,&$'#B(&*($&*(\O(;'(R'"<#&1%`,%=,$*(?&?$##&$%#>(

/"**(7)%+$*( ")F( +$*( 5$%6'$&6$*+$*( M$''%"<$*( 9(;'( T%E?<&*'`<)*2( ?&?$##&$%#>( HS*"'-2( 4);(

]&*<"#4(+$<(T%E?<&*<(6$&;(R"<<"2&$%$*(+$%(M$''$*(FW%(+&$(]%,"'#)*2<1)'#)%$*(7)%+$(")=,(&*(

+&$<$*(Z$%<)=,$*($&*(4)*@=,<#(5$%7$*+$#$<(T%E?<&*(&;(Z$%'")F(+$%(V"6-%"%6$&#$*(+)%=,($&*(

<=,-*$*+$%$<B( %$1-;6&*"*#(,$%2$<#$''#$<B($%<$#4#>(]<(4$&2#$*(<&=,( &*(R%-6$5$%<)=,$*(*"=,(

+&$<$%( Z$%@*+$%)*2( 1$&*$( j*#$%<=,&$+$( &*( +$*( Z$%<)=,<$%2$6*&<<$*>L( j*#$%( '$&=,#(

1%$&<$*+$*(G$7$2)*2$*(7)%+$(\(!&*)#$*( '"*2(+&$(;"1%-<1-?&<=,(;$&<#(+$)#'&=,(<&=,#6"%$(

S6'`<)*2( +$<( M$''%"<$*<( ( 5-;( X=,"'$*)*#$%2%)*+( "62$7"%#$#>( S*<=,'&$m$*+( 7)%+$( +&$(

0&%1)*2( +$<( T%E?<&*<( +)%=,( M)2"6$( 5-*( 9( ;'( <$%);,"'#&2$;( ?,$*-'%-#F%$&$;(

Z$%<)=,<;$+&);(2$<#-??#>(

a;( S*<=,')<<( +"%"*( 7)%+$*( +&$( *)*;$,%( &;( s6$%<#"*+( 6$F&*+'&=,$*( M$''$*( &*( +"<( \O( ;'(

A`,%=,$*( W6$%FW,%#>( /&$( X=,"'$( 7)%+$( ;$,%F"=,( ;&#( <$%);D( )*+( ?,$*-'%-#F%$&$;(

Z$%<)=,<;$+&);(6$FW''#B(7$'=,$<(+&$('$#4#$*(5$%6'$&6$*+$*(M$''$*(5-;(X=,"'$*6-+$*('`<#$(

)*+(+"**(&*(+&$(M$''<)<?$*<&-*(W6$%FW,%#$>(/$%(Z-%2"*2(7)%+$(<-(-F#(7&$+$%,-'#B(6&<(+"<(\O(

;'(A`,%=,$*(;&#($6$*(+&$<$%(!$*2$(Y'W<<&21$&#(2$FW''#(7"%>(

S*<=,'&$m$*+(7)%+$*(+&$(A`,%=,$*(6$&([POO(e(2(FW%(IO(!&*)#$*(&*(+$%(")F(\k8(5-%2$1W,'#$*(

M$*#%&F)2$(4$*#%&F)2&$%#>(

C"=,(+$;(b$%")<*$,;$*(+$%(A`,%=,$*(")<(+$%(M$*#%&F)2$(7"%($&*(M$''?$''$#($%1$**6"%B(+"<((

*"=,((S62&$m$*(+$<(s6$%<#"*+$<(&;(A`,%=,$*(5$%6'&$6>(

/)%=,( +&$( M)2"6$( 5-*( QOO( c'( b"*1<DR)FF$%( )*+( "*<=,'&$m$*+$<( 5-%<&=,#&2$<( S)FD( )*+(

S6?&?$##&$%$*(7)%+$*(+&$(M$''$*(&*(V`<)*2(2$6%"=,#>(
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]<($%F-'2#$(+&$(Z$%#$&')*2(+$%(,-;-2$*$*(M$''<)<?$*<&-*( &*(+&$( FW%(+&$( &;(7$&#$%$*(Z$%'")F(

F-'2$*+$*(!$<<;$#,-+$*(5-%6$%$&#$#$*(]??$*+-%F,W#=,$*()*+(47"%(")<(+$%(M$''<)<?$*<&-*(

$&*$%(X=,"'$(i$U(

((((((((((((((((((((((((((Ne((((N\(c'(FW%(+&$(R%-#$&*;$*2$*6$<#&;;)*2(

((((((((((((((((((((((((((((((((\OO(c'(4)%(G$<#&;;)*2(+$%(8"<?"<$(PDS1#&5&#@#(

((((((((((((((((((((((((((((((((IOO(c'(4)%(S*F@%6)*2()*+("*<=,'&$m$*+$*(;-%?,-'-2&<=,$*(G$#%"=,#)*2(

(

/&$(R%-6$*(FW%(+&$(R%-#$&*;$*2$*6$<#&;;)*2(7)%+$*(*"=,(M)2"6$(5-*(IIQ\(c'(C"3b(FW%(

$&*$(<?@#$%$(G$<#&;;)*2(6$&(n(IKk8($&*2$F%-%$*>(

/&$( \OO( c'( M$''<)<?$*<&-*( FW%( +&$( 8"<?"<$( PDS1#&5&#@#<6$<#&;;)*2( 7)%+$( 6$&( [k8( FW%( \(

!&*)#$*( )*+( NOOO( e( 2( 4$*#%&F)2&$%#( Hb$%"$)<( F%$<=-( NIL>( /"*"=,( 7)%+$( +$%( s6$%<#"*+(

$*#F$%*#()*+(+"<(R$''$#(;&#(\OO(c'($&<1"'#$;(RGX(R)FF$%(2$7"<=,$*()*+($%*$)#(\(!&*)#$*(

4$*#%&F)2&$%#>( C"=,( %$<#'-<$%( ]*#F$%*)*2( +$<( R)FF$%<( 7)%+$*( *)*( N\O( c'( VE<&<?)FF$%( 4);(

R$''$#( 2$2$6$*()*+("''$(M$''$*(+)%=,( 1%@F#&2$<(S)FD( )*+(S6?&?$##&$%$*( &*( V`<)*2(2$6%"=,#>(

/"<(bW#=,$*(7)%+$(+"*"=,( FW%(PO(!&*)#$*(")F(]&<(2$'$2#()*+(*"=,(S6'")F(+&$<$%(M$&#(6$&(

I9>OOO(e(2()*+([k8(FW%(I\(!&*)#$*(4$*#%&F)2&$%#>(b&$%+)%=,(7)%+$*(+&$(M$''6%)=,<#W=1$(")<(

+$;(VE<"#($*#F$%*#B(7$'=,$<(+"%")F("'<(1'"%$%(s6$%<#"*+($%<=,&$*>(Z-*(+&$<$;(7)%+$*(NNO(

c'( $*#*-;;$*( )*+( &*( $&*( 8%E-%`,%=,$*( W6$%FW,%#>( /&$<$<( 7)%+$( ;&#( b&'F$( 5-*( F'W<<&2$;(

X#&=1<#-FF($&*2$F%-%$*()*+(6$&(n(QOk8(")F6$7",%#>(M)($&*$;(<?@#$%$*(M$&#?)*1#(1-**#$(<-(+&$(

!$<<)*2(+$%(8"<?"<$(PDS1#&5&#@#($%F-'2$*>(

(

 

 

2.3.3   35 mm Kulturschalen 

 

YW%( +&$( Z$%<)=,$B( +&$( +"4)( +&$*#$*( F$<#4)<#$''$*B( -6( 3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*(

V&?&+?$%-e&+"#&-*(6$7&%1$*B(7)%+$*(+&$(M$''$*(&*(P\(;;(X=,"'$*(1)'#&5&$%#>(/"4)(7)%+$*(";(

$%<#$*( T"2( &*( I[( X=,"'$*( i$( I( e( IO9( M$''$*( &*( N( ;'( <$%);,"'#&2$;( /!]!( ;&#( R,$*-'%-#(

")<2$<@#>((

S;(47$&#$*(T"2($%F-'2#$(+&$(]e?-<&#&-*(+$%(M$''$*>(M)*@=,<#(7)%+$*(+&$(X=,"'$*(2%W*+'&=,(

;&#( N( ;'( <$%);F%$&$;( /!]!( -,*$( R,$*-'%-#( 2$<?W'#B( +"**( 7)%+$( I( ;'( +&$<$<(

Z$%<)=,<;$+&);<(;&#(+$%(4)()*#$%<)=,$*+$*(T$<#<)6<#"*4(,&*4)2$2$6$*>(/"6$&(7)%+$*(i$(

47$&( X=,"'$*( ;&#( $&*$%( g-*4$*#%"#&-*( 6$,"*+$'#>( M7$&( 7$&#$%$( X=,"'$*( +&$*#$*( "'<(

g-*#%-''<=,"'$*( )*+( $%,&$'#$*( *)%( +"<( <$%);F%$&$( Z$%<)=,<;$+&);(;&#( +$;( V`<)*2<;&##$'(
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/!X3>( 0&$( &*( +$*( Z$%<)=,$*( 4);( F')-%&;$#%&<=,$*( C"=,7$&<( F%$&2$<$#4#$%( %$"1#&5$%(

X")$%<#-FF<?$4&$<(7)%+$(")=,(,&$%("'<(R-<&#&51-*#%-''$(8);-',E+%-?$%-e&+(H8bRL(5$%7$*+$#B(

7$'=,$<(FW%(<$&*$('&?&+?$%-e&+&$%$*+$(0&%1)*2(6$1"**#(&<#>((

(

l$(47$&(X=,"'$*(7)%+$*(+$;*"=,(6$,"*+$'#(;&#U((

(

g-*#%-''$(H;&#(/!X3L((

IOO(c!(T!T(

IOOO(c!(T!T(

I(c!(TGT(

P(c!(TGT(

IOO(c!(8bR(

(

/&$(5$%6'$&6$*+$*(47$&(X=,"'$*(7)%+$*(FW%($&*$(G$<#&;;)*2(+$%(R%-#$&*;$*2$*(5$%7$*+$#>(

b&$%FW%( 7)%+$*( <&$( P( e( ;&#( I( ;'( RGXDR)FF$%( H;&#( !"2*$<&);_8"'=&);B( M)<";;$*<$#4)*2(

<&$,$(N>[>I(R%-#$&*6$<#&;;)*2L(2$<?W'#B(;&#(I(;'(OB\(C(C"3b(5$%<$,$*()*+(FW%([\(!&*)#$*(

6$&( PQk8( ")F( +$;( X,"1$%Da*1)6"#-%( 2$<=,W##$'#>( /"<( $*#<#"*+$*$( VE<"#( 7)%+$( &*(

]??$*+-%F,W#=,$*(W6$%FW,%#()*+(6$&( DIKk8($&*2$F%-%$*>(X-(1-**#$($&*$(R%-#$&*6$<#&;;)*2(

4)($&*$;(<?@#$%$*(M$&#?)*1#($%F-'2$*>(

S;(+%&##$*(T"2B(*"=,(N[,(]e?-<&#&-*B(1-**#$(+"<(S)<;"m(+$%(V&?&+?$%-e&+"#&-*(;&#(b&'F$(+$%(

TGSAXD!$<<)*2(6$<#&;;#(7$%+$*>(

  

 

2.4   Messmethoden 

 

2.4.1   Proteinbestimmung 

 

M)%(R%-#$&*6$<#&;;)*2(7)%+$(+&$( FW%(!&1%-#&#$%?'"##$*(;-+&F&4&$%#$(!$#,-+$(*"=,(V-7%E($#(

"'>(HIJ\IL("*2$7$*+$#B(+&$(")F(47$&(A$"1#&-*$*(6$%),#>(S;&*-<@)%$*B(+>,>( &;(7$<$*#'&=,$*(

TE%-<&*()*+(T%E?#-?,"*()*+(&*(2$%&*2$%$;(S)<;"m(8E<#&*B(8E<#$&*()*+(b&<#&+&*B(%$+)4&$%$*(

C"#%&);7-'F%";"#( )*+( D;-'E6+"#B( +&$( 6$&( +&$<$%( !$#,-+$( &*( Y-%;( 5-*( Y-'&*D8&-="'#$)<(

R,$*-'%$"2$*4( 5-%'&$2$*B( 4)( 5$%<=,&$+$*$*( Y-%;$*( ;&%( =,"%"1#$%&<#&<=,$%( 6'")$%( Y"%6$>(

/&$<$( A$+)1#&-*( 7&%+( +)%=,( $&*$( 47$&#$( A$"1#&-*( $%'$&=,#$%#U( a*( +$%( G&)%$#DA$"1#&-*(
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$*#<#$,$*( &*( S*7$<$*,$&#( 5-*( g)?F$%<)'F"#( )*+( R$?#&+$*( -+$%( R%-#$&*$*( &;( "'1"'&<=,$*(

!&'&$)( g-;?'$e$( 47&<=,$*( 8)Nd( )*+( R$?#&+6&*+)*2$*( HG&)%$#Dg-;?'$eLB( +&$( $6$*F"''<(

%$+)4&$%$*+(")F(C"#%&);7-'F%";"#()*+(D;-'E6+"#(7&%1$*>((

/&$(]e#&*1#&-*(+$%(6'")$*(Y"%6$(7)%+$(6$&(9PO(*;(&;(!&1%-#&#$%?'"##$*?,-#-;$#$%(2$;$<<$*>(

S'<(R%-#$&*<#"*+"%+(7)%+$(A&*+$%<$%);"'6);&*(HGXSL(5$%7$*+$#>(

(

 

Materialien und Lösungen: 

(

RGX(R)FF$%(;&#(8"'=&);B(!"2*$<&);U((((((C"8'((((((((((((((((((((((KOOO(;2_'(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((g8'(((((((((((((((((((((((((((NOO(;2_'(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((C"NbR3[((((((((((((((((II\O(;2_'(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((gbNR3[((((((((((((((((((((NOO(;2_'(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((!28'N(e(9(bN3((((((((((IOO(;2_'(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((8"8'N(e(N(bN3((((((((((IPN(;2_'(

(

G&)%$#'`<)*2U([K(T$&'$([h(C"N83PB(I(T$&'( Nh(gDC"DT"%#%"#()*+(I(T$&'(Ih(8)X3N(e(\(bN3(

H!$%=1L(F%&<=,("*2$<$#4#(";(!$<<#"2(

(

Y-'&*'`<)*2U(I(T$&'(Y-'&*DA$"2$*4(H!$%=1L()*+(N(T$&'$()'#%"(?)%$(bN3(

(

R%-#$&*<#"*+"%+<U( ]<( 7)%+$*( <$=,<( 5$%<=,&$+$*$( X#"*+"%+<( 5$%7$*+$#B( +&$( ")<(

A&*+$%<$%);DS'6);&*( HGXSB(X&2;"LB( 2$'`<#( &*( OB\(C(C"3bB( 6$<#"*+$*>(/&$(g-*4$*#%"#&-*(

+$<( ,`=,<#$*( X#"*+"%+<( HXIL( 7"%( ( OB[( ;2( GXS_;'B( +&$( +$<( *&$+%&2<#$*( HX9L( ( O>ON\( ;2(

GXS_;'>( C"=,( +$;( S*<$#4$*( 7)%+$*( +&$( X#"*+"%+<( ?-%#&-*<7$&<$( &*( ]??$*+-%F,W#=,$*(

?&?$##&$%#()*+(#&$F2$F%-%$*(2$'"2$%#>(S;(Z$%<)=,<#"2(7)%+$(+&$(6$*`#&2#$(!$*2$(")F2$#")#>(

(

/&$(R%-#$&*6$<#&;;)*2(7)%+$( <#$#<( &*( J9D0$''D!&1%-#&#$%?'"##$*(+)%=,2$FW,%#>( l$(*"=,+$;B(

-6( +$%( R%-#$&*2$,"'#( +&%$1#( &*( J9D0$''D!&1%-#&#$%?'"##$*1)'#)%$*( -+$%( ")<( IOO( ;;_P\( ;;((

g)'#)%<=,"'$*(6$<#&;;#(7$%+$*(<-''#$B(7)%+$*(+&$(0$''<()*#$%<=,&$+'&=,(5-%6$,"*+$'#>(

(

2.4.1.1   96-Well-Mikrotiterplattenkulturen  

 

S''$( 0$''<( 7)%+$*( 4)( G$2&**( 47$&;"'( ;&#( NOO( c'_0$''( RGX( R)FF$%( ;&#( 8"'=&);( )*+(

!"2*$<&);(2$<?W'#>(/&$(0$''<( +$%(A$&,$*(PDIO( H<>(S66>( N>IL( $%,&$'#$*( i$7$&'<( 9O(c'( OB\(C(
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C"3b( )*+( 7)%+$*( "*<=,'&$m$*+( 4)%( M$''<-')6&'&<&$%)*2( [\( !&*)#$*( ")F( +$;( X,"1$%D

a*1)6"#-%(2$<=,W##$'#>(C)*(7)%+$*(&*(+&$(6$&+$*(@)m$%$*B(4$''F%$&$*(A$&,$*(i$(9O(c'_0$''(OB\(

C( C"3b( HG'&*+7$%#$B( <>( S66>( N>IL( )*+( R%-#$&*<#"*+"%+<( ?&?$##&$%#>( a;( S*<=,')<<( +"%"*(

7)%+$*(I\O(c'(G&)%$#'`<)*2(&*(i$+$<(0$''(2$2$6$*()*+(+&$(R'"##$($%*$)#(FW%(IO(!&*)#$*(")F(

+$;( X,"1$%Da*1)6"#-%( 2$<=,W##$'#>( M)'$#4#( 7)%+$*( 9O( c'( Y-'&*'`<)*2_0$''( ,&*4)2$FW2#B( 2)#(

+)%=,;&<=,#()*+(+&$(R'"##$(FW%(NO(!&*)#$*(")F(+$;(X,"1$%Da*1)6"#-%(2$<=,W##$'#>(/"%")F,&*(

7)%+$( &;(!&1%-#&#$%?'"##$*?,-#-;$#$%( HGa3DT]g(]'eKOO)5L( +&$(]e#&*1#&-*(+$%( $*#<#"*+$*$*(

6'")$*( Y"%6$( 6$&( 9PO( *;( 2$;$<<$*>( S)<( +$*( 6'&*+7$%#6$%$&*&2#$*( ]e#&*1#&-*$*( +$%(

R%-#$&*<#"*+"%+<( 7)%+$( $&*$( ]&=,2$%"+$( $%<#$''#B( +&$( $<( $%;`2'&=,#$B( +$%( 2$;$<<$*$*(

]e#&*1#&-*($&*$<(0$''<(+&$($*#<?%$=,$*+$(R%-#$&*;$*2$(&*(c2_0$''(4)4)-%+*$*>(

(

2.4.1.2   100 mm Kulturschalen 

 

/&$( 6$&( DIKk8( $&*2$F%-%$*$*( ]??$*+-%F,W#=,$*B( &*( +$*$*( N\( c'( M$''<)<?$*<&-*( ")<( +$*((((

IOO(;;(X=,"'$*( &*(C"3b(2$'`<#(5-%'"2B(7)%+$*()*#$%(X=,W##$'*(=">([\(!&*)#$*(")F2$#")#>(

R%-(6$,"*+$'#$%(X=,"'$(7"%$*(47$&(bW#=,$*(5-%6$%$&#$#>((

]&*$(!&1%-#&#$%?'"##$(7)%+$(5-%6$%$&#$#B( &*+$;(+&$(@)m$%$*(6$&+$*(A$&,$*(;&#(( i$(9O(c'_0$''(

OB\(C(C"3b(HG'&*+7$%#$L()*+(R%-#$&*<#"*+"%+<(7&$(-6$*(6$<=,%&$6$*(6$FW''#(7)%+$*>(

S*<=,'&$m$*+(7)%+$*(+&$(R%-#$&*?%-6$*( &*(+&$( F%$&( 5$%FW26"%$*(W6%&2$*(0$''<(?&?$##&$%#>(]<(

$%F-'2#$( $&*$( /-??$'6$<#&;;)*2B( <-+"<<( '$#4#'&=,( 5&$%( 0$''<( +$*( a*,"'#( $&*$%( 6$,"*+$'#$*(

IOO(;;(X=,"'$(%$?%@<$*#&$%#$*>(

/&$(!$<<)*2($%F-'2#$(7&$(4)5-%(6$<=,%&$6$*B(+"<(!$<<?%-#-1-''(7)%+$(+$%"%#(2$<#"'#$#B(+"<<(

")<( +$%( 2$;$<<$*$*( ]e#&*1#&-*( ")F( +$*( R%-#$&*2$,"'#( &*( c2_IOO(;;( X=,"'$( 2$<=,'-<<$*(

7)%+$>(

(

2.4.1.3   35 mm Kulturschalen 

 

/&$(G$<#&;;)*2(+$%(R%-#$&*;$*2$*(")<(+$*(Z$%<)=,$*(4)%(!$<<)*2(+$%(V&?&+?$%-e&+"#&-*B(

+&$( <?@#$%( "'<( G$4)2<7$%#( FW%( +"<( TGSAXDX&2*"'( +&$*#$*B( $%F-'2#$( ")<( +$*( 6$&( nIKk8(

$&*2$F%-%$*$*( ]??$*+-%F,W#=,$*( )*+( 7)%+$( "*"'-2( 4)( +$%( ")<( +$*( IOO( ;;( X=,"'$*(

+)%=,2$FW,%#>((

(

 

 



!"#$%&"'(()*+(!$#,-+$*(
...................................................................((

22

2.4.2   MTT-Messung 

 

G$&;( !TTDT$<#( H!-<;"**B( IJKPL( ,"*+$'#( $<( <&=,( );( $&*$( Z&#"'F@%6)*2( ;&#( +$;(

T$#%"4-'&);<"'4( !TTB( +"<( 5-*( /$,E+%-2$*"<$*( &*( "1#&5$*( !&#-=,-*+%&$*( +$%( M$''$*( 4);(

5&-'$##$*(Y-%;"4"*(%$+)4&$%#()*+(<-;&#(*)%( &*( '$6$*+$*(M$''$*();2$<$#4#(7&%+>(/";&#(<#$''#(

+&$(Y"%6$*#7&=1')*2($&*$*(?,-#-;$#%&<=,(%$'"#&5($&*F"=,(4)(6$<#&;;$*+$*(R"%";$#$%(FW%(+$*(

S*#$&'("*('$6$*+$*(M$''$*($&*$%(g)'#)%(+"%>(/&$(&*(+&$<$%(S%6$&#(+)%=,2$FW,%#$(!$#,-+$(&<#("*(

+&$(5-*(b"*<$*($#("'>(HIJKJL($*#7&=1$'#$(!$#,-+$("*2$'$,*#>(

(

Materialien und Lösungen: 

(

/!]!(-,*$(RE%)5"#B(-,*$(R,$*-'%-#(H<>(N>I>PL(( (

!TT(HPDH[B\D/&;$#,E'#,&"4-'DNDE'LDNB\D+&?,$*E'#$#%"4-'&);6%-;&+L((HX&2;"L(

/!Y(H/&;$#,E'F-%;";&+L(H!$%=1L(

]<<&2<@)%$(

IC(b8'(

X/X(H/-+$=E'<)'F"#(C"#%&);<"'4L(H!$%=1L(

(

(

MTT-Lösung: 

]<(7)%+$*(\(;2(!TTDR)'5$%(?%-(I(;'(RGX(R)FF$%(2$'`<#()*+(<#$%&'(F&'#%&$%#>(/&$(V`<)*2(7)%+$(

'&=,#2$<=,W#4#(&;(gW,'<=,%"*1(")F6$7",%#>(

Solubilisierungslösung: 

M)*@=,<#(7)%+$*(\O(h(/!Y()*+(KO(h(]<<&2<@)%$'`<)*2(&*()'#%"(?)%$(bN3(,$%2$<#$''#>(

YW%(IOO(;'(X-')6&'&<&$%)*2<'`<)*2(7)%+$*(NO(2(X/X(&*($#7"(QO(;'(\O(h(/!Y(2$'`<#B(+"**(

NB\(;'((KO(h(]<<&2<@)%$'`<)*2()*+(NB\(;'(IC(b8'(,&*4)2$FW2#()*+(4)'$#4#(;&#(\O(h(/!Y(")F(

IOO(;'(")F2$FW''#>(

(

G$&+$(V`<)*2$*(<-7&$(+"<(Z$%<)=,<;$+&);(7)%+$*(5-%(:$6%")=,(&;(0"<<$%6"+(")F(PQk8(

5-%2$7@%;#>(

(

/&$(J9D0$''D!&1%-#&#$%?'"##$(7)%+$(4)$%<#((47$&;"'(;&#(IOO(c'_0$''(Z$%<)=,<;$+&);(2$<?W'#>(

/"**( $%,&$'#( i$+$<(0$''( IOO( c'(!$+&);()*+( N\( c'(!TTDV`<)*2>(S*<=,'&$m$*+(7)%+$*( +&$(

M$''$*(FW%($&*$(X#)*+$(&;(G%)#<=,%"*1(6$&(PQk8()*+(IO(h(83N(&*1)6&$%#>(C"=,(S6'")F(+&$<$%(

M$&#(7)%+$(+&$(R'"##$(,$%")<2$*-;;$*()*+(+&$(Y"%6$*#7&=1')*2(+)%=,(M)2"6$(5-*(IOO(c'(
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X-')6&'&<&$%)*2<'`<)*2_0$''( 2$<#-??#>( /&$( R'"##$( 7)%+$( FW%( \( !&*)#$*( ")F( +$*( X,"1$%D

a*1)6"#-%(2$<#$''#()*+("*<=,'&$m$*+($%*$)#(FW%(N(X#)*+$*(6$&(PQk8()*+(IO(h(83N(&*1)6&$%#>(

Z-%(+$%($*+2W'#&2$*(!$<<)*2( &;(!&1%-#&#$%?'"##$*?,-#-;$#$%(7)%+$(+&$(R'"##$(*-=,($&*;"'(

FW%( \( !&*)#$*( ")F( +$;( X,"1$%Da*1)6"#-%( 2$<=,W##$'#( )*+( +&$( V`<)*2$*( &*( +$*( $&*4$'*$*(

0$''<(;&#(+$;(R'"<#&1<?"#$'();2$%W,%#>(/&$(]e#&*1#&-*(7)%+$(6$&(\QO(*;(2$;$<<$*>(

a;( Z$%'")F( +$%( Z$%<)=,$( 7)%+$( $&*$( ;-+&F&4&$%#$( !$#,-+$( "*2$7$*+$#>( b&$%4)( 7)%+$( 4)(

G$2&**(+$<(Z$%<)=,$<(")F($&*(X?W'$*(+$%(!&1%-#&#$%?'"##$*(5$%4&=,#$#>(/&$(&*(+&$<$;(Y"''(;&#(

I\O( c'( ?,$*-'%-#F%$&$;(/!]!Dg)'#)%;$+&);(2$FW''#$*(0$''<(7)%+$*( +&%$1#(;&#( N\( c'(!TTD

V`<)*2(5$%<$,$*>(S*<=,'&$m$*+(7)%+$*(<&$(7&$(-6$*(6$<=,%&$6$*(6$,"*+$'#B("''$%+&*2<(;&#(

Q\(c'(<#"##(IOO(c'(X-')6&'&<&$%)*2(5$%<$#4#>(

(

 

 

 

2.4.3   Kernmorphologische Beurteilung 

 

M)%( G$)%#$&')*2( +$%( g$%*;-%?,-'-2&$( 7)%+$*( +&$( 89( M$''$*( ;&#( 47$&( F')-%$<4&$%$*+$*(

g$%*F"%6<#-FF$*B(b-$=,<#(PPP[N()*+(R%-?&+&);&-+&+B("*2$F@%6#>(/"%")F,&*(7)%+$*(+&$(M$''$*(

)*#$%(+$;(Y')-%$<4$*4;&1%-<1-?(HM$&<<L(6$#%"=,#$#()*+(;&#(b&'F$($&*$%(/&2&#"'1";$%"(H8"*-*(

R-7$%<,-#L(F-#-2%"F&$%#>(

 

Materialien und Lösungen: 

(

b-$=,<#(PPP[N(HX&2;"L(

R%-?&+&);&-+&+(HX&2;"L(

(

)'#%"(?)%$(bN3(

b"*1<DR)FF$%((HM)<";;$*<$#4)*2(<>(N>P>I>PL(

(

G$&+$( Y')-%$<4$*4F"%6<#-FF$( 7)%+$*( "'<( R)'5$%( 6$4-2$*( )*+( &*( )'#%"( ?)%$( bN3( 4)( $&*$%(

X#";;'`<)*2(5-*(I(;2_;'(2$'`<#>(/&$<$(7)%+$(&*(IOO(c'(R-%#&-*$*("62$FW''#()*+(6$&(DIKk8(

2$'"2$%#>(j*;&##$'6"%(5-%(+$;(Z$%<)=,(7)%+$*(+&$(X#";;'`<)*2$*( &*(b"*1<DR)FF$%($%*$)#(

5$%+W**#>( /"6$&( 7)%+$( <-( 5$%F",%$*B( +"<<( &*( +$*( '$#4#'&=,( "*4)F@%6$*+$*( IOO( c'(

M$''<)<?$*<&-*(*"=,(M)2"6$(5-*(i$(IO(c'(Y"%6<#-FF'`<)*2($&*$(]*+1-*4$*#%"#&-*(5-*(\(c2_;'(
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b-$=,<#(PPP[N()*+(IO(c2_;'(R%-?&+&);&-+&+($%%$&=,#(7)%+$>(0@,%$*+("''$%(Z-%6$%$&#)*2<D(

)*+( Z$%+W**)*2<<=,%&##$( <-7&$( 6$&( +$%( "*<=,'&$m$*+$*( S*F@%6)*2B( 7)%+$*( +&$( V`<)*2$*(

5-%(V&=,#(2$<=,W#4#>(

(

Prinzip der Färbung: 

 

b-$=,<#( PPP[N( +)%=,+%&*2#( "'<( '&?-?,&'$%( Y"%6<#-FF( +&$( M$'';$;6%"*( &*#"1#$%( M$''$*( )*+(

6&*+$#( 5-%*$,;'&=,( "*( STD%$&=,$( /CSDA$2&-*$*( &;( g$%*>( b-$=,<#( ,"#( $&*(

S*%$2)*2<;"e&;);( 6$&( P\O( *;( )*+( $&*( ];&<<&-*<;"e&;);( 6$&( [9O( *;>( /$%( M$''1$%*(

&*#"1#$%(M$''$*($%<=,$&*#(+"+)%=,(&*($&*$;(,$''$*(G'")>(

R%-?&+&);&-+&+( +)%=,+%&*2#( "'<( &-*&<=,( ")F2$6")#$%( Y"%6<#-FF( *)%( +&$( M$'';$;6%"*( #-#$%(

M$''$*( )*+( 6&*+$#( ;&#( 2$%&*2$%( 6&<( 1$&*$%( X$t)$*4?%@F$%$*4( &*( $&*$;( <#`=,&-;$#%&<=,$*(

Z$%,@'#*&<(5-*($&*$;(Y"%6<#-FF;-'$1W'(4)([D\(G"<$*?""%$*("*(+&$(/CS>(S)m$%+$;(6&*+$#(

$<(<=,7"=,("*(ACS(&;(ME#-?'"<;">(T-#$(g$%*$($%<=,$&*$*(+",$%(&*($&*$;(,$''$*(A-#B(ACSD

%$&=,$(A$2&-*$*(&;(ME#-?'"<;"(<&*+(<=,7"=,(+)*1$'%-#(2$F@%6#>((

T-#$( )*+( '$6$*+$( *&=,#"?-?#-#&<=,$( M$''$*( 4$&=,*$*( <&=,( +)%=,( ;$&<#( '-=1$%( 5$%#$&'#(

$%<=,$&*$*+$( X#%)1#)%$*( &*( &,%$;( M$''1$%*( ")<B( 7$'=,$( $&*( S66&'+( +$%( Z$%#$&')*2( +$<(

8,%-;"#&*<( +"%<#$''$*B( +&$( <&=,( i$( *"=,( M$''#E?( )*+( M$''4E1')<?,"<$( )*#$%<=,$&+$*( 1"**>(

C$1%-#&<=,$(g$%*$(<&*+(-F#(&;(Z$%2'$&=,(4)(g$%*$*('$6$*+$%(M$''$*(5$%2%`m$%#>(

/&$(g$%*$("?-?#-#&<=,$%(M$''$*B(+&$($&*$(&*#"1#$(M$'';$;6%"*(6$<&#4$*()*+(<-;&#("'<(*-=,(

5&#"'( 2$'#$*( ;W<<$*B( 4$&2$*( $&*( ,-=,1-*+$*<&$%#$<( 8,%-;"#&*B( 7$'=,$<( 2'$&=,;@m&2( 6'")(

<#%",'#>( /"<(8,%-;"#&*( 1"**( +"6$&( ,"'6;-*+F`%;&2( +&=,#( ";( M$''1$%*%"*+( "*2$'"2$%#( <$&*(

-+$%("'<(:%)??$(1'$&*$%(,$''('$)=,#$*+$%(g)2$'*($%<=,$&*$*>(/&$(g$%*$("?-?#-#&<=,$%(M$''$*(

<&*+( -F#( 1'$&*$%( "'<( +&$( )*6$<=,@+&2#$%( 5&#"'$%( M$''$*>( X&$( 7$%+$*( &;( Y-'2$*+$*( "'<(

p"?-?#-#&<=,q(-+$%(pF%W,"?-?#-#&<=,q(6$4$&=,*$#(H52'>(/)1$B(NOO[L>(

/$;2$2$*W6$%( <#$,$*(+&$(g$%*$(+$%(M$''$*B( &*( +$*$*(+&$( "?-?#-#&<=,$*(Z-%2@*2$( <-7$&#(

"62$'")F$*( <&*+B( +"<<( &,%$( M$'';$;6%"*( 2$<=,@+&2#( )*+( +";&#( +)%=,'@<<&2( FW%(

R%-?&+&);&-+&+( 2$7-%+$*( &<#>( X&$( 2$'#$*( <-;&#( "'<( #-#( )*+( 1`**$*( "'<( p<?@#"?-?#-#&<=,q(

6$<=,%&$6$*( 7$%+$*>( /"<( 8,%-;"#&*( +&$<$%( M$''$*( '$)=,#$#( +)%=,( +"<( ]&*+%&*2$*( +$<(

Y"%6<#-FF$<(&*(+&$(M$''$(,$''%-#B( &<#($6$*F"''<(,-=,1-*+$*<&$%#()*+(-F#( &*(;$,%$%$(Y%"2;$*#$(

4$%F"''$*>(S66&'+)*2(N>P(4$&2#(+&$( #E?&<=,$*(Z$%#$&')*2<;)<#$%(+$<(8,%-;"#&*<( &;(M$''1$%*B(

7&$(<&$()*#$%(+$;(Y')-%$<4$*4;&1%-<1-?(4)(6$-6"=,#$*(<&*+>(

/"<(R%&*4&?(+$%(Y"%6<#-FF$(4)(:%)*+$( '$2$*+(1-**#$(<-;&#($&*$(]*#$&')*2(+$%(M$''$*(*"=,(

&,%$%(!-%?,-'-2&$($%F-'2$*>((

(
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/&$(]&*#$&')*2<1%&#$%&$*(7"%$*(F-'2'&=,U(

(

a<#(+$%(Y"%6<#-FF(R%-?&+&);&-+&+(&*<(M$''&**$%$($&*2$+%)*2$*u(H]&*#$&')*2U(#-#_5&#"'L(

M$&2$*(+&$(g$%*$($&*$("?-?#-<$#E?&<=,$(!-%?,-'-2&$u(H]&*#$&')*2U("?-?#-#&<=,_*&=,#("?-?#>L(

(

b&$%")<($%2"6$*(<&=,(5&$%(:%)??$*B(&*(+&$(<&=,(+&$(M$''$*($&*#$&'$*('&$m$*U(

(

IL(5&#"'$(M$''$*((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((

NL(*$1%-#&<=,$(M$''$*(

((((((PL("?-?#-#&<=,$(M$''$*(

[L(<?@#"?-?#-#&<=,$(M$''$*(

(

(

(

(

(

(

(

(

(

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((
Abb. 2.3: Typische Morphologie durch Hoechst und Propidiumiodid angefärbter Zellkerne 
IL( g$%*$( 5&#"'$%( M$''$*o( NL( g$%*$( *$1%-#&<=,$%( M$''$*o( PL( g$%*$( "?-?#-#&<=,$%( M$''$*o( [L( g$%*$( <-2$*"**#$%(
<?@#"?-?#-#&<=,$%(M$''$*o(

(

/&$( :%)??$( +$%( "?-?#-#&<=,$*( M$''$*( )*+( +&$( +$%( <?@#"?-?#-#&<=,$*( M$''$*( <#$''$*(

4)<";;$*( +$*( S*#$&'( +$%( :$<";#"?-?#-<$>( ]&*$( 7$&#$%$( :%)??$( 7&%+( +)%=,( +&$(

<-2$*"**#$*( p+$<&*#$2%&$%#$*q( M$''$*( 2$6&'+$#>( /&$<$( :%)??$( '@<<#( <&=,( *"=,( G$<#&;;)*2(

+$<( M$''?%-#$&*5$%')<#$<( 6$<#&;;$*( )*+( 6$<=,%$&6#( +$*( S*#$&'( +$%( R-?)'"#&-*$*B( +$%( <&=,(

5-;( X=,"'$*6-+$*( 2$'`<#( ,"#( )*+( <&=,( +";&#( +$%( F-#-2%"F&<=,$*( S)<7$%#)*2( $*#4&$,#( H<>(

N>\>N>IL>(

(
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Anfärben der Zellen und Beurteilung unter dem Mikroskop 

(

C"=,( S)F6$%$&#)*2( +$%( &*( +$*( IOO( ;;( X=,"'$*( 6$,"*+$'#$*( M$''$*( )*+( ]%<#$''$*( $&*$%(

M$''<)<?$*<&-*( &*( b"*1<DR)FF$%( 7)%+$*( IOO( c'( +$%( X)<?$*<&-*( FW%( +&$( S*F@%6)*2(

6$%$&#2$<#$''#>(

/&$<$(7)%+$*("*<=,'&$m$*+(;&#( i$7$&'<(IO(c'((R%-?&+&);&-+&+'`<)*2()*+(b-$=,<#'`<)*2(2)#(

2$;&<=,#( )*+( FW%( ;&*+$<#$*<( 4$,*( !&*)#$*( 6$&( A");#$;?$%"#)%( )*+( )*#$%( X=,)#4( 5-%(

V&=,#$&*<#%",')*2(&*1)6&$%#>(

C"=,(S6'")F(+&$<$%(M$&#(1-**#$(+&$(M$''<)<?$*<&-*(")F($&*$*(36i$1##%@2$%(")F2$#%"2$*()*+(

)*#$%( +$;( Y'-)%$<4$*4;&1%-<1-?( 6$#%"=,#$#( 7$%+$*>( ]<( 7)%+$( +&$( Y&'#$%$&*<#$'')*2( I(

HY&'#$%<$#U(:(P9\B(YT(PJ\o(VR([NOL()*+($&*$([O(F"=,$(Z$%2%`m$%)*2(2$7@,'#>(S'<(V&=,#t)$''$(

FW%( +&$( S*%$2)*2<7$''$*'@*2$*( +&$*#$( $&*$(v)$=1<&'6$%+";?F'";?$>( Y-#-2%"F&$%#( 7)%+$( &;(

SZD!-+)<(H"?$%#)%$(5"')$LB(7-6$&(+&$(g";$%"(+&$(G$'&=,#)*2<4$&#(")#-;"#&<=,(5-%2"6>(

]<( $%F-'2#$( FW%( i$+$(X=,"'$( )*+( <-;&#( FW%( i$+$(g-*4$*#%"#&-*( +&$(S)F*",;$( 5-*( IP(Y-#-<B(

+$%$*(G&'+")<<=,*&##$(4)F@''&2(2$7@,'#(7)%+$*>(

S*<=,'&$m$*+( 7)%+$*( +&$( ")F( +$*( Y-#-<( "*( b"*+( +$%( "*2$F@%6#$*( M$''1$%*$( $%1$**6"%$*(

M$''$*( ")<2$4@,'#( )*+( *"=,( G$)%#$&')*2( &,%$%( g$%*;-%?,-'-2&$( &*( -6$*( 6$<=,%&$6$*$(

:%)??$*($&*2$#$&'#>(

C"=,(]&*#$&')*2()*+(S)<4@,')*2(+$%(M$''$*(7)%+$*(+&$( ?%-4$*#)"'$*(S*#$&'$( +$%(:%)??$*(

6$4-2$*(")F(+&$(:$<";#4$''4",'($%%$=,*$#>((

(
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2.4.4   Caspase-Assay 

 

8"<?"<$*(H8E<#$&*$D%$t)&%&*2(S<?"%#"#$(?%-#$"<$<L(<&*+($&*$(Y";&'&$(5-*(R%-#$"<$*B(+&$(("*(

+$%( Z$%;&##')*2( 5-*( M$''#-+( 6$#$&'&2#( )*+( 6$+$)#<";( FW%( +$*( R%-4$<<( +$%( S?-?#-<$( <&*+>(

8"<?"<$(P( &<#($&*(2)#()*#$%<)=,#$<(!&#2'&$+(+&$<$%(Y";&'&$()*+($&*($*#<=,$&+$*+$<(]*4E;(

+$<("?-?#-#&<=,$*(M$''#-+<>(

/&$(S1#&5&$%)*2(5-*(8"<?"<$(P(&*(M$''$*(2&6#(b&*7$&<(")F($&*$*("?-?#-#&<=,$*(M$''#-+>(

(

YW%(+&$(G$<#&;;)*2(7)%+$(+$%(=-'-%&;$#%&<=,$(8"<?"<$(PDS<<"E(HX&2;"L(5$%7$*+$#>(

/$%( S<<"E( 6"<&$%#( ")F( +$%( bE+%-'E<$( +$<( X)6<#%"#$<( S=$#E'DS<?D:')DZ"'DS<?( ?DC&#%-"*&'&*(

HS=D/]Z/D?CSL(+)%=,(8"<?"<$(P()*+(+$%(F-'2$*+$*(Y%$&<$#4)*2(5-*(?DC&#%-"*&'&*(H?CSL>(RD

C&#%-"*&'&*( ,"#( $&*$( ,-,$( S6<-%?#&-*( 6$&( [O\( *;B( <-+"<<( +&$( Y%$&<$#4)*2( )*+( +";&#( +&$(

8"<?"<$(PDS1#&5&$%)*2B(<-7&$(+&$(S1#&5&$%)*2("*+$%$%(8"<?"<$*B(+&$($&*$(X)6<#%"#<?$4&F&#@#(

FW%(/]Z/(4$&2$*B(&*(M$''$*(2)#(?,-#-;$#%&<=,(*"=,4)7$&<$*(&<#>(

(((((((((

((((((((((((((((((((((((((((((

S=D/]Z/D?CS(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((S=D/]Z/(d(?CS(

8"<?"<$(P(

(

(

Materialien und Lösungen: 

(

IQ(!$2-,;(0"<<$%(

A&*+$%<$%);"'6);&*(HGXS(KONNL(

(

8"<?"<DP(S<<"E(g&#(HX&2;"LB(6$&*,"'#$#U(((

(

S<<"E?)FF$%(HNOO(;!(b$?$<(H?b(QB[LB(NO(;!(]/TSB(OBI(h(8,"?<B(\O(;!(/TTL(

X)6<#%"#(HS=D/]Z/D?CSL(

8"<?"<$(PDR-<&#&51-*#%-''$(

8"<?"<$(PDa*,&6&#-%(HS=D/]Z/D8b3L(

VE<&<?)FF$%(HN\O(;!(b$?$<(H?b(QB[LB(\O(;!(8,"?<B(\O(;!(/TTL(

?DC&#%-"*&'&*$(X#"*+"%+((

(
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/$%(S<<"E?)FF$%('&$2#(+"6$&(4$,*F"=,B(+$%(VE<&<?)FF$%(FW*FF"=,(1-*4$*#%&$%#(5-%>(G$&+$(R)FF$%(

7)%+$*(?-%#&-*&$%#()*+("*<=,'&$m$*+(;&#(X#&=1<#-FF(6$2"<#B(+"(+"<($*#,"'#$*+$(/&#,&-#,%$&#-'(

H/TTL("*(+$%(V)F#(%$'"#&5(&*<#"6&'(&<#>(/&$(S'&t)-#<(7)%+$*(6$&((DNOk8(2$'"2$%#>(

/$%(VE<&<?)FF$%(7)%+$(6$%$&#<(4)%(S)F6$%$&#)*2(+$%(R%-6$*(H<>(N>P>N>PLB(+$%(S<<"E?)FF$%(6$&(

+$%($&2$*#'&=,$*(8"<?"<$(PDG$<#&;;)*2(5$%7$*+$#>(

j*;&##$'6"%(5-%(+$%(Z$%7$*+)*2(7)%+$*(+&$(R)FF$%(;&#(A$&*<#7"<<$%(HIQ(!$2-,;L(5$%+W**#>(

(

X-7-,'(X)6<#%"#("'<(")=,( a*,&6&#-%(7)%+$*( &*(/!X3(2$'`<#()*+( &*(1'$&*$*(R-%#&-*$*(6$&( ( D

NOk8(2$'"2$%#>(Z-%(+$%(G$<#&;;)*2(7)%+$*(+&$(X#";;'`<)*2$*(;&#(S<<"E?)FF$%(5$%+W**#U(

+&$(X)6<#%"#DX#";;'`<)*2(5-*(NO(;!(")F(N(;!B(+&$( a*,&6&#-%DX#";;'`<)*2(5-*(N(;!(")F(

NOO(c!>(

/&$('E-?,&'&<&$%#$(8"<?"<$(PDR-<&#&51-*#%-''$(7)%+$(&*()'#%"(?)%$(bN3(2$'`<#()*+(&*(R-%#&-*$*(

4)( i$( IB\( c'( 6$&( DQOk8( 2$'"2$%#>( j*;&##$'6"%( 5-%( +$%( G$<#&;;)*2( 7)%+$( +&$( 8"<?"<$( PD

R-<&#&51-*#%-''$(HIOO(c2_;'L(;&#(S<<"E?)FF$%B(+$%(4)<@#4'&=,(I(;2_;'(GXS($*#,&$'#B(")F(\(c2_;'(

5$%+W**#>(

(

/&$(!$<<)*2(+$%(8"<?"<$(PDS1#&5&#@#($%F-'2#$( &*(J9D0$''D!&1%-#&#$%?'"##$*>(/"<(]*+5-');$*(

i$+$<(0$''<(6$#%)2(IOO(c'>(j;(4)(W6$%?%WF$*B(-6( F%$&2$<$#4#$<()*+(+";&#(;$<<6"%$<(?DCS(

#"#<@=,'&=,(+)%=,(+&$(X?"'#)*2(+$<(X)6<#%"#<(+)%=,(+&$(8"<?"<$(PD'&1$DR%-#$"<$*()*+(*&=,#(

+)%=,("*+$%$(R%-#$"<$*(-+$%(+)%=,()*<?$4&F&<=,$(bE+%-'E<$($*#<#"*+$*(&<#B(2"6($<(FW%(i$+$(

R%-6$(4)<@#4'&=,(g-*#%-''7$''<B(+&$(+&$(4)(6$<#&;;$*+$(R%-6$(;&#(a*,&6&#-%($*#,&$'#$*>(/$%(&*(

+&$<$;( g&#( 5$%7$*+$#$( a*,&6&#-%( #%@2#( 4)<@#4'&=,( 4)( +$%( T$#%"?$?#&+<$t)$*4( /]Z/( $&*$(

S'+$,E+2%)??$B(7-+)%=,($%(%$5$%<&6$'("*(+"<("1#&5$(M$*#%);(+$%(8"<?"<$(6&*+$*(1"**>((

/"<(:$<";#5-');$*(5-*(IOO(c'(&*(+$*(0$''<(<$#4#$(<&=,(7&$(F-'2#(4)<";;$*()*+(7)%+$(&*(

F-'2$*+$%(A$&,$*F-'2$(?&?$##&$%#U(

(

I>(S<<"E?)FF$%(\O(c'B(6$&(M)<"#4(5-*(a*,&6&#-%([O(c'(Hg-*#%-''7$''<L(

N>(M$'''E<"#([O(c'(

P>(a*,&6&#-%(IO(c'(Hg-*#%-''7$''<L(

[>(X)6<#%"#(IO(c'(

((

((((((M)%( s6$%?%WF)*2( +$%( -?#&;"'$*( S<<"E6$+&*2)*2$*( +&$*#$( +&$( 8"<?"<$( PDR-<&#&51-*#%-''$>(

/&$(0$''<(,&$%FW%($*#,&$'#$*(F-'2$*+$(g-;?-*$*#$*U(

(

((((((I>(S<<"E?)FF$%(K\(c'B(6$&(M)<"#4(5-*(a*,&6&#-%(Q\(c'(Hg-*#%-''7$''<L(
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((((((N>(8"<?"<$(PDR-<&#&51-*#%-''$(\(c'((

((((((P>(a*,&6&#-%(Hg-*#%-''7$''<L(IOc'((

(((((([>(X)6<#%"#(IO(c'((

(

(((((/&$(M)2"6$(+$<(X)6<#%"#$<(<#"%#$#(+&$(A$"1#&-*B(7$<,"'6(4)*@=,<#(+&$(5$%6'$&6$*+$*(0$''<(

6$FW''#(7)%+$*>(/&$($%<#$*(6$&+$*(0$''<(+$%($%<#$*(A$&,$(7)%+$*(;&#( i$(IOO(c'(S<<"E?)FF$%B(

"'<( G'&*+7$%#$( +&$*$*+B( 5$%<$,$*>( /&$( F-'2$*+$*( IO(0$''<( 6$&*,"'#$#$*( X#"*+"%+<>( b&$%4)(

7)%+$( &*(/!X3(2$'`<#$<(?DC&#%-"*&'&*( HIO>OOO(c!L(;&#(b&'F$( $&*$%(Z$%+W**)*2<%$&,$( <-( &*(

S<<"E?)FF$%( 2$'`<#B( +"<<(X#"*+"%+<(;&#( $&*$%( ?DC&#%-"*&'&*Dg-*4$*#%"#&-*( 5-*( NOO( c!B( IOO(

c!B(\O(c!B(NO(c!(<-7&$(IO(c!(5-%'"2$*>(l$(47$&(0$''<($%,&$'#$*(IOO(c'($&*$<(X#"*+"%+<>((

s6$%(+&$(!$<<)*2(+&$<$%(X#"*+"%+<(1"**(;&#(b&'F$($&*$%(]&=,2$%"+$(+&$(g-*4$*#%"#&-*(+$<(

?DCS(6$<#&;;#(7$%+$*>(

/&$( A$"1#&-*( 7)%+$( 2$<#"%#$#B( &*+$;( &*( "''$( 0$''<B( +&$( R%-6$*( 647>( R-<&#&51-*#%-''$*(

$*#,&$'#$*B(IO(c'(+$%(X)6<#%"#'`<)*2(2$2$6$*(7)%+$*>(/&$(R'"##$(7)%+$(FW%(\(!&*)#$*(")F(+$*(

X,"1$%Da*1)6"#-%(2$<#$''#>(

S*<=,'&$m$*+(7)%+$(+&$(R'"##$(FW%(P(X#)*+$*(&;(G%)#<=,%"*1(6$&(PQk8(&*1)6&$%#>(

C"=,( S6'")F( +&$<$%( M$&#( 1-**#$( +&$( !$<<)*2( +$%( S6<-%?#&-*( +$<( 6$&( +$%( A$"1#&-*(

$*#<#"*+$*$*( ?DCS( 6$&( [O\( *;( &;(!&1%-#&#$%?'"##$*?,-#-;$#$%( $%F-'2$*>(s6$%( +&$( );( +$*(

G'&*+7$%#(6$%$&*&2#$(]&=,2$%"+$(1-**#$(+&$(8"<?"<$"1#&5&#@#(6$<#&;;#(7$%+$*>(

/&$(!$*2$("*(?DCSB(+&$(&*(+$*(R-<&#&51-*#%-''$*(;$<<6"%(7"%B('"2(<#$#<(&*($&*$;(G$%$&=,(5-*(

PO(n([O(*;-'(?DCS(?%-(7$''>(
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Abb. 2.4 Vorbereitung der Platte zur Messung der Caspase 3-Aktivität 
G'1(HG'"*1LU(IOO(c'(S<<"E?)FF$%o((
XOIDXONU(X#"*+"%+<o(8PU(8"<?"<$(PDR-<&#&51-*#%-''$o(RIDReU(R%-6$o(daU(;&#(M)<"#4(5-*(a*,&6&#-%o(
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2.4.5   Messung mit 2`,7`-Dichlorofluorescein-Diacetat 

 

M);( C"=,7$&<( %$"1#&5$%( X")$%<#-FF<?$4&$<( HA3XL( &*( +$*( M$''$*( 7)%+$( $&*$( !$<<)*2(;&#(

N^BQ^D/&=,'-%-F')-%$<=$&*D/&"=$#"#( H/8YD/SL( +)%=,2$FW,%#>( /8YD/S( 1"**( M$'';$;6%"*$*(

+)%=,+%&*2$*( )*+( 7&%+( $*4E;"#&<=,( +)%=,( &*#%"4$'')'@%$( ]<#$%"<$*( 4)( +$;( *&=,#(

F')-%$<4&$%$*+$*( /&=,'-%-F')-%$<=$&*( H/8YbL( ,E+%-'&<&$%#>( a*( S*7$<$*,$&#( %$"1#&5$%(

X")$%<#-FF<?$4&$<( 7&%+( +"<( /8Yb( 4)( <#"%1( F')-%$<4&$%$*+$;( /8Y( -e&+&$%#>( /&$<( 1"**( 6$&(

$&*$%(S*%$2)*2<7$''$*'@*2$(5-*()*2$F@,%(\N\(*;(F')-%&;$#%&<=,(2$;$<<$*(7$%+$*>(

Y-'2'&=,( +&$*#( +&$<$(!$#,-+$( +"4)B( $&*(!"m( FW%( +$*( 4$'')'@%$*( A3XDX#"#)<( +$%( M$''$*( 4)(

6$1-;;$*>( ]<( 7)%+$( &*( +&$<$%( S%6$&#( $&*$( !-+&F&4&$%)*2( +$%( !$#,-+$( *"=,(0"*2( $#( "'>(

HIJJJL( )*+( a*5&#%-2$*( HNOO9L( 5$%7$*+$#B( +&$( $<( $%;`2'&=,#B( +&$( A3XDG&'+)*2( &*( J9D0$''D

!&1%-#&#$%DR'"##$*(&*(89(M$''$*(4)(;$<<$*>(

C"=,(pS)F'"+)*2q(+$%(M$''$*(;&#(+$;(Y')-%$<4$*4F"%6<#-FF(/8YD/S()*+(]e?-<&#&-*(+$%(R'"##$(

;&#(+$*(4)()*#$%<)=,$*+$*(3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*( H<>(N>P>I>PL($%F-'2#$(+&$(!$<<)*2(+$<(

F')-%&;$#%&<=,$*( X&2*"'<( )*+( +$<<$*( Z$%'")F( W6$%( +&$( M$&#>( a*<2$<";#( 7)%+$*( K( ME1'$*(

2$;$<<$*B(7-6$&(47&<=,$*(47$&(ME1'$*($&*$(M$&#(5-*(I\(!&*)#$*('"2>(

/"<(Y')-%&;$#$%(pT$="*(:]Ca3X(?%-q(HY&%;"(T$="*L(7)%+$(,&$%FW%(")F(PQk8(5-%2$7@%;#>(M)%(

S)<7$%#)*2( 7)%+$( +&$( X-F#7"%$( wYVj3A[:$*&-<R%-B( Z$%<&-*( [>\P( 6$*)#4#>( Y-'2$*+$(

R"%";$#$%(7)%+$*(";(Y')-%&;$#$%(FW%(+&$(!$<<)*2($&*2$<#$''#U(

(

!$"<)%$;$*#(;-+$U(Y')-%$<=$*=$(a*#$*<&#EB(g&*$#&=(
]e=&#"#&-*(7"5$'$*2#,U([K\(*;(
];&<<&-*(7"5$'$*2#,U(\P\(*;(
:"&*U([O(
C);6$%(-F(F'"<,$<U(P(
V"2(#&;$U(O(c<(
a*#$2%"#&-*(#&;$U([O(c<(
!&%%-%(<$'$=#&-*U(/&=,%-&=(P(H$>2>YaL(
R'"#$(+$F&*&#&-*(F&'$U(:A]J9F6>?+F(
R"%#(-F(#,$(?'"#$U(SI(n(bIN(
!)'#&?'$(%$"+<(?$%(7$''(HXt)"%$LU(PeP(
C);6$%(-F(1&*$#&=(=E='$<U(K(
g&*$#&=(&*#$%5"'(H!&*&;"'LU(\\K(<(
Z"'&+(#$;?$%"#)%$(%"*2$U(P9(n(PK(k8(
T"%2$#(T$;?$%"#)%$U(PQ(k8(
(
(
]<( 7"%( 5-*( 6$<-*+$%$%( 0&=,#&21$&#B( +"<<( +&$( R'"##$*( 6$&( +$;( 2'$&=,$*( p:"&*D0$%#q(

HZ$%<#@%1)*2(+$%(Y')-%$<4$*4;$<<7$%#$L(2$;$<<$*(7)%+$*B();(<?@#$%(+&$(!`2'&=,1$&#( 4)(

,"6$*B( +&$( ]%2$6*&<<$( +$%( !$<<)*2$*( 5-*( )*#$%<=,&$+'&=,$*( R'"##$*( ;&#$&*"*+$%( 4)(

5$%2'$&=,$*>(]<(7)%+$(+$<,"'6($&*,$&#'&=,($&*(p:"&*D0$%#q(5-*([O(5$%7$*+$#>(
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2.4.6   Messung der Lipidperoxidation 

 

/&$( V&?&+?$%-e&+"#&-*( 7)%+$( ;&#( +$;( T,&-6"%6&#)%"#DT$<#( t)"*#&F&4&$%#>( G$&( +$%(

V&?&+?$%-e&+"#&-*($*#<#$,#()*#$%("*+$%$;(!"'-*+&"'+$,E+(H!/SLB(7$'=,$<( &;(<")%$*(!&'&$)(

)*#$%(]%,&#4$*(;&#(T,&-6"%6&#)%<@)%$(HTGSL(4)($&*$;(%-<"F"%6$*$*(g-;?'$e(%$"2&$%#B(+$<<$*(

S6<-%?#&-*<;"e&;);(6$&(\PND\P\(*;('&$2#(H/%"?$%($#(b"+'$EB(IJJOL>(/&$(A$"1#&-*(<-''#$(6$&(

?b( NDP( )*+( JODIOOk8( +)%=,2$FW,%#( 7$%+$*>( 0&%+B( 7&$( ,&$%B( +&$( TGSDA$"1#&-*( ;&#( +$%(

2$<";#$*( "*2$<@)$%#$*( :$7$6$?%-6$B( +"<( ,$&m#( -,*$( 5-%,$%&2$( T8SDY@'')*2( )*+(

]*#F$%*)*2( +$<(R%@4&?&#"#<B( +)%=,2$FW,%#B( &<#( <&$( *&=,#( <?$4&F&<=,( FW%( F%$&$<(!/S>(!/S()*+(

!/SD@,*'&=,$( Z$%6&*+)*2$*( 1`**$*( 7@,%$*+( +$<( T$<#<( +)%=,( <@)%$1"#"'E<&$%#$( 647>(

#,$%;&<=,$(/$1-;?-<&#&-*(")<(Z-%'@)F$%*($*#<#$,$*U(4);(G$&<?&$'(")<("*+$%$*(S'+$,E+$*B(

?%-#$&*2$6)*+$*$;(!/S(-+$%(-e&+&$%#$*(V&?&+$*>(a*(+&$<$;(Y"''( &<#($<("*2$;$<<$*$%B(5-*(

+$%( !$<<)*2( TGS( %$"1#&5$%( X)6<#"*4$*( HTGSAXU( #,&-6"%6&#)%&=( "=&+( %$"=#&5$( <)6<#"*=$<L(

<#"##( 5-*( !/SD!$<<)*2( 4)( <?%$=,$*>( j*#$%( Z$%7$*+)*2( +$%( ;-'"%$*(

]e#&*1#&-*<1-$FF&4&$*#$*( FW%( +$*( !/S_TGSDg-;?'$e( 7$%+$*( TGSAX( "'<( !/SDxt)&5"'$*#$(

")<2$+%W=1#>(

(

(

Materialien und Lösungen: 

(

T%&=,'-%$<<&2<@)%$(HT8SL(((H!$%=1L(

NDT,&-6"%6&#)%<@)%$(HTGSL(HX&2;"L(

:'"<4$*#%&F)2$*%`,%=,$*B(A)*+6-+$*(

R,-#-;$#$%1W5$##$*B(H]&*7$2L(

S')F-'&$(

:);;&<?"#$'(HA)66$%?-'&=$;"*L(

b$&46'-=1(HIIKk8L(;&#(?"<<$*+$*(]&*<@#4$*(FW%(+&$(M$*#%&F)2$*2'@<$%(

0"<<$%6"+(HA");#$;?$%"#)%L(

R,-#-;$#$%(HjZa83C(KIOB(g3CTA3CL(

M$*#%&F)2$(H!$2"F)2$(I>O(AB(b]A]SjXL(

(

]%<#$''$*(+$%(TGS_T8S(V`<)*2U(

M)%(b$%<#$'')*2(5-*(\O(;'(V`<)*2(7)%+$*(4)*@=,<#([OO(;2(T,&-6"%6&#)%<@)%$(HTGSL( &*(P\(

;'()'#%"(?)%$(bN3(2$'`<#B(+"4)(+"**(IO(2(T%&=,'-%$<<&2<@)%$(HT8SB(!$%=1L(2$2$6$*()*+(;&#(
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)'#%"(?)%$(bN3(")F(\O(;'(")F2$FW''#>(X-($*#<#"*+($&*$(V`<)*2(;&#($&*$;(S*#$&'(5-*(OBKh(TGS(

)*+(NOh(T8S("*(+$%(V`<)*2>(

(

/&$( P\( ;;( g)'#)%<=,"'$*( 7)%+$*( ")<( +$;( G%)#<=,%"*1( 2$*-;;$*( )*+( &*( i$+$( X=,"'$(

7)%+$( I( ;'( TGS_T8S( V`<)*2( 2$2$6$*>( /$%( M$''%"<$*( 7)%+$( ;&#( +$;( :);;&<?"#$'(

"62$1%"#4#( )*+( +$%( a*,"'#( i$+$%( X=,"'$( HM$''$*B( I( ;'( <$%);F%$&$<( Z$%<)=,<;$+&);B( I( ;'(

TGS_T8S(V`<)*2L( &*(M$*#%&F)2$*2'@<$%(?&?$##&$%#>(S)m$%+$;(7)%+$($&*$(G'&*+'`<)*2(")<(N(

;'( <$%);F%$&$;( Z$%<)=,<;$+&);( )*+( N( ;'( TGS_T8S( V`<)*2( &*( $&*$;( M$*#%&F)2$*2'"<(

"*2$<$#4#>( /&$( :'@<$%( 7)%+$*( ;&#( S')F-'&$( 6$+$=1#B( );( $&*( Z$%+)*<#$*( +$<( a*,"'#<( 4)(

5$%,&*+$%*B()*+(+"**(FW%([\(!&*)#$*(6$&(IIKk8(&*(+$*(b$&46'-=1(2$<#$''#>(/"*"=,(7)%+$*(+&$(

M$*#%&F)2$*2'@<$%( FW%( \( !&*)#$*( &;( 0"<<$%6"+( 6$&( M&;;$%#$;?$%"#)%( "62$1W,'#>(

S*<=,'&$m$*+( 1-**#$*( +&$( :'@<$%( &*( +&$( M$*#%&F)2$( W6$%FW,%#( 7$%+$*B( &*( +$%( <&$( FW%( IO(

!&*)#$*( 6$&( POOO( j;+%$,)*2$*( )*+( M&;;$%#$;?$%"#)%( 4$*#%&F)2&$%#( 7)%+$*>( S)<( +$;(

s6$%<#"*+( 7)%+$( *)*( i$( I( ;'( &*( b"'6;&1%-DR'"<#&11W5$##$*( ?&?$##&$%#B( &*( +$*$*( +&$(

S6<-%?#&-*<;$<<)*2(&;(R,-#-;$#$%(6$&(\PN(*;(2$2$*(+&$(G'&*+'`<)*2($%F-'2$*(1-**#$>(

M)%( /"%<#$'')*2( +$%( ]%2$6*&<<$( 7)%+$*( +&$( 2$;$<<$*$*( ]e#&*1#&-*$*( &*( !"'-*+&"'+$,E+D

xt)&5"'$*#$( HTGSAX( y( #,&-6"%6&#)%"=&+( %$"=#&5$( <)6<#"*=$<L( );2$%$=,*$#>( /&$<( $%F-'2#$(

*"=,(+$%(Y-%;$'U(

(

(

TBARS (mol/Schale) = 
A x Reaktionsvolumen (l/Schale)

E

(

(

(

b&$%6$&( &<#( +"<( A$"1#&-*<5-');$*( i$+$%( X=,"'$( N( ;'B( 6$<#$,$*+( ")<( +$*( M$''$*B( I( ;'(

Z$%<)=,<;$+&);()*+(I(;'(TGS_T8S(V`<)*2>(](&<#(+$%(;-'"%$(]e#&*1#&-*<1-$FF&4&$*#(6$&(\PN(

*;(H](y(IB[J(e(IO\(!DI(=;DIo(/%"?$%($#(b"+'$EB(IJJOLB(S(+&$(2$;$<<$*$(S6<-%?#&-*>(

/$%(M$''?%-#$&*2$,"'#(?%-(X=,"'$(7)%+$(")<(+$*(47$&(+"FW%(5-%2$<$,$*$*(P\(;;(X=,"'$*(

7&$(-6$*(6$<=,%&$6$*(;&#(+$%(!$#,-+$(*"=,(V-7%E($#>("'>(HIJ\IL(6$<#&;;#>(

(

(

(
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2.5   Auswertung und Darstellung der Ergebnisse 

(

(

/&$(/"%<#$'')*2(+$%(]%2$6*&<<$($%F-'2#$(;&#(b&'F$(+$<(8-;?)#$%?%-2%";;<(:%"?,(R"+(R%&<;>((

(

 

2.5.1   96-Well-Mikrotiterplattenkulturen 

 

2.5.1.1   Konzentrationsabhängigkeit der Zytotoxizität 

 

Proteinmengenbestimmung  

/&$( R%-#$&*;$*2$*( 7)%+$*( *"=,( +$%( !$#,-+$( 5-*( V-7%E( $#( "'>( HIJ\IL( 6$<#&;;#>( /&$((

2$;$<<$*$*(0$%#$(+$%(47`'F(0$''<($&*$%(R'"##$B(+&$(*&=,#(;&#(+$*(3%"2"*-4&**5$%6&*+)*2$*(

6$,"*+$'#( 7)%+$*B( 7)%+$*( 2$;&##$'#>( /&$<$%( !&##$'7$%#( +&$*#$( "'<( g-*#%-''7$%#>( /$%(

R%-#$&*2$,"'#( +$%( T$<#2%)??$*( $%2"6( <&=,( ")<( +$;(!&##$'7$%#( +$%( 2$;$<<$*$*(0$%#$( +$%(

<$=,<(0$''<B(+&$( i$7$&'<(;&#($&*$%(3%2"*-4&**1-*4$*#%"#&-*(6$,"*+$'#(7-%+$*(7"%$*>(/$;(

g-*#%-''7$%#( 7)%+$*( IOO(h( 4)2$-%+*$#o( +&$( T$<#2%)??$*7$%#$( 7)%+$*( &*( h( +$%( g-*#%-''$(

")<2$+%W=1#>(

/$%(]8\OD0$%#($*#<?%&=,#(+$%(g-*4$*#%"#&-*(+$%(3%2"*-4&**5$%6&*+)*2B(+&$($&*$(A$+)1#&-*(

+$<(R%-#$&*2$,"'#<();(\O(h(,$%5-%%)F#>(

(

MTT-Test 

/&$( Z&#"'&#@#( +$%( M$''$*( 7)%+$( ;&#( +$;( !TTDT$<#( )*#$%<)=,#>( S'<( R"%";$#$%( +&$*#( +&$(

]e#&*1#&-*( +$<( %$+)4&$%#$*( T$#%"4-'&);<"'4$<( !TT>( S*"'-2( 4)%( S)<7$%#)*2( *"=,( ( +$%(

R%-#$&*;$*2$*6$<#&;;)*2(7)%+$(")=,(,&$%(+$%(]e#&*1#&-*<7$%#(FW%(+&$(g-*#%-''7$''<(")F(IOO(

h(2$<$#4#()*+(+&$(]e#&*1#&-*$*(+$%($&*4$'*$*(T$<#2%)??$*( &*(h(+$%(g-*#%-''$(")<2$+%W=1#>(

/$%( ]8\OD0$%#( $*#<?%&=,#( &*( +&$<$;(Y"''( +$%( g-*4$*#%"#&-*( +$%(3%2"*-4&**5$%6&*+)*2B( +&$(

$&*$(A$+)1#&-*(+$%(]e#&*1#&-*();(\O(h(,$%5-%%)F#>(

(
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2.5.1.2   Zeitabhabhängigkeit der Zytotoxizität 

(

MTT-Test 

/&$(ME#-#-e&4&#@#(+$%(3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*(&;(M$&#5$%'")F(7)%+$($6$*F"''<(;&#(+$;(!TTD

T$<#()*#$%<)=,#>(/&$(S)<7$%#)*2($%F-'2#$( &*(2'$&=,$%(0$&<$(7&$( &*(+$*(Z$%<)=,$*(W6$%(N[(

X#)*+$*( H7&$( -6$*( 6$<=,%&$6$*L>( YW%( i$+$( R'"##$( )*+( +";&#( FW%( i$+$*( )*#$%<)=,#$*(

M$&#"6<=,*&##( 7)%+$*( +&$( !$<<7$%#$( +$%( T$<#2%)??$*( ")F( +&$( i$7$&'&2$*( g-*#%-''2%)??$*(

+$%<$'6$*(R'"##$(6$4-2$*>(

(

2.5.1.3   Nachweis von reaktiven Sauerstoffspezies mittels DCF-Messung 

j;( 4)( )*#$%<)=,$*B( -6( 3%2"*-4&**5$%6&*+)*2$*( 4)%( G&'+)*2( 5-*( F%$&$*( A"+&1"'$*( &*( 89(

M$''$*( FW,%$*B( 7)%+$( +&$( !$<<)*2( ;&#( N^BQ^D/&=,'-%-F')-%$<=$&*D/&"=$#"#( H/8YD/SL(

+)%=,2$FW,%#>( /"<( )*#$%( +$%( S*7$<$*,$&#( 5-*( %$"1#&5$*( X")$%<#-FF<?$4&$<( $*#<#$,$*+$(

-e&+&$%#$(/8Y(1-**#$(;&#(+$;(Y')-%&;$#$%(t)"*#&F&4&$%#(7$%+$*>(]<(7)%+$($&*$(J9D0$''DR'"##$((

W6$%(K(ME1'$*(5-*( i$(I\(!&*)#$*()*#$%<)=,#>(/&$(A"*+7$''<(+$%(R'"##$(7"%$*()*6$,"*+$'#>(

/$%(!&##$'7$%#(+$<(5-*(+&$<$*(0$''<(")<2$<$*+$#$*(Y')-%$<4$*4<&2*"'<(+&$*#$("'<(G'&*+7$%#>(

/$;( !&##$'7$%#( +$<( Y')-%$<4$*4<&2*"'<( +$%( i$7$&'&2$*( T$<#%$&,$*( HQ(

3%2"*-4&**1-*4$*#%"#&-*$*B( N( g-*#%-''%$&,$*B( I( A$&,$( R-<&#&51-*#%-''$( 8ARL( 7)%+$( +&$<$%(

G'&*+7$%#( "62$4-2$*>( /&$( /"%<#$'')*2( $%F-'2#$( "'<( Y')-%$<4$*4<&2*"'( +$%( $&*4$'*$*(

2$#$<#$#$*(X)6<#"*4$*(W6$%(+$*(M$&#5$%'")F(5-*(N(X#)*+$*>((

 

 

 

2.5.2   100 mm Kulturschalen 

 

2.5.2.1   Beurteilung der Kernmorphologie 

/&$( 1$%*;-%?,-'-2&<=,$( G$#%"=,#)*2( '&$F$%#$( ?%-4$*#)"'$( S*#$&'$( +$%( $&*4$'*$*(

j*#$%2%)??$*( "*( +$;( S*#$&'( +$%( M$''$*B( +$%( <&=,( +)%=,( M$*#%&F)2"#&-*( <";;$'*( '&$m>( /&$(

+"4)2$,`%&2$*( R%-#$&*7$%#$( $%2"6$*( FW%( i$+$( )*#$%<)=,#$( X=,"'$( &;( Z$%2'$&=,( 4)%(

g-*#%-''<=,"'$($&*$*($5$*#)$''$*(R%-#$&*5$%')<#>(/&$<$%(1-**#$("'<(S*#$&'(*&=,#("*2$,$F#$#$%B(

<-2$*"**#$%( p+$<&*#$2%&$%#$%( M$''$*q( "*( +$%( :$<";#?-?)'"#&-*( ")F2$F"<<#( 7$%+$*B( +&$( "'<(

M$''6%)=,<#W=1$(7@,%$*+(+$%(M$*#%&F)2"#&-*(+$<(X=,"'$*&*,"'#<(*&=,#(<$+&;$*#&$%#()*+(+";&#(

FW%( +&$( j*#$%<)=,)*2$*( +$<( 7$&#$%$*( M$'''E<"#<( 5$%'-%$*( 2$,$*>( /&$( <&=,( $%2$6$*+$*(

?%-4$*#)"'$*( S*#$&'$( ";( ]*+$( +$%( G$#%"=,#)*2$*( 6$4-2$*( <&=,( <-;&#( <#$#<( *)%( ")F( +&$(
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<$+&;$*#&$%#$*( M$''$*( )*+( 7)%+$*( +$<,"'6( );( +$*( Y"1#-%( 1-%%&2&$%#B( +$%( <&=,( ")<( +$%(

+"4)2$,`%&2$*(R%-#$&*;$*2$*6$<#&;;)*2(+)%=,(+$*(Z$%2'$&=,(4)%(g-*#%-''<=,"'$($%2"6>(

(

2.5.2.2   Messung der Caspase 3-Aktivität 

/"<( &;( !&1%-#&#$%?'"##$*?,-#-;$#$%( ;$<<6"%$( $*#<#"*+$*$( ?DCS( '&$F$%#$( S)<1)*F#( W6$%(

$#7"&2$( 8"<?"<$( PDS1#&5&$%)*2( &*( +$*( 2$;$<<$*$*( R%-6$*>( S*,"*+( +$<( X&2*"'<( +$%(

8"<?"<$( PDR-<&#&51-*#%-''$( )*+( +$<( $*#<?%$=,$*+( 2$%&*2$%( ")<F"''$*+$*( X&2*"'<( 6$&(

4)<@#4'&=,(5-%,"*+$*$;(a*,&6&#-%(1-**#$(+&$(-?#&;"'$(Y)*1#&-*<F@,&21$&#(+$<(T$<#<(W6$%?%WF#(

7$%+$*>( Z-*( +$;( R%-6$*DX&2*"'( ( 7)%+$( +"<( +"4)2$,`%&2$( X&2*"'( +$%( R%-6$*( ;&#(

a*,&6&#-%4)2"6$( "62$4-2$*>( X-( '&$m( <&=,( +"<( #"#<@=,'&=,( +)%=,( 8"<?"<$( PDS1#&5&#@#(

$*#<#"*+$*$( X&2*"'( $%;&##$'*>( /&$<$<( 1-**#$( +$<( 0$&#$%$*( ")F( +&$( +"4)2$,`%&2$(

R%-#$&*;$*2$(6$4-2$*(7$%+$()*+("'<(*;-'(?DCS_(;2(R%-#$&*(e(P(,(")<2$+%W=1#(7$%+$*>(

(

2.5.2.3   Betrachtung der zeitabhängigen Zytotoxizität  

YW%(+&$(G$)%#$&')*2(+$%(T-e&4&#@#(&;(M$&#5$%'")F(7)%+$(<#$#<($&*$(g-*#%-''<=,"'$(4);(M$&#?)*1#(

+&%$1#( *"=,( G$2&**( +$%( ]e?-<&#&-*B( +>,>( 4)%( X#)*+$( C)''B( )*#$%<)=,#>( X-( 1-**#$( i$+$(

6$,"*+$'#$(X=,"'$(*"=,(]*+$(&,%$%(]e?-<&#&-*<4$&#(*&=,#(*)%(&;(Z$%2'$&=,(4)(+$%(4)%(2'$&=,$*(

M$&#()*#$%<)=,#$*(g-*#%-''<=,"'$(6$#%"=,#$#(7$%+$*B(<-*+$%*($<(7"%(")=,(;`2'&=,B(G$4W2$(

4);(M)<#"*+(+$%(M$''$*(6$&(X#"%#(+$<(4$&#"6,@*2&2$*(Z$%<)=,<(,$%4)<#$''$*>(

(

 

2.5.3   35 mm Kulturschalen 

 

2.5.3.1   Lipidperoxidierende Wirkung 

/&$( V&?&+?$%-e&+"#&-*( 7)%+$( ;&#( +$;( T,&-6"%6&#)%"#DT$<#( H/%"?$%( $#( b"+'$EB( IJJOL(

t)"*#&F&4&$%#>(!&#(+$%()*#$%(N>[>9(6$<=,%&$6$*$*(Y-%;$'(7)%+$*(+&$(2$;$<<$*$*(]e#&*1#&-*$*(

+$<( $*#<#"*+$*$*( %-<"F"%6$*$*( g-;?'$e$<( &*( TGSAX( y( T,&-6"%6&#)%<@)%$( %$"1#&5$(
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2.5.4   Konzentrations-Wirkungs-Kurven 
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3   Ergebnisse

3.1   Konzentrationsabhängigkeit der Zytotoxizität 

3.1.1   Messung des Zellproteingehaltes der exponierten Kulturen

Um einen ersten Eindruck von der Zytotoxizität der Organozinnverbindungen zu gewinnen, 

wurden zunächst Messungen des Zellproteingehaltes in den behandelten Kulturen 

durchgeführt und geprüft, ob die Ergebnisse anderer Studien reproduzierbar waren.

Die Versuche wurden an C6 Gliomazellen durchgeführt, die durch den Entzug von FCS aus 

ihrem Umgebungsmedium (siehe 2.3) in ihrem Wachstum gehemmt waren.

Nach 24stündiger Exposition mit TBT bzw. TMT wurde der Zellproteingehalt in den Kulturen 

gemessen und dem der unbehandelten Kontrolle gegenübergestellt. In den Kontrollen 

wurden hierbei Proteinkonzentrationen von etwa 4 - 8 mg/ 100 mm Schale gemessen, die in 

den behandelten Kulturen gemessenen Werte konnten als prozentualer Anteil an dem 

Gehalt der Kontrollen angegeben werden.

Die Messung des Zellproteingehaltes erlaubt eine Aussage über die zellschädigenden 

Wirkungen von toxischen Verbindungen. Der Verlust von Zellprotein in diesem Verfahren 

entsteht durch das Abspülen der sich vom Untergrund gelösten Zellen. Ist eine Substanz 

also in der Lage, die Adhärenzfähigkeit von Zellen zu stören, kommt es in diesem Assay zu 

einem messbaren Proteinverlust. Eine Aussage über den Zustand dieser abgelösten Zellen, 

beispielsweise ihre Vitalität, erlaubt dieses Messverfahren nicht.

Abbildung 3.1 zeigt die zytotoxische Wirkung von TBT, die durch einen deutlichen 

konzentrationsabhängigen Verlust von Zellprotein in den exponierten Platten auffiel. Die 

geringste verwendete Konzentration von 0,01 µM TBT führte gegenüber den Kontrollen zu 

keinerlei Proteinmengenverminderung, während die höchste untersuchte Konzentration (3 

µM) stets zu einem nahezu kompletten Proteinverlust führte. 

Der EC50-Wert lag bei 0,34 ± 0,07 µM. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve fällt dabei in 

einem schmalen Konzentrationsbereich steil ab.
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Auch TMT wirkte bei 24stündiger Exposition der Zellen zytotoxisch, jedoch waren höhere 

Konzentrationen als bei TBT für diesen Effekt erforderlich. Wie TBT zeigte auch TMT einen 

sehr steilen Verlauf der Konzentrations-Wirkungs-Kurve. Während bei Exposition von 1 µM 

noch kein Zellverlust auftrat, führten 10 µM zu einem nahezu vollständigen Verlust. Der 

EC50-Wert lag bei diesen Versuchen bei 5,1 ± 0,13 µM.

In der Zusammenschau zeigt sich, dass sowohl TBT als auch TMT über einen 

Expositionszeitraum von 24 Stunden zytotoxisch wirken. Beide Substanzen weisen einen 

relativ engen Konzentrationsbereich auf, in dem sich die zytotoxische Wirkung vollständig  

ausbildet, jedoch liegt dieser Bereich bei TBT in weit niedrigeren Konzentrationen als bei 

TMT. Die EC50-Werte der verwendeten Verbindungen unterscheiden sich signifikant 

(p<0,0001) und waren bei TMT um mehr als den Faktor 10 höher als bei TBT.

Im Hinblick auf die Aussagekraft der Zellproteinmessung lässt sich festhalten, dass nach 

24stündiger Exposition weit kleinere Konzentrationen TBT als TMT erforderlich sind, um ein 

Ablösen der Zellen zu erzeugen. TBT besitzt demnach zu diesem Zeitpunkt eine größere 

Potenz als TMT, Zellen so zu schädigen, dass sie sich aus dem Zellverband lösen. Ob die 

gelösten Zellen tatsächlich als tot gelten können, bleibt nach Beendigung dieser Versuche 

noch offen. 

Abb. 3.1: Einfluss der Organozinnverbindungen auf den Zellproteingehalt von Kulturen 
wachstumsgehemmter C6 Gliomazellen nach 24stündiger Exposition
Die Zellen wurden für 24 Stunden in DMEM mit unterschiedlichen Konzentrationen von (!"#$%$#&'()# *+"#$,$#
inkubiert. Angegeben sind die Zellproteingehalte pro well in % der unbehandelten Kontrolle als Mittelwerte ± SEM 
von n=6 (TBT) bzw. n=3 (TMT) unabhängigen Experimenten.
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3.1.2   Messung der Zellvitalität (MTT-Assay)

Die Messung der Zellproteinverluste, die durch die toxischen Verbindungen verursacht 

werden, erlaubt, wie oben ausgeführt, nur eine Aussage über einen Teilaspekt der 

Zytotoxizität. Der gemessene Zellverlust spiegelt wider, wie viele Zellen durch die Exposition 

mit den toxischen Substanzen vom Untergrund gelöst wurden, in welchem Zustand diese 

Zellen sich befinden, bleibt weiter offen. Um diese Frage zu klären, wurde ein weiterer Assay 

angewandt.

Der MTT-Assay gibt über die Messung der Bildung von Formazan, das von Dehydrogenasen 

in aktiven Mitochondrien der Zellen aus dem Tetrazoliumsalz MTT gebildet wird, einen 

Überblick über den Funktionszustand der Mitochondrien in den Zellen und erlaubt damit eine 

direkte Bewertung der Vitalität von Zellen (s. 2.4.2). Bei dem hier verwendeten Assay wurde 

auf ein Spülen der Kulturen verzichtet, sodass etwaige abgelöste Zellen im Versuchssystem 

verbleiben. Dabei handelt es sich um genau die Zellen, die im Messverfahren der 

Zellproteinmessung durch ein Spülen verloren gehen und als Zellproteinverlust messbar 

sind. Sollten diese abgelösten Zellen tatsächlich keine Vitalität aufweisen, ergäbe sich in der 

MTT-Messung eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve, die mit der Kurve aus der 

Zellproteinmessung identisch sein müsste. Sind die abgelösten Zellen jedoch nicht tot, ist 

eine Vitalität durch diesen Assay nachweisbar und die Ergebnisse, die beide Verfahren 

liefern, unterscheiden sich.

Bei gleichem Versuchsaufbau wurde die zytotoxische Wirkung der Organozinnverbindungen 

deshalb auch mit Hilfe des MTT-Assays quantifiziert. Wie auf Abbildung 3.2 zu erkennen, 

ergab sich für TBT eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve, die in ihrem Verlauf der aus den 

Messungen der Proteinmengen ähnelte, dabei aber leicht in Richtung höherer 

Konzentrationen verschoben war und nicht die beschriebene starke Steilheit aufwies.

Der EC50-Wert lag bei 1,2 ± 0,39 µM.

Ganz anders stellten sich die Ergebnisse der MTT-Messung nach Behandlung der Zellen mit 

TMT dar. Hier war die Konzentrations-Wirkungs-Kurve deutlich gegenüber der Kurve aus 

den Proteinmessungen in Richtung höhere Konzentrationen verschoben und bildete im 

Bereich zwischen 10 und 1000 µM ein Plateau. 

Der EC50-Wert lag dadurch bei 440 ± 14 µM und stand damit im starken Kontrast zu dem 

Wert aus der Proteinmengenbestimmung. Eine dort eingesetzte Konzentration von 10 µM 

bewirkte einen nahezu vollständigen Proteinverlust, im MTT-Test führte sie zu einem
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Vitalitätsverlust von weniger als 20 %. Erst bei einer Konzentration von 1000 µM nähern sich 

die Ergebnisse beider Verfahren wieder an.

Die Unterschiede in der zytotoxischen Wirksamkeit der beiden Organozinnverbindungen TBT 

und TMT zeigte sich, wie in Abbildung 3.2 zu erkennen, somit in dem MTT-Assay noch 

stärker als in den Versuchen zum Proteinmengenverlust.

Es fiel auf, dass beide Messverfahren, MTT-Assay und Proteinmengenbestimmung 

unterschiedliche Ergebnisse lieferten, dieser Unterschied jedoch bei TMT sehr viel 

ausgeprägter war als beim TBT. Wie stark die Ergebnisse dieser beiden Messverfahren 

voneinander abweichen, wird bei der graphischen Gegenüberstellung der beiden 

Konzentrations-Wirkungs-Kurven, wie in Abbildung 3.3 gezeigt, deutlich. Die Diskrepanz 

zwischen den Kurven ist dabei besonders für TMT auffällig.

Stellt man die EC50-Werte, die beide Messverfahren liefern wie in Tabelle 3.1 gegenüber, 

ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p<0,0001; Zellproteinmessung bzw. MTT-Assay) 

zwischen TBT und TMT, so wie auch zwischen den Ergebnissen der Verfahren (p<0,05 für 

TBT bzw. p<0,0001 für TMT).

Da dieser Assay im Gegensatz zur Proteinbestimmung Aussagen zur vitalitätsschädigenden 

Zytotoxizität erlaubt, kann festgehalten werden, dass TBT nach 24stündiger Exposition die 

Vitalität der Zellen in sehr viel kleineren Konzentrationen beeinflusst als TMT. Dieser 

Unterschied in der Konzentrationsabhängigkeit einer Zytotoxizität bestätigt die 

Beobachtungen aus der Zellproteinmessung.

Die Tatsache, dass für TBT ein geringer Unterschied zwischen den Konzentrations-

Wirkungs-Kurven, die die Ergebnisse beider Verfahren liefern, besteht, erlaubt eine Aussage 

über das toxische Verhalten von TBT. Wie oben erläutert kann gefolgert werden, dass TBT 

ein Ablösen der Zellen vom Untergrund herbeiführt und dass diese abgelösten Zellen nur zu 

einem geringen Anteil noch vital sind. Überwiegend geht ein Ablösen der Zellen bei dieser 

Verbindung also mit einem Tod der Zellen einher.

Bei Exposition der Zellen mit TMT ergab sich ein sehr großer Unterschied zwischen den 

Konzentrations-Wirkungs-Kurven, die nach Zellproteinmessung und MTT-Assay darstellbar 

waren. Besonders im mittleren Konzentrationsbereich sind viel niedrigere Konzentrationen 

TMT für einen Protein- als für einen Vitalitätsverlust verantwortlich. Daraus kann 

geschlussfolgert werde, dass im Gegensatz zum TBT hier ein Großteil der Zellen, die sich 

durch die Exposition vom Untergrund gelöst haben, noch vital sind.
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Anders als TBT scheint TMT demnach einen besonderen Wirkmechanismus aufzuweisen, 

der Zellen zunächst in ihrer Anheftung stört und erst in höheren Konzentrationen tötet.  

Abb. 3.2: Einfluss der Organozinnverbindungen auf die Vitalität wachstumsgehemmter C6 
Gliomazellen nach 24stündiger Exposition
Die Zellen wurden für 24 Stunden in DMEM mit unterschiedlichen Konzentrationen von (!"#$%$#&'()# *+"#$,$#
inkubiert. Angegeben sind die Extinktionswerte des gebildeten Formazans pro well in % der unbehandelten 
Kontrolle als Mittelwerte ± SEM von n=4 (TBT) bzw. n=3 (TMT) unabhängigen Experimenten.
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A

B

Abb. 3.3: Einfluss der Organozinnverbindungen auf den Zellproteingehalt im Vergleich zum 
Einfluss auf die Vitalität wachstumsgehemmter C6 Gliomazellen nach 24stündiger Exposition
Die Zellen wurden für 24 Stunden in DMEM mit unterschiedlichen Konzentrationen von TBT (A) bzw. TMT (B) 
inkubiert. Angegeben sind die Zellproteingehalte pro well (+) bzw. die Extinktion des gebildeten Formazans (!) in 
% der unbehandelten Kontrolle als Mittelwerte ± SEM aus 3-6 unabhängigen Experimenten (s. Abb. 3.1 und 3.2).
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Tabelle 3.1: Zytotoxische Potenz von TBT und TMT bei Bestimmung mit unterschiedlichen
Assays 
Angegeben sind die Mittelwerte (± SEM) der EC50-Werte aus 3-6 Versuchen (s. Abb. 3.1 und 3.2).

Protein-Assay MTT-Assay

TBT 0,34 ± 0,069 µMa)c) 1,2 ± 0,39 µMa)d)

TMT 5,1 ± 0,13 µMb)c) 440 ± 14 µMb)d)

a) (TBT: Protein Assay vs. MTT-Assay): p<0,05
b) (TMT: Protein Assay vs. MTT-Assay): p<0,05
c) (Protein Assay: TBT vs. TMT): p<0,05
d) (MTT-Assay: TBT vs. TMT): p<0,05

3.2  Einfluss der Expositionszeit auf die Zytotoxizität

Andere Studien (Seibert et al., 2004) ergaben auffällige Unterschiede zwischen der 

Zytotoxizität von TBT und TMT und ihrem Verlauf, wenn man eine Exposition über mehrere 

Stunden wählt. Diese Versuche wurden mit dem Verfahren der Zellproteinverlustmessung 

durchgeführt. Nachdem die hier durchgeführten Versuche mit einer 24stündigen 

Expositionszeit die Unterschiede zwischen den Ergebnissen, die die Proteinbestimmung und 

der MTT-Assay lieferten, zeigten und diese Unterschiede bei Versuchen mit TMT so viel 

auffälliger waren als beim TBT, lag es nahe, mit dem aussagekräftigen MTT-Assay auch 

Versuche mit längeren Expositionsdauer durchzuführen. So sollten Aussagen über die 

Unterschiede in der toxischen Wirkung auf die Vitalität der Zellen zwischen TBT und TMT 

und zwar in Abhängigkeit von der Dauer der Exposition ermöglicht werden.

Der Entzug von Kälberserum aus dem Versuchsmedium führte zu einer 

Wachstumshemmung der kultivierten Zellen. Ein vollständiger Stopp des Wachstums wurde 

dadurch jedoch nicht erreicht. Es war zu beobachten, dass die Kulturen in den 

unbehandelten Kontrollen den MTT-Umsatz über den Verlauf der Versuchszeit von bis zu 72 

Stunden leicht steigerten, was durch ein geringes Wachstum erklärt werden kann. Möglich 
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ist, dass trotz mehrmaliger Spülvorgänge stets kleine Mengen des Kälberserums in der 

Kultur verbleiben, oder aber auch, dass mitogene Substanzen in den Zellen für das 

Fortbestehen der Zellteilung verantwortlich sind. 

Mit Hilfe des MTT-Tests wurde aus oben genannten Gründen die zytotoxische Wirkung der 

Organozinnverbindungen über den Verlauf mehrerer Stunden verfolgt. Für TBT ergab sich, 

wie in Abbildung 3.4 A dargestellt, sowohl bei kurzen Einwirkzeiten (1, 2, 4 Stunden) als 

auch bei längeren (48, 72 Stunden) ein ähnliches Wirkprofil wie in den Versuchen über 24 

Stunden. Eine nach einer Stunde Einwirkzeit zu keinerlei zytotoxischem Effekt führende 

Konzentration von 1 µM TBT erzeugt auch nach bis zu 72 Stunden Expositionszeit keinen 

Vitalitätsverlust. 

Die EC50-Werte der einzelnen geprüften Zeitabschnitte lagen relativ dicht beieinander (s. 

Tab. 3.2). Bei einer Expositionszeit von einer Stunde betrug der EC50-Wert 6,2 µM, bei der 

längsten Expositionsdauer von 72 Stunden lag der Wert mit 1,8 µM etwa um den Faktor 3,5 

darunter. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven fallen stets steil ab (s. Abb. 3.4). 

Während der kurzen Expositionszeiten von 1,2 und 4 Stunden ergab sich für eine 

Konzentration von 3 µM ein zunehmender Vitalitätsverlust, sodass sich diese Konzentration 

als diejenige erweist, in deren Nähe sich die zytotoxische Potenz von TBT über die Zeit stets 

voll ausbildet (s. Abb. 3.6 A). Die nächsthöhere Konzentration von 10 µM sowie auch die 

nächstniedrigere von 1 µM führten unabhängig von der Expositionszeit zu einem stabilen 

Ergebnis, also entweder zum nahezu vollständigen MTT-Signalverlust oder zu keinem 

Unterschied gegenüber der Vitalität in der Kontrolle.

Im Kontrast dazu stand der Effekt, der sich nach Behandlung der Zellen mit TMT über den 

Verlauf mehrerer Stunden nachweisen ließ. Hier zeigten sich große Unterschiede in der 

zytotoxischen Potenz je nach Expositionszeit. Abbildung 3.4 B zeigt diesen auffälligen 

Verlauf. So führte eine Konzentration von 1000 µM nach kurzen Expositionszeiten (1,2 und 4 

Stunden) zu wenig Vitalitätsverlust (<20 %), eben diese Konzentration bedeutete in der 

Betrachtung nach 24 Stunden einen massiven (>70 %), nach 48 und 72 Stunden sogar 

einen vollständigen Vitalitätsverlust. Für die längste Expositionszeit von 72 Stunden reichte 

eine Konzentration von 10 µM aus, um einen starken Verlust der Vitalität auf weniger als 25 

% der Kontrolle zu bewirken. 
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Demnach unterschieden sich die EC50-Werte für die einzelnen Expositionszeiten drastisch 

und reichten, ermittelt aus den Kurvenverläufen in ihrer ursprünglichen Form, von 8800 µM 

für eine einstündige Exposition bis zu 6,5 µM für eine Einwirkzeit von 72 Stunden. Die 

verschiedenen Dosiswirkungskurven erstrecken sich folglich über einen breiten 

Konzentrationsbereich (s. Abb. 3.4 B).

In der Zusammenschau wird das unterschiedliche zeitliche Wirkprofil der 

Organozinnverbindungen deutlich. Nach einer Stunde Exposition ist TBT um ein vielfaches 

zytotoxischer als TMT. Die Unterschiede lassen sich bei Vergleich der in Tabelle 3.2 

dargestellten EC50-Werte erkennen. In der Betrachtung über einen längeren Zeitverlauf 

nähert sich jedoch TMT mit seiner zytotoxischen Wirksamkeit immer stärker der von TBT an. 

Nach 72 Stunden Expositionszeit liegen die EC50-Werte eng beieinander (s. Tab. 3.2).

Im Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-Kurven aus dem MTT-Assay mit den Kurven, die 

in früheren Studien (Seibert et al., 2004) mit Hilfe der Zellproteinverlustmessung ermittelt 

worden waren, bestätigte sich das charakteristische zeitliche Wirkprofil von TBT und TMT. 

Jedoch kommt es, wie in den Versuchen mit 24stündiger Exposition bereits beobachtet, im 

MTT-Assay gegenüber der Zellproteinmessung zu einer Verschiebung der Kurvenverläufe zu 

höheren Konzentrationen. Dies gilt insbesondere für die Exposition mit TMT. 

In der Betrachtung der einzelnen Konzentrations-Wirkungs-Kurven, die sich für TMT 

ergeben, fällt weiterhin auf, dass die Kurven ab 24stündiger Exposition einen auffälligen 

Verlauf zeigen. Bereits in den Versuchen nach 24stündiger Exposition ist erkennbar, dass 

die Kurven im mittleren Konzentrationsbereich ein Plateau aufweisen, welches in dieser 

Form in früheren Untersuchungen mit Hilfe der Zellproteinmessung nicht gezeigt werden 

konnte. Dieses Plateau in den Kurvenverläufen macht es unmöglich, aus diesen realistische  

EC-50 Werte zu bestimmen. Welche Eigenheiten in der Wirkungsweise von TMT für diese 

Kurvenverläufe verantwortlich sind, bleibt unklar. Es ist anzunehmen, dass das Plateau die 

Synthese zweier Kurven darstellt; dabei beschreibt der erste Kurvenabschnitt in seiner 

Steigung die Wirkung der Verbindung in kleineren Konzentrationen (Beginn der Kurve). Nach 

Überschreiten des Plateaus zeigt der zweite Abschnitt den Ablauf für höhere

Konzentrationen (Ende der Kurve). 

Es ist  denkbar, dass hinter diesem zweiphasigen Verlauf zwei unterschiedliche 

Mechanismen in der Wirksamkeit stehen. Um ein realistisches Bild über dieses 

Toxizitätsverhalten zu liefern, ist es notwendig, die Kurven, die das beschriebene Plateau 
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zeigen, in zwei Kurven aufzuteilen und so jeweils zwei EC50-Werte zu erhalten. So 

beschreibt ein Wert die zytotoxische Potenz kleinerer Konzentrationen TMT, ein zweiter die 

der höheren Konzentrationen. Abbildung 3.5 zeigt die graphische Ermittlung dieser Werte, 

die in Tabelle 3.2 aufgeführt sind.

Die Darstellung der zytotoxischen Wirksamkeit in Form eines Kurvenverlaufes der einzelnen 

Konzentrationen über den Zeitverlauf in Abbildung 3.6 stellt einen weiteren Aspekt der 

unterschiedlichen zeitlichen Wirkprofile in den Vordergrund. Während beim TBT lediglich 

eine einzelne Konzentration von 3 µM in seiner zytotoxischen Potenz durch den Zeitverlauf 

beeinflusst wird und die übrigen Konzentrationen unverändert über die Zeit weitestgehend 

stabil entweder toxische oder keine Effekte erzeugen, stellt sich die Situation beim TMT 

völlig anders dar. Bis auf die niedrigsten eingesetzten Konzentrationen von bis 3 µM ist jede 

Konzentration TMT in der Lage, einen wesentlichen Effekt zu erzielen, sobald eine 

entsprechende Expositionszeit gewählt wird. Anders als beim TBT macht jede 

Konzentrations-Kurve eine Veränderung im Zeitverlauf durch (s. Abb. 3.6).
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Abb. 3.4: Einfluss der Expositionszeit auf die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der 
zytotoxischen Wirkung von Organozinnverbindungen
Die Zellen wurden für (+"#1, (!"#-.# */"#0.# *1"#-0.# *2"# 03#&'()# *4"# 5-#6789:;9# <9#=,>,#?<7# 897;@ABC<;:D<BC;9#
Konzentrationen von (A) TBT bzw. (B) TMT inkubiert. Angegeben sind die Extinktionswerte des gebildeten 
Formazans pro well in % der unbehandelten Kontrolle als Mittelwerte ± SEM/+ range von n=2 (TBT) bzw. n=3 
(TMT) unabhängigen Experimenten.
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Abb. 3.5: Graphische Ermittlung der  EC50-Werte in unterschiedlichen Konzentrationsbereichen 
für die Exposition mit TMT über mehrere Stunden
Die Zellen wurden für (+"#E.#*!"#-.#*/"#0.#*1"#-0.#*2"#03#&'()#*4"#5-#6789:;9#<9#=,>,#?<7#:;9#897;@ABC<;:D<BC;9#
Konzentrationen von TMT inkubiert (s. Abb. 3.4). Anhand des Plateaus wurden die Kurven für 24, 48 und 72 
Stunden in jeweils zwei Abschnitte unterteilt. Für jede sich neu ergebende Kurve wurde ein EC50-Wert  
abgelesen, der in Tabelle 3.2 dargestellt ist. 

Tab. 3.2: Einfluss der Expositionsdauer auf die zytotoxische Potenz von 
Organozinnverbindungen in kultivierten wachstumsgehemmten C6 Gliomazellen
Angegeben sind die  EC50-Werte, die aus den den Mittelwertkurven aus Abb. 3.3 zu Grunde liegenden 
Einzelversuchskurven ermittelt worden sind, in Abhängigkeit von den Expositionszeiten. Die jeweils zwei EC50-
Werte für die Expositionszeiten von 24, 48 und 72 Stunden ergeben sich aus der graphischen Ermittlung aus den 
Konzentrations-Wirkungs-Kurven (s. Abb. 3.5). 

TBT TMT

EC50 1 EC50 EC50 2

1 h 6,2 µM 8800 µM
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72h 1,8 µM 5,5 µM 540 µM
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A

B

Abb. 3.6: Einfluss der Expositionszeit auf die zytotoxische Potenz der verschiedenen 
getesteten Konzentrationen der Organozinnverbindungen
Die Zellen wurden über 72 Stunden in DMEM mit den Konzentrationen (+"##F.FE.#*!"#F.FG.#*/"#F.E.#*1"#F.G.#*2"##E.#
(4"#G#&'()#*H) 10 µM TBT (A) bzw. (+"##F.E.#*!"#F.G.#*/"#E.#*1"#G.#*2"##EF.#*4"#GF.#*H) 100, (!) 300, (I"#EFFF.#*J"#
3000, (x) 10000 µM TMT (B) inkubiert. Angegeben sind die Extinktionswerte des gebildeten Formazans pro well 
in % der unbehandelten Kontrolle als Mittelwerte (± SEM/+ range) von n=2 (TBT) bzw. n=3 (TMT) unabhängigen 
Experimenten.
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3.3 Induktion von Apoptose und Nekrose 

Nachdem die durchgeführten Versuche die auffälligen Unterschiede zwischen der 

Zytotoxizität von TMT und TBT und insbesondere die unterschiedlichen zeitlichen Wirkprofile 

gezeigt hatten, sollte in einem weiteren Schritt geprüft werden, ob eventuell unterschiedliche 

Formen des Zelltods für diese Unterschiede verantwortlich sind. Dazu wurde untersucht, ob 

die beiden Organozinnverbindungen einen nekrotischen oder einen apoptotischen Zelltod 

induzieren. Diese Analyse beinhaltete zum einen die morphologische Untersuchung der 

Zellkerne (s. 2.4.3) und zum anderen die Messung der Caspase 3-Aktivierung (s. 2.4.4.), 

welche als Indikator für einen apoptotischen Zelltod begriffen werden kann. 

Die Exposition der Zellen mit TBT bzw. TMT in DMEM erfolgte am 6. Kulturtag in 100 mm 

Kulturschalen. Die C6 Zellen waren durch Entzug von Kälberserum aus ihrem Medium in 

ihrer Proliferation gehemmt.

3.3.1   Konzentrationsabhängigkeit der Induktion des Zelltodes

3.3.1.1 Morphologische Analysen

Morphologische Veränderungen der Zellkerne nach Exposition mit den 

Organozinnverbindungen konnten mit Hilfe der Färbung durch die Fluoreszenzfarbstoffe 

Hoechst 33342 sowie Propidiumiodid sichtbar gemacht werden. Abbildung 3.7 zeigt 

beispielhaft die Veränderungen in der Morphologie der Kerne der Zellen, die über mehrere 

Stunden mit TBT bzw. TMT behandelt worden sind. Die Kerne apoptotischer Zellen fallen 

durch ein hochkondensiertes, meist fragmentiertes Chromatin auf, das sich halbmondförmig 

an die Kernmembran anlagert. Die Farbe ist dabei heller leuchtend als die der lebendigen 

oder nekrotischen Zellen und erscheint oft beinahe weiß. Apoptotische Kerne fallen sowohl 

als lebendige, mit dem blauen Hoechst-Farbstoff angefärbte, Zellen auf und können dann als 

„frühapoptotische“ Zellen beschrieben werden, oder aber auch als so genannte 

„spätapoptotische“ Zellen, die bereits eine geschädigte Zellmembran besitzen und dadurch 

den roten Farbstoff Propidiumiodid hindurch lassen. (vgl. 2.4.3)

In der Abbildung 3.7 A sind beispielhaft nach Exposition mit 3 µM TBT sowohl 

frühapoptotische Kerne nach kurzen Expositionszeiten (2 Stunden) als auch 

spätapoptotische Kerne nach längeren Zeiten (24 Stunden) zu erkennen.
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A

Kontrolle: 0 Stunden

Kontrolle 3 µM TBT

2 Stunden

4 Stunden

6 Stunden

24 Stunden
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B   
Kontrolle: 0 Stunden

Kontrolle 1000 µM TMT

6 Stunden

24 Stunden

48 Stunden

Abb. 3.7: Einfluss der Organozinnverbindungen auf die fluoreszenzmikroskopisch erkennbare 
Kernmorphologie von C6 Gliomazellen, die nach Exposition über verschiedene Zeiten mit 
Hoechst 33342 und Propidiumiodid angefärbt wurden
Mittig oben ist jeweils ein Foto der unbehandelten Kontrolle zum Zeitpunkt des Expositionsbeginns dargestellt. Es 
folgen darunter links die Bilder der unbehandelten Kontrollen zu den unterschiedlichen Zeiten und 
gegenübergestellt auf der rechten Seite Beispiele der Bilder, die nach Exposition mit 3 µM TBT (A) bzw. 1000 µM 
(B) nach den unterschiedlichen Expositionszeiten aufgenommen wurden. Klar zu erkennen ist die typische 
Morphologie apoptotischer Zellkerne, die sich nach Behandlung mit TBT zeigen. Das Kernchromatin der mit TMT 
exponierten Zellen zeigt typische grobschollige Veränderungen. Die unbehandelten Kontrollen zeigen Stabilität in 
der Kernmorphologie über den Versuchsverlauf.



Ergebnisse
___________________________________________________________________

53

Die Einteilung in einzelne Anteile an der Population nach morphologischen Merkmalen fand 

nach der in Abschnitt 2.4.3 beschriebenen Methode statt. Dabei gilt es zu beachten, dass 

eine Auszählung der prozentualen Anteile an Hand einer Restpopulation getätigt wurde, die 

nach Aufbereitung der Zellen vor der Anfärbung noch vorhanden war. Wie in Abschnitt 

2.3.2.3 beschrieben werden die Zellen einer Kultur mit Hilfe der Zentrifugation gesammelt 

und angefärbt. Eine jedem Versuch zusätzlich zugeordnete Messung des 

Zellproteinverlustes gegenüber der unbehandelten Kontrolle zeigte jedoch, dass nicht immer 

alle Zellen einer exponierten Kultur aus der Aufbereitung in die anzufärbende Population 

übergingen. Es muss demnach ein Verlust von Zellen bzw. den Resten ehemaliger Zellen 

erfolgen, der durch die Zentrifugation entsteht: Zellbruchstücke sedimentieren nicht und 

entziehen sich dadurch einer morphologischen Analyse. Dieser Anteil an Zellen kann als 

derjenige der sogenannten „desintegrierten“ Zellen bezeichnet werden und war nach 

Exposition mit den Organozinnverbindungen zum Teil sehr hoch, was von der deutlichen 

Schädigung der Zellen zeugte.

Zu beachten ist nach diesen Überlegungen, dass zunächst Aussage getroffen werden 

konnte über diejenigen Anteile apoptotischer und nekrotischer Zellen an der gesichteten

Population, die sich aus dem herunterzentrifugierten Pellet gewinnen ließ.

Unter dem Vorbehalt, dass diese Anteile lediglich Auskunft über die Verhältnisse in der  

Restpopulation und nicht in der Gesamtpopulation geben, konnten die in Abbildung 3.8 

gezeigten Ergebnisse festgehalten werden.

Die Messung der Zellproteinmenge ergab für die Exposition sowohl mit TBT als auch mit 

TMT einen Verlust, der in den eingefügten Graphiken der Abbildung 3.8 dargestellt ist. 

Dieser Verlust entspricht dem Anteil der desintegrierten Zellen (vgl. 2.5.2.1). Mikroskopisch 

analysiert werden können demgegenüber nur die sedimentierten Zellen, sodass die Anteile 

nekrotischer bzw. apoptotischer Zellen um den Faktor korrigiert werden müssen, der sich 

aus dem Anteil desintegrierter Zellen an der Gesamtpopulation ergibt. Nur so lässt sich eine 

Aussage über die Verhältnisse in der gesamten exponierten Kultur treffen. Die so 

„korrigierten“ Werte sind in Abbildung 3.9 dargestellt.

Da der sehr hohe Anteil an desintegrierten Zellen nicht näher beurteilt werden kann, ist ein 

sehr viel höherer Anteil apoptotischer Zellen vor allem für TBT denkbar, insbesondere wenn 

man bedenkt, dass nahezu alle analysierten Zellen offensichtlich durch Apoptose gestorben 

sind (Abb. 3.8). 

Die Analyse der Kernmorphologie der über 24 Stunden mit TBT behandelten Kulturen zeigte, 

dass die Konzentrationen 0,3 bzw. 1 µM zu keinem Anstieg der Anteile nekrotischer bzw. 

apoptotischer Zellen an der ausgewerteten Population führten. Wie in Abbildung 3.8 zu 
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sehen, erzeugten jedoch 3 µM TBT einen sehr hohen Anteil an apoptotischen Zellen. Bei 

Betrachtung der aufgenommen Fotos fiel auf, dass das Bild zu einem überwiegenden Anteil 

von propidiumiodid-positiven apoptotischen Kernen geprägt war. Der Anteil lag bei 46 %. 

Weiterhin waren auf Grund vieler vorliegender Zelltrümmer und zum Teil stark verklumpter 

Zellkernbestandteile die Bildausschnitte schwer beurteilbar und zeugten damit von der 

deutlichen Schädigung der Zellen. Im eingefügten Graphen der Abbildung 3.8 A ist zu 

erkennen, dass sich für diese Konzentration auch ein erheblicher Verlust an Zellprotein 

gegenüber den Kontrollen feststellen ließ. TBT schädigte in dieser Konzentration also die 

Zellen so stark, dass ein beträchtlicher Anteil an Zellen in einer Weise zerstört wurde, die zu 

zahlreichen nicht herunterzentrifugierbaren Trümmern führte. Die verbleibenden Zellen 

lieferten das in Abbildung 3.8 gezeigte Bild. Der Proteinverlust bestimmt den Anteil der 

sogenannten desintegrierten Zellen und korrigiert die analysierten Anteile, wie in Abbildung 

3.9 zu erkennen. 

Nach Korrektur der Werte zeigte sich für die Versuche an mit TBT exponierten Zellen über 

24 Stunden,  wie auf Abbildung 3.9 ersichtlich, folglich ein leicht abgeändertes Bild. 

Konzentrationen von 0,3 µM bzw. 1 µM TBT führten verglichen mit den Kontrollen zu keiner 

Veränderung der Kernmorphologie. Für die Kontrollschalen ergab sich eine Apoptoserate 

von 0,2 ± 0,1 % an der Gesamtzellzahl. Sowohl die mit 0,3 µM TBT behandelten Zellen mit 

einem Apoptoseanteil von 0,5 ± 0.1 % als auch die mit 1 µM TBT exponierten Zellen mit 0,5 

± 0,05 % Apoptoserate wichen nicht wesentlich von den Kontrollen ab. 

Anders zeigte sich das kernmorphologische Bild in den Versuchen mit einer eingesetzten 

Konzentration von 3 µM TBT. Es ließ sich ein Gesamtapoptoseanteil an der Population von 

24 ± 5,9 % feststellen (s. Abb. 3.9). 

Die als apoptotisch gewerteten Zellen lagen fast ausschließlich (>90 %) als sogenannte 

spätapoptotische Zellen vor. Eine Erhöhung des Anteils nekrotischer Zellen gegenüber den 

Kontrollen konnte für keine Konzentration TBT festgestellt werden (s. Abb. 3.9).

Der Anteil sogenannter desintegrierter Zellen ergab sich aus der Einbeziehung des durch die 

Konzentration ausgelösten Proteinverlustes (siehe oben) und war für die mit 0,3 µM und 1 

µM TBT vergifteten Zellen nicht erhöht. 3 µM TBT hingegen führte in den Versuchen  über 

24 Stunden zu einem Anteil von 37 ± 7,2 % desintegrierter Zellen an der Gesamtpopulation. 

Abbildung 3.9 B zeigt die ermittelten Anteile apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen, an der 

Population, die nach Exposition mit TMT der Färbung zur Verfügung stand. Es ließ sich für 

keine Konzentration TMT ein wesentlich erhöhter Anteil apoptotischer Zellen feststellen. Das 

Chromatin der angefärbten Zellkerne zeigte jedoch spezifische grobkörnige Verdichtungen 

(vgl. Abb. 3.7 B), die sich wiederholt für Zellen, die mit 1000 µM TMT behandelt wurden, 
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feststellen ließen; doch erlaubten diese morphologischen Veränderungen keine Einteilung 

der Zellen in die Gruppe der apoptotischen Zellen. Für die höchste verwendete 

Konzentration von 1000 µM TMT ließ sich so eine Apoptoserate von nur 4 % ermitteln. 

Die eingefügte Graphik in Abbildung 3.8 zeigt, dass die Konzentration 1000 µM TMT wie

einen beträchtlichen Proteinverlust verursachte. Es folgte die Ermittlung der Anteile 

desintegrierter Zellen, sowie die Korrektur der ursprünglichen Werte, wie in Abbildung 3.9 B 

dargestellt.

Nach dieser Korrektur kann festgehalten werden, dass die Exposition der Zellen mit TMT 

über 24 Stunden keine morphologisch erkennbare Erhöhung der Anteile apoptotischer Zellen 

an der Gesamtzellzahl gegenüber der Kontrolle ergab. 1000 µM TMT erzeugten eine 

Apoptoserate von 1,8 ± 0,39 %, dieser Wert lag nur unwesentlich über dem Anteil in der 

Kontrolle (0,32 ± 0,11 %). 

Für die Konzentrationen 10 µM und 100 µM ließ sich nach 24 Stunden ein Anstieg des 

Anteils der Zellen feststellen, die morphologisch als nekrotisch einzustufen sind. Mit 22 ± 3,1 

% (10 µM) bzw. 28 ± 2,3 % (100 µM) Nekroserate lag ein deutlicher Unterschied zu den als 

Kontrollen behandelten Populationen vor (4,2 ± 0,9 % Nekrose). 

Eine Konzentration von 1000 µM führte lediglich zu einem Anteil nekrotischer Zellen von 9 ± 

1,9 %, allerdings ergab die Proteinmengenbestimmung für diese Konzentration einen starken 

Proteinverlust mit einem gefolgerten Anteil desintegrierter Zellen von 53 ± 3 % an der 

Gesamtpopulation. 10 µM bzw. 100 µM führten zu einem Anstieg des Anteils desintegrierter 

Zellen von 11 ±  4,9 % (10 µM) bzw. 26 ± 9 % (100 µM), sodass eine Konzentrations-

Wirkungs-Kurve einen gleichmäßigen Anstieg des Anteils desintegrierter Zellen mit 

steigenden Konzentrationen erkennen lässt (s. Abb. 3.9).

In den Kontrollen zeigten sich nach 24stündiger Exposition ein Anteil nekrotischer Zellen von 

etwa 5 % sowie ein Anteil apoptotischer Zellen von unter 0,3 % an der Gesamtpopulation.

Unter alleiniger Einbeziehung der morphologischen Auswertung induzierte TBT somit nach 

einer Expositionszeit von 24 Stunden klar Apoptose, während sich ein solcher Effekt für TMT

nicht nachweisen ließ. Unter Einhaltung der klar definierten Einteilungskriterien für einen 

apoptotischen Zellkern konnten Veränderungen, die TMT erzeugte, nicht als Apoptose 

gewertet werden. 

Beiden Verbindungen gemeinsam war der hohe Anteil desintegrierter Zellen, der vor allem 

durch die höchsten eingesetzten Konzentrationen verursacht wurde.
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A

B

Abb. 3.8: Induktion von apoptotischem und nekrotischem Zelltod durch 
Organozinnverbindungen in wachstumsgehemmten C6 Gliomazellen
Die C6 Zellen wurden in 100 mm Schalen über 24 Stunden in DMEM mit den unterschiedlichen Konzentrationen 
der Organozinnverbindungen inkubiert. Dargestellt ist der fluoreszenzmorphologisch bestimmte Anteil (+"#
apoptotischer Zellen sowie (!"#9;K@L7<ABC;@#M;DD;9#N9#:;@#9NBC der Zentrifugation der Kulturen einer Analyse zur 
Verfügung stehenden Restpopulation. Die dargestellten Prozentwerte entsprechen Mittelwerten aus 8 (TBT) bzw. 
6 (TMT) Versuchen (± SEM). Weiterhin ist dargestellt in den eingefügten Graphen der Einfluss der verschiedenen 
Organozinnkonzentrationen auf die Zellproteingehalte pro well in % der unbehandelten Kontrolle als Mittelwerte ± 
SEM.
A: Exposition mit TBT
B: Exposition mit TMT
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A

B

Abb. 3.9: Induktion von apoptotischem und nekrotischem Zelltod durch 
Organozinnverbindungen 
Die C6 Zellen wurden in 100 mm Schalen über 24 Stunden in DMEM mit den unterschiedlichen Konzentrationen 
der Organozinnverbindungen inkubiert. Dargestellt ist der fluoreszenzmorphologisch bestimmte Anteil (+"#
apoptotischer Zellen, (!"#9;K@L7<ABC;@#AL(<;#*/"#:;A<97;O@<;@7;@#M;DD;9#N9#:;@#P;AN?7QLQ8DN7<L9R#D;7'7;@;@#;@ON&#
sich aus der zugehörigen Proteinmengenbestimmung und dem Proteinverlust gegenüber der unbehandelten 
Kontrolle (s. eingefügte Graphen in Abb. 3.8). Die dargestellten Prozentwerte entsprechen Mittelwerten aus 8 
(TBT) bzw. 6 (TMT) Versuchen (± SEM).
A: Exposition mit TBT
B: Exposition mit TMT
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3.3.1.2   Messung der Caspase 3-Aktivität

Da die Aktivierung der Caspase 3, die als ein entscheidendes Enzym im Verlauf eines 

apoptotischen Zelltodes gilt, in Zellen direkt Hinweis auf einen solchen geben kann, wurde in 

einem weiteren Schritt der Einfluss beider Organozinnverbindungen auf die Aktivierung der 

Caspase 3 geprüft. 

Dazu wurde die in Kapitel 2.4.4 beschriebene Methode angewandt, die mit Hilfe der 

kolorimetrischen Messung des Eduktes p-Nitroanilin, welches durch die Caspase von dem 

Peptidsubstrat Ac-DEVD-pNA abgespalten wird, Auskunft über die Aktivität dieses Enzyms 

gibt. 

Abbildung 3.10 zeigt den Einfluss der verschiedenen Konzentrationen TBT bzw. TMT auf die 

Aktivierung der Caspase.

Nach einer Exposition über 24 Stunden ließ sich für keine Konzentration TBT ein Caspase 3-

aktivierender Effekt nachweisen. Die gemessene Aktivität lag für die Kontrollschalen bei 5,1 

± 0,4 nmol p-NA/ mg Protein x 3 h. Zellen, die mit 0,3 µM TBT behandelt worden waren, 

erzeugten ein Signal von 4,4 ± 0,18 nmol, die mit 1 µM behandelten 4,7 ± 0,22 nmol. Auch 

die höchste verwendete Konzentration von 3 µM führte nach 24 Stunden zu einer Caspase 

3-Aktivierung von lediglich 4,4 ± 0,68 nmol p-NA/ mg Protein x 3h, womit die Aktivität noch 

unter der in den Kontrollzellen lag (s. Abb. 3.10).

Ganz anders stellten sich die Ergebnisse für TMT dar. Während die Konzentrationen 10 µM 

und 100 µM nach 24 Stunden Exposition in den Zellen keine Erhöhung der Caspase 3-

Aktivität erzeugten, konnte für 1000 µM TMT ein signifikanter (p<0,01) Anstieg der 

Caspaseaktivität nachgewiesen werden. Mit 21 ± 4,6 nmol p-NA/ mg Protein x 3 h war ein 

deutlicher Unterschied zur Aktivität in den Kontrollen gegeben (5,3 ± 0,28 nmol p-NA/mg 

Protein x 3 h) (s. Abb. 3.10).

Eine Aktivierung der Caspaseaktivität wurde somit nach 24stündiger Exposition durch TMT 

in der höchsten Konzentration erzeugt, welches in der morphologischen Betrachtung zu 

keiner Erhöhung des Anteils apoptotischer Zellen geführt hatte. Im Gegenzug induzierte TBT 

eine klare morphologisch nachweisbare Apoptose, führte jedoch nach 24 Stunden 

Expositionszeit zu keiner Caspaseaktivitätserhöhung. Diese scheinbare Diskrepanz galt es, 

in weiteren Versuchen zu überprüfen.
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Abb. 3.10: Induktion von Apoptose durch TMT und TBT in C6 Gliomazellen - Einfluss der 
Organozinnverbindungen auf die Aktivierung der Caspase 3
Die Zellen wurden für 24 Stunden in DMEM mit den verschiedenen Konzentrationen von TBT bzw. TMT inkubiert. 
Dargestellt sind die Mittelwerte (±SEM) aus 8 (TBT) bzw. 6 (TMT) Versuchen. Nach Aufbereitung der Zellen 
erfolgte die Messung der Enzymaktivität in 96-Well-Platten; !p<0.01
A: Exposition mit TBT; B: Exposition mit TMT;

Kontrolle 0.3 µM 1 µM 3 µM

0

5

10

15

20

25

30

TBT (µM)

C
a
s
p

a
s
e
 3

-A
k
ti

v
it

ä
t

(n
m

o
l 

p
-N

A
/ 

m
g

 Z
e
ll

p
ro

te
in

 x
 3

 h
)

Kontrolle 10µM 100µM 1000µM

0

5

10

15

20

25

30

!

TMT (µM)

C
a
s
p

a
s
e
 3

-A
k
ti

v
it

ä
t

(n
m

o
l 

p
-N

A
/ 

m
g

 Z
e
ll

p
ro

te
in

 x
 3

 h
)



Ergebnisse
___________________________________________________________________

60

3.3.2   Zeitabhängigkeit der Induktion von Apoptose und Nekrose

Die Versuche über einen Expositionszeitraum von 24 Stunden lieferten Ergebnisse, die 

einen Teilaspekt der zelltodinduzierenden Wirkung von TBT und TMT charakterisieren. Aus 

den Messungen mit Hilfe des MTT-Assays waren die Besonderheiten der Zeitabhängigkeit 

der zytotoxischen Wirkung beider Verbindungen bekannt.

So überraschte es kaum, dass in der morphologischen Analyse für die Exposition mit TBT 

der Effekt der wirksamen Konzentrationen von 3 µM nach 24 Stunden bereits ein sehr 

fortgeschrittenes Bild lieferte. Der Anteil apoptotischer Zellen war sehr hoch und diese lagen 

fast ausschließlich als sogenannte spätapoptotische Zellen vor. Außerdem war das 

Übersichtsbild von zahlreichen Zelltrümmern geprägt und auch der sehr hohe Anteil an 

desintegrierten Zellen zeugte von der deutlichen Schädigung der Zellen. Es war also, auch 

unter Berücksichtigung des aus den MTT-Messungen bekannten schnellen Wirkprofils,

anzunehmen, dass der Zustand nach 24stündiger Exposition für TBT einen sehr späten 

Zustand darstellte und dass die entscheidenden Anfänge eines apoptotischen Zelltods zu 

früheren Zeitpunkten einsetzen. Auch die fehlende Caspaseaktivierung nach 24 Stunden 

fügte sich in die Annahme, dass der Prozess der Apoptose eventuell nach 24 Stunden 

bereits sehr weit fortgeschritten ist, nur noch wenige Zelltrümmer von diesem Ablauf zeugen 

und Enzymaktivitäten schon vermindert sind.

Auf Grund dieser Überlegungen lag es nahe, für TBT nach kürzeren Expositionszeiten 

Analysen der Morphologie und Caspaseaktivitätsmessungen durchzuführen und somit einen 

genaueren Eindruck über den zeitlichen Aspekt des durch diese Verbindung ausgelösten 

apoptotischen Zelltods zu erlangen. 

Die Exposition mit 3 µM TBT wurde deshalb nach sowohl 1, 2, 4 und 6 Stunden beendet und 

die Ergebnisse in einen zeitlichen Zusammenhang zu den Messungen über 24 Stunden 

gebracht.

Aus den MTT-Messungen war weiterhin bekannt, dass die zytotoxische Wirkung von TMT 

einen zeitverzögerten Aspekt hat. Die fehlenden morphologischen Zeichen einer Apoptose 

nach Exposition mit 1000 µM TMT in den über 24 Stunden exponierten Zellen, dabei aber 

ein deutlicher Anstieg der Caspaseaktivierung, machte deshalb eine Einordnung dieser 

Abläufe in einen zeitlichen Rahmen auch für TMT wünschenswert. Sowohl sollte eine 

kürzere Expositionszeit gewählt werden, um den Verlauf der Caspaseaktivierung zu 

verfolgen, vor allem musste aber durch Analyse nach längerer Exposition geprüft werden, ob 
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morphologische Veränderungen der Zellkerne zu einem späteren Zeitpunkt einsetzten und 

wie sich zu diesem Zeitpunkt die Aktivität der Caspase 3 darstellt. 

Vor diesem Hintergrund wurden für 1000 µM TMT Versuche mit einer Expositionszeit von 6 

und 48 Stunden angeschlossen und deren Ergebnisse in zeitliche Beziehung zu denen aus 

der 24stündigen Exposition gesetzt.

Durch die Einbeziehung der Ergebnisse, die die Betrachtungen über einen Verlauf mehrerer 

Stunden lieferten, wurde so das zeitliche Wirkprofil der einzelnen Organozinnverbindungen 

in Bezug auf den Einfluss auf die Art des verursachten Zelltodes deutlich.

Wie auch in den Versuchen mit 24stündiger Exposition wurde zu jeder morphologischen 

Analyse bzw. Caspaseaktivitätsmessung eine Zellproteinverlustmessung durchgeführt. So

konnte stets der Anteil der sogenannten desintegrierten Zellen bestimmt werden (siehe 

oben) und die ermittelten Anteile der apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen auf die 

Gesamtpopulation bezogen werden.

Der Verlauf der Zellproteinmengen in den unbehandelten Kontrollen zeigte, dass der Entzug 

von Kälberserum aus dem Medium, der zu einer Hemmung des Zellwachstums führt, nicht 

zu einem vollständigen Stopp im Wachstum führte. Die Kontrollen zeigten eine signifikante 

(p<0,05) Zunahme der Zellproteinmengen über die Versuchszeit von ca. 4300 µg/Schale zu 

Beginn des Versuchs auf etwa 7000 µg nach 48 Stunden.

Dieser leichte Anstieg bestätigt die Messungen aus dem MTT-Assay, die ebenfalls eine 

leichte Zunahme über 72 Stunden gezeigt hatten (s. 3.2).

3.3.2.1   Morphologische Analysen

Bei den Beurteilungen über 1, 2, 4, 6 und 24 Stunden zeigte sich, dass TBT in der höchsten 

eingesetzten Konzentration von 3 µM einen Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen an der 

Gesamtpopulation erzeugte, der schon nach wenigen Stunden einsetzte und im Verlauf 

immer deutlicher wurde, um schließlich den aus der 24stündigen Exposition bekannten Anteil 

von 24 ± 5,9 % zu erreichen. Auf Abbildung 3.11 B ist dieser Verlauf zu erkennen.

Bereits nach einer Stunde Expositionszeit deutete sich der Beginn eines apoptotischen 

Geschehens mit einem morphologisch erkennbaren Anteil an der Gesamtzellzahl von 0,9 ± 

0,72 % an, nach nur 2 Stunden lag dieser bereits bei 13,6 ± 5,7 %. 6 Stunden Exposition 
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führten schließlich zu einem Anteil, der sich im Verlauf nicht mehr änderte und dem aus der 

24stündigen Messung entsprach, sodass nach dieser Zeit bereits von einer nahezu 

vollständigen Ausbildung der apoptoseinduzierenden Wirkung des TBT auszugehen war (s. 

Abb. 3.11 B).

Bei Differenzierung der apototischen Zellen in sogenannte früh- bzw. spätapoptotische fiel 

auf, dass zunächst der Anteil frühapoptotischer Zellen zunahm, in späteren Stunden dieser 

jedoch abgelöst wurde durch einen hohen Anteil spätapoptotischer Zellen (s. Abb. 3.12).

Der Anteil der Zellen, die nach morphologischer Betrachtung als nekrotisch einzustufen sind, 

war in keiner eingesetzten Konzentration und zu keiner untersuchten Zeit gegenüber der 

Kontrolle signifikant erhöht (s. Abb. 3.11 B)

Der nach Bestimmung der Proteinmengenkonzentration als „desintegriert“ einzustufende 

Anteil der Zellen, stieg wie auch der apoptotische Anteil schon nach kurzer Expositionszeit 

an und erreichte bereits nach 6 Stunden einen Anteil von 21 ± 6,8 %.

Für die Exposition mit 1 µM TBT ergab sich keine Veränderung gegenüber den 

Kontrollschalen.

Im Gegensatz zu den Versuchen mit TBT führte die eingesetzte Testkonzentration von 1000 

µM TMT, wie Abbildung 3.11 C zeigt, auch im Zeitverlauf zu keinem wesentlichen Anstieg 

der morphologisch klar als apoptotisch einzustufenden Zellen an der Gesamtpopulation. 

Zwar erzeugte die höchste eingesetzte Konzentration wie oben beschrieben auch in den 

Betrachtungen über mehrere Stunden eine auffällige Veränderung des Kernchromatins, doch 

ließ sich diese nicht mit den Einteilungskriterien für die Kernmorphologie einer apoptotischen 

Zelle, wie sie im Vorfeld definiert worden waren, in Einklang bringen. 

Eine Expositionszeit von 48 Stunden verursachte in 1 von 3 Versuchen ein morphologisch 

nicht auswertbares Bild, da zahlreiche Zelltrümmer und verklumpte Zellen eine Einteilung 

nicht möglich machten. In den restlichen beiden Versuchen ergab sich für die eingesetzte 

Testkonzentration ein erzeugter Anteil Gesamtapoptose an der Population von 7,2 %.

Nach 48 Stunden lag der Anteil nekrotischer Zellen in den mit 1000 µM TMT behandelten 

Zellen bei 16 % (s. Abb. 3.11 C).

Nach 6 Stunden ergab sich sowohl in den Apoptoseraten als auch im Anteil nekrotischer 

Zellen an der Gesamtpopulation für die getestete Konzentration von 1000 µM kein 

signifikanter Unterschied zu den Kontrollen.
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Der Anteil sogenannter desintegrierter Zellen stieg im Zeitverlauf stetig an und lag nach 6 

Stunden bei 9,4 %, nach 24 Stunden bereits bei 53 ± 3 % und nach 48 Stunden bei 

schließlich 61 ± 1,4 %.

Bei Differenzierung des wohl bemerkt sehr geringen erkennbaren Apoptoseanteils in 

sogenannte früh- bzw. spätapoptotische Zellen zeigte sich wie auch beim TBT (s. Abb. 3.12) 

ein Wechsel von einem hohen Anteil frühapoptotischer Zellen nach kurzen Expositionszeiten 

hin zu einem Überwiegen der spätapoptotischen nach längerer Zeit.

Die stets ebenfalls untersuchte unbehandelte Kontrolle zeigte, wie in Abbildung 3.11 A 

dargestellt, keine Erhöhung des Anteils apoptotischer Zellen an der Population im Verlauf 

der Zeit. Der Anteil lag stabil bei <1 %. Der Anteil nekrotischer Zellen hielt sich auf einem 

Level von <6 %.
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Abb. 3.11: Zeitabhängigkeit der Induktion von Apoptose und Nekrose durch 
Organozinnverbindungen in C6 Gliomazellen
Die Zellen wurden für 1,2,4,6 und 24 Stunden (TBT) bzw. für 6, 24 und 48 Stunden (TMT) in DMEM mit den 
jeweiligen Konzentrationen der Organozinnverbindungen inkubiert. 
Dargestellt ist der fluoreszenzmorphologisch bestimmte Anteil (+"#NQLptotischer Zellen, (!"#9;K@L7<ABC;@# AL(<;#
(/"# :;A<97;O@<;@7;@# M;DD;9# N9# :;@# P;AN?7QLQ8DN7<L9R# D;7'7;@;@# ;@ON&# A<BC# N8A# :;@# '8O;CS@<O;9#
Proteinmengenbestimmung und dem Proteinverlust gegenüber der unbehandelten Kontrolle.
Die dargestellten Prozentwerte entsprechen Mittelwerten aus 5 (TBT) bzw. 2 (TMT) Versuchen (±SEM/ range).
Weiterhin sind dargestellt die Anteile apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen und ihr Verlauf über die Zeit in den 
unbehandelten Kontrollen als Mittelwert der Anteile aus allen Versuchen.
Kontrolle; Exposition mit 3 µM TBT; Exposition mit 1000 µM TMT;
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Abb. 3.12: Veränderung der morphologisch erkennbaren Erscheinungsform der 
Apoptoseanteile von (!"# $%&'()*+*,+,-./(012# 31,0-401# 56# 78"# $.*9,)*+*,+,-./(012# ':0&# ;01#
Verlauf der Expositionszeit.
Exemplarisch ist der Verlauf für die Exposition mit 3 µM TBT dargestellt. Die Prozentwerte entsprechen den 
Mittelwerten aus 5 Versuchen (±SEM).

Die morphologischen Betrachtungen über einen Zeitverlauf von mehreren Stunden 

betätigten damit die deutlichen Unterschiede im zeitlichen Wirkprofil beider 

Organozinnverbindungen. 

Stellt man, wie in Abbildung 3.13 geschehen, die Anteile an apoptotischen Zellen, die durch 

TBT bzw. TMT Exposition verursacht werden, gegenüber, fällt auf, dass TBT in kürzester 

Zeit einen apoptotischen Zelltod verursacht. Damit bestätigen sich die Beobachtungen aus 

den Versuchen zur Zeitabhängigkeit der Zytotoxizität der Substanz mit Hilfe des MTT-

Assays. TBT stellt sich als eine Verbindung dar, die sehr schnell wirkt. Ist die rasche Wirkung 

des TBT einmal eingetreten, beeinflussen die Dauer der Exposition die Ausprägung dieser 

Wirkung nur noch unwesentlich.

TMT erzeugte, nach morphologischen Gesichtspunkten beurteilt, nur wenig apoptotischen 

Zelltod. Diese geringe Apoptose setzte dann aber erst sehr spät ein. Auch hier findet sich 

also das charakteristische Wirkprofil der Verbindung wieder. Es kommt nach Exposition mit 

1000 µM TMT zu einer verzögerten Wirkung im Sinne einer Apoptose, wie auch aus den 

Versuchen zur allgemeinen Zytotoxizität mittels des MTT-Assays bekannt.



Ergebnisse
___________________________________________________________________

66

Nach alleiniger Analyse der Zellkernmorphologie ist anzunehmen, dass beide Substanzen 

das Potential haben, einen apoptotischen Zelltod zu induzieren. Jedoch ist dieses bei TBT 

um ein vielfaches größer als beim TMT.

Abb. 3.13: Induktion von Apoptose durch Organozinnverbindungen im zeitlichen Verlauf
Die dargestellten Prozentwerte entsprechen den in Abbildung 3.11 dargestellten Mittelwerten. Dargestellt ist der 
Anteil apoptotischer Zellen erzeugt durch (+"# G# T,# $%$.# */"# EFFF# T,# $,$# &'()# :;@# U97;<D# <9# :;9# *!"#
Kontrollschalen.

3.3.2.2   Messung der Caspase 3-Aktivität

Die morphologische Analyse der Zellkernmorphologie kann stets nur einen Baustein der 

Untersuchung auf die Induktion eines apoptotischen Zelltodes liefern.  

Gerade bei den Versuchen mit TMT war aufgefallen, dass eine fehlende morphologische 

Veränderung der Kerne sehr wohl mit einer Aktivierung der Caspase 3 vergesellschaftet war.

Andersherum war in den Versuchen mit 24stündiger Exposition für TBT keine Aktivierung 

des Enzyms nachweisbar gewesen, obwohl eine deutliche Kernmorphologie auf ein 

apoptotisches Geschehen hinwies.

Um diese Diskrepanzen genauer einzuordnen können, war es in den Versuchen zur 

Zeitabhängigkeit der Apoptoseinduktion besonders wichtig, die Caspaseaktivierung zu 

messen.
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Es sollte geklärt werden, welche weiteren Hinweise auf ein apoptotisches Geschehen zu 

finden sind, aber auch, in welchem zeitlichen Verhältnis zu etwaigen morphologischen 

Veränderungen die Enzymaktivität steht und welche Unterschiede zwischen den getesteten 

Substanzen sich darstellen.

Abbildung 3.14 bringt die gemessene Caspase 3-Aktivierung direkt mit den ermittelten 

Anteilen aus den morphologischen Analysen in Zusammenhang. Nach Messung der 

Caspase 3-Aktivität zeigte sich, dass TBT in einer Konzentration von 3 µM wiederholt keine 

Aktivierung nach 24 Stunden Expositionszeit erzeugte, dass jedoch dieselbe Konzentration 

nach nur einer Stunde Exposition und noch stärker nach 2, 4 und 6 Stunden einen massiven 

Anstieg der Caspase 3-Aktivität verursachte. 

Die gemessene Aktivität nach einstündiger Exposition lag mit 11 ± 3,1 nmol p-NA/ mg 

Protein x 3 h bereits etwa doppelt so hoch wie in den Kontrollschalen mit 5 ± 0,27 nmol p-

NA/ mg Protein x 3 h. Nach 2 Stunden Exposition mit 3 µM TBT erreichte die Caspase 3-

Aktivität einen Höchstwert von 29 ± 8,4 nmol p-NA/ mg Protein x 3h und hielt sich auch nach 

4 bzw. 6 Stunden Expositionszeit etwa auf diesem Level, um dann wieder auf den niedrigen 

Aktivitätswert der 24-Stunden-Messung abzufallen (s. Abb. 3.14 A). 

Stellt man, wie hier geschehen, den Anstieg der Caspaseaktivität über den Zeitverlauf dem 

Anstieg des morphologisch erkennbaren Apoptoseanteils gegenüber, zeigt sich, dass die 

Caspaseaktivitätserhöhung der Erhöhung der Apoptoserate leicht vorausgeht. 

Für die Versuche mit 1 µM TBT ließ sich in der Caspaseaktivitätsmessung keinerlei 

Unterschied zu den Kontrollen nachweisen. 

Die Messung der Caspaseaktivität nach Behandlung der Zellen mit TMT lieferte ganz andere 

Ergebnisse. In Abbildung 3.14 B ist der Verlauf zu erkennen. Eine Exposition mit 1000 µM 

TMT erzeugte nach 6 Stunden eine Caspaseaktivität von 5,1 nmol p-NA/ mg Protein x 3 h, 

womit kein Unterschied gegenüber der Kontrolle mit 5,3 nmol p-NA/ mg Protein x 3 h 

gegeben war. Nach 24 Stunden jedoch war für 1000 µM der beschriebene massive 

Aktivitätsanstieg zu beobachten (21 ± 4,6 nmol p-NA/ mg Protein x 3 h). 

Der letzte untersuchte Zeitabschnitt von 48 Stunden lieferte wiederum keinen Signalanstieg 

in den mit 1000 µM TMT behandelten Zellen gegenüber den Kontrollen.

Abbildung 3.14 B zeigt, dass mit diesem Aktivitätsverlauf, wie auch beim TBT, der Anstieg 

der Caspase 3-Aktivität der morphologisch erkennbaren, beim TMT jedoch geringen

Erhöhung der Apoptoserate vorausgeht.
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Abb. 3.14: Aktivierung der Caspase 3 und Induktion eines apoptotischen Zelltods durch 
Organozinnverbindungen nach Exposition über mehrere Stunden
Die dargestellten Extinktionswerte entsprechen den Mittelwerten (±SEM/range) aus 5 (TBT) bzw. 2 (TMT) 
Versuchen. Die dargestellten Prozentwerte entsprechen den in Abbildung 3.11 gezeigten.
Dargestellt ist auf der linken Achse die Caspaseaktivierung erzeugt durch (+"#:<;#V@ON9L'<99W;@&<9:89O#&'()#:;@#
Extinktionswert der (/"# XL97@LDD;.# AL(<;# N8Y# :;@# @;BC7;9# UBCA;# :<;# NQLQ7L7<ABC;9# U97;<D;# N9# :;@#
Gesamtpopulation, induziert durch (!"#:<;#V@ON9L'<99W;@&<9:89O#&'()#:;@#U97;<D#<9#:;@#*1"#XL97@LDD;)
A: Exposition mit 3 µM TBT
B: Exposition mit 1000 µM TMT
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Damit ergibt sich in der Zusammenschau, erkennbar in Abbildung 3.15, dass beide 

Organozinnverbindungen eine deutliche Erhöhung der Caspase 3-Aktivität in den Zellen 

bedingen, dass sie sich jedoch in dem Zeitpunkt dieses Effektes nach Exposition stark 

unterscheiden. Wie in den übrigen Versuchen zu TBT ist das Eintreten einer Wirkung, hier 

die Induktion von Caspase 3-Aktivität, schon nach kurzer Zeit zu beobachten.

Der im Gegensatz dazu verzögerte Caspase 3-Aktivitätsanstieg in mit TMT behandelten 

Zellen erst nach 24 Stunden fügt sich in das Bild eines in sämtlichen Versuchen 

feststellbaren verlängerten zeitlichen Wirkprofils des TMT.

Nach Einordnung dieser Ergebnisse ist somit anzunehmen, dass sowohl TBT als auch TMT 

einen apoptotischen Zelltod bedingen. Eine morphologisch klare Veränderung ist zwar nur 

bei TBT nachweisbar, doch weist die klare Induktion von Caspase 3-Aktivierung auch auf ein 

apoptotisches Geschehen in mit TMT behandelten Zellen hin.

Die Unterschiede in der zeitlichen Wirkung beider Verbindungen bleiben auch in den 

Untersuchungen zur Apoptoseinduktion zu erkennen.

Apoptose erscheint damit als ein Geschehen, das in unterschiedlichen Geschwindigkeiten 

verlaufen kann. Möglicherweise sind unterschiedliche vorgeschaltete Auslösemechanismen 

dafür verantwortlich.

Abb. 3.15: Zeitlicher Verlauf des Einflusses der beiden Organozinnverbindungen auf die 
Aktivierung der Caspase 3 in C6 Gliomazellen
Die dargestellten Werte entsprechen denen aus Abb. 3.14. Dargestellt ist die Caspaseaktivierung erzeugt durch 
(!"#GT,#$%$.#*/"#EFFF#T,#$,$#AL(<;#:<;#UK7<W<7Z7#<9#:;9#NDA#*+"#XL97@LDD;9#&;CN9:;D7;9#M;DD;9)
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3.4   Einfluss der Organozinnverbindungen auf die

zelluläre Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Nachdem sowohl für TMT als auch für TBT untersucht worden war, ob die Verbindungen 

einen apoptotischen oder einen nekrotischen Zelltod in C6 Gliomazellen induzieren, warf 

sich in einem weiteren Schritt die Frage auf, ob der durch TBT bzw. TMT induzierte Zelltod 

durch oxidativen Stress ausgelöst wird. 

Mehrere Studien bringen die Erzeugung von oxidativem Stress mit der Induktion eines 

apoptotischen Zelltods in Zusammenhang (Wang et al., 2009). 

Da beide Verbindungen hier Hinweise auf ein apoptotisches Geschehen lieferten, jedoch die 

deutlichen Unterschiede in der Zytotoxizität und vor allem im zeitlichen Verlauf weiterhin ins 

Auge fielen, lag es nahe, mittels der Messung der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies einen 

der Erzeugung einer Apoptose möglicherweise vorgeschalteten Prozess in den Zellen zu 

untersuchen und zu prüfen, ob sich hierin Unterschiede zwischen TMT und TBT finden 

lassen.

Die intrazelluläre Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wurde mit der unter 2.4.5 

beschriebenen Methode untersucht.

Die Zellen wurden mit DCFH-DA aufgeladen und im Anschluss mit den jeweiligen 

Konzentrationen der Organozinnverbindung behandelt. Anschließend wurde die emittierte 

Fluoreszenz sofort im Fluorimeter gemessen. Die Veränderung des Fluoreszenzsignals 

wurde über jeweils 2 Stunden in viertelstündigen Abständen gemessen und dem emittierten 

Signal der unbehandelten Kontrolle gegenübergestellt.

Abbildung 3.16 zeigt den Einfluss der verschiedenen Konzentrationen TBT bzw. TMT auf die 

fluorimetrisch messbare zelluläre Radikalbildung.

Die Messung ergab für beide Verbindungen keinen Anstieg der Fluoreszenz. Während die 

Fluoreszenz bei den mit der Positivkontrollsubstanz CHP (500 µM) behandelten Zellen nach 

8 Zyklen Werte von 10 - 30.000 Fluoreszenzeinheiten erreichte (in den unbehandelten 

Kontrollen stieg die Fluoreszenz auf bis max. 3000 Fluoreszenzeinheiten), war in den 

behandelten Wells unabhängig von der eingesetzten Konzentration nach 8 Zyklen sowohl für 

TBT als auch für TMT keinerlei Erhöhung der Fluoreszenz gegenüber der Kontrolle 

nachweisbar. Es kann also geschlussfolgert werden, dass beide Organozinnverbindungen zu 

keinerlei Bildung reaktiver Sauerstoffspezies beitragen.
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A

B

Abb. 3.16: Einfluss der Organozinnverbindungen auf die zelluläre Bildung von reaktiven 
Sauerstoffspezies 
Die Zellen wurden für 30 Minuten mit DCFH-DA aufgeladen und im Anschluss mit (A) 0,01,  0,03,  0,1, 0,3, 1, 3 
bzw. 10 µM TBT bzw. (B) 1, 3, 10, 30, 100, 300 bzw. 1000 µM TMT behandelt. Die unmittelbar danach emittierte 
Fluoreszenz wurde in Beziehung zu der in den unbehandelten Kontrollen messbaren Fluoreszenz gesetzt. 
Dargestellt ist jeweils ein Versuch.
Die einzelnen Kurven liegen im Graphen nahezu deckungsgleich übereinander. Weiterhin ist dargestellt der 
relative Anstieg der Fluoreszenz gegenüber der der unbehandelten Kontrolle, hervorgerufen durch die 
Behandlung mit 500 µM des als Positivkontrolle eingesetzten CHP (!).
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3.5   Einfluss von Organozinnverbindungen auf 

Lipidperoxidation in den Zellen

Ein weiterer Indikator für oxidativen Stress ist die Lipidperoxidation. Um zu prüfen, ob TBT 

bzw. TMT zu einer Lipidperoxidation in C6 Zellen beitragen, wurde der in 2.4.6 beschriebene 

Thiobarbiturat-Test verwendet. Dabei wird die Bildung Thiobarbitursäure reaktiver 

Substanzen (TBARS) photometrisch gemessen und als Malondialdehyd (MDA)- Äquivalent 

ausgedrückt. MDA entsteht in Zellen, in denen Lipidperoxidation stattfindet, und kann mit 

Thiobarbitursäure zu einem photometrisch messbaren Komplex reagieren. 

Abbildung 3.17 zeigt, dass eine solche Erhöhung der Menge an „TBARS“ (nmol/mg 

Zellprotein) für beide Organozinnverbindungen nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden 

nicht gemessen werden konnte. Die Menge an „thiobarbitursäure-reaktiven Substanzen“ in 

den Kontrollen lag bei 1,1 ± 0,03 nmol/mg Protein; einen signifikanten (p<0,05) Unterschied 

dazu ergaben die Messungen der Menge, die in den mit der Positivkontrollsubstanz CHP 

(100 µM) behandelten Zellen vorhanden war und bei 3,2 ± 0,43 nmol/mg Zellprotein lag. 

Weder nach Exposition mit 1 µM TBT noch mit 3 µM TBT (0,94 ± 0,18 nmol/mg Zellprotein) 

konnte ein ähnlicher Effekt beobachtet werden. 

1 µM TBT führte sogar mit 0,75 ± 0,02 nmol/mg Zellprotein zu einer signifikant geringeren 

Menge TBARS als die Kontrollen. 

Auch TMT wirkte nicht lipidperoxidierend; sowohl in einer Konzentration von 100 µM (0,78 ± 

0,18 nmol/mg Zellprotein) als auch in einer Konzentration von 1000 µM (1,42 ± 0,17 nmol/mg 

Zellprotein) war keine Erhöhung gegenüber den Kontrollen zu verzeichnen (s. Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Einfluss der Organozinnverbindungen auf Lipidperoxidation in C6 Gliomazellen
Die Zellen wurden für 24 Stunden in DMEM mit den unterschiedlichen Konzentrationen an TBT bzw. TMT 
inkubiert. Dargestellt ist die Menge der Thiobarbitursäure reaktiven Substanzen (TBARS), die in den exponierten 
Zellen entstehen, als Mittelwerte aus 3 Versuchen (±SEM). (!p<0,05, gepaarter t-test)

K
o
n
tr

o
lle

100 µ
M

 C
H

P

100 µ
M

 T
M

T

1000 µ
M

 T
M

T

1µM
 T

B
T

3 µ
M

 T
B

T

0

1

2

3

4
!

!

L
ip

id
p

e
r
o

x
id

a
ti

o
n

(n
m

o
l 

T
B

A
R

S
/m

g
 Z

e
ll

p
r
o

te
in

)



!"#$%##"&'(
)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))(

74

4   Diskussion 
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0"+#+3(I3A+"6i(R&&$#&'(+6(1CDi(hX.C(+6(1CD(EFFWH7(Q!^Tb3+"#+6,%'-(BZ13K"1$(%'0(L;+3H(%'0(0+3(

f'+%631C( 3+0( %K61$+g( I##1;( Bh"8.6+3TQ1'0#A+3-H( :%30+'( ,%3( *+:+36%'-( 0+3( N;6&6&<","6J6(

.+31'-+,&-+'D(!1##(>+3#8."+0+'+(M+321.3+'(%'6+3#8."+0C"8.+(L3-+A'"##+(C"+2+3'($X''+'7("#6(

"'(0"+#+3(I3A+"67(:"+(&A+'(A+#8.3"+A+'7(0+%6C"8.(A+:"+#+'D(ICC+"'(0%38.(9'6+3#8."+0+("'(0+'(

?+#6>+321.3+'(#"'0(0"+(#613$+'(M13"1',+'(0+3(LRSFT=+36+(A+"(?@?(1A+3('"8.6(,%(+3$CJ3+'D(



!"#$%##"&'(
)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))(
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!+3( :"8.6"-#6+( L3$CJ3%'-#1'#16,( 01243( C"+-6( "'( 0+3( N+CC6;K#K+,"2"6J6( 0+3( ="3$%'-( >&'( ?@?(

A+-34'0+6D(R3"#6&2&C( $&''6+( EFFG( ,+"-+'7( 01##( +#( +"'+( +'6#8.+"0+'0+(h&CC+( #K"+C67( :+C8.+(

N+CC+'(/"6( ?@?( A+.1'0+C6( :+30+'D( L#( ,+"-6+( #"8.7( 01##( ."KK&$1/K1C+( a+3>+',+CC+'( .&8.(

#+'#"6">(1%2(EG#64'0"-+(?@?TL<K&#"6"&'(3+1-"+36+'i(0+3(QRSFT=+36(C1-(."+3(A+"(W7G(V@D(!1/"6(

-+A+'(0"+#+(M+3#%8.+(0+'( `'T>">&T9'6+3#%8.%'-+'(h+8.67(0"+(+"'+(.&.+(M%C'+31A"C"6J6(0+#(

^"KK&81/K%#(243(0"+(6&<"#8.+'(L22+$6+(>&'(?@?(-+,+"-6(.1A+'(BZ&8,;$7(WcckHD(d1',(1'0+3#(

3+1-"+36+'( I#63&,;6+'( 1%2( 0"+( L<K&#"6"&'D( R3"#6&2&C( $&''6+( +"'+'( QRSFT=+36( >&'( kWF( V@(

+3/"66+C'D( !"+( ."+3( >+3:+'0+6+'( Rk( dC"&/1,+CC+'( -+C6+'( 1C#( +"'( -%6+#( @&0+CC( 243(

I#63&,;6+'6&<","6J6(BR&&$#&'(+6(1CD7(WccSHD(!"+(93#18.+'(243(0"+(%'6+3#8."+0C"8.+(="3$#1/$+"6(

1%2(>+3#8."+0+'+(N+CC+'(#"'0('&8.("//+3(:+"6-+.+'0(%'$C13D((

!1##( -+310+( I#63&,;6+'( A,:D( dC"1,+CC+'( 0+%6C"8.( %'+/K2"'0C"8.+3( 1%2( ?@?( ,%( 3+1-"+3+'(

#8.+"'+'( 1C#( 1'0+3+( N+CC+'7( 24.36+( ,%( ,1.C3+"8.+'( 9'6+3#%8.%'-+'D( I%8.( `'T>">&T56%0"+'(

A+#6J6"-6+'( 0"+( #K+,"2"#8.+( h&CC+( 0+3( I#63&,;6+'( "'( 0+3( ?@?( ?&<","6J6D( L#( $&''6+( -+,+"-6(

:+30+'7(01##(0"+('+%3&6&<"#8.(>+3%3#18.6+'(M+3J'0+3%'-+'("'(>">&(#6+6#(A+-C+"6+6(:13+'(>&'(

+"'+3( ^;K+363&K."+( ."KK&81/K1C+3( I#63&,;6+'( B@166.+:#( 1'0( 581CC+67( WccWi( @1"+3( +6D(

1CD7WccSH(%'0(+"'+3(+3.X.6+'(Z&',+'6316"&'(0+#(1#63&,;6+'T#K+,"2"#8.+'(f-C"1C(2"A3"CC13;(18"0"8(

K3&6+"'( BdbIYHg( B*3&8$( +6( OlR1CC1-.1'7( Wcemi( @8R1''( +6( 1CD7( Wccki( I#8.'+3( +6( I#8.'+37(

WccEHD(5&($&''6+(01>&'(1%#-+-1'-+'(:+30+'7(01##(0"+#+(N+CC+'(+"'+(:"8.6"-+(h&CC+("'(0+3(

a+%3&6&<","6J6(>&'(?@?(#K"+C+'D(

!"+#+( 1C#( #&-+'1''6+( f3+1$6">+( dC"&#+g( A+6"6+C6+( M+3J'0+3%'-( :%30+( 1C#( A"&8.+/"#8.+3(

@13$+3( 243( 0"+( ?&<","6J6( >&'( ?@?( 1'-+'&//+'( %'0( 24.36+( ,%( 0+3( M+3/%6%'-7( 01##(

I#63&,;6+'(1C#(K3"/J3+(@+0"16&3+'(243(0+'('+%3&'1C+'(58.10+'(0%38.(?@?(2%'-"+3+'(Bb"-"+C(

+6(b"+0&3&:"8,7(EFFEHD(b31-C"8.(AC"+A(1CC+30"'-#7(:+C8.+'(56+CC+':+36( 0"+(M+3J'0+3%'-+'( "'(

0+3( dC"1( +"''+./+'( %'0( "':"+:+"6( 0"+( I#63&-C"&#+( 616#J8.C"8.( =+-A+3+"6+3( &0+3( 1A+3(

*+-C+"6+3#8.+"'%'-7( +>+'6%+CC( C+0"-C"8.( Z&'#+\%+',( +"'+#( 0%38.( ?@?( 1%#-+CX#6+'(

'+%3&'1C+'(58.10+'#("#6D(

N1.C3+"8.+(56%0"+'7(0"+(#"8.(/"6(0+3(ZCJ3%'-(0"+#+3(b31-+(A+#8.J26"-+'(Bb"-"+C(+6(b"+0&3&:"8,7(

EFFEi(hX.C(+6(1CD7( EFFWi(^&C0+'(+6(R&C+/1'7(EFFmH7(+3-1A+'7(01##(I#63&,;6+'($+"'+#:+-#(

@+0"16&3+'(243(0"+(6&<"#8.+(="3$#1/$+"6(>&'(?@?(013#6+CC+'7(#&'0+3'(>"+C/+.3("'($&/KC+<+'(

`'6+31$6"&'+'(0+'(a+%3&'+'>+3A1'0(#8.46,+'(%'0(01##(0"+#+3(58.%6,(>&'(+"'+3(I$6">"+3%'-(

"/(5"''+(+"'+3(I#63&-C"&#+(BdbIYTL<K3+##"&'H(A+-C+"6+6(:"30D(

`'( [A+3+"'#6"//%'-( 01,%( $&''6+( -+,+"-6( :+30+'( Bd%'1#+$13( +6( 1CD7( EFFW( 1H7( 01##( "/(

M+3-C+"8.(>&'(3+"'+'('+%3&'1C+'7(1#63&,;6J3+'(%'0(R&TR%C6%3+'(+"'(N+CC#8.10+'(0%38.(?@?(

"'(a+%3&'+'(#6+6#(1/(-3XP6+'(:137( 01##(I#63&,;6+'(:+'"-+3( #613$(-+#8.J0"-6(:%30+'(%'0(

".3+(I':+#+'.+"6("'(0+'(-+/"#8.6+'(Z%C6%3+'(0"+(a+%3&'+'(>&3(+"'+/(58.10+'(#8.46,6+D(



!"#$%##"&'(
)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))(
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9/( ,%( $CJ3+'7( :+C8.+( @+8.1'"#/+'( ."'6+3( 0+/( ( '+%3&'1C+'( 58.%6,( 0%38.( I#63&,;6+'(

#6+8$+'7(/%##(-+'1%+3(>+3#61'0+'(:+30+'7(:"+(?@?(:"3$6D((

(

L#( -"A6( A"#.+3( $+"'+( ^"':+"#+( 012437( 01##( +"'+( L<K&#"6"&'( /"6( ?*?( ,%( 0+3( 243( ?@?( #&(

6;K"#8.+'(I#63&-C"&#+("'(-+/"#8.6+'(Z%C6%3+'(24.367(]+0&8.(#8.+"'6(01#($&/KC+<+(d+24-+(>&'(

dC"1(%'0(a+%3&'+'(1%8.(243(0"+(a+%3&6&<","6J6(0"+#+3(M+3A"'0%'-(+"'+(h&CC+(,%(#K"+C+'D(5&(

$&''6+'( =&+.3C"'-( +6( 1CD( EFFm( '"8.6( '%3( 243( ?@?( #&'0+3'( 1%8.( 243( ?*?( +"'+'( -+:"##+'(

#8.46,+'0+'(L22+$6(1':+#+'0+3(I#63&,;6+'(1%2(a+%3&'+'(,+"-+'D(

9'6+3( *+348$#"8.6"-%'-( 1CC( 0"+#+3( L3$+''6'"##+( :"30( $C137( 01##( 0+3( "'( >">&( A+#8.3"+A+'+(

L22+$6( +"'+3( 6&<"#8.+'( M+3A"'0%'-7( ."+3( A+#&'0+3#( ?@?7( "//+3( 01#( IAA"C0( >"+C2JC6"-+3(

="3$%'-+'( "#6D( 5&( #6+CC6( #"8.( 0"+( b31-+7( "':"+:+"6( Z%C6%3+'( +"',+C'+3( N+CCC"'"+'( 4A+3.1%K6(

@&0+CC+(243(0"+(N;6&6&<","6J6("'($&/KC+<+'(d+:+A+'(013#6+CC+'($X''+'D((

(

L"'(1'0+3+37(A"#.+3(:+'"-(*+18.6%'-( 2"'0+'0+3(I'#16,K%'$67(%/(0"+(#613$+(M13"1',( "'(0+'(

LRSFT=+36+'( 243( ?@?( ,%( +3$CJ3+'7( +3-"A6( #"8.( 1%#( 0+/( M+3-C+"8.( 0+3( +"',+C'+'(

L<K&#"6"&'#,+"6+'7(0"+(>&3(0+3(@+##%'-(0+3(L'0K%'$6+(-+:J.C6(:%30+'D(

!1##( +"'+( M+3J'0+3%'-( 0+3( L<K&#"6"&'#,+"6+'( +"'+'( #&C8.+'( L"'2C%##( 1%2( 0"+( ,;6&6&<"#8.+(

Y&6+',(>&'(?@?(.167($&''6+("/(:+"6+3+'(M+3C1%2(0+3(M+3#%8.+(-+,+"-6(:+30+'D(

58.&'( 234.+3+(9'6+3#%8.%'-+'( ,+"-6+'( "'( M+3#%8.+'7( 0"+( +"'+( L<K&#"6"&'( 0+3( N+CC+'( 4A+3(

>"+C+( 56%'0+'( A+"'.1C6+6+'7( +"'+'( :+#+'6C"8.+'( 9'6+3#8."+0( "/( ="3$>+3.1C6+'( A+"0+3(

O3-1'&,"''>+3A"'0%'-+'( B5+"A+36( +6( 1CD7( EFFGi( Z13K"1$( +6( L;+37( WcccH_( ?*?( :"3$6+( #+.3(

#8.'+CC(%'0(0"+(,;6&6&<"#8.+(I$6">"6J6(AC"+A(01''(3+C16">(%'A++"'2C%##6(>&'(+"'+3(>+3CJ'-+36+'(

L<K&#"6"&'#01%+3D(?@?(."'-+-+'(,+"-6+(+"'+(#&-+'1''6+(f0+C1;+0(6&<"8"6;g(BZ13K"1$(+6(L;+37(

WcccH7(+"'+(>+3,X-+36+(="3$%'-D(

5+"A+36(+6(1CD(#6+CC6+'(0"+#+(*+#&'0+3.+"6(/"6(^"C2+(0+3(N+CCK3&6+"'/+##%'-(2+#6D(a18.0+/(0"+(

."+3(0%38.-+24.36+'(M+3#%8.+(4A+3(EG(56%'0+'(L<K&#"6"&'#,+"6(,+"-6+'7(01##(0"+(M+321.3+'(

@??TM"61C"6J6#/+##%'-(%'0(Y3&6+"'/+##%'-(0%38.1%#(%'6+3#8."+0C"8.+(L3-+A'"##+(C"+2+36+'7(

C1-( +#( '1.+7(/"6(^"C2+( 0+#(@??TI##1;#( 0+'(M+3-C+"8.( 0+3(N;6&6&<","6J6( >&'(?*?(%'0(?@?(

1%8.(A+,4-C"8.(0+#(,+"6C"8.+#(M+3C1%2+#(,%(6J6"-+'D(

L#( 2"+C( 1%27( 01##( ?*?( 0"+( M"61C"6J6( 0+3( N+CC+'( "'( +"'+3( #+.3( 31#8.+'( d+#8.:"'0"-$+"6(

A++"'2C%##6+D( a18.( +"'+3( 56%'0+( L<K&#"6"&'( /"6( U( V@( ?*?( #+6,6+( +"'( +3$+''A13+3(

,;6&6&<"#8.+3( L22+$6( +"'D( *+6318.6+6( /1'( 0"+( Z&',+'6316"&'#T="3$%'-#TZ%3>+'( 0+3(

>+3#8."+0+'+'( L<K&#"6"&'#,+"6+'7( 2JCC6( 1%27( 01##( #"+( #+.3( 0"8.6( A+"+"'1'0+3( C"+-+'( B#D( IAAD(

UDGHD( !131'( CJ##6( #"8.( +3$+''+'7( 01##( 0"+( ,;6&6&<"#8.+( ="3$%'-( >&'( ?*?( #+.3( 234.( ".3(

@1<"/%/( +33+"8.6( %'0( 01''( +"'+( :+"6-+.+'0+( 9'1A.J'-"-$+"6( >&/( L<K&#"6"&'#,+"631%/(



!"#$%##"&'(
)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))(
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A+#6+.6D(N:13(#"'0(1%8.(243(?*?(4A+3(0+'(N+"6>+3C1%2('&8.(M+3J'0+3%'-+'(0+3(LRSFT=+36+(

,%(A+&A18.6+'7(0&8.(#K"+C+'(#"8.(0"+#+("'(+"'+/(+'-+3+'(Z&',+'6316"&'#A+3+"8.(1AD((

9/( 0+'( $&/A"'"+36+'( L"'2C%##( >&'( Z&',+'6316"&'( %'0( N+"6( 1%2( 0"+( N;6&6&<","6J6( ,%(

8.131$6+3"#"+3+'7( #"'0( "'( IAA"C0%'-( GDW( 0"+( LRSFT=+36+( -+-+'( 0"+( L<K&#"6"&'#01%+3(

1%2-+631-+'D((

*+"( *+%36+"C%'-( 0+3( Z%3>+( 243( ?*?( 2JCC6( 1%27( 01##( 0"+( /1<"/1C+( ,;6&6&<"#8.+( I$6">"6J6(

#KJ6+#6+'#('18.(EG(56%'0+'(+33+"8.6("#6D(!+/,%2&C-+("#6(0"+(*+,"+.%'-(>&'(6&<"#8.+3(Y&6+',(

%'0(N+"6('"8.6(C"'+13D(`'(0+3(!13#6+CC%'-(:"30(+"'+(Z%3>+(+3$+''A137(0"+(#"8.(31#8.(+"'+/(=+36(

1''J.+36D( !"+#+3(=+36( "#6( "'6+3K3+6"+3A13( 1C#( 0"+]+'"-+( Z&',+'6316"&'7( 0"+( 243( 0"+( 5%A#61',(

?*?(/"'0+#6+'#(>&'(aX6+'("#67(%/(A+"(%'+'0C"8.(C1'-+3(L<K&#"6"&'#,+"6(+"'+'(,;6&6&<"#8.+'(

L22+$6( "/(5"''+(+"'+3(h+0%$6"&'(0+3(M"61C"6J6(1%2(SF(Y3&,+'6(,%(+33+"8.+'D(!"+#+3(/"'"/1C+(

=+36( $1''( 1C#( f"'8"K"+'6( 6&<"8"6;g( A+,+"8.'+6( :+30+'( B5+"A+36( +6( 1CD7( EFFGHD( !"+(

h+-3+##"&'#1'1C;#+( 0"+#+3( Z%3>+( +3C1%A6( +#7( 0"+( Y&6+',nN+"6TIA.J'-"-$+"6( /"6( +"'+3(

dC+"8.%'-(013,%#6+CC+'_(c = k x t
-n7(:&A+"(c(0+'(LRSFT=+36(1'-"A6(%'0(k(%'0(n(Z&'#61'6+'(

013#6+CC+'D(

=+''(0+3(L<K&'+'6(0+3(N+"6(n = 1("#67("#6(01#(#"/K+C#6+(M+3.JC6'"#(>&'(Y&6+',(,%(N+"6(+324CC67(

01#(1%8.(1C#(f^1A+3#8.+(h+-+Cg(B@"CC+3(+6(1CD7(EFFFH(A+$1''6("#6D(

="307( :"+( A+"/( ?*?7( +"'( 58.:+CC+':+36( +33+"8.67( #&( /%##( 0"+#+( f"'8"K"+'6( 6&<"8"6;g( 1C#(

,%#J6,C"8.+(M13"1AC+("'(0"+(dC+"8.%'-(+"'-+A318.6(:+30+'D(5&(C1%6+6(0"+(dC+"8.%'-(243(?*?_(((

8(o($(<(6T'(p(8!7(:&A+"(8!(0"+(f"'8"K"+'6(6&<"8"6;g(013#6+CC6D(!"+#+3(58.:+CC+':+36(C"+-6(243(?*?(

A+"(W7U(V@D(

d1',(1'0+3#(1C#(A+"/(?*?7(#6+CC6+(#"8.(0"+(N+"61A.J'-"-$+"6(0+3(="3$%'-(>&'(?@?(013D(!"+(

."+3( K3J#+'6"+36+'( !16+'( A+#6J6"-+'( 234.+3+( *+&A18.6%'-+'( BZ13K"1$( +6( L;+37( WcccH_( ?@?(

,+"-6+( ( +"'+( >+3,X-+36+(="3$%'-D(!"+( Z%3>+'( 0+3( +"',+C'+'(L<K&#"6"&'#,+"6+'( #6122+C'( #"8.(

4A+3(+"'+'(:+"6+'(Z&',+'6316"&'#A+3+"8.(T('1.+,%(]+0+(-+6+#6+6+(Z&',+'6316"&'("#6(,%(+"'+/(

A+#6"//6+'(N+"6K%'$6( "'(0+3(Q1-+7(+"'+'(,;6&6&<"#8.+'(L22+$6(,%(+3,"+C+'(B#D(IAAD(UDG7(UDkHD(

!+3(LRSFT=+36(>+3J'0+36(#"8.(4A+3(0+'(M+3C1%2(>&'(mE(.(%/(+6:1(01#(WFFF218.+D(

=+"6+3."'( 2JCC6( 1%27( 01##( 0"+( Z&',+'6316"&'#T="3$%'-#TZ%3>+'( 243( 0"+( CJ'-+3+'(

L<K&#"6"&'#,+"6+'(+"'(8.131$6+3"#6"#8.+#(YC16+1%(1%2:+"#+'D(`'(IA#8.'"66(UDE("#6(A+#8.3"+A+'7(

01##( +"'( #&C8.+#(YC16+1%( '"8.6( 0"+( +"'218.+( -31K."#8.+(L3/"66C%'-( +"'+#( LRSFT=+36+#( 1%#(

0+3(Z%3>+(+3C1%A67(#&'0+3'(01##( 3+1C"#6"#8.+3+(=+36+(0%38.(0"+(?+"C%'-(0+3(Z%3>+'( "'(,:+"(

IA#8.'"66+(%'0(0"+('18.2&C-+'0+(L3/"66C%'-(]+:+"C#(,:+"+3(LRSFT=+36+(+'6#6+.+'D(!"+(`0++7(

0"+(#"8.(01."'6+3( >+3A"3-67( "#67(01##(01#(YC16+1%7(:+C8.+#(#"8.('18.(?@?TL<K&#"6"&'(+3-"A67(

IAA"C0( +"'+3( A+#&'0+3+'( ="3$%'-( 0+3( 5%A#61',( "#6_( ,:+"( 6&<"#8.+( Y3&,+##+7( 0"+( #"8.( ,%(



!"#$%##"&'(
)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))(
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%'6+3#8."+0C"8.+'(N+"6+'("'(%'6+3#8."+0C"8.+'(Z&',+'6316"&'#A+3+"8.+'(1A#K"+C+'7(4A+3C1-+3'(

#"8.(%'0(-+A+'(01#(*"C0(+"'+3(-+/"#8.6+'(="3$#1/$+"6D(

`'( IAA"C0%'-( GDW( *( "#6( 0+3( N%#1//+'.1'-( >&'( ,;6&6&<"#8.+3( Y&6+',( >&'( ?@?( %'0( 0+3(

L<K&#"6"&'#,+"6( -+,+"-6D( N%/( +"'+'( ,+"-6( 0"+( d31K."$( +"'+( Z%3>+( 0+3( LRSFT=+36+7( :"+( #"+(

&.'+( L"'A+,"+.%'-( 0+3( ,%#J6,C"8.+'( LRSFT=+36+7( 0"+( #"8.( 0%38.( 01#( YC16+1%( +3-+A+'7(

>&3C"+-6D( !"+#+( Z%3>+( +3-"A6( +3'+%6( +"'( YC16+1%D( !10%38.( "#6( +"'+( Z%3>+'1'K1##%'-( '"8.6(

/X-C"8.D( L#( 2JCC6( 1%27( 01##( 0"+( Z%3>+7( 1'0+3#( 1C#( A+"/( ?*?7( 1A-+#+.+'( >&/( YC16+1%(

$&'6"'%"+3C"8.( 1A2JCC6( %'0( $+"'+( 58.:+CC+( +33+"8.6D( !"+( #&-+'1''6+( f"'8"K"+'6( 6&<"8"6;g( :"30(

/X-C"8.+3:+"#+('"8.6(+33+"8.6D(!10%38.(#8.+"'6(,%'J8.#6(+"'(9'6+3#8."+0(,%/(?*?(-+-+A+'D(

!%38.(L"'A+,"+.%'-(0+3(LRSFT=+36+7(0"+(1%2(d3%'0(0+#(,:+"K.1#"-+'(M+3C1%2#(0+3(+"',+C'+'(

Z&',+'6316"&'#T="3$%'-#TZ%3>+'(+3/"66+C6(:%30+'7(#6+CC+'(#"8.(,:+"(Z%3>+'(243(?@?(013D(!"+(

%3#K34'-C"8.+(Z%3>+($1''(01/"6(1C#(,%#1//+'-+#+6,6(1%#(0+'('%'(+'6#61'0+'+'(A+-3"22+'(

:+30+'D( L#( :"30( +3$+''A137( 01##( 0"+( %3#K34'-C"8.+( Z%3>+( "'( 234.+'( L<K&#"6"&'#,+"6+'( "'(

".3+/(M+3C1%2(>&'(0+3("'(.X.+3+'(Z&',+'6316"&'+'(C"+-+'0+'(Z%3>+(0&/"'"+36(:"30(%'0(01##(

,%(#KJ6+3+'(N+"6+'(0"+(,:+"6+(Z%3>+7(0"+("'(+"'+/(-+3"'-+3+'(Z&',+'6316"&'#A+3+"8.(>+3CJ%267(

0+'(M+3C1%2(0+3(%3#K34'-C"8.(-+/+##+'+'(Z%3>+(A+#6"//6D((

*+"( *+%36+"C%'-( 0"+#+3( A+"0+'( Z%3>+'( "#6( +"'( #6+6"-( 1A21CC+'0+3( M+3C1%2( '"8.6( /+.3(

'18.>&CC,"+.A13D(M"+C/+.3(0+%6+6(#"8.('%'(1%8.( 243( (?@?(K3&(Z%3>+(+"'(=+36(1'7(0+/(#"8.(

0+3(d31K.(1''J.+36( %'0(0+3(1C#( f"'8"K"+'6( 6&<"8"6;g(LRSFT=+36(1%2-+21##6(:+30+'($1''D(!"+(

'%'(/X-C"8.+(I'1C;#+(+3-"A6(=+36+(>&'(Sck(V@(1C#(.&.+(Z&',+'6316"&'##8.:+CC+(%'0(S7U(V@(

1C#('"+03"-+'(58.:+CC+':+36D(

L#( #8.+"'6( 1C#&7( 01##( '18.( $%3,+'( L<K&#"6"&'#,+"6+'( +"'( Y3&,+##7( 0+3( #"8.( "'( +"'+/( #+.3(

.&.+'(Z&',+'6316"&'#A+3+"8.(1A#K"+C67(0"+(?&<","6J6(>&'(?@?(>+3/"66+C6D(L3#6(#KJ6+3('"//6(+"'(

,:+"6+3(Y3&,+##(4A+3.1'0(%'0(CX#6(0+'(+3#6+'(1A7(A,:D(4A+3C1-+36(0"+#+'D(!"+#+3(?+"CK3&,+##(

:"3$6( "'(+"'+/(#+.3(-+3"'-+'(Z&',+'6316"&'#A+3+"8.i(0"+(58.:+CC+'6&<","6J6(0"+#+#( C+6,6+3+'(

Y3&,+##+#(C"+-6('1.+(0+3(0+3(="3$%'-(>&'(?*?D(

 

 

 

 

 

 

 

 

 



!"#$%##"&'(
)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))(

81

A 

 

12 4 24 48 72

0

1

2

3

4

5

6

7

8

Zeit (h)

E
C

5
0
-W

e
rt

 (
µ

M
)

 
B 

0 4 24 48 72

1

10

100

1000

10000

100000

Zeit (h)

E
C

5
0
-W

e
rt

 (
µ

M
)

Abb. 4.1: Veränderung der zytotoxischen Wirkung der Organozinnverbindungen über einen 
Zeitverlauf von mehreren Stunden 
!13-+#6+CC6(#"'0(0"+(@"66+C:+36+(0+3(LRSFT=+36+(1%#(U(B?@?H(A,:D(E(B?*?H(M+3#%8.+'D(!"+(LRSFT=+36+(+3-+A+'(
#"8.( 1%#( 0+'( Z&',+'6316"&'#T="3$%'-#TZ%3>+'( A1#"+3+'0( 1%2( 0+'( L<6"'$6"&'#:+36+'( "/( @??T?+#6D( !+3(
L<6"'$6"&'#:+36( 1%#( +"'+/( L"',+C>+3#%8.( +'6#K3"8.6( 0+/( @"66+C:+36( 0+#( @??T5"-'1C#( 1%#( #+8.#(=+CC#D( !"+( "'(
IAA"C0%'-(*(+A+'21CC#(013-+#6+CC6+'(E(,%#J6,C"8.+'(Z%3>+'(243(?@?(+3-+A+'(#"8.(1%#(0+3(-31K."#8.+'(L3/"66C%'-(
0+3(LRSFT=+36+(1'.1'0(0+3(@"66+C:+36#$%3>+'(1%#(0+'(M+3#%8.+'(4A+3(mE(56%'0+'7(:"+("'(IAA"C0%'-(UDS(-+,+"-6D(
!"+(Z%3>+'(:%30+'7(#&:+"6(/X-C"8.7(1'-+K1##6D(
A(?*?(
B ?@?(B2+66_(Z%3>+(0+3(1%#(0+'(d+#1/6$%3>+'(+3/"66+C6+'(LRSFT=+36+i(-+K%'$6+6_(Z%3>+'7(0"+(#"8.(1%#(0+'(LRSFT
=+36+'(+3-+A+'7(0"+(243(0"+(Z%3>+'1A#8.'"66+(&A+3T(A,:D(%'6+3.1CA(0+#(YC16+1%#(+3/"66+C6(:%30+'(B>-CD(UDEHDH(
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0"+'6+'7(+"'(@1P(243(0+'(,+CC%CJ3+'(hO5T5616%#(0+3(N+CC+'(,%(A+$&//+'(B#D(EDGDSHD(
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^"C2+(0+#(?."&A13A"6%316T?+#6#( B#D(EDGDkH7($&''6+( 243(?*?(%'0(?@?('"8.6(-+,+"-6(:+30+'D( `/(
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9'6+3#8."+0+(A+0"'-+'D((

N1.C3+"8.+(56%0"+'( A+21##+'( #"8.(/"6( 0+'(="3$/+8.1'"#/+'( >&'( ?*?( %'0( ?@?D( b43( ?*?(
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+"'+(^+//%'-(0+3(R1C8"%/2C4##+(0"+(N;6&6&<","6J6(>&'(?@?(.+31A#+6,6+D(*+3+"6#(M">"1'"(+6(
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5   Zusammenfassung 

 

Organozinnverbindungen stellen eine Gruppe von Umweltchemikalien dar, die weit verbreitet 

ist und deren Einsatz erhebliche Auswirkungen auf unsere Umwelt hat. 

Zwei dieser Organozinne sind die Verbindungen Tributylzinn (TBT) und Trimethylzinn (TMT).  

Ziel der Arbeit war es, die Unterschiede in der Zytotoxizität dieser beiden Substanzen 

herauszuarbeiten und gegebenenfalls Ursachen für diese zu finden. Dazu wurden Versuche 

mit wachstumsgehemmten Kulturen der Rattengliomazelllinie C6 durchgeführt, die 

besonders die Konzentrationsabhängigkeit und die Zeitabhängigkeit einer Toxizität messen 

sollten. 

Die zytotoxische Wirkung wurde als Verminderung des Zellproteingehalts (Lowry Methode) 

bzw. der Zellvitalität (MTT-Assay) erfasst. 

Um zu untersuchen, welche Form des Zelltods nach Exposition durch TBT und TMT 

induziert wird, wurden eine Anfärbung der Zellkerne und eine fluoreszenzmikroskopische 

Analyse durchgeführt. Dadurch und durch die Einbeziehung einer Caspase 3-

Aktivitätsmessung konnte geprüft werden, ob die Organozinnverbindungen einen 

nekrotischen oder apoptotischen Zelltod auslösen. 

Als eine mögliche Ursache für die Induktion von Apoptose wurde des Weiteren die Bildung 

von oxidativem Stress durch TBT und TMT gemessen. Dazu wurde die fluorimetrische 

Messung mit 2´,7´-Dichlorofluoreszein-Diacetat durchgeführt. Das Ausmaß der 

Lipidperoxidation wurde durch die Messung Thiobarbiturat-reaktiver Substanzen (TBARS) 

bestimmt. 

Die zytotoxische Potenz von TBT war nach 24stündiger Exposition stärker als die von TMT. 

Die Potenz war bei TBT nahezu unabhängig, bei TMT aber stark abhängig von der 

Expositionsdauer. Im zeitlichen Verlauf wurde TMT zytotoxischer und näherte sich der 

Potenz von TBT an. 

Beide Substanzen induzierten Apoptose in den C6-Zellen. Dieser Zelltod wurde von TBT 

sehr rasch erzeugt, während TMT über eine längere Expositionsdauer hinweg Apoptose 

induzierte. 

Weder TBT noch TMT führten zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies oder zu einer 

Lipidperoxidation. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ein erheblicher Unterschied in der Zytotoxizität 

von TBT und TMT besteht. Besonders in der Zeitabhängigkeit ihrer Wirkung unterscheiden 

sie sich stark. Die Gründe dafür bleiben fraglich; eine Zuordnung der beiden Verlaufsformen 
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des Zelltods, Apoptose und Nekrose, zu den beiden Verbindungen gelingt nicht. Beide 

Substanzen erscheinen als Apoptoseinduktoren, wobei im zeitlichen Verlauf der Apoptose 

wiederum Unterschiede bestehen. 

Der durch die Organozinnverbindungen in C6 Gliomazellen ausgelöste Zelltod ist nicht durch 

die Bildung von oxidativem Stress verursacht. 

Offen bleiben die Mechanismen, die den apoptotischen Zelltod von TBT und TMT vermitteln, 

und damit die Ursachen für die Unterschiede vor allem in Bezug auf die Zeitabhängigkeit 

ihrer Zytotoxizität. Um diese Fragen zu klären, bedarf es weiterer Versuche. 
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