AUS DEM LEHRSTUHL
FUR DERMATOLOGIE UND VENEROLOGIE
PROF. DR. MARK BERNEBURG
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Molekulare- und zellulare Effekte von kaltem atmosphéarischem

Plasma (KAP) auf Plattenepithelkarzinom Zelllinien in vitro

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Zahnmedizin

der
Fakultat fur Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Sabrina Hehenberger

2024






AUS DEM LEHRSTUHL
FUR DERMATOLOGIE UND VENEROLOGIE
PROF. DR. MARK BERNEBURG
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Molekulare- und zellulare Effekte von kaltem atmosphéarischem

Plasma (KAP) auf Plattenepithelkarzinom Zelllinien in vitro

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Zahnmedizin

der
Fakultat fur Medizin

der Universitat Regensburg

vorgelegt von

Sabrina Hehenberger

2024



Dekan: Prof. Dr. Dirk Hellwig
1. Berichterstatter: Prof. Dr. Sigrid Karrer
2. Berichterstatter: Prof. Dr. Richard Bauer

Tag der mundlichen Prifung: 07.11.2024



Inhalt

3 T =T (1 o PPt 7
1.1. PlattenepithelKarzinOm ...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 7
1,100 INZIAENZ oo 7
1.1.2. AHOIOGIE ...vveeveceieieeee ettt ettt ettt eae et eae e, 8
1.1.3. KIGSSITIKAION .....uuiiiiiiiiiiiiiii e 10
1.1.4. KIinik und DiagnOSEiK...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 10
1,15, TREIAPIEN ...ttt 11
1.2, PIASM@ .o 13
2 N €1 (1 Vo | F= Vo =T o I 13
1.2.2. Kaltes atmospharisches Plasma (KAP) .......ccoovmiiiiiiiiieeeeeee e, 14
1.2.3. Anwendung von KAP in der Medizin...........cccovvviiiiiiiiii e 15
1.3. Verwendete Plasmaquelle: plasma care® Prototyp ..........ccceevveeeeeiivveeeeeennne, 19
1.4, OXIOAUVET SITESS ...ceiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e eeeeee s 21
1.5. Apoptose, Seneszenz und NEKIOSE ........ccooeeeeeiiiiiiiiiiiie e, 22
1.6.  Zielsetzung der STUIE.........uuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 23
2. IMAEETIAL ... 25
2.1. Verbrauchsmaterialien.............ccccoiiiiiiiiiii 25
2.2, SUDSTANZEN ...ttt 26
2.3, GEIALE ...t e e enane 26
2 | £ SRR 28
2.5, PIIMIBT L 28
2.6, ZEINIEN ... 29
2.6.1. A-431 (ATCC CRL-1555™) i 30
2.6.2. SCC-9 (ATCC CRL-1B29™) ..ttt 30
2.6.3. SCC-15 (ATCC CRL-1623™) ..ot 30
2.6. 4. MEITM i 30



2.7, ZellKURRUIMEIUM ....oiiiiiiiieee e 30
2.8, SOFIWAIE ..ot 31
3. MELNOUEN ...t e e 32
3.1, Kultivierung der Zell@N..........oooiie e 32
3.2, Auftauen der ZellEN .........ooooiiiiiiiieee s 32
3.3, EINfrieren der Zellen ....... ... i 33
3.4, ZellzahlDeStMMUNG. .......uuiiiiiiiiiiiiiii e 33
3.5. Uberpriifung der Wirkleistung der verwendeten Plasmaelektrode............... 33
3.6. Morphologische Zellanalyse am Durchlichtmikroskop ............cccccccviiiiiinnnns 35
3.7. Horizontale Migration am SPalt ...............uuuuuiiiimiiiiiiiiiiii s 35
3.7 1. ENWAITUNG .ttt e e e 36
3.7.2. Etablierung des Versuchs fur Live-Cell-Imaging ..........cccoeeeeeeeveviiinnnnnnn. 36
3.7.3. Etablierung des Versuchs fiur die manuelle Durchlichtmikroskopie....... 37
3.7.4.  VersuChSaAUTDAU ...........coiiiiiiiiiiiee e 38
3. 7.5, AUSWEITUNG ...eevieeeeie ettt e e e e e et e e e e e et e e et e e eaa e e eanneeenas 39
3.8. BOYden-KammMer ASSAY .......ccceieeeiiiieiiiiiiiieeeeeeeeeetiaie s e e e eeeeeeesaasn e e e eaeeeennnes 40
3.8.1. Gerichtete Zellmigration und -INVaSION...............ccoovviiiiiiieeeeeeeeeeeein, 41

G IR S T = 11V 1 (1 T PP 42
3.8.3.  Versuchsablauf..........cccoiiiii 43
.84, AUSWEITUNG ..ciiieeeiiie ettt e e et e e e e e e e e e e e e e s 44
3.9. Apoptosedetektion mittels FACS-ANalySe .........ocuvvviiiiiiiiiiieiiiicieeee e 44
3.9. 1. ENWATTUNG ..ottt 44
3.9.2. Versuchsablauf.........ccccoiiiiii 44
3.9.3.  AUSWEITUNG .ttt e e e e e e e e e e e e nnnn s 45
3.10. Molekularbiologische Analyse der RNA ... 46
G 700 0 20t R =y V7= U (1 o o PP 48
3.10.2.  RNA-ISOHEIUNG ..o e 48



3.10.3.  Reverse Transkription............ceoiiieeeiiieeiiiii e e e e e 49

3.10.4. Quantitative Real-Time PCR ........coovviiiiiiiiicceeee e, 50
N e (0 = o] ] 7P 52
4.1. Morphologie der Zellen und Wachstumsmuster ...........cccccceeeeeieeeeieeeeiiiinnnnn, 52
4.2. Horizontale Migration am Spalt .............ccooiiiiiiiiiiiie e 54
4.2.1. Analyse mittels Durchlichtmikroskop..........ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 54
4.2.2. Auswertung der horizontalen Migration am Spalt...........cccccccvvviiiiinnnnn. 58
4.2.3. Effekte der horizontalen Migration am Spalt ...........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiennnn. 58
4.3. Migrations- und Invasionsanalyse mittels Boyden-Kammer Assay ............. 61
4.3.1. Mikroskopische Dokumentation der Membranen..............ccccevvvvvvvnnnnnn. 61
4.3.2. Auswertung der Migrations- und Invasionsanalyse..............ccccvvvvvnnnnnn. 64
4.4. Apoptosedetektion mittels FACS-Analyse nach KAP-Behandlung.............. 66
4.4, AUSWEIUNG FACS ..o 66
4.5. Molekularbiologische Analyse der RNA...........ccooiiiiiiiiiiiiiie e, 72
4.5.1. Expressionsanalyse Apoptose-assoziierter Gene nach KAP................ 72
4.5.2. Expressionsanalyse Seneszenz-assoziierter Gene nach KAP ............. 73
4.5.3. Expressionsanalyse beziglich DNA-Schaden nach KAP ..................... 74
5. DISKUSSION. ..ttt ettt e e e e e st e e e e e e e e e e e e e e e 76
5.1. Invitro Untersuchung an PEK-Zellen ...........ccccouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 76
5.2. plasma care® Prototyp in medizinischer Anwendung ..........ccccccccevveeeunennnee. 76
5.3. Durch KAP-Behandlung vermittelte Effekte............ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 78
5.3.1. Veranderungen in Morphologie und Wachstumsmuster ....................... 78
5.3.2.  Hemmung der horizontalen Migration ...........ccccccevvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeen. 79
5.3.3.  Abnahme der gerichteten Migration/INvasion............cccccccvvvviviiiniiennnnnn. 79
5.3.4.  ApoptoseiNUKLION .........cooiiiiiiiiiiii 79
5.3.5. Molekularbiologische Veranderungen.........cccccooovvviiiiiiiiii i, 80
5.4. Kilinische Relevanz und Perspektiven..........cooooiviviiiiiiiiiineecciie e, 82



10.

ZUSAMMENTASSUNG.....ccieieeiiiieee e e e e ee et s e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e aaaa e e e eeeeeeeesnnnnnnes 85

ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ..uiiiii i e e e e 87
AbDBIldUNGSVEIZEICANIS ......veeieecccceeee e 90
TabelleNVerzeiChNIS .........cooii e 91

[T =L | PP PP TP PPPPPPPPPPPPPP 92



1. Einleitung

In der Onkologie ist die Anwendung von kaltem atmosphérischem Plasma (KAP)
relativ neu und gegenwartig noch nicht als kurative Therapieoption verfugbar, jedoch
ist es Untersuchungsgegenstand vieler aktueller Studien (1-3). Vielfach konnten
spezifische Anti-Tumor-Effekte von KAP beispielsweise auf Darmtumorzellen oder
Melanomzellen nachgewiesen werden (4—6). Auch in zwei kleineren klinischen Studien
in der Behandlung aktinischer Keratosen (AK), die als Vorstufen des invasiven kutanen
Plattenepithelkarzinoms (PEK) gelten, hat sich KAP bei Patienten als wirksam
erwiesen (7, 8). Die AK tritt typischerweise als singulare L&sion bei chronisch
sonnenexponierten, hellhautigen Menschen mit einer Pravalenz von 11-26 % auf (9).
Diese intraepidermale keratinozytare Dysplasie kann sich in bis zu 20 % innerhalb von
10-25 Jahren in ein invasives Plattenepithelkarzinom (PEK = engl. SCC, ,squamous
cell carcinoma®) entwickeln (10). Daher werden in dieser Studie molekulare sowie

zellulare Effekte von KAP auf Plattenepithelzellen in vitro untersucht.

1.1. Plattenepithelkarzinom
Das Plattenepithelkarzinom wird auch als spinozellulares Karzinom oder Spinaliom
bezeichnet und gehdrt zur Gruppe der nichtmelanozytaren Hauttumoren (NMSC). Es
handelt sich um bdésartige Tumoren, die von den Epithelzellen der Haut und der
Schleimhaut ausgehen. Dementsprechend unterteilt man die Tumoren in kutane PEK,
welche von verhornendem Plattenepithel der Epidermis ausgehen sowie in
Mundhdhlen-PEK, welche von nicht verhornendem Plattenepithel der Schleimhaut

ausgehen (11).

1.1.1. Inzidenz
Das PEK befindet sich aktuell direkt nach dem Basalzellkarzinom auf Platz 2 der
haufigsten Hauttumoren und macht ein Finftel der NMSC aus (11). In Deutschland
liegt die Inzidenz bei etwa 40 aus 100000 Einwohnern wahrend in
sonnenexponierteren Regionen wie dem Sudwesten der USA oder in Australien 300-
600 aus 100 000 Einwohnern betroffen sind (12). Das kutane PEK macht 20 % aller
Hauttumoren aus, was jedes Jahr zu 1 Million Falle und geschéatzt bis zu 9000
Todesfallen in den Vereinigten Staaten fiihrt (13). Weltweit wurde in den letzten Jahren
ein kontinuierlicher Anstieg der Falle von NMSC beobachtet, was eng mit der aktuellen

demographischen Entwicklung, also der Zunahme der Lebenserwartung und somit der



Alterung der Population verknipft ist. Dabei sind mehr Manner als Frauen betroffen
und das Durchschnittsalter liegt bei 70 Jahren. AuRerdem fallt auf, dass Regionen mit

hellh&utiger Population erhohte Fallzahlen aufweisen (14, 15).

Die Heilungschancen beim NMSC haben sich sehr positiv entwickelt. In den Jahren
2011-2015 gab es kaum Schwankungen in der Mortalitat, sie lag fur Frauen bei 0,3
und far Manner bei 0,65 (16).

1.1.2. Atiologie

Fur das PEK gibt es viele Ursachen, es werden sowohl genetische als auch
immunologische Faktoren in Betracht gezogen. Allerdings stehen heute vor allem
Vorschadigungen durch (UV) Strahlung, die auch von der WHO als etabliertes
Karzinogen aufgenommen wurde, im Fokus. Besonders geféhrlich ist die UVB-
Strahlung mit Wellenlangen zwischen 290 und 320 nm (11). Wie in Abbildung 1
dargestellt, kann die UV-Strahlung Genmutationen induzieren oder die
immunologische Abwehr derart beeintréachtigen, dass die Bekdmpfung entarteter
Keratinozyten reduziert ist. Beides fuhrt zu unkontrolliertem Wachstum mutierter
Keratinozyten. Folglich ist das Vorhandensein von aktinischen Keratosen an der UV-
exponierten Epidermis, also der intraepithelialen Proliferation atypischer
Keratinozyten, ein besonders wichtiger atiologischer Faktor, da diese mit dem Risiko
der Progression zum kutanen Plattenepithelkarzinom einhergehen. Die Schleimhaute
hingegen haben Leukoplakien als Krebsvorlaufer die durch tumorauslésende Noxen
wie Rauchen oder Alkohol begunstigt werden (12). Eine Mutation des p53-Gens hat
das Ausbleiben der Apoptose von entarteten Zellen zur Folge, wéhrend eine Mutation
des RAS-Onkogen H-Ras zur dauerhaften Aktivierung des Signalweges, also zu einer
gesteigerten Zellproliferation fuhrt (12, 16, 17). Der Ubergang zum invasiven
Plattenepithelkarzinom erfolgt, sobald verénderte Keratinozyten die Basalmembran
durchdringen (18).
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Abbildung 1: Progression von AK zum PEK

Die Einwirkung von UV-Licht kann zur Initiilerung einer frihen AK fuhren. Liegt dann eine genetische Veréanderung
wie z.B. die Mutation des p53-Gens vor, dann bleibt die Apoptose aus, wahrend die Proliferation derartiger Zellen
angekurbelt wird. Sobald die veranderten Keratinozyten die Basalmembran durchbrechen handelt es sich um ein
PEK. Der Prozess wird am Beispiel einer Feldkanzerisierung der Stirnhaut, also der Existenz praneoplastischer
Prozesse mit karzinogener Potenz an mehreren Stellen eines Areals, dargestellt. (Arndt S. erstellt mit
BioRender.com unveréffentlicht)

Darlber hinaus gibt es auch Erkrankungen, die das PEK-Risiko steigern. Dazu zahlen:

- chronische Narbenbildung (Verbrennung, Strahlendermatitis)

- genetisch determinierte Syndrome (Xeroderma pigmentosum, Albinismus)

- chronische Hautinfektionen (Lupus vulgaris)

- chronisch  entziindliche Erkrankungen  (chronisch  diskoider  Lupus

erythematodes, Lichen ruber mucosae) (19)

RegelmalRiger Kontakt mit Arsen oder Rontgenstrahlung kann maligne Veranderungen
triggern. Auch Immunsuppression steigert das Erkrankungsrisiko und fuhrt zu
ungunstigeren Krankheitsverlaufen (16). Untersuchungen zeigen, dass es einen
Zusammenhang zwischen dem kanzerogenen Humanen Papillom Virus (HPV), das
gehauft bei Immunsupprimierten auftritt, und PEK gibt. Im Vergleich zur
Allgemeinbevdlkerung sind PEK-Patienten deutlich haufiger HPV-Seropositiv (20).



Das PEK tragt eine der héchsten Mutationslasten aller Tumorarten. Neben p53 und H-
Ras sind NOTCH und CDKN2A bekannte Treibermutationen beim PEK.

Es ist wahrscheinlich, dass es weitere Treibermutationen beim PEK gibt, die noch nicht
entdeckt wurden (21).

1.1.3. Klassifikation
Die Klassifikation des PEK sollte laut aktueller S3-Leitlinie ,,Aktinische Keratose und
Plattenepithelkarzinom der Haut® anhand klinischer und histologischer Parameter
entsprechend der aktuell giltigen TNM-Systeme der UICC (Union for International
Cancer Control) oder der AJCC (American Joint Committee on Cancer) erfolgen (16).
Beide teilen nach klinischen und radiologischen Parametern in verschiedene Stadien,
welche die Entwicklungsstufen des Tumors beschreiben, ein. Dabei sind sowonhl
GroRRe und Ausbreitung des Primartumors, als auch das Fehlen oder Vorhandensein
von regiondren Lymphknotenmetastasen sowie die Existenz von Fernmetastasen
maldgebende Gesichtspunkte. Allerdings kann diese Einteilung in Stadien nur bei
wenigen, also vor allem bei klinisch sehr groRen Tumoren eine differenzierende
Auskunft geben. Es kann damit keine Prognose beziglich Metastasierungs- oder
Uberlebensrate gegeben werden. Daher wird traditionell noch oft in ,high-risk“ und

Jow-risk“ Tumoren eingeteilt (16).

Als High-risk-Plattenepithelkarzinom wird ein Befund von der AJCC Klassifikation

(2017) bezeichnet, wenn er einen der folgenden histologischen Parameter erflillt: (16)

- Tumordicke > 6 mm (vertikal)

- Tumordurchmesser > 2 cm

- Eindringtiefe ab Clark-Level 4

- Histologische Differenzierung ab Grad Il
- Perineurale Invasion

- Lokalisation an Ohr und Unterlippe

- Immunsuppression

- Desmoplasie

1.1.4. Klinik und Diagnostik
Ein Carcinoma in situ ist die Vorstufe eines jeden Plattenepithelkarzinoms und gibt

beispielsweise durch seine Lokalisation Auskunft (iber die Atiologie des Karzinoms.

10



Oft kann im Randbereich der L&sion ein In-situ-Karzinom nachgewiesen werden.
Besonders hoch ist das Risiko bei unzahligen aktinischen Keratosen, bei
Plantarwarzen oder der knotigen Umwandlung eines Ulkusrandes. Auffallig sind dabei
das rasche Wachstum, die Induration, Ulzeration und Blutungsneigung. Klinisch findet
man in fortgeschrittenen Stadien meist einen derben, exophytisch wachsenden, zur
Blutung neigenden, oft entziindlichen, aber schmerzlosen Tumor mit zentraler
Ulzeration. Durch subkutane Infiltration bzw. seitliches Wachstum kénnen
Verhartungen oder Erytheme entstehen. Das Wachstum erfolgt lokal destruktiv, also
ein Einwachsen in Knochen, Muskeln und Sehnen ist méglich. Zur Metastasierung
kommt es eher selten und hauptsachlich lymphogen. Die Diagnose erfolgt meist
basierend auf der Klinik nach Einbeziehen der Anamnese und final der
Probenentnahme zur histologischen Sicherung. Bei auffélligem Palpationsbefund der
Lymphknoten sollte zur Sicherheit auch noch eine Lymphknotensonografie erfolgen
(12).

1.1.5. Therapien
Die Auswahl der Behandlung erfolgt nach Kriterien wie beispielsweise der Grol3e des
Tumors, seiner Lokalisation und Invasivitat, sowie dem Vorliegen von Risikofaktoren
wie Alter und Allgemeinzustand des Patienten (12). Haben die atypischen
Keratinozytenverbande die Basalmembran noch nicht durchbrochen, spricht man von
einer aktinischen Keratose. Diese gilt als In-situ-Plattenepithelkarzinom und kann laut
aktueller S3-Leitlinie zu AK und PEK der Haut unter anderem mit konventioneller
topischer photodynamischer Therapie (PDT) mit rotem Licht unter Zuhilfenahme der
Photosensibilisatoren 5-Aminolavulinsaure (ALA) oder Methylaminolavulinat (MAL)
behandelt werden (18, 22, 23). Daneben gibt es auch noch andere
Therapiemoglichkeiten, wobei Grol3e, Ort oder Anzahl der Lasionen die Wirksamkeit
und/oder Akzeptanz chirurgischer und chemischer Therapien stark einschranken. Bei
multiplen Tumoren, grolBeren Flachen und insbesondere bei Patienten mit
Feldkanzerisierung sind nicht-invasive Ansatze wie Kryotherapie, topisches 5-
Fluorouracil, Imiquimod, Diclofenac, topische Retinoide, chemische Peelings und PDT
die Behandlungen der Wahl. Doch sind diese héaufig mit unerwinschten
Nebenwirkungen verbunden (9). Unter ihnen st die PDT aktuell die
vielversprechendste Behandlungsmethode (24). Die konventionelle PDT wird
momentan mehr und mehr durch die PDT mit Tageslicht ersetzt, da Untersuchungen
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eine weitgehende Schmerzfreiheit dieser Therapieform zeigen (18, 22, 23). Daneben
wird auch an einer lasergestitzten PDT geforscht, also der Kombination mit einer
Laserbehandlung, die vorab flr eine gesteigerte Penetration des Photosensibilisators
sorgt und so die Therapie effektiver macht (22, 25).

Bei invasiven Plattenepithelkarzinomen gilt laut aktueller S3 Leitlinie ,Aktinische
Keratose und Plattenepithelkarzinom der Haut® die chirurgische Therapie, also die
Exzision mit histologischer Kontrolle als Standard. Ziel ist dabei eine histologisch
abgeklarte RO-Exzision, also das Entfernen des Tumors mit Schnittréandern in
gesundem Gewebe (19). Im chirurgischen Vorgehen sollten auch Faktoren wie
Tumordurchmesser, Tumordicke, Infiltrationstiefe, Entdifferenzierung, perineurale
Infiltration, Lokalisation und Immunsuppression beachtet werden, da diese
ausschlaggebend fur die Prognose bezlglich lokaler Rezidive und regionarer
Metastasierung sind. Ist der operative Eingriff zur Entfernung des Tumors nicht
moglich oder konnte nicht in sano reseziert werden, wird Strahlentherapie empfohlen
(16). Bei metastasierten oder lokal fortgeschrittenen PEK die nicht chirurgisch oder
mittels Radiatio behandelt werden kdnnen, sind systemische Therapien gefragt (26).
PEK sprechen zu tber 50 % auf Chemotherapien an, allerdings im Mittel nur fur 10,5
Monate und unter starken Nebenwirkungen. Aul3erdem gibt es kein etabliertes
Behandlungsschema. Im Jahr 2011 kam die zielgerichtete Therapie gegen den
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), die jedoch nur in wenigen Fallen Wirkung
zeigte und eine kurze Ansprechdauer aufwies (19). Wenn man die Effektivitat und die
Sicherheit von chemotherapeutischen Agenzien und EGFR-Inhibitoren vergleicht,
kann fir keine der systemischen Therapien eine finale Empfehlung getroffen werden
(26). Im Jahr 2019 erfolgte die Zulassung des Programmed Cell Death Protein 1 (PD-
1) Antikorpers Cemiplimab mit langer Ansprechdauer und hoher Ansprechrate. Der
unterstitzende Einsatz von PD-1-Inhibitoren hat sich in retrospektiven Studien
mittlerweile als effektive systemische Therapie beim kutanen PEK erwiesen (11, 27).
Das aktuell grofdte Ziel der Dermatoonkologie ist es, neue vertragliche und

wirkungsvolle Therapieansatze zu entwickeln (19).
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1.2. Plasma
Plasma bezeichnet einerseits den nicht-zellularen Anteil des Blutes, zugleich aber
auch einen besonders angeregten Zustand eines Gases. Dieser entsteht, wenn man
einem Gas in Form von Warme oder elektrischen Feldern Energie zufuhrt, sodass die
Molekule ionisiert und Elektronen aus Atomen geldst werden (28). Daher kann man
Plasma auch als ionisiertes Gas bezeichnen und wie in Abbildung 2 dargestellt als
vierten energiereichsten Aggregatzustand neben fest, flissig und gasférmig einordnen
(29). Irving Langmuir fuhrte den Begriff Plasma 1928 ein, weil ihn die
Zusammensetzung des stark ionisierten Gases an Blutplasma erinnerte. Die
Ubersetzung des griechischen Wortes ,plassein®, wovon das Wort Plasma abgeleitet

wird, ist ,formen® (30).

kO O

Fest Flussig Gasformig Plasma

Abbildung 2: Einordnung von Plasma als vierter Aggregatzustand
Aggregatzustande unterscheiden sich durch ihr Energielevel, das von fest tber flissig bis gasfoérmig
zunimmt. Plasma entsteht, wenn gasformige Materie weiter Energie aufnimmt. (www.terraplasma.com)

1.2.1. Grundlagen
Es gibt vier grundlegende Zustande der Materie: fest, fliissig, gasférmig und Plasma.
Wenn die Energie, die auf Atome ausgelbt wird, zunimmt, verstarkt sich die
thermische Bewegung der Atome im Festkorper. SchlieBlich werden restriktive
Wechselwirkungen zwischen Atomen wie beispielsweise ionische Bindungen
Uberwunden und aus dem Festkorper wird eine Flissigkeit. Wenn die Atome einer
Flussigkeit ausreichend Energie erhalten, um die restriktiven Van-der-Waals-Kréfte
von umgebenden Atomen zu Uberwinden, gehen fliissige Atome in Gasatome uber.
Dabei ist die Translationsenergie von Atomen in Gas deutlich groéf3er als die in
Flissigkeiten oder Feststoffen. Wenn die Energie ausreicht, dass das Elektron die
elektrostatische Potentialbarriere Uberwinden kann, wird das Elektron entfernt.
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Dadurch entstehen ein freies Elektron und ein positiv geladenes lon. Dieser Prozess
wird lonisation genannt. Plasma ist also ein neutrales ionisiertes Gas, das aus positiv
geladenen lonen, Elektronen und neutralen Teilchen besteht (31). Im Vergleich zu
,nhormalem” Gas, in dem sich ganze Molekule oder Atome frei bewegen, befindet sich
das Plasma also in einem hdheren Energiezustand, in dem Atome ihre Elektronen
verlieren, sie werden also ionisiert. Die entstehenden Elektronen und lonen bewegen
sich frei und unabhangig voneinander und sorgen fur erhdhte Reaktivitat des Plasmas
(29). Ganz allgemein steigt die Temperatur, wenn sich Materie von fest zu flussig,
weiter zu Gas und schlie3lich zu Plasma umwandelt. Die Temperatur des Plasmas
wird durch thermische Bewegungen von Elektronen und schweren Teilchen wie
Atomen und lonen bestimmt (31). Wenn sich alle Teilchen (Elektronen und Ionen) im
Energiegleichgewicht befinden, also die gleiche sehr hohe Temperatur haben, erhalten
wir heiRes Plasma wie zum Beispiel im Entladungslichtbogen einer Schweil3lampe.
Wenn nur die Elektronen heil3 sind, aber der Rest der Teilchen, die die Hauptmasse
des Gases darstellen, eine niedrigere Temperatur haben, erhalten wir kaltes Plasma
mit Temperaturen unter 40°C. Das Plasma befindet sich dabei im
Energieungleichgewicht (29).

1.2.2. Kaltes atmospharisches Plasma (KAP)
Wahrend friher hohe Temperaturen und hoher Druck notwendig waren, um Plasma
zu erzeugen, kann es heute bei Atmospharendruck erzeugt werden und unter
Raumtemperatur arbeiten (32). Kurz gefasst handelt es sich bei kaltem
atmospharischem Plasma also um ein teilionisiertes Gas, welches entsteht, indem
Gase wie Argon, Helium oder Sauerstoff durch verschiedene Methoden teilweise
ionisiert und energetisiert werden (33). KAP hat keine einheitliche Zusammensetzung,
sondern hangt von dem Gas ab, in dem es entstanden ist und von der Art und Weise,
wie es geschaffen wurde. Es besteht aus einer komplexen Mischung biologisch aktiver
Komponenten, welche in der Abbildung 3 graphisch gegentibergestellt werden. Diese
wirken synergistisch auf die behandelten Materialien und Gewebe ein und kénnen eine
Vielzahl unterschiedlicher Wirkungen haben. Die wichtigsten aktiven Komponenten
des Plasmas sind reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies, aber auch andere
reaktive Spezies, geladene Teilchen, sein elektrisches Feld und teilweise sogar die
UV-Photonen und das Ozon, die wahrend der Plasmaproduktion erzeugt werden,

kénnen eine Rolle bei seinen komplexen Auswirkungen auf lebendes Gewebe spielen
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(29, 34-37). Hauptverantwortlich fiir die biologische Wirkung von KAP ist die Vielzahl
der mittels KAP gebildeten gasformigen reaktiven Sauerstoff- und Stickstoff-Spezies
(engl. Reactive oxide and nitrogen species = RONS). Diese werden anschliel3end zu
Zellen und Geweben transportiert, wo RONS zu redoxbasierten Veranderungen in
Lipid- und Proteinstrukturen fiihren, redoxgesteuerte Zellwege stimulieren und
schliel3lich biologische Reaktionen hervorrufen. Darliber hinaus deuten neuere
Studien darauf hin, dass KAP das Potenzial hat, die perkutane Absorption von
transdermalen Arzneimitteln zu verbessern (38).

reaktive
Spezies

lonen +

Elektronen UV-Strahlung

kaltes

Plasma
Warme- sichtbares
strahlung @ Licht

elektromagnetische
Felder
Abbildung 3: Wirkkomponenten von KAP
KAP ist ein Konglomerat verschiedener biologisch wirksamer Komponenten wie UV-Strahlung,

sichtbares Licht, elektromagnetische Felder, Warmestrahlung, lonen, Elektronen oder reaktive
Spezies. (www.terraplasma.com)

1.2.3. Anwendung von KAP in der Medizin
Schon lange wird Plasma zur Sterilisation medizinischer Gerate oder auch in der
Lebensmittelindustrie zur sterilen Verpackung angewendet. Doch in den letzten Jahren
eroffneten sich neue Horizonte, indem Quellen fir KAP entwickelt wurden, die es
ermoglichen, auch lebendes Gewebe zu behandeln. (39). Plasmamedizin, ein neu
gepragter Begriff, impliziert ein interdisziplindres Fach, das Physik, Chemie,

Biowissenschaften und Medizin umfasst. Die Anwendungen der Plasmamedizin
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kébnnen grob in ,direkte Methoden“ und ,indirekte Methoden® unterteilt werden.
Ersteres bezieht sich auf die Exposition eines lebenden Empféangers mittels einer
gasformigen Plasmafahne. Letzteres setzt einen Zwischentrdger voraus, der die
reaktiven Spezies, welche durch KAP vermittelt wurden, an einen lebenden Empféanger
abgibt. Dabei kann es sich entweder um ein festes Objekt wie beispielsweise ein
chirurgisches Implantat oder ein flissiges Objekt wie beispielsweise ein
plasmaaktiviertes Medium handeln (32, 40, 41). KAP wird bereits seit mehreren Jahren
erfolgreich fur die direkte Behandlung von infizierten akuten und chronischen Wunden,
sowie zur Vorbeugung von Wundinfektionen eingesetzt. Das teilweise ionisierte Gas
hat wie in Abbildung 4 zusammengefasst, eine starke bakterizide Wirkung — auch
gegen multi-resistente Erreger — und besitzt zudem viruzide, fungizide und sporizide
Eigenschaften. Aullerdem aktiviert es Zellwachstum, Durchblutung und
Zellstoffwechsel (34, 35, 37). KAP ermdglicht also eine berlhrungslose Desinfektion
in Sekundenschnelle, die sogar mikroskopisch kleine Offnungen und zerkliiftete
Oberflachen erreicht (39).

inaktiviert

Bakterien
& MRE

Durch-

blutung

Zell-
stoffwechsel

Abbildung 4: Wirkung von KAP

KAP inaktiviert einerseits Bakterien, multiresistente Erreger, Pilze und
Keime, wahrend es andererseits das Zellwachstum, die Durchblutung
und den Zellstoffwechsel aktiviert. (www.terraplasma-medical.com)
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Auch in der onkologischen Behandlung steigt das Interesse an einer Therapie mit KAP
an, allerdings gibt es fur diesen Anwendungsbereich bislang noch keine zugelassenen
Plasmagerate. Praklinische Beobachtungen deuten allerdings auf ein anti-tumorales
Potenzial hin, zum Beispiel bei Melanom-, Gliom- und kolorektalen Karzinomzellen (3,
6, 42—44). Die Antitumorwirkung kann entweder durch direkte Behandlung oder durch
eine KAP-behandelte Ldsung erfolgen. Dazu wurden in vitro Untersuchungen
durchgefuhrt, in denen behandeltes Standard-Zellkulturmedium, welches
verschiedene Aminosauren, organische Salze, Vitamine und andere Substanzen
enthalt, angewendet wurde. Die aktiven Komponenten im behandelten Medium bzw.
die molekularen und zellularen Mechanismen sind dabei noch nicht vollstandig
verstanden (45). Jedoch ist bekannt, dass reaktive Sauerstoffspezies und
Stickstoffspezies (RONS), die Auswirkungen der KAP-Behandlung auf die Zellen
vermitteln (46, 47). Die Zusammensetzung der reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies hangt von der verwendeten Plasmaquelle, den Betriebsparametern
und der angewendeten Gaszusammensetzung  ab. Somit  kdnnen
Plasmazusammensetzung und daraus resultierende Auswirkungen enorm variieren
(45, 48-50). Bislang wurden keine schadlichen Wirkungen von KAP berichtet. In vitro
Studien zeigten keine erhdhte Toxizitat in kultivierten Zellen nach wiederholter KAP-
Behandlung und Resistenzen sowie Resistenzentwicklungen sind unwahrscheinlich
(35, 49, 50). In Abbildung 5 werden die Reaktionen einer Tumorzelle nach Einwirkung
von KAP graphisch dargestellt. Neben der Verstarkung zum Zelltod fuhrender
Mechanismen wie Apoptose und Nekrose steigt durch den Einfluss von KAP auch die
Anzahl in Seneszenz gehender Zellen. Bei der Tumorbehandlung mit KAP konnte in
verschiedenen Untersuchungen gezeigt werden, dass zusatzlich auch noch die
Zellmigration und -invasion sowie die Zellproliferation unterdriickt werden (38, 51). Fur
das Auslosen der verschiedenen zellularen Reaktionen durch KAP wird allen voran die
Zunahme reaktiver Spezies verantwortlich gemacht. Spezifische molekular- und
zellbiologische  Reaktionen sind dabei  Apoptose, Wachstumshemmung,
Zellzyklusstillstand, DNA- und mitochondriale Sch&den sowie immunogener Zelltod
(52, 53).
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Abbildung 5: Auswirkungen von KAP auf Tumorzellen
Wirkt KAP auf eine Tumorzelle ein, werden zum Zelltod fuhrende Mechanismen wie Apoptose und Nekrose,

daneben auch die Seneszenz gesteigert, wahrend Prozesse wie Migration, Invasion und Proliferation
abgeschwacht werden. (modifiziert nach Arndt S. erstellt mit BioRender.com unveréffentlicht)

Das tatsachliche Behandlungsergebnis ist jedoch wie bei fast jeder medizinischen
Therapie auch bei Plasma dosisabhangig (53-55). Das Gas aus chemisch aktiven
Spezies induziert nachweislich physikalische und chemische Verédnderungen auf
biologischen Oberflachen, welche in den letzten Jahren in vielen Studien Gegenstand
der Forschung waren. Dementsprechend ist die  Aufklarung des
Schlisselmechanismus hinter den Auswirkungen von KAP in Tumorzellen
entscheidend, um die optimale Dosis von KAP fir den klinischen Einsatz zu

bestimmen (56).

Also nicht nur der Prozess der Plasmapenetration ist komplex, sondern auch die
richtige Plasmadosierung. Diese Abhangigkeit der Ergebnisse von der
Expositionsdauer wurde in einem Experiment, das die Apoptose-induzierende
Wirkung von KAP-behandeltem Medium auf Melanomzellen untersucht, gezeigt (57).
In vielen Studien konnte immer wieder ein Anti-Tumor-Mechanismus der KAP-
Behandlung nachgewiesen werden. Betrachtet und vergleicht man diese allerdings
genauer, fallt auf, dass sich eine groRRe Variabilitdt in Bezug auf die KAP-

Anwendungsbedingungen wie beispielsweise die Verwendung unterschiedlicher
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Plasmaquellen ergibt. Um die Wirksamkeit von Plasmabehandlungen bewerten und
vergleichen zu kénnen, ware dringend eine Standardisierung von Protokollen
erforderlich (58). Denn im Gegensatz zu bisher gangigen Tumortherapien weist KAP
den Vorteil der Selektivitdt gegentuber Tumorzellen auf, was im Zeitalter zielgerichteter

Therapien ein wesentliches Merkmal ist (2).

1.3. Verwendete Plasmaquelle: plasma care® Prototyp
Momentan werden fir die Forschung verschiedene KAP-Gerate vor allem fur die
Anwendung in der Wundbehandlung und -desinfektion entwickelt und getestet. Diese
lassen sich in Direktentladungsvorrichtungen, Indirektentladungsvorrichtungen und
Hypridplasmaquellen einteilen. Indirektes Plasma wird zwischen zwei Elektroden
innerhalb eines Gerates, wie beispielsweise dem Atmospharendruck-Plasmajet
(APPJ), erzeugt und anschlieend Uber Tragergas oder durch Diffusion an das
biologische Ziel transportiert. Auf diese Weise erzeugte Plasmen sind weniger
kontrollierbar und haben tendenziell eine niedrigere Konzentration der im Plasma

erzeugten Spezies als bei direkten Plasmen (35, 59).

Direktes Plasma wird im Spalt zwischen einer isolierten (dielektrischen)
Hochspannungselektrode und der zu behandelnden Oberflache geziindet. Dabei dient
die behandelte biologische Probe oder das lebende Gewebe als die fir die
Plasmazindung notwendige Gegenelektrode. Sein bestimmendes Merkmal ist das
Vorhandensein von dielektrischem Material zwischen den Elektroden. Basierend auf
diesen Prinzipien wurden zwei KAP-Vorrichtungen entwickelt, der Plasmastrahl und
die dielektrische Barriereentladung (DBD = Dielectric Barrier Discharge), welche in der
Plasmamedizin weit verbreitet verwendet werden (38). Eine Einschrankung dieser
Technologie ist die Erforderlichkeit eines konstanten Abstandes zum

Behandlungsbereich, was am menschlichen Kérper oft nicht umsetzbar ist (35).

Hybride Plasmaquellen versuchen, die Vorteile von direktem und indirektem Plasma
zusammenzufuhren. Ein Beispiel daflir sind die Oberflachenmikroentladungsgerate
(engl.: SMD = surface micro-discharge), die uber eine Vielzahl von Nano- und
Mikroentladungen an einer geerdeten Drahtgeflechtelektrode ein Plasma erzeugen.
Wegen des geringeren elektrischen Widerstandes im Drahtgitternetz fliel3t dabei der
Strom nicht durch das Zielobjekt (35, 60).
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Das fir die Untersuchungen der molekularen- und zellularen Effekte von KAP auf
Plattenepithelkarzinom Zelllinien in vitro verwendete Plasmagerat entstand aus der
Weiterentwicklung der Oberflachenmikroentladungstechnologie (engl.: Surface Micro-
Discharge Technology, SMD). Es handelt sich um einen Prototyp welcher von der
terraplasma Medical GmbH (Garching, Deutschland) entwickelt wurde und zur plasma
care® Produktlinie gehort. Die plasma care® Produktlinie wird wie in Abbildung 6
zusammengefasst bereits erfolgreich in der Behandlung akuter und chronischer
Wunden der Human- und Veterindrmedizin, sowie der Desinfektion von kiinstlichen
Eintrittsstellen in den menschlichen Organismus wie Katheter eingesetzt. AuRerdem
erfolgt die Anwendung bei verschiedenen dermatologischen Erkrankungen und zur
Infektionsvermeidung bei kinstlicher Beatmung. Des Weiteren wird momentan eine
Anwendung bei akuten respiratorischen Infektionen sowie zur verbesserten Aufnahme
topischer Arzneimittel untersucht. Auch in der Zahnmedizin und der Onkologie wird am
Einsatz des plasma care® Prototyps geforscht. Dieser Prototyp ermdéglicht
Frequenzwechsel zwischen 4 kHz (Sauerstoffmodus) und 8 kHz (Stickstoffmodus)
(61). Kaltes atmosphérisches Plasma wird durch die patentierte
Dunnschichttechnologie aus der Umgebungsluft gewonnen. Daflr braucht es eine
Hochspannungselektrode, ein Dielektrikum und eine geerdete strukturierte Elektrode
die zusammen die sogenannte Plasma Source Unit bilden. Wird eine Hochspannung
von 3,5 kV angelegt, kommt es in der in Quadraten strukturierten Elektrode zu
Mikroentlandungen, welche in einer Ausdehnung von wenigen Millimetern das Gas
ionisieren und so Plasma erzeugen (62). Dieses kann durch Frequenz und Spannung
beliebig verandert werden (61). Fur die aktuell bereits zugelassene Anwendung in der
Wundbehandlung wurden die Betriebsparameter des plasma care® (4 kHz, 3,5 kV) so
ausgelotet, dass ohne Gewebeschadigung ein mdglichst hoher bakterizider Effekt
erzielt wird. So kénnen ohne Einfluss des Resistenzlevels gegenlber Antibiotika
hochst effizient Bakterien und humanpathogene Pilze unschadlich gemacht werden
(34, 35). Bisher konnten dabei keine Entwicklungen von Resistenzen, keine Allergien
oder Nebenwirkungen nach Anwendung des plasma care® festgestellt werden. Das
Geréat ist wie in Abbildung 6 ersichtlich mit Dimensionen eines Telefonhdrers beziiglich
GrofRe und Gewicht recht handlich gestaltet, es besteht aus einem Gehéause, welches
die Elektrik verkleidet und einer aufgesteckten Elektrode, welche hauchdiinne
Keramikplatten sowie empfindliche Elektro-Kontakte enthalt, die durch Mikroentladung

das Plasma erzeugt (62). Um die vorgesehene Distanz zwischen dem Gerét und der
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Petrischale fur die Zellanwendung zu gewahrleisten und diese auch bei jeder erneuten
Behandlung reproduzieren zu koénnen, wurde ein Abstandhalter auf das Gerat

gesteckt. Dieser sorgte gleichzeitig fur einen isolierten Behandlungsbereich (61).

Dass durch verschiedene Forschungsgruppen unterschiedliche Gerate die wiederum
Modifikationen bezuglich der Einstellungen aufweisen verwendet werden, stellt aktuell
eine Herausforderung hinsichtlich der Vergleichbarkeit dar. Der Versuch, die
langfristige Sicherheit und Wirksamkeit von Plasmageraten vergleichbar und

standardisiert zu definieren, fuhrt somit zu Schwierigkeiten (59).

Fur alle im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Untersuchungen wird der
plasma care® Prototyp im 4 kHz Modus bei einer angelegten Spannung von 3,5 kV

angewendet. Die Dosis wird dabei Uiber die Behandlungszeit reguliert.

Akute und chronische Wunden Dermatologische
Behandlung von Ulcus cruris, Erkrankungen
Diabetischem FuRsyndrom, Dekubitus

sowie Schiirf-und Brandwunden

Behandlung von Herpes Zoster,
Psoriasis oder Akne

Dermatologische Onkologie
Eintrittsstellen, z.B. Katheter g g

Behandlung von aktinischer

Behandlung von Katheter-, Port-,
Keratose

Stoma-, Driveline-
Eintrittsstellen

Kuinstliche Beatmung [l
Intraoperativ ; ;
Verhinderung noskomialer
Behandlung von OP-Bereichen Infektionen

zur Vermeidung von Infektionen

Postoperativ HNO

Verhinderung nosokomialer
Infektionen und Behandlung
postoperativer
Wundheilungsstérungen

Behandlung der oberen
Atemwege und der Ohren

Abbildung 6: Anwendungsgebiete des plasma care®

Das mittig dargestellte plasma care® Gerét ist mit der GroRe die einem Telefonhdrer entspricht recht handlich
gestaltet und wird bereits in verschiedenen medizinischen Fachdisziplinen wie der HNO oder der Dermatologie
angewendet. Gerade akute oder chronische Wunden sowie andere dermatologische Erkrankungen sind aktuell die
Hauptanwendungsgebiete. Daneben ist die praventive Anwendung zur Vermeidung von Infektionen sowohl
intraoperativ und postoperativ als auch bei Eintrittsstellen von Kathetern oder Beatmungstuben von grof3er
Bedeutung. Die Anwendung in der Dermatoonkologie zeichnet sich momentan in der Forschung als sehr
vielversprechend ab. (www.terraplasma-medical.com)

1.4. Oxidativer Stress
Der Spiegel intrazellularer ROS und RNS (RONS) wird durch kleine antioxidative
Moleklle und Auffangenzyme streng reguliert. Bei niedrigen Konzentrationen sind

RONS an verschiedenen biologischen Prozessen wie der bakteriellen Zerstérung
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durch Makrophagen und der endothelialen stickoxidvermittelten Vasodilatation
beteiligt. Wenn ihre Werte jedoch die Kapazitat des Redox-Gleichgewicht-
Kontrollsystems (berschreiten, also ein Zustand eintritt, welcher als oxidativer Stress
bezeichnet wird, kdnnen sie zytotoxisch sein und den Zelltod verursachen (63).
Oxidativer Stress ist an der Entwicklung verschiedener Krankheiten wie Psoriasis,
chronischen Geschwiiren oder malignen Tumorerkrankungen beteiligt. Tumorzellen
zeigen im Vergleich zu normalen Zellen schwéachere antioxidative Mechanismen.
Diese Eigenschaft ermoglicht auch den selektiven Angriff von Tumorzellen durch KAP,
vermittelt durch die extrazellularen RONS, was zu schweren oxidativen Schaden und
in Folge zum Zelltod fuhrt (36, 56). Schmidt et al. beobachteten, dass Anderungen im
Redoxzustand aufgrund der KAP-Behandlung auch Veranderungen in der
Zellmorphologie und Zellmobilitat, nicht aber in der Zellviabilitat verursachen. Durch
KAP induzierter oxidativer Stress kann die Expression von beinahe 3000 Genen
modifizieren. Diese kodieren fur Strukturproteine und Entziindungsmediatoren wie
Wachstumsfaktoren und Zytokine (64). Neben der Dauer und Intensitat der
Plasmabehandlung héngt das Ausmald der Reaktion auf KAP auch vom genetischen
Hintergrund, dem Zelltyp, der Tumormikroumgebung sowie den verschiedenen
Klassen der erzeugten RONS ab (36).

1.5. Apoptose, Seneszenz und Nekrose
Apoptose bezeichnet den programmierten Zelltod, also einen komplexen
biochemischen Prozess der kontrollierten Selbstzerstérung einer Zelle in einem
mehrzelligen Organismus (65). Es handelt sich um einen genetisch kontrollierten
physiologischen Prozess der eine bedeutende Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Gewebehomdostase spielt (66). Dabei wirken Mitochondrien als Hauptregulator des
Prozesses (56). Wahrend der Apoptose werden zellulare Makromolekule kontrolliert in
kleinere Fragmente verdaut. SchlieBlich kollabiert die Zelle in Kkleinere intakte
Fragmente, die durch Phagozytose entfernt werden kénnen, ohne umliegende Zellen
zu schadigen oder Entziindungen zu verursachen (57, 67). Durch den mittels KAP
ausgeldsten oxidativen Stress kommt es zu verschiedenen intrazellularen und
extrazellularen Signalen, die in den Mitochondrien zusammenlaufen. Sie erh6hen das
Transmembranpotenzial sowie die Ausschittung proapoptotischer Faktoren
einschlie3lich Cytochrom-C. Dieser Prozess wird von der Bcl-2-Protein-Familie

reguliert und fihrt schlussendlich zur Aktivierung der Caspasen Kaskade (68).
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Der Zellzyklus ist eine periodische Abfolge verschiedener Aktivitdtsphasen in einer
Zelle zwischen zwei Zellteilungen, was final zum Zellersatz im Gewebe flihrt. RONS,
die nach hochdosierter Anwendung von KAP produziert werden, konnen den
Zellzyklus verandern, was typischerweise zur Apoptose fuhrt. Niedrigere KAP-Dosen
konnen jedoch auch die Zellproliferation hemmen, indem sie die Zellseneszenz
induzieren. Vor allem wenn sich die meisten Zellen im Gewebe in der proliferativen
Phase befinden, wie dies bei den meisten Tumoren beobachtet wird (43). Die zellulare
Seneszenz ist ein hochstabiler Zellzyklus-Arrest, der als Reaktion auf verschiedene
Belastungen ausgelost wird. Durch die Auferlegung eines Wachstumsstopps begrenzt

die Seneszenz die Replikation alter oder beschadigter Zellen (69).

Bei der Nekrose platzt im Gegensatz zur Apoptose die Zelle und der Zellinhalt gelangt
in den extrazellularen Raum, was zu Entziindungen fuhren kann. Nekrose wird durch
zellulare Verletzungen induziert, z.B. extreme Verdnderungen des osmotischen
Drucks oder Hitze, die zu einem Abbau des Adenosintriphosphats (ATP) der Zelle
fuhren. Die Tumorzellen lernen, die Apoptose als einen der Prozesse, die sie
anwenden, um dem Immunsystem zu entgehen auszuschalten und so zu tUberleben.
Daher gibt es Studien, die versuchen, nach niedrigen Dosen mit nicht-thermischem
Plasma, die nicht ausreichen, um die Zellen zu zerstdren, das apoptotische Verhalten
in Melanomzellen zu férdern (57, 67).

Apoptosedetektion mittels FACS-Analyse basiert auf der extrazellularen Exposition
von Phosphatidylserin in apoptotischen Zellen, denn daran kann eine spezifische
Bindung zu Annexin V erfolgen, die in ein Lumineszenzsignal umgewandelt wird.
Daneben kann die Nekrose ermittelt werden, indem zusatzlich eine
membranundurchlassige DNA-Farbung mittels Propidium lodid erfolgt, denn die

Farbung erfolgt nur bei nicht intakter Membran, also bei Nekrose (70).

AuRerdem kann die Apoptose durch die Detektion Apoptose-induzierter-Molekiile wie
die Caspasen auf molekularbiologischer Ebene untersucht werden. Bisher wurden 11
Isoenzyme von Caspasen beim Menschen beschrieben, von denen sieben (Caspase
2,3,6,7,8,9, 10) an der Apoptose teilnehmen (71).

1.6. Zielsetzung der Studie
Die Forschung beschéftigte sich bislang vielféltig mit der Anwendung von KAP in der
Behandlung von Malignomen und konnte bereits eine antiproliferative Wirkung auf
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verschiedene Krebszelllinien bestéatigen (31, 72, 73). AuRerdem wurde fiir KAP auch
die klinische Wirksamkeit in der Behandlung von AK, die als Vorstufe des PEK gelten,
bestatigt (7). Die molekularen- und zellbiologischen Auswirkungen von KAP auf PEK

wurden bisher allerdings nur unzureichend analysiert.

Die Aufgabe dieser Promotionsarbeit liegt daher in der Analyse der Auswirkungen
einer KAP-Behandlung mit dem plasma care® Prototyp an verschiedenen oralen und
kutanen Plattenepithelkarzinom Zelllinien. Die KAP-Dosis wird dabei Uber die
Behandlungszeit variiert. Mit Hilfe von in vitro Experimenten werden die oralen PEK-
Zelllinien SCC-9 und SCC-15 sowie die kutane PEK-Zelllinie A-431 exemplarisch im
Hinblick auf molekulare und zellulare Veranderungen nach KAP-Behandlung
untersucht. Im Mittelpunkt steht dabei die Analyse des horizontalen
Migrationsverhaltens der Tumorzellen nach KAP-Behandlung am Spalt. Uberdies wird
mittels Boyden-Kammer Assay das vertikale Migrationsverhalten untersucht. Die
Beurteilung der Apoptose erfolgt mittels FACS-Analyse und zuséatzlich auf
molekularbiologischer Ebene mit Hilfe von mMRNA Expressionsanalysen
proapoptotischer Marker. Der Nachweis von Seneszenz wird molekularbiologisch
durch die Induktion der pl6 und p21 mRNA Expression als Seneszenz-Marker

beurteilt.

Ein besonderes Augenmerk liegt im Allgemeinen auf den KAP-Dosis abhangigen
Verdnderungen der PEK-Zellen, um die optimale KAP-Behandlungsdauer zu
bestimmen. Dabei wird der Anstieg der dosisabhéngigen Effekte teils auch im
zeitlichen Verlauf bis 46 Stunden nach KAP-Behandlung evaluiert. Des Weiteren
werden die Unterschiede im Migrationsverhalten, sowie die Aktivierung von Apoptose-

und Seneszenz-Mechanismen zwischen den untersuchten PEK-Zelllinien betrachtet.

Mit den im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten sollen
Forschungslicken gefullt werden, um langfristig die Entwicklung neuer

Therapieansatze fur die Behandlung des PEK voranzutreiben.
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2. Material

2.1. Verbrauchsmaterialien

Artikelbezeichnung

Hersteller

p-Slide 8 Well

Ibidi, Martinsried, Deutschland

12-Well Zellkulturplatten

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

24-Well Zellkulturplatten

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

6-Well Zellkulturplatten

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

Combitips advanced®

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Deckglaser 24*60 mm

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

FACS Tube 5 ml

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Falcon® 75 cm? Flasche

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

Falcon® Cell Culture Inserts 12-well

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

Falcon® Cell Culture Inserts 24-well

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland

Luna™ Cell Counting Slides

Logos Biosystems, Anyang, South Korea

Parafilm®

Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Pasteurpipetten, ohne Wattestopfen

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PCR-Tube 0,5 ml

Nolato Treff AG, Degersheim, Schweiz

Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Primaria™Easy Grip Cell Culture
Dish 35*10 mm Surface Modified
Polystyrene

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

Serologische Pipette 10 ml

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Serologische Pipette 25 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Superfrost™Plus Adhesion

Microscope Slides

Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig,
Deutschland

Tube 15 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Tube 50 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Tabelle 1: Allgemeine Materialien
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2.2. Substanzen

Artikelbezeichnung Hersteller

Acridine Orange (AO)/ Propidium Logos Biosystems, Anyang, South Korea
lodide (PI) Stain

Amphotericin-B Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Darmstadt,

Deutschland

CM-1-Einfriermedium CLS, Holtzel Diagnostika Handels GmbH,
Kdln, Deutschland

Dulbecco Phosphate Buffered Saline, Gibco™ Thermo Fisher Scientific Inc.,

(DPBS) (1x) Waltham, USA

Ethanol denaturiert Chemikalienausgabe Universitat Regensburg

FastStart Essential DNA Green Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Master Germany

FKS Anprotec, Bruckberg, Deutschland

L-Glutamine solution Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Neo-Mount® Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Primer (p16, p21, Caspase-3 /-7 /-9,  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Darmstadt,

yH2AX, 3-Aktin) Deutschland

Trypsin-EDTA Solution Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Tabelle 2: Substanzen

2.3. Gerate
Gerat Artikelbezeichnung Hersteller
Brutschranke HERAcell CO2-Inkubator Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA
FACS-Gerét FACSCalibur BD Biosciences, San Jose, CA,
USA
Heiz- & Kuhlblocke Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland
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LightCycler

LightCycler® 96

Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Deutschland

Live-Cell-Imaging

Bihneninkubator

ibidi® GmbH, Martinsried,
Deutschland

Leica DFC9000 Kamera

Leica Microsystems, Wetzlar,

Deutschland

Leica DMi8-Mikroskop

Leica Microsystems, Wetzlar,

Deutschland

pE-4000 Lichtquelle

CoolLED, SP10 5NY, Andover,
England

Mikroskope Leitz Mikroskop Labovert Leica microsystems, Wetzlar,
FS mit Leica Deutschland
Kameraaufsatz MC 170HD
Zeiss Lichtmikroskop Carl Zeiss, Micro Imaging
axiostar plus mit AxioCam  GmbH, Goéttingen, Deutschland
ICc 1 Kameraaufsatz

Pipetten PIPETMAN® Classic Gilson, Villiers-le-Bel,

P1000 Pipette

Frankreich

PIPETMAN® Classic P200
Pipette

Gilson, Villiers-le-Bel,

Frankreich

Pipettierhilfe

INTEGRA Pipetboy 2

INTEGRA Biosciences GmbH,
Biebertal, Deutschland

Multipette® E3x

Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Plasmagerat

plasma care® Prototyp

Terraplasma GmbH, Garching,

Deutschland

Sterilwerkbanke

Sterilbank Heraeus

Herasafe KS

Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA

Thermocycler

MJ Research PTC-200
Thermal Cycler

Bio-Rad Laboratories,
Hercules/Kalifornien, USA

Vakuumpumpe

vacuubrand

VACUUBRAND GmbH & Co.
KG, Wertheim, Deutschland
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Vortexer Lab dancer IKAe-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, Germany
Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia,
New York, USA
Zellzahler Luna-FL™ Dual Logos Biosystems, Anyang,
Fluorescence Cell Counter South Korea
Zentrifugen Centrifuge 5415 R Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Centrifuge Tisch

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Mini Star Zentrifuge

VWR International, Radnor,

Pennsylvania, USA

Tabelle 3: Gerate

2.4. Kits

2.5. Primer

NucleoSpin® RNA Plus Kit, Macherey-Nagel, Mannheim, Deutschland

Super Script™ II, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, California, USA

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI, BioLegend, San Diego, USA

Hemacolor® Schnellfarbung von Blutausstrichen, Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Forward-Primer

. Annealing- Schmelz- GroRe
Primername Sequenz (5 - 3Y)
Temperatur | Temperaturen bp
_ CTACGTCGCCCTGGACTT
[3-Aktin forward 60°C 88-89°C 385
CGAGC
CTGCCGTGGTACAGAACT
Caspase-3 forward 60°C 82-83°C 165
GG
GACCGGTCCTCGTTTGTA
Caspase-7 forward ce 60°C 81-82°C 190
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TGAACTTCTGCCGTGAGT

Caspase-9 forward 60°C 87°C 146
CC
GGAGCAGCATGGAGCCT

p16 forward 60°C 91°C 270
TCGGC
CGAGGCACCGAGGCACT

p21 forward 60°C 90-91°C 287
CAGAGG
TACCTCACCGCTGAGATC

yH2AX forward 60°C 88°C 119
CT

Reverse Primer
_ Annealing- Schmelz- GroRe
Primername Sequenz (3‘ - 5)
Temperatur | Temperaturen | bp
_ GATGGAGCCGCCGATCC

3-Aktin reverse 60°C 88-89°C 385
ACACGG
TGGATGAACCAGGAGCC

Caspase-3 reverse 60°C 82-83°C 165
ATC
TTCCGTTTCGAACGCCCA

Caspase-7 reverse A 60°C 81-82°C 190
CAGCAAAGCCAGCACCAT

Caspase-9 reverse T 60°C 87°C 146
CCACCAGCGTGTCCAGG

pl6 reverse 60°C 91°C 270
AAGC
CCTGCCTCCTCCCAACTC

p21 reverse 60°C 90-91°C 287
ATCCC
AGCTTGTTGAGCTCCTCG

YH2AX reverse TC 60°C 88°C 119

Tabelle 4: Primerdesign

2.6. Zelllinien

Alle verwendeten Zellen haben adharente Wachstumseigenschaften und es wird vom

Hersteller eine Inkubation bei einer Temperatur von 37°C in einer Atmosphare von

95 % Luft und 5 % CO2 empfohlen. Die Plattenepithelkarzinomzelllinien stammen alle

von der American Type Culture Collection (ATCC).
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2.6.1. A-431 (ATCC CRL-1555™)
Es handelt sich um ein Epidermoidkarzinom (Plattenepithelkarzinom), das aus der
Epidermis einer 85-jahrigen Patientin isoliert wurde, also um ein kutanes
Plattenepithelkarzinom. Dieses wurde als Teil einer Zelllinienreihe aus einem soliden
Tumor von D.J. Giard, et al. fur die Krebs-, Toxikologie- und Immunonkologieforschung

eingelagert.

2.6.2. SCC-9 (ATCC CRL-1629™)
Es handelt sich um orale Plattenepithelkarzinomzellen, die aus der Zunge eines 25-
jahrigen mannlichen Patienten isoliert wurden und von JG Rheinwald fir die

Krebsforschung dort eingelagert wurden.

2.6.3. SCC-15 (ATCC CRL-1623™)
Es handelt sich um orale Plattenepithelkarzinomzellen, die aus der Zunge eines 55-
jahrigen mannlichen Patienten isoliert wurden und von JG Rheinwald fir die

Krebsforschung dort eingelagert wurden.

2.6.4. Mel Im
Bei dieser Zelllinie handelt es sich um humane Melanomzellen, die aus einer
Melanommetastase isoliert wurden. Die Zelllinie wurde von Dr. M. Hadem (Universitat
Hanover, DE) etabliert. Weitere Charakterisierung erfolgte durch Dr. J.P. Johnson

(Institut fir Immunologie, Munchen, DE) (74).

2.7. Zellkulturmedium
500 ml DMEM mit Pyruvat, low Glucose (1 g/L), ohne Glutamin und Phenolrot

+ 50 ml fotales Kéalberserum (10 % FKS)
+ 5 ml Amphothericin-B (1 % Ampho-B)
+ 5 ml Penicillin-Streptomycin (1 % PS)

+ 5 ml L-Glutamin (1 % LG)
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2.8. Software

Software Entwickler
GraphPad Prism 9 Graphpad Software Inc., San Diego, USA
Image-Pro 10 Media Cybernetics, Rockville, Maryland USA

CellQuest Pro

Version 5.2, BD Biosciences, San Jose, CA,
USA

LightCycler 96 SW 1.1

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

AxioVision SE64 Rel.4.9

Carl Zeiss Microimaging GmbH, Jena

Citavi 6 Citavi, Wandenswil (Switzerland)

Excel 2019 Microsoft Corporation, Remond, USA
PowerPoint 2019 Microsoft Corporation, Remond, USA
Word 2019 Microsoft Corporation, Remond, USA

Leica Application Suite 3.4.2.18368
Softwareplattform Leica Application
Suite X

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Imaris

Version 9.0.2, Bitplane, Zurich, Schweiz

FlowJo

Tabelle 5: Software

Version 10.7.1, FlowJo LLC, Ashland, OR,
USA
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3. Methoden

3.1. Kultivierung der Zellen

Die Plattenepithelkarzinomzelllinien SCC-9, SCC-15 und A-431 sowie die
Melanomzelllinie Mel Im wurden in einem Medium auf Basis von DMEM, mit Pyruvat,
low Glucose (1 g/L) aber ohne Glutamin und Phenolrot, welches mit entsprechenden
Zusatzen versetzt wurde (siehe 2.7. Zellkulturmedium), gezichtet. Die Zellen wurden
in einem Brutschrank mit 5 % CO2 bei 37°C in T75-Flaschen mit 10 ml Medium
kultiviert. Es erfolgten regelmé&Rige lichtmikroskopische Kontrollen bezlglich des
Wachstumsstatus der Zellen. Sobald der komplette Flaschenboden mit einem
Zellrasen Uberzogen war, die Flasche somit voll war, wurden die Zellen passagiert,
also auf mehrere neue Zelkulturflaschen gesplittet. Dafiir wurde zuerst mit einer
Pasteur-Pipette das Medium abgesaugt und im Anschluss erfolgte eine Waschung der
Zellen mit 10 ml PBS. Das Ablésen von der Zellkulturflasche erfolgt, indem 2 ml
Trypsinlésung zugegeben wurden. Fir die Trypsinlésung wurden zuvor 2 ml Trypsin
1:5 mit PBS verdinnt. Nach circa 5 min Inkubationszeit wurden zum Abstoppen der
Enzymaktivitat mittels FKS pro T75-Flasche 8 ml Medium zugegeben. Die entstandene
Zellsuspension wurde in ein 50 ml Falcon tberfihrt und fir 5 min bei Raumtemperatur
mit 1200 rounds per minute (rpm) zentrifugiert. Vom entstandenen Zellpellet wurde
mittels Pasteur-Pipette der Uberstand abgesaugt, bevor es in Medium resuspendiert
und durch Verdinnung auf die gebrauchte Zellzahl abgestimmt in neue T75-Flaschen
eingebracht wurde. Mediumwechsel erfolgte dann unter Sterilbanken der Zellkultur alle
2-3 Tage.

3.2. Auftauen der Zellen
Nach Entnahme des Kryorohrchens aus dem Stickstofftank wurde der Inhalt méglichst
schnell bei Raumtemperatur bzw. unter warmem Wasser aufgetaut, bis die
Zellsuspension wieder flissig war. Diese wurde dann nach Vorlegen von 8 ml Medium
in ein Falkon gekippt und im Anschluss fur 5 min bei 1200 rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 10 ml Medium resuspendiert und in

eine T75-Flasche Uberfuhrt. Nach 24 h erfolgte der erste Mediumwechsel.
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3.3. Einfrieren der Zellen
Zuerst erfolgte das Ablosen der Zellen aus der Zellkulturflasche wie in Kapitel 3.1.
beschrieben. Dann wurden die Zellen in 1 ml CM-1-Einfriermedium pro Tube
resuspendiert. Fur einen langsamen gleichméRigen Abkuhlprozess erfolgte zumindest
fur eine Nacht die Zwischenlagerung im Gefrierschrank bei -80°C in einem Kryo-
Einfrierbehélter, der mit Isopropanol gefullt war. Fuir die langerfristige Aufbewahrung
wurden die Zellen dann in flissigem Stickstoff eingefroren.

3.4. Zellzahlbestimmung
Die Zellzahlbestimmung beispielsweise vor Zellaussaat erfolgte mit Hilfe des LUNA-
FL™ Zellzahlgerats. Dafur wurden aus der zu bestimmenden Zellsuspension 18 ul
entnommen und mit 2 pl Acridine Orange Propidium lodide Losung vermischt. Aus der
entstandenen Mischung wurden wiederum 10 pl enthommen und in eine Kammer
eines Cell counting Slides pipettiert. Das Gerat wurde auf den Modus ,Fluorescence
Cell Counting“ gestellt und das Cell counting Slide in die dafiir vorgesehene Offnung
geschoben. Das Gerat hat dann die durch das Acridin Orange abgegebene
Fluoreszenz gemessen und hat die Anzahl der toten sowie lebenden Zellen pro ml der
verwendeten Zellsuspension angegeben. So konnte berechnet werden, wie viel von
der vorliegenden Zellsuspension fur die gewiinschte Zellzahl verwendet werden

musste.

3.5. Uberprufung der Wirkleistung der verwendeten Plasmaelektrode
Um eine konstante Wirkleistung der verwendeten Plasmaelektrode beim plasma care®
Prototyp sicherzustellen und so durch den Elektrodenwechsel bedingte
Schwankungen bei den Untersuchungsergebnissen auszuschlielBen, wurde die
Wirkintensitat im Rahmen der Apoptosedetektion mittels FACS-Analyse engmaschig
kontrolliert. Daftr wurden bei diesen Untersuchungen alle Zellproben doppelt
vorbereitet. Wahrend die eine Gruppe mit einer extra fir die geplanten
Untersuchungen angeschafften, somit komplett neuwertigen Elektrode behandelt
wurde, wurde fur die zweite Gruppe eine Elektrode verwendet, die bereits seit einem
ganzen Jahr regelmaRig fur verschiedene Untersuchungen im Einsatz war. In
Abbildung 7 werden die Gesamtauswertungen der Apoptosedetektion mittels FACS-
Analyse fir die Zelllinien A-431, SCC-9 und SCC-15 gegenubergestellt. Dabei wird fur

die vier Probegruppen, die jeweils unterschiedlichen Plasmabehandlungen
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unterzogen wurden, die Vitalitat, die frihe/spate Apoptose und die Nekrose in relativen
Anteilen aufgezeigt. Wenn man am Beispiel dieser Gesamtauswertungen den Fokus
alleine auf den Vergleich der fur 2 min mit KAP behandelten Proben legt, kann man
unabhangig von der Zelllinie keine wesentlichen Unterschiede in der Vitalitat, in der
frihen/spaten Apoptose oder der Nekrose feststellen. In Folge dessen wurden in der
finalen Auswertung der Apoptosedetektion mittels FACS-Analyse alle Werte die aus
einer Plasmabehandlung flr 2 min resultierten unabhangig von der verwendeten
Elektrode zusammengefasst. Somit konnte im Rahmen dieser Untersuchung die
konstante Wirkleistung der Plasmaelektrode beim plasma care® Prototyp

nachgewiesen werden.

Apoptose A-431 Apoptose SCC-9
......... - B MGFPB O A P
0 50 100 0 50 100
A431 Zellen [%) SCC-9 Zellen [%)

mEm Q4 (Vitalitat)
e K’“’“"“‘- = Q2 + Q3 (frihe + spate Apoptose)
=
.........
0 50 100

SCC-15 Zellen [%)

Abbildung 7: Wirkleistungsiberprufung der Plasmaelektrode

Die Gesamtauswertungen fur die Apoptosedetektion mittels FACS-Analyse der Zelllinien A-431, SCC-9 und
SCC-15 werden gegeniibergestellt. Dabei wird fir 4 Probegruppen die unterschiedlichen Plasmabehandlungen
unterzogen wurden die Vitalitat, die frihe/spate Apoptose und die Nekrose in relativen Anteilen aufgezeigt.
Neben der unbehandelten Kontrolle wird eine Gruppe fir 5 min und zwei Gruppen fur 2 min mit Plasma
behandelt. Der Fokus liegt auf den fiir 2 min behandelten Gruppen, die sich durch das Alter der verwendeten
Elektrode unterscheiden. Unabhangig von der Zelllinie kann bei Anwendung einer neuen Elektrode, gegeniiber
der Anwendung einer alten Elektrode flr 2 min kein gesteigerter Anteil apoptotischer Zellen nachgewiesen
werden.
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3.6. Morphologische Zellanalyse am Durchlichtmikroskop
Die morphologische Analyse, also die Untersuchung der Form und Struktur von
Organismen, kann viele Informationen Uber den Metabolismus und die Differenzierung
der Zellen liefern (75). Im Rahmen der Untersuchungen dieser Dissertation wird der
Fokus primar auf Plattenepithelkarzinomzellen gelegt. Jedoch zeigen dabei Zellen
unterschiedlicher Herkunft unterschiedliche Morphologie. Daher werden bewusst
epitheliale Tumorzelllinien, die sich durch ihren Ursprung differenzieren, analysiert.
Wahrend die Zellen der Zelllinie A-431 von einem kutanen (epidermalen)
Plattenepithelkarzinom stammen, werden daneben auch noch Zellen zweier
Mundhdhlenkarzinome (Schleimhaut der Zunge) am Beispiel der Zelllinien SCC-9 und
SCC-15 untersucht. Zusatzlich wird im Rahmen der Apoptosedetektion mittels FACS-
Analyse auch noch die Melanomzelllinie Mel Im hinzugezogen, da sich die
Plasmadosierung in der Etablierungsphase auf die Dosierung von Arndt et al. in ,,Cold
atmospheric plasma, a new strategy to induce senescence in melanoma cells” stutzte,
die alle Analysen an der Zelllinie Mel Im mit einer Anwendung von KAP fir 2 min
durchfiihrten und dabei vermutlich aufgrund einer anderen Plasmaquelle bereits sehr

deutlich Apoptose induzieren konnten (43).

Fur die Analyse wurden je 200 000 Zellen in ein 35 mm Zellkulturschalchen ausgesat
und anschlieBend fur 24 h inkubiert. Dann erfolgte die Plasmabehandlung der daftr
vorgesehenen Proben mit den jeweils festgelegten Dosen und eine weitere Inkubation
fur 24 h. Im Anschluss wurden exemplarisch Aufnahmen der Zellproben am

Durchlichtmikroskop angefertigt und der unbehandelten Kontrolle gegeniibergestellt.

3.7. Horizontale Migration am Spalt
Die Migration ist eine Schllisseleigenschaft lebender Zellen, welche auf der aktiven
Bewegung von Zellen basiert (76). Eine genauere Beschreibung zu den Hintergrinden
des Vorganges ,Migration® folgt in Kapitel 3.8.1.

In diesem Projekt erfolgte die Beobachtung des Migrationsverhaltens in horizontale
Richtung an einer zuvor generierten zellfreien Spalte mit Hilfe der
Durchlichtmikroskopie. Daftr wurden den einzelnen Versuchsgruppen in
Etablierungsversuchen festgelegte Dosen an KAP verabreicht. Zum Vergleich wurde
auch eine unbehandelte Kontrollgruppe beobachtet. Zu besonders aussagekraftigen

Zeitpunkten, die im Rahmen der Etablierungsversuche bestimmt wurden, wurden
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Kontrollaufnahmen bis zum Spaltschluss angefertigt. Die Spalten wurden durch Ibidi-
Culture Inserts generiert, in die pro Abteil 24 h vor KAP-Behandlung je 20 000 Zellen
ausgesat wurden. Die KAP-Behandlung erfolgte mit dem plasma care® Prototyp (4
kHz; 3,5 kV).

3.7.1. Erwartung

In den Etablierungsversuchen wurde wiederholt beobachtet, dass bei allen in den
Untersuchungen verwendeten PEK-Zelllinien nach dem Entfernen der Culture Inserts
bei Inkubation unter den in Kapitel 2.6. beschriebenen Idealbedingungen die Spalte
mit einer Breite von 0,5 mm innerhalb weniger Stunden durch Wachstum und
Proliferation der angrenzenden Zellen geschlossen wird. Da verschiedene
Untersuchungen beispielsweise von Yan et al. eine antiproliferative, also
wachstumshemmende Wirkung von KAP bestatigen, wurde angenommen, dass mit
zunehmender angewendeter Dosis der Spaltschluss verzégert oder verhindert wird
(31, 77, 78).

3.7.2. Etablierung des Versuchs fur Live-Cell-Imaging

Live-Cell-Imaging ist eine analytische Methode zum Beobachten und Verstehen
zellularer Dynamiken (79). Dabei werden nach festgelegten Voreinstellungen
automatisch in diesem Fall in stiindlichen Abstanden fur 96 Stunden mikroskopische
Aufnahmen verschiedener reproduzierbarer Positionen angefertigt. Die zu
untersuchenden Zellen befindet sich dabei wie in Abbildung 8 dargestellt auf einem
Ibidi-8-Well Slide, worauf sie mit Hilfe von Culture Insert fir die Generierung der
Spalten in den Zellfeldern ausgeséat und anschlieRend in Doppelbestimmung mit
unterschiedlichen Dosen an KAP behandelt wurden. Diese Slides kommen beim Live-
Cell-Imaging in eine geschlossene Kammer mit einem fiur die untersuchten Zellen
wachstumsfordernden Klima, also einer Temperatur von 35°C bei 50 %
Luftfeuchtigkeit und 5 Volumen-% CO:a.
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Alle Wellslmit SCC-9
A
jeweils
1 2 3 4 — Doppelbestimmung
B
Kontr. 30 sec 60 sec 120 sec ]- KAP-Behandlungszeit

Abbildung 8: Ibidi-8-Well-Slide fir KAP-Zeitreihe in Doppelbestimmung

Es wird eine schematische Zeichnung eines Ibidi-8-Well-Slides besetzt mit 8 Culture Inserts,
welches fiir die Versuche zur horizontalen Migration am Spalt mittels Live-Cell-lmaging
urspriinglich angewendet werden sollten, dargestellt. Die geplanten Behandlungszeiten fur
die einzelnen Wells, welche mit Zellen der Zelllinie SCC-9 geflllt werden sollten sind
ebenfalls eingetragen. Jede KAP-Behandlungszeit wird dabei jeweils in Doppelbestimmung
geflhrt.

Die wurspringlich vorgesehene KAP-Behandlung fiir 2 min zeigte dabei
Uberaschenderweise eine derartige Zellschadigung, bei der die Zellen grof3tenteils
kein Wachstumspotenzial mehr aufwiesen. Zur Bestimmung der optimalen KAP-Dosis
wurde dann eine KAP-Zeitreihe mit den in Abbildung 8 dargestellten
Behandlungszeiten durchgefuhrt. Unabhangig von der KAP-Dosis stiel3 auch diese
Methode mit stark geschadigten Zellen an ihre Grenzen. Nach Adjustierungen an der
Distanz zwischen Zellrasen und Elektrode, mit immer gleichen Ergebnissen erfolgte
ein Wechsel zur manuellen Durchlichtmikroskopie mit Inkubation im Brutschrank unter
den in 3.1. beschriebenen Bedingungen. Um die Beschichtung der Ibidi-8-Well Slides
als Storfaktor auszuschliel3en, wurden Versuche mit KAP vorbehandelten Slides sowie
Glasslides durchgefiihrt. So konnte final der Schluss gezogen werden, dass Live-Cell-
Imaging fur die in diesem Projekt untersuchten Zellen wegen einem unpassenden

Klima am Objekttisch nicht geeignet ist.

3.7.3. Etablierung des Versuchs fur die manuelle Durchlichtmikroskopie
An diesem Punkt wurde an die beim Ausschluss der Methode des Live-Cell-imaging
gewonnenen Erkenntnisse angeknupft. Alle Faktoren, die gutes Zellwachstum und die
Beobachtung des Spaltschlusses ermdglichten, wurden zusammengetragen.
Demzufolge wurde wie in Abbildung 9 dargestellt in 35 mm Zellkulturschélchen
ausgesat, mit der entsprechenden Plasmadosis behandelt und im Brutschrank

inkubiert. FUr die Doppelbestimmung gab es jedes Schalchen in doppelter Ausfiihrung.
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Durch die manuelle Anfertigung von Kontrollaufnahmen erfolgte die Beobachtung des
Spaltschlusses. Um dabei Spiegelungen durch den Rand der Schalchen zu
vermeiden, wurde nach dem Ausprobieren verschiedener Anordnungsmaglichkeiten
eine zentrale Positionierung von vier Culture-Inserts wie in Abbildung 9 dargestellt
festgelegt. AulBerdem erfolgte die Prifung verschiedenster Zeitabstéande fur die

Kontrollaufnahmen.

3.7.4. Versuchsaufbau
Die horizontale Migration am Spalt wurde mit den Zelllinien A-431, SCC-9 und SCC-
15 untersucht. In jeder Versuchsreihe wurde eine Zelllinie verwendet, allerdings
wurden dafur 3-4 voneinander unabhangig hergestellte Zellsuspensionen bei der
Aussaat verwendet. Es wurden zwolf 35 mm Zellkulturschélchen wie in Abbildung 9
dargestellt fur die Plasmabehandlung in einer Zeitreihe in Doppelbestimmung (0 s, 30
s, 60 s, 120 s, 180 s, 300 s) vorbereitet, in die die Culture-Inserts geklebt wurden. In
jedes Abteil der Culture Inserts wurden je 20 000 Zellen in 70 yl Medium ausgesat, um

durch eine 0,5 mm breite Spalte abgetrennte Zellfelder zu generieren.

SCC-9 (20 000 Zellen in Medium pro Abteil)

SCC-9 (20 000 Zellen in Medium pro Abteil)

SCC-9 (20 000 Zellen in Medium pro Abteil)

SCC-9 (20 000 Zellen in Medium pro Abteil)

Abbildung 9: Positionierung der Culture Inserts im Zellkulturschélchen

Es wird eine schematische Zeichnung eines 35 mm Zellkulturschélchens besetzt
mit 4 Culture Inserts, wie es final fur die Versuche zur horizontalen Migration am
Spalt angewendet wurde, dargestellt. Die Culture Inserts wurden zentral in das
Zellkulturschéalchen gesetzt und mit Zellen einer Zelllinie, in der Abbildung
beispielhaft SCC-9, befiillt.

Nach 24 h Inkubation wurden die Culture Inserts entfernt, das Medium wurde in allen
Schalchen gewechselt und die Anfertigung von Kontrollaufnahmen in unbehandeltem
Zustand erfolgte. Dabei wurden die Lokalisationsplatten fur die folgenden Aufnahmen
hergestellt. Die Schalchen wurden auf transparente Kunststoffplatten gestellt, welche

am Objekttisch in einer reproduzierbaren Position befestigt wurden. Fir jedes
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Schalchen wurde eine Platte beschriftet. Fir jede Spalte wurden 2
Aufnahmepositionen markiert, indem eine Linie um das Schélchen gezogen wurde,
sodass die Aufnahmepositionen fir spatere Aufnahmen madglichst genau reproduziert
werden konnte. Im Anschluss erfolgte die Plasmabehandlung. Bei allen Schalen wurde
vor Behandlung das Medium abgekippt und nach der Behandlung erfolgte die Zugabe
von 2,5 ml neuem Medium. Die Behandlung erfolgte je nach Schale fir 0 s/ 30 s/ 60
s /120 s /180 s /300 s mit dem plasma care® Prototyp mit den zuvor in Kapitel 1.3.
beschriebenen Betriebsparametern und einer Distanz von 16 mm zwischen Zellrasen
und Elektrode. Direkt nach der Plasmabehandlung wurden an jeder Spalte 2
Aufnahmen am Durchlichtmikroskop (£ 0 h Zeitpunkt) O h nach KAP angefertigt. Dafur
wurden die Schalchen auf die zuvor festgehaltene Position auf die Lokalisationsplatte
gestellt. Weitere Aufnahmen wurden in der gleichen Vorgehensweise nach 10 h, nach
22 h, nach 24 h, nach 26 h und nach 46 h angefertigt.

3.7.5. Auswertung
Zuerst erfolgte eine rein visuelle Auswertung, fur die die Bilder wie in Abbildung 10 am
Beispiel der Kontrollreihe der Zelllinie SCC-9 im Zeitverlauf mit zunehmender
Beobachtungszeit also gleichzeitig auch mit zunehmendem Spaltschluss
gegenubergestellt wurden. Dafur wurden die Aufnahmen vorab nach vorgenommener
KAP-Behandlungsdauer in Gruppen eingeteilt und anschlieend mit der

unbehandelten Kontrollgruppe verglichen.
SCC-9 0h _ 10h 22 24 h 6h h

Kontrolle

2 I i s N & U Fings

Abbildung 10: Kontrollreihe Spaltschluss im Zeitverlauf

Gegeniberstellung von durchlichtmikroskopischen Aufnahmen einer unbehandelten Kontrollprobe im Rahmen der
Versuche zur horizontalen Migration am Spalt am Beispiel der Zelllinie SCC-9 im zeitlichen Verlauf. Von der Probe
bei der die KAP-Behandlung unterlassen wurde, wurde nach 0 h, nach 10 h, nach 22 h, nach 24 h, nach 26 h und
nach 46 h eine Aufnahme von einer reproduzierbaren Stelle an der Spalte angefertigt.

Die numerische Auswertung erfolgte wie in Abbildung 11 dargestellt mit Hilfe der
Image-Pro-Software. Damit wurden die Bilder zuerst kalibriert, indem an einem
unbehandelten Bild die Spaltbreite der unbehandelten Spalte auf 500 um festlegt
wurde. Diese Breite war durch die Mal3e der Culture-Inserts bekannt. Die Spalten aller
Aufnahmen wurden mit Image-Pro auf Basis von hell-dunkel Kontrasten ausgewahlt

und deren Flachen berechnet.
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Abbildung 11: Vorgehen bei der Auswertung der horizontalen Migration am Spalt

Mit Hilfe der Image-Pro-Software erfolgt die numerische Auswertung der durchlichtmikroskopischen Aufnahmen
aus den Versuchen zur horizontalen Migration am Spalt. Daflr erfolgt im ersten Schritt die Kalibrierung der Software
mittels eines Bildes einer unbehandelten Probe direkt nach Entfernung des Culture-Inserts auf die bekannte
Spaltbreite von 500 um. Dann wird die restliche Zeitreihe an Bildern von der entsprechenden Probe geladen und
die Software kann automatisch die Spalte erkennen und ihre Flache berechnen. Im Anschluss kénnen auch die
Spaltflachen mit KAP behandelter Proben in Bezug auf die Kontrolle berechnet werden.

3.8. Boyden-Kammer Assay
In der Progression und Metastasierung von Tumoren zé&hlen Invasion und Migration
von Tumorzellen zu bedeutenden und kritischen Schritten (80). Daher sollte in diesem
Versuch das Ausbreitungsverhalten von Plattenepithelkarzinomzellen nach 2 min
Plasmabehandlung oder in der Kontrolle ohne Plasmabehandlung untersucht werden.
Die urspringlich von Boyden zur Analyse der Leukozyten-Chemotaxis eingeflihrte
Methode eignet sich ideal fir die quantitative Analyse verschiedener
Migrationsreaktionen speziell von Tumorzellen (81). Auch invasive Eigenschaften von
Tumorzellen kénnen mit Hilfe einer angepassten Boyden-Kammer untersucht werden,
indem die Membran mit verschiedenen extrazellularen Matrixproteinen beschichtet
wird (82). Genau diese Fahigkeiten, also Migration und Invasion, tragen bei
Tumorzellen hauptsachlich  zum Fortschreiten sowie Wiederauftreten von
Tumorerkrankungen bei (83). Das fur den Boyden-Kammer Assay verwendete System
basiert wie in Abbildung 12 dargestellt auf einer Kammer aus zwei mit Medium
geflullten Kompartimenten, die durch eine mikroporése Membran mit Poren in der
Grol3e von 8 um, welche eine physikalische Barriere darstellt und von Zellen nur durch
aktive Migration iberwunden werden kann, getrennt sind. Zellen werden in das obere

Kompartiment gegeben und kdnnen durch die Poren der Membran in das untere
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Kompartiment wandern, in dem chemotaktische Mittel, also in diesem Fall

konditioniertes Fibroblastenmedium vorhanden sind.

Zellen

> Oberes Kompartiment

—————————————————

Sl : : Unteres Kompartiment
Konditioniertes Fibroblastenmedium

Mikroporése Membran

Abbildung 12: Aufbau Boyden-Kammer

Es wird eine schematische Darstellung einer Boyden-Kammer, wie sie in den Versuchen zur Untersuchung der
gerichteten Zellmigration und -invasion angewendet wurde, dargestellt. Diese besteht aus einem oberen
Kompartiment in das die Zellen gesetzt wurden und davon abgetrennt durch eine mikroporése Membran einem
unteren Kompartiment, welches mit konditioniertem Fibroblastenmedium gefullt wurde.

Nach einer mittels Etablierungsversuchen festgelegten Inkubationszeit wird die
Membran zwischen den beiden Kompartimenten fixiert, gefarbt, mikroskopiert und die
Anzahl der auf die Membranunterseite gewanderten Zellen bestimmt. Daher wurde der
Boyden-Kammer  basierte  Zellmigrationsassay auch als Filtermembran-
Migrationsassay, Transwell-Migrationsassay oder Chemotaxis-Assay bezeichnet.
Eine Reihe unterschiedlicher Boyden-Kammer-Vorrichtungen sind im Handel erhaltlich
(82). Die beschriebene Apparatur, die sogenannte Boyden-Kammer dient also der
Untersuchung der Zellmotilitat und Invasivitdt gegentber einem Chemo-Lockstoff-
Gradienten (84).

3.8.1. Gerichtete Zellmigration und -invasion
Eine ganz wesentliche Eigenschaft von lebenden Zellen ist ihre Beweglichkeit. Die
Zellmigration ist ein Prozess der an der Empfangnis des Lebens, der
Embryonalentwicklung, der Immunantwort und vielen pathologischen Prozessen wie
Tumorwachstum und Entzindungen mitwirkt. Methoden zur Untersuchung der
Zellmigration sind sehr nutzlich und wichtig fir ein breites Spektrum biomedizinischer
Forschung wie Tumorbiologie, Immunologie, Geféal3biologie, Zellbiologie und
Entwicklungsbiologie. Genau dieser Faktor macht Methoden zur Untersuchung des
Zellmigrationsverhaltens zu sehr nitzlichen Forschungswerkzeugen fir eine Vielzahl

von Disziplinen in den biomedizinischen Wissenschaften. Gerade in der
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Krebsforschung ist es von besonderem Interesse, die Zellmigration zu untersuchen,
da die Haupttodesursache bei Krebspatienten mit dem Fortschreiten von Metastasen
zusammenhangt. Zur Ausbreitung von Tumorerkrankungen im ganzen Koérper missen
Tumorzellen migrieren. Sie mussen durch die extrazellulare Matrix und in den
Blutkreislauf eindringen, sich an einer entfernten Stelle anheften und schliel3lich
extravadieren, um entfernte Herde zu bilden. Verschiedene biologische Methoden
konnen verwendet werden, um diese Ereignisse im Detail zu untersuchen. Im Kapitel
3.7. wurde bereits die spontane horizontale Migration am Spalt beschrieben und im
Folgenden wird die Vorgehensweise der mittels Boyden-Kammer beziglich der
Reaktion der Zellen auf einen Chemo-Lockstoff durchgefiihrten Untersuchungen,
somit der gerichteten Migration erlautert (84—87). Die Boyden-Kammer stellt aul3erdem
auch noch ein in-vitro-System zur Untersuchung der Zellinvasion dar, die als Motilitat
durch eine Art physikalische Barriere definiert ist. Dazu muss die Membran zusatzlich
mit einem Matrigel beschichtet werden (88). Wahrend also die Migration die reguléare
Zellbewegung beschreibt, ahmt der Invasionsassay die Migration von Zellen durch die
Basalmembran nach. Eine diinne extrazellulare Matrix die im Gewebe Epithelien und
Endothelien zugrunde liegt und sie vom Stroma trennt. Tumorzellen durchqueren diese
Membran, um in das Stroma einzudringen und Fernmetastasen zu bilden. Sie tun dies,
indem sie Proteasen produzieren, die die Matrix abbauen. Von mehreren in-vitro-
Modellen sind diejenigen, die Matrigel verwenden, die zuverlassigsten,
reproduzierbarsten und reprasentativsten in Bezug auf die In-vivo-Invasion (89). Das

fur die Invasion verwendete Matrigel stellt also die Basalmembran dar (90).

3.8.2. Erwartung
In Bezug auf die Untersuchungen der Effekte von KAP auf kolorektale Karzinomzellen
durch Kim et al., welche unter Anwendung von Transwell-Kammern und Matrigel zu
dem Schluss kamen, dass KAP mit steigender Intensitat die Zellmigration bzw.
Zellinvasion reduziert, wird erwartet, dass auch mit Plasma behandelte PEK Zellen die
unbeschichtete Membran der Boyden-Kammer (2 Migration) bzw. die mit Matrigel
beschichtete Membran (£ Invasion) langsamer passieren und dass im Vergleich zu

unbehandelten Zellen weniger Zellen die Membran passieren (80).
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3.8.3. Versuchsablauf

In zwei 35 mm Zellkulturschélchen wurden jeweils 400 000 Zellen fir ausreichend
Probenmaterial ausgesat und fur 24 h inkubiert. Fir den Boyden-Kammer Assay
wurden bei der Zelllinie A-431 12-Well Platten vorbereitet und bei den SCC-9 bzw.
SCC-15 24-Well-Platten. Denn die A-431 neigen dazu, sich nach Durchwandern der
Poren nur am Rand der Kammer anzusiedeln. Dieser Effekt kann durch Verwendung
grol3erer Inserts verringert werden. Die entsprechenden Inserts wurden in die Platte
gesetzt und fur die Invasion mit Matrigel beschichtet. Dieses wurde zuvor auf Eis
aufgetaut und 1:3,7 mit Wasser verdinnt. Dann wurden die Invasionsinserts je mit 30
pl Matrigel beschichtet und fir 30 min zum Gelieren in den Brutschrank gestellt.
Wahrend der 30 min erfolgte die Plasmabehandlung der entsprechenden Proben flr 2
min. Daftr wurde vor Behandlung das Medium abgekippt, danach wurden die Proben
mit KAP unter einer Distanz von 16 mm zwischen Zellrasen und Elektrode behandelt
und abschlieBend wurde noch neues Medium zugegeben. Im Anschluss wurden die
Zellen in allen Schélchen abtrypsiniert. Zellsuspensionen gleich behandelter
Schalchen wurden in ein Falkon zusammengefugt und bei Raumtemperatur und 1200
rpm fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellpellets wurden
mit je 1 ml Medium ohne FKS resuspendiert. In allen Falkons erfolgt eine Zellzahlung
und anschlieRend die Verdinnung, sodass in den Proben fur die Invasion 100 000
Zellen in 500 pl enthalten waren und fir die Migration 150 000 Zellen in 500 pl.

In jedes Well einer 24-Well-Platte wurden 500 pl konditioniertes Fibroblastenmedium

unter das Insert pipettiert, bei einer 12-Well Platte waren es 750 pl.

Bei der Migration und Invasion der A-431 und der Invasion der SCC-15 erfolgt dann
eine Inkubation von 18 h. Bei der Migration der SCC-9, bei der Invasion der SCC-9

und bei der Migration der SCC-15 erfolgte eine Inkubation von 4 Stunden.

Fur die Hemacolor-Farbung mussten erst alle Wells und Inserts abgesaugt werden.
Die Oberseite der Inserts wurde je 4 Mal mit Hilfe eines Wattestabchens mit PBS
abgewaschen. Alle Inserts durchliefen dann einen dreistufigen Féarbeverlauf nach
Herstellerangaben, der mit einer PBS Waschung abschloss.

Die Membranen der Inserts wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit der

Oberseite nach unten auf den Objekttrager gelegt. Auf einen Objekttrager kamen
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jeweils 3 Membranen der in einem Versuch identisch behandelten Zellen.

Abschliel3end wurden sie mit Neomount eingedeckelt.

3.8.4. Auswertung
Unter 40-facher VergrolRerung wurden unter dem Mikroskop pro Objekttrager 12
Aufnahmen angefertigt, also 4 pro Membran. Die durch die Membran gewanderten

Zellen wurden gezahlt und ein Mittelwert fur die 4 Aufnahmen ermittelt.

3.9. Apoptosedetektion mittels FACS-Analyse

FACS steht fur fluorescence activated cell scanning und beschreibt die Analyse
fluoreszenz markierter Zellen bei einer Durchflusszytometrie. Es handelt sich dabei um
eine laserbasierte, biophysikalische  Technologie, die eine simultane
multiparametrische Analyse ermdoglicht. Fir die Analyse sterbender Zellen sind
fluoreszierend markiertes Annexin V und Propidiumiodid die am haufigsten
verwendeten Reagenzien (91). Damit sollte in diesem Versuch die Apoptose- bzw.
Nekroseneigung nach einer Plasmabehandlung untersucht werden. Die Analysen
wurden neben den Plattenepithelkarzinom Zelllinien A-431, SCC-9 und SCC-15 auch
noch mit Melanomzellen durchgefiihrt.

3.9.1. Erwartung
Verschiedene Untersuchungen wie beispielsweise die von Chang et al. konnten
bereits zeigen, dass nicht-thermisches Atmosphéarendruckplasma Apoptose induziert
(92). Daher wird mit steigender Plasmadosis (wird Uber die Behandlungszeit reguliert),

ein Anstieg in der Apoptose bzw. Nekrose erwartet.

3.9.2. Versuchsablauf
Jede Form der Plasmabehandlung erfolgte in Doppelbestimmung, was die Aussaat in
je 2 Zellkulturschalchen bedeutete. Pro Schale wurden 1,5 ml Medium vorgelegt und
1 ml Zellsuspension mit 200 000 Zellen zugegeben. Nach einer Inkubation fir 24 h
erfolgte die Plasmabehandlung. Dafir wurde vor der Behandlung das Medium
abgekippt und nach der Behandlung wurden 2,5 ml neues Medium zugegeben. Die
Behandlung mit KAP erfolgte fur 2 min oder fur 5 min. Daneben wurde noch die

Kontrolle ohne Plasmabehandlung mitgefihrt.
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Nach 48 h Inkubation wurden alle Proben mit dem Bio Legend Annexin Kit mit
Propidium lodide fir die FACS-Analyse vorbereitet. Dafir wurden die Zellen in allen

Schélchen folgendermal3en abtrypsiniert:

- Spulen mit 1 ml PBS
- Zugabe von 500 pl Trypsin (1:5 mit PBS verdinnt)
- Inkubation fur 5 min

- Zugabe von 500 pl Medium zum Abstoppen der Enzymreaktion

Die Zellsuspensionen wurden aus den Schalchen in FACS-RoOhrchen Uberfihrt und fur
5 min bei Raumtemperatur und 1200 rpm zentrifugiert. Im Anschluss wurde der
Uberstand abgekippt. In jedes Réhrchen wurden 50 pl Annexin-V-Binding Buffer, 2,5
ul Annexin-V und 2,5 pl PI-Staining-Solution zugegeben. Alle Proben werden gevortext
und 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Dann wurden noch 200 pl
Binding Buffer in alle Rohrchen zugegeben, bevor jedes R6hrchen gevortext und am

FACS-Gerat gemessen wurde.

3.9.3. Auswertung
In einem Layout wurden fUr jeden Versuch separat mit Hilfe von Dot Blots
Zellpopulationen identifiziert. Die Zellpopulationen lassen sich dabei graphisch einer
der folgenden vier Gruppen: Vitalitat, frihe Apoptose, spate Apoptose und Nekrose
zuordnen. In Abbildung 13 wird an einem exemplarischen Dot Blot gezeigt, wie die
graphische ldentifizierung von apoptotischen und nekrotischen gegentber vitalen
Zellen funktioniert. Auf der X-Achse werden zunehmend Annexin-V-bindende Zellen
dargestellt. Annexin-V bindet an Phosphatidylserin, welches nur wahrend der frihen
Apoptose fur eine Bindung zuganglich ist. Auf der Y-Achse werden zunehmend
Propidiumiodid-bindende-Zellen aufgezeigt. Propidiumiodid bindet nur an der DNA
nekrotischer Zellen sowie Zellen in der spaten Apoptose. Die im Dot Blot dargestellten
Zellpopulationen werden entsprechend ihrer Einordnung bezlglich der beschriebenen
Achsen in 4 Quadranten eingeteilt. Dabei werden vitale Zellen, die weder
Propidiumiodid noch Annexin-V binden im Ursprung des Koordinatensystems
eingeordnet und als vierter Quadrant (Q4) bezeichnet. Die Nummerierung der
Quadranten erfolgt gegen den Uhrzeigersinn, somit folgt im dritten Quadranten (Q3)

die frihe Apoptose, im zweiten Quadranten (Q2) die spate Apoptose und im ersten
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Quadranten (Q1) die Nekrose. Die Werte fir die prozentualen Anteile der Zellgruppen

aller Versuche wurden getrennt nach Zelllinie in einer Statistik zusammengefasst.

A
Pl

4 : Q1: Nekrose
10 Q1 o e e i
' S Q2: spate Apoptose
103 | . Q3: frilhe Apoptose

Q4: lebend

102

Q3

; lll[l“ ‘I'I I Illl*r*n]ﬁ'—l—rqrw '
100 102 104

AnnexinV

Abbildung 13: Beispiel-Layout FACS-Analyse

Exemplarischer Dot Blot aus der FACS-Analyse, der die Zellen der untersuchten Probe graphisch nach ihrer Menge
an gebundenem Pl und Annexin V an der entsprechenden Position in einem Koordinatensystem abbildet. Dabei
beschreibt die Y-Achse zunehmend die Menge an gebundenem Pl und die X-Achse zunehmend die Menge an
gebundenem Annexin V. Weiters wird das Koordinatensystem in 4 Quadranten (Q1-Q4) eingeteilt, wobei in Q1
nekrotische Zellen, in Q2 Zellen in der spaten Apoptose, in Q3 Zellen in der frihen Apoptose und in Q4 lebende
Zellen abgebildet werden. Q4 befindet sich dabei im Koordinatenursprung, da normale lebende Zellen weder eine
bedeutende Menge PI, noch Annexin V binden. Wahrend Pl die Nekrose markiert und Annexin V die frihe
Apoptose, so steht das Binden von beiden fir die spate Apoptose.

3.10. Molekularbiologische Analyse der RNA
Die Molekularbiologie beschaftigt sich mit Genstrukturen und Funktionen auf
molekularer Ebene, also der Weitergabe genetischer Informationen von der DNA zur
RNA und zu Proteinen (93). Durch Entschlisselung dieser Prozesse entstanden
molekularbiologische Labormethoden wie die reverse Transkription oder die Real-
Time-PCR, deren Anwendung in diesem Projekt zur Quantifizierung von
Genexpressionen erfolgte. Diese bezeichnen einen Vorgang, in dem Informationen
der DNA in funktionelle Molekile also RNA und Proteine umgesetzt werden (94). Dafur
wurde RNA plasmabehandelter sowie als Kontrolle auch unbehandelter Zellen isoliert.

Mittels reverser Transkription wurde die isolierte RNA in die stabilere cDNA
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umgeschrieben. In der Real-Time-PCR wurden fir den Nachweis der
Genexpressionen verschiedener Molekille entsprechende Primer eingesetzt. Es

erfolgte die Analyse folgender tumorrelevanter Marker:

p16 und p21 als Seneszenz-Marker

Die zellulare Seneszenz reguliert einerseits physiologische und homdbostatische
Prozesse vor allem wahrend der Embryogenese und Wundheilung, andererseits kann
sie aber auch ein pathologischer Prozess sein, der zum Altern, zu verschiedenen
Krankheiten und Stoffwechselstérungen beitragt. Es kommt dabei zum permanenten
Stillstand des Zellzyklus, was als Schutzmechanismus gilt, um zu verhindern, dass
sich gealterte oder abnormale Zellen weiter ausbreiten. Neben dem Austritt aus dem
Zellzyklus erfolgt die Freisetzung von entzindlichen Zytokinen mit autokrinen,
parakrinen und endokrinen Aktivitaten. Seneszente Zellen zeigen auch
morphologische Veranderungen und haben eine erhdhte sekretorische Aktivitat, die
als Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phanotyp (SASP) bekannt ist. Die durch
reaktive Sauerstoffspezies induzierte Seneszenz in Tumorzellen geht mit einem
Anstieg von pl6 und p2l einher. Seneszenz-induzierter Zellzyklus-Arrest kann
verhindern, dass Mutationen an die nachste Generation von Zellen weitergegeben
werden. Auf der anderen Seite kann der Seneszenz-assoziierte sekretorische
Phanotyp, der zu einer entzindungsférdernden und wachstumsstimulierenden
Mikroumgebung fiihrt, die Tumorentwicklung jedoch auch férdern. Der Anstieg der
Genexpression von pl6 und p2l zeigt, dass die angewendeten KAP-Dosen eine
Seneszenz in den verwendeten Plattenepithelkarzinomzellen induzieren (69, 95, 96).

Caspase-3/-7/-9 als Apoptose-Marker

Apoptose ist wie in Kapitel 1.5. beschrieben eine Form des programmierten Zelltods,
der durch die Bcl-2-Familie und die Caspase-Proteinfamilie reguliert wird. Die
Caspasen-Kaskade, die fur die Ausfuhrung des Zelltods nach Cytochrom-c-
Freisetzung verantwortlich ist, ist gut beschrieben. Die unterschiedlichen Rollen der
Caspasen -3, -7 und -9 wahrend dieses Prozesses sind jedoch nicht vollstandig
definiert (97, 98). Brentnall et al. veroffentlichten Daten, welche darauf hinweisen, dass
Caspase-9 fur die mitochondrialen, morphologischen Veranderungen und die ROS-
Produktion bengtigt wird, indem der BH3 interacting-domain death agonist (Bid) in

truncated Bid gespalten und aktiviert wird. Nach der Aktivierung durch Caspase-9
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hemmt Caspase-3 die ROS-Produktion und wird fur eine effiziente Ausfihrung der
Apoptose bendtigt, wahrend Effektor Caspase-7 fur die apoptotische Zellablésung
benotigt wird. Der Nachweis bzw. die Induktion der Caspase-3, -7 oder -9 nach KAP-

Behandlung spricht also fir eine Apoptoseinduktion (97).

Gamma-H2AX als Marker fiir DNA-Schéden

DNA-schadigende Mittel, die bereits viele Jahrzehnte klinisch in der Tumortherapie
eingesetzt werden, greifen die DNA an und verursachen irreparable DNA-
Doppelstrangbriche (DSBs). Schliel3lich verursachen diese DSBs einen
Zellzyklusstillstand, Apoptose und einen schnell zunehmenden tumorspezifischen
Zelltod. Innerhalb von 30 min nach DSB-Bildung wird die Core-Histon-Proteinvariante
yH2AX phosphoryliert und lokalisiert DNA-geschéadigte Stellen. Das yH2AX-Signal ist
daher ein spezifischer Marker, der auf DNA-Schaden hinweist (43, 99).

R-Aktin als Housekeeper

3-Aktin wurde als Housekeeper eingesetzt. Es wird amplifiziert, um die Integritat der
cDNA sicherzustellen und die Expression zu normalisieren. Die PCR-Analyse kann
schwierig zu interpretieren sein, wenn parallel keine Referenzzielsequenz amplifiziert
wird. Diese Kontrollreaktion ist notwendig, um zu beurteilen, ob in der untersuchten
Probe eine ausreichende Menge an amplifizierbarem Material vorhanden ist. Als
Referenzsequenzen fir die RT-PCR werden sogenannte Housekeeping-Gene
verwendet, da sie konstitutionell von allen Zelltypen exprimiert werden. 3-Aktin ist ein
attraktiver Kandidat fir eine Referenzkoamplifikation, da es nur geringe

intraindividuelle kinetische Veranderungen aufweist (100).

3.10.1. Erwartung
Je hoher die Plasmadosis, umso mehr Veranderungen auf mRNA-Ebene werden
erwartet. Denn bereits Gelbrich et al. konnten in molekularbiologischen Analysen

Effekte von KAP auf das Prostatakarzinom nachweisen (101).

3.10.2. RNA-Isolierung
48 Stunden vor der Isolierung wurden in 35 mm Zellkulturschélchen je 200 000 Zellen
ausgesat. Nach 24 h im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO:2 wurde jedes Schélchen
fur die daftir vorgesehene Zeit mit KAP behandelt. Zur Isolation mit dem ,NucleoSpin
RNA Plus Kit* mussten erst alle Schalen einzeln abtrypsiniert werden. Daflr wurde in
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jeder Schale erst das Medium abgesaugt, mit 1 ml DPBS gespilt und 500 pl Trypsin
(1:5 verdiunnt mit PBS) zugegeben. Die Schalen wurden fir 5 min inkubiert bevor in
jede Schale 500 pl Medium zum Abstoppen hinzugefigt wurde und die
Zellsuspensionen im Anschluss jeweils in ein daflr vorgesehenes Eppi pipettiert
wurden. Diese wurden dann fir 5 min bei 3000 rpm und Raumtemperatur
abzentrifugiert. Der Uberstand an Medium wurde abgekippt und das entstandene
Zellpellet wurde entsprechend des Protokolls vom ,Nukleo Spin RNA Plus Kit* mit 350
pl LBP homogenisiert und lysiert. Um die gDNA zu entfernen, wurde die Probe auf
einen Filter in einem Collectiontube pipettiert und bei 11 000 g fiur 30 s zentrifugiert.
Die eingesetzten Filter wurden entsorgt und 100 pl Binding Solution (BS) zugegeben
um RNA-Bindekonditionen anzupassen. Die Proben wurden wieder in Tubes mit
Filtern pipettiert und bei 11 000 g fur 30 s zentrifugiert. Dann erfolgte das Waschen,
dafur wurden 200 pl Waschpuffer-1 (engl. wash buffer 1 = WB1) zugegeben, dann fir
30 s mit 11 000 g zentrifugiert. Der Filter wurde in ein neues Collection Tube gesteckt,
bevor zuerst 600 pl Waschpuffer-2 (engl. wash buffer 2 = WB2) zugegeben wurden
und bei 11 000 g fiir 30 s zentrifugiert wurde. Dann wurde der Durchfluss ausgeleert
und es wurden nochmal 250 pl WB2 zugegeben, bevor wieder mit 11 000 g fur 2 min
zentrifugiert wurde. Zum Schluss wurde der Filter in einen Endbehalter gesteckt und
die RNA eluiert, indem zweimal 30 pl DEPC-Wasser zugegeben wurden und fir 1 min
mit 11 000 g zentrifugiert wurde. Erfolgt die Umwandlung in die stabilere cDNA mittels
Reverser Transkription nicht direkt im Anschluss kénnen die Proben bei -20°C gelagert

werden.

3.10.3. Reverse Transkription
Wie die Bedeutung des Wortes , Transkription® bereits verrat, handelt es sich dabei um
einen Umschreibungsprozess von der DNA in eine mRNA mit deren Hilfe folglich in
der Translation Proteine synthetisiert werden kénnen. Bei der reversen Transkription
erfolgt dieser Prozess genau umgekehrt, eine zuvor isolierte RNA wird also in eine
komplementéare, stabilere DNA (cDNA) tibersetzt. Als Katalysator fir die Reaktion wird
ein Enzym zugegeben (102).
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Zuerst wird ein Mastermix aus folgenden zuvor aufgetauten Komponenten vorbereitet:

Substanz Menge fir einen Ansatz
Random Primer 1pl
5*Puffer 4 ul
dNTP’s (Nukleotide) 1p
DTT (Reduktionsmittel) 1l
DEPC-Wasser 2 ul

Tabelle 6: Reverse Transkription Mastermix Zusammensetzung

Pro Well wurden 9 pl Mastermix vorgelegt und 10 pul RNA zugegeben. Die so
entstandenen Proben wurden zentrifugiert und durchlaufen dann den in drei Etappen
gegliederten Prozess der reversen Transkription. Zu Beginn findet das ,Primer
annealing“ statt, woflir die Proben flr 10 min auf 70°C erhitzt und im Anschluss auf
4°C abgekuhlt wurden. ,Annealing® beschreibt die Vereinigung zweier komplementarer
Nucleinsédureketten zu den entsprechenden Doppelstrdngen durch gemeinsames
Erhitzen und langsames Abkuhlen der Losungen. Dann wurde in jedes Well 1 pl
Enzym (Superscript von Gibco) zugegeben und zentrifugiert. Die Proben wurden
erneut fur 45 min auf 42°C zur DNA Polymerisation und im Anschluss fir 10 min auf
70°C zur Enzymdeaktivierung erhitzt. Danach erfolgte die Lagerung der cDNA bei 4°C
im Kuhlschrank (103).

3.10.4. Quantitative Real-Time PCR
Die dafuir bendétigte cDNA entstand, wird wie im Abschnitt 3.10.3. beschrieben, durch
reverse Transkription aus der isolierten RNA deren Gewinnung im Abschnitt 3.10.2.
beschrieben wurde. PCR steht fir Polymerase-Kettenreaktion und beschreibt eine
Labormethode, die es ermdéglicht, in vitro Gensequenzen zu amplifizieren (104). Die
guantitative Real-Time-PCR verwendet Fluoreszenzsignale von interkalierenden
Farbstoffen, um die Amplifikation in Echtzeit wahrend der verschiedenen thermischen
Zyklen wie Denaturierungs-, ,Annealing“- und Verlangerungsphasen zu beobachten.
SYBR-Green ist ein doppelstrangiger DNA-bindender Farbstoff, der sich wahrend der
Expansionsphase in DNA-Sequenzen einlagert und fir einen Anstieg des
Fluoreszenzsignals sorgt. Um féalschlicherweise die Fluoreszenz von Primer-Dimeren

nachzuweisen, wird die Reaktionsspezifitat durch eine Schmelzkurvenanalyse
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Uberpruft. Final wird bei der relativen Quantifizierung das Verhaltnis zwischen der
Menge der Ziel-DNA und einem Referenzamplikon ermittelt (105). Fir die
Expressionsanalyse wurden entsprechende Primer eingesetzt, die zuvor aufgetaut
und 1:5 mit Wasser auf 20 pM verdunnt werden mussten. Es erfolgte die Analyse

folgender tumorrelevanter Marker und einem Housekeeper zur Normalisierung:

- pl6, p21 (Seneszenz-Marker)
- Caspase-3/-7/-9 (Apoptose-Marker)
- YH2AX (Marker fir DNA-Schaden)

Fur die gRT-PCR mit dem LightCycler von Roche wurden zuerst 18,5 pl Mastermix
und dazu 1,5 ul cDNA in das vorgesehene Well einer 96-Well Platte pipettiert. In 2
untereinander liegende Wells wurde jeweils die gleiche Probe pipettiert, so liegt immer

jeweils ein Duplikat vor.

Substanz Menge flr einen Ansatz
SYBR Green 10 ul
Primer ,forward® 0,5 ul
Primer ,reverse* 0,5 ul
Wasser 7,5 ul

Tabelle 7: gRT-PCR Mastermix Zusammensetzung

Um die Proben vor dem Verdampfen zu schitzen, wurde die 96-Well-Platte mit einer
Klebefolie abgedichtet. Bevor die Platte in den LightCycler kam, wurde sie nochmal fur

1 min bei 1200 rpm zentrifugiert.

Das Annealing erfolgt bei allen verwendeten Primern bei 60°C. Der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green interkaliert in doppelstrangige DNA, damit nimmt

die Fluoreszenz mit der amplifizierten cDNA-Menge zu.

Die Schmelztemperatur von Forward- und Reverse-Primern sollte aufeinander

abgestimmt sein (106).
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4. Ergebnisse

4.1. Morphologie der Zellen und Wachstumsmuster
Alle verwendeten Zelllinien weisen ein adharentes Wachstumsmuster auf. Allgemein
haften adharente Zellen Gber Membranrezeptoren und zelladhasive Proteine an
Kulturoberflachen. Im Normalfall ist die Zellmorphologie derart gestaltet, dass die
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Zellen optimiert werden kdnnen, sie haben
also ein verzweigtes ausgebreitetes Erscheinungsbild (107). Diesbeziiglich hebt sich
die Zelllinie A-431 (PEK der Haut) durch den Zusammenschluss der einzelnen Zellen
in Zellclustern von den SCC-9 und SCC-15 Zellen (PEK der Schleimhaut), die sich in
einem gleichméaRigen Zellrasen ansiedeln, ab. Das clusterartige Wachstum der A-431
Zelllinie scheint eine spenderabhéngige Eigenart zu sein, da in der Arbeitsgruppe der
Dermatologie am Uniklinikum Regensburg auch noch weitere kutane SCC-Zelllinien
untersucht werden, die anders als die Zelllinie A-431 in einem gleichmafiigen Zellrasen
wachsen. Die Ansammlung von Zellinseln, wie es bei der SCC-Zelllinie A-431
beobachtet wird (Abbildung 14), koénnte durch vermehrte Expression von
Zelladhasionsmolekulen oder bestimmten Zell-Zellkontakten bedingt sein, wurde aber
im Rahmen dieser Studie nicht n&her untersucht. Das Clusterwachstum kann
allerdings zu Schwierigkeiten in der Auswertung und Vergleichbarkeit bestimmter
funktioneller Assays fiulhren. Beispielsweise konnten im Rahmen der Boydenkammer
Migrations- und Invasionsanalysen bei der Auswertung der zufallig ausgewahlten
Gesichtsfelder nur sehr wenige Zellcluster vorhanden sein, wahrend in der
Folgeaufnahme die Abbildung eines groRen Zellclusters inmitten des Gesichtsfeldes
falschlicherweise eine hohe Zellzahl annehmen lassen wirde. Aus diesem Grund wird
gerade bei der Analyse der horizontalen Migration am Spalt und bei der Auswertung
der Boydenkammer Versuche besonders auf die Reproduzierbarkeit der
Gesichtsfelder geachtet. Richtet man ein Augenmerk auf die Unterschiede zwischen
den Aufnahmen in Abbildung 14, welche durch die Verabreichung unterschiedlicher
Dosen von KAP erzielt wurden, fallt auf, dass sich die Morphologie der Zellen mit
zunehmender Behandlungsdauer verandert. Nach 5 Minuten Behandlungszeit

erscheinen die Zellen klein sowie rundlich und schmiegen sich nicht mehr so eng

52



aneinander.

Kontrolle 2 min KAP 5 min KAP

— A-431

Abbildung 14: Zellmorphologie der A-431 nach KAP-Behandlung

Gegeniberstellung durchlichtmikroskopischer Aufnahmen von 3 Proben der Zelllinie A-431 die entweder fir 2 min,
fur 5 min oder in der Kontrolle fir 0 min mit KAP behandelt wurden. Dabei fallt deutlich auf, dass sich die
Morphologie und das Wachstumsmuster der Zellen mit zunehmender Behandlungsdauer veréandern, sie werden
zunehmend kleiner und die zellfreien Flachen zwischen den Zellansammlungen werden grofier.

Bei den Zelllinien SCC-9 und SCC-15 lasst sich durch das sehr gleichmafige
Wachstumsmuster die Auswertung der einzelnen Gesichtsfelder recht einfach
reproduzieren. Die einzelnen Zellen bilden dabei wie in Abbildung 15 exemplarisch an
der Zelllinie SCC-9 in der Kontrolle dargestellt, einen gleichmaRigen Zellrasen und sind
gut miteinander vernetzt. Beim Vergleich der mikroskopischen Aufnahmen von den fur
2 Minuten mit Plasma behandelten Proben und der Kontrolle kann kein Unterschied
beobachtet werden. Erst nach 5-minutiger Plasmabehandlung zeigen sich deutlich
morphologische Veranderungen. Die Zellen erscheinen klein und punktférmig,

verlieren somit ihr vernetztes Erscheinungsbild.

Kontrolle 2 min KAP 5 min KAP

~— SCC-9

Abbildung 15: Zellmorphologie der SCC-9 nach KAP-Behandlung

Gegenuberstellung durchlichtmikroskopischer Aufnahmen von 3 Proben der Zelllinie SCC-9 die entweder fir 2 min,
fir 5 min oder in der Kontrolle fir 0 min mit KAP behandelt wurden. Dabei fallt deutlich auf, dass sich die
Morphologie und das Wachstumsmuster der Zellen mit zunehmender Behandlungsdauer verandern, sie werden
zunehmend kleiner und die zellfreien Flachen zwischen den Zellen werden grofier.

Recht ahnliche morphologische Merkmale liegen auch bei der Melanomzelllinie Mel
Im vor. Die Aufnahmereihe in Abbildung 16 zeigt exemplarisch die morphologischen
Verédnderungen der Zellen nach einer KAP-Behandlungsdauer von 2 bzw. 5 Minuten
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im Vergleich zur Kontrolle. Wahrend die Kontrollaufnahmen einen gleichmaligen
Zellrasen aus gut vernetzten Mel Im Zellen mit typischem aufRerem Erscheinungsbild
zeigen, sind nach Behandlung mit KAP deutliche Ablosungen zu sehen. Nach 2
Minuten KAP-Behandlung nimmt die Zelldichte stark ab und einzelne Zellen verandern
ihr Erscheinungsbild hin zu sehr kleinen kugeligen Zellen. Nach 5 Minuten KAP-
Behandlung sind nur mehr einzelne, in inrem Erscheinungsbild stark veranderte Zellen
zu erkennen. Die Zellen erscheinen vereinzelt als kleine Punkte. Die Abstande
zwischen den einzelnen Zellen sind dabei so grof3, dass keine Vernetzung der

einzelnen Zellen mehr besteht.

Kontrolle 2 min KAP 5 min KAP

— Mellm

Abbildung 16: Zellmorphologie der Mel Im nach KAP-Behandlung

Gegeniberstellung durchlichtmikroskopischer Aufnahmen von 3 Proben der Zelllinie Mel Im, die entweder fir 2
min, fir 5 min oder in der Kontrolle fir 0 min mit KAP behandelt wurden. Dabei fallt deutlich auf, dass sich die
Morphologie und das Wachstumsmuster der Zellen mit zunehmender Behandlungsdauer verandern, sie werden
zunehmend kleiner und die zellfreien Flachen zwischen den Zellen nehmen besonders nach 5 min KAP tberhand.

Mittels Durchlichtmikroskopie sind also unabhangig von der Zelllinie deutliche
Auswirkungen auf die Zellmorphologie abhangig von der verabreichten Dosis zu
beobachten. Ganz charakteristisch fir eine Behandlung mit KAP ist dabei das
vorubergehende Abkugeln der Zellen.

4.2. Horizontale Migration am Spalt

4.2.1. Analyse mittels Durchlichtmikroskop
Beim Betrachten der am Durchlichtmikroskop angefertigten Aufnahmen im zeitlichen
Verlauf, welche in Abbildung 17 fur die Zelllinie SCC-15, in Abbildung 18 flr die Zelllinie
A-431 und in Abbildung 19 fur die Zelllinie SCC-9 dargestellt werden, ist ganz klar eine
Reduktion der dunklen, anfangs auch sehr glatt begrenzten Spaltfliche, welche von
einem gleichmagigen, in diesem Fall in der Farbe Weil3 erscheinenden Zellrasen

begrenzt wird, zu erkennen. Vergleicht man unterschiedliche Plasma-
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Behandlungszeiten, féllt auf, dass sich die Spalten mit zunehmender Behandlungszeit
langsamer und unvollstandiger verschliel3en. Der Vorgang des Spaltschlusses verlauft
nicht konstant im zeitlichen Verlauf. Beim Beobachten des Spaltschlusses in Bezug
auf die Aufnahmezeitpunkte, hebt sich ab, dass in den ersten 10 Stunden nach KAP-
Behandlung kollektiv kaum eine Reduktion der Spaltflache wahrzunehmen ist,
wahrend nach weiteren 12 Stunden, also 22 Stunden nach KAP-Behandlung, pl6tzlich
ein deutlicher Proliferationsschub zu beobachten ist. Legt man ein Augenmerk auf die
unmittelbaren Veranderungen nach KAP-Behandlung in Bezug auf die Kontrolle, dann
kann unabhangig von der Zelllinie erst ab Behandlungszeiten von 300 s eine deutlich
sichtbare Veradnderung in der Anordnung und Anzahl der Zellen wahrgenommen
werden. Diese Verdanderungen werden auch in Abbildung 20 nochmal exemplarisch
an der Zelllinie SCC-9 dargestellt. Man kann klar erkennen, wie direkt nach
Behandlung mit KAP aus einem dichten gleichméRigen Zellrasen eine eher l6chrige
Ansammlung von kleinen dichter gedréangten Zellgruppen wird. Die einzelnen Zellen

erhalten ein kugeliges Erscheinungsbild und nehmen in ihrer Gro(3e ab.

SCC-15

unbehandelt Qi 10 h : _22h _24h _.2%6h .. 46 h

Kontrolle
30 sec KAP
60 sec KAP

120 secKAP
180 secKAP

300 seckAP i

Abbildung 17: Durchlichtmikroskopieaufnahmen Migration am Spalt der SCC-15

Gegentberstellung von Abbildungsreihen im zeitlichen Verlauf mit zunehmender KAP-Behandlungsdauer.
Betrachtet man die Flachen der dunkel erscheinenden vor KAP-Behandlung mit hellen Zellen sehr glatt berandeten
Spalten im zeitlichen Verlauf zu den Aufnahmezeitpunkten 0 h, 10 h, 22 h, 24 h, 26 h und 46 h fallt auf, dass es
sich beim Spaltschluss nicht um einen linear konstant verlaufenden Prozess handelt. Aufgrund eines
Proliferationsschubes nach ca. 20 h wurden auch die Aufnahmezeiten in diesem Bereich engmaschiger gewahit.
Vergleicht man die Spaltflachen mit dem Fokus auf die Dauer der erfolgten KAP-Behandlung, zeichnet sich ab,
dass sich die Spalten mit zunehmender Behandlungsdauer langsamer und unvollstandiger schlieRen.
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Bei der Zelllinie A-431 hat die Eigenschaft der Aggregation der einzelnen Zellcluster
die exakte Flachenbestimmung der Spalten nach hell-dunkel Kontrasten deutlich
erschwert, da wie in Abbildung 18 zu sehen, keine komplett glatt berandeten Spalten
generiert werden konnten. Der Zellrasen erhielt ein sehr zerkluftetes Erscheinungsbild,
was dazu fiuhrte, dass bereits zum unbehandelten Zeitpunkt eine grofl3ere Spaltflache
errechnet wurde, als durch die Culture-Inserts generiert werden sollte. Das liegt daran,
dass Klufte, die an die Spalte angrenzen mit in die Spaltflache einberechnet wurden.
Diese Eigenschaft war mitunter auch entscheidend dafir, dass fur den besseren
Vergleich jeweils die relative Spaltflache in Bezug auf die unbehandelte Spalte zum
Zeitpunkt Null ermittelt wurde, um die Veranderungen der Spaltflachen im Laufe der

Zeit zu untersuchen.

A-431 __ unbehandelt 0h ; 10 h e _22h 24 h " ___26h 46 h

Kontrolle [

30 sec KAP

60 sec KAP &

180 secKAP

300 seckKAP

Abbildung 18: Durchlichtmikroskopieaufnahmen Migration am Spalt der A-431

Gegenuberstellung von Abbildungsreihen im zeitlichen Verlauf mit zunehmender KAP-Behandlungsdauer.
Betrachtet man die Flachen der dunkel erscheinenden mit hellen Zellen berandeten Spalten im zeitlichen Verlauf
zu den Aufnahmezeitpunkten O h, 10 h, 22 h, 24 h, 26 h und 46 h fallt auf, dass es sich beim Spaltschluss nicht
um einen linear konstant verlaufenden Prozess handelt. Aufgrund eines Proliferationsschubes nach ca. 20 h
wurden auch die Aufnahmezeiten in diesem Bereich engmaschiger gewahlt. Vergleicht man die Spaltflachen mit
dem Fokus auf die Dauer der erfolgten KAP-Behandlung, zeichnet sich ab, dass sich die Spalten mit zunehmender
Behandlungsdauer langsamer und unvollstandiger schlieRen. Die Zelllinie A-431 zeichnet sich besonders durch
ihr Wachstumsmuster in Zellgruppen ab, was zu zerklifteten eher undeutlicheren Spaltbegrenzungen fihrt.
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SCC-9

unbehandelt __0h 10 h 22 24h 26 h i 46 h

Kontrolle
o

30 sec KAP §

60 secKAP ¢

120 secKAP §

180 secKAP

300 secKAP §

Abbildung 19: Durchlichtmikroskopieaufnahmen Migration am Spalt der SCC-9

Gegenuberstellung von Abbildungsreihen im zeitlichen Verlauf mit zunehmender KAP-Behandlungsdauer.
Betrachtet man die Flachen der dunkel erscheinenden vor KAP-Behandlung mit hellen Zellen sehr glatt berandeten
Spalten im zeitlichen Verlauf zu den Aufnahmezeitpunkten 0 h, 10 h, 22 h, 24 h, 26 h und 46 h fallt auf, dass es
sich beim Spaltschluss nicht um einen linear konstant verlaufenden Prozess handelt. Aufgrund eines
Proliferationsschubes nach ca. 20 h wurden auch die Aufnahmezeiten in diesem Bereich engmaschiger gewahlt.
Vergleicht man die Spaltflachen mit dem Fokus auf die Dauer der erfolgten KAP-Behandlung, zeichnet sich ab,
dass sich die Spalten mit zunehmender Behandlungsdauer langsamer und unvollstandiger schlie3en. Die Zelllinie
SCC-9 zeichnet sich dadurch ab, dass nach KAP-Behandlung fir 300 s kaum noch eine Spalte als solche
identifiziert werden kann, da die Zellen grof3tenteils abgeschwommen sind.

unbehandelt nach 5 min KAP

— SCC-9

Abbildung 20: Veranderung der Zellmorphologie direkt nach KAP-Behandlung

Gegenuberstellung durchlichtmikroskopischer Aufnahmen nach KAP-Behandlung fir 5 min gegeniuiber der
unbehandelten Kontrolle am Beispiel der Zelllinie SCC-9. Es fallt auf, dass sich das morphologische
Erscheinungsbild durch die KAP-Behandlung sofort andert. Die Zellen werden kleiner und rundlicher, dadurch
entsteht mehr dunkel erscheinender Freiraum zwischen den Zellen und die Begrenzung der Spaltflache erscheint
weniger glatt und deutlich.
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4.2.2. Auswertung der horizontalen Migration am Spalt
Zuerst wurden mit Hilfe der Image Pro Software die absoluten FlachenmalRRe aller
Spalten eruiert. Dann wurde in jeder Zeitreihe die Flache der Spalte in der ersten
Aufnahme in unbehandeltem Zustand auf 100 % normiert und fur die weiteren
Flachenmalie in den entsprechenden Zeitreihen der relative Anteil davon berechnet.
Die Ergebnisse wurden fur jede Zelllinie separat und dabei wiederum unterteilt nach
Beobachtungszeitpunkt also in einer Zeitreihe und nach Behandlungsdauer mit KAP
als Mittelwert ausgedriickt. Die Mittelwerte flir die unterschiedlichen

Behandlungsdosen wurden dann in einer Zeitreihe graphisch aufgetragen.

4.2.3. Effekte der horizontalen Migration am Spalt
Interessanter Weise lasst sich beobachten (Abb. 21), dass unabhéngig von der
verwendeten Zelllinie die Spaltflache direkt nach erfolgter Plasmabehandlung in den
Uberwiegenden Fallen erst einmal zunimmt. Bei der primaren Zunahme der Spaltflache
lasst sich auch eine klare Abhéngigkeit von der Behandlungszeit beobachten. Bei einer
Behandlungszeit von 300 Sekunden mit Plasma ist die urspriinglich mit Culture Inserts
generierte und dadurch genormte Spaltflache bei allen verwendeten Zelllinien direkt
nach erfolgter KAP-Behandlung mit Abstand am starksten erweitert. Mit Ausnahme
der Zelllinie SCC-9, welche nur bis 22 Stunden nach erfolgter Behandlung bei einer
Behandlungsdauer von 300 Sekunden eine deutlich vergréRerte Spaltflache
gegenuber allen anderen angewendeten Behandlungsdosen aufweist, hebt sich die
Plasmabehandlung fir 300 Sekunden bei allen Zelllinien mit den gré3ten Spaltflachen

zu allen Beobachtungszeitpunkten hervor.

Wie bereits in Kapitel 4.1. beschrieben, unterscheidet sich die Zelllinie A-431 in ihrem
morphologischen Erscheinungsbild von den anderen verwendeten Zelllinien. Der
unvermeidbare Einschluss von Zellzwischenrdumen bei der Berechnung der
Spaltflachen kann mitunter dafir verantwortlich gemacht werden, dass unabh&ngig
von der Behandlungsdosis mit KAP auch nach 46 h kein kompletter Spaltschluss

erzielt werden kann.

Die Zelllinie SCC-9 hebt sich dadurch von den anderen ab, dass sie am Ende des
Beobachtungszeitraumes unabhéangig von der Behandlungszeit mit KAP im Mittel

einen kompletten Spaltschluss aufweist.
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Beim Vergleich der Kontrolle mit unterschiedlich langer KAP-Behandlung fallt auf, dass
sowohl bei der Zelllinie A-431 als auch bei der Zelllinie SCC-9 die Kontrolle zu allen
Behandlungszeiten nicht wie erwartet jeweils die geringste Spaltflache und damit die
starkste Migration aufweist. Geringe Behandlungsdosen, also KAP-Behandlungen fir
maximal 120 s haben in den Versuchen gegeniber der Kontrolle oft zu einer
verstarkten Migration, also einer Verringerung der Spaltflache gefiihrt. Somit kann

geringen KAP-Dosen auch eine Verstarkung der Zellproliferation nachgesagt werden.

Bei der Zelllinie SCC-15 weist die Kontrolle ausgenommen vom Zeitpunkt 0 Stunden

nach KAP immer die geringste Spaltflache und damit die héchste Migration auf.

Bei allen verwendeten Zelllinien ist die klare Tendenz ersichtlich, dass eine
Behandlung mit KAP zu einem unvollstdndigeren Spaltschluss, also einem
verringerten Migrationsdrang der einzelnen Zellen am Spalt fuhrt. Dabei ist die
Behandlungsdauer meist direkt proportional zur Verringerung des Migrationsdrangs.
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Abbildung 21: Graphische Darstellung der horizontalen Migration

Die Grafik stellt in 3 Koordinatensystemen fur die untersuchten Zelllinien A-431, SCC-9 und SCC-15 im zeitlichen
Verlauf also zu den festgelegten Beobachtungszeitpunkten vor KAP-Behandlung in unbehandeltem Zustand, 0 h,
10 h, 22 h, 24 h, 26 h und 46 h nach KAP die Spaltflache in Prozent in Bezug auf die urspriinglich erzeugte
Spaltflache dar. In jedem Koordinatensystem wird fiir die jeweilige Zelllinie neben der Entwicklung einer
unbehandelten Kontrolle auch die Entwicklung der Proben, die fur 30 s, fiir 60 s, fur 120 s, fur 180 s und fir 300 s
behandelt wurden aufgezeichnet. Dabei lasst sich bei allen Zelllinien beobachten, dass die Spaltflache direkt nach
erfolgter Plasmabehandlung unabhéngig von der Behandlungszeit in den Uberwiegenden Féllen erst einmal
zunimmt und dann ab 10 h nach KAP eine abnehmende Tendenz aufweist. AuRerdem zeigt die Gegenuberstellung,
dass KAP mit zunehmender Behandlungsdauer zu einem langsameren und unvollstandigeren Spaltschluss also
einem verringerten Migrationsdrang fuhrt.
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4.3. Migrations- und Invasionsanalyse mittels Boyden-Kammer Assay

4.3.1. Mikroskopische Dokumentation der Membranen
Innerhalb jeder Zelllinie sowohl fir die Invasions- als auch fur die Migrationsversuche
wird je eine reprasentative mikroskopische Aufnahme aus der Kontrollprobe einer
reprasentativen mikroskopischen Aufnahme nach 2-minitiger KAP-Behandlung
gegenubergestellt. Die Abbildungen zeigen exemplarisch die fixierten und gefarbten
Membranen der Boyden-Kammer Migrations- (Abbildung 22) und Invasionsversuche
(Abbildung 23).

Bei der Analyse der Aufnahmen von den fixierten und gefarbten Filtern der Boyden-
Kammer Migrationsversuche in Abbildung 22 zeichnet sich ab, dass bei
Gegenuberstellung der fur 2 min mit Plasma behandelten Proben mit der
unbehandelten Kontrolle fir alle untersuchten Zelllinien eine Abnahme des
Migrationsdrangs nachgewiesen werden kann. Ganz allgemein fallt vor allem auch im
Rahmen der Migrationsversuche mittels Boyden-Kammer Assay wieder auf, dass sich
die Zelllinie A-431 in ihrem Wachstumsmuster von den anderen verwendeten Zelllinien
unterscheidet. Die Zellen wachsen dabei nicht nur in Gruppen, was zum
Erscheinungsbild der Zellinseln mit zellfreien Zwischenrdumen fuhrt, sondern auch der
Vorgang der Migration erfolgt jeweils in Gruppen, sodass auf der fixierten Membran
keine einzelnen migrierten Zellen, sondern jeweils kleine Zellcluster ersichtlich sind.
An der Morphologie der Tumorzellen ist auch fir die anderen verwendeten Zelllinien
nach Plasmabehandlung also kein Unterschied zu der unbehandelten Kontrolle zu

erkennen.
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Abbildung 22: Aufnahmen aus den Boyden-Kammer Migrationsversuchen

In der Grafik wird eine Gegenuberstellung beispielhafter durchlichtmikroskopischer Aufnahmen fixierter und
gefarbter Filter aus den Boyden-Kammer Migrationsversuchen nach Plasmabehandlung fur 2 min bzw. in der
Kontrolle ohne Plasmabehandlung von den Zelllinien A-431, SCC-9 und SCC-15 gezeigt. Legt man dabei den
Fokus auf die Zellzahl pro Aufnahme fallt auf, dass die KAP-Behandlung fur 2 min im Vergleich zur Kontrolle zu
einer deutlichen Reduktion des Migrationsdrangs und damit der Anzahl sichtbarer Zellen fihrt.

Bei der Analyse der lichtmikroskopischen Aufnahmen der fixierten und gefarbten Filter
der Boyden-Kammer Invasionsversuche féllt auf, dass die Zelllinie A-431 genauso wie
die Zelllinie SCC-9 bei direktem Vergleich mit der Zelllinie SCC-15 eine schlechtere
Invasionsfahigkeit aufweist. Wahrend in den Kontrollproben noch vereinzelt
Tumorzellen durch die mit Matrigel beschichten Poren der Membran gewandert sind,
zeigen sich die Membranen, welche von plasmabehandelten A-431-Zellen
durchwandert werden hatten sollen, auch nach 18 Stunden Inkubationszeit fast
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ganzlich zellfrei. Die unbehandelte Probe der Zelllinie SCC-15 zeigt bei der
Invasionsanalyse mit Abstand das grof3te Wanderungsbestreben, sodass das
gesamte Blickfeld gleichmallig mit fixierten und angefarbten Tumorzellen Gbersét ist.
Bei Gegenuberstellung der Kontrollproben mit den fir 2 min mit KAP behandelten
Proben haben alle Aufnahmen unabhéngig von der Zelllinie gemeinsam, dass eine
Abnahme der Anzahl an durch die mit Matrigel beschichtete Membran gewanderten

Zellen zu sehen ist.
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Abbildung 23: Aufnahmen aus den Boyden-Kammer Invasionsversuchen

In der Grafik wird eine Gegenuberstellung beispielhafter durchlichtmikroskopischer Aufnahmen fixierter und
gefarbter Filter aus den Boyden-Kammer Invasionsversuchen nach Plasmabehandlung fir 2 min bzw. in der
Kontrolle ohne Plasmabehandlung von den Zelllinien A-431, SCC-9 und SCC-15 gezeigt. Legt man dabei den
Fokus auf die Zellzahl pro Aufnahme fallt auf, dass die KAP-Behandlung fur 2 min im Vergleich zur Kontrolle zu
einer deutlichen Reduktion des Invasionsdrangs und damit der Anzahl sichtbarer Zellen fihrt.
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4.3.2. Auswertung der Migrations- und Invasionsanalyse

Die Ergebnisse werden fur jede Zelllinie separat und dabei wiederum unterteilt nach
Untersuchungsgegenstand also Invasion und Migration als Mittelwert = SD
ausgedruckt. Dabei wird jeweils die absolute Anzahl an Zellen pro Gesichtsfeld nach
2 min KAP-Behandlung der Kontrolle gegenubergestellt. Vergleiche zwischen
Kontrolle und der fur 2 min mit KAP behandelten Gruppe wurden mit dem ungepaarten
t-Test durchgefuhrt. Ein p-Wert < 0,005 wurde als statistisch signifikant angesehen
(*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001; ****p<0,0001). Alle Berechnungen wurden mit dem
Softwarepaket GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
durchgefuhrt.

Bei der Etablierung der Untersuchung der dosisabhé&ngigen Auswirkungen der KAP-
Behandlung auf das Migrations- bzw. Invasionsverhalten der
Plattenepithelkarzinomzellen wurden die Untersuchungsparameter auf
Erfahrungswerte aus der Studie ,,Cold atmospheric plasma, a new strategy to induce
senescence in melanoma cells® gestutzt. Arndt et al. konnten darin beobachten, dass
bei Melanomzellen bereits nach 2 min KAP-Behandlung jedoch mit einer sich vom
plasma care® Prototypen unterscheidenden Plasmaquelle, eine irreversible
Zellinaktivierung auftritt (43). Daher wurde eine Behandlungszeit von 2 min festgelegt,
um sicherzustellen, dass die Zellen nach Behandlung noch vital genug sind, um durch
die Poren der Membran zu wandern und so mdglicherweise Effekte der KAP-
Behandlung aufzuzeigen. Die KAP-Behandlung fur 2 min wurde nach der Etablierung
beibehalten, da sowohl beim Migrations- als auch beim Invasionsassay nach 2 min
KAP im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bereits deutliche Effekte erkennbar
waren und nach héheren Plasmadosen so gut wie keine gerichtete Invasion bzw.

Migration mehr erkennbar sowie messbar ware.

Wirft man einen Blick auf die Gegenuberstellung von Invasions- und
Migrationsverhalten der Zelllinien A-431, SCC-9 und SCC-15 nach 2-mindtiger
Plasmabehandlung bzw. in der Kontrolle ohne Plasmabehandlung in der Abbildung
24, so kann fur alle verwendeten Zelllinien zusammenfassend nach einer
Plasmabehandlung fir 2 Minuten eine signifikante Reduktion der Invasions- und
Migrationsfahigkeit der Tumorzellen festgestellt werden. Beim Vergleich der
Tumorzelllinien, die den Migrationsversuchen unterzogen wurden, zeichnet sich die

Zelllinie A-431 mit der groiten Abnahme der Migration durch 2-minitige
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Plasmabehandlung aus. Gleichzeitig weist die Zelllinie A-431 sowohl mit als auch ohne
Plasmabehandlung die héchste absolute Anzahl migrierter Tumorzellen pro
Gesichtsfeld auf. Die Zelllinie SCC-9 folgt mit der zweithdchsten absoluten Anzahl
migrierter Tumorzellen pro Gesichtsfeld. Am wenigsten wurde das Migrationsverhalten
durch Plasmabehandlung bei der Zelllinie SCC-15 beeinflusst. Bei der Zelllinie SCC-
15 lag die kleinste absolute migrierte Zellzahl sowohl mit als auch ohne
Plasmabehandlung vor. Betrachtet man ausschlie3lich die Gegenuberstellung der
Invasionsfahigkeit der untersuchten Zelllinien, dann ist die Minderung durch
Behandlung mit KAP bei den Zelllinien A-431 und SCC-15 hdchst signifikant, wahrend
bei der Zelllinie SCC-9 nur eine moderate Abnahme vorliegt. Die Invasion der Zelllinie
SCC-15 zeigt im direkten Vergleich mit Abstand im Mittel die hochste durch die
Kontrollmembran gewanderte absolute Zellzahl. Bei Gegentuberstellung der Zellzahl
pro Gesichtsfeld in der Kontrolle also ohne Plasmabehandlung fallt auf, dass die
Anzahl der invadierten Zellen bei der Zelllinie A-431 weniger als ein Viertel der
migrierten Zellen ausmacht. Man kénnte die Ursache dafir mit einer eventuell zu kurz
gewahlten Inkubationszeit begriinden, allerdings war diese mit 18 Stunden schon recht
grofl3ziigig bemessen. AuRerdem wurde in der Etablierungsphase des Boyden-
Kammer Assays der Versuch unter gleichen Rahmenbedingungen ausgenommen der
A-431-Zellen, die damals aus einer anderen Population entnommen wurden, und der
Inkubationszeit, die auf nur 4 Stunden festgelegt war, durchgefuhrt. Trotz der viel
geringeren Inkubationszeit zeigten alle mikroskopischen Aufnahmen der fixierten
Kontrollmembranen ein viel h6heres Invasionsaufkommen der Zelllinie A-431. Daraus
lasst sich schlieRen, dass es selbst innerhalb einer Zelllinie deutliche Differenzen

geben kann.
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Abbildung 24: Gegeniiberstellung von Invasions- und Migrationsverhalten

Die Abbildung stellt fiir die Zelllinien A-431, SCC-9 und SCC-15 sowohl fir die Invasion als auch fiir die Migration
jeweils die Veranderung beziglich der Zellzahl pro Gesichtsfeld zwischen der unbehandelten Kontrollprobe und
der fur 2 min mit KAP behandelten Probe dar. Dabei ist unabhéangig von der Zelllinie nach 2 min KAP gegenlber
der Kontrolle eine signifikante Reduktion der Invasions- und Migrationsfahigkeit der Tumorzellen zu sehen.
Statistische Analyse: ungepaarter-t-Test (**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001)

4.4. Apoptosedetektion mittels FACS-Analyse nach KAP-Behandlung

4.4.1. Auswertung FACS
Die Ergebnisse werden fir jede Zelllinie separat mittels exemplarischer Dot Blot
Darstellungen der Apoptosedetektion mittels FACS-Analyse nach Plasmabehandlung
fur 2 bzw. 5 min gegentber der unbehandelten Kontrolle und zusatzlich mit einer
Gesamtauswertung der FACS-Analyse gegenibergestellt. In der Gesamtauswertung
stellen die mit unterschiedlichen Plasmadosen behandelten Zellgruppen jeweils eine
vollstandige Zellpopulation, also 100 Prozent dar. Diese Zellen werden dann im
Rahmen der FACS-Analyse anteilig entsprechend ihrer Eigenschaften den
Populationsgruppen  Vitalitdit, Apoptose und Nekrose zugeteilt. Fir die

Gegenuberstellung werden all diese Anteile als Mittelwert + SD ausgedrtckt. Ein p-

66



Wert < 0,005 wurde dabei als statistisch signifikant angesehen (*p<0,05; **p<0,01;
***pn<(0,001; ****p<0,0001). Alle Berechnungen wurden mit dem Softwarepaket
GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) durchgefihrt.

Die Behandlungszeit von 2 min wurde gestutzt auf die Ergebnisse der Studie ,Cold
atmospheric plasma, a new strategy to induce senescence in melanoma cells* von
Arndt et al. gewahlt (43). Hier wurde allerdings eine andere Plasmaquelle
(Miniflatplaster) mit modifizierter Plasmakonzentration verwendet. Nach Auswertung
der Ergebnisse mit dem hier verwendeten plasma care® Prototypen unter den
Betriebsparametern 4 kHz/ 3,5 kV zeigte sich sowohl fur die besonders im Fokus
stehenden Plattenepithelkarzinomzellen als auch fiir die spater zur Uberpriifung der
von Arndt et al. tibernommenen Rahmenbedingungen hinzugezogenen Mel Im Zellen
nach einer Behandlungszeit von 2 min kaum eine Veranderung im Apoptoseverhalten.
So konnten die ausbleibenden Verdnderungen nach KAP-Behandlung mit der
Anwendung einer weniger intensiven Plasmaquelle begriindet werden, denn der
Einsatz  unterschiedlicher KAP-Gerate und Plasmaparameter fuhrt zu
unterschiedlicher Zusammensetzung und Konzentration von Plasmaprodukten. Im

Rahmen dieser Untersuchungen erfolgte daher auch eine Behandlung fur 5 min.

Vergleicht man bei den untersuchten Zelllinien A-431, SCC-9, SCC-15 und Mel Im in
den Abbildungen 25-28 die Ergebnisse der Apoptosedetektion mittels FACS-Analyse
nach KAP-Behandlung fir 2 min bzw. fur 5 min mit der Kontrolle lasst sich
zusammenfassend sagen, dass eine 5-minutige KAP-Behandlung unabhéngig von der
Zelllinie einen signifikanten Anstieg in der Apoptose und gleichzeitig eine signifikante
Abnahme der Vitalitdt gegentber der Kontrolle nach sich zieht. Bei einer KAP-
Behandlung von nur 2 min lasst sich hingegen kaum eine Veranderung detektieren.
Das fuhrt dazu, dass auch zwischen den fir 2 min mit KAP behandelten und fur 5 min
mit KAP behandelten Gruppen jeweils eine signifikante Steigerung der Apoptose und

parallel ein signifikanter Abfall der Vitalitat vorliegt.

Betrachtet man in Abbildung 25 die Ergebnisse fur die Zelllinie A-431, fallt auf, dass

sich diese im Vergleich zu den anderen untersuchten Zelllinien mit der geringfugigsten
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Apoptoserate nach 5-minttiger Plasmabehandlung und gleichzeitig mit der héchsten

Apoptoserate nach 2-minutiger Plasmabehandlung hervorhebt.
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Abbildung 25: Gesamtauswertung der FACS-Analyse fiur die Zelllinie A-431

Die Abbildung zeigt im oberen Abschnitt exemplarische Dot Plot Darstellungen der Apoptosedetektion fir die
Zelllinie A-431 mittels FACS-Analyse. Von links nach rechts werden Dot Plot Darstellungen erst einer
unbehandelten Kontrollprobe und dann ansteigend erst die fiir 2 min mit KAP behandelte Probe und abschlieRend
die fur 5 min mit KAP behandelte Probe dargestellt. Im unteren Abschnitt der Abbildung wird eine
Gesamtauswertung der FACS-Analyse fur die Zelllinie A-431 dargestellt. Darin werden mit unterschiedlichen
Plasmadosen behandelte Zellgruppen, also fir 5 min, fir 2 min oder in der Kontrolle fir 0 min mit KAP behandelte
Proben gegenubergestellt und als vollstdndige Zellpopulation also 100 Prozent betrachtet. Entsprechend ihrer
Eigenschaften werden diese dann anteilig den Populationsgruppen Vitalitat, Apoptose und Nekrose zugeteilt. Fur
die Gegenuberstellung werden all diese Anteile als Mittelwert + SD ausgedrickt. Ein p-Wert < 0,005 wurde dabei
als statistisch signifikant angesehen (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). Somit zeigt uns **** in der
Grafik, dass nach 5 min KAP gegenuber der Kontrolle bzw. gegeniiber 2 min KAP eine sehr signifikante Zunahme
der friihen und spaten Apoptose erfolgt. Die Vitalitat, dargestellt mit **** nimmt nach 5 min KAP gegeniber 2 min
KAP oder gegenuber der Kontrolle mit starker Signifikanz ab.

Die Zelllinie SCC-9 dargestellt in Abbildung 26 weist nach 5-mintiger
Plasmabehandlung mit ca. 60 % mit Abstand die hdchste Apoptoserate aller
untersuchten Zelllinien auf.
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Apoptose SCC-9
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Abbildung 26: Gesamtauswertung der FACS-Analyse fur die Zelllinie SCC-9

Die Abbildung zeigt im oberen Abschnitt exemplarische Dot Plot Darstellungen der Apoptosedetektion fur die
Zelllinie SCC-9 mittels FACS-Analyse. Von links nach rechts werden Dot Plot Darstellungen erst einer
unbehandelten Kontrollprobe und dann ansteigend erst die fur 2 min mit KAP behandelte Probe und abschlieRend
die fur 5 min mit KAP behandelte Probe dargestellt. Im unteren Abschnitt der Abbildung wird eine
Gesamtauswertung der FACS-Analyse fur die Zelllinie SCC-9 dargestellt. Darin werden mit unterschiedlichen
Plasmadosen behandelte Zellgruppen, also fir 5 min, fir 2 min oder in der Kontrolle fiir 0 min mit KAP behandelte
Proben gegenubergestellt und als vollstdndige Zellpopulation also 100 Prozent betrachtet. Entsprechend ihrer
Eigenschaften werden diese dann anteilig den Populationsgruppen Vitalitét, Apoptose und Nekrose zugeteilt. Fur
die Gegentiberstellung werden all diese Anteile als Mittelwert + SD ausgedriickt. Ein p-Wert < 0,005 wurde dabei
als statistisch signifikant angesehen (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). Somit zeigt uns **** in der
Grafik, dass nach 5 min KAP gegenuber der Kontrolle bzw. gegeniiber 2 min KAP eine sehr signifikante Zunahme
der frihen und spaten Apoptose erfolgt. Die Vitalitat, dargestellt mit **** nimmt nach 5 min KAP gegeniiber 2 min
KAP oder gegentber der Kontrolle mit starker Signifikanz ab.
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Apoptose SCC-15
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Abbildung 27: Gesamtauswertung der FACS-Analyse fir die Zelllinie SCC-15

Die Abbildung zeigt im oberen Abschnitt exemplarische Dot Plot Darstellungen der Apoptosedetektion fir die
Zelllinie SCC-15 mittels FACS-Analyse. Von links nach rechts werden Dot Plot Darstellungen erst einer
unbehandelten Kontrollprobe und dann ansteigend erst die fur 2 min mit KAP behandelte Probe und abschliel3end
die fur 5 min mit KAP behandelte Probe dargestellt. Im unteren Abschnitt der Abbildung wird eine
Gesamtauswertung der FACS-Analyse fur die Zelllinie SCC-15 dargestellt. Darin werden mit unterschiedlichen
Plasmadosen behandelte Zellgruppen, also fur 5 min, fir 2 min oder in der Kontrolle fir 0 min mit KAP behandelte
Proben gegenubergestellt und als vollstandige Zellpopulation also 100 Prozent betrachtet. Entsprechend ihrer
Eigenschaften werden diese dann anteilig den Populationsgruppen Vitalitat, Apoptose und Nekrose zugeteilt. Fir
die Gegenuberstellung werden all diese Anteile als Mittelwert + SD ausgedriickt. Ein p-Wert < 0,005 wurde dabei
als statistisch signifikant angesehen (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). Somit zeigt uns **** in der
Grafik, dass nach 5 min KAP gegenlber der Kontrolle bzw. gegentber 2 min KAP eine sehr signifikante Zunahme
der frihen und spaten Apoptose erfolgt. Die Vitalitat, dargestellt mit **** nimmt nach 5 min KAP gegentiber 2 min
KAP oder gegeniber der Kontrolle mit starker Signifikanz ab.

Die Zelllinie Mel Im, dargestellt in Abbildung 28 hebt sich von den anderen analysierten

Zelllinien ab, indem sie bereits nach 2-minttiger KAP-Behandlung gegentber der
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Kontrolle einen sichtbaren jedoch nicht signifikanten Anstieg in der Apoptose

verzeichnet.
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Abbildung 28: Gesamtauswertung der FACS-Analyse fur die Zelllinie Mel Im

Die Abbildung zeigt im oberen Abschnitt exemplarische Dot Plot Darstellungen der Apoptosedetektion fur die
Zelllinie Mel Im mittels FACS-Analyse. Von links nach rechts werden Dot Plot Darstellungen erst einer
unbehandelten Kontrollprobe und dann ansteigend erst die fir 2 min mit KAP behandelte Probe und abschlieend
die fur 5 min mit KAP behandelte Probe dargestellt. Im unteren Abschnitt der Abbildung wird eine
Gesamtauswertung der FACS-Analyse fir die Zelllinie Mel Im dargestellt. Darin werden mit unterschiedlichen
Plasmadosen behandelte Zellgruppen, also fiir 5 min, fir 2 min oder in der Kontrolle fir 0 min mit KAP behandelte
Proben gegenibergestellt und als vollstandige Zellpopulation also 100 Prozent betrachtet. Entsprechend ihrer
Eigenschaften werden diese dann anteilig den Populationsgruppen Vitalitét, Apoptose und Nekrose zugeteilt. Fur
die Gegenuberstellung werden all diese Anteile als Mittelwert + SD ausgedrickt. Ein p-Wert < 0,005 wurde dabei
als statistisch signifikant angesehen (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). Somit zeigt uns **** in der
Grafik, dass nach 5 min KAP gegeniiber der Kontrolle bzw. gegentliber 2 min KAP eine sehr signifikante Zunahme
der frihen und spaten Apoptose erfolgt. Die Vitalitat, dargestellt mit **** nimmt nach 5 min KAP gegeniber 2 min
KAP oder gegeniiber der Kontrolle mit starker Signifikanz ab.
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4.5. Molekularbiologische Analyse der RNA
Die molekularbiologische Analyse der RNA erfolgte zum einen am Beispiel der Zelllinie
A-431 stellvertretend fur Zellen kutanen Ursprungs und zum anderen an der Zelllinie

SCC-9 stellvertretend fur epitheliale Zellen der Schleimhaut.

Die Ergebnisse werden als Mittelwert £+ SD ausgedruckt. Dabei werden die
Kontrollwerte fir die einzelnen Tumormarker im relativen Verhaltnis zu der fir 2 min
mit KAP behandelten Gruppe auf den Wert 1 normiert. Fir den Vergleich der 3
Gruppen, also Kontrolle, 2 min KAP und 5 min KAP wurde ein ANOVA Bonferroni's
multiple comparisons test durchgefiihrt. Dabei wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch
signifikant betrachtet (*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001; ****p<0,0001). Alle
Berechnungen wurden mit dem Softwarepaket GraphPad Prism (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA) durchgefihrt.

4.5.1. Expressionsanalyse Apoptose-assoziierter Gene nach KAP
In Abbildung 29 werden die Gesamtauswertungen zur Expressionsanalyse der bereits
zuvor unter 3.10. beschriebenen Apoptose-Marker Caspase-3, Caspase-7 und

Caspase-9 fir die Zelllinie A-431 und SCC-9 gegenibergestellt.

Ganz allgemein fallt auf, dass die Expressionsanalysen fur Caspase-3 und -7
unabhangig von der Gberpruften Zelllinie ein recht ahnliches Bild erzeugen, wahrend
sich Caspase-9 bei der Zelllinie A-431 durch eine signifikant verstarkte Expression
bereits nach 2-minutiger KAP-Behandlung und dafir einer signifikant abgefallenen
Expression nach 5-minttiger KAP-Behandlung gegeniber der Kontrolle abhebt. Auch
bei der Zelllinie SCC-9 unterscheiden sich die Ergebnisse fur Caspase-9 ganz klar von
allen anderen Caspasen. Bei der Zelllinie SCC-9 lost die Plasmabehandlung
unabhéangig von der Anwendungsdauer von 2 oder 5 min keine veranderte
Nachweisbarkeit von Caspase-9 aus. Die Expression von Caspase-3 und -7 wird in
allen untersuchten Zelllinien nach 5-mindtiger Plasmabehandlung gegentber der
Kontrolle signifikant gesteigert. Nach einer Plasmabehandlung fur nur 2 min kann
gegeniber der Kontrolle nur bei der Zelllinie A-431 eine gesteigerte Expression von

Caspase-3 und -9 nachgewiesen werden.
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Expressionsanalyse Apoptose-assoziierter Gene nach KAP-Behandlung
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Abbildung 29: Expressionsanalyse Apoptose-assoziierter Gene

In der Abbildung werden die Gesamtauswertungen zur Expressionsanalyse der Apoptose-Marker Caspase-3,
Caspase-7 und Caspase-9 fur die Zelllinie A-431 (kutan) und SCC-9 (oral) gegentbergestellt. Die Ergebnisse
werden als Mittelwert £ SD ausgedrickt. Dabei werden die Kontrollwerte fir die einzelnen Tumormarker im relativen
Verhaltnis zu der fir 2 min mit KAP behandelten Gruppe auf den Wert 1 normiert. Fur den Vergleich der 3 Gruppen,
also Kontrolle, 2 min KAP und 5 min KAP wurde ein ANOVA Bonferroni’'s multiple comparisons test durchgefihrt.
Dabei wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).
Unabhéngig von der Zelllinie erzeugen Caspase-3 und -7 ein recht ahnliches Bild, nach 5 min KAP wird die
Expression der Apoptose-Marker gegenuber 2 min KAP und der Kontrolle signifikant gesteigert. Caspase-9 hebt
sich von den anderen Apoptose-Markern ab indem bei der Zelllinie SCC-9 zwischen den unterschiedlichen KAP-
Behandlungszeiten keine signifikanten Veranderungen in der Expression nachweisbar sind. Bei der Zelllinie A-431
zeigt sich bereits nach 2 min KAP eine signifikant gesteigerte Expression von Caspase-9 gegenuber der Kontrolle
und dafiir nach 5 min KAP ein signifikanter Abfall der Expression von Caspase-9 gegeniber der Kontrolle.

4.5.2. Expressionsanalyse Seneszenz-assoziierter Gene nach KAP
Die Nachweisbarkeit der Seneszenz-assoziierten Gene p16 und p21 nach Behandlung
mit KAP wird am Beispiel der Zelllinien A-431 und SCC-9 in Abbildung 30 dargestellt.
Wahrend die 2-minitige Plasmabehandlung dabei unabhanig von der Zelllinie keinerlei
Veranderungen gegentber der Kontrolle fiur die Seneszenz-assoziierten Gene pl16
und p21 bewirkt, kann nach 5-minitiger Plasmabehandlung jeweils ein signifikanter
Anstieg beim Nachweis der Seneszenz-assoziierten Gene pl6 und p21 verzeichnet
werden. Die Zelllinie A-431 weicht mit einer etwas niedrigeren Signifikanz in der
Expression von p16 nach Plasmabehandlung gegeniber der Kontrolle bzw. zwischen
den fir 2 min und fir 5 min mit KAP behandelten Proben vom Rest ab. Jedoch kann

73



ein ganz eindeutiger Trend in den Auswirkungen der KAP-Behandlung bezuglich der
Seneszenz nachgewiesen werden, namlich der Anstieg der Seneszenz mit steigender

Plasmadosis.

Expressionsanalyse Seneszenz-assoziierter Gene nach KAP-Behandlung
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Abbildung 30: Expressionsanalyse Seneszenz-assoziierter Gene

In der Abbildung werden die Gesamtauswertungen zur Expressionsanalyse der Seneszenz-Marker p16 und p21
fur die Zelllinien A-431 (kutan) und SCC-9 (oral) gegentubergestellt. Die Ergebnisse werden als Mittelwert + SD
ausgedriickt. Dabei werden die Kontrollwerte fir die einzelnen Tumormarker im relativen Verhaltnis zu der fir 2
min mit KAP behandelten Gruppe auf den Wert 1 normiert. Fir den Vergleich der 3 Gruppen, also Kontrolle, 2
min KAP und 5 min KAP wurde ein ANOVA Bonferroni’s multiple comparisons test durchgefiihrt. Dabei wurde ein
p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). Unabhé&ngig von
der Zelllinie kann in den Gesamtauswertungen ein signifikanter Anstieg der Seneszenz mit steigender
Plasmadosis gegenlber der Kontrolle nachgewiesen werden.

4.5.3. Expressionsanalyse bezlglich DNA-Schaden nach KAP
Der Nachweis der durch KAP-Behandlung induzierten Steigerungen der Expression
von yH2AX, die wie in Kapitel 3.10. beschrieben fir DNA-Schaden stehen, wird in
Abbildung 31 am Beispiel der Zelllinien A-431 und SCC-9 dargestellt. Wahrend die
Zellinie A-431 schon nach 2-minutiger Plasmabehandlung einen minimal signifikanten
Anstieg von yH2AX gegeniber der Kontrolle verzeichnet, gleichen sich die Expression
von yYH2AX in der Kontrolle und nach 2-minitiger Plasmabehandlung bei der Zelllinie
SCC-9. Bei der Zelllinie A-431 ordnet sich die Expression von yH2AX nach 5-minutiger
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Plasmabehandlung zwischen der unbehandelten Kontrolle und der fir 2 min mit KAP
behandelten Probe ein, es kann somit keine signifikante Veranderung im Vergleich mit
den anderen Proben nachgewiesen werden. Die Expressionanalyse beztglich DNA-
Schéden gleicht bei der Zelllinie SCC-9 der Tendenz vieler anderer Untersuchungen
nach KAP, denn fur eine signifikante Veranderung gegenuber der Kontrolle ist dabei
eine Behandlungszeit von 5 min notwendig. Die Nachweisbarkeit nach 2-minutiger
Plasmabehandlung gleicht der Kontrolle und ist somit auch signifikant niedriger als
nach 5-minutiger Plasmabehandlung.

Expressionsanalyse beziiglich DNA-Schaden nach KAP-Behandlung

yH2AX
3
> i i
2
%’ 24
%
A-431 — 21
8
0
gr— 4- -
s
@
3
=
SCC-9 — g
8

Abbildung 31: Expressionsanalyse auf yH2AX bezuglich DNA-Schéaden

In der Abbildung werden die Gesamtauswertungen zur Expressionsanalyse bezlglich DNA-Schaden fir die
Zelllinien A-431 (kutan) und SCC-9 (oral) gegenubergestellt. Die Ergebnisse werden als Mittelwert + SD
ausgedriickt. Dabei werden die Kontrollwerte fiir die einzelnen Tumormarker im relativen Verhaltnis zu der fir 2
min mit KAP behandelten Gruppe auf den Wert 1 normiert. Fur den Vergleich der 3 Gruppen, also Kontrolle, 2 min
KAP und 5 min KAP wurde ein ANOVA Bonferroni’s multiple comparisons test durchgefiihrt. Dabei wurde ein p-
Wert < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). Wahrend die
Zelllinie A-431 bereits nach 2 min KAP gegenuber der Kontrolle einen signifikanten Anstieg von yH2AX aufweist,
kann bei der Zelllinie SCC-9 keine signifikante Veranderung zwischen 2 min KAP und Kontrolle nachgewiesen
werden. Nach 5 min KAP kann bei der Zelllinie SCC-9 ein signifikanter Anstieg in der Expression von yH2AX
gegentber 2 min KAP und gegeniiber der Kontrolle nachgewiesen werden. Bei der Zelllinie A-431 hingegen kann
nach 5 min KAP sowohl gegentiber 2 min KAP als auch gegentber der Kontrolle keine signifikante Veranderung
nachgewiesen werden.
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5. Diskussion

5.1. In vitro Untersuchung an PEK-Zellen
Alle im Rahmen dieser Dissertation vorgenommenen Analysen wurden als in-vitro-
Anwendung an PEK-Zelllinien ausgefuhrt. Brany et al. bestatigen in ,Cold Atmospheric
Plasma: A Powerful Tool for Modern Medicine“ die Relevanz dieser leichter
zuganglichen und einfach durchzufihrenden Experimente zur Erforschung der
fundamentalen Kaltplasmaeffekte im Bereich der Onkologie, halten eine umfassende
Prufung in vivo aber trotzdem fur unverzichtbar (108). Die im Zentrum der
vorgenommenen Untersuchungen stehenden Anti-Krebs-Effekte durch KAP wurden
bereits in zahlreichen Publikationen flr die unterschiedlichsten Tumorzelllinien aus
Brust, Lunge, Hirn oder Haut bestétigt (109-111). Auch in der Behandlung aktinischer
Keratosen, welche haufig die Vorstufe eines invasiven Plattenepithelkarzinoms der
Haut darstellen, konnten Wirtz et al. gute Erfolge erzielen (8). Darum ist der Einfluss
von KAP auf Plattenepithelkarzinomzellen das zentrale Thema dieser Arbeit und wird
am Beispiel der epithelialen PEK-Zelllinie A-431 aus einem PEK der Haut und der
PEK-Zelllinien SCC-9 und SCC-15 aus PEK der Zunge analysiert. Die untersuchten
Zelllinien haben zwar wie in Kapitel 4.1. genauer beschrieben, unterschiedliche
morphologische Merkmale, weisen aber ansonsten, wie in der Ubersicht aller Effekte
durch KAP dargestellt (Abbildung 32), dberwiegend sehr vergleichbare
Veranderungen auf. Diese hohe Ahnlichkeit zwischen kutanen und oralen PEK-
Zelllinien konnte auch von Dooley et al. in der Biomarkeranalyse mittels gRT-PCR

untermauert werden (112).

5.2. plasma care® Prototyp in medizinischer Anwendung
Der Hauptfokus in klinischen Studien beztglich der medizinischen Anwendung von
KAP lag primér auf der Behandlung chronischer Wunden und Hautinfektionen (108).
Demzufolge ist die einzige der Leitlinienempfehlung entsprechende Kkurative
Anwendung aktuell die Behandlung von chronischen und infizierten Wunden wofur
2013 erstmalig Kaltplasmaquellen als Medizingerate (Klasse lla) zugelassen wurden
(113). Im Juni 2019 erhielt auch der plasma care® die CE-Zertifizierung als
Medizinprodukt der Klasse lla und war somit das erste tragbare, batteriebetriebene
KAP-Medizinprodukt das auf der SMD-Technologie basiert. Der plasma care® ist fur
die therapeutische Behandlung von chronischen und akuten, offenen Wunden mit
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kritischer Besiedelung oder Infektionen mit Bakterien sowie fur die prophylaktische
Behandlung von Wunden zur Vorbeugung von Infektionen zugelassen (114). Doch
nach und nach werden andere Einsatzmoglichkeiten von KAP wie die Tumortherapie
erforscht  (108). Vor der Implementierung als neues medizinisches
Behandlungsinstrument beim Plattenepithelkarzinom missen Wirkungsweise und
Sicherheit des plasma care® Prototyps charakterisiert werden. Daher erfolgten alle im
Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrten Behandlungen mit KAP mit einem plasma
care® Prototyp an Plattenepithelkarzinomzellen und es folgt durch Gegenuberstellung
mit unbehandelten Proben (Abbildung 32) eine Analyse der durch die KAP-
Behandlung ausgelésten  Effekte. Allerdings ist der Vergleich  der
Untersuchungsergebnisse mit anderen Publikationen und somit generell das
Zusammentragen aller Erfahrungswerte beziglich KAP-Behandlungen an
Plattenepithelkarzinomzellen nicht mdglich. Denn all die unterschiedlichen aktuell in
der Forschung verwendeten KAP-Geréte weisen unterschiedliche Eigenschaften auf.
Dieser Faktor muss in der Planung neuer Untersuchungen in den Fokus geriickt und
bertcksichtigt werden. Beispielsweise ist mit dem plasma care® Prototyp fur die
Apoptoseinduktion wie in Kapitel 4.4. beschrieben eine Behandlungsdauer von 5 min
notwendig, um signifikante apoptotische Veranderungen hervorzurufen. Arndt et al.
konnten hingegen in ,Cold atmospheric plasma, a new strategy to induce senescence
in melanoma cells“ bereits nach 2-minitiger Behandlung mit dem miniFlatPlaSter
ahnliche Ergebnisse erzielen (43). Durch unterschiedliche Plasmaparameter und
damit  unterschiedlicher = Zusammensetzungen und Konzentrationen der
Plasmaprodukte wie Elektronen, geladene Teilchen, reaktive Spezies, UV-Licht und
Warme, ist es schwierig, verschiedene Studien gegenuberzustellen und nach KAP-
Behandlung nachgewiesene Effekte direkt miteinander zu vergleichen. Die Variation
der aktiven Plasmakomponenten hangt stark von den

Plasmaproduktionsmechanismen ab (43).

Die S2k-Leitlinie ,Rationaler therapeutischer Einsatz von kaltem physikalischem
Plasma“ bestatigt, dass zur Erzeugung von KAP zugelassene Medizingerate
verschiedenen Verfahren der KAP-Generierung unterliegen. Somit hat neben den
variablen Einflussgrof3en wie Raumluft und Feuchtigkeit auch das Quellen-Design

Einfluss auf das Plasmaprodukt. Trotzdem versichert die Leitlinie die Generierung
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eines zuverlassigen und therapeutisch nutzbaren Plasmas, dessen Qualitat durch

ausfuhrliche physikalische und biologische Charakterisierung ausgewiesen ist (113).

Unter anderem entspricht der plasma care® bereits den Anforderungen der DIN SPEC
91315 Uber ,General requirements for plasma sources in medicine (114). Zur
besseren Standardisierung von Plasmaquellen fir die medizinische Anwendung wird
aktuell eine neue Spezifikation im DIN (Deutsches Institut fir Normierung) erstellt. In
diesem Rahmen sollen Basiskriterien festgelegt und Anforderungen bis zum Ende der
12-monatigen Projektlaufzeit am 06.07.2024 definiert werden (115).

5.3. Durch KAP-Behandlung vermittelte Effekte
Als Fazit aus den in Kapitel 4 ausfuhrlich beschriebenen Effekten auf die untersuchten
Plattenepithelkarzinomzelllinien ausgeltst durch eine Behandlung mit KAP lasst sich
schlieBen, dass PEK-Zellen unterschiedlicher Herkunft teils unterschiedliche
morphologische Merkmale aufweisen, trotzdem aber bei Invasions- bzw.
Migrationsanalysen mittels Boyden-Kammer nach 2-minttiger KAP-Behandlung und
bei allen anderen Untersuchungen nach 5-minidtiger KAP-Behandlung beinahe die
gleiche Entwicklung zeigen. Auch Dooley et al. bestdtigen im Rahmen ihrer
Untersuchungen bereits, dass orale und kutane Plattenepithelkarzinomzellen eine
ahnliche Tendenz zeigen, jedoch erweist sich die Sensibilitat der Zellen als variabel
(112). Ein Uberblick dieser Veranderungen im Vergleich zur unbehandelten

Kontrollprobe ist in Abbildung 32 dargestellt.

5.3.1. Veranderungen in Morphologie und Wachstumsmuster
Alle untersuchten Zelllinien zeigen mit zunehmender Plasmabehandlungszeit eine
deutliche Reduktion der Zellproliferation. Seebauer et al. untermauern diese These in
,Palliative Plasmabehandlung von Kopf-Hals-Tumoren und kurative Konzepte“ wo sie
morphologische Veranderungen wie lokales Einschrumpfen der Gewebemasse oder
ein sistierendes Tumorwachstum beschreiben (28). Darlber hinaus zeigt sich direkt
nach KAP-Behandlung bei Gegenuberstellung mit der unbehandelten Kontrolle ein
voribergehendes Abkugeln der Tumorzellen. Diese Abrundung und Schrumpfung der
Tumorzellen wird auch von Recek et al. in ,Effect of Cold Plasma on Glial Cell
Morphology Studied by Atomic Force Microscopy“ nachgewiesen (116). Was ganz
genau hinter dem ,Abkugeln® steckt ist bisher noch nicht untersucht, allerdings

beschreiben gleich mehrere Publikationen &ahnliche Effekte von KAP wie das
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vortubergehende Abkugeln oder die Ablésung der behandelten Zellen von der
extrazellularen Matrix (3, 111, 116).

5.3.2. Hemmung der horizontalen Migration
Bei der horizontalen Migration am Spalt konnen wie in Abbildung 32 dargestellt nach
2-mindtiger Plasmabehandlung kaum Verédnderungen detektiert werden. Dafir liegt
nach 5-mindtiger KAP-Behandlung eine starke Reduktion des Migrationsverhaltens
vor. Hierbei gibt es eine Uberschneidung mit den Ergebnissen von Wang et al. die im
Rahmen ihrer Untersuchungen an humanen metastasierten Brustkrebszellen eine
durch die KAP-Behandlung bedingte Reduktion der Spaltschlussgeschwindigkeit

verzeichnen (110).

5.3.3. Abnahme der gerichteten Migration/Invasion
Die Migrations- und Invasionsanalyse mittels Boyden-Kammer Assay zeigt gegenuber
der horizontalen Migrationsanalyse am Spalt, bereits bei geringerer KAP-Dosis, also
fur nur 2 Minuten eine Reduktion der gerichteten Migrations- und Invasionsfahigkeit
von PEK-Zellen. Diese Minderung der Zellmotilitat durch KAP konnte bereits mit
Tumorzellen aus Eierstocken und Dickdarm nachgewiesen werden (80, 117). Auch Li
et al. demonstrieren in ihrer Studie die hemmende Wirkung von KAP bezuglich der

Invasion und Migration auf das Mammakarzinom (118).

5.3.4. Apoptoseinduktion
Die Rahmenbedingungen fir die durchflusszytometrischen Analysen zum
Apoptosenachweis wurden an Untersuchungen mit Melanomzellen von Arndt. et al.
angelehnt (43). Da nach 2-minutiger KAP-Behandlung bei den PEK-Zellen kaum
Effekte verzeichnet werden konnten, wurde die Zelllinie Mel Im hinzugezogen, um
einen besseren Vergleich zur Studie von Arndt et al. zu schaffen (43). Anders als
erwartet ist die Apoptose auch bei den Melanomzellen nach 2 min KAP-Behandlung
gegenuber der Kontrolle kaum erhoht. Die Ergebnisse deuten also darauf hin, dass
keine Korrelation zwischen der verringerten Empfindlichkeit gegentber der KAP-
Behandlung und der verwendeten Tumorzelllinie besteht. Folglich bleibt nur noch das
Plasmagerat als moglicherweise fir die Differenzen  verantwortlicher
Versuchsparameter. Daraus resultiert, dass die verwendete Plasmaquelle, also der
plasma care® Prototyp fur die gleichen Effekte wie der miniFlatPlaSter eine langere

Behandlungszeit erfordert. Somit zeichnet sich bei der Apoptosedetektion mittels
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FACS-Analyse nach 2-minitiger KAP-Behandlung kaum eine Verénderung gegeniber
der Kontrolle ab. Erst nach 5-minttiger KAP-Behandlung kdnnen fir alle untersuchten
Zelllinien signifikant erhbhte Apoptoseraten nachgewiesen werden. Hierbei gibt es
Uberschneidungen mit den Ergebnissen von Welz et al., die am Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinom (HNSCC) untersuchten, ob dosisabhdngige DNA-Schaden
Apoptose induzieren und dabei zu dem Schluss kamen, dass lediglich lange
Behandlungszeiten und entsprechend hohe Plasmadosen eine hohe Rate an
apoptotischen Zellen induzieren (119). Mehrere Publikationen deuten darauf hin, dass
die Produktion von reaktiven Stickstoff- und Sauerstoffspezies durch KAP, die DNA-
Schaden sowie Apoptose hervorrufen, ein Schlisselfaktor fir die antitumoralen Effekte
ist (42, 120).

5.3.5. Molekularbiologische Veranderungen
Gegenuber der Apoptosedetektion mittels FACS-Analyse kann bei der
Expressionsanalyse Apoptose-assoziierter Gene bei der Zelllinie A-431 manchmal
schon nach 2-minitiger KAP-Behandlung ein leichter Anstieg beobachtet werden,
wahrend fur einen starken Anstieg eine 5-minitige KAP-Behandlung erforderlich ist.
Die Expressionsanalyse der Apoptose-assoziierten Caspase-9 unterscheidet sich mit
einem ausbleibenden Anstieg in der Apoptose durch eine gesteigerte
Behandlungsdauer von den anderen. In verschiedenen Studien wurde der
plasmadosisabhangige Konzentrationsanstieg der Caspasen-3 und -9 beim
Apoptosenachweis in Tumorzellen auf molekularer Ebene bestétigt (111, 121). Auch
bei Melanomzellen wurde nach KAP-Behandlung eine Caspase-abhéngige

Apoptoseinduktion nachgewiesen (122).

Im Vergleich mit existierender Literatur, die Seneszenz haufig als Reaktion auf
niedrigere KAP-Dosen beschreibt, war in den vorgenommenen Untersuchungen fur
eine deutliche Zunahme Seneszenz-assoziierter Gene genauso wie fur die
Apoptoseinduktion eine 5-minttige KAP-Behandlung erforderlich (43, 123). Das
bestatigt die Hypothese, dass die benutzte Plasmaquelle ,schwacher® ist als

Vergleichsgeréte in Bezug auf die Wirkung auf Tumorzellen.

Wahrend bei der Zelllinie SCC-9 erst nach 5-minitiger KAP-Behandlung ein starker
Anstieg in der yH2AX-Expression verzeichnet werden konnte, zeichnete sich bei der

Zelllinie A-431 schon nach 2 Minuten ein Anstieg ab, der mit héherer Behandlungszeit
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nicht gesteigert werden konnte. In der existierenden Literatur wurde bereits mehrfach
nachgewiesen, dass KAP-Behandlung in Tumorzellen DNA-Schaden verursacht, die
durch yH2AX-Phosphorylierung nachgewiesen werden koénnen (123-125). Die
Besonderheit dabei ist die erhthte Empfindlichkeit von Tumorgewebe gegentiber KAP,
somit die selektive Schadigung von Tumorzellen. Keidar et al. zeigten auf, dass sich
bei malignen Zellen ein grof3erer Zellanteil in der Synthese-Phase, einem Schritt im
Zellzyklus der Zellproliferation befindet. Somit wird der Zellzyklus durch KAP bei
Tumorzellen starker gehemmt. All das steht im direkten Zusammenhang mit dem
Anstieg in der Expression von yH2AX, welcher fur gesteigerten oxidativen Stress durch
DNA-Schaden in der S-Phase steht (126, 127). Um in der klinischen Praxis DNA-
Schéden durch KAP an gesundem Gewebe zu vermeiden, missen unbedingt noch
Untersuchungen beziglich der Dosierung vorgenommen werden, sodass DNA-

Schaden maoglichst zielgerichtet nur auf Tumorzellen gelenkt werden kénnen.

Obwohl Dooley et al. durch DNA-Microarrays und qRT-PCR bereits zeigen konnten,
dass die Biomarkerprofile fur kutane und orale SCC-Zelllinien sehr ahnlich sind,
wurden alle Expressionsanalysen tumorassoziierter Gene mit der Zelllinie A-431 und
der Zelllinie SCC-9 durchgefihrt (112). Es ist Uberwiegend eine &hnliche Tendenz
beider Zelllinien in der Reaktion auf die KAP-Behandlung zu beobachten, allerdings
zeichnen sich wie soeben beschrieben auch einzelne Abweichungen ab.
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Zelllinie: A-431 SCC-9 SCC-15

Horizontale Migration am Spalt nach 2 min KAP — — —
Horizontale Migration am Spalt nach 5 min KAP i 1l 1

Invasion (Boyden-Kammer) nach 2 min KAP

Migration (Boyden-Kammer) nach 2 min KAP 1l 1l )

Apoptose (FACS) nach 2 min KAP — s —
Apoptose (FACS) nach 5 min KAP 11 11 11
Apoptose (Caspase-3 Expression) nach 2 min KAP 1 - na.
Apoptose (Caspase-3 Expression) nach 5 min KAP 1 11 na.
Apoptose (Caspase-7 Expression) nach 2 min KAP — — na.
Apoptose (Caspase-7 Expression) nach 5 min KAP 11 11 na.
Apoptose (Caspase-9 Expression) nach 2 min KAP 1 - na.
Apoptose (Caspase-9 Expression) nach 5 min KAP 1 — na.
Seneszenz (p16 Expression) nach 2 min KAP — — na.
Seneszenz (p16 Expression) nach 5 min KAP t 11 na.
Seneszenz (p21 Expression) nach 2 min KAP — — na.
Seneszenz (p21 Expression) nach 5 min KAP 11 11 na.
DNA-Schaden (H2AX Expression) nach 2 min KAP 1 - na.
DNA-Schaden (H2AX Expression) nach 5 min KAP — 11 na.

Abbildung 32: Ubersicht zellbiologischer und molekularer Effekte von KAP

Die in der Abbildung dargestellte Tabelle zeigt mittels folgender Symbole: 11 starker Anstieg, 1 Anstieg, < keine
Veranderung, | Reduktion, || starke Reduktion und n.a. flr nicht analysiert die entsprechenden Veranderungen
von Plattenepithelkarzinomzellen gegentber der Kontrolle. Unabhéangig von der Zelllinie fallt in dieser
Zusammenfassung auf, dass ausgenommen von den Boyden-Kammer-Versuchen nach 2 min KAP meist keine bis
maximal eine geringe Veranderung nachgewiesen werden kann, wahrend nach 5 min KAP liberwiegend ein starker
Anstieg bzw. eine starke Reduktion vorliegt.

5.4. Klinische Relevanz und Perspektiven
Im Rahmen dieser Dissertation konnte ein hemmender Einfluss von KAP auf das
Migrations- und Invasionsverhalten sowie die Induktion von Apoptose, Seneszenz und
DNA-Schaden bei PEK-Zellen nachgewiesen werden. Die biologische Wirkung kann
dabei tUber die physikalischen Determinanten der Plasmaquelle reguliert werden. Auch
wenn beispielsweise eine Zunahme an DNA-Schaden in gesundem Gewebe bei
fehlgeschlagenem  Reparaturmechanismus  widerum zu einer  erhohten
Krebsdisposition fuhren kann, werden Risiken wie diese durch Studien, die eine
selektive Wirksamkeit auf Tumorzellen bestatigen als weniger bedeutsam eingestuft.

Die Auswirkungen von KAP auf normale Hautzellen war nicht Gegenstand der im
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Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Untersuchungen, jedoch wird das Nutzen-
Risiko-Verhaltnis von KAP in therapeutischen Dosen in aktuellen Studien insgesamt
als sehr positiv eingestuft. Diese in-vitro erlangten Erkenntnisse beziglich der Wirkung
von KAP liefern wertvolle Informationen flr den in-vivo Einsatz. So bestétigen die stark
reduzierte horizontale Migration am Spalt sowie die reduzierte Migrations- und
Invasionsfahigkeit nach 5 min KAP das Eindammen des Tumorwachstums und der
Tumorausbreitung im Kérper. Des Weiteren liefern die Untersuchungen bezuglich der
Apoptose den Beleg fur eine den Zelltod einleitende Wirkung von KAP, was eine
Schrumpfung des Tumors beginstigen wirde. AuRerdem bestétigt eine steigende
Seneszenz eine Einschrankung in der Tumorzellaktivitat, was ein weiteres
Fortschreiten der Tumorerkrankung hemmt. Gerade durch die anatomische Position
stellt die Haut das ideale Organ fur die KAP-Therapie dar. Somit sind auch Tumoren
der Haut fUr alle Arten von Plasmaquellen sehr gut zuganglich. Die chirurgische
Exzision des Tumors gilt aktuell laut Leitlinie als Standardtherapie, gelangt jedoch bei
fortgeschrittenen PEK’s an ihre Grenzen (16). Dieser Umstand in Kombination mit
zunehmenden Resistenzentwicklungen gegeniber verbreiteten Zytostatika macht
KAP fir die kurative Anwendung in der Tumortherapie so interessant (128).
Verschiedene Publikationen bestétigen, dass die Entwicklung der Plasmagerate so
weit fortgeschritten ist, dass ihr Einsatz in der klinischen Praxis bei angemessener
Dosierung nicht mit signifikanten Nebenwirkungen verbunden ist. Um die Auswirkung
von KAP auf normale Zellen zu definieren, wurden epidermale Keratinozyten sowie
dermale Fibroblasten nach KAP-Behandlung beobachtet. Bei einer KAP-Anwendung
unter 2 Minuten auf Keratinozyten und Fibroblasten folgte weder eine erhdhte
Apoptose noch eine gesteigerte Zytotoxizitat (56, 127, 129). Sinnvoll wére, im Rahmen
einer Sicherheitsstudie, die Auswirkungen der KAP-Behandlung mit dem plasma care®
Prototyp auf normale epidermale Zellen (z.B. Keratinozyten) und dermale Zellen (z.B.
Fibroblasten) inklusive Behandlungszeiten Uber 2 Minuten nochmal genauer zu

analysieren, was im aktuellen Studiendesign allerdings nicht vorgesehen war.

AuBerdem konnte KAP zuséatzlich auch ein Zugewinn in der palliativen Therapie sein.
Gegeniuber KAP, woflr laut der S2k-Leitlinie ,Rationaler therapeutischer Einsatz von
kaltem physikalischem Plasma“ bei korrekter Anwendung keine unerwlnschten
Nebenwirkungen bekannt sind, geht die mitunter von Desideri et al. bei Kopf-Hals-

Plattenepithelkarzinomen empfohlene palliative Radiotherapie gelegentlich mit
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Nekrosen oder Inflammationen einher (113, 130, 131). Untersuchungen von
Metelmann et al. bestatigen am Beispiel des Plattenepithelkarzinoms am Oropharynx,
dass die KAP-Behandlung einen Wachstumsrickgang des Tumors sowie eine
Reduktion des Leidensdrucks der Patienten bewirkt (132).

Weiteren Einsatz kénnte KAP auch in Form von Kombinationstherapien finden. Die
Kombination von KAP mit PDT zeigt sich in der Krebsforschung als sehr
vielversprechend. Karami-Gadallo et al. untersuchten die Wirksamkeit von KAP sowie
PDT mit ALA als Photosensibilisator an humanen Lungenkarzinomzellen sowohl
getrennt voneinander als auch in der Kombinationstherapie. Dabei wurde nach
Bestrahlung fir 60 s eine Verbesserung der Wirksamkeit von 37 % gegeniber der
alleinigen Therapie mit PDT und von 41 % im Vergleich zur alleinigen KAP-
Behandlung nachgewiesen (133, 134). Insbesondere fur die Behandlung von
Tumoren, die sowohl mit KAP als auch mit PDT gut zu erreichen sind (beispielsweise
Hauttumoren) stellen diese Ergebnisse einen interessanten Ansatz dar. Diesem geht
aktuell auch die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Sigrid Karrer in der Dermatologie am

Universitatsklinikum Regensburg nach.

Zusammenfassend liegt die Perspektive von KAP in der Erweiterung und Ergéanzung
gangiger Therapien beim PEK. Die kurative Anwendung in-vivo erfordert allerdings
weitere Untersuchungen zum Beispiel in Tiermodellen, um Wirkmechanismen final zu

entschlisseln. (59).
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6. Zusammenfassung

Seit die selektive und schmerzfreie Abtétung von Tumorzellen ohne grofRe Auswirkung
auf das umliegende Gewebe bestatigt werden konnte, gilt kaltes atmosphéarisches
Plasma (KAP), ein teilionisiertes Gas, welches bei Raumtemperatur agiert als
vielversprechender Therapieansatz fur verschiedene Tumorerkrankungen. Bei der
Erzeugung von KAP entstehen reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies, denen die
Vermittlung einer tumorhemmenden Wirkung nachgewiesen werden konnte. Weiter
wurde die Wirksamkeit von KAP bei der Behandlung aktinischer Keratosen (AK), die
als Vorstufe des invasiven kutanen Plattenepithelkarzinoms gilt, bestatigt.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde der molekulare- und zellulare Einfluss von KAP
auf die oralen Plattenepithelkarzinom Zelllinien SCC-9 sowie SCC-15 und die kutane
A-431 Zelllinie naher untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es, die KAP-Behandlung mit dem plasma care® Prototyp fir die
ausgewahlten Zelllinien im Hinblick auf das Antitumorpotential maximal effektiv zu
gestalten. Allerdings muss flur eine spatere therapeutische Anwendung immer auch
bedacht werden, dass die Behandlung fir normale Zellen mdéglichst schonend sein
sollte. Auch die spenderabhangige Sensitivitat der Zellen spielt bei der
therapeutischen Wirksamkeit eine Rolle, und sollte im Rahmen dieser Untersuchungen
durch Zeit- und Dosisstudien evaluiert werden. Mit Hilfe dieser praklinischen
Forschungsarbeit sollten die molekularen- und zellularen Einflisse von KAP auf SCC-
Zellen besser verstanden werden, um so die Entwicklung einer effektiven KAP-
Behandlung als innovativen therapeutischen Ansatz fur das Plattenepithelkarzinom

voranzutreiben.

Der Fokus der Untersuchungen lag dabei auf dem horizontalen Migrationsverhalten
dieser Tumorzellen nach KAP-Behandlung am Spalt. Daneben wurde auch das
vertikale Migrations- und Invasionsverhalten mittels Boyden-Kammer Assays
untersucht. In Erganzung wurde die Aktivierung von Apoptose- bzw. Seneszenz-
Mechanismen nach KAP-Behandlung mittels FACS-Analytik und mit Hilfe von mRNA
Expressionsanalysen von Apoptose- und Seneszenz-assoziierten Molekilen

Uberpruft.

Die Ergebnisse dieser in vitro Arbeit zeigten eindeutig durch KAP induzierte Anti-
Tumoreffekte auf. Diese konnten durch die fur alle untersuchten Zelllinien einheitlich
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stark reduzierte horizontale Migration am Spalt nach 5 min KAP-Behandlung bestatigt
werden. Erganzt wurde das Antitumorpotential durch die Boyden-Kammer Ergebnisse,
welche bereits nach einer nur 2-minutigen KAP-Behandlung fur alle untersuchten
Zelllinien eine reduzierte Migrations- und Invasionsfahigkeit aufzeigten. Die
durchflusszytometrischen- und Expressionsanalysen konnten belegen, dass eine 5-
minutige KAP-Behandlung eine erhoéhte Apoptose induziert. Somit wurde ein
deutlicher Nachweis fur Effekte der KAP-Behandlung auf die Viabilitat der
untersuchten Tumorzellen geliefert. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass KAP
in den untersuchten Tumorzellen zudem einen starken Anstieg von Seneszenz-
induzierten Markern bewirkt. Eine allgemeine Aufféalligkeit bei allen vorgenommenen
Untersuchungen war die Abhangigkeit der KAP Effekte von der Dosis, die beim
verwendeten plasma® care Prototyp Uiber die Behandlungszeit reguliert wurde.

Die in dieser Dissertation gewonnenen Erkenntnisse beziglich der Wirkung von KAP
auf Plattenepithelkarzinomzellen bestatigen somit Mechanismen, die fir die Abtétung
von Tumorzellen sowie fur die Einschrankung der Zellaktivitat sprechen. Um all die
Wirkmechanismen von KAP vollstandig zu verstehen und das therapeutische
Potenzial voll auszuschopfen, sind allerdings weitere Anstrengungen in diesem

aufstrebenden Bereich der Plasmamedizin erforderlich.
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