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1. Einleitung
1.1. Das Nierenzellkarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Das Nierenzellkarzinom (NZK) gehdrt mit einer Inzidenz von 17,4 Neuerkrankungen je
100.000 Einwohner im Jahr 2018 zu den zehn haufigsten malignen Erkrankungen in
Deutschland [2]. Unter den urologischen Karzinomen ist das NZK nach dem Prostata- und
Harnblasenkarzinom das dritthaufigste [2]. Manner sind etwa doppelt so haufig wie
Frauen betroffen. So lag die altersstandardisierte Inzidenz pro 100.000 Einwohner im Jahr
2018 fur Manner bei 25,1 und fur Frauen bei 11,4 [2]. Unter den Nierentumoren entfallen
85 % auf NZK [2, 3]. NZK sind eine Erkrankung des alteren Menschen. Bei Mannern liegt

das mittlere Erkrankungsalter bei 68 Jahren und bei Frauen bei 71 Jahren [3, 4].

1.1.2. Atiologie und Risikofaktoren

Rauchen gilt als gesicherter Risikofaktor flir das NZK [5]. Die Risikoerhéhung wird bei
Mannern auf 54 % und bei Frauen auf 22 % geschatzt [6-8]. Neben Ubergewicht erhoht
Bluthochdruck ebenfalls das Risiko an NZK zu erkranken [9-11]. Zu den nicht beeinfluss-
baren Risikofaktoren gehort die terminale Niereninsuffizienz [12]. AuRerdem wurde ein
familiar gehauftes Auftreten von NZK beschrieben [13]. Das Risiko an einen NZK zu er-
kranken ist fur Verwandte ersten oder zweiten Grades eines bereits Erkrankten um
200 - 400 % erhoht [13, 14]. Keimbahnmutationen eines hereditaren Tumorleidens sind
fir 1 - 4 % der NZK verantwortlich [5]. Zu diesen gehoéren unter anderen das von Hippel-

Lindau-, das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom sowie die hereditare Leiomyomatose [5].

1.1.3. Klassifikation

NZK lassen sich histologisch klassifizieren. Die mit 70 - 80 % aller Falle haufigste Entitat
ist hierbei das klarzellige NZK [15, 16]. Papillare NZK weisen eine relative Haufigkeit von
etwa 15 % auf [15, 16]. Auf weitere Entitaten entfallen jeweils nur etwa 1 % [15, 16]. Die
Stadieneinteilung erfolgt anhand der TNM- und der UICC-Kriterien.

1.1.4. Therapie

Die bisherigen Therapiekonzepte sind vom Tumorstadium und vom Allgemeinzustand des
Patienten abhangig. Patienten mit ausgepragten Komorbiditaten und/oder einer begrenz-

ten Lebenserwartung mit kleinen Nierentumoren kdnnen aktiv Uberwacht werden [5, 17].
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Bei diesen Patienten kann auch auf eine fokale Therapie, wie die Kryo- oder Radiofre-

quenzablation, zurtickgegriffen werden [5, 18-20].

Im Zentrum kurativer Therapieregime steht die chirurgische Resektion des Tumors [21].
Bei kleinen lokal begrenzten Tumoren sollte nierenerhaltend operiert und eine partielle
Nephrektomie durchgefiuhrt werden [5, 19, 21, 22]. Das Standardverfahren stellt hierbei
gemal Leitlinie die offene Nierenteilresektion dar [5, 23, 24]. Falls eine nierenerhaltende
Resektion nicht moglich ist, wird eine radikale Nephrektomie durchgefuhrt [21]. Bei der
Behandlung von Patienten mit bereits metastasiertem NZK stehen palliative Konzepte im
Vordergrund [5]. Diese Patienten sollten ebenfalls nephrektomiert werden, um die Tumor-
last zu verringern [25, 26]. Bei gunstigen Voraussetzungen, wie dem Vorliegen weniger
und operativ gut resezierbarer Metastasen, kann bei Patienten in gutem Allgemeinzu-

stand ein kuratives Therapiekonzept angestrebt werden [5, 21].

Zusatzlich zu lokalen operativen Prozeduren wird eine systemische Therapie durchge-
fuhrt. Allerdings weisen NZK eine Resistenz gegenuber klassischen Chemotherapeutika
auf [27]. So liegt die Ansprechrate von NZK auf eine 5-Fluorouracil- oder Floxuridinthera-
pie bei lediglich 5 - 8 % [28]. Immuntherapien mit Interferon-a oder Interleukin-2, zeigen
nur geringfugig bessere Ansprechraten mit 10 % bzw. 13 - 21 % [29, 30]. Eine palliative
Chemotherapie oder eine alleinige Zytokintherapie soll bei metastasierten klarzelligen
NZK daher nicht durchgeflihrt werden [5, 31]. Auf eine Chemo-Immuntherapie soll laut
Leitlinie ebenfalls verzichtet werden [5]. Die heute verfligbaren zielgerichteten Wirkstoffe,
wie Tyrosinkinase- und mTOR-Inhibitoren, zeigen ein besseres Ansprechen und haben

die klassische Chemotherapie und die reine Immuntherapie abgeldst [5].

Sunitinib wird bei Patienten mit metastasiertem NZK und einer guten oder mittleren Prog-
nose als Erstlinientherapie empfohlen [5, 31-33]. Etwa 31 % der Patienten sprechen auf
diese Therapie an [31]. Die Sunitinib-Behandlung kann das progressionsfreie Uberleben
im Median von 5 auf 11 Monate verlangern [31]. Auch die Gesamtuberlebenszeit verlan-
gert sich von 21,8 auf 26,4 Monate [34]. In seltensten Fallen kann unter einer Sunitinib-

Therapie eine komplette Remission beobachtet werden [35].

Eine Radiotherapie kann in palliativen Therapiekonzepten beim Vorliegen von Hirn-/Kno-
chenmetastasen, spinaler Kompression und anderen symptomatischen Metastasen, bei

einem guten Allgemeinzustand des Patienten, in Erwagung gezogen werden [5, 36-39].
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1.1.5. Prognose

Die Prognose des NZK ist verhaltnismaRig gut. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt
bei Giber 75 % [3]. Allerdings ist die 5-Jahres-Uberlebensrate stark vom Tumorstadium bei
Erstdiagnose abhangig und fallt von uber 94 % im UICC-Stadium | (Tumor bis 7 cm, keine
Lymphknoten- oder Fernmetastasen) auf unter 17 % im Stadium IV (Tumor infiltriert Gber
die Gerota-Faszie hinaus oder Fernmetastasen liegen vor) [3, 40]. 15- 18 % der NZK

befinden sich bei Erstdiagnose bereits im Stadium IV [40].

1.2. Kaltes atmospharisches Plasma

Physikalisches Plasma wird haufig als vierter Aggregatszustand beschrieben, genauge-
nommen handelt es sich jedoch um einen nichtklassischen Aggregatszustand, da er nicht
nur von Temperatur und Druck abhangt [41]. Unter physikalischem Plasma versteht man
ein teilweise oder vollstandig ionisiertes Gas, das aus Protonen, Neutronen, lonen, freien
Elektronen, Radikalen, Photonen und elektromagnetischer Strahlung besteht [42]. Diese
Komponenten befinden sich in standiger Wechselwirkung untereinander und mit ihnrer Um-
gebung [42]. Physikalisches Plasma entsteht durch Anregung von Atomen und Molekulen
eines Gases durch Energiezufuhr [42, 43]. Naturlich vorkommende Plasmen, wie Sterne,
Polarlichter oder Gewitterblitze, sind heilde Plasmen mit Temperaturen bis zu mehreren
Millionen Grad Celsius [44]. Kalte atmospharische Plasmen (CAP) weisen Temperaturen
zwischen 25 und 45 °C auf [45].

Die industrielle Anwendung kunstlich erzeugter Plasmen ist weit verbreitet [46, 47]. Wah-
rend heifle Plasmen zum Schweil’en oder Schneiden metallischer Werkstoffe zur Anwen-
dung kommen, kdnnen kalte Plasmen beispielsweise zur Sterilisation hitzeempfindlicher
Materialien, zum Beispiel in der Lebensmittelindustrie, eingesetzt werden [48-50]. Die an-
tibakterielle Wirkung von CAP macht man sich im Rahmen der Wundbehandlung zunutze
[51]. Dartiber hinaus scheint CAP die Wundheilung durch eine moderate Aktivierung aku-
ter Entzindungsreaktionen und primarer Wundheilungskaskaden zusatzlich zu férdern
[52]. Hierdurch eignet sich CAP im Besonderen zur Behandlung chronischer oder infizier-
ter Wunden [53, 54].

Der Einsatz von CAP in der onkologischen Therapie ist eine neue vielversprechende An-
wendungsmaglichkeit [55, 56]. Verschiedene Arbeiten zeigten eine antiproliferative Wir-
kung von CAP auf verschiedene Krebszelllinien [57]. So konnte unter anderem eine Wir-
kung auf Hauttumoren [58], Brust- [59], Ovarial- [60] und Lungenkrebszellen [61]
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nachgewiesen werden. Eine interessante Option scheint die Kombination von CAP mit
Zytostatika zu sein. So konnte eine CAP-Behandlung das Ansprechen einer Chemothe-

rapie auf Zytostatika-resistente kolorektale Karzinomzellen verbessern [62].

Die Wirkmechanismen von CAP sind noch nicht abschlieRend geklart und Gegenstand
aktueller Studien [57]. Als Ursachen fur die antibakterielle Wirkung werden die Schadi-
gung der DNA durch UV-Strahlung, die Anderung des Membranpotentials sowie Stérun-
gen der Membranintegritat und das Entstehen reaktiver Spezies diskutiert [63, 64]. Der
antiproliferative Effekt von CAP ist auf die Induktion von Apoptose sowie auf die Stérung
des Zellstoffwechsels und der Membranintegritat zurlickzuflihren [65, 66]. Die beschrie-
bene Apoptoseinduktion ist am ehesten durch den intrazellularen Anstieg reaktiver Sau-

erstoffspezies (ROS) zu erklaren [67].

1.3. Die Apoptose

Unter Apoptose versteht man den programmierten Zelltod. Eingefiihrt wurde die Bezeich-
nung, um morphologisch unterschiedliche Formen des Zelltods zu beschreiben [68]. Die
Apoptose ist ein physiologischer Prozess wahrend der Entwicklung und des Alterns zur
Homdostase von Geweben [69]. In diesem Zusammenhang kann die Apoptose als Ge-
genstiick zur Mitose verstanden werden. Um die etwa 10° taglich neu entstehenden Zellen
im menschlichen Korper auszugleichen, missen annahernd gleich viele Zellen kontrolliert
absterben und abgebaut werden [70]. Auch bei der Entwicklung von Granulationsgewebe
zu Narbengewebe und der Immunabwehr kommen der Apoptose wichtige Aufgaben zu
[71-73].

Wahrend der Apoptose durchlaufen die Zellen licht- und elektronenmikroskopisch sicht-
bare morphologische Veranderungen [74]. So fuhrt die Apoptose zur Zellschrumpfung
und zu einer Degeneration des Zellkerns, der Pyknose [68]. Wahrend der Pyknose kommt
es zur Kondensation des Chromatins und schlielich zum Zerfall des Zellkerns [69]. Die
Cytoplasmamembran (CPM) bleibt wahrend dessen intakt. Im Gegensatz hierzu kommt
es im Rahmen der Nekrose zu Zellschwellungen und schlielich zur Zerstérung der CPM
[68, 75, 76]. Die Stérung der CPM-Integritat fihrt zur Freisetzung intrazellularer Bestand-
teile und zur Rekrutierung inflammatorischer Zellen [69]. Der Ablauf der Apoptose fuhrt
dagegen in der Regel zu keiner Entzindungsreaktion, da apoptotische Zellen ihre zellu-
laren Bestandteile nicht in das umgebende interstitielle Gewebe freigeben und schnell
phagozytiert werden. AufRerdem produzieren apoptotische Zellen entzindungshem-
mende Zytokine [77, 78].
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Die Apoptose ist ein energieabhangiger Prozess [79]. Im Gegensatz dazu verlauft die
Nekrose passiv und unkontrolliert. Wahrend die Apoptose in der Regel nur einzelne Zellen
oder Zellcluster betrifft, sind von der Nekrose in der Regel groliere Gewebeareale betrof-
fen [69].

Allerdings treten die beiden Prozesse nicht ausschlielich isoliert auf. Haufig entstehen
Areale, die sowohl apoptotische wie auch nekrotische Zellen enthalten. Dies wurde als
~Apoptose-Nekrose-Kontinuum*“ beschrieben [79]. Ebenso kdnnen einzelne Prozesse,

wie die Pyknose, die flr die Apoptose typisch sind, auch bei Nekrosen auftreten [79].

Zur Induktion der Apoptose werden ein extrinsischer und ein intrinsischer Signalweg un-
terschieden. Allerdings kdnnen sich beide Signalwege gegenseitig beeinflussen [80]. Ne-
ben diesen Hauptwegen kann die Apoptose auch durch T-Zell-vermittelte Zytotoxizitat in-

duziert werden.

Der extrinsische Signalweg wird durch Transmembranrezeptoren initiiert. Diese soge-
nannten Todesrezeptoren gehéren zur Tumor-Nekrose-Faktor-Superfamilie und vermit-

teln die extrazellularen Signale in den Intrazellularraum (IZR) [81].

Der intrinsische Signalweg umfasst eine Vielzahl von nicht-rezeptorvermittelten Stimuli,
welche direkt auf Ziele in der Zelle einwirken. Man unterscheidet negative Stimuli, wie das
Fehlen von Wachstumsfaktoren, Hormonen oder Zytokinen, von positiven Stimuli, wie To-
xinen, Strahlung oder freien Radikalen. Diese Stimuli fUhren indirekt zum Verlust des mi-
tochondrialen Transmembranpotentials und damit unter anderem zur Freisetzung von Cy-
tochrom c [82, 83]. Dieser Prozess wird durch Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie reguliert.
Hierbei unterscheidet man pro-apoptotische und anti-apoptotische Proteine. Wichtige
Vertreter der pro-apoptotischen Proteine sind Bcl-10, Bax und Bad [69, 84]. Prominente

Vertreter der anti-apoptotischen Proteine sind Bcl-2 und Bcl-x [69, 84].

Beide Signalwege munden in der Exekutionsphase. Hierbei kommt den Caspasen 3, 6
und 7 eine besondere Bedeutung zu. Diese sogenannten Effektor- oder Henker-Caspa-
sen fuhren den Zelltod herbei [85]. Insbesondere die Caspase 3 initiiert eine DNA-Frag-
mentierung durch Endonukleasen und den proteolytischen Abbau des Zytoskeletts [86,
87].
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1.4. Die eukaryotische Cytoplasmamembran

Eukaryotische Zellen werden durch die CPM gegenuber ihrer Umwelt abgegrenzt. Damit
trennt die CPM den IZR und den extrazellularen Raum. Die CPM ist als semipermeable
Barriere fur die Aufrechterhaltung elektrochemischer und osmotischer Gradienten verant-
wortlich und somit fur die physiologischen Funktionen der Zelle von wesentlicher Bedeu-
tung [88, 89].

Die CPM ist eine Zusammensetzung aus verschiedenen Lipiden und Membranproteinen
[90]. Die Lipide aus den Gruppen der Glycerophospholipiden, Sphingolipiden und Choles-
terinen bilden eine etwa 5 nm starke Doppelschicht aus [91]. Die Membranlipide befinden
sich in standiger Bewegung. Die Lipide kdnnen sich frei drehen, seitlich bewegen (laterale
Diffusion) oder zwischen den Schichten hin und her wechseln (Flipflop) [91, 92]. Dieses
Modell der CPM wird als Flissig-Mosaik-Modell bezeichnet [93]. Das Verhaltnis von Lipi-
den zu Proteinen betragt etwa 40:1 und variiert stark in Abhangigkeit von der metaboli-
schen Aktivitat der Zelle [94, 95].

Wahrend kleine unpolare Molekule die CPM passiv durchqueren kdnnen, mussen groRere
polare Verbindungen wie Zucker oder Aminosauren aktiv transportiert werden [91]. Trieb-
kraft flr die passive Diffusion ist der elektrochemische Gradient tUber der CPM [91, 96,
97]. Entscheidend fur die Transmembrandiffusion sind die MolekulgroRe und die Polaritat.
So kdénnen ungeladene Molekule wie CO2 die CPM einfach passieren, fur kleinere lonen
wie Na*, K* oder Ca?* ist die CPM dagegen praktisch undurchlassig [91]. Da die Calcium-
konzentration [Ca?*] extrazellular etwa 10%-fach hoher ist als intrazellular und aufgrund
des negativen Membranpotentials besteht eine enorme Triebkraft fiir einen Ca?*-Einstrom
[98].

Um die Homdostase solcher lonen aufrecht zu erhalten, verfigt die CPM Uber verschie-
dene Transportmechanismen. Hier unterscheidet man passive Transportsysteme wie Ka-
nale, welche den Durchtritt durch die CPM erleichtern, von energieverbrauchenden akti-
ven Transportern [91, 99]. Bekanntester Vertreter aus dieser Gruppe ist die
Na*/K*-ATPase [100]. Einige dieser aktiven Transporter sind in der Lage niedermoleku-
lare Wirkstoffe aus der Zelle heraus zu transportieren. Effluxpumpen aus der ATP-Bin-
dungskassetten (ABC)-Transporterfamilie, wie das multidrug resistance protein (MRP),
sind beispielweise mitverantwortlich fir das schlechte Ansprechen von Zytostatika auf
NZK, die diese Transporter exprimieren [101, 102].
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1.5. Die Zellmigration und -invasion

Die Migration von Zellen oder Zellverbanden ist fur physiologische Prozesse wie Entwick-
lung oder Wundheilung essenziell [103]. Bei der Zellmigration kommt dem Zytoskelett und
insbesondere den Aktinflamenten eine besondere Bedeutung zu [104, 105]. Im ersten
Schritt der Zellmigration bildet eine migrierende Zelle flachige Auslaufer der CPM aus
[106]. Dies geschieht durch den dynamischen Aufbau von fibrillarem F-Aktin aus globula-
rem G-Aktin an der Vorderseite und dem Zerfall von F-Aktin zu G-Aktin an der Hinterseite
der Zelle. Durch diesen als treadmilling bezeichneten Prozess wird kontinuierlich neues
Baumaterial zur Verfugung gestellt [107, 108]. Initiiert wird die Verlangerung bestehender
Aktin-Filamente durch die Bildung eines Arp2/3-Komplexes (actin related protein) [109].
Dieser Prozess wird durch verschiedene Proteine so reguliert, dass ein lineares Wachs-
tum der Aktinfilamente und ein gerichtetes Ausstulpen und Vorschieben der CPM ermog-
licht wird [107, 110].

Im zweiten Schritt der Migration bildet die Zelle im Bereich der vorgeschobenen CPM
Adhasionskontakte aus [106]. Hierzu wird das Aktin-Zytoskelett der Zelle Gber Integrine
mit der extrazellularen Matrix verbunden. Intrazellular vermitteln Adapterproteine wie Ta-
lin, a-Aktinin, Filamin und Tensin die Verbindung zum Zytoskelett [103]. Nachdem diese
Zell-Matrix-Kontakte ausgebildet sind, wird der gesamte Zellkérper und der Zellkern nach
vorne bewegt. Dies wird neben dem Aktin-treadmilling auch durch Motorproteine wie My-

osin Il ermdglicht [111].

Der dritte Schritt der Migration besteht aus dem Ablésen der Adhasionskontakte am hin-
teren Zellpol. Dies geschieht durch mechanische Krafte und die proteolytische Spaltung
der Adhasionsproteine [106]. Die hierbei zurtickbleibenden Proteine kdnnen nachfolgen-

den Zellen als Leitstruktur dienen [112].

Neben den physiologischen Funktionen der Zellmigration kommt ihr auch bei der Metas-
tasierung von Karzinomen eine Bedeutung zu [103, 113, 114]. Die klassische Vorstellung
der Metastasierung beruht auf der Annahme, dass sich einzelne Tumorzellen von einem
Primartumor ablosen. Diese Zellen invadieren durch die Basalmembran und das mesen-
chymale Gewebe. Erreichen die Zellen Zugang zu Blut- oder LymphgefaRen, durchwan-
dern sie deren Endothel (Intravasation). Da die Tumorzellen dem Immunsystem entkom-
men, kdnnen sie im Kreislauf Uberleben und das Gefald wieder verlassen (Extravasation).
Anschlielend wandern die Zellen in entfernte Organe ein, um dort zu proliferieren und
einen Sekundartumor auszubilden [115-117].
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Wahrend diese Vorstellung von der Metastasierung von der Migration einzelner Zellen
ausgeht, gewinnt man zunehmend die Erkenntnis, dass auch der Migration von kohasiven
Zellclustern eine entscheidende Bedeutung bei der Ausbreitung von Malignomen zu-
kommt [103, 118, 119]. Wahrend die Migration einzelner Zellen von einem Primartumor
relativ schnell verlauft, scheint die Migration von Zellclustern ein langsam ablaufender
Prozess zu sein [120]. Im Rahmen dieser kollektiven Migration lasst sich die Bildung eines
Migrationspfades beobachten. Hierbei spalten die fuhrenden Zellen die umgebende ext-
razellulare Matrix auf und bereiten sie fur die Migration der nachfolgenden Zellen vor
[121].
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2. Zielsetzung

Wahrend die Prognose des NZK verhaltnismaRig gut ist, liegt die 5-Jahres-Uberlebens-
rate bei Patienten im UICC-Stadium IV unter 17 % [3]. Etwa 18 % der NZK befinden sich
bei Diagnosestellung bereits in diesem Stadium. Bei der Behandlung stellt die Resistenz
von NZK gegenuber Zytostatika eine grof3e Herausforderung dar. Dies macht die Entwick-

lung neuer Therapieansatze erforderlich.

Der Einsatz von CAP zur Behandlung von Malignomen ist Gegenstand aktueller For-
schung [55, 56]. Die antiproliferative Wirkung auf verschiede Krebszelllinien macht CAP
zu einer vielversprechenden Therapieoption [57]. Der Einfluss von CAP auf NZK wurde

bisher nicht untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es, die Einflisse von CAP auf humane Nierenzellkarzinomzellen
(hNZKZ) zu untersuchen. Die folgenden Fragestellungen standen hierbei im Zentrum der

Untersuchungen:

¢ Welchen Einfluss hat eine direkte CAP-Behandlung und eine indirekte Behandlung
durch CAP-behandeltes Medium auf die Proliferation von hNZKZ?

¢ Induziert eine CAP-Behandlung in hNZKZ Apoptose?

o Wird die Zellmotilitat und Invasionsfahigkeit der hNZKZ durch eine CAP-Behand-
lung beeinflusst?

e Fuhrt die CAP-Behandlung zu einer Schadigung der CPM von hNZKZ und wird
hierdurch die intrazellulare Calciumkonzentration [Ca?*]i beeinflusst?

e Wird die Expression von fur die Medikamentenresistenz von hNZKZ mitverant-

wortlichen Transportern und Enzymen durch eine CAP-Behandlung beeinflusst?
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3. Material und Methoden
3.1. Material

3.1.1. Zelllinien

Die Zelllinie 786-O wurde aus einem 58-jahrigen Mann isoliert und wird den klarzelligen
NZK zugeordnet [122]. Die Expression des VHL-Gens ist fehlerhaft [123]. Die Zelllinie ist
weit verbreitet in der Krebsforschung und gehort zum NCI-60-Zelllinienpanel des National
Cancer Institute (NCI), einem Institut der National Institutes of Health (NIH) [122].

Die Zelllinie A-498 wurde aus einem primaren Nierentumor eines 52-jahrigen Mannes iso-
liert [124]. Die Zelllinie ist Bestandteil des NCI-60-Panels und wird in den meisten Arbeiten
als Modell fir ein klarzelliges NZK verwendet [122]. Allerdings ist die Zuordnung zu die-
sem Subtyp noch nicht abschliel3end geklart. Ein mutiertes von-Hippel-Lindau-(VHL)-Gen
deutet auf ein klarzelliges NZK hin [125]. Andere Untersuchungen deuten jedoch auf einen
papillaren Ursprung hin. Hierfur spricht unter anderem die in Xenograft-Modellen ausge-

bildete histologische Morphologie [126].

Die Zelllinie Caki-1 wurde aus einer Hautmetastase eines 49-jahrigen Mannes isoliert und
exprimiert Wildtyp-VHL. Caki-1 ist als Modell fir Metastasen eines klarzelligen NZK etab-

liert und ist ebenfalls in das NCI-60-Panel aufgenommen [122].

Die Zelllinien RCC4 und RC-124 wurden in dieser Arbeit ebenfalls eingesetzt. RCC4 ist
eine VHL-mutierte Zelllinie, die den klarzelligen NZK zuzuordnen ist [127]. Die Zelllinie
RC-124 wurde als nicht-maligne Nierenzelllinie verwendet [128]. Die Bezugsquellen der

Zelllinien sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tab. 1: Bezugsquellen der Zelllinien

Zelllinie Artikel-Nr. Bezugsquelle

786-0 300107 CLS Cell Lines Service, Eppelheim
A-498 300113 CLS Cell Lines Service, Eppelheim
Caki-1 300149 CLS Cell Lines Service, Eppelheim
RC-124 300149 CLS Cell Lines Service, Eppelheim
RCC4 03112702-1VL Sigma-Aldrich, Minchen
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3.1.2. Gerate

Tab. 2: Gerate

Gerat Typ Hersteller

Absaugsystem Vacusafe® Integra Biosciences, Biebertal
Autoklav VX-150 Systec, Wettenberg

CASY®

Cell Counter + Analyzer Modell TT OLS, Bremen

Crush-Eis Bereiter RFO0399A Manitowoc, Manitowoc (USA)

Durchflusszytometer

Einfrierbox
Eisbad
Feinwaage
Inkubator

Kihl- und Gefrierschranke

Magnetrihrer
Mehrfachdispenser
Mikroplatten-Reader
Mikroskop

Mikroskop

Mikroskop

pH-Meter
Pipettensatz
Pipettierhilfe
Plasmajet
Plattenzentrifuge
Reinstwasseranlage
Sicherheitswerkbank
Spektrometer
Thermocycler
Thermocycler CFX96
Tiefkalte-Lagerschrank
TiefkUhltruhe -140

BD FACSCanto™

Mr. Frosty™
1-6030

ABS120-4
Heracell™ vios 160i
Medline

RCT Classic
Multipette® Plus
Infinite® M200 PRO

Observer Z1

+ O2 Modul S

+ CO2 Modul S

+ Temp Modul S

+ Heating Unit XL S

IT400+

BZ-9000
FiveEasy
Proline®

pipetus®
kIN-Pen® med
Perfect Spin P
Milli-Q®

Safe 2020
Nano-Drop 2000c
c100™

CFX96™

KLS 6086-2
ULT10140-9-M22

Becton Dickinson, Franklin Lakes
(USA)

Thermo Fisher, Waltham (USA)
Neolab Migge, Heidelberg

KERN & Sohn, Balingen-Frommern
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Liebherr, Bulle (Schweiz)

IKA, Staufen im Breisgau
Eppendorf, Hamburg

TECAN, Mannedorf (Schweiz)

Carl Zeiss, Jena

VWR International, Radnor (USA)
KEYENCE, Osaka (Japan)
Mettler Toledo, Columbus (USA)
Sartorius, Gottingen

Hirschmann, Eberstadt

neoplas tools, Greifswald

Peqglab, Radnor (USA)

Millipore, Billerica (USA)

Thermo Scientific, Waltham (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Bio-Rad, Hercules (USA)
Bio-Rad, Hercules (USA)

Kryotec, Hamburg

Thermo Fisher, Waltham (USA)
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Gerat Typ Hersteller

Vortexmischer RS-VF10 Phoenix Instrument, Garbsen
Waage EMB 2000-2 KERN & Sohn, Balingen-Frommern
Wasserbad WNB10 Memmert, Schwabach

Zentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge 5810 Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg

3.1.3. Verbrauchsmaterial

Tab. 3: Verbrauchsmaterial

Material Produkt-Nr. Hersteller

Combitips advanced® 10 ml 0030089472 Eppendorf, Hamburg
Costar™ weilde 96-Well-Platte Glasboden 11369514 Corning, Corning (USA)
FluoroBlok™ Inset 8.0 um pore size 351152 Corning, Corning (USA)
CryoPure Gefaly 1,6 ml weil} 72380 Sarstedt, Niumbrecht
Falcon® 24-well Clear 353047 Corning, Corning (USA)
Filterspitzen 10 pl lang 770010 Biozym, Hessisch Oldendorf
Filterspitzen 100 pl 770100 Biozym, Hessisch Oldendorf
Filterspitzen 1000 pl 770400 Biozym, Hessisch Oldendorf
Filterspitzen 20 pl VT0220 Biozym, Hessisch Oldendorf
Microplate 96/F, weil} 0030601475 Eppendorf, Hamburg
Multiply®-Pro GefaR 0,2 ml, PP 72737002 Sarstedt, Nimbrecht
Pasteur Pipetten 230 mm 612-1702 VWR Collection, Darmstadt
Pipettenspitzen 1000 pl 70762 Sarstedt, Numbrecht
Pipettenspitzen 20 ul lang 701116 Sarstedt, Numbrecht
Pipettenspitzen 250 pl 70760001 Sarstedt, Nimbrecht
Reagiergefald 1,5 ml, PP 72690001 Sarstedt, Numbrecht

Roéhre 15 ml, 120 x 17 mm, PP 62554502 Sarstedt, Numbrecht

Roéhre 5 ml 75 x 12 mm, PS 551579 Sarstedt, Numbrecht

Roéhre 50 ml, 114 x 28 mm, PP 62547254 Sarstedt, NUumbrecht
SafeSeal Reagiergef. 2 ml, PP 72695500 Sarstedt, Numbrecht
Serologische Pipette 10 ml 861254001 Sarstedt, Niumbrecht
Serologische Pipette 2 ml 861252001 Sarstedt, Numbrecht
Serologische Pipette 2 ml 861685001 Sarstedt, NUmbrecht
Serologische Pipette 5 ml 861253001 Sarstedt, Numbrecht
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Material Produkt-Nr. Hersteller

TC-Platte 24 Well,Standard, F 833922005 Sarstedt, Numbrecht
TC-Platte 6 Well,Standard, F 833920005 Sarstedt, NUumbrecht
TC-Platte 96 Well,Cell+, F 833924300 Sarstedt, Numbrecht
Zellkulturflasche T-175, PS 8833912002 Sarstedt, Numbrecht
Zellkulturflasche T-25, PS 833910002 Sarstedt, Numbrecht
Zellkulturflasche T-75, PS 833911 Sarstedt, Numbrecht

3.1.4. Chemikalien

Tab. 4: Chemikalien

Stoff Reinheit CAS-Nr. Produkt-Nr. Hersteller
Aceton 2995% 67-64-1 5025 Carl Roth, Karlsruhe
Calciumchlorid >298,0% 10043-52-4 CN93 Carl Roth, Karlsruhe
DAPI >299,0% 28718-90-3 D1306 Thermo Scientific,
Waltham (USA)
DMSO 2995% 67-68-5 A994 Carl Roth, Karlsruhe
EDTA =299,0% 60-00-4 CNO6 Carl Roth, Karlsruhe
Fluoresceindiacetat =99,5% 596-09-8 F7378 Sigma-Aldrich, Mlinchen
HEPES =299,5% 7365-45-9 9105 Carl Roth, Karlsruhe
HEPES, Natriumsalz =299,0% 75277-39-3 7020 Carl Roth, Karlsruhe
Indo-1/Acetoxymethyl-= 99,0 %  112926-02-0 11223 Thermo Scientific,
ester (AM) Waltham (USA)
Kaliumchlorid 2995% 7447-40-7 6781 Carl Roth, Karlsruhe
Kaliumdihydrogen- 2990% 7778-77-0 3904 Carl Roth, Karlsruhe
phosphat
D(+)-Saccharose 2995%  57-50-1 4621 Carl Roth, Karlsruhe

1-Bromo-3-chloro- 299,0% 109-70-6 B62404 Sigma-Aldrich, Minchen
propan

Magnesiumsulfat 299,0% 7487-88-9 0682 Carl Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid 2995% 7647-14-5 3957 Carl Roth, Karlsruhe
3.1.5. Gase

Tab. 5: Gase

Gas Reinheit CAS-Nr. Produkt-Nr. Hersteller

Argon > 99,999 % 7440-37-1 P0021S10R2A001 Air Liquide, Disseldorf

Kohlenstoffdioxid = 99,7 % 124-38-9  15100L40R0OA001  Air Liquide, Disseldorf
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3.1.6. Kommerzielle Puffer und Lésungen

Tab. 6: Kommerzielle Puffer und Lésungen

Produkt Produkt-Nr. Hersteller

10 x Dulbecco's Phosphate-Buffered  P04-53500 PAN Biotech, Aidenbach
Saline (DPBS)

CASYblue® 5651760 OLS, Bremen
CASYTon® 5651808 OLS, Bremen

DPBS P04-36100 PAN Biotech, Aidenbach
DPBS + Ca?* + Mg?* P04-35500 PAN Biotech, Aidenbach
Ethidiumbromidlosung 1 % 2218 Carl Roth, Karlsruhe
Formaldehydlésung 37 % 7398.1 Carl Roth, Karlsruhe
peqGOLD TriFast™ 30-2010 VWR, Darmstadt

3.1.7. Kommerzielle Kits und Reagenzien

Tab. 7: Kommerzielle Kits und Reagenzien

Produkt Produkt-Nr. Hersteller
Caspase 3/7 Green Detection Reagent C10423 Thermo Scientific, Waltham (USA)
CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay G9241 Promega, Walldorf (USA)
CellTiter-Glo® 2.0 Reagent G924A
RT2 First Strand Kit 330401 Qiagen, Hilden
Buffer GE
5x Buffer BC3
RE3 Reverse Transcriptase Mix
Control P2
Nuclease-Free Water
RT? Profiler PCR Array PAHS-004Z Qiagen, Hilden
RT?2 SYBR® Green qPCR Mastermix 330502 Qiagen, Hilden
TiterTACS™ 4822-96-K Bio-Techne, Wiesbaden
Colorimetric Apoptosis Detection Kit
Streptavidin-HRP 4800-30-06
Blue Strep-HRP Diluent 4800-30-12
TACS-Nuclease™ 4800-30-15
TACS-Nuclease™ Buffer 4800-30-16
TACS 2 TdT ANTP 4810-30-04
50x Manganese Cation 4810-30-14
10x TdT Labeling Buffer 4817-60-02
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Produkt Produkt-Nr. Hersteller
10x TdT Stop Buffer 4817-60-03
TdT Enzyme 4821-96-05
TACS-Sapphire™ 4822-96-08
Cytonin™ 4876-05-01

3.1.8. Zellkulturmedien und -zusatze

Tab. 8: Zellkulturmedien und -zusatze

Produkt

Produkt-Nr. Hersteller

10x Trypsin /EDTA

P10-024100 PAN Biotech, Aidenbach

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) P04-01548S1 PAN Biotech, Aidenbach

Fotales Kalberserum Premium (FCS)
L-Glutamin (200 mM)

McCoy’s 5a Medium (modified)
Minimum Essential Media (MEM)

Penicillin/Streptomycin (P/S)
10000 U/ml Penicillin
10 mg/ml Streptomycin

Pyruvat (100 mM)
RPMI 1640

P30-2300 PAN Biotech, Aidenbach
P04-80100 PAN Biotech, Aidenbach
P04-05500 PAN Biotech, Aidenbach
P04-08510  PAN Biotech, Aidenbach
P06-19100  PAN Biotech, Aidenbach

P04-43100 PAN Biotech, Aidenbach
P04-16500 PAN Biotech, Aidenbach

3.1.9. Software

Tab. 9: Software

Produkt

Hersteller

BD FACSDiva, Version 8.0.1
CFX-Manager, Version 2.0
EndNote, Version X8.2

FlowdJo, Version 9

GraphPad Prism 8, Version 8.2.1
i-Control™, Version 2.0

Imaged (Plugin: MRI Wound Healing Tool),
Version 1,52e

Microsoft Office, Version 1910
NanoDrop 2000/2000c, Version 1.4.1
Zen 2012 pro (blue edition)

Becton Dickinson, Franklin Lakes (USA)
Bio-Rad, Hercules (USA)

Clarivate Analytics, Philadelphia (USA)
Becton Dickinson, Franklin Lakes (USA)
GraphPad Software, La Jolla (USA)
TECAN, Mannedorf (Schweiz)

Public Domain, NIH, Bethesda (USA)

Microsoft, Redmond (USA)
Thermo Scientific, Waltham (USA)
Carl Zeiss, Jena
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3.2. Zellbiologische Methoden

3.2.1. Kultivierung, Ernte und Passage von Zellen

Die Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO2 und gesattigter Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen
mit 25 - 175 cm? Wachstumsflache kultiviert. Konfluenz und Morphologie wurden taglich
lichtmikroskopisch beurteilt. Bei Erreichen einer 80 - 90%igen Konfluenz wurden die Zel-
len passagiert oder in Versuchen eingesetzt. Hierzu wurde das verbrauchte Vollmedium
abgenommen, die Zellen mit 5 ml DPBS gewaschen und mit 1 - 3 ml 2x Trypsin/EDTA-
Losung gleichmaRig tberspult. Das Trypsin wurde bei 37 °C bis zum Ablésen der Zellen
vom Flaschenboden inkubiert. Anschlielend wurde das Trypsin durch Zugabe von Voll-
medium inhibiert. Die zur Fortfihrung der Zellkultur verwendeten Zellen wurden in den in
Tab. 10 aufgefuhrten Verhaltnissen umgesetzt. In T25-Zellkulturflaschen wurden 5 ml, in
T75-Zellkulturflaschen 15 ml und in T175-Zellkulturflaschen 20 ml Vollmedium verwendet.

Fur Versuche wurden ausschlieRlich Zellen der Passagen 8 - 30 eingesetzt.

Tab. 10: Ubersicht der Vollmedien und Umsetzverhiltnisse

Umsetzverhaltnis fiir

Zelllinie Medium Medienzusatze (v/v) 3 Tage 4 Tage
786-0 RPMI** 10 % FCS; 1 % P/S 1:6 1:10
A498 MEM*** 10 % FCS; 1 % P/S; 1 % Pyruvat 1:3 1:5
Caki-1 MEM*+* 10 % FCS; 1 % P/S; 1 % Pyruvat 1:6 1:10
RC-124 McCoy** 10 % FCS; 1 % P/S 1:5 1:10
RCC4 DMEM*** 10 % FCS; 1 % P/S; 1 % L-Glutamin 1:3 1:5

3.2.2. Kryokonservierung und Rekultivierung

Die dauerhafte Lagerung der verwendeten Zelllinien erfolgte in einer Kryo-Gefriertruhe
bei -140 °C. Zur Kryokonservierung wurden die Zellen von nahezu konfluenten Zellkultur-
flaschen geerntet und in ein 15-ml-Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Die Zellzahl wurde mit-
tels CASY Modell TT-Cell Counter and Analyzer (CASY), wie unter 3.2.3. beschreiben,
bestimmt. Die Zellen wurden pelletiert und in Einfriermedium resuspendiert, so dass eine
Suspension mit 3 x 10° Zellen pro Milliliter entstand. Anschlieend wurde je 1 ml der Zell-
suspension in ein Kryo-Roéhrchen uberfuhrt. Diese wurden bei Raumtemperatur in eine
mit Isopropanol geflllte Einfrierbox gestellt und bei -80 °C langsam (1 K/min) eingefroren.
Nach 48 h wurden die Kryo-Réhrchen enthommen und bei -140 °C eingelagert.
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Zur Rekultivierung wurden die Kryo-Rohrchen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut. Die
Zellen wurden in 5 ml warmem Vollmedium resuspendiert und bei 300 rcf Gber 5 min pel-
letiert. Der Uberstand wurde dekantiert und verworfen. Das Pellet wurde in 5 ml Vollme-
dium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche uberfuhrt. Vor der Verwendung in Versu-

chen wurden Zellen mindestens dreimal passagiert.

3.2.3. Zellzahlbestimmung

Die Ermittlung der Anzahl lebender Zellen erfolgte mittels CASY. Das Messverfahren nutzt
die Eigenschaft der CPM als elektrischer Isolator, der den Widerstand (R) zwischen den
Messelektroden erhoht. Die Anderung des R wird (iber die Zeit erfasst und die Flache
unter Kurve ausgewertet, so dass nicht nur die Zellzahl, sondern auch die Zellgrofie er-
mittelt werden kann (Abb. 1).
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Abb. 1: Messprinzip CASY Modell TT-Cell Counter and Analyzer

A: Zelltrimmer, tote Zellen, lebende Zellen und Zellaggregate zeigen eine charakteristische
Erhéhung des Widerstands Uber die Zeit (B), da intakte Cytoplasmamembranen als Isolator
fungieren. Verandert nach OLS OMNI Life Science [1].

Da die CPM toter Zellen ihre Isolationsfahigkeit verlieren, werden tote Zellen mit dem Vo-
lumen des Zellkerns erkannt. Somit ist es mit diesem Verfahren mdglich, zwischen vitalen
und toten Zellen zu diskriminieren. Eventuell vorhandene Zellaggregate kdnnen ebenfalls
erkannt und mit einem Korrekturfaktor bei der Berechnung der Zellzahl berticksichtigt wer-
den. Da sich die ZellgréRen der verwendeten Zelllinien unterschieden, mussten die Gren-
zen (Abb. 1) fur jede Zelllinie individuell angepasst werden (Tab. 11). Der Normalisie-

rungscursor definiert die Grenze zwischen Zelltrimmern und toten Zellen; der
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Auswertungscursor die Grenze zwischen toten und vitalen Zellen. Zur Ermittlung dieser
Grenzen wurden Zellen mit zytotoxischem CASYblue® abgetotet, mit einer Lebendprobe

kombiniert und nach Herstellervorgaben eingemessen.

Tab. 11: Messparameter CASY Cell Counter and Analyzer

Zelllinie  X-Achse [um] Auswertungscursor [um] Normalisierungscursor [um]

786-0O 60 13,05 6,90
A498 60 15,75 7,20
Caki-1 50 12,38 6,88
RC-124 50 12,75 6,50
RCC4 100 15,75 8,50

Zur Zellzahlbestimmung wurden 100 ul Zellsuspension in 10 ml CasyTon® diluiert und die
Messung in drei Messzyklen mit einem Probenvolumen von jeweils 400 ul durchgefihrt.
Diese Verdunnung wurde bei der Zellzahlberechnung durch das Gerat bereits berucksich-
tigt und die Anzahl lebender Zellen pro Milliliter Zellsuspension ausgegeben. Fir alle Zell-

linien wurde eine 150 um Messkapillare verwendet.

3.2.4. Ermittlung der Wachstumseigenschaften der eingesetzten Zelllinien

Zur Ermittlung der Wachstumseigenschaften wurden von jeder der eingesetzten Zelllinien
1x 10%, 2,5 x 10* und 5 x 10* Zellen ausgesét und Uber 120 h inkubiert. Hierzu wurden
Zellsuspensionen mit 1 x 10%, 2,5 x 10* und 5 x 10* Zellen pro Milliliter hergestellt. Hiervon
wurden jeweils 1 mlin sechs Wells einer 24-Well-Platte tberfuhrt. Die Zellen wurden Uber
120 hinkubiert (37 °C, 5 % CO2, Wasserdampfsattigung). Nach 4 h, 24 h,48 h, 72 h, 96 h
und 120 h wurde die Zellzahl bestimmt. Hierfur wurde das Vollimedium vorsichtig abge-
saugt und verworfen. Anschlieend wurden die Zellen mit 500 yl warmem DPBS gewa-
schen. Zur Ablésung der Zellen wurden diese mit 500 pl 2x Trypsin/EDTA Uberspult. Nach
kurzer Inkubation wurden die Zellen sorgfaltig vom Boden des Wells abgespult und in ein
1,5-ml-Reaktionsgefaly Uberfuhrt. AnschlieRend wurden die Wells zweimal mit 500 pl
DPBS gesplilt, welches ebenfalls in das Reaktionsgefall tberflihrt wurde. Die Bestim-
mung der Zellzahl erfolgte mittels CASY. Da die Zellen eines Wells in insgesamt 1,5 ml
suspendiert waren, wurde die ermittelte Anzahl lebender Zellen pro Milliliter mit dem Fak-

tor 1,5 multipliziert.
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Aus den gemessenen Zellzahlen wurden mit dem folgenden Modell die Wachstumsrate

und die Zellzahl zum Zeitpunkt unmittelbar nach der Behandlung berechnet:
Y =Y0 X exp(k X X) (1)
Y: Zellzahl YO: Zellzahl zum Zeitpunkt 0 k: Wachstumsrate X: Zeit

Die Mittelwerte der Wachstumsraten der Zelllinien wurden mittels einfaktorieller Vari-
anzanalyse (ANOVA) auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht. Zur einfache-
ren Vergleichbarkeit wurde aus der Wachstumsrate die Verdopplungszeit der Zellen be-

rechnet:

Verdopplungszeit = % (2)

k: Wachstumsrate

3.2.5. Wachstumskinetik nach direkter CAP-Behandlung

Um mogliche Einflisse von CAP auf die Zellproliferation zu untersuchen wurden Wachs-
tumskinetiken Gber 120 h durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Zellsuspension mit 5 x 10* Zel-
len pro Milliliter hergestellt. Hiervon wurden jeweils 200 ulin die Wells einer 24-Well-Platte
Uberfuhrt. Die CAP-Behandlung erfolgte mit dem Atmospharendruck-Plasmajet
kIN-Pen® med. Die Flussrate des Tragergases Argon wurde auf 3 sim justiert. Zur Be-
handlung wurde die Plasmaflamme maanderférmig durch die Zellsuspension gefiihrt. Der
Abstand der Plasmaflamme zur Oberflache der Zellsuspension wurde so gewahlt, dass
die Spitze der Flamme die Oberflache knapp erreicht. Zur Kontrolle wurden Zellen analog
behandelt, jedoch nur mit dem Tragergas ohne Zindung der Plasmaflamme. Die Zellsu-
spensionen wurden dber 5 s, 10 s und 20 s (786-0, Caki-1, RC-124 und RCC4) bzw. 30 s,
60 s und 120 s (A498) behandelt. Unmittelbar nach der Behandlung wurden jeweils 800 ul
temperiertes Vollmedium in die Wells gegeben. AnschlieRend wurden die Zellen durch
sorgfaltiges Auf- und Abziehen mit der Pipette gleichmaliig suspendiert. Die Inkubation

und Ermittlung der Zellzahl erfolgte wie unter 2.2.4 beschrieben.

Die ermittelten Zellzahlen wurden zu jedem Messzeitpunkt mittels gepaartem t-Test auf
statistisch signifikante Unterschiede untersucht. Die Mittelwerte der berechneten Wachs-
tumsraten und der berechneten Zellzahlen zum Zeitpunkt unmittelbar nach der Behand-
lung wurden mit dem t-Test auf statistische Signifikanz gepruft.
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3.2.6. Wachstumskinetik nach Behandlung mit CAP-behandeltem Medium

5 x 103 Zellen wurden in die Wells einer 24-Well-Platte ausgesat. Nach einer Inkubation
uber 24 h wurde in einer weiteren 24-Well-Platte frisches vorgewarmtes Vollmedium mit
CAP behandelt. Analog zur direkten Behandlung wurden jeweils 200 pl Vollmedium pro
Well behandelt. Die Behandlungszeiten entsprachen hierbei denen der direkten Behand-
lung. Unmittelbar nach der Behandlung wurde das Vollmedium von den inkubierten Zellen
vorsichtig abgesaugt und durch das behandelte Vollimedium ersetzt. Anschlie3end wur-
den weitere 800 pl unbehandeltes temperiertes Vollmedium in die Wells gegeben. Zell-

zahlermittlung und Auswertung erfolgten wie unter 2.2.5 beschrieben.

3.2.7. Scratch-Assay

Der scratch-Assay ermdglicht es, die Zellmotilitat zu untersuchen. Hierzu wird ein kon-
fluenter Zellrasen zerkratzt (scratch, Englisch fur Kratzer) und die Migration der Zellen in

die zellfreie Flache mikroskopisch beobachtet.

Um am Versuchstag einen konfluenten Zellrasen zu erreichen, wurden die Zellen bereits
24 h vor Versuchsbeginn ausgesat. Die erforderliche Zellzahl, welche nach 24 h eine ein-
hundertprozentige Konfluenz erreichte, war zelllinienspezifisch und wurde in Vorversu-
chen ermittelt. Um sicherzustellen, dass der scratch durch Zellmigration und nicht durch
Zellproliferation geschlossen wird, wurde der FCS-Anteil im eingesetzten Vollmedium re-
duziert. Geeignete FCS-Konzentrationen wurden in Vorversuchen ermittelt und so ge-
wabhlt, dass sich die Zellen deutlich langsamer teilten, allerdings nicht abstarben. Die ein-

gesetzten FCS-Konzentrationen und Zellzahlen sind in Tab. 12 aufgeflhrt.

Tab. 12: Zellzahlen und FCS-Konzentrationen fiir die Scratch-Assays

Zelllinie Zellzahl FCS-Konzentration
786-0 6 x 10° 0,1 %
Caki-1 5x10° 0,5 %
RC-124 6 x 10° 0,5 %

Am Versuchstag wurde der scratch in den Zellrasen eingebracht. Hierzu wurde mit einer
250-ul-Pipettenspitze ein Defekt des Zellrasens herbeigeflihrt. Um einen kontrollierten ge-
raden scrafch zu erreichen, wurde die Pipettenspitze hierbei an der Kante eines Platten-
deckels gefuhrt. AnschlieRend wurde das Vollmedium abgesaugt und der Zellrasen zwei-
mal mit 500 ul DPBS gewaschen. Nach den Waschschritten wurden 200 pul CAP- bzw.

Argon-behandeltes Vollmedium mit reduziertem FCS-Anteil in die Wells gegeben, die
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Platte verschlossen und unter dem Mikroskop inkubiert. Mittels der Software Zen 2012
pro wurde pro Well eine Aufnahmeregion definiert, welche tber 48 h in Intervallen von 1 h
aufgenommen wurde. Zur Auswertung wurde die zellfreie Flache auf den einzelnen Auf-
nahmen ermittelt. Dies erfolgte mit der Software ImageJ unter Zuhilfenahme des Plugins
MRI Wound Healing Tool.

Die gemessenen zellfreien Flachen wurden auf die zellfreie Flache zum Versuchsbeginn
relativiert. Ausgewertet wurden die Flachen in Intervallen von 1 h (786-O) bzw. 8 h (Caki-1
und RC-124). Aufgrund der hohen Motilitat der 786-0O-Zellen wurde der Versuch bereits
nach 8 h beendet. Die Prifung der Mittelwerte auf statistisch signifikante Unterschiede

erfolgte mittels t-Test.

3.2.8. Invasions-Assay

Zur Untersuchung der Invasionsfahigkeit wurden Invasions-Assays mittels Boyden-Kam-
mer durchgefihrt [129]. Hierzu wurden Zellkultureinsatze in die Wells einer 24-Well-Platte
eingesetzt. Der Boden dieser Einsatze bestand aus einer opaken PET-Membran mit 8 um
Poren. Fir das Assay wurden 5 x 104 Zellen in 200 yl FCS-freiem Medium suspendiert
und 10 s mit CAP bzw. Argon behandelt. Die behandelten Zellsuspensionen wurden mit
500 ul FCS-freiem Medium zusammengefihrt und in die Zellkultureinsatze Gberfuhrt. Die
Wells selbst wurden mit FCS-haltigem Vollmedium gefullt. So entstand Gber der Membran
ein FCS-Gradient, dem invasionsfahige Zellen folgen konnten. Nach 24 h Inkubation
(37 °C, 5 % CO2, Wasserdampfsattigung) wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und
die Einsatze herausgenommen. Anschlieliend wurden die Membranen mit einem Skalpell
aus dem Einsatz herausgetrennt und nach zweimaligem Waschen in DPBS mit DAPI
(500 nM in DPBS) Uber 5 min gefarbt und auf Objekttrager aufgebracht. Die Membranen
wurden mit Deckglaschen bedeckt und beide Seiten aufgenommen. Mit Hilfe der Software
BZ-1l Analyzer wurde die Anzahl der blaugefarbten Kerne auf beiden Seiten ermittelt. Aus-
gewertet wurde die Anzahl invadierter Zellen (auf der Unterseite der Membran) im Ver-
haltnis zur Gesamtzellzahl (beide Seiten). Die Methode ist in Abb. 2 schematisch darge-
stellt. Die Mittelwerte der Anteile invadierter Zellen der CAP- bzw. Argon-behandelten Zel-
len wurden mit dem t-Test auf signifikante Unterschiede untersucht.
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Abb. 2: Schema des
Invasions-Assay

1. Zellkultur-Einsatze mit
opaker Bodenmembran
wurden in die Wells einer
24-Well-Platte gesetzt. 2.
In FCS-freiem Medium
behandelte Zellen wur-
den in die Einsatze Uber-
fuhrt. 3. Das Well selbst
wurde mit FCS-haltigem
Vollmedium gefullt. 4. Die
Zellen konnten dem FCS-
Gradienten uber 24 h fol-
gen und durch die Poren
der Membran invadieren.
5. + 6. Die Membranen wurden herausgetrennt und die Zellen nach DAPI-Farbung auf beiden
Seiten aufgenommen und gezahlt.

3.3. Physikalisch-chemische Methoden

3.3.1. Farbstofftestung Fluoresceindiacetat

Da Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften von Fluoreszenzfarbstoffen durch die re-
dox-aktiven Eigenschaften von CAP vorstellbar waren, sollte vor weiteren Versuchen der

Einfluss von CAP auf den Farbstoff Fluoresceindiacetat (FDA) untersucht werden.

Hierzu wurde FDA in Aceton mit einer Konzentration von 10 mg/ml geldst. Aus dieser
Stammldésung wurde mit DPBS eine Testlosung von 5 ug/ml hergestellt. Von dieser wur-
den jeweils 250 plin die Wells einer 24-Well-Platte Uberfuhrt und 60 s mit CAP bzw. Argon
behandelt. AnschlieRend wurden jeweils 200 pl der behandelten Farbstofflésung in die
Wells einer weilken 96-Well-Platte Uberfihrt und mittels Mikroplatten-Reader eine Emis-
sionspektroskopie nach Exzitation bei 230 nm Wellenlange (A) im Wellenlangenbereich
von 280 nm bis 850 nm durchgefuhrt. Um mdgliche Auswirkungen einer indirekten Be-
handlung auf den Farbstoff zu untersuchen, wurde aus der FDA-Stammlésung und DPBS
eine Testlosung mit 10 ug/ml FDA hergestellt. Hiervon wurden 100 ul in die Wells einer
weillen 96-Well-Platte vorgelegt. Anschliel3end wurden 200 pl DPBS in den Wells einer
24-Well-Platte fur 60 s mit CAP bzw. Argon behandelt. 100 pl behandeltes DPBS wurden
unmittelbar nach der Behandlung zur vorgelegten Farbstofflésung in die 96-Well-Platte
uberfuhrt. Die anschlieliende Messung erfolgte unter denselben Einstellungen wie bei der

direkten Behandlung.

Da auch mogliche Einfliisse von CAP auf den aktivierten Farbstoff Fluorescein (F) unter-
sucht werden sollten, wurde der Farbstoff FDA in den Testlésungen mittels alkalischer

22



Material und Methoden

Hydrolyse durch Zugabe von NaOH zu F gespalten. Anschlielend wurde der pH-Wert
durch Zugabe von HCI wieder auf 7,4 eingestellt. Die weitere Versuchsdurchfihrung ent-
sprach der FDA-Testung. Ausgewertet wurde eine eventuelle Verschiebung des Emissi-
onsmaximums sowie die gemessene Emission bei A = 525 nm. Die Mittelwerte der ge-

messenen Emissionen wurden mittels t-Test auf signifikante Unterschiede geprift.
3.4. Biochemische Methoden

3.4.1. TUNEL-Assay

Zur Untersuchung der Zellen auf Apoptosezeichen wurde der etablierte Apoptose-Nach-
weis TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) durchgeflihrt, welcher die
Fragmentierung der DNA nachweist. Das Assay-Prinzip beruht auf Nukleotiden, die en-
zymatisch an freie 3*-Enden der DNA-Fragmente angebaut werden. Diese Nukleotide sind
an Biotin gebunden. An dieses wiederum kann Streptavidin-Meerrettichperoxidase (Strep-
HRP) binden. Die HRP setzt das Substrat TACS-Sapphire® zu einem blauen Farbstoff
um. Die HRP-Aktivitat wird nach Ablauf der Reaktionskinetik durch Zugabe von HCI ge-
stoppt, wodurch es zu einem Farbumschlag auf gelb kommt. Der umgesetzte Farbstoff
kann mittels Absorptionsmessung quantifiziert werden und ist proportional zur Anzahl
freier 3‘-DNA-Enden.

Zur Vorbereitung des Assays wurden 5 x 10* Zellen in 200 pl Vollmedium suspendiert und
in einer 24-Well-Platte mit 10 s CAP bzw. Argon behandelt. AnschlieBend wurden 5 x 104
(24 h) bzw. 2,5 x 10* (48 h) Zellen in die Wells einer 96-Well-Platte Uiberflihrt. Zuséatzlich
wurden auf jeder Platte Kontrollen (2 x negativ und 1 x positiv) mit unbehandelten Zellen
angelegt. Um die gemessene Absorption spater auf die Zellzahl normieren zu kénnen,
wurde eine zweite Platte parallel angelegt. Der TUNEL-Assay wurde 24 h bzw. 48 h nach
Behandlung durchgefihrt. Hierzu wurde die 96-Well-Platte Gber 3 min mit 1000 rcf bei
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Diese Einstellung der Zentrifuge wurde fir alle folgen-
den Zentrifugationen beibehalten. AnschlieRend wurde das Medium vorsichtig durch eine
Kanule (24 G) abgesaugt. Es folgte ein Waschschritt, bestehend aus der Zugabe von
200 pl DPBS, einer Zentrifugation und dem vorsichtigen Absaugen des DPBS durch eine
Kanule (24 G). Alle weiteren Waschschritte hatten, sofern nicht abweichend angegeben,
diesen Ablauf. Es folgte die Fixierung der Zellen mittels 100 ul 3,7 % Buffered Formalde-
hyde Solution (Tab. 13). Dieses wurde im Inkubator (37 °C, 5 % CO2, Wasserdampfsatti-
gung) Uber 10 min inkubiert.
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Tab. 13: 3,7 % Buffered Formaldehyde Solution

Komponente

Saccharose 10g
10x DPBS 4 ml
A. bidest 36 ml
37 % Formaldehyd 5 ml
add. 1x DPBS auf 50 ml

Es folgte ein Waschschritt und die Zugabe von 100 ul Methanol, welches 20 min bei RT
inkubiert wurde. Nach zwei Waschschritten wurden die Zellen durch Zugabe von 50 pl
Cytonin, welches Uber 15 min bei RT inkubiert wurde, permeabilisiert. Das Cytonin wurde
nach Zentrifugation abgesaugt und die Zellen mit 200 pl Reinstwasser gewaschen. An-
schlielend erfolgte die Herstellung der Positivkontrolle. Hierzu wurden die Zellen eines
Wells mit unbehandelten Zellen in 50 ul TACS-Nuclease Solution (1 pl TACS-Nuclease in
50 ul TACS-Nuclease Buffer) Uber 45 min inkubiert (37 °C, 5 % CO2, Wasserdampfsatti-
gung). Wahrenddessen wurden Zellen der ubrigen Wells mit 200 ul DPBS bedeckt. Nach
Ablauf der Inkubation wurden die Zellen zweimal gewaschen und mit 100 pl 3 % Wasser-
stoffperoxid-Losung (30 % H202 in 100 % Methanol) Gber 5 min bei RT gebleicht. Hierauf
wurde das Wasserstoffperoxid abgenommen und die Zellen gewaschen. Anschlief3end
wurden 150 pl TdT Labeling Buffer (aus 10x TdT Labeling Buffer in A. bidest) in alle Wells
vorgelegt und Uber 5 min bei RT inkubiert. Es folgte die Zugabe und Inkubation von 50 ul
Labeling Reaction Mix (Tab. 14 und 15) Gber 1 h (37 °C, 5 % CO2, Wasserdampfsatti-

gung).

Tab. 14: Labeling Reaction Mix

Komponente Volumen (pro n)
1x TdT Labeling Buffer 50 ul
TdT dNTP Mix 0,35 pl
50x Mn2* 1 ul
TdT Enzyme 0,35 ul

Tab. 15: Labeling Reaction Mix fiir Negativkontrolle

Komponente Volumen (pro n)
1x TdT Labeling Buffer 50 pl
TdT ANTP Mix 0,35 pl
50x Mn?* 1 ul
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Wahrend der Inkubation wurden die Zellzahlen auf der Parallelplatte ermittelt. Nach Ab-
lauf der Inkubationszeit wurden 150 ul TdT Stop Buffer (aus 10x TdT Stop Buffer in A.
bidest) in die Wells gegeben und 5 min bei RT inkubiert. Nach Absaugen des Puffers
folgten zwei Waschschritte. Anschlielend wurden 50 ul Strep-HRP Solution (Tab. 16)
uber 10 min bei RT inkubiert und dann abgesaugt.

Tab. 16: Strep-HRP Solution

Komponente Volumen (pro n)
Blue Strep-Diluent 50 ul
Strep-HRP 0,04 ul

Es folgten vier Waschschritte mit DPBS-T (DPBS mit 0,1% Tween20, v/v). 100 ul auf RT
temperiertes TACS-Sapphire® wurden in die Wells gegeben. Die Reaktionskinetik des
Farbumschlags wurde mittels Mikroplatten-Reader detektiert. Hierzu wurde im Abstand
von einer Minute die Absorption bei 630 nm Wellenlange bestimmt. Nach Verlassen des
linearen Absorptionsanstiegs wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 ul 0,2 M HCI ge-
stoppt. Es folgte die Messung der Absorption bei 450 nm Wellenlange. Die gemessene
Absorption wurde in Relation zur ermittelten Zellzahl gesetzt und die Absorption pro Zelle
berechnet. Die Mittelwerte der so ermittelten relativen TUNEL-Signale wurden mittels
t-Test auf signifikante Unterschiede Uberprtft. Zur einfacheren Vergleichbarkeit wurden
die relativen TUNEL-Signale der CAP-behandelten Zellen zum relativen TUNEL-Signal

der Argon-behandelten Zellen normiert dargestellt.

3.4.2. Caspase 3/7-Assay

Effektor-Caspasen spielen in der Exekutionsphase der Apoptose-Kaskade eine entschei-
dende Rolle. Um die Apoptose nachzuweisen wurde das CellEvent™ Caspase 3/7 green
Detection Reagent verwendet. Das Detektionsreagenz fluoresziert nach Bindung an die
DNA. Die Bindung an die DNA wird jedoch durch ein konjugiertes Peptid gehemmt, wel-

ches wiederum bei Aktivierung der Caspasen 3 und 7 abgespalten wird.

Zur Vorbereitung des Assays wurden 5 x 10* Zellen in 200 pl Vollmedium suspendiert und
in einer 24-Well-Platte mit 10 s CAP bzw. Argon behandelt. AnschlieBend wurden 5 x 104
(24 h), 2,5 x 10* (48 h) bzw. 1,25 x 10% (72 h) Zellen in eine weile 96-Well-Platte mit Glas-
boden Uberfluhrt und Gber 24 h, 48 h bzw. 72 h inkubiert (37 °C, 5 % CO2, Wasser-
dampfsattigung). Um die gemessene Fluoreszenzintensitat (FI) spater auf die Zellzahl

normieren zu kdnnen, wurde eine zweite Platte parallel angelegt. Nach der Inkubationszeit
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wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und 100 yl Caspase 3/7-Detektionslésung
(Tab. 17) Gber 45 min inkubiert (37 °C, 5 % CO2, Wasserdampfsattigung).

Tab. 17: Caspase 3/7-Detektionsldosung

Komponente Volumen (pro n)
CellEvent™ Caspase 3/7 Green Detection Reagent 0,2 ul
DPBS mit Ca?* und Mg?* 94,8 ul
FCS (hitzeinaktiviert) 5,0 ul

Wahrenddessen wurden die Zellzahlen der Parallelplatte gezahlt. Anschlief3end erfolgte
die Messung der Fl bei A = 535 nm nach einer Exzitation bei A = 495 nm mittels Mikroplat-
ten-Reader. Die gemessene Fl wurde in Relation zur ermittelten Zellzahl gesetzt und die
Absorption pro Zelle berechnet. Die Auswertung und Darstellung erfolgte anlog zu der des
TUNEL-Assays (3.4.1).

3.4.3. Farbstoffverlust-Assay

Um mogliche Einflisse von CAP auf die Integritat der CPM zu untersuchen, wurden Farb-
stoffverlust und -aufnahme-Assays durchgefuhrt. Hierzu wurde FDA eingesetzt. FDA
kann die CPM passieren und wird intrazellular enzymatisch zu F hydrolysiert. F fluores-
ziert und kann die Zelle durch eine intakte CPM nicht mehr verlassen (Abb. 3). Somit ist

extrazellulares F ein Hinweis auf eine Membranschadigung.

Intakte Membran Defekte Membran Abb. 3: Schema zu FDA-basierten Permea-
r—" . bilitits-Assays

2 Yt % Der membranpermeable  Farbstoff  Flu-

eGeg I ° o 1. oresceindiacetat (FDA) wird intrazellular zu flu-

9 < e \\ , N iy oreszierendem Fluorescein (F) hydrolysiert,

'e b i das die Zelle durch eine intakte Membran nicht

4 B i - ' - S mehr verlassen kann (links). Eine defekte

D Sl ol v e i Membran (rechts) fuhrt zu einem Verlust von F.

X X e W 8 Hierdurch nimmt die Fluoreszenzintensitat der

, - - 1 l Zelle ab und der hydrolysierte Farbstoff F wird

——— _—, - im Extrazellularraum nachweisbar. Verandert

nach Nitsch et al. [88].

FDA wurde mit einer Konzentration von 10 mg/ml in Aceton geldst und bei -20 °C im Dun-
keln gelagert. Aus dieser Stammlésung und DPBS wurde taglich frisch eine Gebrauchs-

I6sung mit einer FDA-Konzentration von 10 pl/ml hergestellt.

108 Zellen wurden in 10 ml Mess-Puffer (DPBS mit 10 % FCS, v/v) suspendiert und mit
der FDA-Gebrauchslésung Uber 30 min im Dunkeln auf Eis gefarbt. Hierbei wurde die
FDA-Gebrauchslésung auf eine Endkonzentration von 5 pg/ml verdinnt. Nach der
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Farbstoffinkubation wurden die Zellen dreimal gewaschen. Ein Waschschritt bestand hier-
bei aus dem Pelletieren der Zellen bei 27 rcf Glber 3 min und dem anschlieRenden Resus-
pendieren in 500 pul frischem DPBS.

Die Behandlung erfolgte indirekt. Hierzu wurden 200 ul DPBS in die Wells einer 24-Well-
Platte vorgelegt und Uber 60 s mit CAP bzw. Argon behandelt. Dem behandelten DPBS
wurden jeweils 200 pl der Zellsuspension hinzugefugt und tber 20 min im Dunkeln auf
Eis inkubiert. Zur Positivkontrolle wurden analog gefarbte Zellen mit 10-3 % Triton X-100
permeabilisiert. AnschlieRend wurden die Zellen sedimentiert und 100 ul des zellfreien
Uberstands in die Wells einer weilen 96-Well-Platte tUberfuhrt. Das Zellpellet wurde in
100 pl DPBS resuspendiert und ebenfalls in die 96-Well-Platte Uberfuhrt. Es folgte die
Messung der Fl bei 525 nm Wellenlange nach Exzitation bei A = 300 nm mittels Mikroplat-
ten-Reader. Die Mittelwerte wurden mittels gepaartem t-Test auf signifikante Unter-

schiede untersucht.

3.4.4. Farbstoffaufnahme-Assay

Der Farbstoffaufnahme-Assay beruht auf dem unter 3.4.3 bereits beschriebenen Prinzip.
Allerdings wird nicht der ausgetretene Farbstoff gemessen, sondern die intrazellulare
Farbstoffkonzentration. Da eine intakte Membran Voraussetzung fur die intrazellulare Ak-
kumulation von F ist, wirde eine geschadigte CPM zu einer geringeren intrazellularen

Farbstoffkonzentration fiihren.

Zur Versuchsdurchfuhrung wurde FDA wurde mit einer Konzentration von 10 mg/ml in
Aceton geldst und bei -20 °C im Dunkeln gelagert. Aus dieser FDA-Stammlésung und
einer kommerziellen Ethidiumbromid-Stammlésung (10 mg/ml) wurde eine Gebrauchslo-
sung mit einer Konzentration von 60 ug/ml Ethidiumbromid und 10 pg/ml FDA hergestelit.

200 ul der Gebrauchslésung wurden in FACS-Roéhrchen vorgelegt.

5 x 108 Zellen wurden in 5 ml Mess-Puffer suspendiert. Die CAP- bzw. Argon-Behandlun-
gen der Zellen Gber 5 s, 10 s, 30 s und 60 s erfolgte in den Wells einer 24-Well Platte mit
jeweils 250 pl der Zellsuspension. Anschlieend wurden je 200 ul der behandelten Zell-
suspensionen in die FACS-Rohrchen uberfuhrt und Gber 15 min auf Eis im Dunkeln inku-
biert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension mit 5 ml DPBS verdunnt
und bei 300 rcf Gber 5 min zentrifugiert. Die Zellen wurden in 100 ul DPBS resuspendiert
und mittels Durchflusszytometer analysiert. Es wurden mindestens 10* Zellen der gesuch-

ten Population gemessen. Die Analyse erfolgte mittels FlowJo.
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Gating-Strategie: Das erste Gate diente der Identifikation der Zellpopulation und dem Aus-
schluss von Zelltrimmern. Innerhalb dieser Population erfolgte, durch die Analyse der
Vorwarts- und Seitenstreuungseigenschaften, der Ausschluss von Zelldubletten und gro-
Reren Zellkonglomeraten. Lebende Zellen wurden als Ethidiumbromid (EtBr)-negative
und FDA-positive Ereignisse definiert. Zur Analyse der Daten wurde die mittlere Fluores-
zenzintensitat (MFI) von FDA verglichen (Abb. 4). Unterschiede zwischen den Mittelwer-

ten der MFIs wurden mit dem gepaarten t-Test auf Signifikanz gepruft.
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Abb. 4: Gating-Strategie

Nach Identifikation der Zellpopulation (A) erfolgte der Ausschluss von Zelldoubletten anhand der
Vorwarts- und Seitwartsstreuungseigenschaften (B + C). Ethidiumbromid (EtBr)-negative, Flu-
oresceindiacetat (FDA)-positive Zellen wurden als vitale Zellen identifiziert (D). Ausgewertet
wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) (E). SSC: Seitwartsstreulicht, FSC: Vorwartsstreu-
licht, A: Flache, H: Hohe, W: Breite, CAP: kaltes atmosphéarisches Plasma

Zur Validierung der Methode wurden die Zellen mittels Triton X-100 permeabilisiert. Hier-
fur wurden unterschiedliche Ansatze der Gebrauchslésung mit logarithmisch aufsteigen-
den Triton-X-100-Konzentrationen (10 - 102 %) hergestellt. Die Zellen wurden Uber
5 min im Dunkeln auf Eis inkubiert und anschlieend wie oben beschrieben weiterbehan-
delt. Die Auswertung erfolgte wie oben beschrieben, allerdings wurden die Mittelwerte der
MFI der verschiedenen Triton-X-100-Konzentrationen mittels ANOVA auf signifikante Un-

terschiede geprtift.
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3.4.5. ATP-Freisetzungs-Assay

Um die Ergebnisse der Farbstoff-Versuche zu bestatigen, wurde ein Assay zur Freiset-
zung von ATP durchgefuhrt. Im Gegensatz zu den Farbstoff-basierten Methoden, wurden
die Zellen nicht mit Farbstoff beladen, sondern die Freisetzung von endogen synthetisier-
tem ATP gemessen. Der Nachweis beruht auf der ATP-abhangigen Umsetzung von Lu-

ciferin zu lumineszierendem Oxyluciferin durch die Ultra-Glo™-Luciferase.

2 x 10° Zellen wurden in 200 yl DPBS suspendiert und in den Wells einer 24-Well-Platte
Uber 5s, 10 s, 30 s und 60 s CAP bzw. Argon behandelt. Die behandelten Zellsuspensi-
onen wurden in 1,5-ml-Reaktionsgefal’e Uberfuhrt und 10 min inkubiert. Anschlie3end
wurden die Zellen iber 3 min bei 3 x 102 rcf pelletiert und 100 pl des zellfreien Uberstands
in eine weilRe 96-Well-Platte lberfiihrt. Es folgte die Zugabe von 100 ul CellTiter-Glo® 2.0
Reagent. Nach 10 min Inkubation im Dunkeln bei RT erfolgte die Messung der Lumines-
zenz mittels Mikroplatten-Reader. Die Auswertung erfolgte analog zum Farbstoffverlust-
Assay (2.4.3).

3.4.6. Calcium-Assay

Indo-1 ist ein Farbstoff, der seine optischen Eigenschaften in Abhéngigkeit von der [Ca?*]
andert. Indo-1/AM ist ein membrangangiges Ester-Derivat von Indo-1. Das Ester-Derivat

wird intrazellular zu Indo-1 hydrolysiert.

108 Zellen wurden in 1 ml Ca?*-haltiger Pufferldsung suspendiert und in ein mit 7,5 pl
Indo-1/AM-Farbstofflosung (1 pg/pl in DMSO) beladenes 2-ml-Reaktionsgefal} tberfuhrt.
Die Farbstoffinkubation erfolgte Uber 30 min im Dunkeln unter kontinuierlicher Agitation
bei 37 °C. AnschlieBend wurden die Zellen sedimentiert und der Uberstand verworfen.
Das Zellpellet wurde in 500 pl Ca?*-haltiger oder Ca?*-freier Pufferldsung (Tab. 18) resus-

pendiert und je 100 ul in die Wells einer wei3en 96-Well-Platte vorgelegt.

Tab. 18: Ca?*-haltige bzw. Ca**-freie Pufferlésung

Komponente

Natriumchlorid 7,740 g
Kaliumchlorid 0,360 g
Magnesiumsulfat 0,120 g
Kaliumdihydrogenphosphat 0,160 g
HEPES (freie Saure) 1,420 g
HEPES Natriumsalz 2,360 g
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Calciumchlorid (nur bei Ca?*-haltiger Pufferldsung) 0,220 g
FCS 50 mi
A. bidest. ad 11

Die FI bei A = 400 nm wurde nach einer Exzitation bei A = 336 nm in Intervallen von 20 s
ermittelt. Parallel wurden je 200 pl Ca?*-haltiger oder Ca?*-freier Pufferlésung mit 10 s und
60 s CAP bzw. Argon behandelt. Nach 20 Messungen Vorlauf wurde die Kinetik unterbro-
chen und jeweils 100 yl der behandelten Pufferldsungen in die Wells Uberflhrt. Anschlie-
Rend wurde die Kinetik uber weitere 15 min fortgesetzt. Die gemessene Fl wurde zum
Mittelwert des Vorlaufs (Baseline) normiert. AnschlieRend wurden die CAP-behandelten
Proben auf die jeweilige Kontrolle normiert. Unterschiede zwischen der CAP- und der je-
weiligen Argon-Behandlung wurden mit dem gepaarten t-Test auf Signifikanz gepruft. Au-
Rerdem wurden die Steigungen des relativen Calciumsignals in den ersten 3 min nach
Behandlung berechnet und die Mittelwerte mittels ANOVA auf statistisch signifikante Un-

terschiede untersucht.
3.5. Molekularbiologische Methoden

3.5.1. RNA-Isolation

Um mogliche Einflisse von CAP auf Resistenzfaktoren gegenuber Zytostatika zu unter-
suchen, wurde der RT2 Profiler PCR Array Human Cancer Drug Resistance durchgefihrt.
Dieses vorkonfigurierte Array untersucht die Expression von 84 Genen auf mRNA-Ebene.
Hierzu musste zunachst die Isolation der RNA erfolgen. Um eine ausreichende RNA zu
erhalten, wurden 1 x 108 Zellen mit 10 s CAP bzw. Argon behandelt. Die Zellen wurden in
1 ml Vollmedium suspendiert und jeweils 200 pl in den Wells einer 24-Well-Platte behan-
delt. AnschlieRend wurden die behandelten Zellsuspensionen wieder gepoolt, in eine
60-mm-Zellkulturschale Uberfuhrt und tUber 48 h inkubiert (37 °C, 5 % CO2, Wasser-
dampfsattigung).

Nach der Inkubation wurde das Vollmedium abgenommen und verworfen. Die Zellen wur-
den dreimal mit 3 ml vorgewarmtem DPBS gewaschen. Es folgte die Zugabe von 500 pl
TriFast™, welches Uber 5 min bei RT inkubiert wurde. Anschlielend wurden die Zellen
mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale gelost und in sterile 1,5-ml-Reaktionsge-
falke Uberflhrt. Dem Zelllysat wurden 50 pl 1-Bromo-3-Chloropropan zugegeben und mit

einem Vortexmischer vermischt. Es folgte eine Inkubation Uber 15 min bei RT und
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kontinuierlichen Inversionen. Hierauf wurde das Lysat zentrifugiert (15 min, 12.000 rcf,
4 °C). Nach der Zentrifugation zeigte sich eine dreiphasige Schichtung. Die obere wass-
rige RNA-Phase wurde in sterile Reaktionsgefal3e Uberfuhrt und mit 250 ul Isopropanol
vermischt. Nach 10 min Inkubation bei RT wurde das Lysat erneut zentrifugiert (10 min,
12.000 rcf, 4 °C). Der Uberstand wurde dekantiert und das RNA-Pellet in 500 pl 75 %
Ethanol resuspendiert. Das Ethanol wurde nach Zentrifugation (5 min, 7.500 rcf, 4 C°)
verworfen und das RNA-Pellet luftgetrocknet. Das Pellet wurde anschlieend in 50 pl

Reinstwasser resuspendiert.

3.5.2. cDNA-Synthese

In Vorbereitung zur PCR musste die isolierte RNA in cDNA umgeschrieben werden. Hier-
fir wurde das RT? First Strand Kit nach Herstellervorgaben verwendet. Um vergleichbare
RNA-Mengen in den unterschiedlichen Probenansatzen zu gewahrleisten, wurde der
RNA-Gehalt photometrisch bestimmt. Eventuell noch vorhandene genomische DNA wur-

den mittels Genom-Elimination-Mix entfernt (Tab. 19).

Tab. 19: Genom-Elimination-Mix

Komponente Volumen
RNA (0,5 pg) Variabel
Reinstwasser 0-8 ul
Buffer GE 2 ul
Gesamtvolumen 10 pl

Dieser Ansatz wurde durch sorgfaltiges Auf- und Abpipettieren durchmischt und Uber
5 min bei 42 °C in einem Thermocycler inkubiert. AnschlieRend wurde der Mix sofort auf

Eis abgekunhlt. Parallel hierzu wurde der Reverse-Transcriptase-Mix (Tab. 20) hergestellt.

Tab. 20: Reverse-Transcriptase-Mix

Komponente Volumen
5x Buffer BC3 4 pl
Control P2 1 ul
RE3 Reverse-Transcriptase-Mix 2 ul
RNase-freies Wasser 3 ul
Gesamtvolumen 10 pl

Der Reverse-Transcriptase-Mix und der Genom-Elimination-Mix wurden zusammenge-
fuhrt und bei 42 °C inkubiert. Nach 15 min wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 95 °C

31



Material und Methoden

Uber 5 min gestoppt. Dem Ansatz wurden 91 pyl RNase-freies Wasser hinzugefligt und
sorgfaltig durchmischt. Die hergestellte cDNA-Suspension wurde bis zur Verwendung auf

Eis gelagert.

3.5.3. RT2 Profiler PCR Array

Der RT? Profiler PCR Array basiert auf einer real-time PCR. Der im Mastermix enthaltene
Farbstoff SYBR-Green interkaliert mit doppelstrangiger DNA, was zu einer Zunahme der
Fl des Farbstoffs bei A = 521 nm fuhrt. Somit ist die gemessene Fl proportional zur Amp-
lifikation der DNA-Sequenz. Der Mastermix-Ansatz erfolgte nach Herstellervorgaben
(Tab. 21).

Tab. 21: Mastermix fiir RT2 Profiler PCR Array

Komponente Volumen
2x RT2 SYBR Green Mastermix 1350 pl
cDNA-Suspension 102 pl
RNase-freies Wasser 1248 pl
Gesamtvolumen 2700 pl

Von diesem Ansatz wurden jeweils 25 ul in die Wells der vorkonfigurierten PCR-Array-
Platte Uberfuhrt. Die Wells der Array-Platte wurden mit Optical Thin Wall 8-Cap Strips
verschlossen. Die Array-Platte wurde Uber 1 min bei 300 rcf zentrifugiert und auf eventu-
elle Luftblasen kontrolliert. Die Expressionsanalyse erfolgte mittels CFX96™ Real-Time

Detection System unter Verwendung des in Tab. 22 aufgefuhrten Protokolls.

Tab. 22: RT-PCR Protokoll

Schritt Temperatur Dauer Kommentar

1 95°C 600 s Aktivierung der DNA Tag-Polymerase
2 95°C 15s Denaturierung

3 60°C 60 s Primer-Annealing, Strangsynthese
4 Fluoreszenzmessung

40 x (Schritte 2-4)

Mit Hilfe der Software CFX Manager™ 2.0 wurde der Grenzzyklus berechnet. Hierzu
wurde die Baseline definiert. Die Baseline wurde vom zweiten Zyklus bis zwei Zyklen vor
der ersten wahrnehmbaren Amplifikation definiert. AnschlieRend wurde der Grenzwert
oberhalb der Baseline, im unteren Drittel des linearen Verlaufs des logarithmischen Amp-

lifikationsplots definiert. Die erhobenen Ct-Werte (von engl. threshold cycle; berechneter
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Zyklus, in dem die exponentielle Zunahme der Fl beginnt) wurden mittels der AACt-Me-
thode ausgewertet. Ct-Werte Uber 35 wurden als nicht nachweisbar definiert und von der
weiteren Auswertung exkludiert. Ein Array wurde nur ausgewertet, wenn die Kontamina-
tionskontrolle einen Ct-Wert Uber 35 hatte. Um eine mdgliche Inhibition der reversen Tran-
skription zu identifizieren, wurden die Durchschnitts-Ct-Werte der reverse transcription
control (RTC) und der positive PCR control (PPC) berechnet. Betrug die Differenz dieser
Mittelwerte weniger als 5, konnte eine Inhibition der reversen Transkription ausgeschlos-
sen werden. Lag der mittlere Ct-Wert der PPC im Zielbereich von 20 % 2, galt die gPCR

als suffizient.

Wenn alle Voraussetzungen erfullt waren, erfolgte die Berechnung der ACt-Werte. Hierzu
wurde von den Ct-Werten der verschiedenen Targets (GOI, engl. gene of interest) der
Mittelwert der Ct-Werte der Housekeeping-Gene (HKG) subtrahiert. Als HKG wurden
HPRT1 und RPLPO verwendet, da diese am wenigsten durch die Behandlung beeinflusst
wurden. Die AACt-Werte wurden anschlieend aus der Differenz der ACt-Werte der Ar-
gon-behandelten und der der CAP-behandelten Proben berechnet. Die fold change wurde

mittels der Formel 2-2ACt berechnet.

3.6. Statistische Auswertung

Die Auswertung und Darstellung der erhobenen Daten erfolgte mittels Microsoft Excel und
GraphPad Prism. Die angewandten Testverfahren wurde in der jeweiligen Methodenbe-
schreibung angegeben. Verfahrensvoraussetzungen wurden mit dem D’Agostino-Pear-
son- oder Kolmogorov-Smirnov-Test (Normalverteilung) bzw. dem Levene-Test (Homo-

genitat der Varianzen) untersucht.
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4. Ergebnisse

4.1. Ermittlung geeigneter Zellzahlen fur Proliferationsversuche

Zur Ermittlung der auszusaenden Zellzahlen fur Wachstumskinetiken wurden von jeder
der eingesetzten Zelllinien 1 x 104, 2,5 x 10% und 5 x 10* Zellen ausgesét und Gber 120 h

inkubiert. Die Anzahl lebender Zellen wurde zu den angegebenen Zeitpunkten ermittelt

(Abb. 5 A-E).
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Abb. 5: Wachstumskinetik der eingesetzten Zelllinien
Die Zelllinien 786-O (A), Caki-1 (B), RC-124 (C), RCC4 (D) und A498 (E) wurden mit unterschied-

lichen Zellzahlen ausgesat. Die Zellzahlen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mittels
CASY Cell Counter and Analyzer bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SD. Es wurden jeweils
funf unabhangige Versuche durchgefiihrt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Daten-
punkte der 2,5 x 10* ausgesaten Zellen etwas nach rechts versetzt dargestellt. Abb. 5 F zeigt ein
Regressionsmodell der unterschiedlichen Zelllinien bei 1 x 10* ausgeséaten Zellen.

Unter Berucksichtigung der lichtmikroskopisch beurteilten Konfluenz, wurde die auszusa-
ende Zellzahl fir die folgenden Wachstumskinetiken auf 1 x 10* Zellen festgelegt. Bei die-
ser Zellzahl war gewabhrleistet, dass die Zellen jeder Zelllinie ein exponentielles Wachstum

uber 120 h entwickeln konnten und ausreichend Wachstumsflache sowie Nahrstoffe bis

zum Versuchsende zur Verfligung standen.
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Um die Wachstumseigenschaften der unterschiedlichen Zelllinien vergleichen zu kénnen,
wurden die Wachstumskinetiken mit 1 x 10* ausgesaten Zellen mit einem Regressions-
modell analysiert (Abb. 5 F). Die Wachstumsraten der einzelnen Zelllinien unterschieden
sich signifikant (F(4, 20) = 34,53, p < 0,001, n = 25). Tukey-Post-hoc-Tests zeigten, dass
sich die Wachstumsrate der RCC4-Zellen (M = 0,0159 £ 0.0015) signifikant (p < 0,001)
von der der anderen Zelllinien unterschied (A498: M= 0,0246 + 0,0012, Caki-1:
M =0,0269 £ 0,0028, 786-O: M =0,0299 £ 0,0013, RC-124: M = 0,0268 + 0.0027). Des
Weiteren unterschieden sich die Wachstumsraten von 786-O und A498 signifikant
(p = 0,004). Die aus den Wachstumsraten berechneten Verdopplungszeiten sind Tab. 23

zu entnehmen.

Tab. 23 Verdopplungszeiten der Zelllinien

Zelllinie Verdopplungszeit 95 %-Konfidenzintervall
786-0 23,17 h 21,45h-25,36h
Caki-1 25,76 h 20,80 h-31,85h
RC-124 25,90 h 20,97 h-31,93h
A498 28,19 h 2547 h-31,21h
RCC4 43,50 h 36,51 h-52,46h

4.2. Einfluss von CAP auf die Zellproliferation

Zur Untersuchung des Einflusses von CAP auf die Zellproliferation wurden Wachstums-
kinetiken nach CAP-Behandlung durchgefuhrt. Hierzu wurden Zellen mit CAP bzw. dem
Tragergas Argon als Kontrolle Uber verschiedene Zeiten behandelt und die Anzahl leben-
der Zellen nach 4 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und 120 h mittels CASY ermittelt. In Anlehnung
an die pharmakologische ICso sollte eine Behandlungsdauer ermittelt werden, welche die

Zellproliferation etwa halbiert.

Bei allen Zelllinien konnte die Zellproliferation durch eine CAP-Behandlung inhibiert wer-
den. Eine Behandlungsdauer von 10 s reduzierte die Zellzahl der Zelllinien 786-0, Caki-1,
RC-124 und RCC4 nach 120 h auf etwa die Halfte. Um einen vergleichbaren inhibitori-
schen Effekt auf das Wachstum der A498-Zellen zu erreichen, musste eine CAP-Behand-
lung von 60 s durchgefuhrt werden (Abb. 6).
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Abb. 6: Einfluss einer CAP-Behandlung auf die Zellproliferation

Die Zelllinien 786-O (A-C), Caki-1 (D-F), RC-124 (G-l), RCC4 (J-L) und A498 (M-O) wurden mit
kaltem atmosphéarischem Plasma (CAP) bzw. dem Tragergas Argon zur Kontrolle behandelt. Die
Anzahl lebender Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten mittels CASY Cell Counter and
Analyzer bestimmt und als Mittelwert £ SD dargestellt. Unterschiede zwischen den CAP-behan-
delten Zellen und den Kontrollzellen wurden mit dem gepaarten t-Test auf Signifikanz getestet
(p=0,05=* p=<0,01="* p=<0,001 =***). Es wurden je Zelllinie mindestens drei unabhangige
Versuche durchgefiihrt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Werte der CAP-Behand-
lung etwas nach rechts versetzt dargestellt.

Die Zellen der Zelllinie 786-O (Abb. 6 A-C) zeigten nach einer Behandlung Uber 5 s keinen
signifikanten Unterschied zwischen der CAP-Behandlung und der Kontrolle. Dagegen
konnten bei 10 s Behandlung bereits nach 24 h Inkubation signifikante Unterschiede fest-
gestellt werden (24 h: p=0,016, 48 h-120 h: p <0,001; jeweils n=6). Eine 20-s-Be-
handlung fuhrte zu einer nahezu vollstandigen Hemmung der Zellproliferation. Nach einer
20-s-Behandlung lieRen sich bereits 4 h nach der Behandlung signifikante Unterschiede
nachweisen (4 h: p = 0,004, 24 h - 120 h: p < 0,001; jeweils n = 6).

Caki-1-Zellen (Abb. 6 D-F) konnten bereits durch eine 5-s-Behandlung gehemmt werden.
Mit Ausnahme des Messzeitpunktes nach 24 h wurden signifikante Unterschiede festge-
stellt (4 h: p=0,040, 48 h: p=0,003, 72 h - 120 h: p <0,001; jeweils n = 8). Eine etwa
halbmaximale Hemmung konnte durch eine CAP-Behandlung Uber 10 s erreicht werden.
Auch hier konnten signifikante Unterschiede nach 4 h festgestellt werden (4 h: p = 0,031,
48 h - 120 h: p < 0,001; jeweils n = 8). Im Gegensatz zu den anderen Zelllinien flhrte eine
weitere Verdopplung der Behandlungszeit nicht zu einer fast vollstandigen Proliferations-
hemmung (4 h: p < 0,001, 48 h: p=0,002, 72 h - 120 h: p <0,001; jeweils n = 8).

Das Wachstum der nicht-malignen Zelllinie RC-124 (Abb. 6 G-I) lie® sich durch eine CAP-
Behandlung ebenfalls wirkungsvoll inhibieren. Wahrend nach 5 s Behandlung keine sig-
nifikanten Unterschiede beobachtet werden konnten, fihrten 10 s Behandlung zu einer
deutlichen Wachstumshemmung. Signifikante Unterschiede konnten zu drei der sechs
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beobachteten Zeitpunkte festgestellt werden (48 h: p=0,009, 72 h: p =0,027, 120 h:
p = 0,012; jeweils n = 3). Eine 20-s-Behandlung flhrte zu einer maximalen Hemmung der
Zellproliferation (24 h: p = 0,027, 48 h: p = 0,027, 72 h: p = 0,024, 96 h: p = 0,003, 120 h:
p = 0,004; jeweils n = 3).

RCCA4-Zellen (Abb. 6 J-L) zeigten nach einer 5-s-Behandlung eine deutliche Wachstums-
inhibition, welche zu vier der sechs beobachteten Messzeitpunkte zu signifikanten Unter-
schieden zwischen CAP-Behandlung und Kontrolle fuhrte (24 h: p=0,001, 72 h:
p =0,016, 96 h: p = 0,026, 120 h: p = 0,036; jeweils n =4). Eine Behandlung tber 10 s
hemmte das Wachstum auf etwa die Halfte (72 h: p = 0,030, 96 h: p =0,002, 120 h:
p = 0,006; jeweils n =4). Die 20-s-Behandlung fuhrte zu einer fast vollstandigen Hem-
mung des Zellwachstums (48 h: p=0,008, 72 h: p=0,007, 96 h: p=0,010, 120 h:
p =0,001; jeweils n = 4).

A489-Zellen (Abb. 6 M-O) mussten deutlich langer behandelt werden, um vergleichbare
Effekte der CAP-Behandlung festzustellen. Eine Behandlung tber 30 s fuhrte lediglich zu
einer geringen Hemmung. Nur 72 h nach Behandlung konnte ein signifikanter Unterschied
beobachtet werden (72 h: p = 0,046, n = 4). Deutlichere Effekte wurden mit einer Behand-
lungsdauer von 60 s erreicht. Hier zeigten sich zu allen Uberpruften Zeitpunkten ab 72 h
nach Behandlung signifikante Unterschiede (72 h: p =0,012, 96 h: p =0,008, 120 h:
p = 0,002; jeweils n = 4). 120 s Behandlung bewirkten bei dieser Zelllinie einen maxima-
len Effekt auf das Zellwachstum (48 h: p = 0,009, 72 h: p = 0,013, 96 h: p = 0,002, 120 h:
p = 0,004; jeweils n = 4).

4.3. Einfluss von CAP-behandeltem zellfreien Medium auf die Zellproliferation

Nachdem der hemmende Einfluss von CAP auf die Zellproliferation in den oben gezeigten
Versuchen nachgewiesen werden konnte, wurde untersucht, ob auch eine indirekte Be-
handlung der Zellen zu einer Wachstumsinhibition fuhrt. Hierzu wurden die Zellen vor der
Behandlung ausgesat und 24 h inkubiert. Die Zellzahl wurde so gewahlt, dass zum Be-
handlungszeitpunkt etwa dieselbe Zellzahl vorhanden war, wie bei der direkten Behand-
lung. Wahrend bei der direkten Behandlung die Zellen in Suspension behandelt wurden,
wurde bei der indirekten Behandlung nach Vorinkubation das Zellkulturmedium abgenom-
men und durch CAP- bzw. Argon-behandeltes Medium ersetzt. Anschlieend wurden die
Zellen uber 120 h inkubiert. Nach 4 h, 24 h, 48 h, 72, 96 h und 120 h wurde die Anzahl
der lebenden Zellen ermittelt. Die indirekte CAP-Behandlung flhrte bei allen eingesetzten

Zelllinien zu einer Inhibition der Zellproliferation (Abb. 7).
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Abb. 7: Einfluss einer CAP-Behandlung des Zellkuturmediums auf die Zellproliferation
Die Zellkulturmedien der Zelllinien 786-0 (A-C), Caki-1 (D-F), RC-124 (G-1), RCC4 (J-L) und A498
(M-O) wurden mit kaltem atmospharischem Plasma (CAP) bzw. dem Tragergas Argon zur Kon-
trolle behandelt. Nach 24 h Vorinkubation wurde das Zellkulturmedium durch behandeltes Medium
ersetzt und die Zellen Uber weitere 120 h inkubiert. Die Anzahl lebender Zellen wurde zu den
angegebenen Zeitpunkten mittels CASY Cell Counter and Analyzer bestimmt und als Mittelwert +
SD dargestellt. Unterschiede zwischen den CAP-behandelten Zellen und den Kontrollzellen wur-
den mit dem gepaarten t-Test auf Signifikanz getestet (p < 0,05 =*, p < 0,01 =**, p < 0,001 = ***),
Es wurden je Zelllinie mindestens drei unabhangige Versuche durchgefuhrt. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit wurden die Werte der CAP-Behandlung etwas nach rechts versetzt dargestellt.

Bei den Zellen der Zelllinie 786-O (Abb. 7 A-C) flhrte eine Behandlung des Mediums tber
5 s nur zu einer sehr geringen Wachstumsinhibition (24 h: p = 0,018, 48 h: p = 0,049; je-
weils n = 3). Eine 10-s-Behandlung flhrte zu einer etwa halbmaximalen Hemmung und
zu allen Zeitpunkten ab 48 h konnten signifikante Unterschiede festgestellt werden (48 h:
p=0,016, 72 h: p=0,015, 96 h: p = 0,023, 120 h: p = 0,010; jeweils n = 3). Mit Medium,
das Uber 20 s CAP-behandelt wurde, konnte die Zellproliferation fast vollstandig aufgeho-
ben werden. Hier waren ebenfalls zu allen beobachteten Zeitpunkten ab 48 h signifikante
Unterschiede zu beobachten (48 h: p =0,002, 72 h: p <0,001, 96 h: p = 0,002, 120 h:
p < 0,001; jeweils n = 3).

Eine Medien-Behandlung uber 5 s fuhrte bei Caki-1-Zellen (Abb. 7 D-F) zu keinen signifi-
kanten Unterschieden. Nach einer 10-s-Behandlung konnten nach 48 h, 96 h und 120 h
signifikante Unterschiede festgestellt werden (48 h: p =0,023, 96 h: p=0,006, 120 h:
p = 0,037; jeweils n = 3). 20 s Behandlung fuhrten nochmals zu einer deutlicheren Wachs-
tumsinhibition (48 h: p = 0,023, 72 h: p = 0,014, 96 h: p = 0,015, 120 h: p = 0,009; jeweils
n = 3).

Bei der Behandlung von RC-124-Zellen (Abb. 7 G-l) mit Uber 5 s behandeltem Medium

wurden keine signifikanten Unterschiede beobachtet. Dagegen fihrten 10 s und 20 s
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Behandlung zu einer deutlichen Wachstumsinhibition. Bei einer 10-s-Behandlung konnten
ab72h (72 h: p=0,020, 96 h: p = 0,030, 120 h: p = 0,032; jeweils n = 4), bei 20 s bereits
nach 24 h signifikante Unterschiede festgestellt werden (24 h: p = 0,002, 48 h: p = 0,012,
72 h: p=0,009, 96 h: p = 0,002, 120 h: p = 0,006; jeweils n = 4).

Die indirekte Behandlung von RCC4-Zellen (Abb. 7 J-L) mit 5-s-behandeltem Medium
fuhrte zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den Behandlungen. Durch 10 s
Behandlung konnte die Zellproliferation deutlich gehemmt werden (24 h: p = 0,032, 72 h:
p =0,029, 96 h: p <0,001, 120 h: p = 0,014; jeweils n = 4). Eine Erhéhung der Behand-
lungszeit auf 20 s verstarkte den inhibitorischen Effekt nochmals (48 h: p = 0,004, 72 h:
p =0,010, 96 h: p = 0,002, 120 h: p < 0,001; jeweils n = 4).

Das Medium der A498-Zellen (Abb. 7 M-O) wurde analog zu der direkten Behandlung
langeren Behandlungszeiten ausgesetzt. 30 s Behandlung fuhrten zu geringen Unter-
schieden, welche lediglich nach 96 h und 120 h signifikant waren (96 h: p = 0,025, 120 h:
p = 0,014; jeweils n = 4). Eine Behandlung uber 60 s und 120 s reduzierte die Zellzahl
effektiv. Signifikante Unterschiede konnten bei 60 s Behandlung nach 72 h beobachtet
werden (72 h: p = 0,004, 96 h: p = 0,012, 120 h: p = 0,002; jeweils n = 3), bei 120 s Be-
handlung ab 96 h (96 h: p = 0,002, 120 h: p = 0,003; jeweils n = 3).

4 4. Einfluss von CAP auf die Wachstumsrate tUber 120 h

Zur weiteren Analyse der Proliferationsergebnisse wurden Utber ein Biomodell die Wachs-
tumsrate und die Zellzahl zum Zeitpunkt t = 0 berechnet. Die berechneten Wachstumsra-
ten sind in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: Vergleich der Wachstumsraten iiber 120 h nach CAP-Behandlung

Die Zelllinien 786-O (A-B), Caki-1 (C-D), RC-124 (E-F), RCC4 (G-H) und A498 (I-J) wurden direkt
und indirekt mit kaltem atmospharischem Plasma (CAP) bzw. dem Tragergas Argon (Ktr.) behan-
delt und Wachstumskinetiken durchgefiihrt. Aus diesen wurde die Wachstumsrate berechnet. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte £ SD der Wachstumsrate. Die Ergebnisse wurden mittels t-Test auf
signifikante Unterschiede untersucht (p < 0,05="*, p<0,01 =**, p < 0,001 = ***).

Ein Vergleich der Wachstumsraten der Zelllinie 786-O (Abb. 8 A) zeigte, dass die Wachs-
tumsrate der 20-s-CAP-behandelten Zellen signifikant reduziert wurde (p < 0,001, n = 6).
Die CAP-Behandlungen Uber 5 s und 10 s zeigten die Tendenz zu einer diskreten Erho-
hung der Wachstumsrate. Indirekte Behandlungen von 786-O-Zellen mit Uber 10 s und
20 s CAP-behandeltem Medium (Abb. 8 B) fuhrten zu einer signifikanten Reduktion der
Wachstumsrate (10 s: p = 0,004, 20 s: p < 0,001; jeweils n = 3).

Die Wachstumsraten der Caki-1-Zellen (Abb. 8 C) konnten durch die CAP-Behandlung
signifikant beeinflusst werden. Die Wachstumsraten der uber 10 s und 20 s CAP-behan-
delten Zellen waren deutlich geringer als die der jeweiligen Kontrolle (jeweils p < 0,001,
n = 8). Die Auswirkungen einer indirekten Behandlung (Abb. 8 D) waren geringer ausge-
pragt. Hier zeigte sich die Tendenz, dass eine 5-s- oder 10-s-CAP-Behandlung die

Wachstumsrate erhoht.

Ein Vergleich der Wachstumsraten von RC-124-Zellen (Abb. 8 E) zeigte, dass die Be-
handlungen dber 10 s und 20 s einen signifikant reduzierenden Einfluss auf Wachstums-
raten von RC-124-Zellen hatten (10 s: p = 0,022, 20 s: p < 0,001; jeweils n = 3). Die indi-
rekte Behandlung der Zellen mit behandeltem Medium (Abb. 8 F) fuhrte zu ahnlichen Er-
gebnissen. 10 s und 20 s CAP reduzierten die Wachstumsraten signifikant (jeweils
p < 0,001, n =4). Eine CAP-Behandlung Uber 5 s flhrte bei der direkten und bei der indi-

rekten Behandlung tendenziell zu einer Steigerung der Wachstumsrate.
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Eine CAP-Behandlung von RCC4-Zellen Uber 20 s (Abb. 8 G) flUhrte zu einer negativen
Wachstumsrate, die sich signifikant von der Kontrolle unterschied (p < 0,001, n = 4). Eine
indirekte 20-s-Behandlung von RCC4-Zellen (Abb. 8 H) fuhrte zu einem geringer ausge-
pragten Ergebnis (p < 0,001, n=4). Eine Tendenz zur Steigerung der Wachstumsrate
konnte bei der Behandlung mit 5-s-CAP-behandeltem Medium beobachtet werden.

Die Wachstumsraten von A498-Zellen (Abb. 8 I) wurden durch eine 120-s-CAP-Behand-
lung signifikant reduziert (p < 0,001, n = 4). Auch eine Behandlung mit CAP-behandeltem
Medium (Abb. 8 J) reduzierte die Wachstumsrate. Signifikante Unterschiede konnten bei
den Behandlungen mit 60-s- und 120-s-CAP-behandeltem Medium festgestellt werden

(jeweils p = 0,001, n = 3).

4.5. Einfluss von CAP auf die Zellzahl zum Zeitpunktt =0

Neben der Wachstumsrate wurde mit dem Modell auch die Zellzahl zum Zeitpunkt t = 0,

unmittelbar nach der Behandlung berechnet (Abb. 9).
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Die Zelllinien 786-O (A-B), Caki-1 (C-D), RC-124 (E-F), RCC4 (G-H) und A498 (I-J) wurden direkt
und indirekt mit kaltem atmospharischem Plasma (CAP) bzw. dem Tragergas Argon (Ktr.) behan-
delt und Wachstumskinetiken durchgefiihrt. Aus diesen wurde die Zellzahl zum Zeitpunkt t = 0
berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD der Zellzahl zum Zeitpunkt t = 0. Die Ergebnisse
wurden mittels t-Test auf signifikante Unterschiede untersucht (p<0,05=%* p=<0,01="

p < 0,001 = **),
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Die berechneten Zellzahlen von 786-O-Zellen (Abb. 9 A) zum Zeitpunkt unmittelbar nach
der Behandlung unterschieden sich nach CAP-Behandlungen Uber 10 s und 20 s signifi-
kant gegenuber den jeweiligen Kontrollen (jeweils p < 0,001, n = 6). Auch eine Behand-
lung von 786-0O-Zellen mit CAP-behandeltem Medium (Abb. 9 B) fuhrte zu einer Reduk-
tion der Zellzahl. Ein signifikanter Unterschied konnte bei der Behandlung mit Gber 20 s

behandeltem Medium beobachtet werden (p = 0,046, n = 3).

Ein Vergleich der berechneten Zellzahlen von Caki-1-Zellen (Abb. 9 C) zum Zeitpunkt un-
mittelbar nach der Behandlung zeigte, dass die Behandlungen Uber 5 s und 20 s zu einer
signifikanten Anderung der Zellzahl fiihrten (jeweils p < 0,001, n = 8). Allerdings fiihrte
eine Behandlung Uber 5 s zu einer Reduktion, eine Behandlung Uber 10 s dagegen zu
einer Erhdhung der Zellzahl. Eine indirekte Behandlung mit behandeltem Medium
(Abb. 9 D) hatte einen reduzierenden Einfluss auf die Zellzahl zum Zeitpunkt t = 0. Signi-
fikante Unterschiede konnten bei 10 s (p = 0,013, n=3) und 20 s (p = 0,012, n = 3) fest-

gestellt werden.

Die direkte Behandlung von RC-124-Zellen (Abb. 9 E) fihrte zu reduzierten Zellzahlen
zum Zeitpunkt t = 0. Signifikante Unterschiede konnten nach der 5-s-CAP-Behandlung
beobachtet werden (p = 0,003, n = 3). Eine indirekte Behandlung fuhrte zu keinen signifi-

kant verschiedenen Zellzahlen zum Zeitpunkt t = 0.

Die berechnete Zellzahl zum Zeitpunkt unmittelbar nach der Behandlung von RCC4-Zel-
len (Abb. 9 G) konnte durch eine CAP-Behandlung tber 10 s und 20 s signifikant reduziert
werden (10s: p=0,015, 20s: p=0,001, n=4). Durch eine indirekte Behandlung
(Abb. 9 H) mit gleichen Behandlungszeiten konnten ebenfalls signifikante Reduktionen
der Zellzahl erreicht werden (10 s: p = 0,008, 20 s: p < 0,001, n = 4).

Ein Vergleich der berechneten Zellzahlen zum Zeitpunkt unmittelbar nach der Behandlung
von A498-Zellen (Abb. 9 I) zeigte, dass eine CAP-Behandlung Uber 10 s zu einer signifi-
kanten Reduktion der Zellzahl fuhrt (p = 0,033, n =4). Die indirekte Behandlung von
A498-Zellen (Abb. 9 J) zeigte die Tendenz einer Zellzahlreduktion durch die Behandlung.

4.6. Einfluss von CAP auf die Apoptose

Nachdem die antiproliferative Wirkung von CAP auf alle untersuchten Zelllinien nachge-
wiesen wurde, sollten weitere Einflisse von CAP auf Nierenzellen mit den malignen Zell-

linien 786-O und Caki-1 sowie der nicht-malignen Zelllinie RC-124 weiter untersucht
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werden. Die Zelllinie RCC4 wurde auf Grund ihres langsamen Wachstums, die Zelllinie

A498 wegen der erforderlichen langen CAP-Behandlungszeiten ausgeschlossen.

Unter Apoptose versteht man den programmierten Zelltod. Im Gegensatz zur Nekrose,
kommt es bei der Apoptose zu einem kontrollierten Abbau der Zellen. Daher wurden die
Zelllinien 786-0, Caki-1 und RC-124 auf apoptotische Prozesse untersucht. Hierzu wur-
den die etablierten Apoptose-Nachweis-Methoden TUNEL- und Caspase 3/7-Aktivie-
rungs-Assay durchgefuhrt. Wahrend der TUNEL-Assay die Fragmentierung der DNA
nachweist, bildet der Caspase 3/7-Assay die Aktivitat der entsprechenden Caspasen ab,

welche eine entscheidende Rolle in der Apoptosekaskade einnehmen.

Die Zellen wurden tber 10 s mit CAP oder Argon behandelt und inkubiert. Der TUNEL-
Assay wurde nach 24 h und 48 h durchgeflihrt; der Caspase 3/7-Assay nach 24 h, 48 und
72 h (Abb. 10).
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Abb. 10: Apoptose-Assays

Zur Untersuchung der mit kaltem atmosphéarischem Plasma (CAP) behandelten Zellen auf
Apoptose wurden die Zelllinien 786-O (A-B), Caki-1 (C-D), RC-124 (E-F) mit den etablierten
Apoptose-Nachweismethoden TUNEL-Assay (A, C, E) und Caspase 3/7-Aktivierungs-Assay (B,
D, F) untersucht. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD der relativen Signalintensitat normiert zur je-
weiligen Kontrolle. Die erhobenen Daten wurden mittels gepaartem t-Test auf signifikante Unter-
schiede untersucht (p < 0,05 =*, p < 0,01 = **). Zur Validierung des TUNEL-Assays wurden Posi-
tiv- und Negativkontrollen mitgefuhrt (+ = Nuklease-vorbehandelte Positivkontrolle, - = nicht-mar-
kierte Negativkontrolle). Die Positiv- und Negativkontrolle wurden auf den Mittelwert der Argon-
Kontrollen normiert. Es wurden je Zelllinie mindestens drei unabhangige Versuche durchgefihrt.

Die CAP-Behandlung von 786-O-Zellen (Abb. 10 A) erhdhte das relative TUNEL-Signal
nach 24 h auf etwas mehr als das Doppelte (p =0,005, n=3), ebenso nach 48 h
(p =0,003, n = 3). Die relative Caspase 3/7-Aktivitat (Abb. 10 B) wurde ebenfalls gestei-
gert. 24 h und 48 h nach Behandlung konnte eine fast 4-fach erhéhte Aktivitat nachgewie-
sen werden (24 h: p = 0,03;48 h: p = 0,037; jeweils n = 3). 72 h nach Behandlung konnte
ein leichter Rickgang der Caspase 3/7-Aktivitat beobachtet werden (p = 0,025, n = 3).

Die Behandlung von Caki-1-Zellen (Abb. 10 C) fihrte 24 h nach Behandlung zu einem
signifikanten Anstieg des relativen TUNEL-Signals (p = 0,044, n = 3). 48 h nach Behand-
lung war der beobachtete Effekt noch ausgepragter (p = 0,046, n=3). Die relative
Caspase 3/7-Aktivitat (Abb. 10 D) war ebenfalls erhéht. Anders als bei 786-O-Zellen kam
es hier nach 72 h zu keinem Ruckgang der Aktivitat, sondern zu einem weiteren Anstieg
(24 h: p=0,026,n=3,48 h: p=0,006,n=6, 72 h: p=0,047, n = 6).

Deutlich geringer ausgepragt waren die CAP-Effekte auf die nicht-maligne Zelllinie
RC-124. Die CAP-Behandlung flhrte zu keiner signifikanten Erhéhung des relativen
TUNEL-Signals (Abb. 10 E). Die Erhdhung der Caspase 3/7-Aktivitat (Abb. 10 F) war
ebenfalls im Vergleich zu den malignen Zelllinien geringer ausgepragt. Erst 72 h nach der

Behandlung war die Caspase 3/7-Aktivitat signifikant erhoht (p = 0,038, n = 6).

48



Ergebnisse

4.7. Einfluss von CAP auf die Zellmaotilitat und Invasionsfahigkeit

Der Zellmotilitat und Invasionsfahigkeit kommt eine wichtige Bedeutung bei der Metasta-
sierung zu. Um magliche Einflisse von CAP auf die Zellmotilitat zu untersuchen, wurden
scratch-Assays durchgefuhrt. Hierzu wurden CAP- bzw. Argon-behandelte Zellen ausge-
sat und der konfluente Zellrasen am Folgetag zerkratzt. Die Zellen wurden stindlich ab-

gelichtet und die zellfreie Flache ausgemessen (Abb. 11).
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Abb. 11: Motilitats-Assay

Die Zelllinien 786-0O (A), Caki-1 (B) und RC-124 (C) wurden mit kaltem atmospharischem Plasma
(CAP) bzw. dem Tragergas Argon (Ktr.) behandelt. Der konfluente Zellrasen wurde zerkratzt und
unter dem Mikroskop inkubiert (37° C, 5 % CO2 und Wasserdampfsattigung). Die zellfreie Flache
wurde stundlich abgelichtet und zu den angegebenen Zeitpunkten vermessen. Ausgewertet wurde
die relative Flache zur Ausgangsflache zum Zeitpunkt t = 0. Dargestellt sind Mittelwert £ SD. Un-
terschiede zwischen den CAP-behandelten Zellen und den Kontrollzellen wurden mittels t-Test
auf Signifikanz getestet (p < 0,05 =*, p < 0,01 = **). Es wurden je Zelllinie mindestens drei unab-
héangige Versuche durchgefihrt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Datenpunkte der
Kontrolle etwas nach rechts verschoben dargestellt

Die Motilitat der Zellen war zelllinienspezifisch. So war die zellfreie Flache der 786-0O-
Zellen bereits nach wenigen Stunden nahezu vollstandig verschlossen. Dagegen konnten
Caki-1-Zellen die freie Flache Uber einen Zeitraum von 48 h nicht vollstandig verschlie-
Ren. Auch die Beeinflussung der Motilitat durch die CAP-Behandlung war von der Zelllinie
abhangig. So zeigten sich bei der Zelllinie 786-O zu keinem der ausgewerteten Messzeit-
punkte signifikante Unterschiede der zellfreien Flachen. Bei der Zelllinie Caki-1 konnten
jedoch nach 8 h signifikante Unterschiede festgestellt werden (8 h-24 h: p <0,05;
32 h-48 h: p<0,01; jeweils n = 3). Die Zelllinie RC-124 zeigte ab 32 h ebenfalls signifi-
kant unterschiedliche zellfreie Flachen (32 h: p = 0,007; 40 h: p = 0,012; 48 h: p = 0,009;
jeweils n = 3).
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Um mdgliche Einflisse einer CAP-Behandlung auf die Invasionsfahigkeit der Zellen zu
untersuchen, wurde ein Invasions-Assay durchgeflihrt. Hierzu wurden die Zellen mit CAP
bzw. dem Tragergas Argon uber 10 s behandelt und in Kammern mit einer semipermeab-
len Bodenmembran in FCS-freiem Zellkulturmedium ausgesat. Diese Kammern wurden
in die Wells einer 24-Well-Platte, welche mit FCS-haltigem Zellkulturmedium gefullt wa-
ren, gesetzt. Nach einer Inkubation Gber 24 h wurden die Membranen herausgetrennt und
die adharenten Zellen an der Ober- und Unterseite der Membran, nach DAPI-Farbung,
mittels BZ-Analyzer ausgezahlt. Die Anzahl der invadierten Zellen an der Membranunter-

seite wurde ins Verhaltnis zur Gesamtzellzahl gesetzt. Die Ergebnisse sind in Abb. 12

dargestellt.
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Abb. 12: Invasions-Assay

Die Zelllinien 786-0 (A), Caki-1 (B), und RC-124 (C) wurden mit kaltem atmospharischem Plasma
(CAP) bzw. dem Tragergas Argon (Ktr.) behandelt und in Kammern mit einer semipermeablen
Bodenmembran ausgesat. Uber der Membran wurde ein FCS-Gradient aufgebaut. Nach 24 h In-
kubation wurden die Zellen an der Ober- und Unterseite der Membran gezahlt und die invadierten
Zellen ins Verhaltnis zur Gesamtzellzahl gesetzt. Dargestellt sind Mittelwert £ SD. Unterschiede
zwischen den CAP-behandelten Zellen und den Kontrollzellen wurden mittels t-Test auf Signifi-
kanz getestet (p<0,05=*, p=<0,01 ="*). Es wurden je Zelllinie drei unabhangige Versuche
durchgeflihrt.

Die Zellen unterschieden sich in ihrer Invasionsfahigkeit. Wahrend bei den kontrollbehan-
delten 786-O-Zellen im Mittel Gber 80 % der Zellen invadierten, invadierten bei den Zellli-
nien Caki-1 und RC-124 lediglich etwas mehr als die Halfte der Zellen. Durch die CAP-
Behandlung konnte die Invasionsfahigkeit der 786-O-Zellen signifikant reduziert werden
(p =0,008, n = 3). Wahrend 84 % + 6 % der Argon-behandelten Zellen durch die Memb-
ran invadierten, waren es bei den CAP-behandelten Zellen lediglich 27 % = 19 %.

Bei der Zelllinie Caki-1 war der CAP-Einfluss weniger stark ausgepragt, allerdings deuten
die Ergebnisse auch bei dieser Zelllinie auf eine Reduktion der Invasionsfahigkeit durch
CAP hin. Von den Argon-behandelten Zellen migrierten 55 % + 16 % der Zellen, von den
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CAP-behandelten 35 % £ 11 %. Die Invasionsfahigkeit der nicht-malignen Zelllinie
RC-124 wurde durch CAP signifikant gehemmt (p = 0,013, n = 3). Der Anteil invadierter
Zellen wurde von 54 % £ 5 % durch CAP auf 32 % £ 7 % reduziert.

4.8. Einfluss von CAP auf den Farbstoff Fluoresceindiacetat

In folgenden Versuchen sollte der Farbstoff FDA eingesetzt werden. Wahrend FDA nicht
fluoresziert, entsteht durch die Hydrolyse zu F ein fluoreszierender Farbstoff. Vor weiteren
Versuchen sollte der Einfluss von CAP auf den Farbstoff FDA selbst untersucht werden,
da die redox-aktiven Eigenschaften von CAP Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften

vermuten lassen konnten.

Hierzu wurde der Farbstoff direkt oder indirekt mit CAP bzw. dem Tragergas Argon be-
handelt und mittels Fluoreszenzspektroskopie auf mégliche Anderungen in seinen Emis-
sionseigenschaften untersucht. Um auch den aktivierten Farbstoff testen zu kdnnen,
wurde eine irreversible alkalische Hydrolyse durchgefiihrt und anschlieend der pH-Wert

wieder auf 7,4 justiert. Die aufgezeichneten Emissionsspektren sind in Abb. 13 dargestellt.
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. Abb. 13: FDA-Fluoreszenzspektroskopie
Wellenlange = 525 nm nach CAP-Behandlung
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Die Analyse der Emissionsspektren (Abb. 13 A-D) zeigte, dass das Emissionsmaximum
unabhangig von der Behandlung bei einer Wellenlange von 525 nm lag. Allerdings wurde
die Fl durch die Behandlung beeinflusst. Daher wurden die Mittelwerte der gemessenen
FI bei A = 525 nm verglichen (Abb. 13 E). Eine direkte CAP-Behandlung des inaktiven
FDA fuhrte zu einer signifikant hoheren FI (p = 0,02, n = 3). Eine indirekte Behandlung

fUhrte ebenfalls zu signifikanten Unterschieden (p < 0,001, n = 3).

Auch eine direkte Behandlung des aktivierten Farbstoffs F flihrte zu signifikanten Unter-
schieden (p < 0,001, n = 3): Wieder unterschied sich der CAP-behandelte Farbstoff von
Argon-behandeltem. Allerdings flhrte die CAP-Behandlung des aktivierten Farbstoffs im
Gegensatz zur Behandlung des inaktiven zu einer Reduktion der Fl. Die indirekte Behand-
lung des aktivierten Farbstoffs F reduzierte die FI gegenuber der Kontrollbehandlung sig-
nifikant (p = 0,006, n = 3).

Zusammenfassend fuhrte eine CAP-Behandlung von FDA zu einer geringen Zunahme
der Fl. Dagegen fuhrte die CAP-Behandlung des von F zu einer Reduktion der Fl. Die
Effekte traten sowohl bei einer direkten wie auch bei einer indirekten Behandlung auf.
Allerdings waren diese Effekte bei der indirekten Behandlung geringer ausgepragt
(p < 0,001, n = 3): So reduzierte die direkte CAP-Behandlung die Fl von aktiviertem F um
73 %; eine indirekte Behandlung um 3 %. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der Farbstoff

bei den folgenden Versuchen dem CAP nicht direkt ausgesetzt.
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4.9. Einfluss von CAP auf die Membranpermeabilitat

Die CPM grenzt die Zelle gegenuber ihrer Umwelt ab und erfullt wichtige Schutz- und
Transportfunktionen. Daher ist eine intakte CPM essenziell fiir ein Uberleben der Zelle.
Um die Einflisse einer CAP-Behandlung auf die Integritat der CPM zu untersuchen, wur-
den Zellen mit FDA gefarbt und mit CAP bzw. Tragergas behandelt. Nach einer Inkubation
Uber 15 min wurden die Zellen sedimentiert und der Farbstoffgehalt der Zellen
(Abb. 14 A-C) sowie des zellfreien Uberstands (Abb. 14 D-F) bestimmt. Zur Validierung

der Methode wurden analog gefarbte Zellen mit Triton X-100 permeabilisiert.
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Abb. 14: Farbstoffverlust-Assay mittels Multicard-Reader

Die Zelllinien 786-0 (A), Caki-1 (B) und RC-124 (C) wurden mit Fluoresceindiacetat (FDA) gefarbt
und anschlieBend mit kaltem atmospharischem Plasma (CAP) bzw. dem Tragergas Argon (Ktr.)
behandeltem DPBS versetzt. Als Positivkontrolle der Methode wurden Zellen mit Triton X-100
[0,0001 %] (Triton) permeabilisiert. Nach 15 min Inkubation wurden die Zellen sedimentiert und
vom zellfreien Uberstand getrennt analysiert. Gemessen wurde die relative Fluoreszenzintensitat
(RFU) bei A = 525 nm nach Exzitation bei A = 300 nm. Unterschiede zwischen CAP-Behandlung
und Kontrolle wurden mit dem gepaarten t-Test auf Signifikanz getestet. Es wurden je Zelllinie
mindestens drei unabhangige Versuche durchgefuhrt. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD.

53



Ergebnisse

Bei allen Zelllinien zeigte sich die Tendenz, dass nach CAP-Behandlung geringere intra-
zellulare und erhdhte extrazellulare Farbstoffkonzentrationen nachweisbar waren. Aller-
dings waren die beobachteten Unterschiede zwischen mit CAP behandelten Zellen und
der mit Tragergas behandelten Kontrolle lediglich bei der Zelllinie 786-O signifikant
(p<0,001, n=3).

Die Limitation dieser Methode war, dass lediglich ein Mittelwert aller Zellen in Suspension
betrachtet werden konnte. Darum wurden die Ergebnisse mit einer alternativen Methode

bestatigt.

Zur Validierung der Methode wurden 786-O-, Caki-1- und RC-124-Zellen mit FDA und
EtBr gefarbt und mit unterschiedlichen Konzentrationen Triton X-100 behandelt. Nach
5 min Inkubationszeit wurden die Zellen im Durchflusszytometer analysiert. Ausgewertet
wurden die MFI lebender (EtBr negativer) Einzelzellen (Abb. 15).
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Abb. 15: Farbstoffverlust-Assay durch Triton-X-100-Behandlung

Die Zelllinien 786-O (A), Caki-1 (B) und RC-124 (C) wurden mit Fluoresceindiacetat und Ethidi-
umbromid gefarbt, mit unterschiedlichen Konzentrationen Triton X-100 (Triton) Uber 15 min inku-
biert und anschliefend mittels Durchflusszytometer analysiert. Ausgewertet wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) der lebenden Zellen. Die verschiedenen behandelten Gruppen wur-
den mittels ANOVA auf signifikante Unterschiede getestet (p<0,05=* p<0,01="*,
p < 0,001 = *** - Post-hoc-Tests). Es wurden je Zelllinie finf unabhangige Versuche durchgefihrt.
Dargestellt sind Mittelwerte + SD.

Bei allen Zelllinien fuhrte die Triton-X-100-Behandlung zu einer konzentrationsabhangi-
gen Reduktion der MFI (786-O: F(3, 16) = 46,100, p < 0,001, Caki-1: F(3, 16) = 7,164,
p =0,002, RC-124: F(3, 16) = 5,121, p=0,011; jeweils n =20). Tukey-Post-hoc-Tests
zeigten, dass sich die MFI der Gruppe mit der hochsten eingesetzten Triton-X-100-Kon-
zentration (102 %) bei allen Zelllinien signifikant von den anderen Gruppen unterschied.
Eine Ausnahme bildete hierbei die Zelllinie RC-124. Hier lag die MFI der Zellen, die mit
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105 % Triton X-100 behandeltet wurden, unter der der mit hdheren Konzentrationen be-

handelten Gruppen.

Da eine Permeabilisierung der CPM durch Triton X-100 zu einer konzentrationsabhangi-
gen Abnahme der intrazellularen FDA-Konzentration flhrte, erwies sich die Methode als
geeignet, um eine mogliche Schadigung der Membran durch CAP zu untersuchen. Die
Zelllinien 786-0, Caki-1 und RC-124 wurden hierzu mit CAP bzw. dem Tragergas Argon
behandelt und mit FDA und EtBr gefarbt. Nach 15 min Inkubationszeit wurden die Zellen
im Durchflusszytometer analysiert. Ausgewertet wurde die MFI lebender (EtBr negativer)
Einzelzellen (Abb. 16).
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Abb. 16: Farbstoffverlust-Assay mittels Durchflusszytometrie

Die Zelllinien 786-0 (A), Caki-1 (B) und RC-124 (C) wurden mit kaltem atmosphéarischem Plasma
(CAP) bzw. dem Tragergas Argon zur Kontrolle behandelt und anschliefiend mit Fluoresceindi-
acetat und Ethidiumbromid gefarbt. Nach 15 min Inkubation wurden die Zellen mittels Durch-
flusszytometer analysiert. Ausgewertet wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der leben-
den Zellen. Unterschiede zwischen den CAP-behandelten Zellen und den Kontrollzellen wurden
mit dem gepaarten t-Test auf Signifikanz getestet (p <0,05=*, p<0,01 =**, p< 0,001 =***). Es
wurden je Zelllinie funf unabhangige Versuche durchgefuhrt. Dargestellt sind zur Kontrolle nor-
mierte Mittelwerte £ SD.

Bei allen Zelllinien wurde eine reduzierte MFI der CAP-behandelten Zellen gegenliber den
Kontrollzellen gemessen. Die Zelllinie 786-0 erreichte ab einer Behandlungszeit von 10 s
signifikante Unterschiede (10 s: p = 0,002, 30 s: p = 0,009, 60 s: p < 0,001; jeweils n = 5).
Bei Caki-1-Zellen genlgte bereits eine Behandlungsdauer von 5 s, um signifikante Unter-
schiede feststellen zu kdnnen (5 s - 60 s: p < 0,001, jeweils n =5). Die Zelllinie RC-124
erreichte ebenfalls nach 5 s Behandlung signifikante Unterschiede zwischen CAP-behan-
delten und Tragergas-behandelten Kontrollzellen (5 s: p = 0,049, 10 s - 60 s: p < 0,001;

jeweils n = 5).
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Zur weiteren Untersuchung der Membranpermeabilitat wurde ein Assay zum Verlust von
ATP durchgefihrt. Im Gegensatz zu den Farbstoff-basierten Methoden wurden die Zellen
nicht mit Farbstoff beladen, sondern Anderungen der Freisetzung von endogen syntheti-
siertem ATP gemessen. Hierzu wurden die Zelllinien 786-0, Caki-1 und RC-124 mit CAP
bzw. dem Tragergas Argon behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen sedimentiert und
die ATP-Konzentration im zellfreien Uberstand bestimmt. Bei allen untersuchten Zelllinien
konnten nach CAP-Behandlung héhere ATP-Konzentrationen im zellfreien Uberstand

nachgewiesen werden (Abb. 17).
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Abb. 17: ATP-Verlust-Assay

Die Zelllinien 786-0 (A), Caki-1 (B) und RC-124 (C) wurden mit kaltem atmosphéarischem Plasma
bzw. dem Tragergas Argon zur Kontrolle behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen sedimentiert
und die ATP-Konzentration im zellfreien Uberstand bestimmt. Unterschiede zwischen den CAP-
behandelten Zellen und den Kontrollzellen wurden mit dem gepaarten t-Test auf Signifikanz ge-
testet (p<0,05=" p=<0,01 =**, p<0,001 =***). Es wurden je Zelllinie vier unabhangige Versu-
che durchgefiihrt. Dargestellt sind zur Kontrolle normierte Mittelwerte + SD.

Bei 786-0O-Zellen fuhrte bereits eine Behandlungszeit von 5 s zu signifikanten Unterschie-
den (5s: p=0,016, 10 s: p=10,023, 30 s: p=0,002, 60 s: p =0,002; jeweils n = 4). Bei
Caki-1-Zellen wurden ebenfalls dosisabhangige Unterschiede beobachtet. Diese waren
jedoch bei keiner der untersuchten Behandlungszeiten signifikant. Die Zelllinie RC-124
zeigte die ausgepragtesten Unterschiede in der ATP-Konzentration des zellfreien Uber-
stands. Signifikante Unterschiede zwischen CAP-behandelten und Tragergas-behandel-
ten Kontrollzellen konnten zu allen Behandlungszeiten beobachtet werden
(5s:p=0,013,10s: p< 0,001, 30 s: p=0,007, 60 s: p=0,002; jeweils n = 4).
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4 .10. Einfluss von CAP auf die intrazellulare Calciumkonzentration

Die [Ca?*] ist bedeutend geringer als die extrazellulare. Hieraus ergibt sich ein starker
Gradient fiir einen Ca?*-Einstrom. Da Ca?*-lonen eine wichtige Rolle als second messen-
ger zukommt, mussen die Konzentrationen und Gradienten streng reguliert werden. Hier
kommt der CPM mit ihren Membrantransportern eine wichtige Funktion zu. Aus diesem
Grund kann ein Eindringen von Ca?*-lonen Zeichen einer Membransch&digung sein. Da-
rum wurde der Einfluss von CAP auf die [Ca?*]i untersucht. Hierzu wurden die Zellen mit
dem Calciumindikator Indo-1 beladen und ein relatives Ca2*-Signal mittels Multicard-Rea-
der im Abstand von 20 s gemessen bzw. berechnet. Nach einem Vorlauf Gber 20
Messzyklen wurde der Zellsuspension CAP- bzw. Argon-behandelte Pufferldsung hinzu-
gefugt. AnschlieRend wurde die Messung uUber etwa 15 min fortgesetzt. Die Ergebnisse
sind in Abb. 18 und 19 dargestelit.
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E Ca?*- freie Pufferlosung F Ca?*- haltige Pufferlésung
— 60 s CAP/Ktr. — 60 s CAP/Ktr.
1,44 1,4- 10 s CAP/Ktr.

10 s CAP/Ktr.

rel. Ca®*-Singnal
° ®
{
'\
rel. Ca?*-Singnal
R

o
o

0,8 T T T T 1
-5 0 5 10 15 -5 0 5 10 15
Inkubation [min] Inkubation [min]

Abb. 18: Kinetik der intrazellularen Ca?*-Konzentration nach CAP-Behandlung

Die Zelllinien 786-O (A + B), Caki-1 (C + D) und RC-124 (E + F) wurden mit dem Ca?*-Indikator
Indo-1 beladen, in die Wells einer 96-Well-Platte Gberfihrt und die Fluoreszenzintensitat mittels
Mikroplatten-Reader alle 20 s gemessen. Nach 20 Zyklen wurde die Messung kurz unterbrochen
und 100 pl mit kaltem atmosphéarischem Plasma (CAP) bzw. mit dem Tragergas Argon (Ktr.) be-
handelte Pufferldsung hinzugegeben. Die Aufzeichnung wurde lGber 15 min fortgesetzt. Diese
Versuche wurden in Ca?*-freier (A, C, E) und Ca?*-haltiger (B, D, F) Pufferldsung durchgefiihrt.
Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Ca?*-Signale der CAP-Behandlung normiert auf die
der Kontrollbehandlung. Es wurden jeweils flinf unabhangige Versuche durchgeflhrt.

Eine CAP-Behandlung fiihrte in allen Versuchen zu einer Erhdhung der [Ca?*]i. Bei 786-0-
Zellen fiihrte eine 60-s-Behandlung in Ca?*-freier Pufferlosung (Abb. 18 A) zu einem
kontinuierlichen Anstieg des relativen Ca?*-Signals. Diese Unterschiede waren bereits
60 s nach Behandlung signifikant (jeweils p < 0,05, n =5). Eine CAP-Behandlung Uber
10 s fuhrte ebenfalls zu einem Anstieg. Dieser verlief jedoch etwas flacher, so dass
signifikante Unterschiede zu allen Zeitpunkten ab 3 min beobachtet werden konnten
(jeweils p < 0,05, n = 5). Die Versuche in Ca?*-haltiger Pufferlosung (Abb. 18 B) flihrten
zu ahnlichen Effekten, allerdings in geringerer Auspragung. Signifikante Unterschiede
gegenuber der Kontrolle konnten nach etwa 3 min bei 10 s Behandlung beobachtet
werden (jeweils p <0,05, n=5). Dagegen fuhrte die 60-s-CAP-Behandlung nur

alternierend zu signifikanten Unterschieden.

In allen Versuchen mit der Zellinie Caki-1 wurde ein kontinuierlicher Anstieg des relativen
Ca?*-Signals beobachtet. Eine in Ca?*-freier Pufferldsung durchgefiihrte Behandlung von
Caki-1-Zellen (Abb. 18 C) Uber 60 s flihrte ab 20 s nach der Behandung zu signifikanten
Unterschieden gegenuber der Argon-Behandlung (jeweils p < 0,05, n = 5). Die 10-s-CAP-
Behandlungen erhohten das relative Ca?*-Signal. Signifikante Unterschiede konnten ab
1 min nach der Behandlung beobachtet werden. Eine Behandlung von Caki-1 in Ca?*-
haltiger Pufferlésung (Abb. 18 D) fiihrte bei 10 s und 60 s Behandlungsdauer jeweils etwa
1 min nach Behandlung zu signifikanten Unterschieden (jeweils p < 0,05, n = 5).
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Eine CAP-Behandlung der nicht-malignen Zelllinie RC-124 (Abb. 18 E + F) flhrte
ebenfalls zu einem Anstieg des relativen Ca?*-Signals. Dieser verlief allerdings im
Gegensatz zu den beiden anderen Zelllinien nicht kontinuierlich. Nach der Behandlung
konnte ein steiler Anstieg beobachtet werden, der sich nach etwa 3 min einem Plateau
naherte. Die Behandlung der Zellen in Ca?*-freier Pufferldsung (Abb. 18 E) flhrte bei einer
Behandlungszeit von 60 s nach etwa 1 min zu signifikanten Unterschieden (jeweils
p < 0,05, n =5). Bei einer Behandlung Uber 10 s wurden die Unterschiede zur Kontrolle
bereits 20 s nach Behandlung signifikant (jeweils p < 0,05, n=5). Die Behandlung in
Ca?*-haltiger Pufferldsung (Abb. 18 F) fiihrte ebenfalls zu einem Anstieg der [Ca?*]i-
Konzentration. Die 60 s CAP fuhrten ab 60 s nach Behandlung, die 10 s CAP ab 10 s

nach der Behandlung zu signifikanten Unterschieden (jeweils p < 0,05, n = 5).

Zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Behandlungen wurde die Steigung
des relativen Ca?*-Signals gegentiber der Kontrollbehandlung ausgewertet. Aufgrund der

Plateaubildung wurde die Steigung fur die ersten 3 min unmittelbar nach der Behandlung
berechnet und in Abb. 19 dargestellt.
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Abb. 19: Steigung des relativen intrazelluldren Ca%*-Signals

Die Zelllinien 786-0 (A), Caki-1 (B) und RC-124 (C) wurden mit dem Calciumindikator Indo-1 be-
laden. 100 pl der Zellsuspension wurden in die Wells einer 96-Well-Platte pipettiert und die Fluo-
reszenzintensitat mittels Mikroplatten-Reader alle 20 s gemessen. Nach 20 Zyklen wurde die Mes-
sung kurz unterbrochen und 100 ul mit kaltem atmospharischem Plasma bzw. mit dem Tragergas
Argon behandelte Pufferlosung hinzugegeben. Die Aufzeichnung wurde Uber 15 min fortgesetzt.
Diese Versuche wurden in Ca*-freier und Ca?*-haltiger Pufferlésung durchgefihrt. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SD der Steigung in den ersten 3 min nach Behandlung. Die Ergebnisse
wurden mittels ANOVA auf signifikante Unterschiede untersucht. Dargestellt sind die Ergebnisse
der Tukey-Post-hoc-Tests (p <0,05 =%, p < 0,01 =**).
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Die Steigungen des relativen Ca?*-Signals bei Behandlung der Zelllinie 786-O unterschie-
den sich signifikant (F(3, 16) = 6,875, p = 0,004, n = 20). Dieser Unterschied war auf die
CAP-Behandlung in Ca?*-freier Pufferlosung Gber 60 s zurlickzufiihren. Diese unterschied
sich signifikant gegenuber allen anderen Behandlungen (jeweils p < 0,01). Sowohl in
Ca?*-freier wie auch in Ca?*-haltiger Pufferlésung fuihrte eine langere Behandlungszeit zu

einem steileren Anstieg des relativen Ca?*-Signals.

Auch bei Zellen der Zelllinie Caki-1 deuteten die Ergebnisse auf einen schnelleren Anstieg
bei der langeren Behandlungszeit hin. Allerdings unterschieden sich die Steigungen der
einzelnen Behandlungen nicht signifikant voneinander (F(3, 16) = 1,614, p =0,226,
n = 20).

Die unterschiedlichen Behandlungen fihrten bei der nicht-malignen Zelllinie RC-124
ebenfalls zu signifikanten Unterschieden in der Steigung des relativen Ca?*-Signals un-
mittelbar nach der Behandlung (F(3, 16) = 6,594, p = 0,004, n = 20). Dieser Unterschied
war auf den signifikanten Unterschied zwischen der 10-s-Behandlung in Ca?*-freier Puf-
ferlésung gegeniber der 60-s-Behandlung in Ca?*-haltiger Pufferldsung zurlickzufiihren
(p =0,003).

4.11. Einfluss von CAP auf die Expression verschiedener Resistenz-Gene

Die Resistenz von Malignomen gegenuber Zytostatika ist insbesondere bei NZK ein gro-
Res klinisches Problem. Um mdogliche Einflisse von CAP auf Resistenzfaktoren zu unter-
suchen, wurde ein RT? Profiler PCR Array Human Cancer Drug Resistance durchgefihrt.
Dieses vorkonfigurierte Array untersucht die Expression von 84 Genen auf mMRNA-Ebene.
Die Ergebnisse werden in den Abb. 20-25 dargestellt. Im Folgenden werden nur die Gene
vorgestellt, deren Expression in mindestens einer der untersuchten Zelllinien durch CAP-
Behandlung mindestens verdoppelt oder halbiert wurde. Die CAP-Behandlung hatte einen
Einfluss auf die Expression verschiedener fur die Medikamentenresistenz verantwortli-
cher Gene (Abb. 20).
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Abb. 20: RT? Profiler PCR Array — Medikamentenresistenz

Die Zelllinien 786-0, Caki-1 und RC-124 wurden Uber 10 s mit kaltem atmospharischem Plasma
bzw. dem Tragergas Argon behandelt und Gber 48 h inkubiert. Nach Isolation der RNA wurde das
RT? Profiler PCR Array Human Cancer Drug Resistance von Qiagen nach Herstelleranweisungen
durchgefihrt. Ausgewertet wurde mit der AACt-Methode. Dargestellt ist die Regulation der Gen-
Expression der CAP-behandelten Zellen gegenlber der Kontrolle.

Anderungen der Expressionsraten wurden unter anderem bei den fir die ABC-Transpor-
ter codierenden Genen ABCC1, ABCC3 und ABCC5 beobachtet. ABC-Transporter neh-
men als membranstandige primar aktive Transportsysteme eine wichtige Rolle bei der
Resistenz gegen Medikamente wie Zytostatika ein. Eine CAP-Behandlung hatte ebenfalls
Einfluss auf die Expression der Gene BAX, BCL2 und BCL2L1, welche flr Proteine der
BCL2-Familie codieren. Proteine der BCL2-Familie beeinflussen die Apoptose. Aullerdem
wurde eine Beeinflussung von CAP auf die Expression des MVP-Gens festgestellt, wel-

chem eine Bedeutung bei Medikamentenresistenzen zukommt.

Es konnten gegensatzliche Effekte zwischen den malignen Zelllinien 786-O und Caki-1
und der nicht-malignen Zelllinie RC-124 beobachtet werden. Wahrend die Expression der
in Abb. 20 dargestellten Gene bei den malignen Zelllinien herunterreguliert wurde, wurde
sie in der nicht-malignen Zelllinie hochreguliert. Eine Ausnahme von dieser Beobachtung
stellte die Expression des Gens BCL2L1 dar. Dieses wurde auch in der malignen Zelllinie
Caki-1 geringfligig hochreguliert. Besonders auffallig war die etwa 17-fache Hochregula-

tion der Expression des MVP-Gens in der nicht-malignen Zelllinie RC-124.
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CAP beeinflusst zudem die Expression der Gene CLPTM1L, CYP2E1, GSK3A und NAT2,

welchen eine Bedeutung bei der Metabolisierung von Medikamenten zukommt (Abb. 21).

CYP2E1 I
mm 786-0O
GSKS3A = Caki-1
=3 RC-124
NAT2

6 5 4 3 3 4 5 6
x-fache Runterregulation x-fache Hochregulation

Abb. 21: RT? Profiler PCR Array — Medikamenten Metabolismus

Die Zelllinien 786-0O, Caki-1 und RC-124 wurden tber 10 s mit CAP bzw. dem Tragergas Argon
behandelt und (iber 48 h inkubiert. Nach Isolation der RNA wurde das RT? Profiler PCR Array
Human Cancer Drug Resistance von Qiagen nach Herstelleranweisungen durchgefuhrt. Ausge-
wertet wurde mit der AACt-Methode. Dargestellt ist die Regulation der Gen-Expression der CAP-
behandelten Zellen gegentiber der Kontrolle.

Die Expression der Gene CLPTM1L und GSK3A war abhangig von der Malignitat der
untersuchten Zelllinien gegensatzlich. Die Expression beider Gene wurde in den malignen
Zelllinien herunter- und in der nicht-malignen Zelllinie hochreguliert. Die Expression des
CYP2E1-Gens wurde in der malignen Zelllinie 786-0O geringfligig hochreguliert und in den
ebenfalls malignen Caki-1-Zellen herunterreguliert. In RC-124 war keine mRNA des Gens
nachweisbar. NAT2-mRNA wurde in den Zellen der Zelllinien Caki-1 und RC-124 herun-

terreguliert. In 786-O-Zellen konnte die mRNA des Gens nicht nachgewiesen werden.

Eine CAP-Behandlung hatte auch Einfluss auf die Expression der Gene APC, ATM,
ERCC3, MSH2 und XPA (Abb. 22). Dem APC-Gen kommt unter anderem eine wichtige
Funktion bei der Regulation der Zellproliferation zu. Das ATM-Gen codiert ein Enzym,
welches als Sensor fir DNA-Schaden und Regulator der zellularen DNA-Reparatur-Me-
chanismen fungiert. Die Gene ERCC3, MSH2 und XPA codieren DNA-Reparatur-En-
zyme. Die Expression der Gene APC, ATM, MSH2 und XPA wurde in der Zelllinie 786-0O
hochreguliert, in den beiden anderen Zelllinien herunter. Die Expression des ERCC3-
Gens war bei den nicht-malignen RC-124-Zellen hochreguliert.
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Abb. 22: RT? Profiler PCR Array — DNA-Schaden und -Reparatur

Die Zelllinien 786-0, Caki-1 und RC-124 wurden tber 10 s mit kaltem atmospharischem Plasma
bzw. dem Tragergas Argon behandelt und Gber 48 h inkubiert. Nach Isolation der RNA wurde das
RT? Profiler PCR Array Human Cancer Drug Resistance von Qiagen nach Herstelleranweisungen
durchgefuhrt. Ausgewertet wurde mit der AACt-Methode. Dargestellt ist Regulation der Gen-Ex-
pression der CAP-behandelten Zellen gegenuber der Kontrolle.

Die Expression der Zellzyklus-Gene (Abb. 23) wurde durch die CAP-Behandlung in
RC-124-Zellen hochreguliert. Mit Ausnahme der Expression des CCNE1-Gens wurden
alle Gene in den malignen Zellen herunterreguliert. Die CCNE1-Gen-Expression wurde in

786-0O-Zellen geringfugig hochreguliert.
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Abb. 23: RT? Profiler PCR Array — Zellzyklusregulation

Die Zelllinien 786-0, Caki-1 und RC-124 wurden tber 10 s mit kaltem atmospharischem Plasma
bzw. dem Tragergas Argon behandelt und Gber 48 h inkubiert. Nach Isolation der RNA wurde das
RT? Profiler PCR Array Human Cancer Drug Resistance von Qiagen nach Herstelleranweisungen
durchgefuhrt. Ausgewertet wurde mit der AACt-Methode. Dargestellt ist die Regulation der Gen-
Expression der CAP-behandelten Zellen gegenliber der Kontrolle.
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Der Effekt einer CAP-Behandlung auf die Expression der untersuchten Gene fur Tran-
skriptionsfaktoren, Hormonrezeptoren und Rezeptoren fir Wachstumsfaktoren (Abb. 24)
war ebenfalls von der Malignitat der jeweiligen Zelllinie abhangig. Die Expression der
Gene wurde in den malignen Zelllinien 786-O und Caki-1, sofern sie nachweisbar waren,
herunterreguliert. Dagegen wurde die Expression der Gene in den nicht-malignen
RC-124-Zellen hochreguliert. Einige der hier untersuchten mRNAs waren nicht in allen
Zelllinien nachweisbar. So war das AR-Gen ausschlielich in den RC-124-Zellen nach-

weisbar. In Caki-1-Zellen konnte keine mRNA des RXRB-Gens nachgewiesen werden.
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Abb. 24: RT? Profiler PCR Array — Transkriptionsfaktoren und Rezeptoren

Die Zelllinien 786-0, Caki-1 und RC-124 wurden tUber 10 s mit kaltem atmospharischem Plasma
bzw. dem Tragergas Argon behandelt und Gber 48 h inkubiert. Nach Isolation der RNA wurde das
RT? Profiler PCR Array Human Cancer Drug Resistance von Qiagen nach Herstelleranweisungen
durchgefiihrt. Ausgewertet wurde mit der AACt-Methode. Dargestellt ist die Regulation der Gen-
Expression der CAP-behandelten Zellen gegentber der Kontrolle.
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5. Diskussion

5.1. CAP hemmt die Zellproliferation

Ein inhibitorischer Einfluss von CAP auf die Zellproliferation von Tumorzellen wurde fir
verschiedene Entitaten beschrieben [130-132]. Wahrend sich die meisten Untersuchun-
gen mit Zelllinien aus Gehirn- und Lungen-Tumoren beschaftigten [131], wurde der Ein-
fluss von CAP auf NZK bisher nicht untersucht. In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt
werden, dass eine einmalige CAP-Behandlung die Zellproliferation von hNZKZ signifikant
hemmt. Langere Behandlungszeiten flhrten hierbei zu einer starkeren Wachstumsinhibi-
tion. Ein Behandlungsdauer-abhangige Effekt konnte unter anderem auch durch Untersu-
chungen an Ovarial-, Mamma- und Pankreaskarzinom-Zellen bestatigt werden [60, 66,
133].

Die Aktivierung der Zellproliferation durch kurze CAP-Behandlungszeiten wurde ebenfalls
beschrieben [134, 135]. Wahrend eine Aktivierung der Proliferation bei CAP-Anwendun-
gen wie der Wundbehandlung sogar gewunscht ist [135-137], ware sie bei der Therapie
von Malignomen nachteilig. Tendenzen zu erhéhten Wachstumsraten nach CAP-Behand-
lung konnten in dieser Arbeit ebenfalls beobachtet werden. Die Unterschiede waren aller-
dings in keinem Fall signifikant. Dartuber hinaus wurden die tendenziell erhdhten Wachs-
tumsraten durch die Zellzahlreduktion Uberkompensiert, sodass insgesamt stets eine
Proliferationshemmung beobachtet werden konnte. Auffallend war, dass die Aktivierung
durch CAP-Behandlung nur bei geringen Behandlungszeiten beobachtet werden konnte
und daruber hinaus nicht bei jeder untersuchten Zelllinie auftrat. Die Aktivierung durch

geringe CAP-Behandlungszeiten wurde bereits als zelllinienabhangig beschrieben [134].

Die gegensatzlichen Effekte von CAP lassen sich durch die dosisabhangige Wirkung von
reaktiven Spezies erklaren [138]. Geringe intrazellulare Konzentrationen von reaktiven
Spezies fihren in Tumorzellen zur Zellzyklusprogression und einer gesteigerten Zell-
proliferation [139, 140]. Dagegen fiihren hohe Level von reaktiven Spezies zum Zellzyk-
lusarrest und zum Zelltod [139]. In dieser Arbeit konnten wir in den malignen Zelllinien die
verminderte Expression verschiedener Gene von Cyclinen und Cyclin-abhangiger Kina-
sen nach CAP-Behandlung nachweisen. Die Induktion eines Zellzyklusarrests durch CAP
wurde fir verschiedene Entitaten beschrieben [141-144]. Dies bestatigen auch unsere
Beobachtungen, dass die Wachstumsraten durch CAP signifikant reduziert werden.
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Die Zusammensetzung von CAP lasst eine ,Weiterwirkung“ in wassrigen Losungen ver-
muten. Daher untersuchten wir neben der direkten CAP-Behandlung auch die Wirkung
einer indirekten CAP-Behandlung. Die indirekte Behandlung erfolgte hierbei durch CAP-
behandeltes Zellkulturmedium. Wahrend bei der direkten Behandlung auch physikalische
Faktoren wie UV-Licht, elektromagnetische Felder oder Warme auf die Zellen einwirken,
wirken bei der indirekten Behandlung lediglich durch CAP generierte chemische Faktoren,
wie reaktive Sauerstoffspezies [57, 145]. Vorherige Untersuchungen zeigten, dass die Ef-
fekte einer indirekten Behandlung etwas geringer ausgepragt sind [134]. Dagegen erwie-
sen sich bei unseren Untersuchungen beide Behandlungsmethoden als gleichwertig. Hie-
raus schlielen wir, dass der antiproliferative Effekt der CAP-Behandlung bei den von uns
untersuchten Zelllinien in erster Linie auf die Aktivierung des Mediums durch CAP gene-
rierte chemische Faktoren zurlickzufiihren ist. Dies steht in Ubereinstimmung mit friheren
Untersuchungen, die die Wirkung von CAP in erster Linie auf ROS und radikale Stick-
stoffspezies zurlckfuhren [65, 146]. Dagegen scheint die Wirkung der bei einer CAP-Be-
handlung emittierten UV-Strahlung vernachlassigbar [44, 147]. Yan et al. [67] konnten mit
ihren Untersuchungen zeigen, dass der Anteil reaktiver Spezies in CAP-behandeltem Me-
dium mit zunehmender Behandlungsdauer steigt. Dies bestatigt unsere Beobachtungen,
dass langere CAP-Behandlungszeiten des Mediums zu einer starkeren Hemmung der
Zellproliferation fiUhren. Neben der Aktivierung des Mediums mit reaktiven Spezies fuhrte
eine CAP-Behandlung auch zu einer Schadigung verschiedener im Medium enthaltener
Aminosauren [67]. Dies hat mdglicherweise einen negativen Einfluss auf den Metabolis-
mus der Zelle zur Folge, was wiederum die reduzierte Zellproliferation (mit-) erklaren
konnte. Bekeschus et al. [148] konnten eine Abnahme der metabolischen Aktivitat von

Zellen kurze Zeit nach einer CAP-Behandlung nachweisen.

Unsere Untersuchungen zeigten, dass die Zelllinie A498 6-fach langer als die Ubrigen
Zelllinien mit CAP behandelt werden musste, um eine vergleichbare Wirkung zu erzielen.
Da die Wirkung von CAP im Wesentlichen durch reaktive Spezies verursacht wird [65],
kénnten unterschiedliche Konzentrationen von Antioxidantien im Zellkulturmedium fir die
beobachtete Resistenz verantwortlich sein. Allerdings wurden die Zelllinien A498 und
Caki-1 im gleichen Medium behandelt und kultiviert. Somit lassen sich die Unterschiede
nicht durch unterschiedliche Level von Antioxidantien im Medium erklaren. Mdglicher-
weise ist die CAP-Resistenz von A498-Zellen auf ausgepragtere Kompensationsmecha-
nismen der Zelllinie gegentber oxidativem Stress zurlickzuflhren. So verfligen A498-Zel-
len im Vergleich zu Caki-1 und 786-O-Zellen Uber deutlich hdhere GSH-Spiegel [149].
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GSH ist als Antioxidans in der Lage, die CAP-Wirkung effektiv abzuschwachen [148]. Au-
Rerdem werden die SOD1- und SOD2-Gene, welche flr die Superoxid-Dismutase (SOD)
bzw. die mitochondriale SOD codieren, in A498 gegenuber Caki-1 und 786-0 starker ex-
primiert [149]. Die SODs stellen einen wichtigen zellularen Abwehrmechanismus gegen
ROS dar [150]. Eine Erhéhung der SOD kann die CAP-Wirkung ebenfalls abschwachen
[148].

Einzelne Untersuchungen zeigten Hinweise auf einen selektiven Effekt von CAP auf ma-
ligne Zellen [44]. So wurden in-vivo Tumoren effektiv durch CAP behandelt, das umlie-
gende gesunde Gewebe blieb jedoch intakt [56]. Allerdings kam in dieser Studie ein sub-
kutanes Xenograft-Mausmodell zum Einsatz. Verglichen wurde also die CAP-Wirkung auf
intakte murine Haut mit der CAP-Wirkung auf subkutan injizierte humane Harnblasenkar-
zinomzellen. DarUber hinaus gibt es keine abschlieende Erklarung fir eine mdgliche Se-
lektivitat von CAP [44], allerdings werden verschiedene in Frage kommende Mechanis-
men diskutiert. Da die Hauptwirkung von CAP auf reaktive Spezies zuruckzufuhren ist
[65], scheinen maligne Zellen starker durch CAP beeintrachtigt zu werden. Dies konnte
auf deren Energiegewinnung durch anaerobe Glycolyse zuriickzuflhren sein, welche die
Zellen mit hdheren Leveln an reaktiven Spezies belasten [151-154]. Eine weitere mogli-
che Erklarung fur die Selektivitdt von CAP sind die unterschiedlichen Teilungsraten von
malignen und nicht-malignen Zellen. Zellen scheinen wahrend der S- und M-Phase be-
sonders vulnerabel gegentber einer CAP-Behandlung zu sein [155, 156]. Volotskova et
al. [156] fuhren als mégliche Begrindung fur die Selektivitat von CAP an, dass sich wegen
der hoheren Teilungsraten von malignen Zellen, zum Zeitpunkt der Behandlung, mehr
Zellen in den vulnerablen Phasen befinden. Hieraus Iasst sich allerdings folgern, dass
nicht-maligne Zellen prinzipiell nicht weniger sensibel gegentiber CAP sind als maligne.
Lediglich die Zellteilungsrate scheint einen Einfluss auf die Sensitivitat gegentber CAP
zu haben. Dies erklart auch, weshalb in unseren Untersuchungen keine solche Selektivitat
beobachtet werden konnte. Die Zelllinie RC-124 wurde zwar aus gesundem Gewebe ge-
wonnen, entspricht aber im Hinblick auf die Zellteilungsrate den Eigenschaften von ma-
lignen Zelllinien [128, 157]. Diese Beobachtung konnte in unseren Untersuchungen be-

statigt werden.

5.2. CAP induziert Apoptose

Der programmierte Zelltod kann durch verschiedene Faktoren, wie Redoxstress [158,
159], Membranschaden [160], DNA-Schaden [161] oder Stdérungen der
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Calciumhomoostase induziert werden [162]. Unsere Untersuchungen zeigten einen An-
stieg apoptotischer Signale. Diese Beobachtung wird durch Untersuchungen von Chung
[163] und Turrini et al. [164] bestatigt.

Einer der untersuchten apoptotischen Prozesse war die Fragmentierung der DNA, welche
durch den TUNEL-Assay in Form von Doppelstrangbriichen nachgewiesen wurde. Im
Rahmen der Apoptose wird die DNA kontrolliert durch Endonukleasen abgebaut [165].
Diese Endonukleasen werden durch die Effektor-Caspasen 3 und 7 aktiviert [165, 166].
Unsere Untersuchungen zeigten eine Aktivitatszunahme dieser Caspasen. Zudem wird
durch Caspasen eine DNA-Reparatur unterbunden [167]. Wir konnten dartber hinaus zei-
gen, dass die Expression der fur die DNA-Reparatur verantwortlichen Gene ATM, APC,
ERCC3, MSH2 und XPA durch die CAP-Behandlung Uberwiegend reduziert wurde. Die-
ser Effekt lie3 sich jedoch nicht bei allen Zelllinien nachweisen. So wurde die Expression
von ERCC3 in Zellen der nichtmalignen Zelllinie RC-124 hochreguliert. Die Expression
von XPA wurde dagegen in 786-O-Zellen hochreguliert.

Die Hochregulation von DNA-Reparatursystemen lasst eine DNA-Schadigung vermuten.
Dies ist moglicherweise auf die redox-aktive Wirkung von CAP zurlckzuflhren, Re-
doxstress-Signale korrelieren sowohl mit der Induktion von Apoptose als auch mit der
Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen [164]. Allerdings ist zu anzumerken, dass
die unmittelbare Regulation der DNA-Reparaturproteine nicht Uber deren Expression,
sondern durch deren Interaktion erfolgt. So aktiviert die im ATM-Gen codierte Serin-Pro-
teinkinase bei DNA-Schaden weitere Reparaturenzyme durch Phosphorylierung [168].
Die Induktion von Signalwegen, die fur eine DNA-Schadigung typisch sind, wurde bereits
beschrieben [57]. Somit ware auch eine Aktivierung der Apoptosekaskade durch irrepa-
rable DNA-Schaden denkbar [169]. Eine DNA-Schadigung durch CAP ist Gegenstand ak-
tueller Untersuchungen [42, 170, 171].

Der Expression von BAX, BCL2 und BCL2L1 kommt eine wichtige Bedeutung in der Re-
gulation der Apoptose zu [172]. Wir konnten einen Expressionsanstieg dieser Gene bei
RC-124-Zellen durch die CAP-Behandlung beobachten. Darlber hinaus konnten wir nach
CAP-Behandlung einen Anstieg der [Ca?'] feststellen. Dies konnte ebenfalls auf die
Apoptoseinduktion durch CAP zurtickzuflhren sein. Die Calciumfreisetzung aus intrazel-
lularen Calciumspeichern im Rahmen der Apoptose ist ein gut untersuchter Prozess [173,
174].
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5.3. CAP hemmt die Zellmatilitat und Invasionsfahigkeit

Wir konnten zeigen, dass CAP die Migrations- und Invasionsfahigkeit von hNZKZ hemmt.
Der hemmende Einfluss von CAP auf die Zellmaotilitat konnte bereits fur Ovarial-, Colon-
und Leberkarzinomzellen nachgewiesen werden [60, 175, 176]. Auffallend war eine zell-
linienspezifische Motilitat. Das Scratch-Assay zeigte, dass die 786-0O-Zellen den Scratch
etwa 6-mal schneller verschlieRen konnten als die anderen Zelllinien. Dies steht in Uber-
einstimmung mit den Ergebnissen des Invasions-Assays, in welchem binnen 24 h etwa
80 % der kontrollbehandelten 786-O-Zellen invadierten; bei den ubrigen Zelllinien etwa
50 %. Die Zellmotilitat ist allerdings von vielen Faktoren abhangig [103]. Daher sind Un-

terschiede zwischen verschiedenen Zelllinien wenig uberraschend.

Wie bereits im Zusammenhang mit der Apoptose diskutiert, initiiert eine CAP-Behandlung
einen Anstieg der Caspasenaktivitat. Caspasen sind allerdings nicht nur am apoptoti-
schen Abbau der DNA beteiligt, sondern spalten auch Strukturproteine des Zytoskeletts
wie Aktin und Tubulin [167, 177]. Dies kdonnte auch bei den morphologischen Verande-
rungen einer apoptotischen Zelle von Bedeutung sein [178]. Daruber hinaus lasst sich die
motilitats- und invasionshemmende Wirkung von CAP mdglicherweise durch eine direkte
Interaktion von reaktiven Spezies mit der CPM und Adhasionsmolekilen erklaren [176].
So wurde beispielweise eine Interaktion von CAP mit Integrinen nachgewiesen [179]. Eine

Schadigung der CPM durch CAP konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden.

5.4. CAP schadigt die Cytoplasmamembran

Wahrend eine Schadigung bakterieller Membranen durch CAP bereits ausfihrlich unter-
sucht wurde [180-183], ist die Wirkung von CAP auf humane CPM weitgehend unbekannt.
Dezest et al. [55] konnten allerdings CAP-induzierte Anderungen der Membranmorpholo-

gie und des Membranpotentials von Keratinozyten feststellen.

Wir untersuchten die CPM mit Farbstoff-Freisetzungs-Assays. Analysiert wurde zum ei-
nen die intrazellulare Farbstoffkonzentration in lebenden Zellen und zum andern die Farb-
stoffkonzentration im zellfreien Uberstand. Durch die Kombination dieser beiden Metho-
den konnen viele FDA-bedingte Einschrankungen ausgeschlossen werden [88]. Das nicht
fluoreszierende FDA ist membranpermeabel. FDA wird im IZR durch Esterasen zu F hyd-
rolysiert. Hierdurch fluoresziert der Farbstoff nach Exzitation und kann die Zelle durch eine
intakte CPM nicht mehr verlassen. Eine reduzierte intrazelluldre Farbstoffkonzentration
kann daher eine Membranschadigung nachweisen [184]. Eine durch die Behandlung
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verminderte Aufnahme von FDA in die Zelle oder eine verminderte Hydrolyse durch Be-
einflussung der Esterasen konnen die Messergebnisse jedoch verfalschen [185, 186]. So
ist die Hydrolyse von FDA zu F auch eine gangige Methode zur Bestimmung von zellula-
ren Enzymaktivitaten [187, 188]. Die Kombination mit dem FDA-Freisetzungs-Assay
gleicht diese Nachteile aus, da die Zellen erst mit FDA beladen werden und die CAP-
Behandlung erst im Anschluss erfolgt. Somit sind Farbstoffaufnahme und -hydrolyse un-
abhangig von der Behandlung. Allerdings kann ein Anstieg der F-Konzentration im zell-
freien Uberstand auch durch eine mégliche CAP-induzierte Lyse einzelner Zellen auftre-
ten. Diese Limitation wurde durch den Farbstoffaufnahme-Assay ausgeglichen, da hier
nur die lebenden Zellen betrachtet werden. Aus den Ergebnissen beider Methoden schlie-

Ren wir auf eine Schadigung der Membranintegritat durch CAP.

Ein Nachteil der farbstoffbasierten Methoden war, dass mdgliche Einflisse von CAP auf
den Farbstoff selbst unbekannt waren. Daher wurden mogliche Einfliisse von CAP auf
den Farbstoff FDA untersucht. Eine direkte CAP-Behandlung des Farbstoffs FDA fuhrte
zu einer hoheren Fl. Dies fuhren wir auf eine CAP-induzierte Hydrolyse des Farbstoffs
FDA zu seiner fluoreszierenden Form F zurlck. Da dieser Effekt bei der indirekten Be-
handlung deutlich geringer ausgepragt war, mussen die physikalischen CAP-Komponen-
ten, wie UV-Licht, von besonderer Bedeutung sein. Das emittierte UV-Licht liegt im Exzi-
tationsbereich des Farbstoffs. Daher scheint eine Anregung des Farbstoffs durch CAP
wahrscheinlich. Die Behandlung der fluoreszierenden Form F reduzierte die Fl. Daher
scheint CAP den Farbstoff zu zerstéren. Diese Effekte waren aber bei der indirekten Be-
handlung so gering, dass die Versuche hierdurch nicht maf3geblich beeinflusst wurden.
Dennoch wurden die Ergebnisse der Farbstoffverlust-Assays nochmals mit einer alterna-

tiven Methode bestatigt.

Eine CAP-Behandlung fuhrte zu einem Ausstrom von ATP aus hNZKZ. Die Messung ei-
nes Verlusts von ATP ist eine etablierte Methode zum Nachweis von Membranschadigun-
gen [189-191]. Azzariti et al. [192] konnten diesen Effekt auch bei ihren Untersuchungen
zu Melanomen und Pankreaskarzinomen beobachten. Die ATP-Freisetzung kann aller-
dings auch physiologisch, im Rahmen der Apoptose, zur Aktivierung von Makrophagen
erfolgen [193]. Die Freisetzung von ATP als immunologischem Signalstoff durch CAP-

generierte reaktive Spezies wurde von Lin et al. [194] nachgewiesen.
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5.5. CAP erhoht die intrazelluldre Ca2*-Konzentration

Ca?* ist ein wichtiger intrazellularer Signalstoff, der in viele Signalwege involviert ist. So
spielt Ca?* eine wichtige Rolle bei der Apoptose und Zellmotilitat [173, 174, 195]. Aber
auch beim Tumorwachstum und der Tumorinvasion ist Ca?* von Bedeutung [196, 197].
Der Einfluss von ROS auf Ca?*-Signalwege ist bekannt [198]. Da reaktive Spezies haupt-
verantwortlich fur die CAP-Wirkung sind [65], wurden in dieser Arbeit die Einflisse von
CAP auf die [Ca?*]i untersucht.

Bei unseren Versuchen konnten wenige Sekunden nach CAP-Behandlung signifikante
Anstiege der [Ca?']i beobachtet werden. Dies war auch der Fall, wenn Zellen in
Ca?*-freiem Messpuffer behandelt wurden. Hieraus schlieBen wir, dass der Anstieg der
[Ca?*)iin erster Linie auf den Ca?*-Ausstrom aus intrazellularen Kompartimenten wie dem
endoplasmatischen Retikulum oder den Mitochondrien zurlickzuflhren ist. Die Untersu-
chungen von Schneider et al. [199] bestatigen diese Schlussfolgerung. Diese konnten
zeigen, dass eine CAP-Behandlung von Melanom-Zellen zu einem Anstieg der [Ca?*]i
fihrt und dies auf den Ausstrom aus intrazellularen Ca?*-Speichern zuriickzufiihren ist
[199]. Versuche mit Fibroblasten fuhrten zu ahnlichen Ergebnissen [200]. Wir konnten in
dieser Arbeit eine Schadigung der CPM nachweisen. Daher ware auch eine Schadigung
intrazellularer Membranen denkbar. Dies wiirde den Ausstrom von Ca?*-lonen aus dem
endoplasmatischen Retikulum und den Mitochondrien erklaren. Andererseits kommt auch
eine Permeabilisierung der Mitochondrienmembran durch die CAP-induzierte Apoptose

in Frage.

5.6. Einfluss von CAP auf die Medikamentenresistenz

Die Resistenz von NZK gegenuber Zytostatika stellt ein groRes Problem bei der medika-
mentdsen Behandlung dar [201]. Um mogliche Einflisse einer CAP-Behandlung auf Re-
sistenzfaktoren zu untersuchen, wurde die Expression einiger fir die Resistenz verant-
wortlicher Gene untersucht. Unsere Untersuchungen zeigten, dass eine CAP-Behandlung
die Expression von Genen der ABC-Transporter oder der CYP-Familie in den untersuch-
ten malignen Zelllinien tendenziell herunterreguliert. Damit ware ein kombinierter Einsatz
von CAP und Zytostatika denkbar. Hierdurch kdnnten die notwendigen Zytostatika-Dosie-
rungen und die damit verbundenen unerwinschten Arzneimittelwirkungen maglicher-
weise reduziert werden. Die Limitation der von uns eingesetzten Methode war, dass wir
lediglich die Expression der Gene untersuchen konnten. Unsere Ergebnisse legen jedoch
nahe, dass die Untersuchung maoglicher Einflisse von CAP auf die Prozessierung und
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Funktion der entsprechenden Proteine in folgenden Arbeiten lohnend ware. Ebenso wa-
ren weitere Untersuchungen erforderlich, die das Zusammenwirken von CAP und ver-

schiedenen Zytostatika eruieren.

5.7. Klinische Bedeutung und Ausblick

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass eine CAP-Behandlung die Zellproliferation von
NZK effektiv hemmt. Dieser Effekt war auf die Apoptoseinduktion und die Beeinflussung
des Zellzyklus zurtuckzufuhren. Diese in-vitro gewonnenen Ergebnisse geben Hoffnung,
dass CAP auch in-vivo zur Behandlung von NZK oder deren Metastasen eingesetzt wer-
den konnte. Wahrend bei lokal begrenzten Karzinomen die chirurgische Therapie als Mit-
tel der Wahl sehr gute Erfolge erzielt, gestaltet sich die Therapie fortgeschrittener Karzi-
nome als schwierig [202]. Dieser Umstand ist insbesondere auf die Resistenz der NZK
gegenuber gangigen Zytostatika zurlickzufuhren [201, 203]. Unsere Ergebnisse deuten
darauf hin, dass CAP die Expression von Genen, die flir Resistenzmechanismen wie
ABC-Transporter codieren, beeinflusst. Somit kdnnte die Sensitivitdt gegenlber Zytosta-
tika durch eine CAP-Behandlung verbessert werden. Ein kombinierter intraoperativer Ein-
satz von lokaler CAP-Behandlung und adjuvanter systemischer Chemotherapie zur Erzie-
lung synergistischer Effekte ware damit vorstellbar. Darlber hinaus ware ein intraoperati-
ver Einsatz auch erganzend zur alleinigen chirurgischen Therapie denkbar. So kénnten
in-situ verbliebene Zellen abgetotet oder deren Motilitat und Invasionsfahigkeit gehemmt

werden.

Neben kurativen Behandlungsansatzen kénnte CAP auch eine Bereicherung flur die Be-
handlung palliativer NZK-Patienten darstellen. Die Strahlentherapie wird bei NZK in palli-
ativen Therapieregimen eingesetzt [202]. CAP bietet gegenluber der Strahlentherapie ei-
nige Vorteile: so flihrt eine CAP-Behandlung im Gegensatz zur Strahlentherapie nicht zur
Nekrose oder Inflammation [204]. Die Eindringtiefe von CAP ist geringer und die Behand-
lungsareale sind praziser behandelbar. Au3erdem ist die CAP-Behandlung mit erheblich
geringerem apparativem Aufwand und somit geringeren Kosten verbunden [204]. Aus der
geringeren Eindringtiefe von CAP resultiert jedoch auch ein erheblicher Nachteil: Die zu
behandelnden Areale missen dem CAP zuganglich sein. Dies stellt bei der Behandlung
von NZK eine Herausforderung dar. Prinzipiell ware, wie bereits erwahnt, der endoskopi-
sche oder laparoskopische Einsatz von CAP perspektivisch vorstellbar. Darliber hinaus

konnten wir zeigen, dass auch eine indirekte Behandlung durch CAP-aktiviertes Medium
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die Zellproliferation effektiv hemmt. Somit kdme auch eine Spulung von Kérperhéhlen mit
CAP-aktivierter Spulflissigkeit in Betracht.

Zusammenfassend hat CAP das Potential die bestehenden Therapieoptionen beim NZK
zu erweitern bzw. zu erganzen. Vor einem moglichen therapeutischen Einsatz am Men-
schen mussten jedoch weitere Untersuchungen durchgeflhrt werden. Zum einen ist die
Wirkung von CAP auf gesunde Zellen bisher nur unzureichend erforscht, insbesondere
im Hinblick auf eine mogliche mutagene (Langzeit-)Wirkung, zum anderen sind die hier
in-vitro gewonnenen Erkenntnisse nur bedingt auf Karzinome in-vivo Ubertragbar. Um die-

sen offenen Fragen nachzugehen, ware die Untersuchung in Tiermodellen unerlasslich.
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6. Zusammenfassung

Das Nierenzellkarzinom (NZK) gehort zu den haufigsten malignen Erkrankungen in
Deutschland. Wahrend lokal begrenzte Tumoren nach chirurgischer Resektion eine sehr
gute Prognose haben, liegt die mittlere 5-Jahres-Uberlebensrate bei metastasierten NZK
bei lediglich 17 %. Die schlechte Prognose ist unter anderem auf die Resistenz von NZK
gegenuber klassischen Chemotherapeutika zurickzufihren. Moderne zielgerichtete Wirk-
stoffe zeigen ein etwas besseres Ansprechen, allerdings werden komplette Remissionen
nur in den seltensten Fallen beobachtet. Dies macht die Entwicklung neuer Behandlungs-

methoden erforderlich.

Der Einsatz kalter atmospharischer Plasmen (CAP) ist eine innovative und vielverspre-
chende Therapieoption bei der Behandlung von Malignomen. Diverse Arbeiten zeigten
eine antiproliferative Wirkung auf Krebszelllinien verschiedener Entitaten. Die Wirkung

von CAP auf NZK-Zellen wurde bisher nicht untersucht und ist Gegenstand dieser Arbeit.

Wir konnten zeigen, dass CAP die Proliferation von humanen NZK-Zellen effektiv hemmt.
Dies war einerseits auf die Induktion von Apoptose und andererseits auf eine Reduktion
der Zellteilungsrate zuruckzufuhren. Neben der Wachstumshemmung konnten wir auch
eine herabgesetzte Migrations- und Invasionsfahigkeit der Zellen nach CAP-Behandlung
beobachten. AuRerdem konnten wir zeigten, dass CAP zu einer Schadigung der Cyto-
plasmamembran fuhrt. DarUber hinaus wurde die Expression von Resistenzfaktoren

durch eine CAP-Behandlung beeinflusst.

Diese in-vitro gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass CAP das Potential hat, die beste-

henden Therapieoptionen bei NZK zu erweitern bzw. zu erganzen.
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