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Einleitung

In der medizinischen Forschung ist der Anwendung von kaltem Atmospharendruckplasma
schon seit langer Zeit viel Aufmerksamkeit geschenkt worden.[1] In einigen Bereichen wie z.B.
der Wundheilung befindet sich diese Form des Plasmas bereits Anwendung am Patienten.[2—
7] Auch im Bereich der Onkologie gibt es intensive Forschung mit kaltem
Atmospharendruckplasma. Hier wurde die Behandlung von unterschiedlichen Tumorentitdten
untersucht, wobei dem malignen Melanom (MM) besonders viel Aufmerksamkeit geschenkt
wurde.[8,9] Die hier vorliegende Arbeit befasst sich ebenfalls mit der Behandlung des
malignen Melanoms mit kaltem Atmospharendruckplasma und soll zum Erkenntnisfortschritt

auf diesem Gebiet beitragen.

1.1 Malignes Melanom

1.1.1 Epidemiologie

Das maligne Melanom (MM) macht etwa 4,4% / 4,5% (?/5) der Krebsneuerkrankungen in
Deutschland jahrlich aus. Mit 21.220 Neuerkrankungen lag es 2014 an Platz 5 der am
haufigsten auftretenden Krebsneuerkrankungen.[10,11] Das mittlere Alter der Erkrankten lag

2014 etwa bei 64 Jahren.[11,12]

Es ist der aggressivste der kutanen Tumore und fiir iber 90% der Todesfalle bei Hautkrebs
verantwortlich.[13] Im Jahre 2013 starben in Deutschland 3042 Personen aufgrund eines

malignen Melanoms.[14]

Die Inzidenz von Melanomen hat mit den Jahren stetig zugenommen.[13,15,16] Dies hangt
vor allem mit dem verdnderten Expositionsverhalten der Bevdlkerung gegeniiber
ultravioletter (UV)-Strahlung zusammen.[15] Insbesondere Sonnenbrdnde in der Kindheit

tragen zur Entstehung von Hautkrebs bei.[17]



Durch das 2008 eingefiihrte Hautkrebsscreening, hat die Inzidenz der niedrigen Stadien (T1)
des MM zugenommen (2/3 der Neudiagnosen). Es zeigte sich dadurch allerdings keine

Reduktion der Haufigkeit des Auftretens von fortgeschrittenen Stadien.[11]

Haufige Tumorlokalisationen sind der Rumpf (33%), die obere Extremitat (24%) und die untere
Extremitat (22%). Bei Frauen ist das MM am héaufigsten an der unteren Extremitat zu finden

(42%), bei Mannern liberwiegend am Rumpf (32%).[12]

Die Gesamtmortalitdt des MM blieb in den letzten 4 Jahrzehnten konstant. Sie ist bei Mdnnern
hoher als bei Frauen und liegt altersstandardisiert bei etwa 2,8 Fallen/100 000 Einwohner fir
Manner und 1,7 Fallen/100 000 Einwohner fiur Frauen.[11,13] Dabei muss das 10-
Jahresiberleben stadienabhangig betrachtet werden. Wahrend im T1-Stadium von einer 10-
Jahresiberlebensrate von etwa 92% ausgegangen werden kann, liegt diese bei einem weit
fortgeschrittenen (T4) Stadium unter 50%.[18] Im Falle eines Tumor-Progress zum Stadium 4
nach dem American Joint Commitee on Cancer (AJCC) kann von einer mittleren Uberlebenszeit
von einem Jahr ausgegangen werden.[19] Bei Erstdiagnose wurde 2014 bei 10% der Manner
und 8% der Frauen ein Stadium T4 diagnostiziert.[11] Zusatzlich zum Tumorstadium muss auch
die Lokalisation als prognostischer Faktor betrachtet werden. MM des Nackens, des Gesichts,
der Hande und der FiiRe sind seltener, aber mit einer schlechteren Prognose verbunden.[20—

22]

1.1.2 Entstehung und Klinik

Das maligne Melanom ist ein hochmaligner Tumor und entsteht aus entarteten Melanozyten.
Diese findet man in der Basalschicht der Epidermis, aber auch im Gewebe des Auges, des

Ohres, in den Leptomeningen und in Schleimhauten.[16,17,23]

Melanozyten produzieren den Farbstoff Melanin, der dann in Vesikeln zu den Keratinozyten
transportiert wird, sich dort um den Nukleus der Zellen anlagert und diesen vor den

schadigenden Einfliissen von UV-Strahlung schiitzt.[23]

Zu den Risikofaktoren der Entstehung von malignen Melanomen, also der Entartung der
Melanozyten, geh6rt neben genetischer Pradisposition, der Hautfarbe/dem Hauttyp und der

Anzahl an Naevi vor allem die UV-Exposition der Haut.[13,15,24] Durch UV-Strahlung kann es
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in den Zellen zu Schadigungen der DNA und zu Verdanderungen des Mikromilieus der Zelle
kommen.[23] Die Proliferation der malignen Zellen wird ausgeldst durch eine Stérung des
Gleichgewichtes zwischen Apoptose - dem kontrollierten Zelltod - und der Zellneubildung
(Proliferation).[15] Durch DNA-Schadigung, Verdanderungen von Zellzyklusvorgangen und
Rezeptormodulationen, sowie durch vermehrte Bildung von Wachstumsfaktoren in der
Zellumgebung tiberwiegt die Proliferation der Zellen, und die Apoptose alter und geschadigter
Zellen wird nicht eingeleitet. Es kommt zur unkontrollierten Vermehrung von entarteten
Zellen mit geschéadigter bzw. veranderter DNA und Zellmorphologie. Diese entarteten

Melanozyten sind die Zellen, die das maligne Melanom bilden.[23,25]

Melanome entstehen vor allem an den Extremitaten, dem Rumpf und an Kopf und Nacken.
Die haufigsten histologischen Subtypen sind das superfiziell spreitende Melanom (50%), das
noduldre Melanom (30%), das Lentigo-maligna-Melanom (10%), das vor allem an belichteten
Hautarealen auftritt, und das akrolentigindse Melanom (5%) an Handen und FiiBen.[26] Zu
den selteneren Melanomen gehort das amelanotische Melanom, welches im Vergleich zu den

hdufigeren Melanom-Formen eine deutlich schlechtere Prognose aufweist.[11,26]

Die Einteilung der Tumorstadien erfolgt nach der TNM-Klassifikation (TumorgroRe (T),
Lymphknotenbefall in der Region (N), Metastasierung (M); Einteilung bdsartiger Tumoren der
Union internationale contre le cancer (UICC)) oder den AJCC-Stadien (The American Joint
Committee on Cancer). Dabei werden die Eindringtiefe nach Breslow, die Tumorulzeration,
der Lymphgefaf- und Lymphknotenbefall sowie Fernmetastasen berticksichtigt (siehe Tabelle

1).[27,28]



Tabelle 1 TNM und AJCC Klassifikation nach [18,28]

TNM Kilassifikation AJCC Klassifikation
Tumoreindringtiefe in mm | Ulzeration
Tis Melanoma in Situ - Stadium 0
T1 0,1-1,00 A = keine Stadium 1a =T1A
B = Ulzeration Stadium 1b =T1B
T2 1,01-2,00 A =keine Stadium 1b =T2A
B = Ulzeration Stadium 2a =T2B
T3 2,01- 4,00 A = keine Stadium 2a =T3A
B = Ulzeration Stadium 2b =T3B
T4 > 4,00 A =keine Stadium 2b = T4A
B = Ulzeration Stadium 2c = T4B
Befallene Lymphknoten | Art der Metastase
(LK)
NO keiner
N1 1 A = Mikrometastasen Stadium 3 = alle T, N1+,
B = Makrometastasen MO
N2 2-3 A = Mikrometastasen
B = Makrometastasen
C=InTransit/
Satellitenmetastasen ohne LK
Befall
N3 4+ Oder LK-Konglomerat, oder in
Transit/Satellitenmetastasen plus
LK Befall
Fernmetastasen Lactatdehydrogenase (LDH)
Level
MO keine normal
M1a Entfernte Haut, Subcutis oder | normal Stadium 4 = alle T, alle N,
LK M1+
M1b Lunge normal
Mic Andere Viszerale Oder LDH erhoht
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1.1.3 Therapie

Die primare Therapie des malignen Melanoms ist abhangig von der Lokalisation des Tumors,
der Tumordicke und dem Tumorstadium.[17] Malignomsuspekte Lasionen der Haut werden
zur Diagnostik mit einem generellen Sicherheitsabstand von 2 mm an den lateralen Randern
und bis ins Fettgewebe in der Tiefe exzidiert. Die exzidierte Lasion wird dann histologisch
untersucht und je nach Eindringtiefe des Tumors wird der Exzisionsrand bis zum Erreichen des

bendtigten Sicherheitsabstandes revidiert.[13]

Die bendtigten Sicherheitsabstiande sind abhdngig von der Eindringtiefe nach Breslow.
Waéhrend nach aktuellen Empfehlungen bei einem MM mit einer Eindringtiefe von <1-2 mm
ein Sicherheitsabstand von 1 cm ausreicht, wird bei einer Eindringtiefe von 2,01-4 mm ein
2cm groBer Sicherheitsabstand empfohlen.[13,29] Durch das Einhalten dieser
Sicherheitsabstande kann die Wahrscheinlichkeit fiir ein Lokalrezidiv gesenkt werden.[13] An
Korperstellen, an denen groRe Sicherheitsabstande zu starken funktionellen Defiziten fiihren
wirden, wie an Fingern, FliiRen und im Gesicht, kdnnen nach Empfehlungen der Leitlinie

patientenadaptiert kleinere Sicherheitsabstande gewahlt werden.[13]

Fortgeschrittene Melanome werden zusatzlich zur primaren Exzision mit einer adjuvanten
systemischen Therapie behandelt, um weitere Metastasierung und regionale Rezidive zu
verhindern. Die aktuellen Leitlinien empfehlen ab Stadium 2 bis Stadium 3 eine adjuvante
Gabe von Interferon a. Bei Lymphknoten-Metastasen oder bereits erfolgter
Fernmetastasierung ist eine Kombination mit einer Interleukin-2-Therapie empfohlen.
Dennoch ist die Prognose in diesen Fallen sehr schlecht.[17] Bei BRAF (B-Raf Kinase
kodierendes Gen)-Wildtyp-Melanomen, also Melanomen, die keine Mutation des BRAF-Gens
aufweisen, kann auf gezielte immunologische Therapien (z.B. Dabrafenib und Vemurafenib)
zuriickgegriffen werden.[30] Eine Bestrahlung des Patienten kann unter bestimmten

Umstanden unter Berlicksichtigung der Gesamtsituation durchgefiihrt werden.[11,17]

All diese Therapieoptionen zur Behandlung des fortgeschrittenen malignen Melanoms bergen
als systemisch wirksame Therapie, mit hoher Toxizitat ein deutliches Nebenwirkungspotential
und gehen oft mit einer Reduktion der Lebensqualitat des Patienten einher. Es treten vor

allem Knochenmarksdepression, Miuidigkeit, grippeartige Symptome und Hepatotoxizitat
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auf.[15,17,30] Zudem sind in spaten Stadien zunehmende Resistenzen der malignen
Melanome gegeniber der systemischen Therapie und dadurch eine verminderte Wirksamkeit
dieser zu beobachten.[15,31] Fiir die Therapie mit Bestrahlung konnte sogar eine erhohte
Morbiditat der Patienten festgestellt werden, weshalb die Indikation nur noch in speziellen
Fallen gegeben ist.[17] Die Suche nach wirksamen, nebenwirkungsarmen Therapien fiir das
MM ist daher nach wie vor hoch aktuell und erfordert neue Modelle in der praklinischen
Forschung sowie den Einsatz moderner Technologien. Eine neue potenzielle Therapieoption
ist die Nutzung von kaltem Atmospharendruckplasma, die sich derzeit noch in der

praklinischen Testung befindet.

1.2 Spharoide Zellkultur

Die Grundlagenforschung fir eine neue Tumorbehandlung sollte anhand eines reliablen und
robusten Testsystems durchgefihrt werden.[32] Die am meisten verbreitete und etablierte
Methode ist die zweidimensionale (2D)-Zellkultur (Monolayer-Zellkultur). 2D-Zellkulturen und
Zellsuspensionen haben den Nachteil, dass sie stark artifizielle Systeme darstellen und daher
nur limitierte Aussagen zu den therapeutischen Effekten liefern kénnen.[32,33] Gerade bei
soliden Tumoren wird die Zellbiologie vor allem durch das Mikromilieu beeinflusst.[33—35] Es
konnte gezeigt werden, dass Zellen ihre Umgebung wahrnehmen kénnen und stark von ihr
beeinflusst werden.[36] In der 2D-Zellkultur findet eine Adharenz der Zellen an der Oberflache
der Zellkulturgefdfle statt. Diese hochartifizielle Umgebung und die simple Architektur der
Zellkultur, spiegeln den hoch komplexen Aufbau eines Tumors im menschlichen Kérper nicht
wider.[37] Es gibt deutliche Belege, dass viele Zellen einige ihrer charakteristischen
Eigenschaften verlieren, wenn sie in einer Zellsuspension oder einer Monolayer-Zellkultur

geziichtet werden.[32]

Die Nachteile der 2D-Zellkultur haben zur Entwicklung der dreidimensionalen (3D)-
Zellkulturmodelle gefiihrt, die die Komplexitdt des menschlichen Gewebes besser
erfassen.[32] Daher wurde in dieser Arbeit eine 3D-Zellkultur gewdahlt. Es wurde ein
multizellularer Tumorspharoid (MCTS) aus humanen Melanomzellen geformt. Viele Studien

konnten zeigen, dass MCTS viele bedeutende Eigenschaften eines avaskuldaren Tumors
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zufriedenstellend imitieren koénnen.[31,32,34,36—-39] Die speziellen Eigenschaften der
Tumore und auch der MCTS ergeben sich aus dem Mikromilieu der Zellen und der Architektur
des Gewebes.[32,33,40] Zu Beginn wachst das Sphéaroid exponentiell, danach kommt es zu
einer deutlichen Verlangsamung des Wachstums. Dies geschieht durch den Né&hrstoff- und
Sauerstoffmangel im Kern des Sphéroids. Im Zentrum bildet sich eine Nekrosezone, wahrend
am Rand des Spharoids die Zellen proliferierend bleiben. Dieses Wachstum ist analog zum
avaskularen Tumorwachstum in vivo und fihrt zur gleichen Heterogenitat der
Zellen.[32,33,38,39] Dadurch wird es moglich, die Einflisse dieser Heterogenitat sowie die
Einflisse der Zell-Zell-Interaktionen in den Versuchen zu erfassen.[32,33] Viele solide
Tumoren entwickeln héhere Resistenzen in ihrem Mikromilieu, die sogenannte ,,multizellulare
Resistenz”. Dies wird haufig auch in MCTS beobachtet.[33,37] Zusammenfassend kdnnen
Sphéaroide konnen die Eigenschaften von Tumoren gut imitieren. Daher kénnen sie auch
verwendet werden, um die Eindringtiefe von Medikamenten oder Therapien, die Regulation
von Proliferation sowie die Tumor-Vitalitait und den Tumor-Zellmetabolismus
darzustellen.[32,37] Mehrere Studien konnten zeigen, dass die Untersuchungen an MCTS die
Effekte der Antitumortherapie in Patienten zuverldssig vorhersagen konnen.[40] Dadurch
bilden MCTS heute einen wichtigen Zwischenschritt zwischen 2D-Zellkulturen und den
Tierversuchen (vgl. Abbildung 1) und koénnen zunehmend dazu beitragen, Gelder und
Ressourcen zu sparen, da nicht funktionelle Therapien friihzeitiger erkannt werden. Bis zum
vollstandigen Ersetzen der 2D-Kulturen besteht allerdings noch Verbesserungsbedarf bei den
Analysemethoden der Sphéaroide. Auch die Herstellung muss weiter standardisiert und
optimiert werden.[32] Dennoch hat sich die Technik in den letzten Jahren deutlich verbessert,
sodass mit geringen Kosten eine hohe Anzahl an reproduzierbar gleichen Sphéaroiden
hergestellt werden kann. Zudem wurde in den letzten Jahren viel unternommen, um die
Technik der Herstellung der Sphéaroide so weit zu verbessern, dass ein high throughput

screening (HTS) von Anti-Tumor-Therapien durchfiihrbar ist.[37,41]
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2D- Zellkultur 3D- Zellkultur Tierversuch

@
=
e

Abbildung 1 Vergleich der Vor- (griin) und Nachteile (rot) von 2D- zu 3D- Zellkulturen und Tierversuchen. Sphdroide nehmen
aufgrund ihrer intermedidren Komplexitit eine Zwischenposition zwischen 2D- Zellkultur und Tierversuchen ein.
ECM=Extrazelluldrmatrix. Adaptiert nach [40]

Grundsatzlich lassen sich viele Tumorzelllinien in Sphéaroide Giberfiihren. In den letzten Jahren
wurden diverse Ansdtze zur spharoidalen Zellkultur fiir Melanomzellen entwickelt, die
entweder als Monokultur oder in Kombination mit anderen Zelltypen (z.B. Fibroblasten)

kultiviert wurden.[40,42,43]

1.3 Physikalisches Plasma

1.3.1 Physikalische Grundlagen und Entwicklung

Etwa 95% der sichtbaren Materie in unserem Universum befindet sich im Plasmazustand. Der
Plasmazustand wird als der 4. Aggregatzustand bezeichnet. Durch Energiezufuhr geht ein Stoff
jeweils von fest in fllissig sowie von flissig in gasférmig lGber. Durch weitere Energiezufuhr
wird der Plasmazustand erreicht. Dabei kommt es beim Wechsel zwischen den

Aggregatszustanden zur Zunahme der Beweglichkeit der Atome und Molekiile. Im Gaszustand
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sind alle Atome und Molekile frei beweglich. Durch weitere Energiezufuhr kommt es zum
Herausldsen von Elektronen aus den Atomen und Molekiilen, wodurch ionisierte Teilchen und
frei bewegliche Elektronen entstehen.[44] 1928 wurde hochenergetisches Gas das erste Mal
von dem spateren Nobelpreistrager Irving Langmuir als ,Plasma” beschrieben, da ihn das
Elektronen-/lonen-Teilchengemisch an das Blutplasma erinnerte.[45,46] Seitdem werden
physikalische Plasmen und Blutplasma voneinander unterschieden. Natlrlicherweise finden
sich Plasmen auf der Erde zum Beispiel in Form von Blitzen und Polarlichtern. Plasma findet in
unterschiedlichsten Formen im Alltag Anwendung, unter anderem in Leuchtstoffrohren,

Plasmabildschirmen und zur Behandlung von Oberflachen.[1,47]

Plasmen sind durch ihre freien Elektronen in der Lage, elektrischen Strom zu leiten. Sie sind
damit leitende Gase. In der Gesamtheit ihrer positiv und negativ geladenen Teilchen sind
Plasmen allerdings neutral.[48] In der Physik werden thermische und nicht-thermische
Plasmen unterschieden.[49] Bei thermischem Plasma haben die Elektronen und lonen die
gleiche Energie. Bei nicht-thermischem Plasma wird die Reaktivitat aus hoch energetischen
Elektronen gewonnen, wobei die massestarkeren lonen und neutralen Teilchen kalt

bleiben.[50] Dadurch ergibt sich ein Temperaturunterschied. Wahrend bei thermischen
Plasmen durch Elektronentemperatur (Te) = lonentemperatur (T;) = Gastemperatur (Tgas)
Temperaturen von mehreren 10- bis 100-tausend Grad Celsius (°C) erreicht werden, kommt

es durch das Ungleichgewicht zugunsten der Elektronen im nicht-thermischen Plasma Te >> Tj

= Tgas zu deutlich niedrigeren Gastemperaturen.[1,48] Nicht-thermische Plasmen werden

weiter differenziert in kalte und heie nicht-thermische Plasmen. Die kalten nicht-
thermischen Plasmen haben eine Temperatur zwischen 300-400 Kelvin (= 26-126°C) und sind
somit flir die Anwendung bei hitzelabilen Stoffen und fiir die medizinische Forschung
besonders interessant.[1] Zusatzlich zu den freien Elektronen und den lonen enthélt Plasma
noch weitere wirksame Komponenten. Sowohl langlebige, als auch kurzlebige reaktive
Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS, gemeinsam RONS) kdnnen im Plasma und in mit
Plasma behandelten Flissigkeiten nachgewiesen werden.[51-54] Zudem entstehen UV-
Strahlung, sichtbares Licht, thermische Energie, sowie elektrische Felder, die fir verschiedene
Effekte und Mechanismen nutzbar sind.[50] Im Folgenden wird vereinfacht nur der Begriff
,Plasma“ fur kaltes nicht-thermisches Plasma verwendet, andere Plasmaformen werden

spezifisch als diese benannt.
15



1.3.2 Anwendungen in der Medizin

Plasmamedizin beschreibt die Anwendung von kaltem nicht-thermischem Plasma am oder im
Korper des Menschen oder an Implantaten/Fremdkorpermaterial fir die Anwendung am
Menschen oder im Veterindrbereich. Dabei werden primar zwei Arten von kalten nicht-
thermischen Plasmaquellen verwendet: dielektrische Barrierreentladungen (dielectric barrier
discharges (DBD)) und Atmosphéarendruck-Plasmajets (atmospheric pressure plasmajet
(APPJ)).[3] Seit etwa 20 Jahren werden die biomedizinischen Anwendungsmoglichkeiten von
kaltem nicht-thermischem Plasma untersucht. Erst in den letzten zehn Jahren wurden
signifikante Fortschritte im Verstehen der molekularen Mechanismen gemacht.[51,55] Die
biologisch relevanten Hauptwirkungselemente des Plasmas sind reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffspezies sowie die UV-Strahlung.[51,55] Die in dieser Arbeit verwendete
Plasmaquelle, der kalte Atmosphéarendruck-Plasmajet kINPenMed, ist als Medizinprodukt
zugelassen.[56] Er wird bislang vor allem bei Patienten mit chronischen Wunden eingesetzt,
bei denen alle anderen Ublichen Behandlungsmethoden versagt haben. Bei 80% dieser
Patienten kann eine Wundheilung ausgelést oder beschleunigt werden. Vor allem die
Komponente der Dekontamination der Wunde von multiresistenten Bakterien wird vielfach
als groRer Vorteil herausgestellt.[2,3,57] Auch konnten auch verschiedene direkte Effekte des
Plasmas auf die Wundheilung nachgewiesen werden. Es wurde gezeigt, dass die Proliferation
von Keratinozyten soweit stimuliert werden kann, dass die vermehrte Bildung von
Wachstumsfaktoren und sowie die Neovaskularisierung geférdert wird.[2,58—60] In
unterschiedlichen Studien konnte bei unterschiedlich langer Behandlung von chronischen
Wunden eine signifikante Verringerung der bakteriellen Besiedlung festgestellt werden,
unabhangig von der Art der Bakterien oder ihrer Resistenzen. Dabei traten keine
Nebenwirkungen auf. In einer randomisierten Doppel-Blindstudie konnte auch eine signifikant
verbesserte Wundheilung gegeniiber Placebo nach einer Plasmabehandlung nachgewiesen
werden.[61] Damit wurde nach entsprechenden tierexperimentellen Nachweisen, auch unter
klinischen Bedingungen gezeigt, dass eine Plasmaanwendung die Regeneration verletzten
Gewebes und damit die Wundheilung direkt stimuliert, unabhangig von einer antiseptischen

Wirkung.[55,62—64]
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Da Plasma auch in die Haarfollikel eindringt, was die meisten Desinfektionsmittel nicht
erreichen, zeigte sich hier eine Gberlegene antimikrobiellen Wirksamkeit an der Haut.[65,66]
Dieser Effekt des Plasmas auf Bakterien wird ebenfalls auf RONS und UV-Strahlung
zurlickgefuhrt, die die Proliferation und den Metabolismus der Bakterien hemmen und
strukturellen Schaden sowohl in der Bakterienkapsel, als auch der Zellmembran und weiteren

Lipiden auslosen.[67]

Dieselbe Wirkung des Plasmas wird auch im Bereich der Dekontamination von
Operationsmaterialien, Oberflachen im Krankenhaus und Prothesenmaterialien untersucht.
Ehlbeck et al. verglichen dafiir die dekontaminierenden Eigenschaften unterschiedlichster
Plasmaquellen. Trotz der verminderten Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Plasmaquellen
aufgrund verschiedenster Einflussfaktoren, zeigte sich in den einzelnen Studien jeweils eine
signifikante Inaktivierung von Mikroorganismen, unabhangig vom Versuchsaufbau.[68] In
einer Studie zur Dekontamination von Prothesenmaterialien konnten Duske et al. mit einer
dhnlichen Plasmaquelle, wie der in dieser Arbeit verwendeten, eine signifikante Verringerung
des Biofilms auf einer Hiftprothese sowie eine vermehrte Osteoblasten-Proliferation
nachweisen. Beide Parameter sind bekannte Faktoren, die zu einer Reduktion von

Protheseninfektionen fihren.[69]

Zusatzlich zu Bakterien bilden Viren und Sporenbildner haufige Infektionsquellen fir den
Menschen. Unter Verwendung einer Surface Microdischarge (SMD)-Plasmaquelle konnte
gezeigt werden, dass diese Plasmaquelle auch Hefen effizient inaktivieren kann und auch
Endosporen auf trockenen Oberflachen beseitigt. Flir Sporen zeigte sich sogar eine schnellere
Inaktivierung als mit den Standard-Sterilisationsmethoden.[70] Zimmermann et al. konnten
zeigen, dass durch Plasma auch die Vermehrung von Viren (Adenovirus) suffizient inhibiert
werden kann.[71] Auch bei anderen Virusarten konnte eine Inaktivierung durch

Plasmabehandlung festgestellt werden.[72]

Ein weiteres Gebiet der Plasmaforschung ist die Blutgerinnung. HeiRes Plasma wird schon
langer zur Blutkoagulation als Alternative zur Elektrokauterisierung verwendet und bietet dort
einige Vorteile.[73] Auch mit kaltem nicht-thermischem Plasma konnte in Studien eine
schnelle Koagulation von Blut ex vivo sowie eine gute Blutungskontrolle an Wunden in vivo im

Tierversuch gezeigt werden.[73,74]
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Zudem sind die anti-inflammatorischen Eigenschaften des Plasmas Gegenstand der aktuellen
Forschung. So haben Chakravarthy et al. positive Effekte von Plasmabehandlung bei Colitis
ulcerosa im Tiermodell gezeigt. Es wurde eine Reduktion des Auftretens von Blut im Stuhl,
eine verminderte Krankheitsprogression, sowie insgesamt ein deutlich positiver Effekt in der

Kombination von Plasma mit der Standardtherapie gezeigt.[75]

Die Sicherheit der Anwendung des kINPenMed am Menschen wurde zuvor in zahlreichen
klinischen Studien, Fallberichten und Tierversuchen untersucht. Es konnte kein genotoxischer
Effekt in vitro oder unerwiinschte Nebenwirkungen in vivo durch die Anwendung der

Plasmaquelle festgestellt werden.[1-3,76]

1.3.3 Plasma in der Onkologie

Die hier vorliegende Arbeit untersucht die Anwendung von Plasma in der praklinischen
experimentellen Krebsforschung. In diesem Bereich wurden in den vergangenen Jahren

etliche vielversprechende Studien an unterschiedlichsten Zellreihen durchgefiihrt.[8,77-90]

In vielen dieser Studien zeigte sich das grofRe Potential von Plasma. Die Wirkungsmechanismen
von Plasma auf maligne und gesunde Zellen sind zum jetzigen Zeitpunkt nicht vollstandig
bekannt, jedoch konnten verschiedene Arbeiten zeigen, dass die zellschdadigenden Effekte des
Plasmas starker auf maligne Zellen wirken und gesunde Zellen bei gleichen
Behandlungsbedingungen weniger beeinflusst werden.[9,82,88,90-92] Der ausgeldste Effekt
der Plasmabehandlung auf die Krebszellen zeigte sich dabei abhdngig von der
Behandlungsdauer. Bei sehr langer Behandlungsdauer wurde meist eine Zellzerstorung
(Nekrose) beobachtet, bei kiirzeren Behandlungen zeigte sich ein Ubergang der malignen

Zellen in die Apoptose.[41,82,87,93-98]

Eine Studie von Bekeschus et al. konnte zeigen, dass Brust- und Kolonkarzinomzellen in vitro
durch die Plasmabehandlung in ihrer Proliferation gehemmt wurden, ihre Vitalitdt verringert
wurde und eine Apoptose ausgeldst wurde.[94] Guerrero-Preston et al. zeigten eine selektive
Hemmung von Plattenepithelkarzinomzellen durch Plasmabehandlung.[79] Des Weiteren

konnte gezeigt werden, dass die Vitalitdt von Adenokarzinomzellen der Lunge durch eine
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Plasmabehandlung reduziert, der interzellulaire Gehalt an Adenosintriphosphat (ATP)
vermindert und die Anzahl an apoptotischen Zellen vermehrt werden konnte.[78] Nach
Plasmabehandlung konnte bei Kolonkarzinomzellen in sphéaroider Zellkultur eine
dosisabhangige Wachstumshemmung dargestellt werden.[42] Auch an Zellen nicht solider
Tumore wie nicht adhdrenten Leukdmiezellen konnte eine dosisabhdngige

Zellzahlverminderung nach Plasmabehandlung der Zellsuspension gezeigt werden.[93]

In vivo zeigten Vandamme et al., dass Glioblastomgewebe durch die Behandlung verkleinert
und die Uberlebenszeit im Tierversuch verlingert werden konnte. Sie beobachteten zudem
an subkutan platzierten Tumoren von Urothelzellkarzinomen, dass kleine Tumore durch die
Plasmabehandlung komplett abgetragen werden konnten. GroBere Tumore mit Restbefunden
nach der Behandlung zeigten ein verlangsamtes Wachstum ohne Erreichen der

OriginalgrofRe.[100]

Der Effekt der Plasmabehandlung beschrankt sich nach aktuellen Erkenntnissen nicht nur auf
den unmittelbaren Behandlungszeitraum. Eine Zellinaktivierung und weitere

Zellzahlverminderungen wurden auch bis 24 h nach der Behandlung beobachtet.[88,89,93]

Zusatzliche beobachtete Wirkungen der Plasmabehandlung waren die Schwéachung der
Fahigkeit der Zellen zur Migration und Invasion. Bei malignen Hirntumoren konnte gezeigt
werden, dass nur ein kleiner Teil der behandelten Zellen die Fahigkeit zur Koloniebildung
behielt, woraus die Autoren schlossen, dass Plasma auch die weitere Zellteilung
behindert.[93] In vitro konnte auch an sonst stark therapieresistenten
Ovarialkrebsstammzellen, die haufig Ausloser von Metastasen und Rezidiven sind, gezeigt
werden, dass diese sensibel auf die Behandlung mit Plasma reagierten.[93] Ebenso konnte
gezeigt werden, dass Mutationen der Zellen keinen Unterschied in der Wirksamkeit der
Plasmabehandlung ausmachen. So konnten Schneider et al. mit einer SMD-Plasmaquelle
einen wirksamen Effekt auf zwei Kolonkarzinomlinien zeigen, von denen eine Linie eine

Mutation aufwies.[84]

Partecke etal. schlossen aus vielversprechenden Ergebnissen ihrer Forschung an
Pankreaskarzinomzellen, auf eine mogliche intraoperative Anwendung von Plasma, um

eventuell mikroskopisch zuriickbleibende Tumorreste zu behandeln.[88] Ahnliche
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Anwendungschancen zeigten sich in weiteren Studien mit anderen Turmorentitaten.[80] Als
weitere Anwendungsperspektive sind Kombinationen von Plasmabehandlung mit gangigen
Therapien Gegenstand der aktuellen Forschung. Diese zeigen vielversprechende Ergebnisse,
mit verbesserter Effektivitdt und verringerter Toxizitdt etablierter Chemotherapeutika

verringern kénnen.[8,101-103]

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf dem malignen Melanom. Arndt et al. konnten in
Melanomzellen pro-apoptotische Effekte nach 2-minitiger Plasmabehandlung feststellen.
Dabei wurden die Zellen sowohl direkt mit Plasma behandelt als auch mit Plasma-
behandeltem Medium. Beide Methoden zeigten deutliche Effekte auf die Melanomzellen.[95]
Sehr vielversprechende Ergebnisse konnten bereits in murinen Experimenten mit Melanomen
gemacht werden. Sowohl durch reine Plasmabehandlung, als auch in Kombination mit

anderen Therapieoptionen zeigte sich ein reduziertes Tumorwachstum.[8,104,105]

1.4 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist die weitere Untersuchung der Behandlung mit kaltem nicht-
thermischem Plasma als eine Moglichkeit der lokalen und nicht systemisch wirksamen
Tumortherapie in Bezug auf das maligne Melanom. Als gut zuganglicher oberflachlicher Tumor
wurde diese Tumorentitat ausgewahlt. Dazu sollte zunachst ein robustes, reproduzierbares
3D-Tumorzellmodell (Sphéaroide) etabliert werden, an dem verschiedene Plasmaapplikationen
untersucht werden konnen. Dieses 3D-Spharoidmodell wurde gewdahlt, um die in vivo-
Verhaltnisse der Tumorzellinteraktionen und das zellulare Mikromilieu darzustellen und in die
Wirksamkeitspriifung der Methode miteinzuschlieBen. Der Einfluss der Plasmaexposition auf
das GréBenwachstum, sowie die Vitalitat der Zellen im Sphéaroid sollten untersucht werden.
Zudem hédngt das Gesamtiiberleben, gerade beim malignen Melanom auch von der Rezidiv-
Rate und der Metastasierung ab, wobei auch in friihen Stadien Rezidive oft lokal auftreten.
Daher war ein weiteres Ziel die qualitative und quantitative Analyse der Migration von

Einzelzellen aus dem Sphéaroidverbund in einer 3D-Gelmatrix.
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Material

2.1 Gerate und Materialen

Tabelle 2 Auflistung der verwendeten Gerdte und Materialien

15ml Falcon-Rohrchen

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,

Germany

48-Well-Platte Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Germany

AxioCam MRC Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Germany

Axiovert 40CFL Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Jena, Germany

Cedex XS Cell Analyzer

Roche innovatis AG, Bielefeld,

Germany

Labsolute Deckglaser

Th. Geyer GmbH & Co. KgG,

Renningen, Germany

Einbettschéalchen fir Biopsieproben, Cryomold

Sakura Finetek Germany GmbH,

Staufen, Germany

EppendorfgefdlRe 1,5ml

Eppendorf AG, Hamburg,

Germany

Fluoreszenzmikroskop Observer D1

Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Jena, Germany

kINPenMed

neoplas med GmbH, Greifswald,

Germany

Leica Cryostat CM 1950

Leica Biosystems Nussloch

GmbH, Nussloch, Germany

Massenspektrometrie (MS)-Microvial (Vials, Einsatz,

Feder, Kappe mit Septum)

Th. Geyer GmbH & Co. KgG,

Renningen, Germany

Massenspektrometer Q Exactive UHMR Hybrid

Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, USA

21



Adhasionsobjekttrager Superfrost Plus Menzel

Th. Geyer GmbH & Co. KgG,

Renningen, Germany

Petri-Schale 60mm Durchmesser

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,

Germany

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg,

Germany

T-75 Zellkulturflaschen

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,

Germany

Tecan Ultra 384 multiplate reader

Tecan, Crailsheim, Germany

Thermo Scientific  Nunclon Sphera 96U-Well- | Thermo Fisher Scientific Inc.,,

Mikrotiterplatten mit Polymerbeschichtung Waltham, USA

Thermomixer Eppendorf AG, Hamburg,
Germany

Vortex VWR International GmbH,
Darmstadt, Germany

XYZ-Tisch CNC-STEP GmbH & Co. KG,,

Geldern, Germany

2.2 Zellkulturmedien/Lésungen

Tabelle 3 Auflistung der verwendeten Zellkulturmedien/Lésungen

1% L-Glutamin

Lonza Group Ltd, Basel, Switzerland

1% Penicillin/Streptomycin

Lonza Group Ltd, Basel, Switzerland

EDTA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

Germany

Fetal Calf Serum (FCS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

Germany

Phosphate buffered saline (PBS) Dulbeccos
PBS ohne Ca, Mg

PAN- Biotech GmbH, Aidenbach, Germany

RPMI-1640

PAN- Biotech GmbH, Aidenbach, Germany
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Trypsin/EDTA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

Germany

2.3 Chemikalien

Tabelle 4 Auflistung der verwendeten Chemikalien und Stoffe

Aceton Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Germany
AlamarBlue Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA

Amplex UltraRed Reagent

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA

Anti-Mouse Alexa 594 Fluoreszenzmarkierter

Antikorper, Invitrogen

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA

Argon (AR)

Linde GmbH, Pullach, Germany

Bicarbonat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Germany

CellTiter-Glo 3D Luminescent Cell Viability Assay

Promega, Fitchburg, WI, USA

DAKO-Blocking Solution

Dako Agilent, Santa Clara, USA

DAPI (1 pg/ml PBS)

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,

Eching, Germany

Destilliertes Wasser (Aqua dest.) aus: Envirofalk

Greenline 100  Reinstwasseranlage  mit

anschlieBender GenPure Pro

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA

Eosin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Germany
Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Germany

Fluoromount-G mounting Medium

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA
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Formaldehydlésung 4%

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Germany

Hamalaun

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Germany

Hepes Harnstoff

VWR International GmbH, Darmstadt,

Germany

Horseradish Peroxidase

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Germany

Ki67-Antikorper

DAKO, clone MIB-1

Kollagen 1 Matrigel, Rat

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

USA

Kryogel O.C.T. Compound Tissue-Tek

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen,

Germany

Minimal Essential Medium (MEM)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Germany

Natriumcitrat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Germany

PBS + 0,1% Tween 20

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Germany

Permeabilisation-Solution: Triton X 0,1% und

Sodium citrat 0,1% in Aqua dest.,

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Germany

ROTI Histokitt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Germany

Saccharose 15% und 30%

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Germany

Salzsaure (HCI)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Germany

TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphine

hydrochloride

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Germany

Trypanblau

VWR International GmbH, Darmstadt,

Germany
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Label-Solution

TUNEL-reaction mixture, Roche kit, Enzym- und

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel,

Switzerland

Vectashield fluoromount mounting medium

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,

Eching, Germany

Wasserstoffperoxid (H202)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Germany

Xylol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Germany

2.4 Software

Tabelle 5 Auflistung der Verwendeten Software und Internet-basierten Programme

AxioVision

Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH,
Oberkochen, Deutschland

Graphpad Prism 8.3.0.

GraphPad Software, San Diego, USA

Image J

Open source

Ingenuity Pathway Analysis (IPA)

QUIAGEN Digital Insights, Redwood City,
USA

InteractiVenn

[106]

Microsoft Office 365

Microsoft Corporation, Remond, USA
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Methoden

3.1 Zellkultur und Bildung von Sphéaroiden

Zur Etablierung der Spharoide fir die weiteren Versuche wurden verschiedene Zelllinien auf
ihre Fahigkeit getestet, Spharoide zu bilden. Die Zellen umfassten die adharenten humanen
Melanomzelllinien SK_MEL-28 (ATCC® HTB-72™) (SK 28), FM-55 (ECACC # 13012417) und
MNT-1 (ATCC® CRL-3450) (MNT 1). Die SK_MEL-28-Zellen haben von diesen Zellen den
niedrigsten Melaningehalt, die FM-55-Zellen einen mittleren und die MNT-1-Zellen einen sehr
hohen Melaningehalt. Darliber hinaus wurden die SK_MEL-28- und die FM-55-Zellen von
einem Primartumor etabliert, wahrend die MNT-1-Zellen von einer Melanom-Metastase in
einem Lymphknoten abstammen. Als Vergleich wurde zusatzlich die nicht entartete
Keratinozyten-Zelllinie HaCaT (cell lines service # 300493) verwendet. Die Melanomzellen
wurden zundchst als Monolayer-Zellkultur in T-75-Zellkulturflaschen in RPMI-1640-Medium
mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) und 2 mmol/I L-Glutamin bei 37,0°C und
5% CO> kultiviert. Flr die HaCaT-Keratinozyten wurde nur 8% FCS verwendet bei ansonsten
identischen Kulturbedingungen. Zum Umsetzen wurden die Zellen von der Zellkulturflasche
abgelost. Daflir wurde zunachst das Medium abgesaugt und die Zellen dann mit etwa 5 ml PBS
gewaschen. Dieses wurde ebenfalls abgesaugt und 2 ml Trypsin in die Zellkulturflasche
gegeben. Dieses wurde 3-5 min, je nach Abl6sung der Zellen, im Inkubator bei 37°C einwirken
gelassen. Die Trypsinreaktion wurde dann bei ausreichender Ablésung der Zellen mit 5 ml
Zellkulturmedium abgestoppt. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren der Fliissigkeit in
der Zellkulturflasche konnte eine ausreichende Ablosung und Suspension der Zellen
gewadhrleistet werden. Die gesamte Zellsuspension wurde dann in ein 15 ml Falcon-Réhrchen
gegeben und fiir 3-5 min bei 130*g zentrifugiert, um die Zellen zu pelletieren. Der Uberstand
wurde abgesaugt und die Zellen mit 1 ml Medium durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann noch mit weiteren 5 ml Medium verdiinnt und
10 ul dieser Zellsuspension dann mit 90 pl Trypanblau vermischt und mit dem Cedex XS Cell
Analyzer die Zellzahl bestimmt. Fiir die Spharoidbildung wurden verschiedene Zellzahlen in
eine Thermo Scientific Nunclon Sphera 96-Well-Rundboden-Mikrotiterplatte mit einer
Polymerbeschichtung, die die Adhasion der Zellen an der Well-Oberflaiche verhindert,

gegeben. Je 6 Sphéroide jeder Zellzahl und jeder Zellart wurden angesetzt mit 200, 500, 1000
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und 3000 Zellen/Well. Die Zellen wurden jeweils mit 150 pul Medium eingesetzt und die Platte
dann bei 1000*g fir 10 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Platten bei 37°C
und 5% CO; inkubiert. Zundchst wurde alle 2 Tage 50 pl frisches Zellkulturmedium
hinzugegeben, bevor am 6. Tag ein kompletter Mediumswechsel stattfand. Beim
Mediumswechsel wurde das alte Medium bis auf 50 pl mit einer 20-200 pl Pipette abgesaugt
und 100 pl frisches Medium hinzugegeben. Die Kultur wurde (iber 12 Tage fortgesetzt und die
GroRenentwicklung der Spharoide dokumentiert. Es konnte (iber diesen Zeitraum eine stabile
Sphéaroidbildung der SK_MEL-28- und der MNT-1-Zellen festgestellt werden. Bei den FM-55-
und den HaCaT-Zellen wurden keine oder nur sehr kleine, labile Spharoide gebildet. Daher
wurden nur die SK_MEL-28- und die MNT-1-Zelllinien fir die folgenden Versuche verwendet.
Das Wachstum und die Formierung der Sphéaroide wurde taglich fotodokumentiert mittels
AxioCam MRC von Carl Zeiss und dem Axiovert-40CFL-Mikroskop mit einer 50fachen
VergroRRerung. Die Dokumentation mittels Mikroskopfotografie fand alle 2 Tage statt. Die
Auswertung erfolgte mit Imagel so, dass eine Wachstumskurve fiir jedes Spharoid erstellt
werden konnte. Mit einem eigens geschriebenen Makro fiir das Programm wurde der
Durchmesser der Sphéaroide reproduzierbar und halbautomatisch bestimmt. Das Volumen

wurde aus dem Durchmesser berechnet.

3.2 Ubersicht zeitlicher Ablauf der Versuche

Abbildung 2 zeigt die zeitliche Abfolge der Versuche. Es wurde nach Spharoidbildung (Tag 0)
einmalig frisches Medium hinzugefiigt (Tag 2), bevor an Tag 4 ein kompletter
Mediumswechsel stattfand. Hier wurde entweder frisches Medium hinzugegeben
(Kontrollen), plasmabehandeltes Medium auf die Spharoide gegeben (indirekte Behandlung)
oder frisches Medium hinzugegeben mit anschlieRender direkter Plasmabehandlung. Das
plasmabehandelte Medium wurde anschliefend nicht mehr ausgetauscht, zwei Tage nach der
Behandlung (Tag 6) wurden lediglich 50 ul frisches Medium hinzugefiigt. An Tag 8 erfolgte
dann die weitere Aufarbeitung der Sphéaroide zur Proteinbestimmung (Proteomics), das
Einsetzen der Sphédroide in eine Gelmatrix (Gelmigration) und die Vitalitatsbestimmung

(Celltiter3D).

27



I | I I I | Tag
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+50ul +50ul
ﬁ Medium ﬁ Medium ﬁ
_ - Plasmabe- - Celltiter3D
Sp.harmd- handlung - Gelmigration
bildung - Mediums- - Proteomics
aus wechsel
Zellkultur - Histologie

Abbildung 2 Zeitstrahl des Ablaufes der Versuche an den Sphdéroiden

3.3 Plasmajet kINPenMed

Fir alle durchgefiihrten Versuche wurde der Plasmajet kINPenMed (neoplas med GmbH
Greifswald) verwendet, der am Leibniz Institut fiir Plasmaforschung und Technologie (INP)
entwickelt wurde. Der Plasmajet ist als Medizinprodukt CE-zertifiziert und zur medizinischen

Nutzung am Menschen zugelassen.

Innerhalb des stiftformigen Handstlickes befindet sich in einer Keramikkapillare eine
Hochspannungsnadelelektrode, die mit einer Wechselspannung mit der Frequenz von 1 MHz
betrieben wird und mit dem durchflieBenden Argongas mit einer Spannung von 2-3 kV, ein
Plasma generiert. Durch den Gasfluss wird das gebildete Plasma aus der Keramikkapillare
(Durchmesser 1,6 mm), die bis zum Ende des Handstlickes reicht, ausgetrieben und wird so an
der Spitze des Handstiickes in Form eines etwa 0,8 cm langen blau-scheinenden Effluenten

sichtbar.

Der Jet wird im gepulsten Modus verwendet, um eine Temperatursenkung des austretenden
Plasmas zu erreichen. Die Frequenz der Entladungen betragt 2,5 kHz, die off- und die on-
Phasen haben hierbei einen genau gleich langen Anteil.[56,107] Der Gasfluss wurde bei der
indirekten Behandlung bei 3 sim gehalten, bei der direkten Behandlung musste aufgrund des
Versuchsaufbaus der Gasfluss auf 2slm reduziert werden. Bei der indirekten
Plasmabehandlung wird lediglich das Zellkulturmedium mit Plasma behandelt. Bei der
direkten Behandlung wurde der im Well vorhandene Sphéaroid und das umgebende Medium

behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Proben und reines Argon mit gleichem
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Gasfluss und gleichen Behandlungsbedingungen. Fiir die indirekte Plasmabehandlung wurde
der kINPenMed durch eine Haltevorrichtung in exakt gleicher Héhe zum Flissigkeitsspiegel
(ca. 0,9 cm) des zu behandelnden Mediums gehalten und Uber einen mechanischen XYZ-
Verfahrtisch maanderférmig standardisiert tGber 5 ml des Zellkulturmediums in einer
Petrischale mit 60 mm Durchmesser gefahren. Der Fahrweg ist in Abbildung 3 dargestellt. Bei
der direkten Behandlung wurde der kINPenMed in der gleichen Haltevorrichtung in festem
Abstand zur Well-Platte gehalten und automatisiert zentral (iber jedes Well der 96-Well-Platte
gefahren. Vor Gebrauch wurde der Plasmajet mit Argon-Gasstrom mindestens 30 min laufen

gelassen, ohne das Plasma zu ziinden, um Feuchtigkeit in den Leitungen zu verringern.

Abbildung 3 Fahrweg des kINPenMed bei der indirekten Plasmabehandlung

3.4 Plasmabehandlung

Die Sphéaroide wurden wie oben beschrieben in der Nunclon Sphera 96-Well-Rundboden-
Mikrotiterplatte angesetzt. Jeweils 1000 Zellen/Well wurden von beiden Zelllinien in je 40

Wells gegeben mit 150 pl Medium und bei 1000*g 10 min zentrifugiert (Tag 0).
Am 4. Tag erfolgte sowohl die indirekte als auch die direkte Plasmabehandlung.

Fir die indirekte Behandlung wurden 5 ml frisches Medium in einer Petrischale mit 60mm
Durchmesser fir jeweils 30s, 60s, 180s und 300s mit dem kINPenMed behandelt. Dabei wurde
durch den XYZ-Tisch der oben beschriebene Fahrweg durch den Plasmajet absolviert. 100 pl
des behandelten Mediums wurden daraufhin fir jede Behandlungsdauer auf die jeweiligen
Sphéaroide gegeben. Zuvor wurden aus jedem Well etwa 150 pl Medium abpipettiert, so dass
nur eine geringe Menge Restmedium verblieb (etwa 50 pl). Bei der Kontrollgruppe (K) wurden

100 ul frisches unbehandeltes Medium hinzugegeben. Die Zellen wurden wieder bei 37°C und
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5% CO; inkubiert. Das plasmabehandelte Medium blieb 4 Tage auf den Sphéroiden, nach 2
Tagen erfolgte die Zugabe von 50 ul frischem Medium. Fir die direkte Plasmabehandlung
wurde am 4. Tag das Medium aller Sphéaroide gewechselt, sodass jedes Spharoid von etwa
150 pl Medium umgeben war und es erfolgte dann die direkte Behandlung. Dazu wurde der
kINPenMed so Uber der Sphéaroidplatte platziert, dass die Spitze des austretenden
Plasmaeffluenten die Oberflache des Zellkulturmediums des jeweiligen Wells der 96-Well-
Platte berlihrte. Mit einem automatisierten Fahrprogramm erfolgte der exakte Wechsel
zwischen den Wells nach Erreichen der Behandlungszeit. Die Behandlungszeiten wurden dabei
so gewahlt, dass bei der indirekten und der direkten Behandlung die gleichen H,0»-
Konzentrationen im Zellkulturmedium erreicht wurden. Die Ermittlung der H;0,-
Konzentrationen ist in Kapitel 3.5 detailliert dargestellt. Es ergaben sich direkte
Behandlungszeiten von 89s, analog zu den 300s indirekt, 49s analog zu den 180s indirekt und
20s analog zu den 60s indirekter Behandlungsdauer. Zudem wurde eine Argon-Kontrolle (AR)
durchgefiihrt, um den Einfluss des Gasflusses auf die Sphéaroide bei der direkten
Plasmabehandlung zu untersuchen. Bei dieser wurden liber 89s die Spharoide mit 2 slm Argon

begast. Bei der indirekten Behandlung wurde auf eine Argon-Kontrolle verzichtet.

3.5 Ermittlung der H,0,-Konzentrationen

Die erreichten H,0,-Konzentrationen nach indirekter Plasmabehandlung wurden mit Hilfe des

Amplex-UltraRed-Reagenz ermittelt.

Zunachst wurde eine Stammloésung hergestellt, indem 100 ul PBS mit 10 U Horseradish
Peroxidase und 5 pmol/l der H,0,-Nachweis-Reagenz-Losung gemischt wurde. Von dieser
Stammldsung wurden dann 95 ul in jedes Well einer 96-Well-Platte appliziert. In einer
weiteren 96-Well-Platte wurde eine H,0;-Verdiinnungsreihe angelegt mit Konzentrationen
von 0,156 umol/l bis 10 umol/l. Die Verdiinnung erfolgte durch Mischung einer
Wasserstoffperoxid-Losung mit PBS. 5 ul jeder H,02-Konzentration wurden dann jeweils in ein
Well mit der Stammlosung gegeben. Als Leerwert diente die Stammldsung ohne H,0,, diese
wurde als Hintergrund abgezogen. Es erfolgte eine Inkubation Gber 15 min im Dunkeln bei

Raumtemperatur (RT). Zur Auswertung wurde die Fluoreszenz bei einer Exzitation von 535 nm
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und Emission von 590 nm durch den Tecan Multiplate Reader gemessen. Anhand dieser
Werte, abzlglich des Hintergrundrauschens, wurde nun eine H,0;-Konzentrations-
Standardkurve erstellt. Nach indirekter Plasmabehandlung wurde, dem gleichen Ablauf
folgend, die H,0,-Konzentration im Zellkulturmedium nach verschiedenen Behandlungszeiten
bestimmt. AnschlieBend wurden direkte Plasmabehandlungen von Zellkulturmedium in
Anwesenheit von Zellen unterschiedlicher Lange durchgefiihrt. Analog zum oben
beschriebenen Vorgehen wurde die H;0,-Konzentration nach direkter Behandlung
unterschiedlicher Ldange ermittelt und eine H;0;-Konzentration/-Behandlungszeit-Kurve
erstellt. Dadurch konnten die Behandlungszeiten der direkten Behandlung (bei der eine
deutlich geringere Menge Medium plasmabehandelt wurde) denen der indirekten
Behandlung (bei der grofRere Mengen Medium plasmabehandelt wurden, dann jeweils in das
Well der 96-Wellplatte gegeben und mit kleinen Mengen von unbehandeltem Medium
vermischt wurden) angeglichen werden, sodass bei beiden Behandlungen etwa die gleiche
Menge H;0; in den Wells entstand. Auf eine dquivalente direkte Behandlung zu der 30s
indirekten Behandlung wurde verzichtet und dafiir eine zusatzliche Kontrolle durch reine
Argon-Begasung gewadhlt. Dies erfolgte, da bei Versuchsdurchfiihrung eine erhebliche
Bewegung der Zellkulturflissigkeit durch die direkte Plasmabehandlung beobachtet wurde
und der Effekt des Gasflusses und des Argons als Wirkkomponente der Plasmabehandlung

ebenfalls evaluiert werden sollte.

3.6 Zellvitalitat: CellTiter-Glo 3D

Am 8. Tag nach Spharoidbildung wurde der CellTiter-Glo 3D Assay durchgefiihrt, um die

Vitalitat der Spharoide anhand des ATP-Gehaltes zu quantifizieren.

Dazu wurden 16 Sphéroide je Behandlungszeit einbezogen (n=16). Daflir wurden etwa 150 ul
Medium abpipettiert, so dass etwa 50 pl Medium auf den Spharoiden verblieb und dann zu
diesen 50 pl die Reagenzlosung CellTiter-Glo 3D gegeben. Die 96-Well-Platte wurde
anschlieRend fiir 3 min bei 700 rpm auf dem Vortex-Gerat mit Aufsatz fir Platten geschittelt.
Danach wurde die entstandene Zell-Reagenz-Losung in einer neuen 96-Well-Platte Well fiir

Well 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt. Die Lumineszenz wurde mit einer Integrationszeit von
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200 ps tber 10 Zyklen alle 2 min im Tecan Plattenreader gemessen. Die entstandenen Werte
der ersten Durchfiihrung wurden auf ihre Divergenz untersucht, um den Zeitpunkt der besten
Auslesung des Reaktionsvorganges festzustellen. Dabei zeigte sich die hochste Trennscharfe
zwischen den Behandlungszeiten nach 16 min. Diese Zeit wurde dann als Inkubationszeit fir
alle Folgemessungen festgelegt unter der Annahme, dass nach dieser Inkubationszeit die ATP-

Reagenz-Reaktion ihr Maximum erreicht hatte.

3.7 Zellvitalitat: alamarBlue Assay

Zunachst wurde die Vitalitat mit dem Resazurinassay (alamarBlue) am 2. und 4. Tag nach der
Plasmabehandlung tberpriift. Dazu wurden immer 150 pl des alten Mediums abgesaugt und
100 pl einer Resazurinlosung auf die Spharoide gegeben. Im ersten Versuchsaufbau wurde
eine 100 umol/I Resazurinlésung in farblosem RPMI mit 10% FCS und 1% P/S und L-Glutamin
eingesetzt. Diese wurde fiir mindestens 13 h mit den Spharoiden inkubiert. Zur Bestimmung
der optischen Dichte wurde der Plattenreader genutzt (Exzitation 530 nm, Emission 590 nm).
Wiederholt wurde dieser Versuch auch mit einer 200 umol/l Resazurinlésung und 8 h
Inkubationszeit und einer 25 umol/l Resazurinlésung mit 3 h Inkubationszeit bei gleichem

Mischverhaltnis und gleicher Messmethode.

3.8 Histologische Auswertung

Die histologische Analyse der Sphéaroide erfolgte nach der Plasmabehandlung am 4. Tag nach
Sphéaroidbildung. Dazu wurden die Spharoide in 4% Formaldehydlésung (iber Nacht fixiert und
dann zunéchst in 15% Saccharose-Losung und anschlieBend in 30% Saccharose-Lésung Uber
Nacht inkubiert. Danach wurden sie in Einbettschalchen fiir Biopsieproben gelegt und mit
Tissue-Tek O.C.T. Compound Kryogel eingefroren. Die Biopsieschdlchen wurden in fliissigem
Stickstoff schockgefrostet und anschlieRend bei -86°C gelagert. Dabei wurden alle Spharoide
einer Behandlungsgruppe bzw. eines Versuchs gemeinsam in ein Schalchen eingebettet. Die

Schnitte am Kryotom wurden bei -22°C Objekttemperatur durchgefiihrt. Es wurden 5 um
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diinne Schnitte angefertigt und auf Objekttrager gebracht. Die Schnitte wurden entweder

sofort anschlieBend gefarbt (Hamatoxylin-Eosin (HE)) oder zunéchst bei -86°C eingefroren.

3.8.1 HE Farbung

Ein Objekttrager je Zellart (SK_MEL-28 oder MNT-1) und Behandlungsgruppe wurde zur

Ubersicht mit HE gefarbt.

Dazu wurden, wie oben beschrieben, alle Spharoide einer Behandlungsgruppe in einem
Biopsieschdlchen gemeinsam mit Kryogel bedeckt, eingefroren und anschlielend am Kryotom
Schnitte angefertigt. Dabei wurden je Behandlungsgruppe teils mehrere Sphéaroide in einem

Schnitt abgebildet.

Dazu wurden die Schnitte zunachst in -20°C gekihltem Aceton 10 min fixiert, dann einmal in
Leitungswasser gewaschen und fiir 7 min in Hamalaun gestellt. AnschlieRend wurden die
Schnitte mit lauwarmem Leitungswasser gespiilt, bis keine Farbwolken mehr austraten. Es
folgte eine Farbung in Eosin-Rot fiir 5 min, wonach wiederum mit lauwarmem Leitungswasser
gespult wurde. Zum Entfernen Giberschiissiger Farbreste und zur Entwéasserung des Gewebes
folgte eine aufsteigende Alkoholreihe mit 70%, 80%, 90% und 96% Ethanol. AnschlieRend

wurden die Schnitte kurz in Xylol getaucht und dann permanent eingedeckt mit ROTI Histokitt.

3.8.2 Immunbhistologie

Zur Detektion von apoptotischen und proliferierenden Zellen innerhalb der Spharoide erfolgte
eine immunhistochemische Doppelfdarbung von TUNEL und Ki67. Die Farbungen wurden

nacheinander auf den selben Sphéaroiden durchgefiihrt.

Zunachst wurden die Schnitte aufgetaut und getrocknet, dann fir 30 min in 4%
Formaldehydlésung bei RT fixiert. Nach der Fixierung wurden sie 30 min in PBS bei RT

gewaschen. Die Permeabilisierung der Zellen erfolgte mit einer Losung aus 0,1% Triton X und
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0,1% Natriumcitrat in Aqua dest., inkubiert wurden die Schnitte in dieser Losung Gber 2 min.
Danach folgte wieder zweimaliges Waschen der Schnitte in PBS tGiber 5 min bei RT. Die TUNEL-
Reagenz-Losung (Roche Kit; Verhaltnis Enzymsolution: Labelsolution = 1:9) wurde dann auf
die Schnitte gegeben und fiir 60 min im Dunkeln und bei 37°C in einer feuchten Umgebung
inkubiert. Es folgte wieder eine Waschung der Schnitte in PBS, 3 x jeweils 5 min im Dunkeln.
AnschlieBend wurde die DAKO Blocking Solution aufgetragen und fir 60 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Diese Losung wurde nach Ablauf der Inkubationszeit durch einmaliges
Waschen mit PBS im Dunkeln fiir 5 min entfernt. Dann konnte der priméare Antikérper (Mouse-
anti human Ki67 antigen von DAKO, clone MIB-1) in einer 1:20 Verdiinnung in DAKO Blocking
Solution auf die Schnitte gegeben werden. Dieser wurde bei 4°C im Dunkeln Gber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte dann 3 x 5 min in PBS mit 0,1% Tween 20 im
Dunkeln gewaschen und dann der sekundare Antikorper aufgetragen. Es handelt sich um
einen anti-mouse Antikorper Alexa Fluor 594 (rote Fluoreszenz). Dieser wurde 1:200 in DAKO
Blocking Solution verdiinnt und auf die Schnitte gegeben und die Schnitte fiir 2 h bei RT im
Dunkeln inkubiert. Nach nochmaligem 3 x 5 min Waschen im Dunkeln mit PBS wurde 4,6-
Diamidin-2-phenylindole (DAPI) (1 pg/ml) auf die Schnitte gegeben und fir 20 min bei RT
inkubiert. Die Schnitte wurden dann noch einmal mit PBS gewaschen (5 min im Dunkeln) und
dann mit Fluoromount-G-mounting-Medium eingedeckt. Die Aufnahmen am
Fluoreszenzmikroskop erfolgten direkt danach mit dem Fluoreszenzmikroskop von Zeiss. Die
Auswertung der Bilder erfolgte ebenfalls mit der Imagel-Software. Hierbei wurden die TUNEL-
positiv gefarbten Zellen, die Ki67-positiv gefarbten Zellen mit den DAPI-gefarbten Zellen
abgeglichen. Die Schnittmenge an positiv gefarbten Zellen (DAPI und TUNEL/DAPI und Ki67)

wurden gezihlt.

3.9 Gelmigration

Als ein funktioneller Parameter, wurde die Migration einzelner Zellen aus dem

Sphéaroidverband in einer Gelmatrix nach Plasmabehandlung untersucht.

Am 8. Tag nach Sphéroidbildung wurden die Sphéaroide der unterschiedlichen

Behandlungsgruppen in ein Gel aus Ratten-Kollagen 1 eingebettet. Fir das Gel wurden 375 ul
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des Kollagen 1 mit 30 ul Bicarbonat und Minimal Essential Medium (MEM) gemischt, worauf

hin das Kollagen polymerisierte und zum Gel wurde.

Dafilir wurde in eine 24 Well Flachbodenplatte 100 ul Kollagen-Gel je Well gefiillt, sodass der
Boden der Platten bedeckt war. Dieses Gel wurde dann fiir 30 min im 37°C warmen
Inkubationsschrank zur Polymerisation inkubiert. Dann wurden je 3 Sphéroide pro
Behandlungsgruppe ausgewahlt, jeweils ein Spharoid mit so wenig Flissigkeit wie moglich in
die Mitte eines jeden mit Kollagen-Gel beschichteten Wells gesetzt und sofort mit weiteren
100 ul frisch angesetztem Kollagen-Gel bedeckt. Nachdem dies mit allen Spharoiden einer
Gruppe geschehen war, wurde wieder 30 min inkubiert. Auf das komplett polymerisierte Gel
wurden 250 pl frisches Medium gegeben. In Abbildung 4 ist eine vereinfachte Darstellung des

Versuchsaufbaues anhand eines Wells dargestellt.

Zellkulturmedium

Kollagen 1 Gel
Spharoid

Abbildung 4 Vereinfachte Darstellung des Versuchsaufbaus der Geleinbettung anhand eines Wells. Die untere und obere
Gelschicht, die das Sphdroid umgeben, wurden zur besseren Sichtbarkeit unterschiedlich geférbt, es handelt sich aber um das
selbe Kollagen-Gel, welches in zwei Schritten hinzugefiigt wurde.

Das Wachstum der Spharoide bzw. das Auswachsen der Zellen aus dem Sphéaroidkomplex
wurde Uber 10 Tage dokumentiert. Dafir wurden Fotos mit dem Axiovert 40CFL Mikroskop
mit einer 50fachen VergroRerung und der AxioCam MRC aufgenommen. Die Aufnahme der
Fotos erfolgte jeweils von oben in das jeweilige Well hinein. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe
von AxioVison. Dabei wurden jeweils eine Vertikale, eine Horizontale und eine Diagonale
durch das Spharoid gezogen, beginnend und endend jeweils bei den weitesten Auslaufern der
migrierenden Zellen. Die Lange dieser Linien wurde gemessen und im Verlauf des
Beobachtungszeitraumes verglichen. Abbildung 5 zeigt das Messprozedere anhand eines

Sphéaroides an zwei Tagen.
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Abbildung 5 Darstellung der Messweise der Sphdroide wdhrend der Beobachtung des Auswanderns einzelner Zellen aus
dem Sphdéroidverband an dem gleichen SK_MEL-28-Sphdroid aus der 180s Behandlungsgruppe an Tag 1 und Tag 6 nach
Einbettung in Kollagen-Gel. 50-Fache Vergréfserung.

3.10 Proteomics

Zur Untersuchung der Proteinexpression in den Spharoiden nach der Plasmabehandlung,
wurden die Sphdroide am Tag 8 fiir die Vermessung mittels hochauflosender
Massenspektrometrie (HRMS) vorbereitet. Dazu wurde zunéachst die 96-Well-Platte mit den
Sphéaroiden auf Eis gestellt, um die weiteren Zellprozesse abzustoppen. Jeweils 16 Spharoide
einer Behandlungsgruppe und eines Zelltyps wurden dann mit einer Pipette und so wenig
Medium wie moglich in ein Eppendorfgefal (1,5 ml) mit 300 ul eiskaltem PBS transferiert.
Dieses Eppendorfgefall stand weiterhin auf Eis und die Spharoide wurden kurz und vorsichtig
mit dem PBS gemischt. Dann wurde nach kurzem Warten das PBS abpipettiert und frisches,
eiskaltes PBS hinzugegeben (300 ul), wieder gemischt und das PBS abpipettiert. In jedes
Eppendorfgefal wurden dann 50 pl Hepes-Harnstoff-Puffer (50mM Hepes, 8M Harnstoff; pH
8) sowie 1 mM TCEP (tris-(2carboxyethyl)phosphine*HCl) gegeben und die Spharoide/Zellen
so lysiert. Bis zur Weiterverarbeitung wurde das Lysat bei -86°C gelagert. AnschlieBend
erfolgte die weitere Aufarbeitung und Untersuchung im Massenspektrometer in
Unterstitzung durch Dr. Kristian Wende und Johann Volzke von der ZIK-Nachwuchsgruppe
»Plasma-Flissigkeits-Effekte” des INP. Dabei erfolgte die weitere Aufarbeitung analog zu dem
von Bekeschus etal. beschriebenen Vorgehen, die Auswertung erfolgte mit dem

Massenspektrometer.[108]
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3.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Excel 365 und Graphpad Prism 8.3.0. Zur
Auswertung der Messergebnisse der Wachstumskurven der Spharoide nach der
Plasmabehandlung und der Ergebnisse des CellTiter-Glo 3D wurde ein one-way ANOVA mit
Turkey‘s multiple comparison Test durchgefiihrt mit Alpha < 0,05. P-Werte < 0,0332 wurden
als signifikant (*), p < 0,0021 als sehr signifikant (**), p < 0,0002 als hoch signifikant (***) und
p < 0,0001 als hochst signifikant (****) bewertet (Signifikanzniveau Angaben nach Graphpad
Prism sowie [109]). Die Nullhypothese nimmt jeweils an, dass durch die Plasmabehandlung
kein Effekt (geringeres Wachstum oder geringere Vitalitat) gegenliber den Kontrollgruppen
messbar sei. Dabei fungierten die nicht-behandelte Gruppe und die mit Argon behandelte
Gruppe in der direkten Behandlung, sowie die nicht-behandelte Gruppe in der indirekten

Behandlung als Kontrolle.
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Ergebnisse

4.1 Etablierung der Sphéaroidkultur

Zunachst wurden die vier Zelllinien (SK_MEL-28, MNT-1, FM-55 und HaCaT) auf ihre Fahigkeit
untersucht, Spharoide zu bilden; dann wurde fir die beiden ausgewahlten Zelllinien die
optimale Zellzahl bestimmt, um gleichférmige und ausreichend groBe Sphéaroide zu erhalten.
Dabei konnte bei den FM-55-Zellen und den HaCaT-Zellen keine ausreichend stabile oder gar
keine Spharoidbildung festgestellt werden. Abbildung 6 zeigt die Zellformation der beiden
Zelllinien nach Aussden von 3000 Zellen/Well am 1. Tag (Abb.6 A und C) und nach 10 Tagen
(Abb.6 B und D). Nicht nur kam es primar nicht zur Aneinanderheftung aller Zellen, das
Zellkonglomerat |6ste sich im Verlauf wieder voneinander oder bildete keine runden
Zellgeflige. Daher wurden diese beiden Zellreihen nicht fir die weiteren Versuche ausgewahlt

und alle folgenden Versuche mit SK_MEL-28- und MNT-1-Zellen durchgefiihrt.

Abbildung 6 Darstellung des Versuches der Sphédroidbildung mit HaCaT-Zellen und FM-55-Zellen. A HaCaT-Zellen, nach
Zentrifugation an Tag 1. B HaCaT-Zellen, an Tag 10 der Beobachtung. C FM-55-Zellen, nach Zentrifugation an Tag 1. D FM-55-
Zellen, an Tag 10 der Beobachtung. Es wurden jeweils 3000 Zellen / Well ausgesiit.

Bei den SK_MEL-28- und MNT-1-Zellen wurden jeweils 6 Spharoide je eingesetzter Zellzahl
(200, 500, 1000 und 3000/Well) eingesetzt und die GroRenentwicklung tUber 11 Tage

beobachtet. Dabei zeigte sich, dass sich bei nur 200 Zellen/Well bei den MNT-1-Zellen
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zunachst eine Spharoid-ahnliche Zellansammlung bildete, diese dann aber zerfiel und die
Zellen abstarben (Abb. 7 rechts). In allen anderen Testansadtzen war die GroRenentwicklung
unter den Spharoiden anndhernd gleichférmig und korrelierte gut mit der Anzahl der
ausgesaten Zellen. Die GroRRenentwicklung der Sphéaroide beider Zellarten ist in Abbildung 7
dargestellt. Beide Zellarten formten einheitliche Spharoide ausgehend von unterschiedlichen
AusgangsgrofRen (Tag 1-2). Mit Hilfe dieser Wachstumskurve wurde ermittelt, dass am 4. Tag
nach Ansetzen die gleichférmigsten und am besten vergleichbaren Spharoide erzielt werden
konnten und eine ausreichende SphéaroidgroRe erreicht wurde. Die SK_MEL-28-Sphéaroide
erreichten bei einer Anfangszellzahl von 1000/Well an Tag 4 einen Durchmesser von
durchschnittlich 462 um 41,05, die MNT-1-Sphéaroide erreichten bei gleicher Anfangszellzahl
am selben Tag einen durchschnittlichen Durchmesser von 353 pum +20,66. Bei weniger Zellen
zu Beginn erwiesen sich die MNT-1-Sphéaroide mit durchschnittlich 303 um +12,75 als zu klein
und sehr fragil und bei 3000 Zellen/Well war der GroRenunterschied an Tag 4 zwischen den
SK_MEL-28-Spharoiden und den MNT-1-Spharoiden zu grof. Die SK_MEL-28-Spharoide lagen
dort bei einem Durchmesser von 727 um 20,34, die MNT-1-Spharoide nur bei 485 um
+12,31. Um in der GroRe vergleichbare Spheroide von beiden Zelllinien zu untersuchen,

wurden fur alle folgenden Versuche 1000 Zellen/Well zur Sphéaroidbildung verwendet.

Wachstum SK 28 je nach Zellzahlen/Well Wachstum MNT 1 je nach Zellzahl/Well
1000 1000
--- 200 --- 200
8004 - = T e 500 8004 T e 500
600~ --- 1000 600 -- 1000
g — 3000 § — 3000
400+ 400+
200+ 200+
0 I I I I I 0
0 2 4 6 8 10 0
Tag Tag

Abbildung 7 Entwicklung der SphéroidgréfSe iber 11 Tage fiir die SK_MEL-28-Zellen (links) und die MNT-1-Zellen (rechts). Beginn mit
unterschiedlichen Zellzahlen/Well, jeweils 6 Sphéroide pro Gruppe beobachtet. Zellzahlen zu Beginn: 200, 500, 1000 und 3000/Well.
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4.2 Ermittlung der nach verschiedenen Plasmabehandlungen resultierenden H,0,-

Konzentrationen

Um vergleichbare Behandlungen indirekt und direkt durchzufiihren und damit die beiden
Behandlungsverfahren optimal gegeniiberzustellen, wurden die Behandlungszeiten an die
jeweils gebildete Menge H;0; im Einzel-Well angepasst. Zur Ermittlung der direkten
Behandlungszeiten wurden zunachst die H0,-Konzentrationen der indirekten
Behandlungsgruppen ermittelt. Dies erfolgte, wie in Kap. 3.5 beschrieben, durch einen
fluorometrischen Assay mit Hilfe einer vorher erstellten Standardkurve. Danach wurden
verschiedene Zeiten direkter Behandlung des Zellkulturmediums untersucht, um eine Zeit-
Konzentrations-Kurve zu erstellen und so die Behandlungszeiten fir die entsprechenden H;0,-
Konzentrationen zu erhalten. Pro Behandlungszeit der indirekten Behandlung wurden sechs
Messungen durchgefiihrt und der Mittelwert als Ziel-H,0,-Konzentration festgelegt. Durch die
in der Standardkurve (Abbildung 8) ermittelten Fluoreszenzen bei entsprechender H;0,-
Konzentration wurden die H,0,-Konzentrationen, die bei der Behandlung erreicht wurden,

ermittelt. Tabelle 6 zeigt den Mittelwert der ermittelten H,O2-Konzentrationen der Proben

Standardkurve H202-Konzentrationen
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Abbildung 8 Standardkurve der H,0,-Konzentrationen, ermittelt durch Fluoreszenzmessung mit dem Amplex UltraRed Assay
bekannter H,0,-Konzentrationen in Zellkulturmedium. Die H,0,-Konzentration in uM korreliert linear mit der Fluoreszenz. Die
Messungen wurden durchgefiihrt mit den Konzentrationen: 10 umol/l, 5 umol/l, 2,5 umol/l, 1,25 umol/l, 0,625 umol/l,
0,3125 umol/l und 0,1563 umol/l H,0,. Ermittelte Steigung der Geraden: y = 573,03x
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Tabelle 6 Ermittlung der H,0,-Konzentrationen, die bei der Behandlung der Sphdroide entstanden sind nach indirekter (links)
und direkter (rechts) Plasmabehandlung. Errechnet nach Fluoreszenzmessung mithilfe des Amplex UltraRed Assay wie oben
beschrieben. Fluoreszenz abgeglichen mit oben genannter Standardkurve zur Ermittlung der H,O,-Konzentrationen.
Darstellung des Mittelwertes aus sechs/vier (indirekt/direkt) Messungen je Behandlungszeit.

indirkete Behandlung direkte Behandlung
Zeit/s Mittelwert Konz. pmol/I Zeit/s Mittelwert Konz. pmol/I
30 43,01 10 28,13
60 47,29 30 66,35
180 94,04 60 108,48
141,92 90 | 143,33

Ermittlung der H202 Konzentrationen
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Abbildung 9 Ermittelte Werte der H,0,-Konzentrationen abhdngig von der Expositionszeit bei indirekter (blaue Kurve) und
direkter Plasmabehandlung (griine Kurve). Ableitung der Behandlungszeiten der direkten Behandlung angepasst an die
gebildete H,0,-Konzentration bei den schon bestehenden Behandlungszeiten der indirekten Plasmabehandlung. Es ergeben
sich 20s direkte Behandlungszeit analog zur 60s indirekten Behandlungszeit, 49s direkte Behandlungszeit analog zu 180s
indirekter Behandlungszeit und 89s direkte Behandlungszeit analog zu 300s indirekter Behandlungszeit.

Fur 30s indirekter Behandlung ergab dies eine Konzentration von 43,01 umol/l, bei 60s von
47,29 umol/l, bei 180s von 94,04 umol/l und fiir 300s von 141,92 umol/I H,0; (vgl. Tabelle 6).
Die gleiche Verfahrensweise wurde zur Bestimmung des H,0,-Gehaltes von direkt
behandeltem Medium fiir unterschiedliche Behandlungszeiten angewandt (vgl. Tabelle 6). Das
Zellkulturmedium wurde 10s, 30s, 60s und 90s lang behandelt um eine
Behandlungsdauer/H,0,-Konzentrationskurve zu erstellen (Abbildung 9). Pro Behandlungszeit
wurden vier Messungen durchgefihrt und dann ein Mittelwert aus diesen gebildet. Daraus

ergaben sich 20s Behandlungszeit zum Erreichen einer H,0,-Konzentration von 47,29 uM, 49s
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zum Erreichen von 94,04 uM und 89s zum Erreichen von 141,92 uM in der direkten

Plasmabehandlung (vgl. Abbildung 9).

4.3 Plasmabehandlung

Nach Ansetzen der Spharoide wurde ab dem 2. Tag alle 2 Tage der Durchmesser jedes
Sphéaroids bestimmt. Die GroRe, die am 2. Tag erreicht wurde, wurde zum Zweck der
Normierung auf 100% festgelegt. Jede weitere GroBenentwicklung wurde dann dazu ins
Verhaltnis gesetzt. Am 4. Tag fand die Plasmabehandlung statt. Wie in Abbildung 10
dargestellt, zeigten die Sphéaroide aller Behandlungsgruppen ein anndhernd gleichférmiges

Wachstum bis zu diesem Tag und vor der Plasmabehandlung.
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Abbildung 10 Darstellung der Wachstumsentwicklung der Sphdroide am Tag der Plasmabehandlung (Tag 4), bevor die
Plasmabehandlung durchgefiihrt wurde. Normierung erfolgte an Tag 2 auf 100%, jedes weitere Wachstum als prozentuale
Vergréflerung der Ausgangsgréfie angegeben. Obere Reihe: SK_MEL-28- und MNT-1-Sphdroide, die im Anschluss den
indirekten Behandlungsgruppen zugeordnet wurden. Die Sphdroide, die der Kontrollgruppe zugeordnet wurden, erhielten im
Anschluss keine Plasmabehandlung. Unten: SK_MEL-28- und MNT-1-Sphdroide die im Anschluss den direkten
Behandlungsgruppen zugeordnet wurden. Die Sphéroide, die der Kontrollgruppe zugeordnet wurden, erhielten im Anschluss
keine Plasmabehandlung, die der Argon-Gruppe lediglich eine Behandlung mit Argon-Gasfluss. Dabei zeigte sich das
Wachstum der Sphdroide gleichférmig, zwischen den Sphdroiden der spdteren Behandlungsgruppen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Wachstumsentwicklung (p > 0,3219).
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Die Sphéroide der SK_MEL-28-Zellen erreichten durchschnittlich an diesem Tag (Tag 4 nach
der Aussaat) eine VergroBerung auf 115-117% der AusgangsgroBe (bestimmt an Tag 2 nach
der Sphéroidbildung) bzw. um 15-17% sowohl in der direkten als auch in der indirekten
Behandlungsgruppe. Die MNT-1-Spharoide der indirekten Behandlungsgruppe vergroflerten
sich im Durchschnitt auf eine GroRRe von 119-122%. In der direkten Behandlungsgruppe lag

der Durchschnitt niedriger, bei einer VergroBerung auf das 110-111% der AusgangsgroRe.

2 Tage nach der Plasmabehandlung, d.h. an Tag 6 nach der Spharoidbildung, konnten
signifikante Unterschiede zwischen den behandelten Spharoiden und der Kontrolle (nicht
behandelte Spharoide) festgestellt werden. Es kam nach indirekter Behandlung vor allem nach
langerer Behandlungszeit (180 und 300s) zu einem signifikant geringeren Zuwachs der GréRe
in beiden Zelllinien. Abbildung 11 zeigt die Ergebnisse von SK_MEL-28- und MNT-1-Sphéaroiden
an Tag 6 nach indirekter Behandlung. Bei den SK_MEL-28 zeigt sich das verminderte
Wachstum der 180s Behandlungsgruppe sehr signifikant (p =0,0018) gegeniiber der
Kontrolle. Der Unterschied lag dabei bei durchschnittlich 7,8% weniger Wachstum als in der
Kontrolle. Die 300s Behandlungsgruppe zeigte sich hochst signifikant gegenliber der Kontrolle
(p < 0,0001) mit einem um 11,2% verringertem Wachstum. Auch bei den MNT-1-Sphéaroiden
zeigte sich an Tag 6 ein hochst signifikanter (p < 0,0001) Unterschied zwischen der 180s
Behandlungsgruppe und der Kontrolle, sowie der 300s Behandlungsgruppe gegeniber der
Kontrolle. Dabei zeigte sich eine durchschnittlich um 12,2% (180s) und 13,2% (300s)

verringerte Wachstumszunahme.
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Abbildung 11 Darstellung des Wachstums der SK_MEL-28- (links) und MINT-1- (rechts) Sphdroide an Tag 6, zwei Tage nach
Plasmabehandlung. Normierung erfolgte an Tag 2 auf 100%, jedes weitere Wachstum als prozentuale Vergréfserung der
Ausgangsgréfle angegeben. *signifikanter Unterschied (p < 0,03), **sehr signifikanter Unterschied (p < 0,002), ***hoch
signifikanter Unterschied (p < 0,0002), ****héchst signifikanter Unterschied (p < 0,0001).
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Auch nach direkter Plasmabehandlung konnten hochst signifikante Unterschiede zwischen
den plasmabehandelten Sphéaroiden und den nicht behandelten sowie den nur mit Argon
begasten Spharoiden am 6. Tag, d.h. 2 Tage nach Plasmabehandlung, festgestellt werden.
Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse der direkt plasmabehandelten Sphéroide von SK_MEL-28-
Zellen und MNT-1-Zellen am 6. Tag. Zwischen der nicht behandelten Kontrolle und der Argon-
Kontrolle zeigten sich zu diesem Zeitpunkt keine signifikanten Unterschiede. Bei den SK_MEL-
28- und den MNT-1-Spharoiden konnte zwischen der Kontrolle und den Behandlungsgruppen
20s, 49s und 89s ein mit p< 0,0001 hochst signifikant verringerter Zuwachs der Grol3e gezeigt
werden. Dabei zeigte sich bei den SK_MEL-28-Sphéaroiden ein um 9,4% verringertes Wachstum
zwischen der Kontrolle und der 20s Behandlung und 7,9% weniger Wachstum zwischen der
Argon-Kontrolle und der 20s Behandlung. Zwischen der 49s Behandlung der SK_MEL-28-
Sphéaroide und der Kontrolle konnte ein um 19% geringeres Wachstum gezeigt werden, im
Vergleich zur Argon-Kontrolle wuchsen die Spharoide dieser Gruppe ca. 17,7% weniger. Noch
starker war der Effekt bei den SK_MEL-28 Spharoiden nach 89s Behandlung. Dort lagen die
Unterschiede zur Kontrolle und der Argon-Kontrolle bei 21% (89s vs. Kontrolle) und 19,5% (89s
vs. Argon-Kontrolle). Bei den MNT-1-Sphéaroiden zeigte sich ebenfalls ein héchst signifikanter
Unterschied zwischen allen behandelten Spharoiden und den Kontrollen (p < 0,0001). Dabei
zeigte sich der starkste Effekt bei den 49s plasmabehandelten Spharoiden, dort lag ein um
22,5% verringertes Wachstum gegeniber der Kontrolle und ein 17,8% verringertes Wachstum
gegenlber der Argon-Kontrolle vor. Die 20s Behandlungsgruppe zeigte ein durchschnittlich
14,1% geringeres Wachstum als die Kontrolle und 9,4% geringeres Wachstum als die Argon-
Kontrolle. In der 89s Behandlungsgruppe schien der Effekt geringfligig kleiner, aber diese
Sphéaroide zeigten eine dhnliche Wachstumsreduktion wie in der 49s Behandlungsgruppe. Hier
konnte ein um 20,8% vermindertes Wachstum gegeniiber der Kontrolle und ein 16,1%

vermindertes Wachstum gegentiber der Argon-Kontrolle beobachtet werden.
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Abbildung 12 Darstellung des Wachstums von SK_MEL-28- (links) und MNT-1- (rechts) Sphéroiden nach direkter Behandlung
an Tag 6, 2 Tage nach Plasmabehandlung. Normierung erfolgte an Tag 2 auf 100%, jedes weitere Wachstum als prozentuale
Vergréflerung der Ausgangsgréfie angegeben. *signifikanter Unterschied (p <0,03), **sehr signifikanter Unterschied
(p < 0,002), ***hoch signifikanter Unterschied (p < 0,0002), ****héchst signifikanter Unterschied (p < 0,0001).

Weitere zwei Tage spater, am 4. Tag nach der Plasmabehandlung, d.h. 8 Tage nach
Sphéaroidbildung, schien der Effekt noch deutlicher ausgeprdgt mit nun {ber alle
Behandlungsgruppen und bei beiden Behandlungsarten hochst signifikanten Unterschieden
zwischen den Behandlungen und den Kontrollen (p <0,0001). Abbildung 13 zeigt die
GroRenentwicklung der SK_MEL-28- und MNT-1-Spharoide an diesem Tag nach indirekter
Behandlung. Bei den indirekt behandelten SK_MEL-28-Sphéaroiden zeigte sich nun ein
Unterschied von 10,1% in dem Wachstum der 180s Behandlungsgruppe im Vergleich zur
Kontrolle. Nach 300s Behandlung lag der Unterschied bei 13,6%. Die MNT-1-Sphéroide
reagierten noch deutlich starker nach indirekter Behandlung. Bei diesen Sphéaroiden lag der
durchschnittliche Unterschied im Wachstum der 180s Behandlungsgruppe bei 21,6% und der
300s Behandlungsgruppe bei 29,7%.

45



SK 28 indirekte Behandlung Tag8 MNT 1 indirekte Behandlung Tag 8

200~ dokkok
kKoK 2009 1
=1 . ! - — 1
o 180 ook _ 1804
- r ! R
T 1607 E 160-
=
- =
o 140 % 140
8 S
(1]
= 120 ';\’ 120
100 100-
(] 9 9 9 9 ] ) ) ) )
& PSS & T &
N
+®  Behandlungszeit 4.°°

Behandlungszeit

Abbildung 13 Darstellung des Wachstums von SK_MEL-28- (links) und MNT-1- (rechts) Sphdroiden nach indirekter Behandlung
an Tag 8, 4 Tage nach Plasmabehandlung. Normierung erfolgte an Tag 2 auf 100%, jedes weitere Wachstum als prozentuale
Vergréflerung der Ausgangsgréfie angegeben. *signifikanter Unterschied (p <0,03), **sehr signifikanter Unterschied
(p < 0,002), ***hoch signifikanter Unterschied (p < 0,0002), ****héchst signifikanter Unterschied (p < 0,0001).

Nach direkter Plasmabehandlung zeigte sich ein ahnlich groRer Effekt. Abbildung 14 zeigt
diesen fiir die SK_MEL-28- und die MNT-1-Sphéaroide. Dabei zeigte sich bei den MNT-1-
Sphéaroiden allerdings auch ein signifikanter Unterschied (p =0,0104) zwischen der nicht
behandelten Kontrolle und der Argon-Kontrolle von 6,1%. Bei den SK_MEL-28-Sphéaroiden gab
es zwischen den beiden Kontrollgruppen keine signifikanten Unterschiede. Wie auch nach
indirekter Behandlung war ein von der Behandlungsdauer abhdngiger Wachstumsunterschied
der SK_MEL-28-Sphéaroide gegeniiber den Kontrollen zu beobachten. Dieser lag fiir die 20s
Behandlung bei 13,8%, fir die 49s Behandlung bei 31,4% und nach 89s Behandlung bei 37,9%
weniger Wachstum im Vergleich zur Kontrolle. Gegenliber der Argon-Kontrolle zeigten sich im
Vergleich sehr dhnliche Ergebnisse mit 11,9% weniger Wachstum fir die 20s Gruppe, 29,6%
fiir die 49s Gruppe und 39,0% fiir die 89s Gruppe. Bei den MNT-1-Spharoiden zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede der 49s und 89s Behandlungen. Mit jeweils 45,3 (49s) und
45,2% (89s) weniger Wachstum als die Kontrolle und 39,6 (49s) /39,0% (89s) weniger
Wachstum als die Argon-Kontrolle scheinen beide Behandlungszeiten den gleichen Effekt auf
die MNT-1-Sphéaroide zu haben. Einen geringeren, obwohl dennoch ausgepragten Unterschied
sieht man zwischen der Kontrolle und der 20s Behandlungsgruppe. Dieser liegt im Vergleich
zur Kontrolle bei 24,0% und im Vergleich zur Argon-Kontrolle bei 17,9% niedrigerem

Wachstum.
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Abbildung 14 Darstellung des Wachstums von SK_MEL-28 (links) und MINT-1 (rechts) Sphéroiden nach direkter Behandlung an
Tag 8, 4 Tage nach Plasmabehandlung. Normierung erfolgte an Tag 2 auf 100%, jedes weitere Wachstum als prozentuale
Vergréflerung der Ausgangsgréfie angegeben. *signifikanter Unterschied (p <0,03), **sehr signifikanter Unterschied
(p < 0,002), ***hoch signifikanter Unterschied (p < 0,0002), ****héchst signifikanter Unterschied (p < 0,0001).

Zusammengefasst liel} sich zeigen, dass es sowohl bei der direkten als auch der indirekten
Plasmabehandlung zu einer deutlichen Wachstumshemmung der Sphéaroide bei 180s/49s und
300s/89s indirekter/direkter Plasmabehandlung gekommen ist. In der direkten Behandlung
trat zudem auch in der kiirzeren Behandlungszeit von nur 20s ein vermindertes Wachstum
auf. In der Gruppe der Uber 60s indirekt behandelten Sphéaroide lieR sich dieser Effekt nicht
zeigen. Auch 30s indirekte Plasmabehandlung schienen keinen wachstumshemmenden Effekt
zu haben. Die direkte Behandlung zeigte einen stdrkeren Effekt auf das Wachstum der
Sphéroide als die indirekte Behandlung, wobei sich zwischen den beiden Zellreihen nur leichte
Unterschiede zeigten. Das plasmabehandelte Medium oder das Medium, in dem die direkte
Plasmabehandlung stattfand, blieb den gesamten Beobachtungszeitraum auf den Spharoiden,

es wurden im Verlauf lediglich 50ul frisches Medium zusatzlich hinzugefiigt.
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4.4 Bestimmung der Zellvitalitat unter dem Einfluss der Plasmabehandlung

4.4.1 alamarBlue Assay

Zur Bestimmung der Vitalitdt der Spharoide wurde anfangs der alamarBlue Assay eingesetzt,
da dieser sich in der Zellkultur als sehr robust und gleichzeitig sensitiv erwiesen hat. Dieser
Ansatz war nicht erfolgreich, da es jeweils zum Zerfall der Spharoide kam und die
Extinktionsmessung keine auswertbaren Messwerte zeigte. Nach Zugabe von 100 ul
100 umol/l Resazurinlésung auf die Sphéaroide zu ca. 50 pl Zellkulturmedium und 13 h
Einwirkzeit kam es zum Zerfall der Spharoide. Da eine erneute Betrachtung der Vitalitdt am 4.
Tag nach Plasmabehandlung, d.h. 8 Tage nach Spharoidbildung, gewiinscht war und somit
intakte Spharoide fir die Plasmabehandlung vorhanden sein mussten, wurde dieser Ansatz
verworfen. Zunachst wurde die Einwirkzeit vermindert auf 8 h, dafiir aber eine hoher
konzentrierte Resazurinlosung mit 250 umol/l verwendet. Auch diesmal zerfielen die
Sphéroide, so dass auch dieser Ansatz nicht weitergefiihrt werden konnte. Zuletzt wurde eine
25 umol/l Resazurinlésung Gber 3 h auf den Spharoiden gelassen, dieser Ansatz zeigte zwar
nur geringen Spharoidzerfall, dafiir konnten in der Messung der optischen Dichte keine
aussagekraftigen Werte erhoben werden. Daher wurde der alamarBlue Assay als
Vitalitatsassay fur Spharoide als nicht verwendbar beurteilt und dafir der CellTiter-Glo 3D

verwendet.

4.4.2 CellTiter-Glo 3D

Mit dem CellTiter-Glo 3D wurde der ATP-Gehalt der Zellen mittels Bildung und Aktivierung
eines fluoreszierenden Farbstoffes an ATP gemessen. Der ATP-Gehalt der Zellen wurde als ein
messbarer Faktor fiir die Vitalitdt der Zellen ausgewahlt. Die unbehandelte Kontrollgruppe
wurde dabei als Ausgangspunkt zur Normierung verwendet und der Mittelwert der
Fluoreszenz (abzliglich des Leerwertes) der Kontrolle als 100% festgelegt. In Abbildung 15 sind
die am 8. Tag nach Sphéaroidbildung bzw. 4 Tage nach Plasmabehandlung gemessenen
Ergebnisse graphisch zusammengefasst. Dabei zeigte sich, dass der ATP-Gehalt der Sphéroide

der SK_MEL-28-Zellen nach direkter Behandlung von 49s hoch signifikant (p = 0,0060) geringer
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war als in der Kontrolle. Der Mittelwert aller 16 gemessenen Spharoide lag dabei bei 62,63%
im Vergleich zur Kontrolle. Noch deutlicher war der Unterschied nach 89s direkter Behandlung
(p <0,0001), hier lag der ATP-Gehalt nur noch bei 23,38% im Vergleich zur Kontrolle. Auch
gegenlber der Argon-begasten Kontrollgruppe zeigten sich hochst signifikante Unterschiede
im ATP-Gehalt der SK_MEL-28-Spharoide nach 49s und 89s Behandlung (Signifikanz nicht
gezeigt). In der Argon-Kontrolle zeigte sich ein Mittelwert des ATP-Gehaltes von 118,9% im
Vergleich zur Kontrolle, mit einem p = 0,388 zeigte sich dieser Wert aber nicht als signifikant
verschieden von der Kontrolle. Die SK_MEL-28-Spharoide der indirekten Behandlung zeigten
keine signifikante Verringerung des ATP-Gehaltes im Vergleich zur Kontrolle. Jedoch zeigte
sich in der 300s Behandlungsgruppe ein gegenliber der Kontrolle signifikant erhdhter ATP-
Gehalt (p =0,0175) mit 122% im Vergleich zur Kontrolle. Bei den MNT-1-Sphéaroiden konnte
dagegen sowohl nach direkter als auch nach indirekter Plasmabehandlung ein signifikant
verringerter ATP-Gehalt in den beiden langsten Behandlungsgruppen (49s und 89s der
direkten Behandlung, 180s und 300s der indirekten Behandlung) nachgewiesen werden. Bei
der direkten Behandlung zeigte sich auch nach 20s Behandlung schon ein héchst signifikant
(p <0,001) verringerter ATP-Gehalt der Zellen (Mittelwert (MW) 66,0% im Vergleich zur
Kontrolle). Die Argon-Kontrolle zeigte auch hier keinen signifikanten Unterschied im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle, hier lag der ATP-Gehalt bei 95%. Auch die einzelnen
Behandlungszeiten zeigten — verglichen miteinander — einen hochst signifikanten Unterschied.
Zur besseren Ubersicht sind die folgenden Signifikanzen graphisch nicht dargestellt. Die 89s
(MW 9,9%) behandelten Spharoide zeigten einen hochst signifikant geringeren ATP-Gehalt als
die 49s (MW 32,54%) behandelten, die 49s einen hochst signifikanten verringerten ATP-Gehalt
gegenlber den 20s behandelten. Bei der indirekten Behandlung konnte ein sehr signifikant
(p=0,0047) geringerer ATP-Gehalt von 56,4% bei den 180s behandelten Sphéroiden
gegenlber der Kontrolle nachgewiesen werden. Nach 300s Behandlungszeit war der ATP-
Gehalt sogar hochst signifikant verringert (p < 0,0001) auf nur noch 32,39% im Vergleich zur
Kontrolle. Zwischen der 300s Behandlungsgruppe und der 180s Behandlungsgruppe zeigten

sich hier allerdings keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 15 Darstellung des durch den CellTiter-Glo 3D bestimmten prozentualen ATP-Gehaltes der Zellen der Sphéroide der
unterschiedlichen Behandlungsgruppe im Vergleich zum Mittelwert der Kontrolle (=100%) am 8. Tag nach Sphdroidbildung, 4
Tage nach Plasmabehandlung. Oben die Sphdroide der SK_MEL-28-Zellen (links indirekte Behandlung, rechts direkte
Behandlung), unten die Sphdroide der MNT-1-Zellen (links indirekte Behandlung, rechts direkte Behandlung). *signifikanter
Unterschied (p<0,03), **sehr signifikanter Unterschied (p <0,002), ***hoch signifikanter Unterschied (p < 0,0002),
****hGchst signifikanter Unterschied (p < 0,0001).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Zellvitalitdit mit zunehmender
Behandlungszeit abnimmt und eine direkte Plasmaexposition die Vitalitat in beiden Zelllinien
starker reduziert als eine indirekte Behandlung. Der Vergleich zwischen beiden Zelllinien
deutet auf eine hohere Sensitivitdit der MNT-1-Sphéaroide hin, was besonders bei dem

indirekten Behandlungsschema deutlich wird.
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4.5 Zelluldrer Aufbau der Spharoide anhand der HE-Farbung

Zunachst sollte eine einfache histologische Farbung den grundsatzlichen Aufbau der
Sphéaroide darstellen. Dadurch konnte der Aufbau der Spharoide mit dem theoretischen
Aufbau eines soliden Tumors verglichen werden (vgl. Abbildung 16). Durch die Hamatoxylin-
Eosin-Farbung (HE-Farbung) wurden Zellorganellen wie der Zellkern, das Zytoplasma und die
Zellwand gefarbt und somit die Zellarchitektur der Spharoide sichtbar. Abbildung 17 zeigt den
Schnitt durch jeweils einen Beispiel-Spharoid der SK_MEL-28- und einen der MNT-1-Zellen.
Nach Einfarbung zeigte sich, dass die Aufarbeitung der Proben keinen einheitlich guten
Sphéaroiderhalt schaffte. Durch das Einfrieren entstanden deutliche Artefakte, Zellmembranen
wurden zerstort und das Zytoplasma ging verloren. Die in Abbildung 17 gezeigten Spharoide
sind zwei mit wenigen Aufarbeitungsartefakten, sie konnen die Zellarchitektur der Spharoide
im Ansatz aufzeigen. Eine anderweitige Aufarbeitung mittels alkoholischer Entwdsserung und
anschliefender Paraffineinbettung wurde versucht, konnte aber aufgrund der geringen GréRe

der Spharoide nicht durchgefihrt werden.

Proliferationsgradient
Nahrstoffgradient

Abbildung 16 Schematische und vereinfachte Darstellung des Aufbaus eines avaskuldaren Tumors. Adaptiert nach [37].
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Abbildung 17 HE-gefdrbte Schnitte von Sphdroiden aus SK_MEL-28-Zellen (links) und MNT-1-Zellen (rechts). In den Bildern
zeigen sich deutliche Artefakte durch die Aufarbeitung der Proben, sichtbar anhand der Risse und unkenntlichen Zellgrenzen
sowie dem fehlenden Zytoplasma der zentral gelegenen Zellen. Darstellung mit 50facher Vergréf3erung.

Dennoch lieRen die in Abbildung 17 gezeigten und die anderen HE-gefarbten Bilder vermuten,
dass die Spharoide bei der erreichten GroRe noch vollstindig intakte Zellen im Zentrum
enthalten. Eine zentrale Nekrose der Zellen lieR sich nicht eindeutig zeigen. Trotz der
auftretenden Artefakte erméglicht diese Methode weitere histologische Untersuchungen, die
im Folgenden zur parallelen Lokalisation und Quantifizierung proliferierender und

apoptotischer Zellen innerhalb des Spharoidverbundes eingesetzt wurden.

4.6 Lokalisation von Proliferation und Apoptose im Spharoid mittels Immunfluoreszenz

Es erfolgte an Tag 4 nach Sphéaroidbildung, 2 h nach der indirekten und der direkten
Plasmabehandlung, die Aufbereitung der Sphéaroide zur histologischen Farbung. Bei der
immunbhistologischen Farbung wurden Zellen, die sich in aktiver Proliferation befanden, durch
Anfarben des Ki67- Proteins mittels spezifischer Antikorper dargestellt (AlexaFluor 594, rot
fluoreszierend). Zellen im Vorgang der Apoptose wurden mittels Farbung durch Terminal
desoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-End Labeling (TUNEL)-Reagenz (grin
fluoreszierend) angefarbt. Mittels DAPI (blau fluoreszierend) wurden alle Zellkerne der
angeschnittenen Zellen angefarbt. Gezdhlt wurden diejenigen Zellen, die sich jeweils mittels
DAPI und einem der anderen beiden Antikorper gleichzeitig anfarben lieBen. Dabei wurden

bei den indirekt behandelten Spharoiden im Durchschnitt 2 unterschiedliche Schnitte je
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Behandlungsgruppe angefarbt und bei den direkt behandelten 3 unterschiedliche Schnitte.
Auf jedem Schnitt befanden sich 1-2 Sphéaroide der gleichen Behandlungsgruppe. Eine
Signifikanztestung wurde aufgrund der kleinen Anzahl an ausgewerteten Spharoid-Schnitten

nicht durchgefiihrt.

Weder bei den Spharoiden der direkten noch denen der indirekten Behandlung konnte sich
ein klarer Unterschied zwischen den Mittelwerten der Anzahl der immunhistochemisch
gefarbten Zellen der behandelten Sphéaroide und der Kontrolle zeigen. Zudem waren auch die
Unterschiede zwischen den Schnitten innerhalb der einzelnen Behandlungsgruppen teilweise
sehr grolR. Tabelle 7 und Abbildung 18 zeigen den Prozentualen Anteil der Ki67- und
gleichzeitig DAPI-positiv gefarbten Zellen, sowie den Anteil der TUNEL und gleichzeitig DAPI-
positiv gefarbten Zellen in Bezug auf die Gesamtzahl der im Schnittbild DAPI-positiv gefarbten
Zellen. Man erkennt deutlich, dass nur kleinste Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen und den Kontrollen vorkamen und dass dort, wo deutlichere
Unterschiede vorhanden waren, die Standardabweichung, also die Unterschiede zwischen
den einzelnen histologischen Schnitten dieser Gruppe, deutlich erhdoht war. Lediglich zwischen
den MNT-1-Sphéroiden, die 60s indirekt behandelt wurden, und der Kontrolle scheint der

Unterschied der Expression von Ki67 erhoht zu sein.

Tabelle 7 Darstellung des prozentualen Anteils der DAPI+Ki67 positiv geférbten Zellen sowie der DAPI+TUNEL positiv geférbten
Zellen von der Gesamtzellzahl (alle DAPI-positiven Zellen). Darstellung von Mittelwert (Mean) und Standardabweichung (SD)
jeder Gruppe, bei indirekter Behandlung (links) n = 2, bei direkter Behandlung (rechts) n = 3-4.

DAPI DAPI+KI67 DAPI+TUNEL I DAPI DAPI+Ki67 DAPI+TUNEL
SK 28 Mean SD Mean SD Mean SD SK 28 Mean SD Mean SD Mean SD
K 100,00% 0,00% 7,88% 9,11% 13,83% 8,08% K 100,00% 0,00% 24,76% 7,27% 3,35% 1,52%
30s 100,00% 0,00% 4,41% 0,98% 1,76% 1,76% Ar 100,00% 0,00% 34,27% 3,61% 23,36% 23,45%
60s| 100,00% 0,00% 4,18% 1,13% 3,65% 4,66% 20s 100,00% 0,00% 21,24% 0,44% 2,90% 0,73%
180s 100,00% 0,00% 5,23% 1,21% 1,08% 1,03% 49s 100,00% 0,00% 26,30% 6,85% 4,47% 1,61%
300s 100,00% 0,00% 5,46% 0,67% 3,64% 0,14% 89s 100,00% 0,00% 26,48% 11,05% 3,31% 2,05%
DAPI DAPI+KI67 DAPI+TUNEL DAPI DAPI+Ki67 DAPI+TUNEL
MNT1 Mean SD Mean SD Mean SD MNT1 Mean SD Mean SD Mean SD
K 100,00% 0,00% 15,21% 1,26% 19,65% 0,15% K 100,00% 0,00% 21,23% 5,77% 5,90% 5,27%
30s 100,00% 0,00% 28,94% 12,81% 8,76% 2,92% Ar 100,00% 0,00% 19,33% 10,62% 6,68% 3,66%
60s 100,00% 0,00% 35,17% 15,54% 16,55% 5,50% 20s 100,00% 0,00% 26,78% 8,24% 7,00% 0,94%
180s 100,00% 0,00% 25,57% 2,07% 17,47% 2,61% 49s 100,00% 0,00% 11,66% 4,31% 3,43% 0,70%
300s 100,00% 0,00% 20,82% 5,32% 5,86% 4,20% 89s 100,00% 0,00% 14,61% 4,40% 19,16% 9,94%
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SK 28 indirekte Behandlung Immunhistologie MNT 1 indirekte Behandlung Immunhistologie
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Abbildung 18 Graphische Darstellung der prozentualen Anteile der immunhistologisch gefdrbten Zellen der unterschiedlichen
Behandlungsgruppen. Oben die Ergebnisse der indirekt behandelten Sphdroide beider Zelllinien, unten die direkt behandelten.
Dargestellt sind der Mittelwert jeder Behandlungsgruppe sowie die Standardabweichung.

Deutlich zu sehen war der generell geringere Anteil der sich in Proliferation oder Apoptose
befindlichen Zellen nach der indirekten Plasmabehandlung der SK28-Sphéaroide (bei SK_MEL-
28 <10% nach indirekter Plasmabehandlung; etwas hoher in der Kontrollgruppe). Die
immunbhistologisch gefarbten Schnitte der indirekt behandelten SK_MEL-28 zeigten in den
behandelten Gruppen etwa 5% Proliferation (30s 4,41%, 60s 4,18%, 180s 5,23%, 300s 5,46%).
Der Zellanteil, bei dem eine Apoptose nachgewiesen werden konnte, lag bei den indirekt
behandelten SK_MEL-28-Spharoien zwischen 1 und 3,6% (30s 1,76%, 60s 3,56%, 180s 1,08%,
300s 3,64%). Dagegen war der Anteil in der nicht behandelten Kontrollgruppe mit 7,88%
proliferierenden Zellen und 13,83% apoptotischen Zellen hoher. Allerdings zeigte sich auch
die Standardabweichung hier mit 9,11% fir die proliferierenden Zellen und 8,08% fir die
apoptotischen Zellen deutlich héher als in den Behandlungsgruppen (Standardabweichung
(SD) 0,14-4,66%). Bei den indirekt plasmabehandelten MNT-1-Spharoiden zeigte sich der

hochste Anteil an proliferierenden Zellen in der 60s Behandlungsgruppe (30s 28,94%, 60s
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35,17%, 180s 25,57%, 300s 20,82%). In der Kontrolle konnte dagegen nur bei 15,21% der
Zellen eine Proliferation nachgewiesen werden. Gerade in den Behandlungsgruppen 30s und
60s zeigte sich eine grofle Schwankung innerhalb der Behandlungsgruppe (SD 30s 12,81%, 60s
15,54%). Nach indirekter Plasmabehandlung konnte bei den MNT-1-Spharoiden bei 5,86% bis
17,47% der Zellen eine Apoptose nachgewiesen werden (30s 8,67%, 60s 16,55%, 180s,
17,47%, 300s 5,86%). Dabei zeigten sich innerhalb der Behandlungsgruppen moderate
Schwankungen (SD 30s 2,92%, 60s 5,50%, 180s 2,61%, 300s 4,29%). In der Kontrolle zeigte sich
der Anteil der apoptotischen Zellen mit 19,65% (SD 0,15%) hoher als in allen

Behandlungsgruppen.

In den Versuchsgruppen der direkten Plasmabehandlung lag der Anteil der sich in Proliferation
befindlichen Zellen bei den SK_MEL-28-Spharoiden zwischen 21 und 26,5% (20s 21,24%, 49s
26,3%, 89s 26,48%). Die Kontrollgruppe und die Argon-Gruppe zeigten einen Anteil von
24,76% (Kontrolle) und 34,27% (Argon) an proliferierenden Zellen. Dabei zeigten sich
allerdings vor allem bei den beiden langeren Behandlungszeiten groRere Abweichungen
innerhalb der Gruppen (SD 49s 6,85%, 89s 11,05%). Bei den direkt behandelten SK_MEL-28-
Sphéaroiden konnte nur wenig Apoptose dargestellt werden. In diesen Behandlungsgruppen
lag der Anteil zwischen 2,9 und 4,47% (20s 2,9%, 49s 4,47%, 89s 3,31%). In den
Kontrollgruppen lag der Anteil bei den unbehandelten Spharoiden bei 3,35%, in der Argon-
Kontrolle bei 23,36%. Allerdings zeigte sich eine groRe Messvarianz in der Argon-Kontrolle mit
einer SD von 23,45%. Bei den MNT-1-Spharoiden befanden sich nach direkter Behandlung
11,7-26,8% der Zellen in Proliferation (20s 26,78%, 49s 11,66%, 89s 14,61%). Innerhalb der
Gruppe der 20s behandelten MNT-1-Sphéaroide zeigten sich dabei die groften Unterschiede
(SD 8,24%). Die Kontrollgruppen zeigten 21,23% (K) und 19,33% (AR) proliferierende Zellen.
Auch hier traten groBe Varianzen innerhalb der Gruppen auf (SD K 5,77%, SD AR 10,62%). Der
Nachweis von apoptotischen Zellen nach direkter Plasmabehandlung bei den MNT-1-
Sphéaroiden war mit einem Anteil von 19,6% bei den 89s behandelten Spharoiden am groRten.
Allerdings zeigte sich hier eine Standardabweichung von 9,94% innerhalb der Gruppe. In den
anderen Behandlungsgruppen konnten weniger apoptotische Zellen angefarbt werden (20s
7,00%, 49s 3,34%). In der unbehandelten Kontrolle zeigten sich 5,9% (SD 5,27%) und in der
Argon-Kontrolle 6,68% (SD 3,66%) apoptotische Zellen.

55



Die Verteilung der proliferierenden Zellen innerhalb der Spharoide trat vor allem am Rand des
Sphéroids auf (Abb. 19 A und C), wahrend apoptotische Zellen im Zentrum auftraten (Abb.19 C
und 20 H). Eine Umverteilung durch die Behandlung konnte nicht festgestellt werden.
Abbildung 19 und Abbildung 20 zeigen exemplarisch die Lokalisation in jeweils einem Spharoid
der SK_MEL-28- und der MNT-1-Zellen der Kontrolle und der langsten Behandlungszeit (300s
bei der indirekten Behandlung, 89s bei der direkten Behandlung) in den beiden Arten der

Plasmabehandlung.

Abbildung 19 Immunhistologische Fdrbung von Beispielsphdroiden 4 Tage nach Sphdroidbildung, nach durchgefiihrter
indirekter Plasmabehandlung. Blau fluoreszierend mit DAPI = intakte Zellen, rot fluoreszierend angeférbt das Ki67 Protein =
Darstellung von Zellen in der Proliferation, griin fluoreszierend = apoptotische Zellen, angefirbt mit dem TUNEL-Reagenz. A =
SK_MEL-28-Sphdroid der Kontrollgruppe, B = SK_MEL-28-Sphdroide der 300s Behandlungsgruppe, C = MNT-1-Sphdéroid der
Kontrollgruppe, D = MNT-1-Sphdroide der 300s Behandlungsgruppe. 50fache Vergréf3erung.
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Abbildung 20 Immunhistologische Fédrbung von Beispielsphéroiden 4 Tage nach Sphdroidbildung, nach direkter
Plasmabehandlung. Blau fluoreszierend mit DAPI = intakte Zellen, rot fluoreszierend angefdrbt das Ki67 Protein = Darstellung
von Zellen in der Proliferation, griin fluoreszierend = apoptotische Zellen, angefirbt mit dem TUNEL- Reagenz. E = SK_MEL-28-
Sphdroid der Kontrollgruppe, F = SK_MEL-28-Sphdroide der 89s Behandlungsgruppe, G = MINT-1-Sphdroid der Kontrolle, H =
MNT-1-Sphdroid der 89s Behandlungsgruppe. 50fache Vergréfierung.

4.7 Migrationsfahigkeit von Zellen aus dem Spharoid

Es wurden jeweils 3 bis 4 Spharoide pro Behandlungsgruppe 4 Tage nach der
Plasmabehandlung in Kollagen-Gel eingebettet und dann tiber 10 Tage nach dem Einsetzen in
das Gel fotodokumentiert, um die Migration einzelner Zellen aus dem Sphéroidverband zu
beobachten. Die tagliche Fotodokumentation erbrachte ein 2D-Bild des Spharoids und der
auswachsenden Zellen. Bestimmt wurde die Zunahme der Linge von drei Geraden, die
horizontal, vertikal und diagonal durch das Spharoid, jeweils bis zum Rand des Sphéaroids und
spater bis zum Rand der auswachsenden Zellen gezogen wurden (vgl. Abbildung 5). Direkt
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nach dem Einsetzen in das Kollagen-Gel konnte festgestellt werden, dass bei den Sphéaroiden
der MNT-1-Zellen direkt nach der Plasmabehandlung deutlich mehr Zellen schon losgeldst
vom Sphéaroid im Gel verteilt waren (Abbildung 21). Uber die Dauer von 10 Tagen konnte
beobachtet werden, dass die SK_MEL-28-Zellen ein starkeres Migrationsverhalten innerhalb

des Gels zeigten als die MNT-1-Zellen (vgl. Abbildung 22).

Abbildung 21 Zwei Sphéroide der MNT-1-Zellen nach Umsetzen in das Gel, 4 Tage zuvor waren 20s direkte Plasmabehandlung
erfolgt. 50fache VergréfSerung.

Abbildung 22 Darstellung des Auswachsens von Einzelzellen im Gel von jeweils einem Sphéroid der SK_MEL-28-Kontrollgruppe,
einem SK_MEL-28-Sphdroid nach 300s indirekter Behandlung, einem MINT-1-Sphdéroid der Kontrollgruppe und einem MNT-1-
Sphdroid nach 300s indirekter Behandlung. Die erste Zeile stellt den Tag 2 nach Einsetzen im Gel dar, die zweite Zeile den 6.Tag
nach Einsetzen ins Gel und die letzte Zeile den 10. Tag nach Einsetzen ins Gel. 50fache VergréfSerung.
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Abbildung 23 Darstellung des Auswachsens von Einzelzellen im Gel von jeweils einem Sphdroid der SK_MEL-28-Kontrollgruppe,
einem SK_MEL-28-Sphdéroid nach 89s direkter Behandlung, einem MNT-1-Sphdéiroid der Kontrollgruppe und einem MNT-1-
Sphdroid nach 89s direkter Behandlung. Die erste Zeile stellt den Tag 2 nach Einsetzen im Gel dar, die zweite Zeile den 6. Tag
nach Einsetzen ins Gel und die letzte Zeile den 10. Tag nach Einsetzen ins Gel. 50fache Vergréfserung.

Nach direkter Plasmabehandlung konnten kaum Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen und dem Auswandern der Zellen aus den Sphéaroiden beobachtet

werden (Abbildung 23).

Nach indirekter Plasmabehandlung schien es, als wiirden die SK_MEL-28-Zellen, die zuvor
einer Plasmabehandlung ausgesetzt waren, starker durch das Gel migrieren als die der
Kontrollgruppe (Abbildung 24). Es fand sich, im Vergleich zu der anfangs bestehenden
Ausdehnung des Spharoids im 2D-Bild und der maximalen Ausdehnung der Zellen tiber das in
gleicher VergrofRerung aufgenommene Bild 10 Tage spater, bei den SK_MEL-28-Sphéroiden in
der 300s Behandlungsgruppe eine durchschnittliche Steigerung um den Faktor 2,8 #0,6.
Dagegen zeigte sich in der Kontrollgruppe nur eine Steigerung um den Faktor 1,8 +0,1. Bei den
Behandlungsgruppen 30s und 60s war eine Steigerung der Zellausdehnung um den Faktor 2,3
+0,3-0,4 zu beobachten, in der 180s Gruppe um 2,4 +0,5 (vgl. Abbildung 24). In der Kontrolle
zeigte sich eine Standardabweichung von 0,1 und auch visuell eine homogenere Entwicklung

der Sphéroide.
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SK28 indirekte Behandlung Gelmigration MNT 1 indirekte Behandlung Gelmigration
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Abbildung 24 Entwicklung der Zunahme des Auswachsens einzelner Zellen aus dem Sphéroid nach indirekter
Plasmabehandlung liber die Dauer von 10 Tagen. Normierung der Gréfe auf 1 an Tag 1, jede weitere Zunahme des
Auswachsens und dadurch Verléngerung der Geraden dazu ins Verhdltnis gesetzt.

Bei den MNT-1-Spharoiden nach indirekter Behandlung konnte eine VergroRerung der
Ausdehnung vor allem in der 300s Behandlungsgruppe beobachtet werden. Hier lag der
VergroRerungsfaktor bei 2,1 im Gegensatz zu 1,4 der Kontrollgruppe. Die Ubrigen
Behandlungsgruppen zeigten eine VergroRBerung der Ausdehnung um den Faktor 1,7. Dabei
lag die Standardabweichung innerhalb der Gruppen bei etwa +0,0-0,3. Lediglich bei der 30s
Behandlungsgruppe gab es sehr starke Schwankungen und eine Standardabweichung von 0,7

(vgl. Abbildung 24 und Abbildung 25).
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Abbildung 25 Darstellung der Entwicklung der SK_MEL-28-Sphdroide (links) sowie der MNT-1-Sphdroide (rechts) an Tag 1 und
Tag 10. Darstellung der Zunahme des Auswachsens und damit die Lédngenzunahme der durch das Sphdroid gezeichneten
Geraden. Normierung der Gréf3e auf 1 an Tag 1, jede weitere Zunahme des Auswachsens und dadurch Verlingerung der
Geraden dazu ins Verhdltnis gesetzt.

In den Behandlungsgruppen der direkt behandelten Sphéaroide zeigte sich eine Zunahme der
Ausdehnung bei den Sphéaroiden der SK_MEL-28-Zellen fiir 20s und 49s Behandlung um den
Faktor 2,0 +0,4, bei 89s Behandlung um den Faktor 2,1 +0,5, bei der Argon-Kontrolle um den
Faktor 1,9 #0,4 und in der Kontrolle um den Faktor 1,8 +0,4. Bei den MNT-1-Spharoiden
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zeigten sich die Ausdehnungen fiir 20s Behandlung um den Faktor 2,3 +0,3, bei 49s
Behandlung um den Faktor 2,1 +0,3, bei 89s Behandlung um den Faktor 2,3 %0,2, bei der
Argon-Kontrolle um den Faktor 2,2 +#0,5 und in der Kontrolle um den Faktor 2,0 0,2

vergroBert (vgl. Abbildung 26).
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Abbildung 26 Entwicklung der Zunahme des Auswachsens und damit die Léngenzunahme der durch das Sphdroid gezeichneten
Geraden. Normierung der Gréf3e auf 1 an Tag 1, jede weitere Zunahme des Auswachsens und dadurch Verléngerung der
Geraden dazu ins Verhdltnis gesetzt. Sphdroide nach direkter Plasmabehandlung.

Die direkte Plasmabehandlung hatte auf das Auswachsen der Zellen weniger Einfluss als die
Behandlung mit plasmabehandeltem Medium. Eine indirekte Plasmabehandlung zeigte
deutliche, wenn auch keine signifikanten Unterschiede auf das Migrationsverhalten der
Melanomzellen. In diesem Ansatz wurde nicht untersucht, ob diese Zellen aktiv in das Gel
migrieren und vital sind. Aufgrund der niedrigen Anzahl der Spharoide je Behandlungsgruppe

(n =2-4) wurde keine statistische Signifikanz der Messwerte gepriift.

4.9 Einfluss der Plasmabehandlung auf das Gesamtproteom

Zum besseren Verstandnis der molekularen Wirkweisen der Plasmabehandlung wurde eine
Analyse der in den Zellen vorhandenen Proteine durchgefiihrt. Dies erfolgte mit den
Sphéaroiden jeder Behandlungsgruppe 4 Tage nach der Plasmabehandlung, d.h. 8 Tage nach
Sphéaroidbildung. Dabei wurden mit der Massenspektrometrie Proben der unterschiedlichen

Behandlungsgruppen untersucht. In jeder Probe wurden 16 Sphéaroide der jeweiligen Zellreihe
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(SK28 oder MNT1 Zellen) und Behandlungsdauer zusammen analysiert (gepoolte Probe). Fir
die indirekte Behandlung ergaben sich zwei gepoolte Proben je Behandlungsgruppe. Fir die
direkte Behandlung ergab sich eine gepoolte Probe je Behandlungsgruppe. Es wurden
insgesamt 8960 Proteine in den Proben gefunden (vgl. Tabelle 8). Dabei konnten einige
Proteine nur in Einzelproben nachgewiesen werden. 2321 Proteine konnten in jeder
Behandlungsgruppe der SK_MEL-28 nachgewiesen werden. Bei den MNT-1 waren 1922

Proteine in jeder Behandlungsgruppen zu finden.

Tabelle 8 Anzahl der gefunden Proteine aus der Proteomanalyse mittel Massenspektrometrie. Dargestellt ist die Gesamtzahl
aller Proteine, die ermittelt wurden. Dabei sind auch Proteine miterfasst, die nur in Einzelproben vorkommen. In den beiden
rechten Spalten ist nur die Anzahl der Proteine dargestellt, die liberschneidend in jeder Behandlungsgruppe der
unterschiedlichen Zelltypen vorhanden waren.

Gesamtzahl |Gesamtzahl |Gesamtzahl |in jeder in jeder
gefundener |Proteine in [Proteine in |Behandlungsgruppe |Behandlungsgruppe
Proteine SK 28 MNT 1 SK 28 MNT 1

8960 6752 6887 2321 1922

In der Analyse der Proteinmengen ergaben sich 10 Proteine, die in allen Behandlungsgruppen
der direkten (SK_direct, MNT _direct) und der indirekten (SK, MNT) Behandlung hochreguliert
waren (vgl. Abbildung 27A). 35 Proteine zeigten sich bei den SK_MEL-28 sowohl nach direkter
als auch nach indirekter Behandlung hochreguliert. 56 Proteine zeigten sich bei den MNT-1

sowohl nach direkter als auch nach indirekter Behandlung erhoht.
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Abbildung 27 Anzahl der Proteine, die nach Plasmabehandlung (A) hochreguliert und (B) herabreguliert waren. Darstellung
der Uberschneidungen der unterschiedlichen Behandlungen. Direkte Behandlung = SK_direct/ MNT direkt, indirekte
Behandlung = SK/ MINT. [Venn-Diagramm erstellt und Daten errechnet durch Lennart-Julian Pauls]

Abbildung 27 B zeigt die herabregulierten Proteine nach der Plasmabehandlung. Lediglich ein
Protein (Glycophorin-C) konnte in allen Behandlungsgruppen als herabreguliert gezeigt
werden. Betrachtet man die einzelnen Zelllinien, so zeigten sich bei den SK_MEL-28-Zellen
34 Proteine weniger exprimiert nach direkter und indirekter Plasmabehandlung. Bei den MNT-

1-Zellen war dies bei 58 Proteinen nachzuweisen.

Die 10 Proteine, die Uber alle Behandlungsgruppen in erhéhter Menge nachzuweisen waren

(vgl. Abb. 27A), zeigt Tabelle 9.

Tabelle 9 Liste der 10 Proteine, die in allen Versuchsgruppen nach Plasmabehandlung hochreguliert wurden. Darstellung des
Eintrags-Codes, des Proteinnamens sowie des Gennamens. [110]

Eintrag Name Protein Name Gen Name

075157 [T22D2_HUMAN TSC22 domain family protein 2 (TSC22-related-inducible leucine zipper protein 4) TSC22D2 KIAA0669 TILZ4
Translocator protein (Mitochondrial benzodiazepine receptor) (PKBS) (Peripheral-type benzodiazepine receptor)

P30536 |TSPO_HUMAN (PBR) TSPO BZRP MBR
ATP synthase subunit e, mitochondrial (ATPase subunit e) (ATP synthase membrane subunit e) [Cleaved into: ATP

P56385 |ATPSI_HUMAN synthase subunit e, mitochondrial, N-terminally processed] ATP5ME ATP51 ATP5K
Desmocollin-2 (Cadherin family member 2) (Desmocollin-3) (Desmosomal glycoprotein 1) (Desmosomal

Q02487 |[DSC2_HUMAN glycoprotein I1) DSC2 CDHF2 DSC3

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 (ITl heavy chain H4) (ITI-HC4) (Inter-alpha-inhibitor heavy chain 4)
(Inter-alpha-trypsin inhibitor family heavy chain-related protein) (IHRP) (Plasma kallikrein sensitive glycoprotein
120) (Gp120) (PK-120) [Cleaved into: 70 kDa inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4; 35 kDa inter-alpha-

Q14624 |[ITIH4_HUMAN trypsin inhibitor heavy chain H4] ITIH4 IHRP ITIHL1 PK120 PRO1851
Q15334 |L2GL1_HUMAN Lethal(2) giant larvae protein homolog 1 (LLGL) (DLG4) (Hugl-1) (Human homolog to the D-Igl gene protein) LLGL1 DLG4 HUGL HUGL1
Q16658 [FSCN1_HUMAN Fascin (55 kDa actin-bundling protein) (Singed-like protein) (p55) FSCN1 FAN1 HSN SNL

Q5D862 |[FILA2_HUMAN Filaggrin-2 (FLG-2) (Intermediate filament-associated and psoriasis-susceptibility protein) (Ifapsoriasin) FLG2 IFPS

Q86YZ3 HORN_HUMAN Hornerin HRNR S100A18

Q9UJU2 [LEF1_HUMAN Lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF-1) (T cell-specific transcription factor 1-alpha) (TCF1-alpha) LEF1
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In der ndheren Betrachtung dieser Proteine zeigte sich keine klare Zuordnung zu einer
zelluldren Signalkaskade oder einer Zellorganelle. Vielmehr zeigte sich, dass diverse Prozesse

und Organisationseinheiten beteiligt zu sein scheinen (vgl. Tabelle im Anhang und Tabelle 10).
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Tabelle 10 Darstellung der 10 hochregulierten Proteine. Ausgewdhlite Darstellung der molekularen Funktionen, biologischen
Prozesse und Zellkomponenten/ zelluldren anatomischen Einheiten, an denen diese Proteine beteiligt sein kénnen
(Vollistdndige Aufzédhlung im Anhang). [110]

Protein

Molekulare Funktion

Biologischer Prozess

Zellulire anatomische Einheit/
Zellkomponente

ITSC22 domain family
protein 2

Aktivitat der DNA-Bindung
des RNA-Polymerase II-
Spezifischen Transkriptions-
Faktors

— Reaktion auf osmotischen Stress

ITranslocator protein

— Regulation des Pigment-Metabolismus durch die C21-
Streoid-Biosynthese und die Haem-Biosynthese

— Glia-Zell Migration

— Aufrechterhaltung der Proteinlokalisation in Mitochondrien

— Alterung

— Negative Regulation der Stickstoffoxid-Biosynthese/
Produktion des Tumor-Nekrose-Faktors/ Protein
Ubiquitinierung / mitochondriale Autophagie/
Metabolismus von reaktiven Sauerstoffspezies/
Metabolismus von Stickstoff Komponenten/ ATP
Metabolismus/ Glia-Zell Proliferation,

— Positive Regulation von Metabolismus von reaktiven
Sauerstoffspezies/ nekrotischem Zelltod/ apoptotischen
Prozessen/ mitochondrialer Depolarisation

— Regulation zellularer katabolischer Prozesse

AuRere mitochondriale
Membran

JATP synthase subunit
e, mitochondrial

Aktivitat des Protonen
Transmembran-Transporters

— gekoppelter Protonen Transport in der mitochondrialen ATP|
Synthese involviert in:
o Nukleotid Biosynthese/ Ribonukleotid
Biosynthese/ ATP Metabolismus

—  Mitochondrial proton-
transporting ATP synthase
Complex- coupling factor F(o)

—  Mitochondrial proton-
transporting ATP synthase
complex

— Innere mitochondriale
Membran

Desmocollin-2

Kommunikation

— Zelluldre Reaktion auf Hungern
— Keratinisierung

— Adhésionsverbindungen
— Desmosome

Inter-alpha-trypsin
inhibitor heavy chain
H4

Aktivitat des Inhibitors der
Serinartigen-Endopeptidase

— Hyaluron Metabolismus
— Akute-phase Antwort
— Reaktion auf Zytokine

— Plasmamembran

Lethal(2) giant larvae
protein homolog 1

Aktivitat struktureller
Molekiile

Rab GTPase Bindung

Aktivitat des GTPase-

— Etablierung der Spindle Orientierung

— Regulation der Protein Sekretion

— Regulation der Etablierung oder des Erhalts der Zell-
Polaritat

— Plasmamembran

— Aufbau der Hautbarriere

Aktivators
Fascin RNA Bindung — Etablierung der apical/basal Zell-Polaritat — Stress Fasern
Cadherin Bindung — Zell-Zell-Verbindungs-Aufbau —  Actin Zytoskelett
Actin-Filament Bindung — Mikroskopische Gruppierung —  Zell-Zell Verbindungen
— Aufbau der parallelen Actin-Filamente
— Actin Zytoskelett Organisation
— Zytokin-Vermittelte Signalwege
— Zell-Migration
— Positive Regulation des Abbaus der Extrazelluldrmatrix
Filaggrin-2 Aktivitat struktureller - Zell-Adhision
Molekile — Epidermiale Gestaltbildung
— Aufbau der Hautbarriere
Hornerin — Keratinisierung

Lymphoid enhancer-
binding factor 1

DNA-Bindung des RNA-
Polymerase II-Spezifischen
Transkriptions-Faktors
Abschnittsspezifische DNA-
Bindung der RNA-Polymerase
Il cis-regulatorischen Region,
DNA-Bindung/ -Kriimmung
Chromatin-Bindung
Histon-Bindung

Histon deacetylase Bindung
Aktivierung des zystinartigen-
edopeptid-Inhibitors der in
den apoptotischen Prozess
involviert ist

— Histone H3 Acetylierung, Histone H4 Acetylierung

— Zell Differenzierung: Epithelial zu Mesenchymaler Umbau

— SprieRende Angiogenese

— Positive Regulation von Zellwachstum/ Zell-Migration/ Zell-
Zyklus Prozessen

— Negative Regulation von Zell-Zell Verbindungen

— Negative Regulation von Transkription durch RNA-
Polymerase I/ Interleukin 13 Produktion/ Interleukin 4
Produktion/ Interleukin 5 Produktion/ Aktivitat der
zysteinartigen Endopeptidase involviert in den
apoptotischen Prozess

— Positive Regulation der Transkription durch RNA-
Polymerase Il

— Regulation von apoptotischen Prozessen

— Regulation der Genexpression

— Negative Regulation von DNA-Bindung

—  Protein-DNA-Komplex
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In Tabelle 10 ist eine Auswahl an Prozessen dargestellt, an denen die nach Plasmabehandlung
vermehrt exprimierten Proteine beteiligt sind. Ausgewahlt wurden Prozesse, die aufgrund der
Zellart und der bisher vorliegenden Datenlage sowie der bekannten Wirkungsweisen des
Plasmas relevant erschienen. Eine ausfihrliche Darstellung der biologischen Funktionen,
molekularen Prozesse und der zelluldren Komponenten, die nach Recherche bei Uniprot.org

[110] mit diesen Proteinen im Zusammenhang stehen, findet sich im Anhang dieser Arbeit.

Es zeigte sich, dass zwei der nach Plasmabehandlung hochregulierten Proteine an der Zell-Zell-
Kommunikation beteiligt sind, Fascin und Desmocollin-2. Dabei ist das Fascin beteiligt am
Aufbau von Zell- Zell-Verbindungen und Desmocollin-2 findet sich in Adhdsionsverbindungen
und Desmosomen. Lymphoid enhancer-binding factor 1, Filaggrin-2, Fascin, Desmocollin-2
und das Translocator Protein haben Beteiligung an Prozessen der Zell-Adharenz sowie
Migration der Zellen und zeigten sich nach Plasmabehandlung ebenfalls vermehrt exprimiert.
Dabei handelt es sich bei dem Lymphoid enhancer-binding factor 1 um ein Protein, dass die
Zell-Adhasion negativ reguliert, aber an der positiven Regulation von Zell-Migration beteiligt
ist. Filaggrin ist zusatzlich als Protein bei dem Aufbau der Hautbarriere beteiligt. Fascin ist an
der Regulation von Zell-Migration und an der positiven Regulation des Abbaus der

Extrazellularmatrix (EZM) beteiligt.[110]

Des Weiteren konnte bei mehreren der vermehrt exprimierten Proteine eine Beteiligung an
der RNA/DNA- Synthese, Transkription, Genexpression und direkt an der Zellteilung und dem
Zelltod festgestellt werden. TSC22 domain family protein 2 und Lymphoid enhancer-binding
factor 1 beeinflussen die Aktivitdit des DNA-bindenden Transkriptionsfaktors, der RNA
Polymerase ll-spezifisch ist. Dabei kann das Protein Lymphoid enhancer-binding factor 1
sowohl negativ als auch positiv regulierend auf die RNA Polymerase Il wirken. Das Protein ist
zudem an der RNA Polymerase |l Cis-Regulator-Region fiir Sequenz-spezifische DNA-Bindung
und an DNA-Bindung sowie Kriimmung und Chromatin-Bindung beteiligt. Zudem ist es bei der
Acetylierung von Histon H3 und H4 involviert. Auf Zell-Wachstum und den Zellzyklus hat es
eine positiv regulierende Wirkung und ist ebenfalls in die Regulation der Apoptose

involviert.[110]

Lethal(2) giant larvae protein homolog 1 ist am Prozess der Spindelorientierung beteiligt und
dadurch an der mitotischen Zellteilung.[111] Das Translocator Protein ist an der positiven

Regulation sowohl des nekrotischen als auch des apoptotischen Zelltodes beteiligt. Zudem ist
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es auch bei regulierenden Prozessen der mitochondrialen Depolarisation zugegen. Negativ
regulierende Prozesse der mitochondrialen Autophagie und der Proteinubiquitierung sind

ebenfalls vergesellschaftet mit dem Translocator Protein.[110]

Unter den erhoht exprimierten Proteinen fanden sich auch solche, die am Energiehaushalt der
Zellen beteiligt sind. Vor allem die mitochondriale ATP synthase subunit e war in allen Proben
stark vermehrt exprimiert. Sie ist beteiligt am mitochondrialen ATP- Synthese- gekoppelten
Protonen-Transport und ist dadurch essenziell fiir die Biosynthese von Nucleotiden und
Ribonucleotiden und den ATP-Metabolismus. Das Translocator Protein ist auch an der
Regulation von katabolen Zellprozessen beteiligt. Das Lethal(2) giant larvae protein homolog
1 ist sowohl beteiligt an der Protein-Sekretion der Zellen als auch an der Signaltransduktion
innerhalb der Zelle durch Wirkung auf die GTPase-Bindung und die Aktivitdt des GTPase-
Bindungs-Aktivators.[110,112,113]

Unter Beriicksichtigung der derzeitigen Auffassung der Plasmawirkung [114] ist die Zuordnung
des Translocator Protein zu regulatorischen Prozessen auf den Nitrat- und reaktiven
Sauerstoffspezies- Stoffwechsel zu unterstreichen. Es scheint negativ auf die Nitritoxid (NO)-
Biosynthese zu wirken und die Metabolisierung von Stickstoff enthaltenden Zellkomponenten
zu hemmen. Auf den Stoffwechsel von reaktiven Sauerstoffspezies scheint es sowohl positiven

als auch negativen Einfluss haben zu kénnen.[110]

Des Weiteren zeigten sich die Proteine an Prozessen beteiligt, die die zellulare Reaktion auf
duRere Stimulation sowie die Interaktion der Zelle mit der Umgebung betreffen. So ist
Desmocollin-2 an der Zellreaktion bei Nahrstoffmangel der Zelle beteiligt. Inter-alpha-trypsin
inhibitor heavy chain H4 ist an der Akut-Phase-Reaktion der Zelle und an der zelluldren
Reaktion auf Zytokine beteiligt. Dagegen hemmt Lymphoid enhancer-binding factor 1 die
Produktion von Zytokin 13/4 und 13/5 in der Zelle. Das Translocator-Protein ist ebenfalls bei
der Ausschittung von zelluldren Botenstoffen beteiligt. Es reguliert negativ die Produktion des
Tumornekrosefaktors. Lymphoid enhancer-binding factor 1 ist zudem auch bei der
Angiogenese beteiligt. TSC22 domain family protein 2 wird der zellularen Reaktion auf

osmotischen Stress zugeordnet.[110]

Es zeigten sich auch Proteine mit Verbindung zur Zellmorphologie und zur epidermalen

Herkunft innerhalb der Gruppe der lber alle Behandlungsgruppen erhdhten Proteine. Zudem
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war, passend zu Melanozyten, auch ein an der Pigmentierung der Zellen beteiligtes Protein

unter den vermehrt Exprimierten zu finden (Translocator Protein). Die Proteine, die diesen

zelluldren Prozessen zugeordnet werden, sind das Translocator Protein, Desmocollin-2,

Filaggrin-2, Hornerin, Fascin und das Lethal(2) giant larvae protein.[110]

Tabelle 11 Darstellung des Proteins, das nach Plasmabehandlung in allen Behandlungsgruppen vermindert exprimiert wurde.
Darstellung der molekularen Funktionen (molecular function), biologischen Prozesse (biological process) und Zellkomponenten
(cellular anatomical entity/cellular component), an denen dieses Protein beteiligt sein kann.[110]

Protein

Molekulare Funktion

Biologischer Prozess

Zelluldre anatomische Einheit/ Zellkomponente

Glycophorin-C

- Leucozyten Migration

- Plasmamenbran
- Integraler Bestandteil der Plasmamembran

- Kortikales Zytoskelett

In der Betrachtung des Proteins, dass in allen Behandlungsgruppen im Vergleich zur Kontrolle

weniger exprimiert war, zeigte sich, dass Glycophorin-C in die Plasmamembran integriert und

an der Leukozytenmigration beteiligt ist.[110]
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Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die in vitro-Untersuchung des kalten nicht-thermischen Plasmas als
lokale Therapiemoglichkeit des malignen Melanoms anhand von humanen Melanomzellen in
spharoider Zellkultur. Die 3D-Spharoid-Zellkultur wurde aufgrund der Moglichkeit der
Simulation der in vivo-Verhaltnisse in Bezug auf Zell-Zell-Interaktionen, Mikromilieubildung
und der 3-Dimensionalitdt gewahlt.[32] Es konnte gezeigt werden, dass mit den gewdhlten
Melanomzelllinien solide Sphéaroide gebildet werden konnten. Die Entwicklung des
Wachstums dieser Spharoide zeigte sich durch stetig zunehmende GroéRe (iber die Zeit.
Betrachtet man das Spharoidwachstum und vergleicht es mit dem Wachstum von soliden
Tumoren in vivo konnte gezeigt werden, dass das in dieser Arbeit gezeigte Wachstum dhnlich
zu der schon vorher beschriebenen Entwicklung von Sphéaroiden und auch soliden Tumoren
erfolgte. Wahrend solide Tumore zunachst ein exponentielles Wachstum zeigen (avaskulare
Phase), wird der Gradient der Versorgung der Zellen ab einem gewissen Durchmesser zu grof.
Die Zellen im Zentrum des Tumors werden minderversorgt und das Wachstum verlangsamt
sich, bis ein Plateau erreicht wird. AnschlieBend wird durch verschiedene, von den Zellen
gesendete Signale eine Angiogenese ausgelost, wodurch das Wachstum wieder schneller
voranschreitet (vaskuldre Phase).[37] Bei Spharoiden konnte ein starkes Wachstum bis zu
einem Durchmesser von 200-400 um gezeigt werden. Danach kommt es ebenfalls zu einem
zum Zentrum hin abfallenden Nahrstoffgradienten innerhalb des Spharoids und zu
verlangsamtem Wachstum bis zum Erreichen eines Plateaus.[37] Da in dieser Arbeit die
Sphéaroide bereits bei ihrer Formation aufgrund der eingesetzten Zellzahl einen Durchmesser
von ca. 400 um aufwiesen, kann davon ausgegangen werden, dass ein Versorgungsgradient
der Zellen innerhalb des Spharoids direkt ausgelost wurde. Daher ist das hier gezeigte
langsame stetige Wachstum analog zu dem beschriebenen Wachstum solider Tumore vor

Erreichen der Plateauphase zu sehen.

Bei der histologischen Aufarbeitung der Sphéaroide konnten in der HE-Farbung in einigen
Schnitten Zellkerne bis in das Zentrum des Sphéroids gezeigt werden. Andere Schnitte zeigten
mehr Zelltrimmer. Ob diese aufgrund des Aufarbeitungsprozesses entstanden sind oder eine
reale Nekrosezone im Zentrum der Spharoide zeigen, lieR sich nicht abschliefend

differenzieren.
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Durch die immunhistologischen Farbungen von proliferierenden Zellen mittels Ki67-
Antikorper und Apoptose mittels TUNEL-Assay konnte aber eine deutliche Verteilung der
Zellaktivitat gezeigt werden. Wahrend die proliferierenden Zellen vor allem in der Peripherie
der Sphéaroide nachgewiesen werden konnten, fanden sich apoptotische Zellen vermehrt im
Zentrum des Spharoids. Auch in anderen Arbeiten lie sich bei Spharoiden mit einem
Durchmesser von etwa 500 um ein ahnliches zelluldres Verteilungsmuster wie bei den hier
untersuchten Sphéaroiden darstellen. Es konnten proliferierende Zellen nur in den dufReren
150um der Spharoide dargestellt werden.[40] Plewa etal. konnten in aus
Kolonkarzinomzellen geformten Spharoiden feststellen, dass bei Spharoiden mit ca. 400 um
Durchmesser im Zentrum keine Nekrose nachweisbar war. Sie konnten zeigen, dass die
zentralen Zellen sich in einem Ruhe-Zustand befanden (GO-Phase des Zellzyklus) und daher
nicht proliferativ aktiv waren.[42] Bei den hier vorliegenden Spharoiden kdnnte vermutet
werden, dass ein Mischbild von Apoptose und ruhenden Zellen vorliegt, da bei vielen zentral
gelegenen Zellen weder eine Apoptose noch eine Proliferation mit den hier verwendeten
Farbungen nachgewiesen werden konnte. Um dies zu beweisen bediirfte es weiterer
Untersuchungen und spezifischer Farbungen von verschiedenen Zellzyklus-Phasen.[37] In der
Zusammenschau scheint es aber gegeben, dass die in dieser Arbeit untersuchten Spharoide
zur Imitation eines avaskularen Tumors geeignet scheinen und daher eine gute Ausgangslage

zur Wirksamkeitsuntersuchung der Behandlungsmethode bieten.

Die Plasmabehandlung wurde in dieser Arbeit mit dem CE zertifizierten, als Medizinprodukt
zugelassenen Atmospharendruck-Plasmajet kINPenMed durchgefihrt mit Argon als
Tragergas. Es wurden zwei unterschiedliche Behandlungsansiatze gewahlt und damit die
Wirksamkeit einer direkten Plasmabehandlung mit einer indirekten Behandlung der
Melanomzellen durch eine plasmabehandelte Fliissigkeit zu vergleichen. Dabei wurde bei der
indirekten Behandlung das Zellkulturmedium behandelt und anschliefend auf die Spharoide
gegeben und bei der direkten Behandlung das Sphéroid in der 96-Well Platte in Gegenwart
von Zellkulturmedium direkt mit dem Plasmaeffluenten behandelt. Als Kontrolle wurden
jeweils unbehandelte Spharoide verwendet. Bei der direkten Behandlung wurden zudem die
Spharoide nur mit Argongas ohne Anlegung einer Spannung und somit ohne Plasma
behandelt, um eine Veranderung im Verhalten der Sphéaroide nur durch das Argon bzw. die
mechanische Belastung durch den Gasfluss auszuschlieBen. Zwischen der Argon-begasten

Kontrolle und den unbehandelten Sphédroiden zeigte sich lediglich bei der
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Wachstumsentwicklung der MNT-1-Spharoide ein signifikanter Unterschied. Dies kdnnte
durch die mechanische Belastung durch den Gasfluss erklart werden. Wie im Ergebnissteil
bereits beschrieben, zeigten sich die MNT-1-Spharoide deutlich fragiler, sodass ein
zusatzliches Abschilfern von Zellen durch den Gasfluss nicht ausgeschlossen werden kann. Bei
den SK_MEL-28-Sphéaroiden zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der
unbehandelten Kontrolle und der Argon-Kontrolle. Dies zeigte sich auch in Monolayer-
Zellkultur-Studien sowie Studien an Tumorspharoiden anderer Zelllinien von Wende et al.
sowie Bekeschus et al. mit der gleichen oder einer dhnlichen Plasmaquelle.[115-117] Daher
wird ein genereller Einfluss des Argons bzw. des Gasflusses auf die malignen Zellen eher

ausgeschlossen.

Beide Behandlungsmethoden haben in anderen Arbeiten Einfluss auf das Zellwachstum/die
Zellvitalitdt von sowohl Monolayer-Zellkulturen als auch 3D-Tumormodellen
gezeigt.[118,119] Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Einschdtzung der Wirkung der
Plasmabehandlung auf die Spharoide das Wachstumsverhalten, die Zellvitalitat, Apoptose und
Proliferationsrate, das Verhalten behandelter Sphéaroide in einem Kollagen-Gel und die

Gesamtheit der zellularen Proteine untersucht.

Kritisch zu betrachten ist, dass in vielen der vorliegenden Studien andere Arten von
Plasmaquellen mit unterschiedlichen Tragergasen, Gasflussraten und Behandlungszeiten
verwendet wurden. Eine exakte Vergleichbarkeit ist dadurch nicht gegeben. Allerdings zeigten
sich auch unter diesen diversen Grundvoraussetzungen einige grundsatzliche Effekte des
Plasmas, die kongruent auf unterschiedlichem Niveau nachgewiesen werden
konnten.[91,118] Daher scheint der  Grundeinfluss der unterschiedlichen

Plasmabehandlungen vergleichbar.[98]

Die genauen molekularen Wirkkaskaden des Plasmas auf und in die Zellen sind Gegenstand
der aktuellen Forschung. Es gibt diverse Theorien und Ansatze zur Erkldrung der

Plasmawirkung.[97,98,120,121]

Vor allem ROS und RNS spielen dabei eine zentrale Rolle. Sowohl langlebige als auch kurzlebige
reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies konnen im Plasma und in mit Plasma behandelten
FlUssigkeiten nachgewiesen werden. Es ist bis dato anerkannt, dass RONS wie

Wasserstoffperoxid (H202), das Hydroxyl-Radikal (OH®) und Superoxid (Oy), Nitrit-Anionen
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(NO2) und Nitrat-Anionen (NOs3) sowie Stickstoffmonoxid (NO) die zentralen
Wirkkomponenten in der Antitumor-Wirkung von Plasma sind. Vor allem H»O0; scheint ein
zentraler Faktor der Wirkung des Plasmas auf die Zellen zu sein.[96,97,113,118,120-123] Es
konnte allerdings gezeigt werden, dass plasmabehandeltes Zellkulturmedium und eine H,0,-
Losung auch unterschiedliche Wirkungen auf Zellen haben. Dies legt nahe, dass beim
Plasmaeffekt nicht nur H,O, sondern auch die anderen reaktiven Spezies und besonders
deren Kombination eine Rolle spielen.[125] Hohe Konzentrationen an RONS |6sen oxidativen
Stress aus, egal ob diese auBerhalb oder innerhalb der Zelle generiert wurden. Bei der
Plasmabehandlung werden RONS durch die Luft-Flissigkeitsschicht transportiert und dabei
konnen sich auch weitere reaktive Spezies innerhalb des Mediums bilden. Dies fiihrt dann
Uber weitere Prozesse auch zu messbar erh6hten Konzentrationen von RONS intrazellular

nach Plasmabehandlung.[81,115]

Physiologischer Weise wird in den Zellen die Konzentration von RONS durch Elimination und
Umwandlung der anfallenden RONS auf konstantem Niveau gehalten. Oxidativer Stress
entsteht, sobald die generierten RONS das antioxidative Potenzial der Zelle Gibersteigen. In der
Konsequenz steigt das RONS-Level in der Zelle an. Dadurch wird das Zytoskelett beeinflusst,
Proteine kdonnen verandert und DNA beschadigt werden. Bei zu hohem RONS-Level fiihren
diese Veranderungen zum Zellzyklus-Arrest und Zelltod.[77,90,114] Die durch das Plasma
generierten RONS |6sen unter anderem einen von den Mitochondrien vermittelten Zelltod
aus. Durch die Veranderung des mitochondrialen Membranpotentiales, die Stimulation von
pro-apoptotischen Genen sowie die Hemmung von anti-apoptotischen Genen kommt es zur
Aktivierung von Caspasen, die wiederum die Apoptose der Zelle auslésen.[9,77,89,125] Es
wurde zudem gezeigt, dass einige RONS auch direkt auf Proteine wirken kdnnen und dadurch
den Redox-Status dieser Proteine und damit auch die Proteinfunktion verdndern kénnen.[127]
Dadurch kénnten Protein-Protein- und Protein-Enzym-Interaktionen abhangig vom RONS-
Level innerhalb der Zelle reguliert werden, welche wiederum zelluldre Prozesse steuern.
Einige Forschungsergebnisse der letzten Jahrzehnte legten nahe, dass diese
Regulationsmechanismen eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren spielen.[128,129] Bestatigend konnten Unterschiede in der
Genexpression nach Plasmabehandlung in Genen gefunden werden, die assoziiert sind mit
Zelladhasion, Proliferation, Wachstumsregulation und Zelltod.[92,130] Der Plasmaeffekt kann

mit dem Begriff der Hormesis beschrieben werden, bei dem geringe Konzentrationen an RONS
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auch stimulierende Wirkungen zeigen (z.B. Proliferation), wdahrend sehr hohe

Konzentrationen von RONS zytotoxische Effekte induzieren (z.B. Zelltod).[81,131]

Gesundes Gewebe unterscheidet sich von Karzinomen vor allem darin, dass die Zellen sich
meist in unterschiedlichen Stadien des Zellzyklus befinden, wogegen in Karzinomen die Zellen,
die sich in Proliferation befinden, deutlich Giberwiegen. Dieser Fakt kdnnte zur Selektivitdt der
Plasmabehandlung beitragen, denn es zeigt sich nach moderater Behandlungsdauer eine
Auslosung von Apoptose in Tumorzellen, wahrend das gesunde Gewebe in seiner Vitalitat
nicht beeintrachtigt wird.[79,81] Allerdings flihren lange Plasmabehandlungen auch zu einer

verminderten Vitalitat in gesundem Gewebe.[78]

Eine andere Theorie zur Erkldrung der selektiven Wirkung von Plasma auf Krebszellen ist, dass
in Krebszellen das Level von RONS generell hoher ist als in gesunden Zellen. Denn durch den
Warburg-Effekt, den Krebszellen zur Energiegewinnung nutzen, muissen sie deutlich mehr
RONS intrazellular generieren.[92] Eine grundlegende Idee der Tumortherapie durch RONS ist
es, die intrazelluldre Konzentration so stark zu steigern, dass die antioxidativen Reserven der
Zelle aufgebraucht werden und die Zelle dann dadurch in Apoptose lbergeht. In der Theorie
liegt die Selektivitat der Therapie dadurch vor, dass die Ausgangskonzentration von RONS in
gesunden Zellen deutlich niedriger ist als in Krebszellen, und dadurch eine groRere
antioxidative Reserve vorhanden ist. So kdnnten in gesunden Zellen zusatzlich anfallende
RONS toleriert werden, die in den Tumorzellen bereits zytotoxische Effekte

auslosen.[91,128,131]

In bereits verwendeten Tumortherapien (z.B. einige Chemotherapeutika, Bestrahlung) spielt
auch das Auslésen von oxidativem Stress in den Tumorzellen eine Schlisselrolle. In der
klinischen Anwendung bei Patienten mit Melanomen zeigte sich unter anderem Paclitaxel
bereits erfolgreich und verlingerte das Uberleben.[15,129] Eine Kombination von
Chemotherapeutikum und plasmabehandelter Flissigkeit hat sich in der Behandlung von
Pankreastumoren in Tierversuchen als hilfreich erwiesen und die Effektivitat der etablierten
Chemotherapie konnte verbessert werden.[101] Auch eine Sensibilisierung von Melanomen
fir eine Bestrahlung wurde im murinen Experiment durch eine vorhergehende

Plasmabehandlung erreicht.[133]
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Die wirksamen Komponenten des Plasmas wurden auch einzeln auf ihre Auswirkungen auf die
Zelle untersucht. Dabei konnte ein signifikanter Einfluss der physikalischen Komponenten wie
UV-Strahlung, die Bildung eines elektrischen Feldes und eine Temperaturerhohung als
alleinige Ursachen fiir den Plasmaeffekt ausgeschlossen werden.[132,134] Allerdings kénnte
genau die Kombination dieser Komponenten einen Teil der beschriebenen Plasmaeffekte
ausmachen und zum Unterschied zwischen direkter und indirekter Plasmabehandlung
beitragen. Eine verstarkte Reduktion der SpharoidgrofRe besonders nach direkter Behandlung
unterstreicht den Einfluss physikalischer Komponenten und kurzlebiger Spezies gegeniiber
der indirekten Behandlung, bei der eher langlebige reaktive Spezies die zytotoxische Wirkung

erzielen.[9]

Die Sicherheit der Anwendung von Plasma am Menschen wurde fiir die hier verwendete
Plasmaquelle mehrfach gezeigt. Als Behandlungsmethode fiir chronische Wunden wird sie
bereits am Patienten eingesetzt.[4,135-137] Ein mutagenes Potenzial der Plasmabehandlung
oder negative Langzeitwirkungen durch die Plasmabehandlung konnten ausgeschlossen

werden.[138-141]

Ein Faktor, der Betrachtung in dieser Arbeit fand, war die weitere GréBenzunahme der
Spharoide nach der Plasmabehandlung. Das Wachstum der Sphéaroide wurde mittels
Bestimmung des Durchmessers der Spharoide liber einen Zeitraum von 4 Tagen nach der
Plasmabehandlung untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl nach direkter als
auch nach indirekter Behandlung das Wachstum gegeniber der Kontrolle deutlich reduziert
war. Die Spharoide der Kontrolle der SK_MEL-28-Zellen zeigten einen auf 153% vergroRerten
Durchmesser im Vergleich zu der AusgangsgroRRe, die Kontrolle der MNT1-Zellen einen auf
166%/177% (indirekte Behandlungsgruppe/direkte Behandlungsgruppe) vergroRerten
Durchmesser. Bei den beiden langsten Behandlungszeiten (300s/89s) wuchsen die Spharoide
nur auf eine GroRRe von 139%/115% (indirekt/direkt) bei den SK_MEL-28-Sphéaroiden und auf
136%/132% (indirekt/direkt) der AusgangsgroRe bei den MNT-1-Spharoiden. Somit konnte ein
um 13,6%/37,8% (indirekt/direkt) reduziertes Wachstum bei den SK_MEL-28-Sphé&roiden und
ein um 29,7%/45,1% (indirekt/direkt) reduziertes Wachstum bei den MNT-1-Sphéaroiden nach

300s/89s Plasmabehandlung festgestellt werden.

Es konnte vor allem nach direkter Behandlung, aber auch bei den beiden langeren indirekten

Behandlungen (180s und 300s), ein von der Behandlungszeit abhangiger Effekt dargestellt
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werden. Ldngere Behandlungszeiten fiihrten zu einem starker verringerten Wachstum der
Sphéaroide. Ein Wachstumsstopp oder eine Verkleinerung der Sphéaroide konnte nicht
beobachtet werden. In den hier durchgefiihrten Versuchen kam es bei der indirekten
Behandlung ab 180s Behandlungsdauer zu einem signifikant verringerten Wachstum, kiirzere
Behandlungen zeigten diesen Effekt nicht. Nach direkter Behandlung zeigte sich auch schon
nach kurzer 20s Behandlung ein signifikanter Wachstumsunterschied im Gegensatz zur
Kontrolle. Bei beiden Behandlungsansatzen war der Effekt auf die MNT-1-Zellen starker als auf
die Spharoide der SK_MEL-28-Zellen. Bei direkter Behandlung zeigte sich bei den MNT1-
Sphéaroiden der Effekt nach 49s und 89s Behandlung etwa gleich stark. Beides reduzierte das
Wachstum um 45,7%/45,1% (49s/89s), nach 20s Behandlung zeigte sich ein geringerer Effekt
des Plasmas. Man konnte aufgrund dieser Ergebnisse vermuten, dass die maximale Wirkung
des Plasmas auf MNT-1-Spharoide schon nach 49s Behandlung erreicht wurde und daher kein
weiterer Effekt durch langere Behandlungszeit erreicht werden konnte. Die beobachtete, von
der Behandlungszeit abhangige Wirkung des Plasmas konnte zuvor auch schon in anderen
Studien mit unterschiedlichen Plasmaquellen und Krebszellarten in einer 2D-Zellkultur gezeigt
werden.[78,142] Hasse etal. zeigten an Spharoiden der SK_MEL-28- und MNT-1-
Melanomzellen eine zunehmende Zytotoxizitat bei langeren Behandlungszeiten sowohl nach
indirekter als auch direkter Plasmabehandlung. Dabei wurde die gleiche Plasmaquelle
verwendet wie in dieser Arbeit. Eine von der Behandlungszeit abhdngige GréBenminderung
der Sphéaroide konnte in dieser Studie bei den SK_MEL-28-Spharoiden der indirekten
Behandlung nachgewiesen werden.[143] Bei der Behandlung von Melanomen an Mausen
konnten Binenbaum et al. eine starkere Hemmung der Proliferation nach 30, 60 und 90s
Behandlungszeit als nach 10s feststellen.[144] Somit zeigen sich die gefunden Ergebnisse im
Einklang mit anderen Arbeiten, wobei die Behandlungszeit und der damit erzielte Effekt auf

das Wachstum der Zellen abhangig ist von der Art der verwendeten Plasmaquelle.

Die Ergebnisse zeigten, wie oben deutlich wird, starke Unterschiede zwischen den beiden
gewadhlten Zellarten. Die MNT-1-Zellen schienen deutlich starker auf die Plasmabehandlung
zu reagieren als die SK_MEL-28-Zellen. Unterschiede zwischen der Wirkung von
Plasmabehandlungen auf unterschiedliche Zellarten konnten in diversen Studien festgestellt
werden. Ein Erklarungsansatz scheinen unterschiedliche Reserven an Antioxidantien innerhalb
der Krebszellen zu sein.[115,131,144] Bei den beiden gewdahlten Zelllinien ist vor allem der

Ursprung der Zellen (Primdrtumor vs. Metastase) und der Melaningehalt zu bedenken. Der
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hohere Melaningehalt der MNT-1-Zellen kdnnte zunachst eine hohere Resistenz gegeniiber
der Plasmabehandlung vermuten lassen, da Melanin die Zellen vor oxidativem Stress schiitzen
kann.[143,146] Zudem wurde bisher beobachtet, dass Melanome mit hohem Melaningehalt
hdufiger Resistenzen gegen Chemotherapie und Bestrahlung entwickeln.[147] Dennoch
konnte auch in weiteren Versuchen mit denselben Zelllinien eine gute Plasmawirkung auf

beide Zelllinien nachgewiesen werden.[143]

Untersuchungen konnten zeigen, dass die Metastasierung unter anderem von Melanomen
durch erhohten oxidativen Stress ausgelost wird.[148] Eine erhohte intrazelluldre ROS-
Produktion, ausgehend von den Mitochondrien, konnte in metastatischen Zellen gezeigt
werden.[148,149] Davon ausgehend konnte postuliert werden, dass die MNT-1-Zellen als
metastatische Zelllinie schon vor der Behandlung einen héheren intrazellularen Gehalt von
RONS aufgewiesen haben konnten. Dadurch kénnte die teilweise erhdhte Sensibilitat auf die

Plasmabehandlung erklart werden.[150,151]

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass beide Behandlungsarten einen
negativen Effekt auf das Wachstum der Spharoide auslésten, wobei der Unterschied zwischen
der Kontrollgruppe und den unterschiedlichen Behandlungszeiten bei den direkt behandelten
Sphéaroiden deutlich ausgepragter war als nach indirekter Behandlung. Dies deckt sich mit
bereits zuvor gemachten Untersuchungen, bei denen der Anti-Tumor-Effekt durch direkte und
indirekte Plasmabehandlung gezeigt werden konnte.[118,119] Der direkte Vergleich beider
Methoden in vivo durch Saadati et al. konnte ebenfalls, wie in dieser Arbeit, eine stirkere
Wirkung des Plasmas bei direkter Behandlung zeigen.[152] Auch in anderen Arbeiten mit
Tumorspharoiden konnte der starkere Effekt der direkten Plasmaeinwirkung gezeigt
werden.[143,153] Allerdings ist eine direkte Plasmaeinwirkung fiir medizinische Applikationen
nicht immer moglich, wie z.B. im Fall von Metastasen im Bauchraum nach Kolonkarzinomen.
Die indirekte Plasmawirkung kénnte in behandelten Flissigkeiten genutzt werden und so eine
Plasmabehandlung auch bei schwerer zugdnglichen Tumoren méglich machen.[154] Aktuelle
Arbeiten konnten zeigen, dass auch in vivo klinisch relevante Flissigkeiten die antitumoralen

Effekte des Plasmas Ubertragen kénnen.[155]

Diverse Studien konnten zeigen, dass die Wachstumsverminderung ein typischer Effekt der
Plasmabehandlung auf maligne Zellen ist.[41,76,77,87,91,117,124,131,141,144] Bei

Melanomen in Mausen konnte eine deutliche Wachstumsreduktion der Tumore nach der
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Plasmabehandlung gezeigt werden.[156] Ein auslésender Faktor ist eine durch die
Plasmabehandlung hervorgerufene Signalkaskade, die apoptotische Events, mitochondriale
Schadigung und damit einhergehende verminderte Proliferation in den Zellen bzw.
Zellschadigung verursachen kann.[50,97,125] In Monolayer-Zellkulturen konnte gezeigt
werden, dass die Zellzahl nach der Plasmabehandlung geringer war und auch Uber einen
langeren Zeitraum geringer blieb.[41,85,88,114] Dies ist analog zu den von uns gezeigten
Wachstumsentwicklungen in Spharoiden. Der Effekt des Plasmas konnte liber 4 Tage lang
beobachtet werden, was eine schnellere Erholung der Zellen und eine nur punktuelle Wirkung
des Plasmas auf den Zellzyklus unwahrscheinlich erscheinen lasst. Allerdings ist bei der
Langzeitwirkung des Plasmas auf eine Mikrometastase sowie auf den Spharoid zu bedenken,
dass lediglich die obersten Zellschichten direkten Kontakt zur Plasmaquelle oder dem
behandelten Medium haben. Ob eine Tiefenwirkung auf die Zellen in zentraleren Regionen
des Spharoids besteht, ist unklar.[157] Daher konnte langfristig die Wirkung des Plasmas
nachlassen und eine Proliferation von zentraler gelegenen Zellen erneut beginnen.[42] So
konnte auch in murinen Versuchen bei kleinen Tumoren gezeigt werden, dass bei
Tumorresten nach der Plasmabehandlung mit einiger Zeitverzogerung erneut ein Wachstum
auftrat.[142] Bei inoperablen, ulzerierenden Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches am Menschen
konnten Metelmann et al. ebenfalls beobachten, dass die zunachst eintretende Verkleinerung

der Tumorflache nicht aufrecht erhalten blieb.[158]

In einigen Arbeiten konnte ein direkt nach der Plasmabehandlung ausgel6ster Zelltod und
dadurch eine verminderte Zellzahl gezeigt werden.[41,76,114] Dies konnte in dieser Arbeit
zusatzlich ein Effekt der Behandlung gewesen sein. Mikroskopisch wurde vor allem bei den
MNT-1-Spharoiden beim Umsetzen in das Kollagen-Gel eine erhohte Fragilitait des
Zellverbandes und mehrere sich I6sende Zellen beobachtet. Dies konnte auf abgestorbene
Zellen zurlickgefihrt werden. Auch Zhang et al. konnten bei Versuchen mit einer anderen
Plasmaquelle und Spharoiden aus Lungenkrebszellen zeigen, dass die duBersten Zellschichten

der Spharoide nach einer 1-mindtigen Plasmabehandlung eine Nekrose aufwiesen.[157]

Ein anderer Erklarungsansatz ware, dass die Adhéasion der Zellen aneinander durch die
Plasmabehandlung vermindert wurde. Kim et al. und Gay-Mimbrera et al. konnten zeigen,
dass die Adharenz von plasmabehandelten Zellen gegentliber nicht behandelten Zellen in der

2D-Zellkultur vermindert ist.[78,81] Ob dies bei Spharoiden ebenfalls gegeben ist und ob die
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gelosten Zellen im Anschluss absterben oder sich wieder dem Sphéroid anschlieBen kénnen,

bedarf weiterer Untersuchung.

In weiteren Experimenten wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Plasmabehandlung auf die
Zell-Vitalitat untersucht. Mit dem CellTiter-Glo-3D-Assay wurde der intrazelluldre ATP-Gehalt
der Sphéaroidzellen 4 Tage nach der Plasmabehandlung gemessen. Anhand des ATP-Levels
kann die metabolische Aktivitat der Zelle als wichtiger Parameter fir die Vitalitdt der Zelle
gemessen werden und somit ein MaR fir die Gesamtvitalitdit des Spharoids bestimmt
werden.[159] Es konnte nachgewiesen werden, dass der ATP-Gehalt der Sphéaroide sich nach
der Plasmabehandlung signifikant geringer zeigte als bei der Kontrollgruppe. Diese
Veranderung zeigte sich fir die MNT-1-Spharoide sowohl bei den indirekt als auch den direkt
behandelten Spharoiden, allerdings in der indirekten Behandlungsgruppe nur nach 180s und
300s. Kein signifikant geringerer ATP Gehalt zeigte sich bei den SK_MEL-28-Zellen nach
indirekter Behandlung; nach 300s Plasmabehandlung konnte sogar ein signifikant héherer
ATP-Gehalt gemessen werden. Auch dies kdnnte ein Hinweis auf die héhere Sensitivitat der

MNT-1-Spéroide sein.

Die gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass sich bei den Spharoiden, die eine Verringerung des
ATP-Gehaltes verglichen mit der Kontrolle zeigen, weniger vitale und metabolisch aktive
Zellen innerhalb des spharoidalen Zellverbandes befanden als ohne Plasmabehandlung. Dies
deutet auf ein Absterben der Zellen oder Zunahme der Anzahl der inaktiven Zellen hin. Diese
Verminderung der Vitalitdt von Zellen nach der Plasmabehandlung konnte zuvor in
verschiedenen Studien auch mit anderen Methoden sowohl in der Monolayer-Zellkultur als
auch im murinen Experiment nachgewiesen werden und bestéatigen teilweise die beobachtete
GroRenreduktion.[114,124,144,151] Ein reduziertes GroRenwachstum zusammen mit der
verminderten Vitalitat der Melanomspharoide unterstreicht das Potenzial von kaltem Plasma

in der Krebstherapie.

Warum sich die SK_MEL-28-Sphéroide, trotz des nachgewiesenen verringerten Wachstumes,
als nicht weniger vital oder sogar — zumindest nach indirekter Behandlung - mit mehr vitalen
Zellen als die Kontrolle zeigten, lasst sich auf der Basis der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen nicht erkldren. Es konnte zwar gezeigt werden, dass sehr kurze
Plasmabehandlungen auch anregend auf Zellen wirken kdnnen [129], allerdings trat dies hier

nach 300s Plasmabehandlung auf. In der Literatur zeigte sich bisher bei Plasmabehandlungen
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dieser Lange keine vermehrte Aktivierung der Zellen.[82,84,117] Welche Einfliisse zu der in
dieser Arbeit gezeigten Aktivierung der Zellen fiihrte ist unklar und bedarf einer Wiederholung

der Versuche und weiterer Evaluation.

In dieser Arbeit erfolgte zudem die Betrachtung von Zellteilung und Apoptose als Ausdruck
des Zellwachstums und der Vitalitat. Die Spharoide wurden in dieser Arbeit nach erfolgter
Plasmabehandlung histologisch aufgearbeitet und proliferierende sowie apoptotische Zellen
guantitativ ausgewertet. Mittels Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellkerne mit
proliferierenden und apoptotischen Zellen ko-lokalisiert. Ki67 wird in Zellen exprimiert, die
sich in der Mitose, G1-, G2- und S-Phase des Zellzyklus befinden, und ist daher ein idealer
Parameter fir aktiv proliferierende Zellen und konnte bereits zuvor auf Spharoide
angewendet werden.[160,161] In malignen Tumoren wird Ki67 als Marker fiir die proliferative
Aktivitdt eines Tumors genutzt und dient bei einigen Tumoren als Kriterium fir das
pathologisch bestimmte Tumorstadium (Grading).[162] Zur Darstellung von apoptotischen
Zellen wurde die TUNEL-Farbung durchgefiihrt. Die TUNEL-Farbung ist eine haufig gewahlte

Methode der Darstellung von Apoptose und hat sich vielfach bewahrt.[163]

In dieser Arbeit wurde nur eine kleine Anzahl an Schnitten je Behandlungsgruppe untersucht,

daher ist keine statistische Auswertung erfolgt.

Die gewonnenen Ergebnisse zeigten keine Zunahme von apoptotischen Zellen innerhalb der
Sphéaroide nach Plasmabehandlung. Es konnte allerdings festgestellt werden, dass der Anteil
an Ki67- und TUNEL-positiven Zellen insgesamt relativ gering war. Viele Zellen zeigten sich nur
in einer DAPI-Farbung positiv. Dies konnte Riickschliisse darauf zulassen, dass diese Zellen sich
in einem Ruhezustand oder Zellzyklus-Arrest befinden. Ein Ubergang von Zellen in den
Zellzyklus-Arrest konnte auch von Vandamme et al. nach Plasmabehandlung von Glioblastom-
und Kolonkarzinomzellen gezeigt werden.[100] Allerdings zeigte bei den Spharoiden dieser
Arbeit auch die Kontrollgruppe diese geringe Anzahl an proliferierenden und apoptotischen

Zellen, was wiederum eine solche Annahme entkraftet.

Das Verteilungsmuster von Apoptose und Proliferation konnte analog zum erwarteten Aufbau
der Spharoide gezeigt werden.[37] Die Proliferation zeigte sich vor allem in den duReren
Zellschichten, die apoptotischen Zellen vor allem im Kern. In der Literatur beschriebene

vermehrte Apoptose in den dufleren Zellen nach Plasmabehandlung [42] konnte in dieser
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Arbeit nicht gezeigt werden. Der gewahlte Versuchsaufbau sollte zudem auch die Moglichkeit
bieten, eine Eindringtiefe der Plasmawirkung feststellen zu konnen. Dies ist hier nicht
gelungen. In der Literatur finden sich dazu verschiedene Angaben. In Versuchen mit einer
Kollagenschicht als Gewebemodell konnte eine Generierung von ROS bis in 150 um Tiefe
festgestellt werden.[164] Plewa et al. stellten in ihren Versuchen mit Tumorspharoiden nach
Plasmabehandlung apoptotische Zellen in den obersten Zellschichten der Sphéroide fest,
sowie eine deutliche Reduktion der im dulReren Sphéaroid befindlichen Ki67-positiv gefarbten
Zellen.[42] Judée et al. konnten DNA-Schaden in den &uBersten Zellschichten bereits 4
Stunden nach Plasmabehandlung feststellen.[165] Dagegen konnte in den Versuchen von
Zhang etal. nach 24 h Inkubation eine Plasmawirkung in bis zu 400 um Tiefe von
Karzinomzellspharoiden nachgewiesen werden.[157] In vivo konnte nach Behandlung mit
plasmabehandeltem Medium die Auslésung von Zelltod in den obersten 3-5 Zellschichten des

Gewebes festgestellt werden.[88,125]

Es konnte postuliert werden, dass die histologische Aufarbeitung in dem hier gewahlten
Versuchsaufbau zu frih nach Plasmabehandlung stattgefunden hat. Nur 2 h nach der
Behandlung wurden die Spharoide in Formaldehydlosung eingelegt, tiefgefroren und somit
alle zellularen Prozesse gestoppt.[166] Die Plasmawirkung kdnnte sich zu diesem Zeitpunkt
noch nicht vollstédndig entfaltet haben und weitere Verdanderungen waren erst nach langerer
Zeit sichtbar geworden. In den oben genannten Arbeiten, in denen vermehrt Apoptose, DNA
Schaden und verminderte Proliferation festgestellt wurden, erfolgte die Auswertung 4-24 h
nach der Plasmabehandlung.[41,156,164] Erst 2019 zeigten Chauvin et al. sehr eindricklich
die Kaskade der zelluldren Reaktionsschritte nach Plasmaexposition in Abhadngigkeit von der
Zeitskala an Spharoiden. Dabei wurde ein ATP-Mangel der Zellen vor allem innerhalb der
ersten Stunde nach Plasmabehandlung festgestellt, die histologische Darstellung von DNA-
Schaden gelang 4 Stunden nach Plasmabehandlung und der Nachweis von vermehrter

Apoptose 6 Stunden nach Plasmabehandlung.[126]

Die in dieser Arbeit nachgewiesenen Effekte des Plasmas (verlangsamtes Wachstum und
verminderte Vitalitdt) wurden jeweils 4 Tage nach der Plasmabehandlung nachgewiesen und

daher nach deutlich langerer Wirkungszeit des Plasmas.

Eine Wiederholung der histologischen Auswertung nach unterschiedlichen Einwirkzeiten des

Plasmas mit einer groReren Anzahl an Spharoiden sollte durchgefiihrt werden, um die zeitliche
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Komponente der Wirkung der hier verwendeten Plasmaquelle auf die Zellen und die
Eindringtiefe  der  Plasmawirkung  darzustellen. Dafir sind Methoden im
Hochdurchsatzverfahren sehr gut geeignet, wie sie auch fiir Spharoide eingesetzt und
weiterentwickelt werden.[41] Des Weiteren ist fir weiterfihrende Ansatze eine
Echtzeitbeobachtung mit geeigneten Farbstoffen (z.B. Bromdesoxyuridin zum Nachweis der

Proliferation [100]) zu bevorzugen.

Um das Verhalten der Sphéaroide nach Plasmabehandlung in einer moglichst dhnlichen
Umgebung wie sie im Korper herrschen wiirde zu untersuchen, wurden die Sphéroide in ein
Kollagen 1-Gel eingebettet. Kollagen 1 ist Hauptbestandteil der menschlichen
Extrazelluldarmatrix und ist in der Umgebung von Melanozyten, also dem primaren
Entstehungsort der Melanome reichlich vorhanden.[167] Die Einbettung in das Gel erfolgte 4
Tage nach der Plasmabehandlung. Darauf folgte dann eine Beobachtung tGiber weitere 10 Tage.
Es wurde das Auswachsen der Zellen aus dem Spharoidverband beobachtet und quantifiziert.
Eine statistische Analyse erfolgte aufgrund der geringen Anzahl an Sphéaroiden pro

Behandlungsgruppe (n = 2-4) nicht.

Es zeigte sich, dass bei den Spharoiden der SK_MEL-28-Zellen deutlich mehr Zellen
auswanderten als bei den MNT-1-Sphéaroiden. Nach indirekter Plasmabehandlung zeigte sich
bei den plasmabehandelten Spharoiden der SK_MEL-28-Zellen ein deutlich verstarktes
Auswandern gegenliber der Kontrolle. Vor allem die langeren Behandlungszeiten zeigten in
beiden Zellarten ein starkeres Auswachsen als bei der Kontrolle. Nach direkter
Plasmabehandlung zeigten sich deutlich weniger Unterschiede. Hier verhielten sich beide
Zellarten sehr &hnlich und unter den Behandlungsgruppen gab es keine deutlichen

Unterschiede.

Die Ergebnisse konnten als Anhalt dafiir gewertet werden, dass die Zellen nach indirekter
Plasmabehandlung zu stdrkerer Migration neigen. Dies wiirde fiir ein erhohtes Risiko der
Metastasenbildung nach einer indirekten Plasmabehandlung sprechen.[117] Dagegen spricht,
dass in 2D-Kulturversuchen bisher nur eine Verminderung des Migrationspotentials von
Krebszellen nach Plasmabehandlung festgestellt werden konnte.[80,130] Zudem konnten
Bekeschus et al. in Versuchen mit Spharoiden aus Pankreaskarzinomzellen kein vermehrtes
metastatisches Potenzial nach Plasmabehandlung feststellen, weder bei Beobachtung der

Sphéaroide in einem EZM-Modell noch nach Implantation in ovo.[117] Auch Hasse et al.
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konnten in einem groRer angelegten Versuch mit Sphéaroiden aus den hier ebenfalls
verwendeten SK_MEL-28- und MNT-1-Zellen kein erh6htes metastatisches Potential nach der
Plasmabehandlung feststellen. Im Gegenteil konnte nach der Behandlung eine geringere

Zellmigration beobachtet werden.[143]

Die vorliegende Datenlage legt nahe, dass sich die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen
unter anderen Bedingungen nicht reproduzieren lassen. Aufgrund der geringen Anzahl an
durchgefiihrten Versuchen sollten weitere Versuche dieser Art mit hoherer Spharoid-Anzahl
je Versuchsgruppe durchgefiihrt werden. Methodisch erfolgte zudem nur eine einfache
visuelle Auswertung, in weiteren Versuchen sollte dargestellt werden, welche Zellen sich wie
weit durch das Kollagen-Gel bewegen und wie vital die vom Sphéaroid-Komplex gelosten Zellen
sind. Erst dann lieBen sich abschlieBende Schliisse zum Risiko fiir Metastasenbildung bei

dieser Zellart treffen.

Zum besseren Verstandnis der Plasmawirkung auf die Zellen und die durch das Plasma in Gang
gesetzten zelluldren Prozesse wurde eine Auswertung der zelluldren Proteine mittels
Massenspektrometrie durchgefiihrt. Dabei konnten 10 Proteine herausgearbeitet werden, die
nach der Plasmabehandlung im Gegensatz zur Kontrollgruppe vermehrt in den Zellen
vorkamen. Ein Protein war nach der Plasmabehandlung weniger in den Zellen vorhanden als

in der Kontrollgruppe.

Bei der Betrachtung der vermehrt exprimierten Proteine und ihrer Funktion innerhalb der
Zellen konnten einige Funktionen identifiziert werden, die mit den vorliegenden
Erkenntnissen Uber die Plasmawirkung und mit den anderen Ergebnissen dieser Arbeit in
Verbindung stehen konnten. So zeigte sich in allen Behandlungsgruppen ein erhohter
intrazelluldrer Anteil der mitochondrialen ATP synthase subunit e. Das Protein ist Teil eines
Protonentransporters, der einen elektrochemischen Gradienten innerhalb des
Mitochondriums aufbaut, um dadurch ATP-Synthese zu gewdahrleisten.[168] Die vermehrte
Expression dieses Proteins kdonnte auf eine vermehrte ATP-Bildung innerhalb der Zelle
schlieen lassen. Andererseits zeigte sich auch das Translocator Protein erhoht, welches
wiederum in der negativen Regulation des ATP-Metabolismus zu finden ist.[168] In der
direkten Untersuchung des ATP-Levels innerhalb der Zellen konnte in dieser Arbeit nach der
Plasmabehandlung in einem GroRteil der Behandlungsgruppen ein signifikant verringerter

ATP-Gehalt im Gegensatz zu der Kontrolle nachgewiesen werden. Dies passt zu einer
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mitochondrialen Dysfunktion, da die mitochondriale Membran intakt sein muss, damit die
ATP-Synthese stattfinden kann.[169] Die mitochondriale ATP synthase subunit e wird
ebenfalls dem Signalweg der mitochondrialen Dysfunktion zugeordnet. In
Leberkarzinomzellen konnte eine Uberexpression der mitochondrialen ATP synthase
subunit e festgestellt werden. Zudem zeigte sich die Expression auch abhangig von UV-
Strahlung, Hypoxie der Zellen und dem zelluldaren Wachstum.[170] Dies konnte eine Erklarung
fir die Diskrepanz der verringerten ATP-Bildung und dennoch hdheren Expression des

Proteins sein.

Das Translocator Protein ist zudem involviert in die negative Regulation der Stickoxid-
Biosynthese und kann den Metabolismus von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies
sowohl positiv als auch negativ beeinflussen.[110] Die bisherigen Untersuchungen und
Erkenntnisse legen dar, dass durch die Plasmabehandlung eine Zunahme an reaktiven
Stickstoff- und Sauerstoffspezies intrazellular zu finden ist.[98] Dieser oxidative Stress kdnnte
die vermehrte Exprimierung des Translocator Proteins und dadurch die Regulation des
Metabolismus von reaktiven Sauerstoffspezies erkldren. Die gezeigte Hochregulation des
Proteins wirde die These der vermehrten intrazelluliren RONS-Belastung
unterstreichen.[171] Unter den zahlreichen Prozessen, in die das Translocator Protein
verwickelt ist, finden sich zudem auch den Zelltod betreffende Prozesse. So reguliert es positiv
den nekrotischen Zelltod und apoptotische Prozesse und wirkt auch positiv regulierend auf
die mitochondriale Depolarisation, welche sich zu Beginn des apoptotischen Prozesses
wiederfindet.[172] Die erhohte Expression nach Plasmabehandlung konnte Ausdruck der
schon vielfach gemachten Beobachtung sein, dass apoptotische Prozesse durch die
Plasmabehandlung ausgel6st werden.[9,77,89,155] Die Lokalisation des Translocator Proteins
in der mitochondrialen duRReren Membran und seine Zugehorigkeit zu Prozessen wie der
Negativ-Regulation der mitochondrialen Autophagie und der Aufrechterhaltung der
Proteinlokalisation innerhalb des Mitochondriums [110] kdnnte ebenfalls erklaren, warum
nach der Plasmabehandlung dieses Protein vermehrt exprimiert wird. Es konnte gezeigt
werden, dass sich durch die Plasmabehandlung das Membranpotential des Mitochondriums

verandert und dadurch die Apoptose ausgelost wird.[9]

Ein weiteres hochreguliertes Protein ist das Lymphoid enhancer-binding factor 1 Protein. Mit

ihm sind ebenfalls Prozesse assoziiert, welche Zellteilung, Zellzyklus und Apoptose betreffen.
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Die Hauptwirkung scheint die Regulation der Transkription zu sein. Dies wird direkt durch
positive und negative Regulation der RNA Polymerase Il, als auch indirekt durch die
Acetylierung der Histone vermittelt. Das Zellwachstum und den Zellzyklus betreffende
Prozesse werden von dem Lymphoid enhancer- binding factor 1 positiv reguliert. Zudem findet
sich eine Regulation des apoptotischen Prozesses und der Genexpression in der Liste der
Prozesse, an denen das Protein beteiligt ist.[110] Bisherige Arbeiten konnten zeigen, dass
Zellen nach der Plasmabehandlung veranderte Transkription aufwiesen und weniger aktiv
beziglich Zellteilung waren.[97,97,128,172] Dies steht auch im Einklang zu den anderen
Beobachtungen dieser Arbeit, in denen das Spharoidwachstum und dadurch vermutlich auch
die Zellteilungsrate nach der Plasmabehandlung deutlich reduziert waren. Eine vermehrte
Oberflachenexpression von Lymphoid enhancer-binding factor 1 gilt als Marker fir die
Umwandlung der Zelle vom epithelialen zum mesenchymalen Typ und somit fir
Metastasierung. Basierend auf dem Nachweis von Oberflachenexpressionsmarkern konnten
Hasse etal. keine erhohte Expression des Lymphoid enhancer-binding factor 1 nach

Plasmabehandlung von SK_MEL-28- und MNT-1-Melanomzellen darstellen.[143]

Einige der Proteine waren zudem an Prozessen beteiligt, die die Ausschiittung oder die
Signalkaskaden von Zytokinen betreffen. Zytokine wie z.B. Interleukine und
Wachstumsfaktoren haben Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung von Zellen.[174]
Melanome gehoren zu den Tumorentitaten, in denen eine Zytokinsekretion der Tumorzellen
die Tumorumgebung und das Zellwachstum der malignen Zellen beeinflussen.[174] Das
Protein Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4, dass sich nach Plasmabehandlung
vermehrt exprimiert zeigte, ist an der zellularen Antwort auf Zytokine beteiligt. Ebenso hat
Fascin als stark exprimiertes Protein Anteil an den Zytokin-abhangigen Signalkaskaden. Das
Protein Lymphoid enhancer-binding factor 1 reguliert negativ direkt die Bildung von
Interleukin 4, 5 und 13. Es gibt verschiedene Studien zu Melanomen und Interleukinen, in
denen die Wirkung auf die Zellen untersucht wurden. Die Behandlung von Melanomen mit
Interleukin 4 konnte eine Wachstumshemmung zeigen.[175] Fiir den Rezeptor von Interleukin
13 konnte gezeigt werden, dass Melanome mit vermehrter Expression des Rezeptors ein
verstarktes Wachstum und eine verstarkte Angiogenese im Mausversuch hatten.[176] Eine
Aussage Uber die Relevanz der Interleukine auf die Melanomzellen der Sphéaroide und deren

Regulierung durch die oben genannten Proteine ist bei der aktuellen Datenlage schwer zu
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treffen. Einige Zytokine scheinen das Tumorwachstum zu hemmen, andere wiederum eher

stimulierend auf Tumorzellen zu wirken.[174,177]

In dieser Arbeit wurde auch der Einfluss der Plasmabehandlung auf die Migrationsfahigkeit
der Zellen und damit auf das Risiko flir Metastasen untersucht. In der Proteinanalyse zeigten
sich ebenfalls Proteine nach Plasmabehandlung erhoht, die den Prozessen Zellmigration und
Adhdsion zuzuordnen sind. Filaggrin-2 zeigte sich nach Plasmabehandlung erhéht und kann
dem biologischen Prozess der Zelladhasion zugeordnet werden. Lymphoid enhacer-binding
factor 1 reguliert negativ die Zelladhasion und wirkt zudem positiv auf die Zellmigration. Das
Protein Fascin kann der Zellmigration zugeordnet werden und wirkt auf den Abbau der
Extrazellularmatrix positiv regulierend. Betrachtet man diese Proteine und biologischen
Prozesse, konnte man darauf schliefen, dass eine verminderte Zelladhésion, eine vermehrte
Migration und ein vermehrter Abbau der Extrazellularmatrix und dadurch ein erhohtes
metastatisches Potenzial vorliegen.[148] Hasse et al. konnten aber zeigen, dass kein erhdhtes
metastatisches Potenzial von Sphéaroiden der gleichen Zellreihen nach Plasmabehandlung
vorliegt.[143] Auch bei anderen Zelllinien konnte kein vermehrtes Potential zur Migration
festgestellt werden, wohl aber eine verminderte Adharenz der Zellen.[117,178] Semmler et al.
wiesen einen negativen Effekt auf Adhasion, Migration und Invasion von Melanomzellen
durch Plasma nach. Dabei wurde auch eine verminderte Expression von Integrinen

festgestellt.[98]

Zusatzlich zu den starker exprimierten Proteinen nach Plasmabehandlung konnte ein Protein
gefunden werden, dass in allen Behandlungsgruppen weniger exprimiert wurde: Glycophorin-
C. Dieses Protein scheint vor allem an der Leukozytenmigration beteiligt zu sein.[110] In
Studien zu Brustkrebs und Leukdmie hat sich gezeigt, dass die Expression von Glycophorin-C
als Biomarker fir die Prognose Verwendung finden kann.[179] Was die verminderte

Expression in dem Kontext der vorliegenden Arbeit bedeutet, bedarf weiterer Analyse.

In der hier durchgefiihrten Auswertung der Proteine fehlt eine weitergehende Analyse der
beteiligten Signalwege innerhalb der Zellen und eine weitere Betrachtung der quantitativen
Veranderungen der einzelnen hoch- und herabregulierten Proteine. Zudem braucht es
weitere Erhebungen mit Tumorzellen und gesunden Zellen, um ein groReres Verstandnis der
Prozesse auf Proteinebene durch die Plasmabehandlung zu erlangen. Dennoch zeigen die

Ergebnisse klar, dass auch auf Protein-Ebene die beobachteten Effekte des Plasmas auf die
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Zellen bestatigt werden konnen. Es zeigt sich, dass die Behandlung Einfluss auf Proteine hat,
die an Proliferation, Apoptose und DNA-Synthese beteiligt sind. Damit konnte das in dieser
Arbeit festgestellte verminderte Wachstum der Sphéaroide auf Proteinebene erklart werden.
Auch die Plasmawirkung auf Migration und Adhdsion wird durch die Proteinanalyse sehr
deutlich, auch wenn durch die bisherige Auswertung die genaue Wirkung nicht eindeutig

festgestellt werden kann.

In den Untersuchungen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Wachstum von
humanen 3D-Melanom-Spharoiden durch die direkte sowie indirekte Plasmabehandlung in
Abhédngigkeit von der Behandlungszeit reduziert werden kann. Als vielseitiges Testmodell
zeigte sich das 3D Sphéaroidmodell fiir die praklinische Forschungen sehr nitzlich. Weitere
Untersuchungen, besonders zur Abschatzung des metastatischen Potentials, sind erforderlich,
um eine klinische Anwendung von kaltem Plasma in der Behandlung des malignen Melanoms

in Zukunft zu ermoglichen.
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Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist eine der haufigsten malignen Erkrankungen in Deutschland. Vor
allem in fortgeschrittenen Stadien ist es mit einer hohen Letalitdt verbunden. Die aktuell
vorhandenen Therapiemoglichkeiten bergen ein hohes Nebenwirkungspotenzial und weisen
bei dem haufig mutierenden Karzinom eine begrenzte Wirksamkeit auf. Daher sind
unterstitzende oder neue Therapieansatze essenziell. Kaltes nicht-thermisches Plasma hat in
der Krebsforschung in den letzten Jahren zunehmend Aufmerksamkeit erhalten, da sich gute
Effekte auf Tumorzellen zeigen lieRen. Durch den in dieser Arbeit gewahlten 3D-Aufbau der
Zellkultur konnten Zell-Zell-Interaktionen, unterschiedliche Zellzyklus-Stadien,
Nahrstoffgradienten innerhalb des Zellverbandes und daraus resultierende Effekte auf die
Wirksamkeit des Therapieansatzes simuliert werden. In der praklinischen Forschung zur
Plasmamedizin konnte die Verwendung von Spharoiden ein niitzliches Modell darstellen, um
die Wirkweise des Plasmas besser zu verstehen und spéater die Anwendung am Patienten zu
ermoglichen. Zudem kann die Sensibilitdt unterschiedlicher maligner Zellen mit diesem
Modell eingeschatzt werden. Zum Einsatz kamen Zellen eines Primdrmelanoms (SK_MEL-28)
und einer Lymphknotenmetastase eines Melanoms (MNT-1). Es konnte eine signifikante
Reduktion des Wachstums der Sphéaroide beider gewaéhlter Melanom-Zellreihen nach
indirekter und direkter Plasmabehandlung mit dem kalten Atmosphéarendruck-Plasmajet
kINPenMed festgestellt werden. Zudem konnte auch eine reduzierte Vitalitdt der Spharoide
nach Plasmabehandlung gezeigt werden. Eine Verdanderung im Nachweis von proliferierenden
oder apoptotischen Zellen innerhalb des Sphéaroids mit immunhistologischen Farbungen
konnte nicht gezeigt werden. Auch nach Plasmabehandlung zeigte sich lediglich ein
Proliferationsgradient von auRen nach innen an den Spharoiden aller Behandlungsgruppen.
Nach Platzierung der plasmabehandelten Sphéaroide in einem Kollagen 1-Gel konnte ein
vermehrtes Auswachsen von Zellen bei den indirekt behandelten Spharoiden beobachtet
werden. Die Ergebnisse der immunhistologischen Farbungen und die Migration im Gel stehen
im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen Effekten der Plasmabehandlung und
bediirfen einer weiteren Evaluation. In der Proteomanalyse zeigten sich ebenfalls Proteine
vermehrt exprimiert, die an der Reaktion auf RONS, an Migration und Adhdsion sowie am
Zellzyklus beteiligt sind. Dabei unterstiitzen die Daten aus der Proteomanalyse viele der zuvor

genannten Ergebnisse.
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Anhang

Imagel) Auswertung

Erstellte ,Makros” zur Auswertung der einzelnen Bilder aus der Dokumentation

Wachstums und der Immunhistochemie im Programm Imagel

Messung des Durchmessers:

run("Set Scale...", "distance=311 known=100 pixel=[] unit=pm global");
setAutoThreshold("Intermodes");

//run(*Threshold...");

run("Close");

run("Create Selection");

run("Fit Circle");

run("Measure");

Auswertung Immunhistochemie:

des

selectimage(3)

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.5 normalize");
run("Subtract Background...", "rolling=500");
run("Despeckle");

setOption("BlackBackground", true);

run(*Make Binary");

selectimage(2);

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.5 normalize");
run("Subtract Background...", "rolling=500");
run("Despeckle");

setOption("BlackBackground", true);

run(*Make Binary");

selectimage(l);

run("Enhance Contrast...", "saturated=0.5 normalize");
run("Subtract Background...", "rolling=500");
run("Despeckle");

setOption("BlackBackground", true);

run("Make Binary");

run("Images to Stack", "name=Stack title=[] use");
run(*Watershed", "stack");

run("Analyze Particles...", "size=25-500 show=[Count Masks] include summarize stack");
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run("Stack to Images");

selectimage(3);

rename("KI67")

run("8-bit");

setOption("BlackBackground", true);

run(*"Make Binary");

selectimage(2);

rename("TUNEL");

run("8-bit");

setOption("BlackBackground", true);

run("Make Binary");

selectimage(1);

rename("DAPI");

run("8-bit");

setOption("BlackBackground", true);

run(*"Make Binary");

imageCalculator("AND create”, "DAPI","TUNEL");
selectWindow("Result of DAPI");
rename("DAPI_AND_TUNEL");

run("8-bit");

setOption("BlackBackground", true);

run("Make Binary");

run("Analyze Particles...", "size=25-Infinity show=Nothing include summarize");
imageCalculator("AND create", "DAPI","KI67");
selectWindow("Result of DAPI");
rename("DAPI_AND _KI67");

run("8-bit");

setOption("BlackBackground", true);

run("Make Binary");

run("Analyze Particles...", "size=25-Infinity show=Nothing include summarize");

Tabelle Proteinexpression nach Plasmabehandlung

Heraufreguliert

Protein Molecular function Biological process

Cellular anatomical entity/
Cellular component

TSC22 domain
family protein
2 (TSC22-
related-
inducible
leucine zipper
protein 4)

DNA-binding
transcription
factor activity
RNA polymerase
ll-specific

- Response to osmotic stress
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ITranslocator
protein
(Mitochondrial
benzodiazepine
receptor)
(PKBS)
(Peripheral-
type
benzodiazepine
receptor) (PBR)

Androgen binding

Cholesterol
binding

lon channel
binding

Benzodiazepine
receptor activity

Regarding regulation of pigment metabolic
process/ biosynthetic processes/ hormon
metabolic, process/ cellular metabolic
process, Lipid metabolic process/ Steroid
metabolic process/ porphyrin-containing
compound metabolic process/
organonitrogen compund metabolic
process:

- C21-Steroid hormone
biosynthetic Process, heme
biosynthetic process

Regarding Cellular Process:

- Glial cell migration, peripheral
nervous system axon
regeneration

Mainantence of protein location in
mitocondrion

Regarding developmental Process:

- Aging, adrenal gland
development

Regarding regulation of biosynthetic
process:

- Negativ regulation of nitric oxide
biosynthetic process/ tumor
necrosis factor production/
protein ubiquitination/
autophagy of mitochondrion/
reactice oxygen species
metabolic progress/ nitrogen
compund metabolic process/ ATP
metabolic process/ glial cell
proliferation,

- Positive regulation of reactive
oxygen species metabolic
process/necrotic cell death/
apoptotic process/ mitochondrial
depolarization/ calcium ion
transport/ glial cell proliferation/

regulation of cellular catabolic process
Regarding Protein Localisation:

- Protein targeting to
mitochondrion, chloride
transport, lipid transport

Regarding Cellular response to Stimulus:

- Cellular hypotonic response,
Cellular response to
lipopolysaccharide/Zinc ion/
Vitamin
B1/Progetseron/Testosteron/drug

Mitochondiral
outer membrane

Endoplasmatic
reticulum

Extracellular
exosome
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Regulation of macromolecule metabolic
process

Regulation of gene expression
Regulation of steroid biosynthetic process

Regulation of cholesterol transport

IATP synthase
subunit e,
mitochondrial
(ATPase subunit
e) (ATP
synthase
membrane
subunit e)
[Cleaved into:
IATP synthase
subunit e,
mitochondrial,
N-terminally
processed]

Proton
transmembrane
transporter
activity

Protein-
containing
complex binding

Mitochondrial ATP synthesis coupled
proton transport involved in:

- Nucleotide biosynthetic process/
ribonucleotide biosynthetic
process /ATP metabolic process
/Purine nucleotide metabolic
process/ nucleoside triphosphate
metabolic process

Regarding Cellular process:

- Cristae formation/ Cation
transport

Mitichondrial
proton-
transporting ATP
synthase
Complex-
coupling factor
F(o)

Mitochondiral
proton-
transporting ATP
synthase
complex

Mitochondrial
inner membrane

Desmocollin-2 Communication Cellular response to starvation Adherens
(Cadherin junction
family member Cell adhesive Keratinization
2) protein binding Desmosome
(Desmocollin-3) involved in bulde Homoplhilic cell adhesion via plasma
(Desmosomal of his cell- membrane adhesion molecules Intercalated disc
slycoprotein 1) purkinje myocyte
(Desmosomal bundle of His cell-Purkinje myocytes Cornified
slycoprotein I1) Calcium ion adhesion involved in cell communication envelope
binding
Regulation of heart rate by cardiac Integral
conduction component of
membrane
Regulation of vetricular cardiac muscle cell
action potential Cytoplasmatic
vesicle
Extracellular
exosome
Inter-alpha- Serine-type Hyaluron metabolic process Plasma
trypsin endopeptidase membrane
inhibitor heavy inhibitor activity Acute- phase response
chain H4 (ITI Extracellular

heavy chain H4)
(ITI-HC4) (Inter-
alpha-inhibitor
heavy chain 4)
(Inter-alpha-
trypsin inhibitor
family heavy
chain-related

Response to cytokine

Platelet degranulation

region

Extracellular
exosome

Platelet dense
granulae lumen
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protein) (IHRP)
(Plasma
kallikrein
sensitive
slycoprotein
120) (Gp120)
(PK-120)
[Cleaved into:
70 kDa inter-
alpha-trypsin
inhibitor heavy
chain H4; 35
kDa inter-alpha-|
trypsin inhibitor
heavy chain H4]

Collagen-
containing
extracellular
matrix

Blood
microparticle

Lethal(2) giant
larvae protein
homolog 1
(LLGL) (DLG4)
(Hugl-1)
(Human
homolog to the
D-lgl gene
protein)

Structural
molecule activity

Rab GTPase
binding

GTPase activator
activity

Protein kinase
binding

Myosin Il binding

Establishment of spindle orientation
Regulation of protein secretion

Regulation of establishment
ormaintenance of cell polarity

Exocytosis

Axonogenesis

Cortical actin cytoskeleton organization
Protein-containing complex assembly
Golgi to plasma membrane transport

Regulation of notch signaling pathway

Plasma
membrane

Golgi cis cisterna
Cytoplasma

Early endosome
membrane

Trans-Golgi
network
membrane

Axon

Cortical actin
cytoskeleton

Fascin (55 kDa
actin-bundling
protein)
(Singed-like
protein) (p55)

RNA binding
Cadherin binding

Actin filament
binding
protein-
macromolecule

adaptor activity

Drug binding

Establishment of apical/basal cell polarity
Cell-cell junction assembly

Microscopic assembly

Parallel actin filament bundle assembly
Actin cytosceleton organisation
Cytokine-mediated signaling pathway
Cell migration

Regarding regulation of biological
processes:

- Positiv regulation of extracellular
matrix disassembly/ podosome
assembly/ plasma membrane
bounded cell projection
assembly/ lamellipodium
assembly/ filopodium assembly/
regulation of microvillus assembly

Stress fiber

Actin
cytosceleton

Cell-cell junction
Cytosol

Cell cortex
Growth cone

Cell projection
membrane

Podosome

Extracellular
exosome

Ruffle
Lamellipodium
Microspike

Invadopodium
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Microvillus

Filopodium
Filaggrin-2 Structural Cell adhesion Cornified
(FLG-2) molecule activity envelope
(Intermediate Epidermis morphogenes
filament- Calcium ion Extracellular
associated and binding Establishment of skin barrier regio
psoriasis- ] )
susceptibility Transition metal Neutrophil degranulation Cytoplasm
protein) ion binding
(Ifapsoriasin) Leucocyte activation Keratohyalin
granule
Nucleus
Tertiary granule
lumen
Hornerin Calcium ion Keratinization Cornified
binding envelope

Transition metal
ion binding

Establishment of skin barrier
neutrophil degranulation

Cell envelope organisation

Extracellular
region

Cytoplasm

Keratohyalin
granule

Nucleus

Extracellular
exosome

Azurophil granule
lumen

Perinuclear
region of
cytoplasm

Collagen-
containing
extracellular
matrix
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Lymphoid
enhancer-
binding factor 1
(LEF-1) (T cell-
specific
transcription
factor 1-alpha)
(TCF1-alpha)

DNA-binding
transcription
activator activity-
RNA polymerase
ll-specific

RNA polymerase
Il cis-regulatory
region sequense
specifc DNA
binding, DNA
binding/ bending

Chromatin
binding

Beta-catenin
binding

Armadillo repeat
binding

C2H2 zinc finger
domain binding

Estrogen receptor
binding

Histone binding

Histone
deacetylase
binding

Gamma-catenin
binding

Cytine-type
edopeptides
inhibitor activity
involved in
apoptotic
process

Regarding metabolic process:

- Histone H3 acetylation, histone
H4 acetylation

Regading Cell diffetiation:

- Oosteoblast differentiation/
epithelial to mesenchymal
transition/ forebraun radial glial
cell differentiation

Sprouting angiogenesis
Regarding regulation of biological Process:

- Positive regulation of cell
growth/cell migration/ cell cycle
process/gamma-delta T cell
differentiation/granulocyte
differentiation

- Negativ regulation of Cell-cell
adhesion/apoptotic preocess in
bone marrow cells/ striated
muscle tissue development

Regarding regulation of metabolic Process:
- Negativ regulation of
transcription by RNA polymerase
Il/ of interleukin 13 production/
of interleukin4 Production/ of
interleukin 5 production/ of
cysteine-type endopeptidase
activity involved in apoptotic
process
- Positive regulation of
transcription by RNA polymerase
I
Regulation of apoptotic process
Regulation of gene expression
Regarding molecular function:
- Negativ regulation of DNA
binding/ estrogen receptor
binding

Reagding cellsurface receptor signaling:

- Whnt signaing pathway, calcium
modulating pathway

- Canonical Wnt signaling pathway
- BMP signaling pathway

Regarding Cellular component organization:

Protein-DNA
complex

Beta-catenin-TCF
complex

Nucleoplasm
Cytoplasm

Nucleus
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- Beta-catenin TCF complex
assembly

- Regarding immunsysten:

- Tcell receptor V(D))
recombination, T-helper 1 cell
differentation, B-cell
proliferation, alpha- beta T cell
activation, T cell differentation

- Cell chemotaxis
- Chorio-allantoic fusion

- Cellular response to interneukin-4

- Apoptotic process involved in blood vessel
morphogenesis

- Branching inviolved in blood vessel
morphogenesis

- Somitogenesis

- Sensory perception of taste

- Formation of radial glial scaffolds
- Embryonic limp morphogenesis
- Face morphogenesis

- Paraxial mesoderm formation

- Dentate gyrus development

- Anatomical structure regression

- Positive regulation by host of viral
transcription

Herabreguliert

Protein

Molecular function

Biological processs

Cellular Anatomical
Entity/ Cellular
component

Glycophorin-C

- Leucoyte migration

- Plasma
membrane

- Integral
component of
plasma
membran

- Cortical
cytoskeleton
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