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1 Einleitung 

1.1 Humanes Osteosarkom 

1.1.1 Epidemiologie 

Das humane Osteosarkom (OS) ist mit 35,1 % der am häufigsten diagnostizierte solide, 

primär maligne Knochentumor, gefolgt vom Chondrosarkom (25,8 %) und Ewing-Sarkom 

(16,0 %).1 Mit einer jährlichen Inzidenz von zwei Fällen pro 1 Mio. Einwohner stellt das OS 

zwar einen insgesamt seltenen Tumor dar, jedoch handelt es sich bei 60 % aller im 

Kindesalter auftretenden malignen Knochentumoren um Osteosarkome.2,3 Charakteristisch 

zeichnet sich eine zweigipflige Auftretenshäufigkeit bei Adoleszenten und Patienten mit 

prädisponierenden Faktoren ab, wobei die Altersgipfel zwischen dem 15. und 25. und über 

dem 40. Lebensjahr liegen. Die Erstdiagnose eines OS wird am häufigsten bei Adoleszenten 

im Alter von unter 20 Jahren gestellt.1,4–8 Insgesamt sind männliche Patienten häufiger 

betroffen als weibliche.2,9 

1.1.2 Ätiologie 

Das typische Auftreten des OS in der Adoleszenz spiegelt einen kausalen Zusammenhang 

zwischen dem schubartigen Knochenwachstum in der Pubertät und der Entstehung eines 

primären OS wider.1,2,10 Die sekundären OS kommen v.a. im höheren Lebensalter vor, haben 

eine Assoziation zum Morbus Paget (Paget-Sarkom) oder einer vorangegangenen 

Strahlenbehandlung des Knochens und eine insgesamt äußerst schlechte Prognose, 

wohingegen die Ätiologie des primären OS unbekannt ist.11,12 Nahezu alle OS zeigen 

zytogenetisch komplexe nummerische und strukturelle chromosomale Aberrationen. Bei 

sporadisch auftretenden OS liegen oft Amplifikationen von CDK4, einem Zellzyklus-Regulator 

oder MDM2 (p53-Regulator) sowie Alterationen des Retinoblastom- und p53-Gens vor. Der 

Nachweis einer c-myk-Amplifikation ist mit einer schlechten Prognose assoziiert. Ebenfalls 

besteht eine genetische Prädisposition zum OS bei Patienten mit hereditärem Retinoblastom 

und Li-Fraumeni-Syndrom.2,13–16 

1.1.3 Pathogenese 

Als intramedulläre Knochentumoren entstehen primäre OS aus primitiven mesenchymalen 

Zellen, die Tumorosteoid oder unreife Knochenmatrix bilden. Der Tumor entwickelt sich 
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hauptsächlich in Regionen mit hoher osteoblastischer Aktivität. Hauptlokalisationsorte sind 

daher die Metaphysen langer Röhrenknochen, darunter distales Femur, proximale Tibia und 

proximaler Humerus. Mit steigendem Lebensalter steigt auch der Anteil an Stammtumoren, 

so dass es zu einer Beteiligung von Nichtröhrenknochen, wie Becken, Schädel, Maxilla und 

Mandibula kommt.2,9,17,18 Die meisten OS sind hochmaligne, liegen intraossär und lassen sich 

prinzipiell nach Lokalisation und histologischen Gesichtspunkten einteilen. Obwohl die 

histologische Unterscheidung keine Bedeutung für die Prognose hat, existieren verschiedene 

Subgruppen des am häufigsten auftretenden hochmalignen, zentralen, klassischen OS. 

Davon abzugrenzen sind das äußerst seltene hochmaligne Oberflächen-OS, die extraossären 

OS und oberflächliche, juxtakortikale (periostal oder parossal gelegene) OS.1,2  

Tabelle 1: Histopathologie der Osteosarkome 

Zusammenfassung nach HD Dorfman et al. und MJ Klein et al.1,2 

 

 

Knochenlokalisation Subtyp Häufigkeit Malignität 

zentral  konventionell 

- osteoblastisch 

- fibroblastisch 

- chondroblastisch 

- seltenere Varianten 

80–90 % hoch 

teleangiektatisch 

kleinzellig 1–4 % 

niedrigmaligne zentral 1–2 % niedrig 

juxtakortikal hochmalignes Oberflächen-

OS 

< 1% hoch 

periostal 2 % intermediär 

parossal 5 % niedrig 

extraossär  2 % hoch 

sekundär  8 % hoch 
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Abb. 1: Mikroskopie eines klassischen Osteosarkoms 

Die Mikroskopie der Knochenbiopsie zeigt maligne Zellen eines klassischen Osteosarkoms, welche 

polymorph und unregelmäßig erscheinen. Sie produzieren reichlich Tumorosteoid und 

Knochenmatrix in einem spitzenartigen Muster. (Hämatoxylin-Eosin, x250). Abbildung nach MJ Klein 

et al.2 

1.1.4 Klassifikation 

Die Stadieneinteilung für Knochentumoren kann nach dem chirurgischen Staging nach 

Enneking erfolgen, welche der TNM-Klassifikation überlegen ist und den Malignitätsgrad, die 

Tumorausdehnung sowie Metastasierung miteinbezieht. Hierbei wird zwischen einer 

intraläsionalen Resektion, mit der intraoperativen Eröffnung des Tumors und Verbleib von 

makroskopischen oder mikroskopischen Tumorresten, und der marginalen Resektion, mit 

einer En-bloc-Resektion des Tumors und Verlauf der Resektionsgrenzen in der marginalen 
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Zone, unterschieden. Die weite Resektion umfasst eine En-bloc-Resektion des Tumors, 

einschließlich der reaktiven Zone bzw. seiner Pseudokapsel, wobei es selten zum Verbleib 

von intrakompartimentalen Skipläsionen kommen kann. Eine komplette Entfernung aller 

anatomischen Kompartimente, in denen sich der Tumor befindet, wird als radikale Resektion 

beschrieben. Die meisten OS sind zum Zeitpunkt der Diagnose dem Stadium IIB nach 

Enneking (G2 T1 M0) zuzuordnen und gelten als hochmaligne, mäßig differenzierte Tumoren 

mit Kompartiment-Durchbruch ohne Metastasierung.10,19  

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des Osteosarkoms 

Zusammenfassung nach J Ritter und SS Bielack.10 

 

Primärtumor (T) Tx:  Anforderungen zur Beurteilung des Primärtumors sind nicht 

erfüllt 

T0:  kein Anhalt für einen Primärtumor 

T1:  größte Tumorausdehnung ≤ 8cm 

T2:  größte Tumorausdehnung ≥ 8cm 

T3:  diskontinuierliche Tumoren in der primär befallenen Region 

Regionäre 

Lymphknoten (N) 

Nx:  Anforderungen zur Beurteilung von regionären Lymphknoten 

sind nicht erfüllt 

N0:  kein Anhalt für Befall regionärer Lymphknoten 

N1:  Befall regionärer Lymphknoten 

Fernmetastasen 

(M) 

Mx:  Anforderungen zur Beurteilung von Fernmetastasen sind nicht 

erfüllt 

M0:  kein Anhalt für Fernmetastasen 

M1:  Fernmetastasen vorhanden 

         M1a: Lunge 

         M1b: andere Fernmetastasen 

Histopathologisches 

Grading (G) 

Gx:  Anforderung für das Grading sind nicht erfüllt 

G1:  gut differenziert  

G2:  mäßig differenziert  

G3:  schlecht differenziert  

G4:  undifferenziert 
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Tabelle 3: Enneking-Klassifikation des Osteosarkoms  

Klassifikation nach WF Enneking20 

1.1.5 Diagnostik 

Die klinische Symptomatik des OS ist gekennzeichnet durch einen lokalen Tumorschmerz mit 

anfangs intermittierenden, belastungsabhängigen Schmerzen der betroffenen 

Knochenregion und später dauerhaftem Schmerzcharakter. Charakteristisch sind nächtliche 

Schmerzen, die unter symptomatischer Behandlung persistieren. Neben den progredienten 

Knochenschmerzen können im Verlauf lokale Schwellung, Überwärmung sowie Bewegungs- 

bzw. Funktionseinschränkungen benachbarter Gelenke und in 10–15 % der Fälle auch 

pathologische Frakturen auftreten. Die Laborparameter sind meist unspezifisch, wobei eine 

Erhöhung der alkalischen Phosphatase (AP), auch nach abgeschlossenem Skelettwachstum, 

oder der Laktatdehydrogenase (LDH) als prognostisch ungünstig bewertet werden.2,8,21–23 In 

etwa 20 % der Fälle besteht bei Diagnosestellung eine meist noch subklinische, frühe 

Metastasierung in die Lunge und präterminal in das Knochenskelett (sog. Skip-Metastasen), 

welche letztendlich die Prognose bestimmt.24,25 Eine klinische Untersuchung der betroffenen 

Knochenregion mit Überprüfung der Größe des Befunds, der Verschieblichkeit mit dem 

umgebenden Weichgewebe und der Beweglichkeit benachbarter Gelenke ist ebenso obligat, 

wie die histologische Abklärung des Primärtumors und eventueller Metastasen durch eine 

Gewebeentnahme, die meist als offene Biopsie in erfahrenen Zentren durchgeführt wird.26 

Zur apparativen Diagnostik des Primärtumors zählen das konventionelle Röntgen in zwei 

zueinander senkrecht stehenden Ebenen, um ossäre Veränderungen darzustellen und die 

Magnetresonanztomographie zur Darstellung der intramedullären Tumorausdehnung und 

des Weichteiltumors. Zur Erfassung von Metastasen sollte eine computertomographische 

Enneking-Klassifikation 

IA Niedrig-maligner Tumor ohne Kompartimentdurchbruch 

IB Niedrig-maligner Tumor mit Kompartimentdurchbruch 

IIA Hoch-maligner Tumor ohne Kompartimentdurchbruch 

IIB Hoch-maligner Tumor mit Kompartimentdurchbruch 

III Metastasierter Tumor 
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Staginguntersuchung und ggf. eine Drei-Phasen-Skelettszintigraphie zum Ausschluss von 

Skelettmetastasen durchgeführt werden.2,27 

1.1.6 Aktuelle Therapiekonzepte 

Die Therapie des OS besteht in Abhängigkeit von Tumorgrading und -staging in der 

sequenziellen Reihenfolge einer präoperativen, neoadjuvanten Chemotherapie, der 

darauffolgenden Tumorresektion mit weiten Resektionsrändern und einer sich 

anschließenden postoperativen, adjuvanten Chemotherapie. Aufgrund der frühen 

Metastasierung des OS ist die intensive systemische Polychemotherapie einer Therapie, die 

sich auf den Primärtumor beschränkt, vorzuziehen, wodurch rezidivfreie Überlebensraten 

von über 60 % erreicht werden können.28–31 Dabei richtet sich die Behandlungsstrategie nach 

Protokollen der Osteosarkomstudie COSS („Cooperative OsteoSarkom Studiengruppe“) 

sowie der EURAMOS („European and American Osteosarcoma Study Group“). Anhand dieser 

Protokolle setzt sich die systemische, neoadjuvante Chemotherapie aus Adriamycin, 

hochdosiertem Methotrexat, Cisplatin und Ifosfamid zusammen, unter denen in Studien eine 

Tumorrückbildung und Devitalisierung gezeigt werden konnte. Hierbei trägt die präoperative 

Chemotherapie nicht nur zur technischen Erleichterung des nachfolgenden Eingriffs, sondern 

auch zu einer Sicherheit der Lokalkontrolle bei. Die postoperative, adjuvante Chemotherapie 

ist vom histologischen Ansprechen des Tumors abhängig. Hierfür wird das 

Operationspräparat anhand der Salzer-Kutschik-Klassifikation histologisch auf den Anteil 

verbliebener vitaler Tumorareale an Resektionsgrenzen untersucht. Nach Sicherung der 

histologischen Diagnostik ist eine Fortführung der präoperativ applizierten Substanzen 

angezeigt oder durch die zusätzliche Gabe von Interferon-α oder einer Salvage-Therapie mit 

Ifosfamid/ Etoposid zu ergänzen.32–35 Nach der präoperativen Chemotherapie werden beim 

OS überwiegend extremitätenerhaltende Resektionen durchgeführt. Um das Risiko eines 

Lokalrezidivs mit konsekutiver Metastasierung und reduzierter Überlebensrate zu senken, 

besteht eine Indikation zur Amputation erst dann, wenn eine lokale Resektion mit weiten 

Resektionsrändern bei unklaren Tumorsituationen als unmöglich anzusehen ist oder schlecht 

therapieansprechende Tumoren vorauszusehen sind. Zu den prognostisch günstigen und 

relevanten Faktoren gehören eine periphere Lage, eine vollständige operative Resektion 

sowie ein Tumorvolumen unter 200 ml. Mit einem geringeren Therapieerfolg korrelieren ein 

höheres bzw. besonders niedriges Patientenalter, die Tumorlokalisationen am proximalen 
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Femur, proximaler Humerus sowie hohe AP- bzw. LDH-Werte.21,33,36–40 Für die 

Tumorentfernung stehen unterschiedliche Verfahren zur Verfügung, darunter die 

Amputation oder Exartikulation, aber auch Resektionsverfahren mit Replantation des 

distalen Extremitätenabschnittes (Umkehrplastik) oder mit einer Rekonstruktion des 

Operationsdefekts durch sog. Tumorendoprothesen, autologen Knochen- oder Allografts. 

Durch weite Resektionsgrenzen bei der Tumorresektion wird der Tumor mitsamt der 

Biopsienarbe unverletzt, ohne Verletzung der Pseudokapsel (marginal) sowie allseits von 

einer durchgehenden Schicht gesunden Gewebes umgeben, entfernt und somit das Risiko 

eines Lokalrezidivs gesenkt.19,41–44 Diese chirurgische En-bloc-Resektion geht jedoch mit 

einem großen Substanzverlust einher. Die 5-Jahres-Gesamtüberlebensrate wird bei 

Patienten ohne Metastasierung mit 65 % angegeben. Bei Vorliegen von Metastasen zum 

Zeitpunkt der Diagnosestellung liegt die Rate bei 30 %.41,45–47 Die Indikation zur Radiatio als 

lokaltherapeutisches Verfahren besteht nach einer interdisziplinären Absprache nur bei 

einer unzureichenden Resektabilität, wie z. B. stammnahe Lage, kraniofasziale OS. 

Grundsätzlich ist mit einer geringen Strahlensensibilität des OS zu rechnen.48 

1.2 Osteosarkom-Zelllinien U-2-OS- und MNNG/HOS- Charakteristiken 

Die Osteosarkom-Zelllinie U-2-OS wurde ursprünglich aus humanen Tibiaknochen einer 15-

jährigen Kaukasierin isoliert. Es handelt sich um ein mäßig-differenziertes Osteosarkom. Als 

epitheliale Zellen wachsen sie adhärent in vitro und sind besonders gut geeignet für das 

Einbringen von Fremd-DNA oder RNA. U-2-OS-Zellen sind chromosomal hoch aberrant und 

haben einen Chromosomensatz im hypertriploiden Bereich. Die Zellen exprimieren u. a. 

Antigene der Blutgruppe A, Rhesusfaktor, HLA A2 sowie Rezeptoren, wie Matrix-

Metalloproteinase-9 (MMP-9), Thrombinrezeptor, Protease-aktivierten Rezeptor (PAR-1), 

Bone morphogenetic proteins (BMPs) und Wachstumsfaktoren (Insulin-like growth factor I: 

IGF-I, Osteosacoma derived growth factor: ODGF).49–54 

Die Osteosarkom-Zelllinie MNNG/HOS wurde von HOS-Zellen abgeleitet und mit 0,01 µg/ml 

N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin, einem kanzerogenen Nitrosamin, chemisch 

transformiert. Die HOS-Zellen wurden ebenfalls aus humanen Knochen einer 13-jährigen 

Osteosarkompatientin isoliert. MNNG/HOS-Zellen wachsen unter Standardkultur-

bedingungen adhärent und stark flächendeckend. Im Vergleich zu den U-2-OS-Zellen sind 

diese Zellen durch eine hohe Expression von Drug-Efflux-Transportern (ABC-Transporter/P-
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Glykoprotein) gekennzeichnet, welche zu einer stärkeren Resistenz gegenüber 

konventionellen Chemotherapeutika und Bestrahlung führen. Die starke, karzinogene 

Wirkung, hohe fibrinolytische Aktivität und das schnelle Tumorwachstum wurden in vivo an 

Nacktmäusen gezeigt.55–59 

1.3 Kaltes physikalisches Plasma 

Kaltes physikalisches Plasma (CAP) ist ein hochreaktives, ionisiertes Gasgemisch aus 

elektrisch neutralen Teilchen (Atomen, Molekülen), geladenen Teilchen (Ionen), Radikalen, 

freien Elektronen sowie Photonen und elektromagnetischer Strahlung. Da sich alle 

Komponenten des Plasmas in ständiger Wechselwirkung mit der Umwelt und in 

wechselnden Anregungszuständen befinden, besitzt CAP zusätzliche Eigenschaften, die im 

festen, flüssigen und gasförmigen Aggregatzustand nicht vorhanden sind, weshalb man es 

auch als vierten Aggregatzustand bezeichnet.60,61 Charakteristisch für physikalische Plasmen 

ist ihr Leuchten, das durch die Strahlungsemission angeregter Gasatome, Ionen oder 

Moleküle verursacht wird. Sie kommen als Himmelskörper, Sonne, Sterne oder Blitze in der 

Natur vor. Künstlich erzeugten Plasmen (Energiesparlampen, Plasmabildschirme) kommt 

eine ständig wachsende Bedeutung in der Technik zu.60–63 Physikalische Plasmen können 

hinsichtlich Temperatur und Druck des Trägergases unterschiedlich beschaffen sein und dem 

technischen Einsatz angepasst werden. So unterscheidet man Hochdruck-, Normaldruck- 

bzw. Atmosphärendruck- und Niederdruckplasmen sowie heiße (thermische) und kalte 

(nicht-thermische) Plasmen.61,64 Bei den Hochdruckplasmen ist der Plasmadruck signifikant 

höher als der Atmosphärendruck, während die Niederdruckplasmen in verdünnten Gasen 

erzeugt werden, deren Partialdruck niedriger liegt. Normaldruckplasmen werden bei 

atmosphärischem Druck erzeugt. Plasmageräte mit heißem Plasma um 70 °C werden in der 

Chirurgie und Gastroenterologie zur Plasma-Koagulation, z. B. bei endoskopischer Stillung 

innerer Blutungen sowie Leberresektionen oder Polypektomien eingesetzt.65–68 Für eine 

direkte therapeutische Anwendung an Körperoberflächen sind die Plasmen deutlich kühler 

und liegen im Bereich um 40 °C. Die Herstellung von nicht-thermischem, kaltem Plasma (z. B. 

kaltem atmosphärischem Plasma: CAP) erfolgt im elektrischen Feld, zwischen zwei 

Elektroden durch Anlegen einer hohen elektrischen Gleichspannung bei niedrigen 

Gasdrücken (Abb. 1).60,61,69 Neben Atmosphärendruckplasma (APPJ = atmospheric pressure 
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plasma jet) kann der Plasmazustand ebenfalls über die dielektrische Barriereentladung (DBD) 

erzeugt werden.  

Hierbei wird Niedertemperaturplasma über eine elektrodenlose Anregung, ähnlich einer 

Glimmentladung, durch Wechselspannung zwischen Elektroden in einem Gasraum erzeugt 

und aufgrund der geringen Entladungsdauer und ihrer geringen Massenträgheit statt Ionen 

nur Elektronen beschleunigt. Wird das angelegte elektrische Feld von der elektrischen 

Ladung vor dem Dielektrikum kompensiert, erlischt die Entladung.70–72 Diese 

Niedertemperaturplasmen haben eine starke antibakterielle, antiinflammatorische und 

wundheilungsfördernde Wirkung, so dass sie bei schlecht heilenden, chronischen Wunden 

zur Unterstützung der Wundbehandlung eingesetzt werden.62 Die Plasmamedizin ist eines 

der jüngsten Anwendungsbereiche innerhalb der Plasmaforschung und untersucht die 

Möglichkeiten der medizinischen Anwendung von CAP. Dabei werden physikalische Plasmen 

neben der direkten therapeutischen Anwendung auch indirekt zur Dekontamination von 

Materialien und Oberflächen (z.B. Operationsbesteck) sowie zur Modifikation von 

biorelevanten Oberflächen (z. B. Implantate) eingesetzt.73–75 
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Abb. 2: Aufbau des kINPen®MED 

Die Behandlung mit CAP erfolgte mit dem Plasma-Jet kINPen®MED der Firma neoplas tools GmbH 

(Greifswald, Germany). Der CAP-Jet besteht aus vielen reaktiven Teilchen, wie Elektronen, Ionen, 

ROS, RNS sowie Photonen, und wird durch das Anlegen einer hohen elektrischen Gleichspannung 

zwischen zwei Elektroden unter atmosphärischem Normaldruck erzeugt. Das Leuchten ist 

charakteristisch für physikalische Plasmen und wird durch die Strahlungsemission angeregter 

Gasatome, Ionen oder Moleküle verursacht. 

1.4 Apoptose 

Die Apoptose (griech. apóptosis = das Abfallen eines Blattes) ist ein komplexer 

physiologischer Vorgang, welcher den programmierten Zelltod einzelner biologischer Zellen 

beschreibt und für die Entwicklung, Erhaltung und das Altern vielzelliger Organismen eine 

wichtige Rolle spielt. Die Apoptose kann von außen durch Immunzellen induziert werden 

oder aufgrund von zellinternen Prozessen, z. B. nach starker Schädigung der intranukleären 

DNA, ausgelöst werden. Eine kontrollierte Genexpression führt zur Schrumpfung der Zelle, 

Bildung von blasenförmigen Ausbuchtungen an der Zelloberfläche, schrittweiser 

Kondensation und Degradation der DNA, Desintegration der Mitochondrien mit Freisetzung 
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von Cytochrom c, Fragmentierung der Zelle in kleine membranumhüllte Teilstücke 

(Apoptosekörper) und Exposition des Phospholipids Phosphatidylserin an der Zelloberfläche. 

Im Gegensatz zur Nekrose erfolgt der Zelluntergang ohne Schädigung des Nachbargewebes, 

Freisetzung von Zellplasma oder der Induktion von Entzündungsreaktionen. Über die 

Präsentation von Phosphatidylserin an der Zelloberfläche wird eine rezeptorvermittelte 

Phagozytose der Zellfragmente durch Makrophagen eingeleitet. Dabei kommt es zur 

Zytokinsekretion.76–80 Der extrinsische Signalweg der Apoptose (Apoptose vom Typ I) wird 

durch extrazelluläre Signale ausgelöst und über sog. „Todesrezeptoren“ (death receptor 

bzw. activator) wie Fas- und TNF-Rezeptor an der Zelloberfläche vermittelt. Nach Aktivierung 

der Todesrezeptoren durch T-Zellen erfolgt eine weitere Aktivierung von Caspase 8 (Initiator-

Caspase), wodurch kaskadenartig Effektorcaspasen (Caspase 3) aktiviert werden, die 

daraufhin Zielproteine regulieren, welche den Zelltod herbeiführen. Der intrinsische 

Signalweg (Apoptose vom Typ II) wird durch intrazelluläre Signale wie DNA-Schäden, 

osmotischen Stress oder den Entzug von Wachstumsfaktoren ausgelöst. Es erfolgt die 

Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53, der zu einer vermehrten Expression des Bad-

Proteins (proapoptotisches Protein) führt. Das Bad-Protein aktiviert wiederum das Bax-

Protein (proapoptotisches Multidomän-Protein), was zu einer Freisetzung von Cytochrom c 

aus den Mitochondrien führt. Parallel bildet sich das so genannte Apoptosom, bestehend 

aus Apaf-1 aus der Zellmembran der Mitochondrien, Caspase 9 und Cytochrom c, welches 

Caspase 3 aus dem extrinsischen Weg erneut aktiviert und darüber die Einleitung des 

Zelltods triggert. Stressreaktionen des endoplasmatischen Retikulums (Apoptose vom Typ III) 

können durch deregulierte Entleerung der ER-Calciumspeicher, Glucosemangel, Hypoxie 

oder missgefaltete Proteine ausgelöst werden und ebenfalls die Apoptose über einen 

Transkriptionsfaktor- und einen Caspase-abhängigen Signalweg initiieren.77–83 Eine zentrale 

Eigenschaft von malignen Tumoren ist die Apoptoseresistenz, bei der sich Tumorzellen der 

Apoptose und damit der Eliminierung entarteter oder potentiell schädlicher Zellen entziehen 

können. Bei diversen Tumoren existiert eine kooperative onkogene Wirkung durch eine c-

myc-Amplifikation, welche einen proliferationssteigernden Effekt ausübt und durch die 

Überexpression der anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine (Stabilisatoren des Mitochondrien-

Membranpotentials) die Apoptose supprimieren und zur Entstehung von Tumoren beitragen 

können.77–79 
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Tabelle 4: Vergleich Apoptose und Nekrose 

Zusammenfassung nach A Samali et al. und W Fiers et al.84,85 

1.5 Tumorsuppressorgen p53 

Das Tumorsuppressorgen p53 codiert für das DNA-bindende Protein p53, welches im 

intrinsischen Apoptose-Signalweg seine Wirkung erzielt.86,87 Durch die Aktivierung von p53 

werden die Expression von p21WAF1/CIP1 stimuliert und Cyclin-abhängige Kinasen (CDK) 

inhibiert. Durch den Wegfall der Wirkung der CDKs wird der Zellzyklus am Übergang von G1-

Phase in S-Phase bzw. G2-Phase in der Mitose-Phase geblockt.86,88 Damit kommt p53 als sog. 

„Wächter des Genoms“ eine wichtige Rolle bei der Erkennung von Defekten der 

intranuklären DNA im Rahmen des Zellzyklus zu. Der physiologische Zellzyklus wird gestoppt 

 Apoptose Nekrose 

Stimuli physiologisch, pathologisch pathologisch 

Erscheinung Einzelzelle Zellgruppen 

Verlust der Adhäsion früh spät 

Schädigung der Organellen spät früh 

Freisetzung lysosomaler 

Enzyme 

nein ja 

Kernmorphologie Schrumpfung, Zerfall Verlust der Kerne 

Chromatinverdichtung ja nein 

DNA-Doppelstrangbrüche zwischen den Nukleosomen 

(Leiterphänomen im 

Agarosegel) 

zufällig 

(Schmierphänomen im 

Agarosegel) 

Phospholipidasymmetrie Phosphadidylserin- 

Verlagerung auf 

Plasmamembran-Außenseite  

bleibt erhalten 

Caspasenaktivierung ja nein 

Ergebnis apoptotische Körperchen Schwellung und Zerfall der 

Zelle 

Phagozytose ja nein 

Entzündung nein ja 
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und die Apoptose der defekten Zelle eingeleitet. Zusätzlich reduziert p53 die 

Neoangiogenese, welche für das Tumorwachstum essentiell ist.86,87,89–91 Die p53-

Konzentration in der Zelle ist physiologischerweise niedrig, da das Protein einem ständigen 

Degradationsprozess durch die Ubiquitin-Ligase murine double minute 2 (MDM2) unterliegt. 

Durch Feedbackmechanismen wird die Homöostase zwischen p53 und MDM2 

aufrechterhalten. Einerseits wird der C-Terminus von p53 durch MDM2 polyubiquitinyliert. 

P53 wird anschließend im Proteosom degradiert. MDM2 bindet direkt an p53, was zu einer 

Blockierung der DNA-Bindungsstellen führt.92 Eine erhöhte p53-Konzentration führt zu einer 

Aktivierung der Transkription von MDM2, welches physiologischerweise die p53-

Konzentration autoregulativ geringhält.87 Verschiedene zelluläre Ereignisse wie z. B. DNA-

Schäden durch ionisierende Strahlung aktivieren die Proteinkinasen ATM und Chk2, die den 

N-Terminus von p53 phosphorylieren und damit die Bindung an MDM2 aufheben. Durch die 

Expression von Onkogenen wie Ras oder Myc wird das Protein p14ARF aktiviert und die 

Inhibierung von p53 durch MDM2 beendet.93,94 Der Abbau von MDM2 führt zu einer 

Stabilisierung und einer Konzentrationserhöhung von p53 in der Zelle. Das p53 bindet an 

verschiedene DNA-Sequenzen, führt zur Expression von Genen und aktiviert deren 

Transkription. Um als Transkriptionsfaktor zu fungieren, muss p53 zuvor durch Addition oder 

Entfernung von Phosphat-, Acetyl-Gruppen u. a. modifiziert werden.95–97 Am häufigsten 

finden sich am humanen p53 Serin-15-Phosphorylierungen, die als Antwort auf Stresssignale 

auftreten. Die Phosphorylierung erfolgt durch ATM und wird als Antwort auf DNA-

Doppelstrangbrüche gewertet.98 Unterschiedliche Genveränderungen des p53-Gens konnten 

bei der Mehrheit humaner Tumoren gefunden werden, wobei 75 % aller Krebserkrankungen 

Einzel-Basen-Substitutionen aufweisen.99,100 Mutationen und virale Proteine sind in der Lage, 

p53-Zielgene zu inaktivieren und die p53-Funktion auszuschalten, was mit einem erhöhten 

Krebsrisiko einhergeht. Durch die Veränderung des Genproduktes von p53 werden 

essentielle Funktionen wie die Regulation des Zellzyklus gestört, so dass „defekte“ Zellen mit 

veränderter DNA nicht mehr detektiert werden und so dem programmierten Zelltod 

entzogen werden. Die Proliferation genetisch instabiler Zellen und deren p53-Mutation führt 

zu einem erhöhten Risiko für die Entwicklung eines malignen Tumors.86,87,90 
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1.6 Peroxiredoxine 

Peroxiredoxine (Prx) sind Enzyme, die als Oxidoreduktasen fungieren und innerhalb ihres 

aktiven Zentrums Cysteine beinhalten. Hierdurch werden Proteine posttranslational im 

Rahmen von Redoxreaktionen modifiziert. Prx sind in allen Lebewesen nachweisbar. 

Abhängig von ihrer Lokalisation im Zytoplasma oder in den Mitochondrien wirken sie als 

antioxidative Schutzsysteme oder Chaperone. Als ROS-abbauende Oxidoreduktasen 

schützen sie Zellen vor oxidativen Stressoren wie ROS, RNS und H2O2. Im reduzierten 

Zustand katalysieren sie die Reduktion von Hydroperoxiden (R-OOH) zum entsprechenden 

Alkohol (R-OH). Dabei werden Prx an einem Cysteinrest oxidiert. Durch eine gleichzeitige 

Oxidation des Thiolrestes über Thioredoxine wird deren ursprünglicher Aktivitätszustand 

wiederhergestellt.101,102 Bei Säugetieren sind sechs Prx-Isoformen bekannt, die vermutlich 

zellspezifisch von den Genen PRDX1 bis PRDX6 exprimiert werden, zwischen 200 und 270 

Aminosäuren aufweisen und hauptsächlich als Monomer und Dimer auftreten.103  

1.7 Antioxidantien 

1.7.1 N-Acetyl-L-Cystein 

N-Acetyl-L-Cystein (NAC) ist ein Derivat der natürlich vorkommenden Aminosäure L-Cystein 

und liegt mit einer molaren Masse von 163,20 g∙mol-1 als weißer, kristalliner Feststoff vor. Es 

wird synthetisch hergestellt und zählt zu den Expektorantien, welche vorwiegend als 

Mukolytikum bei Atemwegserkrankungen eingesetzt werden. Neben seiner schleimlösenden 

Wirkung wird NAC klinisch als Antidot bei Paracetamolintoxikationen eingesetzt.104,105 

Zusätzlich wird es in der Nephrologie bei akutem Nierenversagen, bei Infektionskrankheiten 

und bei psychiatrischen Erkrankungen eingesetzt.106–109 Nach oraler Applikation unterliegt 

NAC einem ausgeprägten First-Pass-Effekt, bei dem es zur Deacetylierung zu L-Cystein 

kommt.104 Durch reaktive SH-Gruppen wird die Spaltung von Disulfidbrücken im bronchialen 

Mucus und Bindung chemischer Radikale ermöglicht. Hierdurch kommt NAC auch eine 

antiinflammative Wirkung zu. Darüber hinaus stellt das NAC dem Körper L-Cystein zur 

Verfügung, das für die Bildung von Glutathion, welches der Biotransformation und der 

Entgiftung schädlicher Substanzen dient, essentiell ist. Bei einer Paracetamolintoxikation 

verhindert die NAC-Gabe ein Leberversagen, indem es über den Glutathion-Stoffwechsel die 

anfallenden schädigenden Abbauprodukte des Paracetamols in der Leber neutralisiert.104,105 

Seine antiinflammative Wirkung erlangt NAC hauptsächlich, indem es als Antioxidans die 
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Expression von Prostaglandin-E2 und COX-2 inhibiert.110,111  Zu hohe NAC-Konzentrationen       

z. B. nach schneller intravenöser Applikation können irreversible anaphylaktoide Reaktionen 

auslösen.112  

1.7.2 Ascorbat 

Ascorbat (As.) ist das Salz der organischen Ascorbinsäure (Vitamin C) und ist ein farb- und 

geruchloser, kristalliner, gut wasserlöslicher Feststoff mit saurem Geschmack. Aufgrund 

seiner leichten Oxidierbarkeit wird es als Reduktionsmittel eingesetzt, wodurch Ascorbat 

seine antioxidative Eigenschaft erhält.113 Es stimuliert die körpereigene Abwehr und schützt 

die Phagozytenmembran vor oxidativem Stress, welcher bei der Phagozytose durch das 

Halogenid-Peroxidase-System ausgelöst wird und zur Autolyse der Zelle führt. Ascorbat 

induziert die Produktion von Interferonen, aktiviert das Komplementsystem und ist zudem in 

hohen Konzentrationen in Blutleukozyten enthalten.114,115 Es beeinflusst die Wirkung der 

neutrophilen Granulozyten und deren chemotaktische Funktion, die Phagozytose und 

Lysozym-beeinflusste nicht-oxidative Immunreaktionen.115–117 Als Coenzym der Prolyl-4-

Hydroxylase unterstützt es die Kollagensynthese und mithilfe der Lysylhydroxylase 

hydroxyliert es L-Lysin zu Hydroxylysin, welches im Kollagen benachbarter Moleküle kovalent 

quervernetzt. Ein Ascorbatmangel geht mit einer verminderten Aktivität der Prolyl- und 

Lysyl-Hydroxylierung einher, führt zur Instabilität des Kollagens und tritt klinisch in Form des 

Skorbuts in Erscheinung.118 Für die Glykosylierung weiterer Proteine und die Bildung von 

Glykoproteinen ist es essentiell. Als Cofaktor ist Ascorbat unerlässlich für den Aufbau von 

Aminosäuren (L-Tyrosin), die Hydroxylierung von Steroiden sowie die Umwandlung von 

Dopamin zu Noradrenalin.119 Mit Niacin und Vitamin B6 steuert es die Carnitinbiosynthese 

und die Produktion von L-Carnitin, das der Fettverbrennung in Muskelzellen dient. Ascorbat 

fördert die Eisenresorption im Darm und wirkt am Nicotinrezeptor des Typs α9α10 als 

positiver allosterischer Modulator.119,120 In Zitrusfrüchten wie Orangen, Zitronen und 

Grapefruits, aber auch in Gemüse wie Grünkohl ist Ascorbinsäure enthalten, welche über die 

Ernährung dem Körper zugeführt wird.118 
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1.8 Zielsetzung 

Die Resektion von OS mit Tumorlokalisationen, bei denen weite Resektionsränder schlecht 

erreicht werden können oder bei chemoresistenten OS-Entitäten, geht die unzureichende 

Tumor-Resektabilität häufig mit dem Verlust der betroffenen Extremität einher. Das Ziel 

dieser Arbeit ist es, den Einfluss von CAP auf die Proliferation von OS-Zellen und die 

zugrundeliegenden Regulationsmechanismen zu untersuchen, um den möglichen Einsatz 

von CAP bei der Therapie des OS abschätzen zu können. 

Folgende Teilprojekte standen im Mittelpunkt der Untersuchungen: 

▪ Etablierung eines geeigneten OS-Zellkultur-Modells zur Untersuchung zellulärer CAP-

Effekte. 

▪ Untersuchung des Einflusses von CAP auf die Proliferation von OS-Zellen. 

▪ Detektion von Apoptose in CAP-behandelten OS-Zellen.  

▪ Untersuchung des Einflusses von reaktiven Spezies nach CAP-Behandlung von OS-Zellen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Chemikalien und Reagenzien 

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalien/kommerzielle Lösungen Hersteller 

1-Brom-3-Chloropropan Sigma-Aldrich, München 

2-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure (HEPES) 

Sigma-Aldrich, München 

3-((3-Cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-

propansulfonat (CHAPS) 

Carl Roth, Karlsruhe 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol        

(DAPI-Fluoreszenzfarbstoff) 

Carl Roth, Karlsruhe 

Acrylamid-Stammlösung  Carl Roth, Karlsruhe 

Albumin Fraktion V 

(BSA – Bovines Serum-Albumin) 

Carl Roth, Karlsruhe 

Ammoniumacetat Carl Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau Carl Roth, Karlsruhe 

Calciumchlorid Merck, Darmstadt 

CASYton® Roche Diagnostics, Basel (Schweiz) 

Complete™ Mini, EDTA-frei Roche Diagnostics, Basel (Schweiz) 

Coomassie® Brilliant Blue G 250 Carl Roth, Karlsruhe 

D-Glucose Carl Roth, Karlsruhe 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Carl Roth, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, München 

Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth, Karlsruhe 

Dithiothreitol (DTT) Carl Roth, Karlsruhe 

D(+)-Saccharose Carl Roth, Karlsruhe 

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat 

(Ethylendiamin-N,N,N´,N´-tetraacetat 

Dinatriumsalz Dihydrat (Titrierkomplex III) 

Carl Roth, Karlsruhe 
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Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe 

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- 

N,N,N′,N′-tetraessigsäure (EGTA) 

Sigma-Aldrich, München 

Glycerol Carl Roth, Karlsruhe 

Glycin Carl Roth, Karlsruhe 

Guanidinhydrochlorid AppliChem, Darmstadt 

H2O2  Carl Roth, Karlsruhe 

Harnstoff Carl Roth, Karlsruhe 

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumacetat Carl Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid Ferak, Berlin 

L-Ascorbinsäure Carl Roth, Karlsruhe 

Manganchlorid-Tetrahydrat Carl Roth, Karlsruhe 

Methanol Carl Roth, Karlsruhe 

N-Acetyl-L-Cystein (NAC) Carl Roth, Karlsruhe 

N-Ethylmaleinimid (NEM) Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumazid Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumfluorid Sigma-Aldrich, München 

Natriumhydroxid Carl Roth, Karlsruhe 

N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

Carl Roth, Karlsruhe 

Nonidet™ P-40 Sigma-Aldrich, München 

Ortho-Phosphorsäure Carl Roth, Karlsruhe 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot 

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, München 

PMSF Sigma-Aldrich, München 

Poncheau S Carl Roth, Karlsruhe 

Roti®-Block 10× Konzentrat Carl Roth, Karlsruhe 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) SERVA Electrophoresis, Heidelberg 
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2.2 Medien und Lösungen  

Tabelle 6: Verwendete Zellkulturmedien, -lösungen, -zusätze 

 

 

 

 

Thioharnstoff Merck, Darmstadt 

Trichloressigsäure Carl Roth, Karlsruhe 

Tris Carl Roth, Karlsruhe 

Triton® X-100 Ferak, Berlin 

Tween® 20 Sigma-Aldrich, München 

Zellkulturmedien, - lösungen, - zusätze Ansatz 

DMEM, PAN Biotech (Aidenbach) P04-01550 (500 ml) mit 1,0 g/l Glucose,  

L- Glutamin, Sodium Pyruvat, 3,7 g/l 

NaHCO3 

DPBS, PAN Biotech (Aidenbach)  Gebrauchsfertig 

Kryokonservierungsmedium 70 % DMEM, 20 % FCS, 10 % DMSO 

Fibronektin®, Sigma-Aldrich (München) Gebrauchsfertig 

Fötales Rinderserum (FBS), Invitrogen 

(Darmstadt) 

Gebrauchsfertig nach Hitzeinaktivierung bei 

56 °C, 30 min. 

Penicillin, PAN Biotech (Aidenbach) Gebrauchsfertig (1000 U/ml) 

Poly-L-Lysin, Sigma-Aldrich, München Gebrauchsfertig 

Streptomycin, PAN Biotech (Aidenbach) Gebrauchsfertig (10 mg/ml) 

Trypsin/EDTA (2x), PAN Biotech (Aidenbach) 20 % Trypsin EDTA (10x) in DPBS 

Trypsin/EDTA (10x), PAN Biotech 

(Aidenbach) 

0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA in DPBS 

Vollmedium (DMEM +/+) DMEM, 10 % FCS (50ml),  

1 % Penicillin/Streptomycin (5ml) 
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Tabelle 7: Verwendete Puffer und Lösungen 

Puffer, Lösungen Ansatz 

1× SDS-Laufpuffer 10 % 10× Laufpufferstocklösung;  

0,1 % 10× SDS 

1× TAE-Puffer  0,02 % 50× TAE 

5× Proteinladepuffer 156 mM Tris, pH 6,8; 12,5 %  

2-Mercaptoethanol; 25 % Glycerol; 

5 % SDS; 0,2 % Bromphenolblau 

10 % SDS 10 % SDS-Pellets 

10× Laufpuffer 192 mM Glycin; 24,8 mM Tris; pH 8,3 

10× PBS 1,37 M NaCl; 26,8 mM KCl; 17,6 mM KH2PO4; 

101,1 mM Na2PO2 × 2 H2O; pH 7,4 

10× TBS 0,2 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 7,6 

50× TAE-Puffer 2 M Tris; 0,057 % C2H4O2; 50 mM EDTA 

2D-Lysepuffer 8 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff;  

65 mM CHAPS; 130 mM DTT; 80 mM Tris 

Antikörperlösung 5 % BSA; 10 % 10× TBS, 10-3 % Tween-20 

Blockierungslösung 5 % Milchpulver, 1 % BSA in TBS-T 

Bradford-Reagenz 10 % Coomassie® Brilliant Blue G 250;  

5 % Ethanol; 8,5 % H3PO4 

CASYton® 0,9 % NaCl; 0,02925 % EDTA 

DEPC-behandeltes Wasser 0, 1% DEPC autoklaviert 

ECL-Homemade-Detektionslösung Solution A; Solution B; 30 % H2O2 

Guanidiniumhydrochlorid 10,3 M Guanidiniumhydrochlorid in 

95 % Ethanol 

Ladepuffer 0,3 M Tris/HCl; pH 7,0; 50 % Glycerol; 

5 % SDS; 0,1 % Bromphenolblau 

Lysepuffer 10 % NonidetTM P-40; 200mM EDTA;  

0,2 M Tris pH 7,5; Miliporewasser 

Lyse-NEM-Puffer Lysepuffer; 12,5 µg/µl NEM 

NEM-Puffer 100 mM NEM in DPBS-Pufferlösung 
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Sofern nicht anders angegeben, wurde Aqua bidest als Lösungsmittel verwendet. 

2.3 Geräte und Verbrauchsmaterial 

Tabelle 8: Verwendete Geräte und Verbrauchsmaterial 

DPBS-Pufferlösung 40 mM HEPES; pH 7,4; 50 mM NaCl; 1 mM 

EDTA; 1 mM EGTA, 25× Proteinase-Inhibitor 

Ponceau S-Lösung 0,2 % Ponceau S; 3 % Trichloressigsäure 

RIPA-Gebrauchslösung (RIPA-Puffer) 67 % RIPA-Stammlösung; 0,1 mM PMSF;  

20 mM NaF; 20 mM Glycerol-2-Phosphat;  

1 mM SV; 20 % Complete™ Mini EDTA-frei 

RIPA-Stammlösung 50 mM Tris, pH 7,5; 5 mM EDTA, pH 8,0;  

150 mM NaCl; 10 mM K2HPO4; 10 % 

Glycerol; 1 % Triton X-100; 0,05 % SDS 

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris, pH 6,8 

Solution A 0,1 M Tris; pH 8,6; 50 mg Luminol 

Solution B 11 mg para-Hydroxycoumarinsäure;  

10 ml DMSO 

TBS-T 10 % 10× TBS; 0,1 % Tween 20 

Transferpuffer 20 % Methanol; 10 % 10× Laufpuffer 

Trenngelpuffer 1,5 M Tris, pH 8,8 

Tris-EDTA-Puffer 10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA 

Geräte, Verbrauchsmaterial Hersteller 

Autoklav VX150 Systec, Wettenberg 

CASY Modell TT-Cell Counter and Analyzer Roche Diagnostics, Basel (Schweiz) 

ChemiDoc XRS System Bio-Rad Laboratories, München 

CO2-Begasungsbrutschrank BB16 Heraeus Instruments, Hannau 

Eismaschine Manitowoc, Manitowoc (USA) 

Falcon®, 50 ml  BD Biosciences, Heidelberg 

Feinwaage KERN & Sohn, Balingen-Frommern 

Filterpapier Whatman, Dassel 

Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg 
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(Deutschland), Keyence, Osaka (Japan) 

Glaspasteurpipette VWR International, Darmstadt 

Heizblock QBT 1 CLF Laborgeräte, Emersacker 

Infinite® 200 PRO NanoQuant, Plattenleser Tecan Group Ltd., Männedorf 

kINPen® MED, Plasma-Jet neoplas tools GmbH i. G., Greifswald 

Magnetic Stirrer R1000, Magnetrührer Carl Roth, Karlsruhe 

Microtiterplatte, 96 Well Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Mikroskop VWR International, Darmstadt 

Mikroreaktionsgefäße, 1,5 ml und 2,0 ml Eppendorf, Hamburg 

Mini Centrifuge #1660603 EDU Bio-Rad Laboratories, München 

Mini-Protean® TGX™ Precast Gels 

(Gradientengele) 

Bio-Rad Laboratories, München 

Multipette® plus Eppendorf, Hamburg 

Nitrozellulosemembran PROTEAN® Whatman, Dassel 

pH-Meter FE20-FiveEasy™ pH Mettler Toledo, Gießen 

Pipettensatz, 0,5–1000 µl Eppendorf, Hamburg 

Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht  

Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) Whatman, Dassel 

PowerPack™ Basic Power Supply Bio-Rad Laboratories, München 

Reaktionsgefäß, 15 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Reinstwasseranlage Milli-Q® Millipore, Billerica (USA) 

Rollenmischer (analog) RS-TR05 Phoenix Instrument, Garbsen 

Rotilabo®-Mikrozentrifuge Carl Roth, Karlsruhe 

Schüttler Vibramax 100 Heidolph Instruments, Schwabach 

SDS-PAGE Zubehör Mini-PROTEAN System Bio-Rad Laboratories, München 

Sicherheitswerkbank Heraeus Herasafe HS 12 Thermo Scientific, Wilmington 

Spektralphotometer Nano-Drop 2000c  Thermo Scientific, Waltham (USA) 

Sonication UP 200S (Ultraschallprozessor) Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow 

Thermocycler T3000 Biometra, Göttingen 

Thermoshaker TS-100 Biosan, Riga (Lettland) 

Tiefkälte-Lagerschränke KLS 7040 (-80 °C) KKA – Kälte-Klima-Anlagen, Martensdorf/ 
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2.4 Antikörper 

Tabelle 9: Verwendete Antikörper 

Antigen Art.-Nr./Hersteller Spezies Gebrauchsverdünnung 

Primärantikörper 

α p53 #554294  

BD Pharmingen™ 

Biosciences 

mouse* 1:10000 

α phospho-p53 #9284S  

Cell Signaling 

mouse* 1:1000 

α GAPDH LF-PA0018 

AbFrontier 

rabbit** 1:10000 

α Prx1 Serum, CH Lillig101,103 rabbit** 1:1000 

α Prx2 Santa Cruz  

Biotechnology and 

Serum, CH Lillig101,103 

rabbit** 1:1000 

α Prx3 

 

Serum, CH Lillig101,103 rabbit** 1:1000 

Stralsund 

Trans-Blot® SD semi-dry transfer cell, 

 Western Blot System 

Bio-Rad Laboratories, München 

Überkopfschüttler Multi Bio RS-24 BioSan, Riga (Lettland) 

Vakuumpumpe Vacusip Integra Biosciences, Fernwald 

Vortex Mixer peqTWIST Peqlab Biotechnologie, Erlangen 

Wasserbad WNB10 Memmert, Schwabach 

Wipp-Schüttler UNITWIST-RT Armin Baack, Schwerin 

Zellkulturplastik (6 Well, 24 Well) Sarstedt, Nümbrecht 

Zell-Scraper 25 cm  Sarstedt, Newton N. C. (USA) 

Zentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg 
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Sekundärantikörper 

α Maus #7054 Cell Signaling goat* 1:5000 

α Kaninchen #7075 Cell Signaling goat* 1:5000 

* monoklonal; ** polyklonal 

101,103 Prx-Antikörper wurden freundlicherweise von CH Lillig zur Verfügung gestellt. 

2.5. Software 

Tabelle 10: Verwendete Software 

 

2.6 Zellbiologische Methoden 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Osteosarkom-Zelllinien U-2-OS und MNNG/HOS 

verwendet (American Type Culture Collection; Manassas, VA, USA). U-2-OS-Zellen wurden 

ursprünglich aus humanen Knochen isoliert.51 MNNG/HOS wurden von HOS-Zellen abgeleitet 

und mit 0,01 µg/ml N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin, einem kanzerogenen Nitrosamin, 

chemisch transformiert. Die HOS-Zellen wurden von einer an Osteosarkom-erkrankten 13-

jährigen weiblichen Kaukasierin entnommen.56,58 Beide OS-Zelllinien können passagiert und 

kryokonserviert werden. 

2.6.1 Kultivierung und Passagieren von Zellen 

Beide adhärent wachsenden OS-Zelllinien wurden in T75-Flaschen bei 37 °C und einem CO2-

Gehalt von 5 % bei gesättigter Luftfeuchtigkeit in DMEM-Kulturmedium unter Zusatz von 10 % 

FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Innerhalb von 48–72 Stunden und einer 

Konfluenz von etwa 90 % wurden die Zellen umgesetzt. Für das Passagieren der Zellen wurde 

der Kulturüberstand vollständig abgesaugt, der Zellrasen mit 5 ml 37 °C warmem DPBS 

Software Ansatz 

BZ-II Analyzer Software  Keyence, Osaka (Japan) 

CFX Manager™ Software 2.0 Bio-Rad Laboratories, München 

i-control 1.9 Tecan, Männedorf (Schweiz) 

ImageJ Open Source for Windows 7 

Image Lab 3.0 Bio-Rad Laboratories, München 
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gewaschen und anschließend mit 1 ml Trypsinlösung bedeckt. Nach einer Inkubationszeit von 

3 Minuten bei 37 °C wurden die Zellen von der Oberfläche der Kulturschale abgelöst, mit 7 ml 

Vollmedium gespült und in ein 15-ml-Zentrifugen-Röhrchen überführt. Aus der Zellsuspension 

wurde 1 ml der Probe entnommen und im Verhältnis 1:8 in eine neue Kulturflasche mit 

frischem Vollmedium ausgesät. Zur Wachstumskontrolle wurden 100 μl Zellsuspension in 

einem Proliferationsassay mit dem Casy Cell Counter (CASY Modell TT System; Roche) in der 

Einheit [Zellzahl/ml] ausgezählt. 

2.6.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 

Die OS-Zellen wurden zur dauerhaften Lagerung in niedriger Passage kryokonserviert. 

Hierfür wurden die Zellen durch eine Trypsin-Behandlung von der Oberfläche einer T75-

Zellkulturflasche gelöst, in Vollmedium vereinzelt und durch Zentrifugation (1000 rpm, RT, 5 

min) pelletiert. Das Pellet wurde anschließend in 5 ml Kryokonservierungsmedium 

resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl via Casy Cell Counter wurden 3,0 × 106 Zellen 

in einem Kryovat zunächst bei −80 °C gekühlt und anschließend in flüssigem Stickstoff bei 

−140 °C gelagert. Für die Rekultivierung wurden die Zellen zügig auf 37 °C erwärmt und in 

vorgewärmten 5 ml Vollmedium vereinzelt. Nach einer Sedimentation (1000 rpm, RT, 5 min) 

wurde das Pellet vom Überstand befreit, erneut in Vollmedium resuspendiert und gemäß 

der Herstellerempfehlung in Zellkulturflaschen weiter kultiviert. 

2.6.3 CAP-Behandlung mit dem Plasma-Jet kINPen® MED 

Die U-2-OS- und MNNG/HOS-Zellen wurden in einem 6-Well- bzw. 24-Well-Maßstab 

ausgesät und mit CAP (kINPen® MED; neoplas tools GmbH i. G.; Greifswald) sowie dem 

Trägergas als Kontrolle behandelt. Als Trägergas wurde Argon verwendet. Dazu wurden die 

gewonnenen Zellsuspensionen durch eine manuell geführte, standardisierte, bogenförmige 

Bewegung des Plasma-Jets kINPen®MED in einem Abstand von 0,5 bis max. 1 cm für 

10 Sekunden behandelt. Für die Erstellung einer Wachstumskinetik 4 × 104 U-2-OS- und 8 × 

104 MNNG/HOS-Zellen pro Well mit dem Vollmedium in Suspension gebracht, anschließend 

jeweils 200 µl pro Well behandelt und in Poly-L-Lysin-beschichte (U-2-OS) bzw. Fibronektin-

beschichte (MNNG/HOS) Wellplatten im 24-Well-Maßstab überführt. Nach einer 5-tägigen 

Inkubation bei 37 °C mit einem 5%igen CO2-Gehalt und gesättigter Luftfeuchtigkeit konnten 

durch regelmäßige Zellzahlmessungen Wachstumskinetiken erfasst werden. Hierfür 

erfolgten die Zellzahlmessungen nach 4, 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden Inkubation. Für die 



2 Material und Methoden 

36 

Analysen der Proteine wurden jeweils 5,0 × 105 Zellen pro Well mit dem Vollmedium in 

Suspension gebracht, anschließend jeweils 500 µl pro Well behandelt und in beschichte 

Wellplatten im 6-Well-Maßstab überführt. Auch hierbei erfolgte die Behandlung mit CAP 

sowie dem Trägergas, wie oben beschrieben. Die aus täglichen Zellernten gewonnenen 

Zellpellets wurden für Proteinanalysen aufbereitet und standen somit für Western-Blot-

Analysen zu Verfügung. Daneben fanden regelmäßige mikroskopische Wachstumskontrollen 

der Zellen statt. 

2.6.4 Bestimmung der Zellzahl 

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte halbautomatisch mittels Proliferationsassay unter 

Verwendung eines Casy Cell Counter (CASY Modell TT System; Roche). Das Messverfahren 

erlaubt es, neben der absoluten Zellzahl auch das Zellvolumen zu bestimmen und dadurch 

zwischen Zelltrümmern, toten Zellen, vitalen Einzelzellen und Zellaggregaten zu 

differenzieren. Das Messprinzip nutzt die Eigenschaft biologischer Membranen aus, als 

elektrischer Isolator zu wirken. In gleicher Weise ändert sich der elektrische Widerstand 

charakteristisch durch die unvollständige Isolationsfähigkeit von Zellmembranen toter Zellen 

oder Zelltrümmer. Für beide Zelllinien wurden individuelle Messbegrenzungen im Bereich 

von 7.20 µm/13.95 µm für U-2-OS-Zellen und 7.20 µm/14.85 µm für MNNG/HOS erfasst. 

Hierdurch konnte eine genaue automatisierte Zellzahlmessung ermöglicht werden. Für die 

Zellzahlbestimmung wurden die OS-Zellen im 24-Well-Maßstab ausgesät, und bei 37 °C 

kultiviert. In Vorbereitung auf die CASY-Messung wurden die Zellen mit 100 µl Trypsinlösung 

von der Oberfläche gelöst, durch Resuspension mit dem Vollmedium vereinzelt und in ein 

steriles 1,5-ml-Reaktionsgefäß überführt. Es wurden 100 µl der Zellsuspension mit 10 ml 

CASYton® vermischt, im Casy Cell Counter gemessen und in der Einheit [Zellzahl/ml] 

angegeben. Für die Bestimmung der OS-Zellzahlen unter Antioxidantien-Supplementation 

wurde die Zellsuspension mit 100 µM Ascorbat und 5 mM NAC 1:1000 verdünnt. Demzufolge 

wurden für die Behandlung einer 200 µl-Zellsuspension jeweils 0,2 µl Antioxidantien 

zugegeben und anschließend mit 800 µl frischem Vollmedium, welches mit 0,8 µl 

Antioxidantien versetzt war, in beschichtete Wellplatten überführt. Am Ende wurden 1000 µl 

Zellsuspension mit 1 µl Antioxidans versetzt und nach einer Inkubation bei 37 °C analysiert. 
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2.7 Biochemische Methoden 

2.7.1 Proteinisolierung 

Für die Extraktion von Gesamtprotein aus den Zellen wurde RIPA-Puffer verwendet. Hierfür 

wurde der Kulturüberstand abgesaugt, der Zellrasen einmalig mit 1× DPBS gewaschen und 

die adhärenten Zellen zunächst mit Trypsin bei 37 °C für 3 Minuten inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen mit frischem Vollmedium gewaschen und in ein steriles 2,0-ml-

Mikroreaktionsgefäß überführt. Nach einer Zentrifugation (1000 rpm, RT, 5 min) wurde der 

Zellüberstand abgesaugt und das Zellpellet mit 40 µl RIPA-Puffer lysiert. Zum Schluss wurde 

das Zelllysat auf Eis überführt und mittels Ultraschall (Sonication UP 200S) weiter 

aufgeschlossen (Tabelle 11). 

Tabelle 11: Ultraschall-Zellaufschluss 

 

2.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford beruht auf einer chemischen 

Bindung des Farbstoffes Coomassie® Brilliant Blue G 250 an Proteine, wodurch sich das 

Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 470 nm zu 595 nm verschiebt. Die 

Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgte in einer 96-Mikrotiterplatte bei einer 

Absorption der Wellenlänge von 595 nm. Als Messvorrichtung diente das Gerät Infinite® 200 

PRO NanoQuant (Tecan). Vor jeder Messreihe wurde eine Standardabsorptionskurve (0, 1, 2, 

4, 6, 10, 20, 50 μg/ml) durch Verdünnung eines definierten BSA-Proteinstandards erstellt, die 

als Bezug zur gemessenen Absorption der einzelnen Probenextrakte diente (Tabelle 12). 

Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten im Dunkeln wurden die einzelnen Absorptionen 

gemessen und die jeweiligen Proteinkonzentrationen anhand der zuvor ermittelten 

Standardkurve als Referenz bestimmt. 

RIPA- Zelllyse 

Maßstab Volumen [µl] Zellaufschluss durch Ultraschall 

6 Well 40 Stoßanzahl 10 

 Amplitude [%] 25 

Cycle 0,5 
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Tabelle 12: Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (Pipettierschema) 

Eichreihe 

µg BSA 
BSA (0,2 µg/µl)  

in H2O gelöst 
Aqua bidest Bradford-Reagenz 

1. Leerwert 0 20 µl 300 µl 

2. 0,4 2 18 µl 300 µl 

3. 0,8 4 16 µl 300 µl 

4. 1,2 6 14 µl 300 µl 

5. 1,6 8 12 µl 300 µl 

6. 2,0 10 10 µl 300 µl 

7. 2,4 12 8 µl 300 µl 

8. 2,8 14 6 µl 300 µl 

9. 3,6 18 2 µl 300 µl 

Messreihe 

 Probe Aqua bidest Bradford-Reagenz 

2 µl 18 µl 300 µl 

 

2.7.3 Messung der Peroxiredoxin-Expression mittels Western-Blot-Analysen 

In Vorbereitung auf die Analyse der Peroxiredoxin-Expression wurden 2 × 106 OS-Zellen in 

500 µl Zellsuspension gebracht, mit CAP sowie dem Trägergas behandelt und in beschichtete 

6-Well-Platten für 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Neben der Proteinanalyse nach einer 1-

stündigen Inkubationszeit erfolgten, via Doppelansätze beider OS-Zelllinien, zusätzliche 

Proteinanalysen nach einer Inkubationszeit von 10 Sekunden. Diese Zellsuspension wurde 

direkt nach der Behandlung mit Hilfe eines Zell-Scraper (Sarstedt) in ein steriles 1,5-ml-

Reaktionsgefäß überführt und unter Zentrifugation (1000 rpm, RT, 5 min) pelletiert. Für die 

Analyse der sezernierten Prx1- und Prx2-Proteine wurde der Überstand 1:4 mit 50 µl 

Ladepuffer versetzt und bis zur Analyse bei −20 °C gelagert. Das Zellpellet wurde jeweils mit 

200 µl DPBS bzw. NEM-Puffer resuspendiert und für 15 Minuten bei RT inkubiert. Nach einer 

Zentrifugation (1000 rpm, RT, 5 min) wurde das Zellpellet erneut mit DPBS bzw. NEM-Puffer 

durch Zentrifugation gereinigt. Nachdem der Überstand verworfen und das Zellpellet mit 45 
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µl Lysepuffer bzw. Lyse-NEM-Puffer resuspendiert wurde, erfolgte die Zugabe von 5 µl 

20%igen CHAPS sowie eine 15-minütige Inkubation bei RT. Das aufbereitete Zellpellet wurde 

ebenfalls bis zur Analyse bei −20 °C gelagert. In gleicher Weise wurde mit dem Ansatz nach 

1-stündiger Inkubation vorgegangen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte 

nach Bradford, wie in 2.7.2 beschrieben. Die Proteinproben wurden mittels SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese entsprechend ihrer Größe und Ladung aufgetrennt, per 

Western Blot auf eine PVDF-Membran (Whatman) transferiert und nach Inkubation mit 

spezifischen Antikörpern detektiert. In Vorbereitung auf die Gelelektrophorese wurden die 

Zellüberstände für die Analyse der sezernierten Prx-Proteine langsam aufgetaut, 1:10 mit 

500 mM DTT versetzt und nach einer Inkubation von 30 Minuten bei RT auf das Gel 

aufgetragen. Für die Gelelektrophorese wurden gebrauchsfertige Gradientengele (Mini-

Protean® TGX™ Precast Gels, Bio-Rad) verwendet (40 min bei 200 V). Im Anschluss an die 

Gelelektrophorese wurden die Proteine nach einer Gelaktivierung mit dem Chemidoc XRS 

System (Bio-Rad) auf eine mit unvergälltem Ethanol äquilibrierte PVDF-Membran mittels 

Semidry-Blot-System (Trans-Blot®, Bio-Rad) transferiert. Hierfür wurde für 1 Stunde eine 

Stromstärke von 60 mA pro Membran angelegt. Eine Blockierung unspezifischer 

Bindungsstellen erfolgte durch die Inkubation der Membran in einer Blockierungslösung für 

1 Stunde bei RT auf einem Wipp-Schüttler. Anschließend wurde die PVDF-Membran über 

Nacht unter stetiger Bewegung bei 4 °C mit dem jeweiligen Primärantikörper 1:1000 in 

frischer Blockierungslösung inkubiert. Sowohl vor der 1-stündigen Inkubation mit dem 

entsprechenden Sekundärantikörper auf einem Wipp-Schüttler als auch im Anschluss 

erfolgten fünf Waschschritte mit 1× TBS-T für je 10 Minuten bei RT. Die digitale 

Signaldetektion der AK-markierten Proteinbanden erfolgte mit dem Gerät Chemidoc XRS 

System (Bio-Rad). Hierfür wurde die Membran gleichmäßig mit ECL-Homemade-

Detektionslösung benetzt. Für die Quantifizierung und Dokumentation diente die Software 

ImageJ (Open Source for Windows 7). 

2.7.4 Messung der p53-Expression mittels Western-Blot-Analysen 

Die Proteinproben wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese entsprechend ihrer 

Größe und Ladung aufgetrennt, per Western Blot auf eine Nitrozellulosemembran 

transferiert und nach Inkubation mit spezifischen Antikörpern detektiert. Für die 

Gelelektrophorese wurde ein 10%iges Polyacrylamidgel (Tabelle 13), bestehend aus Trenn- 



2 Material und Methoden 

40 

und Sammelgel, verwendet (56 cm2, 15 min bei 70 V, 90 min bei 120 V). Im Anschluss an die 

Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine mit Transferpuffer äquilibrierte 

Nitrozellulosemembran mittels Semidry-Blot-System (Trans-Blot®, Bio-Rad) transferiert. 

Hierfür wurde für 1 Stunde eine Stromstärke von 60 mA pro Membran angelegt. Eine 

Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen erfolgte durch Inkubation der Membran in 

1× Roti-Block für 1 Stunde auf einem Wipp-Schüttler. Anschließend wurde die Membran 

über Nacht und unter stetiger Bewegung bei 4 °C mit dem jeweiligen Primärantikörper 

inkubiert. Sowohl vor der 1-stündigen Inkubation mit dem entsprechenden 

Sekundärantikörper auf einem Wipp-Schüttler, als auch im Anschluss erfolgten drei 

Waschschritte mit 1× TBS-T für je 5 Minuten bei RT. Zur Überprüfung der korrekten 

Übertragung der Proteine und der gleichmäßigen Ladung der Proben während der 

Proteinauftrennung wurde eine Lade-Kontrolle mitgeführt. Dafür erfolgte nach der 

Proteindetektion eine erneute Blockierung und Inkubation, wie oben beschrieben, mit dem 

Primärantikörper Anti-GAPDH. GAPDH kommt in hoher und ubiquitärer Expression in den 

Zellen vor und hat ein Molekulargewicht von ca. 37 kDa. Die digitale Signaldetektion der AK-

markierten Proteinbanden erfolgte mit dem Chemidoc XRS System (Bio-Rad). Hierfür wurde 

die Membran gleichmäßig mit ECL-Homemade-Detektionslösung benetzt. Für die 

Quantifizierung und Dokumentation diente die Software Image Lab 3.0 (Bio-Rad). 

Tabelle 13: Zusammensetzung des SDS-Polyacrylamidgels 

 

 

 

 

Reagenzien Sammelgel (5 %) Trenngel (10 %) 

Acrylamid 5 % [v/v] 10 % [v/v] 

Tris- HCL 127 mM (pH 6,8) 375 mM (pH 8,8) 

SDS 0,1 % [w/v] 0,1 % [w/v] 

APS 0,1 % [v/v] 0,1 % [v/v] 

TEMED 

 

0,1% [v/v] 0,05% [v/v] 
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2.8 Zellbiologische Methoden 

2.8.1 Kernfärbung mit DAPI 

Zur Vorbereitung auf die kernmorphologische Analyse beider CAP-behandelter OS-Zelllinien 

wurden diese mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) gefärbt. Um 

eine optimale Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Bilder zu erhalten, mussten 

dafür je nach Inkubationszeit unterschiedliche Zellzahlen im 6-Well-Maßstab behandelt 

werden. Vorversuche ergaben im Vorfeld, dass eine Zellfläche von 75 % zu einer 

aussagekräftigen Fotodokumentation und Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen 

Bilder beitragen. Demzufolge wurden für eine 4-stündige Inkubation 1,5 × 105 OS-Zellen, für 

eine 24-stündige Inkubation 1 × 105 OS-Zellen und für eine 48-stündige Inkubation 0,75 × 105 

OS-Zellen in 500 µl Zellsuspension gebracht und mit CAP sowie dem Trägergas behandelt. 

Anschließend wurden die behandelten OS-Zellen in beschichtete 3,5-cm-Schalen überführt 

und bei 37 °C inkubiert. In Vorbereitung auf die DAPI-Färbungen wurde je nach 

Inkubationszeit der Kulturüberstand vollständig abgesaugt und der Zellrasen vorsichtig mit 

1,5 ml DPBS gewaschen. Für die Fixierung der OS-Zellen am Schalengrund wurde der 

Zellrasen mit 1,5 ml 4%igen Paraformaldehyd benetzt und nach einer Inkubationszeit von 15 

Minuten bei RT vorsichtig mit DPBS zweimalig gewaschen. Anschließend erfolgte die 

Permeabilisierung der fixierten OS-Zellen durch die Zugabe von 0,2 % Triton-X-100 und einer 

Inkubation von 10 Minuten bei RT. In Vorbereitung auf die Fluoreszenzfärbung mit DAPI 

wurden nach der Inkubation die permeabilisierten OS-Zellen mit DPBS bedeckt und für die 

Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet. Hierbei wurde die nukleäre DNA mittels DAPI angefärbt 

und nach einer Inkubation von 30 Minuten im Dunkeln konnten kernmorphologische 

Veränderungen der OS-Zellen nach CAP-Behandlung mikroskopisch erfasst werden. 

2.8.2 Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Kernmorphologie  

Die Anfärbung nukleärer DNA mit DAPI stellte die Voraussetzung für die Analyse der 

Kernmorphologie von CAP- bzw. Argon-behandelten OS-Zellen dar. Mittels der Fluoreszenz-

färbung konnten kernmorphologische Veränderungen mit dem Fluoreszenzmikroskop (BZ-

9000, Keyence) lichtmikroskopisch sowie fluoreszenzmikroskopisch erfasst und dargestellt 

werden. Der Vergleich zwischen CAP- und Argon-behandelten OS-Zellen bezüglich der 

Zellkernmorphologie wurde mit einer speziellen Software (BZ-II Analyzer Software, Keyence) 

ausgewertet. Hierfür wurden, nach einer Inkubation von 4, 24 sowie 48 Stunden bei 37 °C 
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die Kernfläche [µm2], der Kernumfang [µm], der maximale und minimale Kerndurchmesser 

[µm] sowie die Signalintensität pro Kern untersucht. Neben einer Analyse der 

kernmorphologischen Veränderungen erfolgte eine lichtmikroskopische und 

fluoreszenzmikroskopische Auswertung mit Fotodokumentation der fokussierten Parameter. 

Die statistische Auswertung der kernmorphologischen Ergebnisse erfolgte anhand 

unabhängiger Experimente via Software Microsoft Excel (Microsoft® 2010) mit Student´s t-

Test. Hierbei wurde durch den Zweistichproben-t-Test anhand der Mittelwerte zweier 

unabhängiger Stichproben geprüft, wie sich die Mittelwerte zweier Grundgesamtheiten 

zueinander verhalten haben. Durch die Excel-Tabellen konnte ein Signifikanzwert (p-Wert) 

berechnet und die formulierten Hypothesen überprüft werden. Beispielsweise entsprachen 

die Angaben von * einer Signifikanz p von ≤ 0,05, von ** einer Signifikanz p von ≤ 0,01 und 

*** einer Signifikanz p von ≤ 0,001.   
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3 Ergebnisse 

3.1 Effekte von CAP auf die Proliferationsrate von OS-Zellen 

Um den Einfluss von CAP auf OS-Zellen zu untersuchen, wurden von den beiden OS-Zelllinien 

U-2-OS und MNNG/HOS 4 × 104 bzw. 8 × 104 Zellen/Well im 24-Well-Maßstab ausgesät und 

mit CAP sowie dem Trägergas Argon (Kontrolle) behandelt. Es zeigte sich ein 

antiproliferativer Effekt nach CAP-Behandlung sowohl in U-2-OS-, als auch in MNNG/HOS-

Zellen (vgl. Abb. 3). Für die U-2-OS-Zellproliferation konnte über den gesamten 

Beobachtungszeitraum ein signifikanter Unterschied zwischen CAP- und Kontroll-

behandelten Zellen nachgewiesen werden. Diese CAP-Wirkung zeigte sich auch bei 

MNNG/HOS-Zellen, obgleich hier erst ab 24 Stunden Inkubation ein statistisch signifikanter 

Unterschied zwischen CAP-behandelten Zellen und den Kontrollen auftrat. So erreichten 

nach 120 Stunden die CAP-behandelten U-2-OS-Zellen eine Zellzahl von nur 33,8 % 

(Kontrolle = 710.000 Zellen; CAP = 240.000 Zellen) und MNNG/HOS-Zellen von 40,0 % 

(Kontrolle = 1.000.000 Zellen; CAP = 400.000 Zellen) der Kontrollzellen. 

 

Abb. 3: Einfluss von CAP auf die Proliferation von U-2-OS- und MNNG/HOS-Zellen 

OS-Zellen wurden mit Argon und CAP behandelt und die Zellzahl per CASY Modell TT System (Roche) 

über 120 Stunden analysiert. Die Behandlung mit dem Trägergas Argon diente als Kontrolle. In einem 

24-stündigen Abstand konnte sowohl bei U-2-OS, als auch bei MNNG/HOS eine Reduktion der 

Zellzahl ermittelt werden. Die Ergebnisse aus vier (U-2-OS), bzw. sechs (MNNG/HOS) unabhängigen 
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Experimenten wurden mittels Student´s t-Test statistisch ausgewertet (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01; 

*** = p ≤ 0,001). 

3.2 Effekte von Antioxidantien auf die CAP-Behandlung 

Beide OS-Zelllinien wurden vor der Argon- und CAP-Behandlung mit jeweils 100 µM Ascorbat 

bzw. 5 mM N-Acetyl-L-Cystein (NAC) versetzt. Die Zugabe von Ascorbat zeigte keinen 

Unterschied in der Zellproliferation von U-2-OS-Zellen nach CAP-Behandlung (vgl. Abb. 4A 

und B). Der antiproliferative Effekt von CAP auf OS-Zellen stellte sich annähernd unverändert 

im Vergleich zur CAP-Behandlung ohne Ascorbat-Supplementation dar. Ein signifikanter 

Unterschied zwischen CAP- und Kontroll-behandelten Zellen konnte ab 24 Stunden 

Inkubation bei U-2-OS-Zellen nachgewiesen werden. Durch die Zugabe von Ascorbat ergab 

sich keine signifikante Änderung der CAP-Wirkung auch bei MNNG/HOS-Zellen über den 

gesamten Beobachtungszeitraum mit fortbestehendem signifikanten Unterschied zwischen 

CAP- und Kontroll-behandelten Zellen. Entsprechend Kapitel 3.1 erreichten auch hier die 

CAP-behandelten U-2-OS-Zellen eine Zellzahl von nur 25,0 % (Kontrolle = 640.000 Zellen; 

CAP = 160.000 Zellen) und MNNG/HOS-Zellen von nur 33,6 % (Kontrolle = 1.100.000 Zellen; 

CAP = 370.000 Zellen) der Kontrollzellen nach 120 Stunden. 

Im Gegensatz dazu führte die NAC-Supplementation zu einer Neutralisierung der CAP-

Wirkung und ein Ausbleiben des antiproliferativen Effektes von CAP auf die OS-Zellen (vgl. 

Abb. 4C und D). Im Unterschied zur Abb. 3 konnte weder bei U-2-OS noch bei MNNG/HOS 

ein durchgängig signifikanter Unterschied zwischen CAP- und Kontroll-behandelten Zellen 

nachgewiesen werden. Sowohl U-2-OS-Zellen als auch MNNG/HOS-Zellen zeigten eine 

annähernd gleiche Zellproliferation, wie die Kontroll-behandelten Zellen. So erreichten nach 

120 Stunden die CAP-behandelten U-2-OS-Zellen eine Zellzahl von 78,1 % (Kontrolle = 

640.000 Zellen; CAP = 500.000 Zellen) und MNNG/HOS-Zellen von 69,2 % (Kontrolle = 

1.200.000 Zellen; CAP = 830.000 Zellen) der Kontrollzellen. 
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Abb. 4: Neutralisierung des antiproliferativen Effekts von CAP durch NAC-Supplementation 

Mit Ascorbat (100 µM) bzw. NAC (5 mM) inkubierte OS-Zellen wurden mit Argon und CAP behandelt 

und die Zellzahl per CASY Modell TT System (Roche) über 120 Stunden analysiert. Die Behandlung mit 

dem Trägergas Argon diente als Kontrolle. In einem 24-stündigen Abstand konnte sowohl bei U-2-OS 

als auch MNNG/HOS eine Reduktion der Zellzahl nach Ascorbat-Supplementation ermittelt werden. 

Es zeigte sich ein annähernd gleiches Zellwachstum beider OS-Zelllinien nach NAC-Zugabe. Die 

Ergebnisse aus vier (U-2-OS) bzw. sechs (MNNG/HOS) unabhängigen Experimenten wurden mit 

Student´s t-Test statistisch ausgewertet (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01; *** = p ≤ 0,001). 
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3.3 CAP-Effekte auf die Expression von Peroxiredoxine 

Es wurde der Redox-Zustand beider OS-Zelllinien analysiert. Hierfür wurden beide OS-

Zelllinien, wie in 2.7.3 beschrieben, ausgesät und mit CAP sowie dem Trägergas Argon 

(Kontrolle) behandelt. Nach einer 10-sekündigen und 1-stündigen Inkubation bei 37 °C 

erfolgten die Lyse der Zellen und die Blockierung von Sulfhydrylgruppen durch die Zugabe 

von N-Ethylmaleinimid (NEM). Mit Hilfe von Western-Blot-Analysen konnte in beiden OS-

Zelllinien ein sofortiger Anstieg der intrazellulären Peroxiredoxin-(Prx-)Expression durch CAP-

Behandlung nachgewiesen werden. In der Prx1-Proteinanalyse beider OS-Zelllinien zeigten 

sich minimale Unterschiede zwischen CAP- und Kontroll-behandelten Zellen nach 10-

sekündiger und 1-stündiger Inkubation sowie das Vorhandensein des überwiegend 

reduzierten Monomers des Proteins (vgl. 5A und B). Für die Prx2-Proteinkonzentration 

konnten deutliche Unterschiede zwischen CAP- und Argon-behandelten Kontrollzellen 

nachgewiesen werden. Nach einer 10-sekündigen Inkubation lag Prx2 zum größten Teil in 

der oxidierten Form des Dimers vor. Nach einer 1-stündigen Inkubation nahm die oxidierte 

Form wieder ab und es wurden verstärkt reduzierte Monomere nachgewiesen (U-2-OS nach 

10 s: Kontrolle = 34,3 %; CAP = 40,5 %, nach 1 h: Kontrolle = 63,3 %; CAP= 64,7 % und 

MNNG/HOS nach 10 s: Kontrolle = 40,0 %; CAP = 45,2 %, nach 1 h: Kontrolle = 66,2 %; CAP = 

63,1 %). Dieser Effekt zeigte sich auch bei der mitochondrialen Prx3. Hierbei konnten jedoch 

nur nach einer 10-sekündigen Inkubation geringe Unterschiede zwischen CAP- und Kontroll-

behandelten OS-Zellen ermittelt werden. Die zytosolischen Proteine Prx1 und Prx2 beider 

OS-Zelllinien wurden nach CAP-Behandlung sezerniert (vgl. 5C und D). Es zeigte sich, dass die 

intrazelluläre Zunahme von Prx2 nach 10-sekündiger Inkubation mit der Sekretionsleistung 

korrelierte und ein signifikanter Unterschied zwischen CAP- und Kontroll-behandelten U-2-

OS-Zellen vorlag. Bei Prx1-Proteinkonzentration waren keine signifikanten Unterschiede 

zwischen CAP- und Kontroll-behandelten Zellen zu erkennen. Das mitochondriale Prx3 

dagegen konnte nicht im Zellkulturüberstand nachgewiesen werden. 
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Abb. 5: Einfluss von CAP auf zellulären Redox-Zustand von U-2-OS- und MNNG/HOS-Zellen 

OS-Zellen wurden mit Argon und CAP behandelt und die Analyse der Proteine Prx1, Prx2 und Prx3 

erfolgte mittels Western Blot (BioRad Labaratories) nach einer 10-sekündigen und 1-stündigen 

Inkubation. Die Behandlung mit dem Trägergas Argon diente als Kontrolle. Obwohl keine eindeutigen 

Veränderungen der Prx1-Proteinkonzentrationen in beiden OS-Zelllinien zwischen CAP- und Kontroll-

behandelten Zellen zu erkennen war, konnte eine leichte Erhöhung des oxidierten Dimers von Prx1 

nach 10-sekündiger Inkubation in beiden OS-Zellen detektiert werden. Nach einer 10-sekündigen 

Inkubation konnte bei U-2-OS ein Unterschied der Prx2-Proteinkonzentration, obgleich bei 

MNNG/HOS nur gering ausgeprägt, nachgewiesen werden. Die Sekretion von Prx2 korrelierte mit der 

intrazellulären Zunahme der oxidierten Dimere. Zellfreies Kulturmedium (LW) diente als 

Negativkontrolle. Der Vergleich zwischen CAP- und Kontroll-behandelten OS-Zellen konnte am 

Verhältnis von oxidierten, dimeren Prx-Formen verglichen zu Prx-Totalprotein (aus reduziertem 

Monomer und oxidiertem Dimer) gemessen werden. Dies erfolgte über eine densitometrische 

Quantifizierung durch das Auswerteprogramm ImageJ. 
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3.4 CAP-Effekte auf die Kernmorphologie von OS-Zellen 

Um zu untersuchen, ob die antiproliferative Wirkung der CAP-Behandlung von OS-Zellen 

durch die Induktion apoptotischer Mechanismen ausgelöst wurde, wurden Apoptose-

spezifische Änderungen der Kernmorphologie mikroskopisch analysiert. Die mikroskopische 

Analyse der Kernmorphologie wies Änderungen in beiden OS-Zellen auf (vgl. 6A bis H). 

Zusätzlich ergab die Kernfärbung bei CAP-behandelten OS-Zellen einen signifikanten 

Unterschied der Zellkernmorphologie, verglichen mit Kontroll-behandelten Zellen. Die CAP-

induzierte Änderung der Kernmorphologie konnte sowohl in U-2-OS- als auch in 

MNNG/HOS-Zellen festgestellt werden und betraf die Parameter Kernfläche, Kernumfang, 

maximaler und minimaler Kerndurchmesser sowie die Signalintensität pro Kern. 

Interessanterweise zeigten U-2-OS-Zellen nach einer 4-stündigen Inkubation vorübergehend 

signifikante Unterschiede zwischen CAP- und Kontroll-behandelten Zellen hinsichtlich eines 

für Apoptose untypischen Anstiegs der betrachteten Parameter (vgl. 7A bis E). Erst nach 

einem Beobachtungszeitraum von 24 Stunden wurden signifikante Unterschiede zwischen 

CAP- und Kontroll-behandelten Zellen bezüglich der kernpyknotischen Veränderungen 

detektiert (24 h: Abnahme der Kernfläche um das 1,11-Fache, des Kernumfangs um das 1,08-

Fache, des größten Kerndurchmessers um das 1,09-Fache und des kleinsten 

Kerndurchmessers um das 1,03-Fache). Bezüglich der Signalintensität konnten signifikante 

Unterschiede zu den Zellkernen der Kontrollzellen nach 48 Stunden Inkubation 

nachgewiesen werden (Zunahme der Helligkeit um das 1,28-Fache). Auch bei den 

MNNG/HOS-Zellen konnten durch die CAP-Wirkung, Apoptose-typische Veränderungen (vgl. 

7F bis J) nachgewiesen werden, obgleich hier schon ab einer 4-stündigen Inkubation ein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen CAP-behandelten Zellen und den Kontrollen 

auftraten (24 h: Abnahme der Kernfläche um das 1,10-Fache, des Kernumfangs um das 1,10-

Fache, des größten Kerndurchmessers um das 1,13-Fache, des kleinsten Kerndurchmessers 

um das 1,02-Fache; Zunahme der Signalintensität um das 1,18-Fache). 
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Abb. 6: CAP-Behandlung bewirkt morphologische Veränderungen des Zellkerns von OS-Zellen 

OS-Zellen wurden mit Argon und CAP behandelt und die Auswertung der kernmorphologischen 

Veränderungen erfolgte per DAPI-Färbung mit dem Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 und der BZ-II 

Analyzer-Software nach 4-, 24- und 48-stündiger Inkubation. Dargestellt ist die lichtmikroskopische 

(A, C, E, G) und die fluoreszenzmikroskopische (B, D, F, H) Analyse der Zellansätze. Die Behandlung 

mit dem Trägergas Argon diente als Kontrolle. In einem 24-stündigen Abstand konnte sowohl bei U-
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2-OS (A-D) als auch MNNG/HOS (E-H) nach CAP-Behandlung eine mikroskopisch sichtbare 

Verminderung der Kernfläche, des Kernumfangs, des Kerndurchmessers sowie eine Zunahme der 

Signalintensität der Zellkerne pro Zelle nachgewiesen werden. Verglichen zu den Kontroll-

behandelten OS-Zellen konnten keine Apoptose betreffenden Veränderungen dargestellt werden. 
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Abb. 7: CAP-Behandlung bewirkt morphologische Veränderungen des Zellkerns und der DNA von 

OS-Zellen 

OS-Zellen wurden mit Argon und CAP behandelt und die Auswertung der kernmorphologischen 

Veränderungen erfolgte per DAPI-Färbung mit dem Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 und der BZ-II 

Analyzer-Software nach 4-, 24- und 48-stündiger Inkubation. Die Behandlung mit dem Trägergas 

Argon diente als Kontrolle. In einem 24-stündigen Abstand konnten sowohl bei U-2-OS als auch 

MNNG/HOS nach CAP-Behandlung Apoptose betreffende, kernpyknotische Veränderungen 

nachgewiesen werden. Diese kernmorphologischen Veränderungen blieben bei den Kontroll-

behandelten OS-Zellen aus. Signifikante Unterschiede von CAP- und Kontroll-behandelten Zellen 

anhand von lichtmikroskopischen und fluoreszenzmikroskopischen Bildern wurden statistisch 

bestätigt. Die Ergebnisse aus unabhängigen Experimenten wurden mit Student´s t-Test statistisch 

ausgewertet (* = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01; *** = p ≤ 0,001). 

3.5 CAP-Effekte auf die p53-Expression in OS-Zellen 

Die Bestätigung der Apoptose-Induktion in OS-Zellen durch CAP ließ vermuten, dass es unter 

der CAP-Behandlung zur Hochregulation Apoptose-verbundener Faktoren kommt. Nach CAP-

Behandlung konnte eine transiente Hochregulation des pro-apoptotischen Faktors p53 

sowohl in U-2-OS- (vgl. 8A) als auch in MNNG/HOS-Zellen (vgl. 8B) nachgewiesen werden. 

Eine signifikante Induktion von p53 wurde in U-2-OS-Zellen über den gesamten 

Beobachtungszeitraum gesehen (4 h: Kontrolle = 1,00; CAP = 2,33, 24 h: Kontrolle = 1,00; 

CAP = 1,76, 48 h: Kontrolle = 1,00; CAP = 1,40), wohingegen MNNG/HOS-Zellen nur eine 

tendenzielle, statistisch nicht signifikante p53-Induktion zeigten. In beiden OS-Zelllinien ging 

die CAP-vermittelte Induktion von p53 mit einer starken p53-Phosphorylierung einher (vgl. 

8C und D). Das Verhältnis zwischen phosphoryliertem p53 und Gesamt-p53 (vgl. 8E und F) 

zeigte, dass eine initial starke Phosphorylierung von p53 in U-2-OS-Zellen innerhalb von 48 

Stunden fast vollständig rückläufig war (4 h: Kontrolle = 1,00; CAP = 2,68, 24 h: Kontrolle = 

1,00; CAP = 2,21, 48 h: Kontrolle = 1,00; CAP = 1,36). In MNNG/HOS-Zellen war eine 

verstärkte p53-Phosphorylierung nach CAP-Behandlung dagegen nur nach 24 Stunden 

nachweisbar (24 h: Kontrolle = 1,00; CAP = 2,27). 
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Abb. 8: CAP-Behandlung bewirkt regulatorische Veränderungen pro-apoptotischer Proteine in OS-

Zellen 

OS-Zellen wurden mit Argon und CAP behandelt und die Analyse von p53 und P-p53 erfolgte per 

Western Blot (BioRad Laboratories) nach 4-, 24- und 48-stündiger Inkubation. Die Behandlung mit 

dem Trägergas Argon diente als Kontrolle. Signifikante Unterschiede in der Hochregulation von p53 

konnten in U2-OS nachgewiesen werden, obgleich bei MNNG/HOS nur gering ausgeprägt. Die 

Detektion von P-p53 korrelierte mit den Ergebnissen der p53-Analyse. Eine Quantifizierung von p53 

und P-p53 erfolgte densitometrisch durch das Programm Image Lab 3.0. Die Ergebnisse aus 

unabhängigen Experimenten wurden mit Student´s t-Test statistisch ausgewertet (* = p ≤ 0,05; ** = p 

≤ 0,01; *** = p ≤ 0,001). 
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4. Diskussion 

Aktuelle Behandlungsstrategien des Osteosarkoms umfassen die neoadjuvante 

Polychemotherapie mit Adriamycin, Cisplatin, Ifosfamid und hochdosiertem Methotrexat 

sowie die radikale Resektion des Primärtumors, im Rahmen einer aggressiven 

Operation.121,122 Der Einsatz von CAP könnte eine hoffnungsvolle Option bei der Therapie 

des Osteosarkoms werden. Über die antiproliferative Wirkung hinaus könnte CAP bei 

intraoperativer Anwendung auch antiseptische und immunstimulierende Effekte ausüben, in 

deren Folge Narbenbildung und Wundheilung gefördert werden.74,75,123 

4.1 Antiproliferative Wirkung von CAP in OS-Zellen 

Eine wachstumshemmende Wirkung von CAP konnte bereits für unterschiedliche 

Tumorentitäten, beispielsweise von Prostata, Glioblastom und Pankreas nachgewiesen 

werden.61,124–126 Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung konnte erstmals ein potenter 

tumorsuppressiver Effekt von CAP in OS-Zellen nachgewiesen werden. So zeigte die CAP-

Behandlung an zwei verschiedenen OS-Zelllinien einen antiproliferativen Effekt, welcher sich 

in der Reduktion der Zellzahl auf etwa zwei Drittel verglichen zu Argon-behandelten 

Kontrollzellen darstellte (vgl. Abb. 3). Das Ausmaß des CAP-Effektes steht in Einklang mit den 

Ergebnissen andere Arbeitsgruppen, die von vergleichbaren Ergebnissen an anderen 

Tumorentitäten berichten: So wurden Pankreaskarzinomzellen mit der gleichen 

Plasmaquelle für 5, 10 und 20 Sekunden behandelt und nach einer Inkubation von bis zu 72 

Stunden die CAP-Behandlung mittels Apoptose-Assays (Annexin-V-FITC/DAPI-Assay, 

Propidiumiodid DNA-Färbung) analysiert. Die Autoren werteten die ermittelte Reduktion der 

Zellviabilität als einen Apoptose-induzierenden CAP-Effekt, wobei genauere Aussagen 

bezüglich der antiproliferativen Wirkung von CAP über die Ermittlung einer Abnahme der 

Zellzahl erfolgen sollte. Hierbei zeigte sich die stärkste Ausprägung der Reduktion der 

Zellviabilität nach 72 Stunden im Rahmen einer 20-sekündigen CAP-Behandlung.126 Eine 

andere Arbeitsgruppe veröffentlichte Behandlungsergebnisse an zwei unterschiedlichen 

Prostatakarzinom-(PCa-) Zelllinien und verdeutlichte die antiproliferative Wirkung von CAP 

anhand einer Abnahme der Zellzahl von PCa-Zellen. Ebenfalls nutzte man, wie bei den OS-

Zelllinien, die gleiche Plasmaquelle und eine 10-sekündigen CAP-Behandlungszeit sowie ein 

Proliferationsassay mit dem Casy Cell Counter.61,124 Die zugrundeliegenden Mechanismen 

der antiproliferativen Effekte von CAP auf unterschiedliche Tumorentitäten sind bisher nicht 
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hinreichend geklärt. Es gibt Hinweise auf die Beteiligung von Mechanismen der 

Redoxhomöostase. 

4.2 CAP aktiviert Faktoren zellulärer Redox-Signalwege 

CAP enthält zahlreiche reaktive Bestandteile wie Elektronen, Ionen, ROS und RNS. Dies legt 

die Vermutung nahe, dass zumindest ein Teil der CAP-Wirkung hierdurch vermittelt wird und 

der zelluläre Redox-Zustand der Tumorzellen beeinflusst wird.  

Zur Analyse des Redox-Zustandes beider OS-Zelllinien wurde die CAP-Wirkung in Gegenwart 

der Antioxidantien Ascorbat und NAC analysiert. Die Messergebnisse der Zellzahlen zeigten, 

dass eine Ascorbat-Zugabe keine Auswirkungen auf den antiproliferativen Effekt von CAP 

hat. Erst die Zugabe von NAC beeinträchtigte diesen und führte zu einer Neutralisierung der 

Plasmawirkung und damit zu einer Abschwächung des antiproliferativen Effekts (vgl. Abb. 4A 

bis D). Eine mögliche Erklärung der NAC-vermittelten Neutralisierung des CAP-Effekts ist auf 

eine Verstoffwechselung von NAC zu Glutathion zurückzuführen. So wurde in CAP-

behandelten PCa-Zellen in Anwesenheit von NAC ein Anstieg der intrazellulären Glutathion-

Spiegel (GSH) gemessen, der eine Umwandlung des absorbierten NAC zum zellulären 

Glutathion vermuten lässt. Folglich führte in diesem Experiment die NAC-Supplementation 

ebenfalls zu einer Hemmung des antiproliferativen Effektes von CAP auf PCa-Zellen.61 Aus 

der Literatur ist ebenfalls bekannt, dass NAC die körpereigene Glutathion-Synthese fördert 

und gleichzeitig der Zufuhr von L-Cystein zum Schutz vor oxidativen Stress dient. Eine 

Funktion des Glutathions als wichtigstes Antioxidans besteht darin, den Körper von freien 

Radikalen und reaktiven Sauerstoffverbindungen (wie H2O2) zu entgiften und diese 

unschädlich zu machen, bevor es zu zellulären Schäden kommt (vgl. Abb. 9).101,102,127 Des 

Weiteren wird in der Literatur beschrieben, dass Oxidoreduktasen in der Lage sind, Zellen 

vor oxidativen Stressoren wie z. B. ROS, RNS und H2O2 zu schützen. Neben dem bekannten 

System des Glutathion-Stoffwechsels (GSH-Reduktase und -Peroxidase) werden ebenfalls 

Thioredoxine als Oxidoreduktasen in der Zelle exprimiert. Thioredoxine spielen wiederum 

eine wichtige Rolle bei der Regeneration von Peroxiredoxinen (vgl. Abb. 9).101,102 Neben dem 

Glutathion-Stoffwechsel sind auch Prx wichtige Regulatoren der Redoxhomöostase von OS-

Zellen. Wie in 1.6 beschrieben, fungieren sie ebenfalls als antioxidative Schutzsysteme und 

Chaperone, die in eukaryontischen Zellen für die korrekte Faltung komplexer Proteine 

sorgen und eine Aggregation unvollständig gefalteter Proteinketten verhindern.128 Als 
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wichtige Signalsysteme regulieren Prx die Apoptose und Signaltransduktionsprozesse von 

Zellproliferation und -differenzierung (Abb. 9).101,102,127,129 Bei einer Korrelation von 

Proliferationshemmung CAP-behandelter OS-Zellen mit oxidativem Stress könnten Prx an 

der zellulären Wirkung von CAP beteiligt sein. So könnte CAP verschiedene Redox-

Signalwege wie z.B. Prx-Isoformen aktivieren, welche wiederum den programmierten Zelltod 

einleiten.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen einen möglichen Zusammenhang zwischen dem 

antiproliferativen Effekt von CAP und der intrazellulären Prx-Expression. So wurde in beiden 

OS-Zelllinien ein sofortiger Anstieg der intrazellulären Prx-Expression nach der CAP-

Behandlung nachgewiesen (vgl. Abb. 5A bis D). Nach einer sehr raschen Oxidation von Prx2-

Proteinen waren nach 1 Stunde Inkubation bereits kaum noch oxidierte Prx2-Dimere 

nachweisbar. Mit dieser schnellen Reaktion einher ging die Rückführung des oxidierten Prx2-

Dimeres in seinen physiologisch reduzierten Zustand als Monomer. Vermutlich führte die 

CAP-induzierte, oxidative Zellschädigung beider OS-Zelllinien zur Induktion der Prx2-

Expression und somit zu einer Aktivierung intrazellulärer Redox-Signalwege. Demzufolge 

ergaben Western-Blot-Analysen von CAP-behandelten OS-Zellen eine sehr schnelle 

Erhöhung der Prx2-Expression um das 1,1-Fache (MNNG/HOS) bis 1,2-Fache (U-2-OS) 

verglichen zu Argon-behandelten Kontrollzellen. Im Gegensatz dazu zeigte die Analyse der 

mitochondrialen Prx3-Expression nur geringfügige Unterschiede sowohl 10 Sekunden als 

auch 1 Stunde nach CAP-Behandlung. Ein vergleichbarer Mechanismus konnte auch in PCa-

Zellen beschrieben werden. Hierbei führte die Reaktion von reduzierten Prx1- und Prx3-

Monomeren mit H2O2 zu einer sehr schnellen und transienten Oxidation dieser zu Dimeren 

und der Bildung von H2O (vgl. Abb. 9). Somit wurde eine erhöhte Expression von sowohl Prx1 

als auch Prx3 verglichen zu Argon-behandelten Kontrollzellen nach einer 10-sekündigen 

Inkubation in PCa-Zellen nachgewiesen.61 Interessanterweise wurden in beiden OS-Zelllinien 

minimale Unterschiede zwischen CAP- und Kontroll-behandelten Zellen nach 10-sekündiger 

und 1-stündiger Inkubation bezüglich der Prx1-Expression erfasst. Hierbei wurde in beiden 

OS-Zelllinien hauptsächlich die reduzierte, monomere Prx1-Expression detektiert. Verglichen 

mit den Prx-Analysen von CAP-behandelten PCa-Zellen, könnten die erfassten Prx2-

Expressionen von OS-Zellen gleichbedeutend mit einer zellspezifischen Schutzfunktion des 

Proteins die unterschiedlichen Prx-Expressionsmuster von PCa- und OS-Zellen erklären. 

Vermutlich spielen Prx1, 2 und 3 eine wichtige Rolle in PCa-Zellen bei der Bewältigung des 
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CAP-induzierten, oxidativen Stresses, wohingegen die Prx2-Analysen diese durch eine 

überwiegende Prx2-Expression bei OS-Zellen erklären könnte.130 

 

Abb. 9: CAP-Behandlung induziert oxidativen Stress und aktiviert Faktoren zellulärer Redox-

Signalwege in OS-Zellen   

In OS-Zellen schützt das reduzierte Glutathion-Monomer (GSH) vor ROS, RNS und freien Radikalen 

der CAP-Behandlung, indem es zum dimeren Glutathion-Disulfid (GSSG) oxidiert. Das Cystein stellt 

hierfür eine freie Thiolgruppe (SH-Gruppe) zur Verfügung, wodurch nun die Elektronen auf freie 

Radikale übertragen werden und unter Ausbildung von Wasser unschädlich gemacht werden können. 

Hierbei oxidiert das Cysteinmolekül zum Cystinmolekül, wodurch zwei oxidierte Glutathion- 

Monomere unter Ausbildung einer Disulfidbrücke zum Glutathion-Dimer (GSSG) reagieren. Unter 

Verbrauch von NADPH kann durch die Glutathion-Reduktase ein GSSG-Dimer wieder zu zwei 

reduzierten GSH-Monomeren regeneriert werden. Durch die Aktivität der Glutathion-Reduktase liegt 

das Glutathion zu 90 % reduziert in der Zelle vor und kann so seiner Hauptfunktion bezüglich der 

Aufrechterhaltung reduzierender Bedingungen zur Verfügung stehen. Des Weiteren katalysieren 

auch reduzierte Peroxiredoxin-Monomere (Prx-SH) die Reduktion von schädlichen Nebenprodukten 

wie reaktiven Sauerstoffspezies der Sauerstoffatmung und CAP-Behandlung, zu weniger schädlichen 

Verbindungen (ROH, H2O), wobei sie selbst an ihrem Cysteinrest oxidiert werden. Das entstandene, 
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oxidierte dimere Peroxiredoxin-Disulfid (Prx-S-S-Prx) wird durch eine gleichzeitige Oxidation des 

Thioredoxins (Trx) wieder reduktiv regeneriert und steht damit für erneute ROS-reduzierende 

Schutzaufgaben zur Verfügung. Als Antioxidantien und Regulatoren biomechanischer 

Signaltransduktion interagieren Proteine der Thioredoxinfamilie, wie z. B. Prx, mit 

Transkriptionsfaktoren (TF), beispielsweise dem p53, und steuern darüber die Apoptose. Veränderte 

Abbildung nach M. Kobayashi-Miura et al.101,129 

4.3 CAP-abhängige Aktivierung zellulärer Redox-Signalwege induziert Apoptose in OS-

Zellen 

Höchstwahrscheinlich beschreiben die ermittelten Ergebnisse, dass die ROS-abbauenden 

Oxidoreduktasen als antioxidative Schutzsysteme fungieren und die Apoptose sowie 

Prozesse der Signaltransduktion regulieren (vgl. Abb. 9). Vermutlich könnte die 

antiproliferative Wirkung von CAP über eine Aktivierung dieser Redox-Signalwege indirekt 

die Apoptose in OS-Zellen induzieren. Trotz der zellulären antioxidativen Schutzsysteme, 

über GSH und Prx, wurde durch die CAP-Behandlung eine zu starke oxidative Schädigung der 

OS-Zellen ausgelöst. Somit waren die CAP-behandelten OS-Zellen nicht mehr in der Lage, 

diese oxidative Zellschädigung über eine erhöhte Prx-Expression sowie den Glutathion-

Stoffwechsel zu kompensieren, und schließlich führten diese Redox-Signalwege zur 

Einleitung der Apoptose. Um zu überprüfen, ob die antiproliferative Wirkung von CAP auf 

einer Induktion apoptotischer Mechanismen beruht, wurden auf zellulärer Ebene die 

Apoptose-spezifischen Veränderungen der Kernmorphologie beider OS-Zelllinien nach CAP-

Behandlung fluoreszenz- und lichtmikroskopisch erfasst. Hierfür wurde eine Fläche von 0,5 % 

des gesamten Zellrasens repräsentativ analysiert, welche einer Zellzahl von ca. 3232 Zellen 

(MNNG/HOS) bis 3991 Zellen (U-2-OS) pro Durchgang entsprach (vgl. Abb. 6A bis H). Bei der 

Apoptose handelt es sich um einen programmierten Zelltod, welcher sich mikroskopisch 

durch eine Kernpyknose betroffener Zellkerne darstellt. Die Auswertung der 

Kernmorphologie CAP-behandelter OS-Zellen ergab signifikante Unterschiede hinsichtlich 

dieser Apoptose-typischen Veränderungen. So konnte die Kondensation des Chromatins 

durch eine Zunahme der Signalintensität des Zellkerns nachgewiesen werden. Zusätzlich ließ 

sich eine Zellkernverdichtung mit gleichzeitiger Schrumpfung der Kernmembran durch die 

Verkleinerung des Zellkerns mikroskopisch darstellen. Verglichen mit Argon-behandelten 

Kontrollzellen lieferten die fluoreszenz- und lichtmikroskopischen Auswertungen beider CAP-

behandelten OS-Zelllinien eine signifikante Abnahme der Kernfläche, des Kernumfangs, des 
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größten Kerndurchmessers sowie einer Zunahme der Signalintensität des Zellkerns (vgl. Abb. 

7A bis J). Analoge Ergebnisse konnten unter identischen Methoden ebenfalls an PCa-Zellen 

nachgewiesen werden. Hierbei wurden die kernpyknotischen Zellveränderungen ebenfalls 

fluoreszenz- und lichtmikroskopisch erfasst und darüber die Apoptose auf zellulärer Ebene 

bestätigt.61 Nachfolgend wurde die auf zellulärer Ebene nachgewiesene Apoptose CAP-

behandelter OS-Zellen auf molekularer Ebene ergänzt und ein Nachweis der Apoptose-

assoziierten CAP-Wirkung erbracht. Durch Western-Blot-Analysen wurde die Hochregulation 

von p53 sowie eine verstärkte Phosphorylierung des Proteins in OS-Zellen nachgewiesen. Die 

Detektion apoptotischer Faktoren zeigte neben der p53-Hochregulation eine starke 

Phosphorylierung des p53, welche CAP-vermittelt einherging (vgl. Abb. 8A bis F). Analoge 

Western-Blot-Analysen CAP-behandelter PCa-Zellen verdeutlichen die Korrelation zwischen 

der p53-Hochegulation und einer Erhöhung der Prx-Expression.61,124 Die antiproliferative 

Wirkung von CAP wurde neben der ermittelten Reduktion der Zellzahl ebenfalls durch die 

Aktivierung zellulärer Redox-Signalwege erklärt, welche schließlich mit dem 

Transkriptionsfaktor p53 interagierten und darüber Apoptose in OS-Zellen induzierten. So 

konnte der programmierte Zelltod durch eine oxidative Zellschädigung in beiden OS-

Zelllinien nach CAP-Behandlung erklärt werden.101,102,127,129,130 Eventuell könnten nekrotische 

Vorgänge an CAP-behandelten OS-Zellen durch zusätzliche Caspase- und Tunel-Assays sowie 

Annexin-V-FITC-Untersuchungen ausgeschlossen werden und die zellulären sowie 

molekularen Apoptose-Nachweise ergänzen, wie schon an PCa-Zellen veranschaulicht 

wurde.61 

4.4 Klinische Bedeutung und Ausblick: CAP-Anwendung als hoffnungsvolle Behandlung 

maligner Tumoren 

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen eine CAP-vermittelte Wachstumshemmung von 

Osteosarkomzellen. Als Resultat des programmierten Zelltods könnte die CAP-abhängige 

Tumorsuppression eine hoffnungsvolle Therapiemöglichkeit maligner Tumoren darstellen. 

Neben einer Änderung des zellulären Redox-Zustandes von CAP-behandelten OS-Zellen und 

der Aktivierung zellulärer Redox-Signalwege konnte eine antiproliferative Wirkung von CAP 

nachgewiesen werden. Diese CAP-Wirkung lässt sich über eine auf zellulärer und 

molekularer Ebene nachgewiesene Apoptose-Induktion durch involvierte Redox-Signalwege 

erklären. (vgl. Abb. 9).101,102,127 Um weitere Hinweise bezüglich der CAP-Behandlung an 
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Osteosarkomen zu gewinnen, könnten nachfolgende Experimente an Tiermodellen die 

antiproliferative Wirkung von CAP sowie die Aktivierung zellulärer Redox-Signalwege und die 

Apoptose-Induktion demonstrieren. Daneben könnten sich Analysen der Eindringtiefe 

bezüglich der Plasmabehandlung anschließen. Der Nachweis einer oberflächlichen Wirkung 

von CAP würde einen direkten Kontakt der zu behandelnden Zellen voraussetzen, um die 

tumorsuppressive Wirkung zu erzielen. Gleichzeitig könnten Untersuchungen an zellfreiem, 

CAP-behandeltem Medium den direkten Kontakt bei einer Plasmabehandlung verdeutlichen. 

Wie die physikalische Zusammensetzung von CAP vermuten lässt, reagieren die reaktiven 

Teilchen sofort mit anderen Stoffen aus der Umgebung um ihre chemische Instabilität 

auszugleichen. Infolgedessen würden weitere Reaktionen ausbleiben und wären nicht mehr 

nachweisbar. Die noch ungeklärte Mutagenität einer CAP-Behandlung könnte durch 

bekannte Mutagenitätstestungen wie den Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase-

(HPRT-) Mutagenitätstest, ausgeschlossen werden. Hiermit können Vorwärtsmutationen des 

HPRT-Gens nach einer Zugabe des Purin-Anagolons 6-Thioguanin (6-TG) zum Nährmedium 

erfasst werden. Zum Nachweis der mutagenen Potenz von CAP können, wie bei Bradley et al. 

(1981) beschrieben, V79-Zellen des chinesischen Hamsters mit CAP behandelt und die 

Mutationen des HPRT-Gens nachgewiesen werden. Die HPRT metabolisiert das zugegebene 

6-TG zu letal wirkenden Nukleosid-5-Monophosphaten (NMPs), welche bei einer fehlenden 

Mutation tödlich auf die V79-Zellen wirken. Eine Mutation des HPRT-Gens auf dem X-

Chromosom oder in Regulatorgenen führt zur Inaktivierung der Transferase und damit zu 

einem Ausbleiben der Metabolisierung des zugegebenen 6-TG, welche durch ein 

Zellwachstum der behandelten V79-Zellen nachgewiesen werden kann.131 Allerdings legen 

die physikalischen Eigenschaften von CAP die Vermutung nahe, dass mit langanhaltenden 

Prozessen und eventuellen Folgeschäden durch eine Behandlung mit CAP nicht zu rechnen 

ist. Vermutlich erfolgte die oxidative Veränderung der CAP-behandelten OS-Zellen nur 

vorübergehend, wie Western-Blot-Analysen von Prx-Proteinen nach 10-sekündiger 

Inkubation aufzeigten. Gleichfalls bestätigen Prx-Analysen nach 1-stündiger Inkubation eine 

vollständige Regenerierung der CAP-induzierten oxidativen Zellschädigung. Folglich könnten 

negative Mutagenitätstestungen sowie Untersuchungen der Eindringtiefe die vermutete 

oberflächliche Wirkung von CAP beweisen, wodurch Vorteile einer CAP-Behandlung 

gegenüber der zellschädigenden Polychemotherapie sowie radikalen Operationen erfasst 

werden. Somit könnte CAP in der Krebsbehandlung über das Eingreifen in krebsrelevante 
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oxidative Signale zur medizinischen Anwendung führen und darüber hinaus die R0-Resektion 

durch postoperative Anwendungen unterstützen. Es wäre auch möglich, Mikrometastasen 

des Primärtumors direkt mit CAP zu behandeln, welche über die Apoptose-Induktion durch 

Aktivierung zellulärer Redox-Signalwege eliminiert werden könnten. 
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Zusammenfassung 

Das Osteosarkom (OS) ist der häufigste primäre maligne Knochentumor bei Adoleszenten 

sowie jungen Erwachsenen und betrifft hauptsächlich die Metaphysen langer 

Röhrenknochen, v. a. des distalen Femurs und der proximalen Tibia. Die leitliniengerechte 

Therapie des malignen OS setzt sich aus einer prä- und postoperativen Polychemotherapie 

sowie der radikalen Tumorresektion zusammen. Das funktionelle Endresultat der Therapie 

hängt vom Umfang der Tumorresektion ab. Die Extremitäten-erhaltende Resektion der 

betroffenen Knochenregion ist einer Amputation vorzuziehen, obgleich diese mit einem 

erhöhten Risiko für den Verbleib von Tumorzellen einhergeht. 

In dieser Arbeit zeigte die Behandlung von OS-Zellen mit CAP eine Hemmung der 

Proliferation von OS-Zellen U-2-OS und MNNG/HOS. Die Zugabe von N-Acetylcystein (NAC) 

führte zur Neutralisierung des CAP-abhängigen antiproliferativen Effekts. Western-Blot-

Analysen intrazellulärer Peroxiredoxine (Prx) demonstrierten die Induktion zellulärer Redox-

Mechanismen, welche als antioxidative Schutzsysteme und wichtige Regulatoren von 

Signaltransduktionsprozessen und Apoptose fungieren. In der Folge konnte gezeigt werden, 

dass CAP zu einer Induktion von Apoptose führt, welche durch spezifische Veränderungen 

der Kernmorphologie nachgewiesen wurde. Hierbei wurden signifikante Unterschiede 

zwischen CAP- und Kontroll-behandelten OS-Zellen bezüglich Kernfläche, Kernumfang, max. 

und min. Kerndurchmessers sowie der Signalintensität pro Zellkern gezeigt. Des Weiteren 

bestätigten Western-Blot-Analysen des Apoptosefaktors p53 und seine Phosphorylierung 

eine Induktion von Apoptose CAP-behandelter U-2-OS- und MNNG/HOS-Zellen. Die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren neben der CAP-induzierten 

Wachstumshemmung und Induktion von Apoptose in Krebszellen auch eine 

erfolgsversprechende Anwendung von CAP in der Behandlung des malignen Osteosarkoms, 

in der eine kombinierte CAP-/ Polychemotherapie als potentielle Zusatzoption die aktuelle 

Therapie ergänzen könnte. 
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