
 

 

 

Aus der Klinik für Orthopädie,  

Unfallchirurgie und Rehabilitative Medizin  

(Direktor, Lehrstuhl für Unfallchirurgie:  

Univ.- Prof. Dr. med. Martin Jordan)  

der Universitätsmedizin der Universität Greifswald  

 

 

  

Thema: Einfluss von kaltem atmosphärischem Plasma auf in vitro synchronisierte 

Osteosarkom-Zellen während verschiedener Zellzyklusphasen 

 

 

 

Inaugural - Dissertation  

zur  

Erlangung des akademischen  

Grades  

Doktor der Medizin  

(Dr. med.)  

der  

Universitätsmedizin  

der  

Universität Greifswald  

2025 

 

 

 

 

 

 

vorgelegt von:  

Yannik Haven 

geb. am 14.01.1996  

in Kleve 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan: Prof. Dr. med. Karlhans Endlich 

1. Gutachter: Prof. Dr. med. Steffen Emmert 

2. Gutachter: Priv.-Doz. Dr. med. Lyubomir Haralambiev  

Ort, Raum: Greifswald, Seminarraum der Klinik für Innere Medizin C (J.0.37) 

Tag der Disputation: 14. Oktober 2025 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Inhaltsverzeichnis 

 

IV 
 

Inhaltsverzeichnis 

Abkürzungsverzeichnis ................................................................................. VII 

Abbildungsverzeichnis ................................................................................... XI 

Tabellenverzeichnis ...................................................................................... XII 

1. Einleitung ................................................................................................. 1 

1.1 Osteosarkome .............................................................................................................. 1 

1.1.1 Epidemiologie ....................................................................................................... 1 

1.1.2 Ätiologie und Risikofaktoren ................................................................................ 1 

1.1.3 Einteilung .............................................................................................................. 2 

1.1.4 Therapie ................................................................................................................ 2 

1.1.5 Prognose ............................................................................................................... 3 

1.2 Zellzyklus somatischer Zellen ...................................................................................... 5 

1.3 Zellzyklussynchronisation ............................................................................................ 8 

1.4 Kaltes atmosphärisches Plasma ................................................................................. 10 

1.5 Apoptose .................................................................................................................... 11 

2. Zielsetzung .............................................................................................. 13 

3. Material und Methoden .......................................................................... 14 

3.1 Material ..................................................................................................................... 14 

3.1.1 Zelllinien ............................................................................................................. 14 

3.1.2 Zellkulturmedien und -zusätze ........................................................................... 14 

3.1.3 Verbrauchsmaterialien ....................................................................................... 14 

3.1.4 Chemikalien ........................................................................................................ 15 

3.1.5 Gase .................................................................................................................... 16 

3.1.6 Kommerzielle Puffer und Lösungen ................................................................... 16 

3.1.7 Kommerzielle Kits und Reagenzien .................................................................... 16 



Inhaltsverzeichnis 

 

V 
 

3.1.8 Geräte ................................................................................................................. 17 

3.1.9 Software ............................................................................................................. 18 

3.2 Zellbiologische Methoden ......................................................................................... 19 

3.2.1 Zellkultur ............................................................................................................. 19 

3.2.2 Kultivierung der Zellen ....................................................................................... 19 

3.2.3 Ernte und Subkultivierung der Zellen ................................................................. 20 

3.2.4 Kryokonservierung und Rekultivierung .............................................................. 20 

3.2.5 Zellzahlbestimmung mittels CASY® Cell Counter and Analyzer ......................... 21 

3.2.6 Zellzyklussynchronisation ................................................................................... 22 

3.2.7 Durchflusszytometrie der synchronisierten Zellen ............................................ 24 

3.2.8 Wachstumskinetik .............................................................................................. 28 

3.2.9 Wachstumskinetik nach einer CAP-Behandlung der zuvor synchronisierten 

Zellen .................................................................................................................. 29 

3.2.10 Vorbereitungen für die nachfolgenden Assays .................................................. 29 

3.2.11 LIVE/DEAD® Cell Imaging Kit .............................................................................. 30 

3.2.12 Caspase 3/7-Assay .............................................................................................. 31 

3.2.13 CellTiter-Blue® Cell Viability Assay ..................................................................... 31 

3.2.14 Statistische Auswertung ..................................................................................... 32 

4. Ergebnisse ............................................................................................... 33 

4.1 Zellzyklussynchronisation .......................................................................................... 33 

4.2 Wachstumskinetik ..................................................................................................... 38 

4.3 Einfluss von einer CAP-Behandlung während verschiedener Zellzyklusphasen auf die 

Zellproliferation ........................................................................................................ 40 

4.4 Einfluss von CAP während verschiedener Zellzyklusphasen auf die Wachstumsrate

 .................................................................................................................................. 42 



Inhaltsverzeichnis 

 

VI 
 

4.5 Einfluss von CAP während verschiedener Zellzyklusphasen auf die intrazelluläre 

Esterase-Aktivität und die Plasmamembranintegrität ............................................. 45 

4.6 Vergleich der Todesrate aus der LIVE/DEAD®-Fluoreszenzmikroskopie nach einer 

CAP-Behandlung während verschiedener Zellzyklusphasen ................................... 49 

4.7 Einfluss von CAP während verschiedener Zellzyklusphasen auf die Apoptoseaktivität

 .................................................................................................................................. 51 

4.8 Vergleich der Apoptoseaktivität nach einer CAP-Behandlung während 

verschiedener Zellzyklusphasen ............................................................................... 53 

4.9 Einfluss von CAP während verschiedener Zellzyklusphasen auf die Zellviabilität .... 54 

4.10 Vergleich der Zellviabilität nach einer CAP-Behandlung während verschiedener 

Zellzyklusphasen ....................................................................................................... 55 

5. Diskussion ............................................................................................... 56 

5.1 Zellzyklussynchronisation von Osteosarkom-Zelllinien ............................................. 56 

5.2 Einfluss von CAP während verschiedener Zellzyklusphasen ..................................... 57 

5.2.1 CAP-vermittelte Hemmung der Zellproliferation ............................................... 57 

5.2.2 CAP-vermittelte Induktion des Zelltodes ........................................................... 62 

5.2.3 CAP-vermittelte Effekte auf die Integrität der Plasmamembran ....................... 66 

5.3 Klinische Bedeutung und Ausblick von CAP .............................................................. 70 

6. Zusammenfassung .................................................................................. 74 

7. Literaturverzeichnis ................................................................................. 75 

Eidesstattliche Erklärung 

Danksagung 



Abkürzungsverzeichnis 

 

VII 
 

Abkürzungsverzeichnis 

Abb.   Abbildung 

ANOVA  Varianzanalyse 

APC/C    Anaphase-promoting complex/cyclosome 

AURKB   Aurorakinase B 

Bad   Bcl-2-associated death promoter 

BAK   Bcl-2 homologous antagonist killer 

BAX   Bcl-2-associated X protein 

Bcl-b   B-cell lymphoma B (BCL2L10) 

Bcl-w   B-cell lymphoma protein W (BCL2L2) 

Bcl-xl   B-Zell lymphom-extra large  

Bcl-2    B-cell lymphoma 2 

Bfl-1   Bcl-2-related protein A1 (BCL2A1) 

BH3-only-Proteine  Bcl-2 homology domain 3 only proteins 

Bid   BH3-interacting domain death agonist 

Bik   Bcl-2-interacting killer 

Bim   Bcl-2-like protein 11 (BCL2L11) 

BLM   Bloom syndrome RecQ like helicase 

Bmf   Bcl-2-modifying factor 

BRCA   Breast cancer gene 

CAP   Kaltes atmosphärisches Plasma 

Caspase  Cysteine-dependent aspartate-directed protease 

CASY®   CASY Modell TT-Cell Counter and Analyzer 

Ca2+   Zweiwertiges Kalzium-Ion 

Cdc25   Cell civision cycle 25 phosphatase 

CdK   Cyclinabhängige Kinase (engl. Cyclin-dependent kinase) 

CKI   CdK-Inhibitorproteine (engl. Cyclin-dependent kinase inhibitors) 

cm²   Quadratzentimeter 

CO2   Kohlenstoffdioxid 

DMEM   Dulbecco's Modified Eagle's Medium 



Abkürzungsverzeichnis 

 

VIII 
 

DNA   Desoxyribonukleinsäure (engl. Deoxyribonucleic acid) 

DPBS   Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 

EEF1D    Eukaryotic elongation factor 1 delta 

E2F   E2F transcription factor  

FCS   Fötales Kälberserum 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure (engl. Ethylenediaminetetraacetic acid) 

FI   Fluoreszenzintensität 

FITC-Filter   Fluoresceinisothiocyanate-Filter 

FOXM1  Forkhead-box-protein M1 

FSC   Vorwärtsstreulicht (engl. Forward scatter) 

G1-S   G1/S-Übergang 

G2/M    G2-/M-Phase 

h   Stunden  

Hrk   Harakiri, BCL2-interacting protein (HRK) 

HU   Hydroxyurea 

H2O2   Wasserstoffperoxid (= Nicht-radikale ROS) 

IGF   Insulin-like growth factor 

l   Liter 

k   Wachstumsrate 

MATN4  Matrilin 4 

Mcl-1   Myeloid cell leukemia 1  

mg   Milligramm 

Mg2+   Zweiwertiges Magnesium-Ion 

MHz   Megahertz 

min   Minute 

ml   Milliliter 

mM   Millimolar 

mRNA   Boten-Ribonukleotidsäure (engl. messenger Ribonucleic acid) 

MYC   Myelocytomatosis oncogene 

N   Gesamtversuchsanzahl 

n    Versuchsanzahl pro Gruppe 



Abkürzungsverzeichnis 

 

IX 
 

NF- Bˁ   Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 

ng   Nanogram 

nm   Nanometer 

NRF2   Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

Noxa   Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (PMAIP1) 

bhω   Stickstoffmonoxid-Radikal (= radikale RNS) 

NO2ω   Stickstoffdioxid-Radikal (= radikale RNS) 

NO2
-/NO3

-  Nitrit-/Nitrat-Anion (= nicht-radikale RNS) 

hIω   Hydroxylradikal (= radikale ROS) 

ONOOH  Peroxynitritsäure 

ONOO-   Peroxynitrit-Anion (= nicht-radikale RNS) 

OS   Osteosarkom 

O2
-   Superoxid-Anion (= radikale ROS) 

O3   Ozon (= nicht-radikale ROS) 

Patienten  Patienten und Patientinnen 

PD-L1   Programmed death-ligand 1 (CD274) 

PE    Propidiumiodid 

PMT   Photoelektronenvervielfacher (engl. Photomultiplier tube) 

PP2A   Protein phosphatase 2A 

Puma   p53 upregulated modulator of apoptosis (BBC3) 

P/S   Penicillin und Streptomycin 

p15INK4B  Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (CDKN2B, p15) 

p16INK4A  Cyclin-dependent kinase Inhibitor 2A (CDKN2A, p16) 

p18INK4C  Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (CDKN2C, p18) 

p19INK4D  Cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (CDKN2D, p19) 

p21CIP1  Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (CDKN1A, p21) 

p27KIP1  Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (CDKN1B, p27) 

p53   Tumor protein p53 (Gen: TP53) 

p57KIP2  Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (CDKN1C, p57) 

PI3K-AKT-mTOR  Phosphoinositide 3-kinaseςprotein kinase Bςmammalian target of 

rapamycin pathway 



Abkürzungsverzeichnis 

 

X 
 

RB   Retinoblastom-Protein 

rcf   Relative Zentrifugalbeschleunigung 

RECQL4  RecQ-like helicase 4 

RNA   Ribonukleotidsäure (engl. Ribonucleic acid) 

RNS   Reaktive Stickstoffspezies 

RONS   Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies 

ROS   Reaktive Sauerstoffspezies 

RUNX2   Runt-related transcription factor 2 

S   S-Phase 

SCF    Skp1/cullin/F-box-protein 

SD   Standardabweichung 

SSC   Seitwärtsstreulicht (engl. Side scatter) 

Tab.    Tabelle 

V   Volt 

VEGFA   Vascular endothelial growth factor A 

VEGFR   Vascular endothelial growth factor receptor 

vs.   im Vergleich zu (lat. versus) 

Wee1   Wee1-like protein kinase 

WHO   World Health Organization 

WRN   Werner syndrome RecQ like helicase 

1O2   Singulett-Sauerstoff (= nicht-radikale ROS) 

5-JÜR   Fünfjahresüberlebensrate 

°C   Grad Celsius  

%   Prozent 

˂    Wellenlänge 

µM   Mikromolar 

µm   Mikrometer 

 ́   p-Wert 

 ̝   arithmetisches Mittel  



Abbildungsverzeichnis 

 

XI 
 

Abbildungsverzeichnis 

Abb. 1: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers ................................................... 25 

Abb. 2: Schematische Darstellung der Impulskurvenentstehung am 

Vorwärtsstreulichtdetektor des Durchflusszytometers .............................................. 26 

Abb. 3: Gating-Strategie ........................................................................................................... 27 

Abb. 4: Nocodazolblock und Hydroxyureablock der Zelllinie U2OS ........................................ 33 

Abb. 5: Kombination eines Serumentzugs mit einem Hydroxyureablock der Zelllinien U2OS 

und MNNG-HOS ...................................................................................................... 34-35 

Abb. 6: Verteilung der Zellzyklusphasen während einer 18-stündigen Inkubation nach der 

Zellzyklussynchronisation mittels Serumentzug und Hydroxyureablock .................... 36 

Abb. 7: Wachstumskinetik der Zelllinien U2OS und MNNG-HOS ............................................ 38 

Abb. 8: Einfluss einer CAP-Behandlung während verschiedener Zellzyklusphasen auf die 

Zellproliferation ........................................................................................................... 41 

Abb. 9: Einfluss einer CAP-Behandlung während verschiedener Zellzyklusphasen auf die 

Wachstumsrate ........................................................................................................... 43 

Abb. 10: Vergleich der CAP/Argon-Wachstumsraten bei einer CAP-Behandlung während 

verschiedener Zellzyklusphasen ................................................................................ 44 

Abb. 11: LIVE/DEAD®-Fluoreszenzmikroskopie synchronisierter U2OS- und MNNG-HOS-

Zellen nach einer CAP-/Argon-Behandlung .......................................................... 46-48 

Abb. 12: CAP/Argon-Todfraktionen aus der LIVE/DEAD®-Fluoreszenzmikroskopie bei einer 

CAP-Behandlung während verschiedener Zellzyklusphasen ..................................... 50 

Abb. 13: Einfluss der CAP-Behandlung während verschiedener Zellzyklusphasen auf die 

relative Apoptoseaktivität ......................................................................................... 51 

Abb. 14: Vergleich der relativen CAP/Argon-Apoptoseaktivität bei einer CAP-Behandlung 

während verschiedener Zellzyklusphasen ................................................................. 53 

Abb. 15: Einfluss einer CAP-Behandlung während verschiedener Zellzyklusphasen auf die 

Zellviabilität ............................................................................................................... 54 

Abb. 16: Vergleich der CAP/Argon-Zellviabilität bei einer CAP-Behandlung während 

verschiedener Zellzyklusphasen ................................................................................ 55 

  



Tabellenverzeichnis 

 

XII 
 

Tabellenverzeichnis 

Tab. 1: Regulation des Zellzyklus durch Cyclin-CdK-Komplexe .................................................. 6 

Tab. 2: Zellkulturmedien und -zusätze ..................................................................................... 14 

Tab. 3: Verbrauchsmaterialien ................................................................................................. 14 

Tab. 4: Chemikalien .................................................................................................................. 15 

Tab. 5: Gase .............................................................................................................................. 16 

Tab. 6: Kommerzielle Puffer und Lösungen ............................................................................. 16 

Tab. 7: Kommerzielle Kits und Reagenzien .............................................................................. 16 

Tab. 8: Geräte ........................................................................................................................... 17 

Tab. 9: Software ....................................................................................................................... 18 

Tab. 10: Übersicht der Zelllinien, Vollmedien, Trypsininkubationszeiten und 

Umsetzungsverhältnisse ............................................................................................ 19 

Tab. 11: Übersicht der zellkulturrelevanten Volumina ............................................................ 20 

Tab. 12: Messparameter am CASY® Cell Counter and Analyzer .............................................. 21 

¢ŀōΦ моΥ 9ƛƴǎǘŜƭƭǳƴƎŜƴ ŘŜǊ {ǇŀƴƴǳƴƎ ƛƳ .5 C!/{ /ŀƴǘƻϰ Cƭƻǿ /ȅǘƻƳŜǘŜǊ ........................... 26 

Tab. 14: Ergebnisse der exponentiellen Regression aus den Proliferationsversuchen ........... 39 

 



Einleitung 

 

 

1 
 

 

1. Einleitung 

1.1 Osteosarkome 

1.1.1 Epidemiologie 

Das Osteosarkom (OS) ist mit einer Gesamtinzidenz von 2-3/1.000.000 in Europa das häufigste 

primäre Sarkom des Skelettsystems. Die Inzidenz der Erkrankung weist einen Maximalwert 

während der Adoleszenz und einen weiteren Anstieg im siebten Lebensjahrzehnt auf. Ab 

einem Alter von zehn Jahren ist das männliche Geschlecht häufiger betroffen [1ς4]. 

1.1.2 Ätiologie und Risikofaktoren 

Die Ätiologie ist bislang nicht vollständig verstanden und bildet daher den Gegenstand 

aktueller Forschung [3]. Es ist jedoch bekannt, dass eine vorausgegangene Strahlentherapie 

einen entscheidenden Risikofaktor darstellt, wobei insbesondere Kinder eine dosisabhängige 

Risikoerhöhung aufweisen [5, 6]. Eine große Körperstatur sowie ein hohes Geburtsgewicht 

sind ebenfalls mit einem erhöhten Risiko für die Entstehung von OS assoziiert. Als mögliche 

Ursachen werden ein schnelles longitudinales Knochenwachstum und die Wirkung der 

Wachstumshormone diskutiert [7ς9]. Bisher wurden diverse mutierte Gene und veränderte 

Signalwege in OS identifiziert. Hierzu zählen Veränderungen des Tumorsuppressorgens TP53, 

des Retinoblastom1-Gens, der Helikasen-Gene (RECQL4, WRN, BLM) sowie der Signalwege 

PI3K-AKT-mTOR, VEGFA/VEGFR, AURKB und IGF. Darüber hinaus wurden Amplifikationen von 

CDK2/CDK4, Cyclin E und dem MYC-Transkriptionsfaktor in OS nachgewiesen [10, 11]. Eine 

Haupttreibermutation ist derzeit allerdings nicht bekannt [12]. Genetische 

Tumorprädispositionssyndrome wie die TP53-Keimbahnmutation, das Li-Fraumeni-Syndrom, 

das RothmundςThomson-Syndrom, das familiäre Retinoblastom und  Keimbahnmutationen in 

den BRCA-Genen weisen eine starke Assoziation mit der Entwicklung von OS auf [3, 12, 13]. 

Bei älteren Menschen gilt neben einer vorausgegangenen Bestrahlung auch das Paget-

Syndrom als ein Risikofaktor für die Entstehung von OS [2, 14, 15]. 
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1.1.3 Einteilung 

Die Einteilung erfolgt klinisch nach der Lokalisation und dem histopathologischen 

Malignitätsgrad. Es wird zwischen intramedullären und oberflächlichen OS unterschieden, 

wobei letztere in parosteale (früher parossale) und periosteale OS unterteilt werden. 

Parosteale OS treten in der Regel als Malignome mit geringerer Malignität (Grad 1) 

entsprechend der aktuellen WHO-Klassifikation auf, während periosteale OS meist dem 

Grad 2 zugeordnet werden. Das intramedulläre hochmaligne OS ist mit 80 % der häufigste Typ 

und stellt einen Grad-3-Tumor dar [13]. 

Darüber hinaus besteht eine weitere histopathologische Unterteilung, bei der die 

verschiedenen histologischen Erscheinungsformen koinzidieren können. Zu den häufig 

vorkommenden histologischen Typen des OS zählen solche mit einer osteoplastischen-, 

chondroplastischen- und fibroblastischen Morphologie, während die kleinzellige-, 

riesenzellhaltige- und osteoblastomähnliche Form seltener vorkommen [13].  

Die Sweet-Cordero-Gruppe unterteilte die OS abhängig von den aktivierten 

Schlüsselsignalwegen in sechs Gruppen: CyclinE1/CDK2, MYC/CDK9, CDK4/CDK6/FOXM1, 

PTEN/PI3K/AKT1/mTOR, AURKB und VEGFA/VEGFR [10].  

1.1.4 Therapie 

Eine zentrale Therapiesäule ist die vollständige chirurgische Resektion des Tumors sowie 

resektabler Metastasen mit tumorfreien Schnitträndern [16, 17]. Je nach Tumorausprägung 

ist neben der Amputation auch eine extremitätenerhaltende R0-Resektion unter dem Einsatz 

von rekonstruktiven Techniken möglich, wodurch Patienten ein höheres Maß an 

postoperativer Beweglichkeit erreichen können [16, 18]. Patientenindividualisierte Prothesen, 

die im 3D-Druckverfahren hergestellt werden, können die Rekonstruktion komplexer Defekte 

verbessern [19].  

Des Weiteren haben sich die adjuvante und die neoadjuvante Chemotherapie im MAP-

Regime, bestehend aus Cisplatin, Doxorubicin und Methotrexat, etabliert [17, 18, 20ς22]. 

Ifosfamid und Etoposid erwiesen sich als wirksame Therapiealternativen [23ς25]. Das 

Hinzufügen dieser beiden Chemotherapeutika im Rahmen eines adjuvanten MAPIE-Schemas 

konnte das progressionsfreie Überleben von Patienten, die ein histologisches Ansprechen 

unter dem MAP-Schema aufwiesen, nicht verbessern, sondern erhöhte die Toxizität der 
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Therapie. Daher werden diese beiden Medikamente vorwiegend erst zur Behandlung 

irresektabler Rezidiverkrankungen eingesetzt [20]. Patienten im Alter von 41ς65 Jahren sollte 

entsprechend der Ergebnisse aus der ΰEuropean Bone Over 40 Sarcoma Study (EURO-

B.O.S.S.)Ψ eine altersadaptierte Therapie mit Cisplatin, Doxorubicin und Ifosfamid angeboten 

werden [21].  

Die Strahlentherapie sollte lediglich bei inoperablen Herden, Residualtumoren und Rezidiven 

eingesetzt werden [26, 27].  

Die Identifizierung von Untergruppen, basierend auf genetischen Veränderungen, könnte 

neue Wege für personalisierte Therapieansätze eröffnen [10]. Immuntherapeutische oder 

zielgerichtete Therapiestrategien sind Gegenstand aktueller Forschung und verfügen über das 

Potenzial, die Therapieeffektivität insbesondere bei Patienten mit Metastasen zu verbessern, 

während Nebenwirkungen reduziert werden konnten [18, 28ς33].  

1.1.5 Prognose 

Mit der Einführung der systemischen Chemotherapie in den 1970er-Jahren haben sich die 

Fünfjahresüberlebensraten (5-JÜR) beim OS auf bis zu 70 % bei lokalisierten Erkrankungen und 

auf bis zu 35 % bei metastasierten Erkrankungen erheblich verbessert [4, 17, 21, 22, 25, 34ς

38]. Die 5-JÜR ist mit 65,8 % für das weibliche Geschlecht etwas höher als für das 

männliche (58,4 %), was darauf zurückgeführt wird, dass Jungen häufiger zum Zeitpunkt der 

Erstdiagnose Metastasen aufweisen [2, 4, 36]. Insgesamt weisen bis zu 17 % der Patienten bei 

der Erstdiagnose bereits Makrometastasen auf, wobei sich diese in bis zu 86 % in der Lunge 

und in bis zu 34 % im Skelettsystem manifestieren [17, 21, 22, 27, 36ς38]. Der Nachweis von 

Metastasen bei der Diagnosestellung gilt als ein zentraler Prädiktor für eine ungünstige 

Prognose, insbesondere wenn multiple bilaterale pulmonale Herde, ossäre Metastasen oder 

ein Pleuradurchbruch vorliegen [4, 27, 36, 38ς41]. 

Eine längere Krankheitsgeschichte sowie eine verzögerte Behandlung nach der Biopsie sind 

mit einer höheren Wahrscheinlichkeit für ein schlechtes Therapieansprechen assoziiert [36]. 

Patienten mit nicht-metastasierten OS, die ein gutes Ansprechen auf die neoadjuvante 

Chemotherapie mit mehr als 90 % Tumornekrosen in der histologischen Untersuchung 

vorweisen, verfügen über eine gute Prognose [22, 35, 36, 39, 40, 42]. Diese Korrelation ist 

beim metastasierten Erkrankungsstadium jedoch nicht erkennbar [37]. Eine lymphovaskuläre 
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Invasion sowie der Nachweis von zehn oder mehr Mitosen pro zehn hochvergrößerten 

Gesichtsfeldern in histologischen Resektionspräparaten nach einer neoadjuvanten 

Chemotherapie sind mit einer ungünstigen Überlebenswahrscheinlichkeit assoziiert [39]. 

Darüber hinaus ergaben retrospektive immunhistochemische Analysen von Tumorgeweben 

eine negative Korrelation zwischen der PD-L1-Expression und der 5-JÜR [43]. 

Die postoperative R0-Situation ist ein entscheidender prognostischer Faktor für eine höhere 

Überlebenswahrscheinlichkeit [17, 27, 36, 40, 44]. Bei großen Tumoren ist die vollständige 

chirurgische Resektion oft erschwert. Daher besteht eine indirekte Korrelation zwischen der 

Tumorgröße und der Überlebensrate [36, 39]. 

Des Weiteren stellt eine unsachgemäß durchgeführte Biopsie zur Diagnosesicherung ein 

erhöhtes Risiko für das Auftreten eines Lokalrezidivs dar, welches oftmals mit deletären 

Konsequenzen einhergeht [45]. Bei Patienten mit einer Rezidiverkrankung ist die Prognose mit 

einer 5-JÜR von nur maximal 23 % eher schlecht, wobei das frühzeitige Auftreten eines 

Rezidivs nach der Erstbehandlung als besonders prognostisch ungünstig identifiziert wurde [4, 

27]. Eine erneute vollständige chirurgische Resektion bei einem gutem Ansprechen auf die 

Erstlinienpolychemotherapie führte bei Rezidiverkrankungen zu einer 5-JÜR von 42 % 

und wird somit als bedeutender Einflussfaktor für eine verbesserte Prognose angesehen [27, 

36]. 

Ältere Patienten weisen im Vergleich zu anderen Altersgruppen die höchste Sterblichkeitsrate 

auf [2, 4, 17, 40]. Dieses Patientenkollektiv ist durch eine längere Zeitspanne zwischen dem 

Auftreten der Symptome und der Diagnosestellung charakterisiert. Zum Zeitpunkt der 

Diagnose weisen Patienten mit über 60 Lebensjahren häufiger Metastasen auf. Zudem 

werden ältere Patienten seltener mit Zytostatika therapiert oder in klinische Studien 

eingeschlossen [15]. Mit zunehmendem Alter steigt die relative Häufigkeit einer axialen 

Tumormanifestation, die mit einer schlechten Prognose einhergeht, sofern der Tumor nicht 

ausreichend radikal reseziert wird [4, 21, 22, 36]. Durch ein optimiertes interdisziplinäres 

Management mit dem vermehrten Einsatz von Polychemotherapien und radikalen 

Operationen konnte die Prognose der über 60-Jährigen in den letzten 20 Jahren bereits 

verbessert werden [21]. 
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1.2 Zellzyklus somatischer Zellen  

Die durch den Zellzyklus regulierte Verdopplung einer Zelle stellt die Grundvoraussetzung für 

die Entwicklung komplexer Organismen dar. Der Zellzyklus ist ein durch Proteine und 

Signalmoleküle präzise reguliertes System, das in verschiedene Phasen unterteilt wird. 

Während der Interphase, bestehend aus der G1-, S- und G2-Phase, werden die 

Voraussetzungen für die Segregation einer Zelle zu zwei Tochterzellen während der 

nachfolgenden M-Phase geschaffen. In der G1-Phase wachsen die Zellorganellen und das 

Zellvolumen nimmt zu. Unter günstigen Wachstums- und Zellteilungsbedingungen wird der 

Restriktionspunkt (G1/S-Kontrollpunkt) am Ende der G1-Phase überschritten, sodass in der 

darauffolgenden S-Phase die DNA-Verdopplung durch Replikation stattfinden kann. 

Anschließend erfolgt während der G2-Phase die Vorbereitung der Zelle für die nachfolgende 

M-Phase inklusive einer Überprüfung der DNA auf mögliche Schäden. Die M-Phase, die auch 

Mitose genannt wird, lässt sich wiederum chronologisch in Prophase, Prometaphase, 

Metaphase, Anaphase, Telophase und Cytokinese untergliedern, wobei eine Mutterzelle erst 

während der Cytokinese endgültig zu zwei Tochterzellen mit gleichem DNA-Gehalt getrennt 

wird [46, 47].  

Das Kernstück der Regulation bilden die intrazellulär periodisch entstehenden Cyclin-CdK-

Komplexe [48, 49]. Während die Konzentrationen der CdK-aktivierenden Cycline periodisch 

schwanken, bleiben die CdK-Proteinspiegel konstant, sodass je nach Zellzyklusphase andere 

Cyclin-CdK-Komplexe aktiv sind [50]. Cyclin-CdK-Komplexe phosphorylieren je nach 

Zellzyklusphase spezifische Proteine und stellen damit den Motor des Zellzyklus dar [49] 

(Tab. 1). 
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Tab. 1: Regulation des Zellzyklus durch Cyclin-CdK-Komplexe  
(modifizierte Tabelle nach Vermeulen et al. und Pluta et al. [51, 52]) 

Zellzyklus-

phase 

Aktivierte 

CdK 

Aktivierende 

Cycline 

Funktion der Cyclin-CdK-Komplexe 

G1-Phase, 

G1/S- 

Übergang 

CDK4, 

CDK6 

Cyclin D1,  

-D2, -D3 

Koordiniert den Fortschritt der G1-Phase und  

des G1/S-Übergangs via Phosphorylierung der 

Retinoblastom-Proteine (RB) und der daraus 

resultierenden E2F-vermittelten Transkription 

G1/S- 

Übergang 

CDK2 Cyclin E Koordiniert den G1/S-Übergang via Phos-

phorylierung der RB-Proteine und der daraus 

resultierenden E2F-vermittelten Transkription 

S-Phase CDK2 Cyclin A Koordiniert die Prozesse der S-Phase wie 

beispielsweise die Initiierung der Replikation 

G2/M -

Übergang 

CDK1 Cyclin B, -A Koordiniert die Einleitung der Mitose und 

bestimmt deren Zeitpunkt 

Mitose CDK1 Cyclin B, -A Koordiniert die Prozesse der Mitose 

Alle CDK7 Cyclin H Koordiniert den Fortschritt multipler 

Zellzyklusphasen via Aktivierung der 

CDK1, -2, -4, -6 durch Phosphorylierung 

Alle CDK8 Cyclin C Koordiniert die Fortführung des Zellzyklus via 

-̡Catenin-Signalweg-Aktivierung; fördert den 

Übergang von der G2- zur M-Phase; begünstigt 

einen Zellzyklus-Arrest am G1/S-Übergang durch 

die Aktivierung von p21 (p21CIP1) 

 

Die Aktivität der Cyclin-Cdk-Komplexe wird durch zwei Gruppen CdK-Inhibitorproteine 

gehemmt, wodurch das Voranschreiten des Zellzyklus verzögert oder sogar unterbrochen 

werden kann [53].  Mitglieder der INK4-Familie (p15INK4B, p16INK4A, p18INK4C und 

p19INK4D) hemmen selektiv die CDK4 und CDK6, die vorwiegend in der G1-Phase aktiv sind, 

wohingegen Mitglieder der CIP/KIP-Familie (p21CIP1, p27KIP1, p57KIP2) multiple CdKs in 

unterschiedlichen Zellzyklusphasen inhibieren [53ς55]. Bei DNA-Schäden vermitteln 

Tumorsuppressoren eine gesteigerte Genexpression der CdK-Inhibitorproteine, sodass die 

Zellproliferation bei erheblichen Veränderungen des Erbguts unterbunden wird [53]. Ein 

prominentes Beispiel hierfür ist der p53-p21-Signalweg, der neben der Hemmung des 

Zellzyklus auch die Apoptose als Ausdruck des programmierten Zelltods initiieren kann [56].  

Darüber hinaus können modifizierende Proteinkinasen der Wee1-Familie eine inhibitorische 

Phosphorylierung nahe des aktiven Zentrums der Cyclin-CdK Komplexe während der S-, G2- 
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und M-Phase katalysieren [57]. Insbesondere die Suppression der CyclinB-CDK1-Aktivität 

während der G2-Phase dient der Verzögerung des G2/M -Übergangs, sodass DNA-Schäden vor 

dem Eintritt in die M-Phase behoben werden können [58]. Die Cdc25-Phosphatase wirkt der 

Wee1-Proteinkinase durch Dephosphorylierung entgegen [59].  

Ein weiterer essenzieller Mechanismus der Zellzykluskontrolle ist der proteolytische Abbau  

zellzyklusspezifischer Proteine [60]. Die sequenzielle dreiteilige Abfolge zur Markierung der 

abzubauenden Proteine umfasst die Aktivierung des Ubiquitinproteins durch das E1-Enzym, 

die Konjugation des Ubiquitin vom E1-Enzym zum E2-Enzym und die Ligation des Ubiquitins 

an das Substrat mithilfe der E3-Ubiquitin-Ligase [61]. Während die E3-Ligase APC/C  durch die 

Ubiquitinierung des CyclinA-CDK1-, des CyclinB-CDK1-Komplexes und des Securins 

vorwiegend die Progression der M-Phase reguliert, fungiert die E3-Ligase SCF als Regulator in 

multiplen Phasen des Zellzyklus [60, 62].  

Ob eine Tochterzelle im Anschluss an die Mitose den Zellzyklus fortführt, hängt maßgeblich 

von der Menge der hyperphosphorylierten Rb-Proteine sowohl in der Mutter- als auch in der 

Tochterzelle selbst ab [55, 63ς65].  Nicht-hyperphosphorylierte Proteine der Rb-Familie 

binden und hemmen E2F-Transkriptionsfaktoren, die die Expression zellzyklusrelevanter Gene 

steuern [66ς68]. Der Rb-E2F-Signalweg dient daher als zentraler bistabiler Schalter am 

G1/S-Übergang, der Wachstumssignale und DNA-Schäden in eine binäre Entscheidung 

entweder für die Zellproliferation oder für den Ruhezustand (G0-Phase) integriert [66, 69, 70]. 

Ein Verlust der Rb-Funktion kann eine unregulierte Zellproliferation begünstigen, was das 

Risiko zur Entwicklung von OS erhöht [71, 72].  

Ferner ist die Inaktivierung der APC/CCDH1-Ligase ebenfalls entscheidend für die irreversible 

Fortführung des Zellzyklus am G1/S-Übergang, da hierdurch die Aktivität essenzieller S-Phase-

Enzyme wie der Ribonukleotidreduktasen nicht länger supprimiert werden  [55, 70].  

Unter bestimmten Bedingungen können Zellen bereits vor dem G1/S-Übergang in die 

zellteilungsinaktive G0-Phase übergehen. Sofern eine Zelle in der G0-Phase ihre 

Teilungsfähigkeit aufrechterhält und später unter günstigen Bedingungen wieder in den 

Zellzyklus eintreten könnte, wird dieser inaktive Zustand als Quieszenz bezeichnet. Manche 

Zellen verlieren infolge von DNA-Schäden, Telomerverkürzungen, onkogenem Stress oder im 

Rahmen der Entdifferenzierung vollständig ihr Proliferationspotenzial und verharren 

anschließend in einem endgültig differenzierten Zustand, der Seneszenz genannt wird [73, 74].  
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1.3 Zellzyklussynchronisation 

Die Durchführung spezifischer Untersuchungen bezüglich des Zellzyklus kann die 

Synchronisation von Zellpopulationen erfordern. Dies erfolgt anhand von verschiedenen 

physikalischen und chemischen Methoden, bei denen Zellen in Zellkulturen artifiziell angeregt 

werden ihren Zellzyklus zeitgleich fortzuführen. 

Eine der physikalischen Methoden ist das sogenannte ΰmitotische AbschüttelnΨ (engl. mitotic 

shake-off), bei dem mitotische Zellen aus einer Zellpopulation isoliert werden. Diese Methode 

basiert auf der Erkenntnis, dass sich adhärent wachsende Zellen während der Mitose 

abrunden und ihre Adhärenz zum Flaschenboden verlieren [75].  

Zu den chemischen Methoden zählen unter anderem die Blockade des Zellzyklus durch 

Nocodazol, Hydroxyurea (HU) oder einen Serumentzug.  

Ein Serumentzug der Zellkultur resultiert in einem reversiblen Verharren der Zellen in der 

G1-/G0-Phase, da durch das Fehlen von Mitogenen essenzielle G1/S-Übergang-Signalwege 

unzureichend aktiviert werden und die RB-Proteine dadurch hypophosphoryliert bleiben [76].  

Nocodazol verhindert durch die Hemmung der Mikrotubuluspolymerisation während der 

Mitose die Konnektierung der Kinetochore und bietet somit die Möglichkeit, dass sich Frühe-

M-Phase-Zellen in einer Zellkultur anreichern. Ein Nachteil der Zellzyklussynchronisation mit 

Nocodazol stellt das potenzielle Auftreten von ΰƳƛǘƻǘƛǎŎƘŜƴ 9ƴǘƎƭŜƛǘŜƴΨ όŜƴƎƭΦ mitotic slippage) 

dar. Hierbei kann der mitotische Zustand nicht aufrechterhalten werden, da zuvor 

mitoserelevante Proteine wie Cyclin B oder Securin durch APC/Cs ubiquitiniert und 

anschließend proteasomal abgebaut werden. Als Konsequenz können mikronukleierte 

tetraploide Zellen ohne vorherige Zellteilung in die nächste G1-Phase eintreten [77].  

Eine Behandlung der Zellen mit HU, auch bekannt als Hydroxycarbamid, resultiert in einer 

Zellzyklusblockade während der S-Phase [78], da es die Ribonukleotidreduktase reversibel 

inhibiert [79, 80]. Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung von Ribonukleotiden in 

Desoxyribonukleotide [79, 80], was einen wesentlichen Schritt der DNA-Biosynthese in der 

S-Phase darstellt [47]. Diese katalytische Funktion der Ribonukleotidreduktase basiert auf 

einem protonengekoppelten Elektronentransfer zwischen ihren R1- und R2-Untereinheiten. 

Bereits geringe HU-Konzentrationen von 50 µM beeinträchtigen diesen Prozess in OS-Zellen, 

sodass durch eine unkontrollierte Reaktion freier Elektronen mit Sauerstoff reaktive 
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Sauerstoffspezies (ROS) wie Superoxid-Anionen (O2
-) und Hydroxylradikale (hIω) entstehen 

können [81]. Die gesteigerte ROS-Entstehung überfordert zelluläre Redox-

Regulationssysteme, sodass erhöhte ROS-Spiegel eine Dissoziation des TIMELESS-TIPIN-

Komplexes vom Replisom bewirken. Infolgedessen wird die Replikationsgabel destabilisiert, 

die Replikation verlangsamt und die Bildung von R-Loops - RNA-DNA-Hybriden, die die 

Replikationsgabel blockieren und deren Regression induzieren - verstärkt [81, 82]. 

Bei ausreichend hohen HU-Konzentrationen von 500 µM HU kommt es zusätzlich zur 

erheblichen Reduktion der Desoxyribonukleotid-Spiegel, wodurch die Verlangsamung der 

Replikation zunimmt [81]. Diese Mechanismen, die durch HU induziert werden können, 

schützen Zellen physiologischerweise während der S-Phase vor Genominstabilität, indem die 

Replikationsgeschwindigkeit an die Verfügbarkeit von Desoxyribonukleotiden und den Redox-

Status angepasst wird [47, 81ς83]. Bei exzessiven HU-Konzentrationen potenzieren sich die 

Effekte des HUs, sodass ein ausgedehnter Mangel an Desoxyribonukleotiden in Kombination 

mit einem ausgeprägten ROS-induzierten Replikationsstress einen vollständigen 

Replikationsstillstand verursachen können. Infolgedessen können erhebliche DNA-Schäden 

als Einzel- und Doppelstrangbrüche auftreten, die teilweise durch exogene Desoxynukleotide 

kompensiert werden können [81, 84]. Solche DNA-Schäden, die vorzugweise in replizierenden 

Zellen entstehen, begründen die zytotoxische Wirkung hoher HU-Konzentrationen auf S-

Phase-Zellen [78, 85, 86]. Aufgrund dieser zytotoxischen Eigenschaft wird HU derzeit zur 

Behandlung hämatoonkologischer Erkrankungen wie der Sichelzellanämie sowie der 

chronischen myeloischen Leukämie eingesetzt [87]. Ferner kann die HU-induzierte 

Zytotoxizität eine Synchronisation von Zellpopulationen am G1/S-Übergang begünstigen, 

indem replizierende Zellen selektiv eliminiert werden und somit eine Population 

überlebender G1/S-Übergangs-Zellen in der Zellkultur zurückbleibt [78, 88].  
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1.4 Kaltes atmosphärisches Plasma 

Kaltes atmosphärisches Plasma (CAP) ist ein ionisiertes Gas, das eine einzigartige Kombination 

aus reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS), elektrischen Feldern, elektrisch 

geladenen Partikeln und Photonen inklusive UV-Strahlung, enthält. Mit einer Temperatur von 

etwa 40 °C ist es für den Einsatz auf menschlichem Gewebe geeignet [89]. CAP wurde bereits 

zur Hautdekontamination [90, 91] und Wundheilung [92] erfolgreich eingesetzt. Darüber 

hinaus wurde die antikanzerogene Wirkung von CAP bei zahlreichen malignen 

Tumorerkrankungen in vitro nachgewiesen, darunter bei Glioblastomen [93ς95], Malignen 

Melanomen [96, 97], Ovarial- [98], Mamma- [99], Bronchial- [89, 100, 101], Kolon- [95, 101ς

103] und Prostata-karzinomen [104], sowie bei primären Knochentumoren wie Osteo- [105ς

117], Chondro- [118, 119] und Ewing-Sarkomen [114ς116]. Positive Ergebnisse aus 

Experimenten mit verschiedenen malignen Neoplasien in Mausmodellen untermauern das 

antikanzerogene Therapiepotenzial von CAP [95, 97, 120].  

Der genaue Wirkmechanismus von CAP auf Zellen ist noch nicht vollständig verstanden. Es 

wird angenommen, dass die durch CAP erzeugten reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies 

(RONS) wie OHωΣ O2
-, 1O2, H2O2, O3, NOω, NO2ωΣ ONOO- und NO2

-/NO3
- eine Schlüsselrolle in 

der zytotoxischen Wirkung einnehmen [89, 94ς96, 107, 113, 120, 121]. Dementsprechend 

führten erhöhte RONS-Konzentrationen nach einer CAP-Behandlung zu einer gesteigerten 

Plasmamembranpermeabilität [100, 118]. CAP-vermittelte DNA-Schäden wurden ebenfalls 

beschrieben [93, 95, 107], wobei unklar ist, ob RONS direkt Schäden im Zellkern verursachen 

oder ob die RONS-vermittelte Aktivierung apoptotischer Signalwege ursächlich ist [122]. Die 

durch eine CAP-Behandlung entstandenen DNA-Schäden [107, 121], die mitochondriale 

Dysfunktion [100], die gesteigerte Expression von p53 [103, 105, 123] und p21 [123] sowie die 

gesteigerte Aktivierung von Caspase-3 [95, 97, 99, 101ς103] sind maßgeblich an der CAP-

induzierten Apoptose beteiligt [89, 95, 97ς99, 101ς103, 118, 119, 123]. Darüber hinaus 

wurden Zellzyklus-Arreste in der G1-/G0- [104], S- [95] und G2-/M-Phase [95, 123ς125] nach 

einer CAP-Behandlung nachgewiesen. Eine erhöhte antitumorale Immunaktivität nach einer 

Behandlung mit CAP wurde ebenfalls beobachtet [89, 96]. Die selektive zytotoxische Wirkung 

auf maligne Zellen, die einen großen Vorteil gegenüber herkömmlichen Krebstherapien wie 

der Chemotherapie und der Strahlentherapie darstellen würde, wurde mehrfach postuliert, 

aber auch kritisch diskutiert [96, 98, 99, 113, 114, 120, 126].  
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1.5 Apoptose 

Der Zelltod durch die Apoptose ermöglicht in Synergie mit der Zellproliferation die 

Aufrechterhaltung der Gewebshomöostase [127]. Neoplasien sind Ausdruck einer 

Dysregulation dieser Prozesse [128, 129]. Zu den zwei Aktivierungssystemen der Apoptose 

gehören der extrinsische und der intrinsische Weg, wobei sich diese gegenseitig verstärken 

können [130].  

Der intrinsische Weg, auch mitochondrialer Weg genannt, wird durch die B-Zell-Lymphom-2-

Proteinfamilie kontrolliert. Diese Proteinfamilie lässt sich in proapoptotische 

Effektorproteine, proapoptotische BH3-only-Proteine und antiapoptotische Proteine 

unterteilen. Antiapoptotische Proteine wie Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, Bfl-1 und Bcl-b binden 

und inaktivieren sowohl die proapoptotischen BH3-only-Proteine (Bad, Bid, Bik, Bim, Bmf, Hrk, 

Noxa und Puma) als auch die proapoptotischen Effektorproteine BAX und BAK [131].  

Zytotoxische Stimuli, der Entzug von Wachstumsfaktoren, DNA-Schäden und hohe ROS-

Spiegel können die Menge an antiapoptotischen Proteinen reduzieren und gleichzeitig die 

Produktion sowie die Freisetzung von BH3-only-Proteinen erhöhen [131, 132]. BH3-only-

Proteine verfügen über die Fähigkeit die Inhibition von BAX und BAK aufzulösen [131, 133]. 

Hierdurch können BAX und BAK vermehrt Homooligomere bilden, die sich in die äußere 

mitochondriale Membran einfügen und deren Membranpermeabilität fördern [131, 132]. Der 

Verlust der mitochondrialen Plasmamembranintegrität führt unter anderem zur Freisetzung 

von Cytochrom c in das Zytoplasma [131, 132, 134]. Cytochrom c rekrutiert den apoptotischen 

Proteaseaktivierungsfaktor-1 und bildet mit ihm den Apoptosomkomplex, der 

Initiatorcaspasen wie die Caspase-9 aktiviert. Diese wiederum aktivieren 

Effektorcaspasen [134]. 

Der extrinsische Weg wird durch die extrazelluläre Ligandenbindung an Todesrezeptoren 

initiiert. Dies führt zur Aktivierung der Caspase-8, die wiederum ebenfalls Effektorcaspasen 

stimuliert [132]. 

Beide Signalwege münden in die Exekutionsphase, in der die Effektorcaspasen den 

kontrollierten Zelltod bewirken. Hierbei nehmen die Caspase-3 und -7 eine Schlüsselrolle ein, 

indem sie durch eine Aktivierung von Endonukleasen die DNA-Fragmentierung und den 

proteolytischen Abbau des Zytoskeletts initiieren [135]. Morphologisch präsentiert sich 

während der Apoptose zunächst eine Zellschrumpfung, eine Kernpyknose, eine 
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zytoplasmatische Vakuolisierung, gefolgt von einer Karyorrhexis und einem Zerfall der Zelle in 

multiple membrangehüllte Fragmente, die als Apoptosekörperchen bezeichnet werden [135]. 

Eine weitere Form des Zelltodes ist die Nekrose. Im Gegensatz zur Apoptose ist diese 

durch den Verlust der Plasmamembranintegrität, das Anschwellen der Zellorganellen und 

eine Inflammation infolge freigesetzter Zellbestandteile charakterisiert [132, 135]. Da die 

Nekrose und die Apoptose morphologische Ausdrucksformen eines gemeinsamen 

biochemischen Netzwerks darstellen, wird auch von einem Apoptose-Nekrose-Kontinuum 

gesprochen [136]. 

Aufgrund fortlaufend neuer Erkenntnisse zu den biomolekularen Mechanismen des 

programmierten Zelltodes stellte das Komitee für die Nomenklatur des Zelltodes im Jahr 2018 

erneut ein Konzept mit weiteren Unterformen wie beispielsweise der Nekroptose, Pyroptose 

oder Ferroptose vor [132]. 
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2. Zielsetzung 

Seit etwa drei Jahrzehnten präsentiert sich in Nordamerika und Europa ein Plateau der 5-JÜR 

bei den unter 25-jährigen Patienten, die an einem OS erkrankt sind [2, 4, 137]. Neuartige 

zielgerichtete und immunologische Therapieansätze konnten bisher keine nennenswerte 

Verbesserung der ereignisfreien Überlebensraten erzielen [18]. Es bedarf daher innovativer 

Therapieansätze, um das Überleben und die Lebensqualität von Patienten mit ossären 

Sarkomen zu verbessern.  

Es wurde bereits konstatiert, dass CAP eine Zellproliferationshemmung [105, 106, 108, 114, 

116ς119], eine Steigerung des intrazellulären oxidativen Stresses [106ς108, 114],  

DNA-Schäden [107], eine Apoptoseinduktion [107, 108, 114, 119], eine 

Angiogenesehemmung [117] sowie einen Verlust der Plasmamembranintegrität [116, 118] in 

ossären Sarkom-Zellkulturen bewirkt. Die Wirkung von CAP während der einzelnen 

Zellzyklusphasen ist bislang weitestgehend unbekannt. Daher war das Ziel dieser Arbeit, die 

Effekte des Kaltplasmas während verschiedener Zellzyklusphasen mithilfe von 

synchronisierten ossären Sarkomzellen zu ergründen. Hierzu wurden folgende 

Fragestellungen formuliert:  

I. Welche Zellzyklussynchronisationsmethode generiert bei den verwendeten Zelllinien 

eine adäquate Synchronisation, sodass Folgeversuche zuverlässig durchführbar sind?  

II. Beeinflusst eine CAP-Behandlung während bestimmter Zellzyklusphasen die 

Zellproliferation, die Zellviabilität, die Plasmamembranintegrität sowie die 

Apoptoseaktivität?  

III. Existiert in bestimmten Zellzyklusphasen eine erhöhte Vulnerabilität gegenüber einer 

CAP-Behandlung, die sich durch stärkere Effekte im Vergleich zu anderen 

Zellzyklusphasen manifestiert? 
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3. Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Zelllinien 

Die Zelllinie MNNG-HOS wurde aus einem Osteosarkom des Femurs einer 13-Jährigen isoliert 

und anschließend in vitro mit N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin behandelt. Die U2OS-

Zellen sind ebenfalls den Osteosarkomen zuzuordnen und stammen aus der Tibia einer 

15 Jahre alten Adoleszentin. Beide Zellisolate wurden von CellLinesService (Eppelheim) erwor-

ben und weisen ein adhärentes einschichtiges Wachstum in Zellkulturgefäßen auf [138, 139].  

3.1.2 Zellkulturmedien und -zusätze 

Tab. 2: Zellkulturmedien und -zusätze 

Produkt Produkt-Nr. Hersteller 

10x Trypsin/EDTA P10-024 100 PAN Biotech, Aidenbach 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DMEM) 

P04-41150 PAN Biotech, Aidenbach 

Fötales Kälberserum (FCS),  

hitzeinaktiviert (30 min, 56 °C) 

P30-1506 PAN Biotech, Aidenbach 

Penicillin/Streptomycin (P/S), 10.000 U/ml 

Penicillin und 10mg/ml Streptomycin 

P06-07100 PAN Biotech, Aidenbach 

 

3.1.3 Verbrauchsmaterialien 

Tab. 3: Verbrauchsmaterialien 

Material Produkt-Nr. Hersteller 

CASYcup® 5651808 OMNI Life Science, Basel 

(Schweiz) 

Combitips advanced 5 ml 30089669 Eppendorf, Hamburg 

Combitips advanced 10 ml 30089677 Eppendorf, Hamburg 

Combitips advanced 50 ml 30089480 Eppendorf, Hamburg 

CryoPure Gefäß 1,6 ml weiß 72380 Sarstedt, Nürmbrecht 

Entsorgungsbehälter 6 L 773.897.060 Sarstedt, Nürmbrecht 

Filterspitzen 10 µl 701130210 Sarstedt, Nürmbrecht 

Filterspitzen 200 µl 703.031.355 Sarstedt, Nürmbrecht 

Filterspitzen 1000 µl 703.050.355 Sarstedt, Nürmbrecht 

LƴŎƛŘƛƴϰ tƭǳǎ (Glucoprotamin®) 3011510 Ecolab, Monheim am Rhein 
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MICRO-TOUCH® Nitrile Sterile 

Handschuhe 

700123 Ansell, Brüssel (Belgien) 

Mikroreaktionsgefäß 1,5 ml 72.690.001 Sarstedt, Nürmbrecht 

Mikroreaktionsgefäß 2 ml 72.691 Sarstedt, Nürmbrecht 

Pasteurpipette 230 mm 40.567.002 Assistent, Sondheim 

Pipettenspitze 2,5 µl 703.010.285 Sarstedt, Nürmbrecht 

Pipettenspitzen 20 µl 701.116 Sarstedt, Nürmbrecht 

Pipettenspitzen 250 µl  70.760.001 Sarstedt, Nürmbrecht 

Pipettenspitzen 1000 µl 703.050 Sarstedt, Nürmbrecht 

Serologische Pipette 5 ml 861.253.001 Sarstedt, Nürmbrecht 

Serologische Pipette 10 ml 861.254.001 Sarstedt, Nürmbrecht 

Serologische Pipette 25 ml 861.685.001 Sarstedt, Nürmbrecht 

Spritzenvorsatzfilter, 0,2um, steril 101666534 Sartorius, Göttingen 

TC-Platte 24 Well, Standard, F 833.922 Sarstedt, Nürmbrecht 

TC-Platte 96 Well, Cell, +F 833.924.300 Sarstedt, Nürmbrecht 

Vernichtungsbeutel 861.197 Sarstedt, Nürmbrecht 

Zentrifugenröhre 5 ml, 75 x 12 mm, PS 551579 Sarstedt, Nürmbrecht 

Zentrifugenröhre 15 ml, 120 x 17 mm, PP 62554502 Sarstedt, Nürmbrecht 

Zentrifugenröhre 50 ml, 114 x 28 mm, PP 62547254 Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturflaschen T25 690.175 Greiner Bio-One GmbH, 

Kremsmünster (Österreich) 

Zellkulturflaschen T75 833.911.002 Sarstedt, Nürmbrecht 

Zellkulturflaschen T175 833.912.002 Sarstedt, Nürmbrecht 

 

3.1.4 Chemikalien 

Tab. 4: Chemikalien 

Stoff Reinheit CAS-Nr. Produkt-Nr. Hersteller  

2-Propanol, 5 l җффΣф ҈ 67-63-0 9781.2 Carl Roth, Karlsruhe 

Dimethylsulfoxid җ ффΣр ҈ 67-68-5 A994.2 Carl Roth, Karlsruhe 

Ethanol җ ффΣр ҈ 64-17-5 5054.1 Carl Roth, Karlsruhe 

Hydroxyurea (HU) 98% 127-07-1 A10831.06 Alfa Aesar by Thermo 

Fisher Scientific 

Waltham (USA) 

Nocodazol җфф҈ 31430-18-9 M1404  Sigma-Aldrich, 

Taufkirchen 

Propidiumiodid җ фу ҈ 25535-16-4 P1304MP Invitrogen by Thermo 

Fischer Scientific, Eugen 

(USA) 

 

https://www.sigmaaldrich.com/DE/de/search/31430-18-9?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=31430-18-9&type=cas_number
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3.1.5 Gase 

Tab. 5: Gase 

Gas Reinheit CAS-Nr. Produkt-Nr. Hersteller 

Argon җффΣффф 7440-37-1 P0021S10R2A001 Air Liquide, Düsseldorf 

Kohlenstoff- 

dioxid 

җ ффΣт ҈ 124-38-9 I5100L40R0A001 Air Liquide, Düsseldorf 

 

3.1.6 Kommerzielle Puffer und Lösungen 

Tab. 6: Kommerzielle Puffer und Lösungen 

Produkt Produkt-Nr. Hersteller 

Akasolv Aqua Care 272145 Akadia-Chemie, Plankstadt 

.5 C!/{ϰ /ƭŜŀƴ {ƻƭǳǘƛƻƴ 340345 BD Bioscience, San Jose (USA) 

.5 C!/{ϰ {ƘŜŀǘƘ CƭǳƛŘ 342003 BD Bioscience, San Jose (USA) 

.5 C!/{ϰ {ƘǳǘŘƻǿƴ {ƻƭǳǘƛƻƴ 334224 BD Bioscience, San Jose (USA) 

CASYblue® 5651760 OMNI Life Science, Basel (Schweiz) 

CASYclean® 5651787 OMNI Life Science, Basel (Schweiz) 

CASYton® 5651808 OMNI Life Science, Basel (Schweiz) 

Dulbecco's phosphate buffered 

saline (DPBS) 

P04-36100 PAN Biotech, Aidenbach 

Dulbecco's phosphate buffered 

saline (DPBS) mit Ca2+, Mg2+ 

P04-36500 PAN Biotech, Aidenbach 

 

3.1.7 Kommerzielle Kits und Reagenzien 

Tab. 7: Kommerzielle Kits und Reagenzien 

Produkt Produkt-Nr. Hersteller  

/Ŝƭƭ9ǾŜƴǘϰ /ŀǎǇŀǎŜ оκт DǊŜŜƴ 

Detection Reagent 

C10423 Thermo Scientific, Waltham (USA) 

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay G8081 Promega Corporation, Madison (USA) 

[L±9κ59!5ϰ Yƛǘ ŦǸǊ ŘƛŜ  

Zellbildgebung (488/570) 

R37601 Thermo Scientific, Eugene (USA) 

 [ƛǾŜ DǊŜŜƴ (Calcein, AM) R37601A Thermo Scientific, Eugene (USA) 

 5ŜŀŘ wŜŘ (BOBO-3-Iodid) R37601 B Thermo Scientific, Eugene (USA) 

RNAase, Dnase- and Protease- 

free (10 mg/ml) 

EN0531 Thermo Fischer Scientific, Vilnius 

(Litauen) 
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3.1.8 Geräte 

Tab. 8: Geräte 

Gerät Typ Hersteller 

Absaugsystem N86KN.18 KNF Neuberge, Freiburg 

Absaugsystem AZ02 Ditabis, Pforzheim 

Absaugsystem VACUSIP  Integra Biosience, Zizers 

(Schweiz) 

Autoklav VX-120 Systec, Wettenberg 

CASY® Cell Counter and Analyzer Model TT OLS, Bremen 

CO2-Inkubator INCO 246 Memmert, Schwabach 

Digitaler Pipettierhelfer SU1700 Sunlab, Mannheim 

Durchflusszytometer .5 C!/{ /ŀƴǘƻϰ 

Flow Cytometer 

BD Bioscience, San Jose 

(USA) 

Einfrierbox aǊΦ CǊƻǎǘȅϰ Thermo Fisher, Waltham 

(USA) 

Einkanal-Mikroliterpipette  

Transferpipette S 0,5 ς 10 µl 

D-10 Brand, Wertheim 

Einkanal-Transferpipette S 2 ς 20 µl D-20 Brand, Wertheim 

Einkanal-Transferpipette S 10 ς 100 µl D-100 Brand, Wertheim 

Einkanal-Transferpipette S 100 ς 1000 µl D-1000 Brand, Wertheim 

Elektronischer Mehrfachdispenser HandyStep® touch, 

DE-M 

Brand, Wertheim 

Feinwaage CPA225D Sartorius, Göttingen 

Flockeneisbereiter RF0399A Manitowoc Ice, 

Manitowoc (USA) 

Fluoreszenz-Mikrotiterplatten-Lesegerät FLUOstar Optima BMG Labtech, Offenburg 

Kaltplasmagerät kINPen® MED neoplas, Greifswald 

Kühlschrank LCv 4010 Liebherr, Ochsenhausen 

(Österreich) 

Kryo-Gefriertruhe KLS 6086-2 Kryotec, Hamburg 

Labortiefkühl-Lagerschrank Mediline LGUex 

1500 

Liebherr, Bulle (Schweiz) 

Magnetrührer RCT Classic IKA, Staufen im Breisgau 

Mehrfachdispenser Multipipette® Plus Eppendorf, Hamburg 

Mikroskop DM IL LED Leica, Wetzlar 

Mikroskopkamera ICC50 HD Leica, Wetzlar 

Mikroskop Axio Observer Z1 

+ O2 Modul S 

+ CO2 Modul S 

Carl Zeiss, Jena 
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+ Temp Modul S 

+ Heating Unit XL S 

Mikrozentrifuge CǊŜǎŎƻϰ нм Thermo Scientific, 

Waltham (USA) 

Sicherheitswerkbank Herasafe KS 12 Thermo Scientific, 

Waltham (USA) 

Universalzentrifuge aǳƭǘƛŦǳƎŜϰ ·о Thermo Scientific, 

Waltham (USA) 

Universalzentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg 

Vortexmischer MS3 basic Ika, Staufen 

Wasseraufreinigungssystem Astacus MembraPure, 

Henningsdorf 

Wasserbad Aqualine AL25 Lauda Scientific, Lauda-

Königshofen 

 

3.1.9 Software 

Tab. 9: Software 

Produkt Hersteller 

Citavi 6.17 Swiss Academic Software GmbH (Schweiz) 

GraphPad Prism 8.0.1 GraphPad Software, San Diego (USA) 

GIMP 2.10.38 Creative Commons, Los Angeles (USA) 

C!/{5ƛǾŀϰ{ƻŦǘǿŀǊŜ ±ΦуΦлΦм  BD Bioscience, San Jose (USA) 

CƭƻǿWƻϰ ǾмлΦу Becton Dickinson, Franklin Lakes (USA) 

FLUOstar OPTIMA BMG Labtechnologies (Ortenberg) 

ImageJ 1.51 National Institutes of Health, Bethesda (USA) 

Microsoft Office Microsoft, Redmond (USA) 

Zen Pro 2012 Carl Zeiss, Jena 
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3.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.1 Zellkultur 

Alle Zellkulturarbeiten wurden stets unter sterilen Bedingungen an der Sicherheitswerkbank 

durchgeführt. Die Flächen der Sicherheitsbank wurden vor und nach der Benutzung mit 70 % 

ethanolhaltigem Desinfektionsmittel gesäubert. Unsteril verpackte Materialien, die mit der 

Zellkultur in Kontakt traten, wurden zuvor mittels Autoklavierung sterilisiert. Die innerhalb der 

Sicherheitsbank eingesetzten Geräte wurden vor der Verwendung mit einer Lösung 

desinfiziert, die entweder 70 % Ethanol oder 2 % Glucoprotamin® enthielt. Außerdem wurde 

die Sicherheitsbank stets alle 14 Tage gründlich gereinigt und mit dem integrierten UV-Licht 

bestrahlt. 

3.2.2 Kultivierung der Zellen 

Die verwendeten Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsfläche von 25-, 

75- und 175 cm² mit dem in Tab. 10 aufgeführten Medium ausgesät. Die Inkubation der 

Zellkulturen und der Versuchsproben erfolgte stets in einem Begasungsbrutschrank bei 

37 °C, 5 % CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 80 %. Es erfolgte täglich die 

lichtmikroskopische Beurteilung hinsichtlich der Konfluenz und Morphologie. Das Vollmedium 

wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Sobald die Zellkulturen eine Konfluenz von 80 - 90 % erreicht 

hatten, wurden die Zellen entsprechend den in Tab. 10 beschriebenen Umsetzungs-

verhältnissen subkultiviert oder für Versuche verwendet. Für die Experimente wurden 

ausschließlich Zellen der Passagen 8ς26 eingesetzt. 

Tab. 10: Übersicht der Zelllinien, Vollmedien, Trypsininkubationszeiten und 

Umsetzungsverhältnisse 

Zelllinie Medium Medienzusätze 2xTrypsin/EDTA-

Inkubationszeit 

Umsetzungs-

verhältnis 

U2OS DMEM 10 % FCS, 1% P/S 3 Minuten 1:5 - 1:20 

MNNG-HOS DMEM 10 % FCS, 1% P/S 3 Minuten 1:4 - 1:6 
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3.2.3 Ernte und Subkultivierung der Zellen 

Um stets optimale Wachstumsbedingungen sicherzustellen, wurden die Zellen bei einer 

Konfluenz von 90 % subkultiviert. Hierzu wurden die Zellen zunächst geerntet. Im ersten 

Schritt der Ernte wurde das verbrauchte Medium abgesaugt. Anschließend wurden die Zellen 

mit den in der Tab. 11 angegebenen Volumina Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) 

gewaschen, um Rückstände des Mediums am Flaschenboden zu entfernen. Diese Maßnahme 

gewährleistete, dass die Wirkung des im nächsten Schritt applizierten 2xTrypsin/EDTA nicht 

durch das im Medium enthaltene fötale Kälberserum (FCS) beeinträchtigt wurde. Die Zellen 

wurden entsprechend der in Tab. 10 und -11 aufgeführten 2xTrypsin/EDTA-Volumina 

und -Inkubationszeiten im Begasungsbrutschrank inkubiert. Daraufhin wurden die derweil 

inadherenten Einzelzellen mit einer serologischen Pipette mehrmals vollständig 

aufgenommen und über den gesamten Flaschenboden abgegeben, sodass anschließend 

möglichst viele Zellen in eine Zentrifugenröhre mit vorgewärmtem Vollmedium überführt 

werden konnten. Zur Fortführung der Zellkultur wurden die gewonnenen Zellsuspensionen 

entsprechend der in Tab. 10 aufgeführten Verhältnissen ausgesät. 

Tab. 11: Übersicht der zellkulturrelevanten Volumina 

Flaschengröße (cm²) DPBS 2xTrypsin/EDTA Medium 

25 1 ml 0,5 ml 5 ml 

75 2 ml 1 ml 13 ml 

175 5 ml 3 ml 28 ml 

 

3.2.4 Kryokonservierung und Rekultivierung 

Zur langfristigen Lagerung der verwendeten Zelllinien wurde eine Kryokonservierung 

durchgeführt. Hierbei wurden die Zellen aus nahezu vollständig konfluenten 

Zellkulturflaschen, wie in Abschnitt 3.2.3 beschrieben, geerntet. Nach der Bestimmung der 

Zellzahl mit dem CASY® Cell Counter and Analyzer Modell TT (CASY®), wie in Abschnitt 3.2.5 

beschrieben, wurden die Zellen für 5 Minuten bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung 

(rcf) von 1000 pelletiert. Basierend auf der gemessenen Zellzahl wurden die Zellen in einem 

Kryomedium aus 70 % zelllinienspezifischem Medium, 20 % FCS und 10 % Dimethylsulfoxid 

(DMSO) resuspendiert, um eine Zellsuspension mit einer Konzentration von 3 x 106 Zellen/ml 

herzustellen. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension wurde in ein Kryogefäß überführt. Dieses 
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wurde zunächst über 48 Stunden in einer mit 2-Propanol gefüllten Einfrierbox langsam mit 

etwa 1 °C pro Minute auf -80 °C gekühlt. Daraufhin erfolgte die dauerhafte Lagerung 

bei -140 °C in einer Kryo-Gefriertruhe.  

Zur Rekultivierung wurden die Kryogefäße inklusive Zellen zunächst in einer Einfrierbox 

bei -20 °C und anschließend im Wasserbad bei 37 °C erwärmt. Nach dem vollständigen 

Auftauen der Zellen wurden diese nach einmaligem sanftem Resuspendieren in eine 15 ml 

Zentrifugenröhre überführt, die bereits 7 ml Vollmedium enthielt. Die Suspension wurde 

5 Minuten lang bei 500 rcf zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und verworfen. 

Nachfolgend wurden die Zellen mit 3 ml frischem Vollmedium resuspendiert und in eine 

T75-Flasche ausgesät, die bereits 10 ml Vollmedium enthielt. 

3.2.5 Zellzahlbestimmung mittels CASY® Cell Counter and Analyzer 

Der CASY® misst die Leitfähigkeit zwischen zwei Elektroden, die durch eine definierte Pore 

getrennt sind. Durch das Ansaugen der Zellen aus dem CASYcup® in die 150 ˃ Ƴ 

durchmessende Messkapillare passieren diese eine Pore und erzeugen ein elektrisches Signal, 

das in Abhängigkeit von der Zellgröße variiert. Je größer der von einer intakten 

Plasmamembran umschlossene Körper ist, desto höher ist der elektrische Widerstand 

zwischen den Elektroden, da die Plasmamembran isolierende Eigenschaften besitzt. Im 

Rahmen des Zelltodes kann die Plasmamembran ihre Isolationsfähigkeit verlieren, sodass bei 

toten Zellen üblicherweise nur das Volumen der Zellkerne registriert wird. Zellaggregate 

werden ebenfalls vom Gerät erkannt und mittels volumenbasierter Korrekturrechnung 

exkludiert. Aufgrund von unterschiedlichen Zellgrößen der verschiedenen Zelllinien wurden 

die Grenzen für den Normierungscursor (Grenze zwischen Zelltrümmern und toten Zellen) und 

den Auswertungscursor (Grenze zwischen toten und vitalen Zellen) individuell nach 

Herstellervorgaben eingemessen (Tab. 12). 

Tab. 12: Messparameter am CASY® Cell Counter and Analyzer 

Zelllinie X-!ŎƘǎŜ ώ˃Ƴϐ bƻǊƳƛŜǊǳƴƎǎŎǳǊǎƻǊ ώ˃Ƴϐ !ǳǎǿŜǊǘǳƴƎǎŎǳǊǎƻǊώ˃Ƴϐ 

U2OS 60 7,20 13,95 

MNNG-HOS 60 7,20 14,85 

 

Der CASY® wurde vor der Nutzung durch dreimaliges Durchlaufen des CASY®-Clean-

Programms gereinigt, sodass eine Probemessung mit ausschließlich 10 ml CASYton® eine 
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Zellkonzentration von weniger als 1000 Zellen/ml ergab. Um die gravitationsbedingt 

abgesunkenen Zellen gleichmäßig in der Zellsuspension zu distribuieren, wurde zunächst das 

Mikroreaktionsgefäß dreimal invertiert und anschließend die Zellsuspension dreimal mit der 

Pipette resuspendiert. Im Anschluss wurden 100 ˃ ƭ der Zellsuspension in ein CASYcup® 

pipettiert, das bereits 9,9 ml CASYton® enthielt. Dieses wurde ebenfalls dreimal invertiert. Die 

Messung erfolgte in drei Messzyklen mit einem Probenvolumen von jeweils 400 ˃ ƭ pro Zyklus. 

Das Gerät berücksichtigte die Verdünnung von 1:100, sodass die Anzahl der lebenden Zellen 

pro Milliliter angezeigt wurde. Nach der Benutzung wurde der CASY® stets durch dreimaliges 

Durchlaufen des CASY®-Clean-Programms gereinigt. 

3.2.6 Zellzyklussynchronisation 

3.2.6.1 Nocodazolblock und ΰMitotic Shake-offΨ 

Diese Methode ermöglicht die Synchronisation der Zellkulturen durch eine Blockade des 

Zellzyklus während der M-Phase. Das pulverförmige Nocodazol wurde zunächst in DMSO zu 

einer Konzentration von 0,01 mg/ml gelöst. Anschließend erfolgte die Behandlung der 

subkonfluenten Zellkulturen mit 100 ng Nocodazol/ml Medium. Nach einer Inkubationszeit 

von 16 Stunden wurden die rundlichen, inadhärenten, mitotischen Zellen durch vorsichtiges 

Schütteln und Beklopfen der Flasche vollständig mobilisiert, mit einer serologischen Pipette 

aufgesammelt und anschließend in eine Zentrifugenröhe überführt. Die darauffolgende 

Zentrifugation bei 300 rcf für 5 Minuten und das Hinzufügen von 4 °C kaltem DPBS wurden 

zweimal wiederholt, um Nocodazolmoleküle von der Zellkultur zu trennen. Die Verwendung 

von gekühltem DPBS ist essenziell, um den tetraploiden Eintritt der Zellen in die G1-Phase 

(ΰaitotic SlippageΨ) möglichst zu verhindern. Abschließend wurden die Zellen mit 

vorgewärmtem Vollmedium resuspendiert, um den Wiedereintritt in den Zellzyklus zu 

ermöglichen. Die Zellkonzentration wurde mithilfe des CASY®-Systems zur Vorbereitung 

weiterführender Analysen bestimmt. 
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3.2.6.2 Hydroxyureablock  

Durch die Inhibition der Ribonukleotidreduktase bewirkt HU einen Zellzyklusarrest während 

der S-Phase. Den subkonfluenten Zellen wurde die in der Tab. 11 aufgeführte Menge an 

Medium, das mit 4 mM HU versetzt war, hinzugefügt.  Nach einer 24-stündigen Inkubation 

wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit DPBS gewaschen. Anschließend 

wurden die Zellen trypsiniert und in eine Zentrifugenröhre mit vorgewärmtem Vollmedium 

überführt. Um eine prolongierte Inhibition des Zellzyklus aufgrund von verbliebenden 

HU-Molekülen zu verhindern, wurde die Suspension jeweils zweimal bei 300 rcf für 5 Minuten 

bei 20 °C zentrifugiert, der Überstand verworfen, frisches Vollmedium hinzugefügt und die 

korpuskulären- mit den flüssigen Bestandteilen diluiert. Infolgedessen ergab sich für die Zellen 

die Möglichkeit ihren Zellzyklus fortzuführen, sodass dieser Schritt den für alle weiteren 

Analysen geltenden Startpunkt definiert. Um darauffolgende Experimente mit einer 

gewünschten Zellzahl durchzuführen, wurde die Zellzahl der Zellsuspension mittels CASY® 

ermittelt. 

3.2.6.3 Serumentzug und Hydroxyureablock 

Als Resultat der Methodensuche wurde eine Kombination aus einem 24-stündigen 

Serumentzug, gefolgt von einer 24-stündigen HU-Behandlung, angewendet. Hierdurch 

wurden die Zellen nach dem Verharren in der G1-/G0-Phase am Eintritt in die S-Phase 

gehindert und befanden sich somit am G1/S-Übergang kurz vor Eintritt in die S-Phase. Um das 

serumhaltige Medium möglichst in seiner Gänze zu eliminieren, wurde das Medium entfernt 

und die Zellen zweimal mit DPBS gewaschen. Anschließend wurde das Medium, das mit 

0,1 % FCS und 1 % P/S versetzt war, in die Flasche pipettiert. Zellkulturen, die im Rahmen der 

Methodenetablierung mit einem FCS-freien Medium (0,0 % FCS) behandelt wurden, wiesen 

lichtmikroskopisch zahlreiche abgestorbene Zellen auf. Nach einer 24-stündigen Inkubation 

wurde das Medium erneut abgesaugt und die Zellen mit DPBS gewaschen. Nachfolgend 

wurde, wie bereits im Abschnitt 3.2.6.2 beschrieben, eine Blockade des Zellzyklus mit HU 

durchgeführt.  
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3.2.7 Durchflusszytometrie der synchronisierten Zellen 

Zur Vorbereitung der Proben für die Durchflusszytometrie wurden die synchronisierten Zellen 

in einer Konzentration von 5 x 105 Zellen mit 5 ml Vollmedium in T25-Flaschen ausgesät. Bei 

den Proben, die den Zeitpunkt 0 Stunden nach der Zellzyklussynchronisation darstellen, 

wurde aus Gründen der experimentellen Machbarkeit keine erneute Aussaat vorgenommen. 

Stattdessen wurden 5 x 105 Zellen alsbald nach der Abtrennung des Hemmstoffes geerntet. In 

allen anderen Fällen erfolgte die Ernte nach der gewünschten Inkubationszeit. Um 

inadhärente mitotische Zellen für die nachfolgende Analyse zu inkludieren, wurde jeweils das 

Medium mit einer Pipette aufgesammelt und in eine Zentrifugenröhre überführt. 

Anschließend wurden die Zellen mit 0,5 ml DPBS gewaschen, wobei das DPBS ebenfalls in die 

Zentrifugenröhre überführt wurde. Daraufhin wurden die adhärenten Zellen in der T25-

Flasche, wie bereits in Abschnitt 3.2.3 beschrieben, mit 0,5 ml 2xTrypsin/EDTA trypsiniert. 

Diese Suspension wurde jeweils dem Inhalt der Zentrifugenröhre hinzugefügt. Das bereits in 

der Zentrifugenröhre vorhandene Medium inhibierte die Trypsinwirkung. Im letzten Schritt 

wurden die wenigen verbliebenden Zellen mittels 0,5 ml DPBS aufgesammelt und ebenso 

überführt. Die gewonnene Zellsuspension wurde 5 Minuten lang bei 1000 rcf zentrifugiert. 

Der Überstand wurde unter Verwendung der Absaugpumpe vorsichtig entfernt. Um die 

Versuchsproben zu späteren Zeitpunkten analysieren zu können, wurden die Zellen fixiert. 

Hierzu wurde 1 ml einer -20 °C kalten Lösung aus 70 % Ethanol und 30 % destilliertem Wasser 

tropfenweise in einem Zeitintervall von 15 Sekunden zu den Zellen pipettiert, während diese 

mithilfe des Vortexmischers in der Zentrifugenröhre zirkulierten. Hierdurch wurden sowohl 

die Zellen als auch das Fixiermittel gleichmäßig verteilt und somit die Dublettenzahl verringert. 

Durch das Ethanol wurden die Zellen nicht nur fixiert, sondern auch permeabilisiert, sodass 

das später verwendete Propidiumiodid (PE) ungehindert in den Intrazellulärraum diffundieren 

konnte. Nach einer maximalen Verwahrzeit von vier Tagen bei 4 °C wurden die Proben zur 

durchflusszytometrischen Messung jeweils in eine Zentrifugenröhre überführt, die ein 

Volumen von 15 ml fasste. Es folgte eine zweimalige Waschung mit jeweils 2 ml DPBS, einer 

5-minütigen Zentrifugation bei 300 rcf und 4 °C sowie einem Absaugen des Überstandes. Da 

eine Bindung des PEs an die RNA nicht gewünscht war, wurde diese durch das Hinzufügen 

eines Stoffgemischs, bestehend aus 200 ˃ ƭ DPBS und 20 ˃ ƭ RNase (1 mg/ml), hydrolytisch 

gespalten. Nach einer 30-minütigen Inkubation wurden jeweils 2 ml einer Pufferlösung (DPBS 
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mit 4 % FCS) in die Zentrifugenröhre hinzugegeben. Daraufhin wurden die Proben 5 Minuten 

lang bei einer rcf von 300 und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Zur 

Probenstabilität wurden erneut 200 ˃ ƭ dieser Pufferlösung in die Zentrifugenröhre pipettiert. 

Fünf Minuten vor der durchflusszytometrischen Analyse wurden 10 ˃ ƭ PE (1 mg/ml) 

hinzugefügt. Dieses PE bindet ohne eine Sequenzpräferenz alle vier bis fünf Basenpaare 

interkalierend die DNA. Dementsprechend repräsentiert die PE-Fluoreszenz den DNA-Gehalt 

einer Zelle. Damit der DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoff adäquat distribuierte, wurde für 

15 Sekunden der Vortexmischer genutzt.  

Abb. 1: Schematischer Aufbau 
eines Durchflusszytometers 
Das Durchflusszytometer er-
möglicht es, Informationen 
bezüglich der Zellgröße, der 
Zellgranularität und der fluo-
reszierenden Markierungen zu 
erhalten. Hierzu müssen die 
Zellen zunächst durch eine 
laminar fließende Umgebungs-
flüssigkeit hydrodynamisch 
fokussiert werden. Anschlie-
ßend passieren diese einzeln in 
einem Mikrokanal die Laser. 
Das verwendete BD FACS 
/ŀƴǘƻϰ ƛǎǘ Ƴƛǘ ȊǿŜƛ [ŀǎŜǊn 
ausgestattet, die Licht mit 
Wellenlängen ό˂ύ von 488 nm 
(blau) und 633 nm (rot) 
emittieren. Die durch die 
Passage der Zellen am Laser 
entstehenden optischen Signale 
(Streulicht- und Fluoreszenz-
signale) werden durch De-
tektoren in elektronische 

Signale (Spannung in Volt) umgewandelt. Anhand des Vorwärtsstreulichts (FSC) wird die 
relative Größe der Zelle mithilfe einer Photodiode bestimmt. Das im 90°-Winkel zu dem Laser 
detektierte Seitwärtsstreulicht (SSC) generiert ebenfalls an einer Photodiode ein 
elektronisches Signal, wovon sich die relative interne Komplexität der Zelle ableiten lässt. 
Photoelektronenvervielfacher (PMT) bieten durch die Detektion von Fluoreszenzfarbstoffen 
die Möglichkeit, Erkenntnisse über beispielsweise den Chromosomengehalt, die Viabilität und 
die Expression von Oberflächenmolekülen einer Zelle zu gewinnen. 
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Abb. 2: Schematische Darstellung 
der Impulskurvenentstehung am 
Vorwärtsstreulichtdetektor des 
Durchflusszytometers 
Die C!/{5ƛǾŀϰ {ƻŦǘǿŀǊŜ 
interpretiert einen Impuls erst 
dann als Ereignis, wenn die zuvor 
manuell eingestellte Schwelle 
(engl. Threshold) überschritten 
wird. Die Intensität des 
Streulichts, das den optischen 
Detektor erreicht, bestimmt die 
Stärke der elektrischen Spannung 
(engl. Voltage). Je größer eine 
Zelle ist, desto höher (engl. 
Height) und breiter (engl. Width) 
fällt die Impulskurve aus. Mit 
zunehmender Höhe und Breite 

der Impulskurve vergrößert sich auch die Fläche (engl. Area). 
 

Für die durchflusszytometrische Messung wurden die in Tab. 13 aufgeführten elektrischen 

Spannungen an den Detektoren verwendet. Diese Spannungen wurden anhand von 

Testproben durch Voltagentitrationen ermittelt. Die Mindestanzahl der detektierten 

Ereignisse pro Probe wurde auf 50.000 festgelegt. 

Tab. 13: Einstellungen der Spannung ƛƳ .5 C!/{ /ŀƴǘƻϰ Cƭƻǿ /ȅǘƻƳŜǘŜǊ 

Zelllinie FSC-Detektor SSC-Detektor PE- PMT 

U2OS 10 295 300 

MNNG-HOS 10 295 300 

 

Aufgrund von Zelladhäsionskräften und hoher Probenkonzentrationen können trotz 

sorgfältiger Distribution der Proben mit dem Vortexmischer Dubletten oder Zellhaufen den 

Laser passieren. Da solche Zellverbände vom Programm als einzelnes Ereignis erfasst werden 

und mindestens einen Zwei-Chromatid-Chromosomensatz enthalten, könnten sie somit 

irrtümlich als G2-/M -Phase-Zellen identifiziert werden. Des Weiteren können Zellpartikel 

sowie Zellpartikelkomplexe aus abgestorbenen Zellen in der Probe enthalten sein. Daher 

wurden die Einzelzellen von anderen Ereignissen, die bei der durchflusszytometrischen 

Messung auftreten können, separiert. Dies erfolgte auf der Grundlage, dass jedes Ereignis, das 

bei der Passage der Laser entsteht, eine individuelle Kombination von Impulskurven an den 
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verschiedenen Detektoren aufweist (Abb. 2). Zunächst wurden zeitliche Unregelmäßigkeiten 

und abgestorbene Zellpartikel ausgeschlossen. Dies erfolgte anhand der gemessenen Flächen 

der Impulskurven (Area) am Vorwärtsstreulichtdetektor (FSC-A) und Seitwärtsstreulicht-

detektor (SSC-A). Daraufhin wurden die Einzelzellen zum ersten Mal isoliert, indem die 

Ergebnisse am Vorwärtsstreulichtdetektor grafisch mit ihrer Breite (FSC-W) auf der 

Abszissenachse und ihrer Höhe (FSCςH) auf der Ordinatenachse analysiert wurden. 

Abschließend erfolgte analog dazu eine erneute Separation der Einzelzellen basierend auf den 

Ergebnissen am Seitwärtsstreulichtdetektor (Abb. 3).  

 

Abb. 3: Gating-Strategie  
Nachdem zeitliche Unregelmäßigkeiten des Versuchsablaufs ausgeschlossen wurden (A), 
erfolgte die Identifikation der Zellen (B). Basierend auf den Datenpunkten am Seitwärts- und 
Vorwärtsstreulichtdetektor wurden anschließend die Einzelzellen von den Zellverbänden 
separiert (C, D). FSC: Seitwärtsstreulichtdetektor, FSC: Vorwärtsstreulichtdetektor, A: Fläche 
(engl. Area), H: Höhe (engl. Height), W: Breite (engl. Width). 
 

Für die Bestimmung der prozentualen Anteile an G1-, S- und G2-/M-Phase-Zellen wurden 

zunächst die durchflusszytometrischen Ereignisse der jeweiligen Probe entsprechend ihrer PE-

Fluoreszenz linear in einem Histogramm dargestellt. Anschließend wurde das Dean-Jett-Fox-

Modell angewendet. Dieses mathematische Modell beschreibt die Zellzyklusverteilung einer 

Zellpopulation als stochastischen Prozess. Bei der Anwendung dieses Modells wurde stets ein 

möglichst geringer RMSD-Wert (engl. Root Mean Square Deviation) angestrebt. Dieser Wert 

gibt an, wie adäquat das für die jeweilige Probe errechnete Modell die 

Zellzyklusphasenverteilung gegenüber den tatsächlichen Daten widerspiegelt, wobei alle 

Zellzyklusphasen berücksichtigt werden [140, 141]. Unter der Annahme, dass ein Großteil der 

untersuchten Zellen sehr proliferationsfreudig ist und sich somit in einem aktiven Zellzyklus 

befindet, wurden alle Zellen mit einem Ein-Chromatid-Chromosomensatz der G1-Phase 

A DB C
Zeitlicher Verlauf:Zeitlicher Verlauf:Zeitlicher Verlauf:Zeitlicher Verlauf:Zeitlicher Verlauf:

100100100100100

0 20 40 60

Time

0

50K

100K

150K

200K

250K

F
S

C
-A

Einzelzellen via FSC:Einzelzellen via FSC:Einzelzellen via FSC:Einzelzellen via FSC:Einzelzellen via FSC:

93,593,593,593,593,5

0 50K 100K 150K 200K250K

FSC-W

0

30K

60K

90K

120K

F
S

C
-H

Einzelzellen via SSC:Einzelzellen via SSC:Einzelzellen via SSC:Einzelzellen via SSC:Einzelzellen via SSC:

96,996,996,996,996,9

0 50K 100K 150K 200K250K

SSC-W

0

30K

60K

90K

120K

S
S

C
-H

Zellen:Zellen:Zellen:Zellen:Zellen:

83,483,483,483,483,4

0 50K 100K 150K 200K

SSC-A

0

50K

100K

150K

200K

250K

F
S

C
-A



Material und Methoden 

 

 

28 
 

zugeordnet. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass ein niedriger Anteil dieser Gruppe 

theoretisch auch aus G0-Phase- und späten M-Phase-Zellen bestehen könnte. 

3.2.8 Wachstumskinetik 

Um die Wachstumseigenschaften der verwendeten Zelllinien zu ermitteln, wurden 

subkonfluente Zellen gemäß Abschnitt 3.2.3 geerntet. Nach der Zellzählung mittels CASY® 

wurden Zellsuspensionen mit Konzentrationen von 1 x 104-, 2 x 104- und 5 x 104 Zellen/ml 

hergestellt. Jeweils sechs Wells einer 24-Wellplatte wurden mit jeweils 1 ml Zellsuspension 

angesetzt und für maximal 120 Stunden inkubiert. Nach jeweils 4-, 24-, 48-, 72-, 96- und 

120 Stunden wurde die Zellzahl eines Wells mit dem CASY®-System bestimmt. Hierzu wurde 

zunächst das Medium vorsichtig abgesaugt und verworfen. Daraufhin wurden 0,5 ml 

vorgewärmtes DPBS zur Waschung hinzugegeben und wieder abgesaugt. Zur Separation der 

Zellen wurden 0,5 ml 2xTrypsin/EDTA hinzugefügt. Nach der Inkubation wurden möglichst 

viele Zellen durch wiederholtes Aufnehmen und kreuzförmiges Abgeben der Suspension mit 

einer Pipette aufgelesen und in ein 2 ml Mikroreaktionsgefäß überführt, das bereits 0,5 ml 

vorgewärmtes DPBS mit 10 % FCS enthielt. Der Zusatz von FCS antagonisierte die potenziell 

zytotoxischen Effekte einer prolongierten Trypsinwirkung und verbesserte dadurch die 

Ergebnisqualität. Anschließend wurde das Well mit 0,5 ml DPBS durch fünfmaliges 

Aufnehmen und Abgeben der Suspension gespült. Diese 0,5 ml wurden ebenfalls in das 

Mikroreaktionsgefäß übertragen. Auf diese Weise wurde der vollständige Inhalt des Wells 

bestmöglich für die nachfolgende Zellzahlmessung inkludiert. Da jeweils die Gesamtzahl der 

Zellen eines Wells in insgesamt 1,5 ml Flüssigkeit vorlag, wurde die am CASY® ermittelte 

Zellzahl pro Milliliter mit dem Faktor 1,5 multipliziert. Basierend auf der Annahme, dass die 

verwendeten Tumorzellen bei einer ausreichenden Nährstoffversorgung und 

Wachstumsfläche ein exponentielles Wachstum aufweisen, wurde mithilfe einer 

Exponentialfunktion die Zellzahl zum Zeitpunkt 0 Stunden sowie die Wachstumsrate ermittelt. 

Dabei wurden auf der Ordinatenachse die Zellzahl und auf der Abszissenachse die Zeit 

eingesetzt. Die Verdopplungszeit wurde berechnet, indem der natürliche Logarithmus von 

zwei durch die Wachstumsrate dividiert wurde. 
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3.2.9 Wachstumskinetik nach einer CAP-Behandlung der zuvor synchronisierten Zellen 

Um die Wirkung einer CAP-Behandlung in verschiedenen Zellzyklusphasen auf das 

Wachstumsverhalten der Zellen zu untersuchen, wurde eine 120-stündige Wachstumskinetik 

nach der Behandlung erfasst. Hierzu erfolgte zunächst die Synchronisation der Zellen gemäß 

Abschnitt  3.2.6.3. Nach der Zellzählung der geernteten Zellen mit dem CASY®-System wurde 

eine Zellsuspension mit einer Konzentration von 7,5 x 104 Zellen/ml hergestellt, wovon jeweils 

200 ˃ ƭ (1,5 x 104 Zellen) in ein Well einer 24-Wellplatte pipettiert wurden. Unmittelbar nach 

der Aussaat erfolgte unter Verwendung des Kaltplasmageräts kINPen® MED eine 

20-sekündige Behandlung mit CAP oder ausschließlich mit Argon. Die Flussrate des Argons, 

welches als Trägergas diente, wurde auf 3,5 l/min eingestellt. Die Betriebsspannung betrug 

65 V Gleichstrom und die Frequenz lag bei 1,1 MHz. Die Wellplatte wurde um 35° angeschrägt, 

während der Plasmastift halbmondförmig mit einer Frequenz von zweimal pro Sekunde 

geschwenkt wurde. Die Plasmaflamme erreichte stets knapp die Oberfläche der 

Zellsuspension. Nach der Behandlung von jeweils sechs Wells wurden diese mit 800 ˃ ƭ 

frischem, vorgewärmtem Vollmedium aufgefüllt und für maximal 120 Stunden inkubiert. 

Während der Inkubation wurde jeweils nach 4-, 24-, 48-, 72-, 96- und 120 Stunden die Zellzahl 

eines Wells mittels CASY® bestimmt, nachdem die Zellen gemäß Abschnitt 3.2.8 geerntet 

wurden. Die Bestimmung der Wachstumsraten erfolgte analog zu dem in Abschnitt 3.2.8 

aufgeführten Prinzip.  

3.2.10 Vorbereitungen für die nachfolgenden Assays  

Zur Durchführung der nachfolgenden Assays wurden folgende Vorbereitungen durchgeführt: 

Nach der in Abschnitt 3.2.6.3 beschriebenen Zellzyklussynchronisation wurde eine 

Zellsuspension mit 5 x 105 Zellen/ml hergestellt. Jeweils 200 µl dieser Suspension wurden 

gemäß Abschnitt 3.2.9 für 20 Sekunden in einem Well einer 24-Wellplatte entweder mit CAP 

oder ausschließlich mit Argon behandelt. Unmittelbar nach der Behandlung wurden 

1 x 105 Zellen/Well (200 µl) für eine Messung nach 0 Stunden, 5 x 104 Zellen/Well (100 µl) für 

eine Messung nach 24 Stunden und 2,5 x 104 Zellen/Well (50 µl) für eine Messung nach 

48 Stunden in einem Well einer 96-Wellplatte ausgesät. Anschließend wurden die 

Zellsuspensionen in den Wells auf ein Gesamtvolumen von 200 µl/Well mit vorgewärmtem 

Vollmedium ergänzt. 
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3.2.11 LIVE/DEAD® Cell Imaging Kit 

Dieser zweifarbige Fluoreszenzviabilitätstest dient der schnellen Bestimmung des Anteils 

lebender und toter Zellen in einer Population. Er basiert auf der intrazellulären 

Esterase-Aktivität und der Plasmamembranintegrität. Das nicht fluoreszierende 

plasmamembranpermeable Calcein AM wird durch universell vorkommende intrazelluläre 

Esterasen enzymatisch in fluoreszierendes Calcein umgewandelt. Dieses erzeugt in vitalen 

Zellen eine grüne Fluoreszenz (Anregung: Wellenlänge ( )˂ = 488 nm, Emission: ˂  = 515 nm), 

die mit dem Fluoresceinisothiocyanate-Filter (FITC-Filter) im Fluoreszenzmikroskop 

dargestellt wurde. Das in der roten Komponente enthaltene BOBO-3-Iodid ist ein 

zellundurchlässiger Farbstoff, der in Zellen mit geschädigter Plasmamembran eindringt und 

durch interkalierende Bindung an die DNA eine leuchtend rote Fluoreszenz (Anregung: 

 ˂= 570 nm, Emission:  ˂= 602 nm) erzeugt. Diese Fluoreszenz wurde unter Verwendung des 

Texas-Red-Filters mikroskopisch dargestellt. Zur Versuchsdurchführung wurde zunächst 

jeweils das Nährmedium bei angeschrägter Platte vorsichtig mithilfe des Vacusip-Geräts aus 

dem Well entfernt. Anschließend wurden 100 µL des DeadRed/LiveGreen-

Fluoreszenzfarbstoffgemisches pro Well hinzugefügt. Dieses wurde zuvor in einem Verhältnis 

von 1:1000 bei Raumtemperatur zusammengeführt und anschließend mit Ca2+- und Mg2+-

haltigem DPBS im Verhältnis von 1:4 verdünnt. Es folgte eine 15-minütige Inkubation bei 20 °C 

im Dunkeln. Daraufhin wurde jeweils die Fläche mit der größten Zelldichte unter Verwendung 

des Axio-Observer-Z1-Mikroskops und seines 5-fach-Objektivs fotografisch dokumentiert. Zur 

Quantifizierung der fluoreszierenden Zellen wurde ImageJ einschließlich des Bioformats- und 

des ITCNPlugins verwendet. Hierzu mussten die Dateien zuvor in einem Schwarzweißkontrast 

dargestellt und zu 8-bit-Dateien konvertiert werden. Um ein möglichst präzises Ergebnis zu 

erzielen, wurden der Durchmesser einer Zelle, der Mindestabstand zwischen den Zellen und 

die Schwelle, bei der eine Zelle vom Programm registriert wird, individuell an die Zellgrößen 

der verschiedenen Messzeitpunkte (0-, 24- und 48 Stunden) angepasst. Der prozentuale Anteil 

an toten Zellen von der Gesamtheit der angefärbten Zellen wurde in Microsoft Excel 

berechnet. Die statistische Auswertung und die grafische Darstellung erfolgten anschließend 

mittels GraphPad Prism. 
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3.2.12 Caspase 3/7-Assay 

Effektorcaspasen wie die Caspase-3 und -7 sind essenzielle Bestandteile der Apoptose-

Kaskade. Diese beiden Proteasen spalten spezifisch DEVD-Peptide, die die Bindung des 

/Ŝƭƭ9ǾŜƴǘϰ-Caspase-3/7-Nachweisreagenz an die DNA verhindern. In Präsenz von aktivierter 

Caspase-3 oder -7 werden DEVD-Peptide gespalten, wodurch das Detektionsreagenz die DNA 

binden kann. Durch diese Bindung entsteht ein fluoreszierender Komplex. Die 

Fluoreszenzintensität (FI) wurde mittels FLUOstar Optima bei einer Emission mit  ˂= 520 nm 

nach einer Anregung mit ˂  = 492 nm bestimmt. Nach dem Auftauen des CellEventϰ-Caspase-

3/7-Nachweisreagenz bei Raumtemperatur wurde jeweils 1 µl in ein Well pipettiert, das 

bereits 200 µl Medium und Zellen enthielt. Da apoptotische Zellen weitestgehend inadherent 

sind, wurde auf ein vorheriges Absaugen des Mediums verzichtet. Stattdessen wurde die FI 

mittels Nullkontrollen, bestehend aus jeweils 200 µl Vollmedium pro Well, normiert. Die 

gemessene FI nach einer 45-minütigen Inkubation wurde in Relation zur ermittelten Zellzahl 

aus der Wachstumskinetik nach der CAP-/Argon-Behandlung gesetzt, um die FI pro Zelle zu 

berechnen. Anschließend wurde der Quotient aus den komplementären CAP- und Argon-

Behandlungen ermittelt. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe von GraphPad Prism. 

3.2.13 CellTiter-Blue® Cell Viability Assay 

Lediglich lebende Zellen mit einem intakten Metabolismus verfügen über die Fähigkeit, den 

blauen Redoxindikator Resazurin durch eine Reduktion in das fluoreszierende, rote 

Endprodukt Resorufin umzuwandeln. Sobald die Zelle zytotoxischen Stoffen ausgesetzt ist, 

verringert sich die metabolische Aktivität und damit das Redoxpotenzial. Daher ist die FI von 

Resorufin ein Maß für die Zellviabilität und indirekt ein Indikator für die Anzahl lebender Zellen 

in einer Probe. Zur Durchführung wurden 40 µl CellTiter-Blue®Reagenz in jeweils ein Well 

pipettiert. Anschließend wurden die Wellplatten für 2 Stunden inkubiert. Die FI wurde 

daraufhin mittels FLUOstar Optima bei einer Emission mit  ˂= 590 nm nach einer Anregung 

mit  ˂= 550 nm gemessen. Die Ergebnisse wurden mithilfe einer Nullkontrolle normiert. 

Danach erfolgte die Berechnung des Quotienten aus den komplementären CAP- und Argon-

Behandlungen. Abschließend erfolgte die Auswertung analog zu dem Caspase-3/7-Assay unter 

Verwendung von GraphPad Prism. 
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3.2.14 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mittels Microsoft Excel und 

GraphPad Prism.  

Zunächst wurden Ausreißer anhand des Robust-Outlier-Tests unter Verwendung eines 

Q-Werts von eins identifiziert. Anschließend wurden zur Wahl des passenden statistischen 

Verfahrens entsprechende Voraussetzungstests durchgeführt. Das Vorliegen einer 

Normalverteilung wurde durch die grafische Inspektion der Daten inklusive QQ-Plots sowie 

mithilfe ŘŜǎ 5Ω!Ǝƻǎǘƛƴƻ-Pearson-Omnibus-K2-, Shapiro-Wilk- und Anderson-Darling-Tests 

überprüft. Die Überprüfung der Homoskedastizität der Daten erfolgte mittels F-Tests in Form 

von Levene- oder Brown-Forsythe-Tests sowie anhand von Homoskedastizität-Boxplots.  

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen zwei normalverteilten Gruppen wurden mittels 

ungepaarter t-Tests überprüft, wobei Welch-Korrekturen bedarfsabhängig angewendet 

wurden. Für den Vergleich mehrerer Versuchsgruppen wurden Kruskal-Wallis-Tests oder ein- 

beziehungsweise zweifaktorielle Varianzanalysen (ANOVA) verwendet. Bei signifikanten 

Unterschieden in diesen globalen Tests wurden Post-hoc-Analysen durchgeführt, um 

paarweise Vergleiche zwischen den einzelnen Gruppen vorzunehmen: Dunn-Tests folgten 

einem Kruskal-Wallis-Test, während Tukey-Tests nach einer ANOVA angewendet wurden. Alle 

angewendeten statistischen Tests wurden stets mit einem Signifikanzniveau von  h= 0,05 

durchgeführt.  
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4. Ergebnisse 

4.1 Zellzyklussynchronisation 

Zur Etablierung einer Zellzyklussynchronisationsmethode wurden U2OS-Zellkulturen zum 

einen nach einer 16-stündigen Nocodazol-Behandlung und zum anderen nach einer 

24-stündigen HU-Behandlung durchflusszytometrisch analysiert. Unbehandelte Zellen 

dienten als Kontrollgruppe. Mithilfe des Dean-Jett-Fox-Modells wurden die Fraktionen der 

Zellen, die sich zum Messzeitpunkt in der G1-Phase, S-Phase oder G2-/M-Phase befanden, 

ermittelt (Abb. 4).  

 

Abb. 4: Nocodazolblock und Hydroxyureablock der Zelllinie U2OS 
U2OS-Zellen wurden unbehandelt (A), nach einer 16-stündigen Nocodazol-Behandlung, die 
den Zellzyklus während der M-Phase blockiert (B, C), und nach einer 24-stündigen HU-
Behandlung, die zu einem Zellzyklusarrest während des G1/S-Übergangs beziehungsweise der 
S-Phase führt (D), durchflusszytometrisch analysiert. Die Verteilung der Zellen auf die 
Zellzyklusphasen wurde anhand der Anzahl der Ereignisse (y-Achse), die einen bestimmten 
Flächenwert für die PE-Fluoreszenz aufwiesen (x-Achse), sowie mit dem bunt dargestellten 
Dean-Jett-Fox-Modell bestimmt (A, C, D). Das Diagramm C repräsentiert die 12,3 % 
ΰPE-positivenΨ Zellen aus dem Diagramm B inklusive des Dean-Jett-Fox-Modells. 
 
Unmittelbar im Anschluss an die Zellzyklussynchronisation mittels Nocodazolblock und 

Mitotic Shake-off präsentierten sich im Dean-Jett-Fox-Modell 76,1 % der U2OS-Zellen in der 

G2-/M-Phase, 8,33 % in der S-Phase und 16,7 % in der G1-Phase. Allerdings wurden aus einer 

T75-Flasche mit 6,4 x 106 Zellen lediglich 1,6 x 105 synchronisierte Zellen für die Versuche 

gewonnen, da viele Zellen am Flaschenboden adhärierten und somit aus methodischen 

Gründen verworfen werden mussten. Von den pro Versuch 50 000 erzielten Ereignissen im 

Durchflusszytometer mussten wiederum 88,7 % im Rahmen des Gatings als Zellpartikel, 

apoptotische Zellen, Zellaggregate oder Doubletten exkludiert werden. Aufgrund dieser 
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erheblichen Zellzahlverluste erwies sich diese Methode für die nachfolgenden Experimente 

als suboptimal. Ein weiterer Nachteil der Zellzyklussynchronisation mit Nocodazol ist das 

Risiko von Mitotic-Slippage-Effekten.  

Bei einer 24-stündigen Behandlung der U2OS-Zellen mit HU befanden sich direkt danach 

29,3 % der Zellpopulation in der G1-Phase, 57,2 % in der S-Phase und 13,6 % in der G2-/M -

Phase. Diese Ergebnisse repräsentieren, dass HU einen Zellzyklusarrest sowohl am 

G1/S-Übergang als auch während der gesamten S-Phase induziert, was eine Schwäche der 

Methode darstellt. Infolgedessen wurde vor der 24-stündigen HU-Behandlung ein 

24-stündiger Serumentzug durchgeführt, um die Zellen zuerst in der G1-/G0-Phase zu 

blockieren und anschließend am G1/S-Übergang zu synchronisieren (Abb. 5).  

 

Abb. 5, Teil I: Kombination eines Serumentzugs mit einem Hydroxyureablock der Zelllinien 
U2OS und MNNG-HOS 
Die Beschreibung folgt auf der nächsten Seite.  
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Abb. 5, Teil II: Kombination eines Serumentzugs mit einem Hydroxyureablock der Zelllinien 
U2OS und MNNG-HOS 
Die Zellkulturmedien der Zelllinien U2OS (A) und MNNG-HOS (B) wurden nach der 
Synchronisation durch einen 24-stündigen Serumentzug, gefolgt von einer 24-stündigen 
HU-Behandlung, bis zu 18 Stunden inkubiert. Unmittelbar nach der Synchronisation sowie im 
Abstand von jeweils zwei Stunden wurden die prozentualen Anteile der Zellen in den 
jeweiligen Zellzyklusphasen ermittelt. Grundlage hierfür waren die Flächenwerte der 
PE-Fluoreszenz (PE-A) von den einzelnen Ereignissen im Durchflusszytometer sowie deren 
Analyse mithilfe des Dean-Jett-Fox-Modells. Die Abbildungen zeigen jeweils die Anzahl 
der Ereignisse mit einem bestimmten PE-Fluoreszenz-Flächenwert am Photomultiplier 
(schwarze Kurven) sowie die Ergebnisse des angewandten Dean-Jett-Fox-Modells 
(blaue Kurven: G1-Phase, gelbe Kurven: S-Phase, grüne Kurven: G2-/M-Phase; schwarze Schrift 
oben rechts: entsprechende Prozentangaben). Exemplarisch sind jeweils eine Versuchsreihe 
von fünf bei U2OS (A) und von sechs bei MNNG-HOS (B) dargestellt.  
 

Die Zellsynchronisation durch einen 24-stündigen Serumentzug mit anschließender 

24-stündiger HU-Behandlung erwies sich für die U2OS- und MNNG-HOS-Zellen als adäquate 

Methode, um hohe Synchronisationsraten der Zellpopulation zu erzielen (Abb. 6). 
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Abb. 6: Verteilung der Zellzyklusphasen während einer 18-stündigen Inkubation nach der 
Zellzyklussynchronisation mittels Serumentzug und Hydroxyureablock 
Die Zelllinien U2OS und MNNG-HOS wurden durch einen 24-stündigen Serumentzug, gefolgt 
von einer 24-stündigen HU-Behandlung, am G1/S-Übergang synchronisiert und anschließend 
18 Stunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte ( )̝ ± Standardabweichung (SD) der 
Anteile an G1-, S- und G2-/M-Phase-Zellen zu den einzelnen Messzeitpunkten 0-18 Stunden 
nach der Synchronisation. Für U2OS wurden fünf und für MNNG-HOS sechs unabhängige 
Versuche durchgeführt. K steht hierbei für die unbehandelte und somit nicht-synchronisierte 
Kontrollpopulation. 
 

Bei der Zelllinie U2OS befanden sich direkt im Anschluss an die Synchronisation die meisten 

Zellen mit einem Mittelwert von 75,23 % in ihrer G1-Phase beziehungsweise an ihrem 
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G1/S-Übergang, während 17,55 % der Zellpopulation zu diesem Zeitpunkt in ihrer S-Phase und 

3,23 % in ihrer G2-/M-Phase vorlagen. Der höchste Anteil an Zellen, die sich in der S-Phase 

befanden, wurde 8 Stunden nach der Synchronisation detektiert (8 h: S-Phase ̝  = 82 %, 

G1-Phase ̝  = 12,12 %, G2-/M-Phase ̝  = 5,87 %; jeweils n = 5). Der Höhepunkt des Anteils an 

G2-/M-Phase-Zellen lag dahingegen bei 16 Stunden (16 h: G2-/M-Phase,  ̝= 61,28 %, S-Phase 

 ̝= 26,86 %, G1-Phase ̝  = 16,25 %; jeweils n = 5). Mit zunehmendem zeitlichem Abstand zur 

Zellzyklussynchronisation sanken die Maximalwerte der nachfolgenden Zellzyklusphasen ab, 

was auf eine abnehmende Synchronizität hinweist. 

Analoge Versuche mit MNNG-HOS-Zellen zeigten ein konkordantes Ergebnis. Die 

Maximalwerte der G1- und der S-Phase befanden sich ebenfalls bei 0- beziehungsweise 

8 Stunden nach der Synchronisation (0 h: G1-Phase  ̝= 54,72 %, S-Phase  ̝= 20,63 %, 

G2-/M Phase ̝  = 3,1 %; 8 h: S-Phase ̝ = 87,78 %, G1-Phase ̝  = 6,97 %, G2-/M-Phase ̝ = 2,41 %; 

jeweils n = 6). Das Maximum der G2-Phase wurde zwar nach 18 Stunden Inkubationszeit 

erreicht (18 h: G2-/M-Phase  ̝= 43,82 %, S-Phase  ̝= 38,8 %, G1-Phase  ̝= 13,3 %; jeweils 

n = 6), jedoch zeigte ein ungepaarter t-Test, dass sich der Anteil der Zellen in der G2-/M-Phase 

nach 18 Stunden nicht signifikant von dem nach 16 Stunden unterschied (  ́= 0,5923, jeweils 

n = 6). Unterdessen war der Anteil an Zellen, die 18 Stunden nach der Synchronisation wieder 

in die G1-Phase eingetreten waren, signifikant höher als jener nach 16 Stunden (  ́= 0,0004, 

jeweils n = 6).  

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden für die nachfolgenden Untersuchungen bei beiden 

Zelllinien die Zeitpunkte 0 Stunden nach der Synchronisation für den G1/S-Übergang, 

8 Stunden für die S-Phase und 16 Stunden für die G2-/M-Phase festgelegt. Varianzanalysen 

inklusive Tukey-post-hoc-Tests zeigten, dass jeweils der Zellpopulations-Anteil, der sich zum 

festgelegten Zeitpunkt (0 Stunden für G1/S-Übergang, 8 Stunden für S-Phase, 16 Stunden für 

G2-/M-Phase) in der korrespondierenden Ziel-Zellzyklusphase befand, signifikant höher war 

als der Anteil der identischen Zellzyklusphase zu den anderen beiden Zeitpunkten (U2OS und 

MNNG-HOS: G1-Phase: 0 h vs. 8 h und 0 h vs. 16 h:  ́< 0,0001; S-Phase: 8 h vs. 0 h und 

8 h vs. 16 h:  ́< 0,001; G2-/M-Phase: 16 h vs. 0 h und 16 h vs. 8 h:  ́< 0,0001; U2OS: jeweils 

n = 5, MNNG-HOS: jeweils n = 6). 
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4.2 Wachstumskinetik 

Um eine geeignete Anzahl ausgesäter Zellen für folgende Versuche zu bestimmen, wurden 

mindestens fünf unabhängige Proliferationsversuche mit 1 x 104-, 2 x 104- und 5 x 104 

ausgesäten Zellen der Zelllinien U2OS und MNNG-HOS durchgeführt (Abb. 7). 

 

Abb. 7: Wachstumskinetik der Zelllinien U2OS und MNNG-HOS 
Es wurden initial 1 x 104-, 2 x 104- und 5 x 104 Zellen pro Well der Zelllinien U2OS (A) und 
MNNG-HOS (B) ausgesät und für 120 Stunden inkubiert. Die Bestimmung der Zellzahl zum 
Zeitpunkt 4-, 24-, 48-, 72-, 96- und 120 Stunden erfolgte mittels CASY®. Für U2OS wurden elf 
und für MNNG-HOS fünf unabhängige Versuche durchgeführt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SD zu den jeweiligen Messzeitpunkten.  
 

Anschließend wurde die Wachstumsrate und die Verdopplungszeit mithilfe eines 

exponentiellen Regressionsmodells berechnet, um die Wachstumseigenschaften der Zelllinien 

zu eruieren (Tab. 14).  
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Tab. 14: Ergebnisse der exponentiellen Regression aus den Proliferationsversuchen 

Zelllinie 

    Ausgesäte Zellen 

Wachstums

-rate 

Verdopplungszeit 

[Stunden] 

95%-Konfidenzintervall 

[Stunden] 

R2-Wert 

[%] 

U2OS     

1 x 104 0,02185 31,72 29,17 ς 34,53 93,92 

2 x 104 0,01923 36,05 32,94 ς 39,56 92,14 

5 x 104 0,01157 59,89 52,06 ς 69,80 80,04 

MNNG-HOS     

1 x 104 0,02168 31,97 30,55 ς 33,48 99,23 

2 x 104 0,02318 29,90 27,68 ς 32,31 98,15 

5 x 104 0,01287 53,87 45,16 ς 65,47 84,87 

 

Die niedrigeren R2-Werte bei 5 x 104- gegenüber 1 x 104- und 2 x 104 ausgesäten Zellen 

bedeuten, dass die Anpassungsgüte der exponentiellen Regressionslinien bei den 

5 x 104-Versuchsreihen geringer ist. Darüber hinaus zeigte sich bei 5 x 104- gegenüber 1 x 104 

ausgesäten Zellen eine Prolongation der Verdopplungszeit um den Faktor 1,8 bei U2OS und 

1,94 bei der Zelllinie MNNG-HOS.  

Mithilfe einer einfaktoriellen ANOVA inklusive Tukey-Post-hoc-Tests wurde das geringere 

Wachstum über 120 Stunden Inkubationszeit bei 5 x 104- gegenüber 1 x 104- und 2 x 104 

ausgesäten U2OS-Zellen statistisch bestätigt (5 x 104 vs. 1 x 104 und 5 x 104 vs. 2 x 104: 

jeweils ́  < 0,0001, n = 11).  

Bei der Zelllinie MNNG-HOS ergab der Kruskal-Wallis-Test inklusive Dunn-Tests ebenfalls ein 

signifikant geringeres Wachstum bei 5 x 104- im Vergleich zu 1 x 104- und 2 x 104 ausgesäten 

Zellen (5 x 104 vs. 1 x 104:  ́  = 0,0175, 5 x 104 vs. 2 x 104:  ́  = 0,0327; jeweils n = 5).   

Dahingegen unterschied sich die Wachstumsrate von 1 x 104- und 2 x 104 ausgesäten Zellen 

bei beiden Zelllinien nicht signifikant voneinander. Lichtmikroskopisch war bei 5 x 104 

ausgesäten Zellen bereits nach 72 Stunden eine vollständige Konfluenz zu erkennen, was auf 

einen potenziellen Nährstoffmangel und eine limitierte Wachstumsfläche als Ursachen für die 

zuvor beschriebenen Ergebnisse hinweist.  

Eine Aussaatdichte von 1 x 104 bis 2 x 104 ausgesäten Zellen pro Well erwies sich für 

Folgeversuche als geeignet, da sie sowohl eine nachfolgende CAP-Behandlung mit einer 

adäquaten Zellzahl ermöglichte als auch stabile Wachstumsbedingungen sicherstellte, die ein 

exponentielles Wachstum über 120 Stunden erlaubten.  
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Trotz der gleichen Tumorethnizität zeigten ²ŜƭŎƘΨǎ-Tests bei 2 x 104 ausgesäten Zellen eine 

signifikant höhere Wachstumsrate der MNNG-HOS- gegenüber den U2OS-Zellen (́  < 0,0001), 

während bei 1 x 104 und 5 x 104 ausgesäten Zellen keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den beiden Zelllinien feststellbar waren. 

4.3 Einfluss von einer CAP-Behandlung während verschiedener Zellzyklusphasen auf die 

Zellproliferation 

Zur Untersuchung des Einflusses von CAP während verschiedener Zellzyklusphasen auf die 

Zellproliferation wurden Zellpopulationen, die sich am G1/S-Übergang, in der S-Phase oder in 

der G2-/M-Phase befanden, für 20 Sekunden entweder mit CAP unter Verwendung des 

Trägergases Argon oder ausschließlich mit Argon behandelt. Anschließend wurde eine 

Wachstumskinetik durchgeführt, bei der die Anzahl der lebenden Zellen nach 4-, 24-, 48-, 72-, 

96- und 120 Stunden mittels CASY® ermittelt wurde (Abb. 8). 
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Abb. 8: Einfluss einer CAP-Behandlung während verschiedener Zellzyklusphasen auf die 
Zellproliferation 
Nach der Synchronisation der Zelllinien U2OS (A, C, E) und MNNG-HOS (B, D, F) erfolgte 
jeweils nach 0-, 8- und 16 Stunden Inkubationszeit eine 20-sekündige Behandlung mit CAP 
oder ausschließlich mit dem Trägergas Argon, das als Negativkontrolle diente. Anschließend 
wurden die behandelten Zellen über 120 Stunden inkubiert. Die Anzahl der lebenden Zellen 
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pro Well wurde zu den angegebenen Zeitpunkten mittels CASY® bestimmt und als 
Mittelwert  ± SD dargestellt. Unterschiede zwischen den CAP-behandelten Zellen und der 
Kontrollgruppe wurden mit dem ungepaarten t-Test auf Signifikanz getestet (́ Җ 0,05 = *, 
 ́Җ 0,01 = **, ́  Җ 0,001 = *** , ́  Җ 0,0001 = **** ). Je Zelllinie und Zellzyklusphase wurden fünf 

unabhängige Versuche durchgeführt. 
 

Unter der Prämisse, dass sich ein überwiegender Anteil der Zellpopulation zum jeweiligen 

Behandlungszeitpunkt entweder am G1/S-Übergang, in der S-Phase oder in der G2-/M-Phase 

befand, wurde bei den untersuchten OS eine CAP-vermittelte Zellproliferationshemmung bei 

einer Behandlung während aller drei Zellzyklusphasen nachgewiesen.  

Bei beiden Zelllinien wurde bei einer Behandlung während der G2-/M-Phase bereits ab 

24 Stunden Inkubationszeit eine signifikant geringere Zellzahl der CAP-Versuchsgruppen 

gegenüber den Kontrollgruppen festgestellt (U2OS: 24 h: ́  = 0,0032, 48 h: ́  = 0,0002, 72 h bis 

120 h:  ́< 0,0001; MNNG-HOS: 24 h:  ́= 0,0178, 48 h:  ́< 0,0001, 72 h:  ́= 0,0038, 96 h: 

 ́< 0,0001, 120 h: ́  < 0,0001; jeweils n = 5).  

Die CAP-Exposition während der S-Phase führte erst ab 48 Stunden nach der Behandlung zu 

einer signifikanten Zellproliferationshemmung (U2OS: 48 h:  ́= 0,0008, 72 h bis 120 h: 

 ́< 0,0001; MNNG-HOS: 48 h: ́  = 0,0014, 72 h: ́  = 0,0007, 96 h: ́  = 0,0013, 120 h: ́  < 0,0001; 

jeweils n = 5).  

Bei den G1/S-Übergangs-Zellen der Zelllinie U2OS zeigte sich ebenfalls ab 48 Stunden nach der 

Behandlung eine signifikante Hemmung der Zellproliferation (48 h: ́  = 0,0068, 72 h bis 120 h: 

 ́Җ 0,0001; jeweils n = 5). Im Kontrast dazu präsentierte sich bei der Zelllinie MNNG-HOS erst 

ab 72 Stunden nach der Behandlung ein signifikanter Unterschied zwischen den CAP- und 

Argon-Versuchsgruppen (72 h: ́  = 0,0116, 96 h: ́  = 0,0028, 120 h: ́  = 0,0004; jeweils n = 5). 

4.4 Einfluss von CAP während verschiedener Zellzyklusphasen auf die Wachstumsrate 

Um das Ausmaß der CAP-bedingten Zellproliferationshemmung detaillierter beurteilen zu 

können, wurden die Wachstumsraten der Wachstumskinetiken aus Abschnitt 4.3 mithilfe 

eines Biomodells ermittelt und gegenübergestellt (Abb. 9).  

 



Ergebnisse 

 

 

43 
 

 

Abb. 9: Einfluss einer CAP-Behandlung während verschiedener Zellzyklusphasen auf die 
Wachstumsrate 
Die synchronisierten Zellpopulationen der Zelllinien U2OS und MNNG-HOS wurden während 
der aus Abschnitt 4.1 resultierenden Zeitpunkte (0-, 8-, und 16 Stunden nach der 
Zellzyklussynchronisation) für 20 Sekunden mit CAP beziehungsweise ausschließlich mit dem 
Trägergas Argon behandelt und über 120 Stunden inkubiert. Anschließend wurde eine 
Wachstumskinetik durchgeführt. Aus diesen in Abb. 9 aufgeführten Daten wurden die 
Wachstumsraten (k) berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD der Wachstumsraten 
sowie das Signifikanzniveau der durchgeführten ungepaarten t-Tests (  ́Җ 0,05 = *, 
 ́Җ 0,01 = **,  ́  Җ 0,001 = ***,  ́  Җ 0,0001 = ****).  

 

Die errechneten Wachstumsmodelle zeigten ebenfalls bei beiden verwendeten Zelllinien eine 

signifikante CAP-vermittelte Hemmung der Zellproliferation bei einer Behandlung während 

aller drei Zellzyklusphasen (U2OS: G1-S:  ́= 0,0012, S:  ́= 0,0001, G2/M:  ́= 0,0004; 

MNNG-HOS: G1-S: ́  = 0,0002, S: ́  = 0,0006, G2/M : ́  = 0,0041; jeweils n = 5).  

Zweifaktorielle ANOVAs ergaben, dass nicht nur die Behandlungsart (CAP/Argon = Faktor A), 

sondern auch die Zellzyklusphase der behandelten Zellpopulation (G1/S-Übergang, S-Phase, 

G2-/M-Phase = Faktor B) die Wachstumsrate beeinflusst (U2OS und MNNG-HOS: 

Faktor A: ́  < 0,0001, Faktor B:  ́< 0,0001; jeweils N = 30). Um zu untersuchen, ob CAP die 

Zellproliferation bei einer Behandlung während einer bestimmten Zellzyklusphase stärker 

beeinflusst, wurden zunächst Einzelvergleiche mittels Tukey-post-hoc-Tests durchgeführt. Bei 

beiden Zelllinien führte eine CAP-Behandlung während des G1/S-Übergangs zu signifikant 

niedrigeren Wachstumsraten als eine Behandlung während der S-Phase oder der G2-/M-Phase 

(U2OS und MNNG-HOS: G1-S vs. S: ́  < 0,001, G1-S vs. G2/M : ́  < 0,0001; jeweils n = 5). 
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Dahingegen wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen einer CAP-Behandlung von 

S-Phase- und G2-/M-Phase-Zellen hinsichtlich der Wachstumsrate festgestellt.  

Ein analoges Ergebnis zeigte sich bei beiden Zelllinien im separaten Vergleich der Argon-

Kontrollgruppen: Zellpopulationen, die während der S- und G2-/M -Phase ausschließlich mit 

Argon behandelt wurden, wiesen signifikant höhere Wachstumsraten auf als jene, die sich 

während der Behandlung überwiegend im G1/S-Übergang befanden (U2OS und MNNG-HOS: 

G1-S vs. S: ́  < 0,0001; G1-S vs. G2/M : ́  < 0,0001; jeweils n = 5). Zwischen den Zellpopulationen, 

die während der S-Phase und der G2-/M-Phase ausschließlich mit Argon behandelt wurden, 

waren ebenfalls keine signifikanten Divergenzen detektierbar. Des Weiteren lagen die 

Wachstumsraten dieser beiden argonbehandelten Versuchsgruppen im gemäß den 

Ergebnissen aus Abschnitt 4.2 erwarteten Bereich, wohingegen die Wachstumsraten der 

argonbehandelten G1/S-Übergangs-Zellen davon abwichen (U2OS: G1-S:  ̝= 0,0168, 

S: ̝  = 0,0238, G2/M: ̝  = 0,0225; MNNG-HOS: G1-S: ̝  = 0,0161, S: ̝  = 0,0253, G2/M: ̝  = 0,0245; 

jeweils n = 5). Daher besteht die Möglichkeit, dass dieser Effekt durch die variierenden 

Zeitintervalle zwischen der Behandlung und der Zellzyklussynchronisation beeinflusst wurde.  

Um die Effekte der CAP-Behandlung möglichst unabhängig von Einflüssen der 

Zellzyklussynchronisation darzustellen, wurden aus den komplementären CAP/Argon-

Ergebnissen die Quotienten der Wachstumsraten gebildet. Anschließend wurden die Daten 

mittels ANOVA auf signifikante Unterschiede geprüft (Abb. 10). 

Abb. 10: Vergleich der CAP/Argon-
Wachstumsraten bei einer CAP-
Behandlung während verschiedener 
Zellzyklusphasen 
Aus den in Abschnitt 4.4 dar-
gestellten komplementären Argon- 
und CAP-Wachstumsraten (k) der 
Zelllinien U2OS und MNNG-HOS 
wurden jeweils die CAP/Argon-
Quotienten errechnet. Anschließend 
wurden die Quotienten auf 
signifikante Unterschiede zwischen 
den verschiedenen Behandlungszeit-

punkten (G1/S-Übergang, S-Phase und G2-/M -Phase) mittels einfaktorieller ANOVA getestet 
(  ́Җ 0,05 = *). Je Zelllinie und Zellzyklusphase wurden fünf unabhängige Versuchsreihen 
durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD.  
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Die arithmetischen Mittel der CAP/Argon-Quotienten einschließlich ihrer Standard-

abweichungen lagen jeweils bei allen drei Behandlungszeitpunkten der beiden OS-Zelllinien 

unterhalb von eins. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der U2OS-Zellen, bei denen keine 

signifikanten Unterschiede festgestellt wurden, zeigten sich bei der Zelllinie MNNG-HOS im 

Rahmen einer einfaktoriellen ANOVA signifikante Differenzen zwischen den Quotienten 

(  ́= 0,0373, jeweils n = 5). Die nachfolgenden Tukey-post-hoc-Tests ergaben, dass eine CAP-

Behandlung während des G1/S-Übergangs gegenüber der G2-/M-Phase einen ausgeprägteren 

hemmenden Effekt auf die Wachstumsrate aufweist (  ́= 0,0314, jeweils n = 5).  

4.5 Einfluss von CAP während verschiedener Zellzyklusphasen auf die intrazelluläre 

Esterase-Aktivität und die Plasmamembranintegrität 

Nachdem die antiproliferative Wirkung von CAP auf die verwendeten OS-Isolate 

nachgewiesen worden war, wurde fluoreszenzmikroskopisch untersucht, ob die intrazelluläre 

Esterase-Aktivität in Kombination mit dem Verlust der Plasmamembranintegrität zwischen 

einer CAP- und einer alleinigen Argon-Behandlung variiert. Diese beiden Eigenschaften, die in 

der vorliegenden Versuchsreihe analysiert wurden, ermöglichen die simultane Ermittlung der 

Lebend- und Todfraktion einer Zellpopulation. Hierzu wurden die synchronisierten Zellen 

jeweils 20 Sekunden lang mit CAP oder ausschließlich mit Argongas behandelt und 

anschließend über 48 Stunden inkubiert. Der zweifarbige Fluoreszenzviabilitätstest wurde 

nach 0-, 24-, und 48 Stunden durchgeführt (Abb. 11). In jeder Probe wurde in dem Bereich mit 

der höchsten Zelldichte die Fraktion der Zellen bestimmt, die einen Verlust der 

Plasmaintegrität aufwiesen. Signifikante Unterschiede zwischen den CAP- und Argon-

Behandlungsgruppen wurden mittels ungepaarter t-Test ermittelt.  
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Abb. 11, Teil I: LIVE/DEAD®-Fluoreszenzmikroskopie synchronisierter U2OS- und MNNG-HOS-Zellen nach einer CAP-/Argon-Behandlung 
Die Beschreibung folgt auf Seite 48. 

A         U2OS         B        MNNG-HOS 
     Argon          CAP             Argon        CAP 

G1/S-Übergang 
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Abb. 11, Teil II: LIVE/DEAD®-Fluoreszenzmikroskopie synchronisierter U2OS- und MNNG-HOS-Zellen nach einer CAP-/Argon-Behandlung 
Die Beschreibung folgt auf der nächsten Seite. 
  

C         U2OS       D     MNNG-HOS 
     Argon          CAP             Argon        CAP 

S-Phase 
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Abb. 11, Teil III: LIVE/DEAD®-Fluoreszenzmikroskopie synchronisierter U2OS- und MNNG-HOS-Zellen nach einer CAP-/Argon-Behandlung 
Nachdem synchronisierte Zellen der Zelllinie U2OS (A, C, E) und MNNG-HOS (B, D, F) während des G1/S-Übergangs (A, B), der S-Phase (C, D) sowie 
der G2-/M-Phase (E, F) jeweils 20 Sekunden lang entweder mit CAP oder ausschließlich mit Argongas behandelt wurden, erfolgte nach jeweils 0-, 24- 
und 48 Stunden die kombinierte fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Zellen mit dem FITC-Filter (grün) und Texas Red Filter (rot) durch das 
Axio-Observer-Z1-Mikroskop. Dargestellt sind jeweils ein Exempel von vier unabhängigen Versuchen je Zelllinie und Zellzyklusphase.  

E        U2OS        F      MNNG-HOS 
     Argon          CAP             Argon        CAP 
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