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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Osteosarkome
1.1.1 Epidemiologie

Das Osteosarkorf©S)st mit einerGesamtnzidenzvon 23/1.000.000in Europadashaufigste
primare Sarkom des Skelettsystenidie Inzidenz derErkrankung weist een Maximalwert
wahrend derAdoleszenaind einen weiteren Anstiegim siebtenLebensjahrzient auf. Ab

einem Alter von zehn Jahrest das mannliche Geschlechéufiger betrofén[1¢4].

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die Atiologie istbislang nicht vollstandig verstandenund bildet daher den Gegenstand
aktueller ForschungB]. Esist jedochbekannt dasseine vorausgegangen&trahlentherapie
einenentscheidenda Risikofaktordarstellt, wobeiinsbesondere Kindegine dosisabhangige
Risikoerhdhungufweisen[5, 6]. Eine gro3eKorpersatur sowie ein hohes Geburtsgewicht
sind ebenfallsmit einem erhohten Risiko fur die Entstehung v08assoziiert. Als moglieh
Ursachea werden ein schnelles longitudinales Knochenwachstumd die Wirkung der
Wachstumshormoneliskutiert[7¢9]. Bisherwurden diverse mutierte Genend veréanderte
Signalwegén OSdentifiziert. Hierzuzahlen Veranderungen des Tumorsuppressorgens, TP53
des Retinoblastonil-Gers, der HelikaserGene(RECQL4, WRBLM)sowie der Signalwege
PISKAKFMTORYEGFA/VEGFR, AURKB undD@&feber hinaus wurdeAmplifikationenvon
CDRK/CDM, CyclinE und dem MY CGTranskriptionsfaktoiin OS nachgewieserj10, 11} Eine
Haupttreibermutation ist derzeit allerdings nicht belannt [12]. Genetische
Tumorpradispaitionssyndromewie die TP53Keimbahnmutabn, dasLiFraumeriSyndrom,
dasRothmunda; ThomsonSyndromgdasfamilidre Retinoblastomand Keimbahnmutatioenin
den BRCASeren weiseneine starke Assoziatiomit der Edwicklungvon OSauf[3, 12, 13]
Bei dlteren Menschengilt neben einer vorausgegangeme Bestrahlungauch das Paget

Syndrom al®in Risikofaktoiftir die Entstehung von d3, 14, 15]




Einleitung

1.1.3 Einteilung

Die Einteilung erfolgt klinisch nach der Lokalisatiand dem histopathologischen
Malignitatsgrad Es wirdzwischen intramedullaren und oberflachlichen &erschieden
wobei letztere in parostealgfriher parossal) und periosteale OS unterteilt werden
Parosteale OS treten in der Regel als Malignome mit geengelalignitat (Grad 1)
entsprechend der aktuellen WHKlassifikation auf, wahrend periosteale OS meist dem
Grad2 zugeordnet werderDas ntramedullare hochmaligne OS ist mit @der haufigste Typ

und stellt einen GraeB-Tumor darf13].

Dartber hinaus besteht eineveitere histopathologische Unterteilungbei der die
verschiedenen histologischen Erscheinungsformen koinzidieren konnen. Zu den haufig
vorkommendenhistologischenTypen des OSzéhlen solche mit einer osteoplastisckn-,
chondroplastiscen- und fibroblastisclen Morphologie, wahrend die lkinzellige-,

riesenzellhaltig- und osteoblastomahnlica Form seltener vorkomen [13].

Die SweetCordereGruppe unterteilte die OS abhangig von den aktivierten
Schlusselsignalwegen in sechs Grupp€mclinEl/CDK2, MYC/CDK9, CDK4/CDK6/FOXML1,
PTEN/PI3BK/AKT1/mTOR, AURKB und VEGFA/MBFR

1.1.4 Therapie

Eine zentrale Therapieséaulest die vollstandige chirurgische Resektioles Tumorssowie
resektablerMetastasenmit tumorfreien Schnittranderrj1l6, 17] Je nach Tumorauspragung
ist neben der Amputatioraucheine extremitatenerhaltendeRG-Resektionunter dem Einsatz
von rekonstruktiven Techniken moglich wodurch Patienten ein hdheres Mall an
postoperativer Beweglichkegrreichen kénneifil6, 18] Patientenindividualisierte Prothesen,
die im3D-Druckserfahren hergestellt wrden, kénnendie Rekonstruktion komplexer Defekte
verbesserr{19].

Des Weiterenhaben sich die adjuvanteund die neoadjuvante Chemotherapie im MAP
Regime, bestehend auSisplatin Doxorubicin undMethotrexat, etabliert [17, 18, 2@22].
Ifosfamid und Etoposicerwiesen sich als wirksame Therapiealternativg@3¢25]. Das
HinzufligendieserbeidenChemotherapeutika im Rahmen eines adjuvanten MASiiEemas
konnte das progressionsfreie Uberleben von Patienteie ein histologische Ansprechen

unter dem MAPSchemaaufwiesen,nicht verbessern, sondern erhdhte die Toxizitdt der
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Therapie Daher werden diesebeiden Medikamente vorwiegend erst zur Behanding
irresektabler Rezidiverkrankungen eingesef20]. Patienten im Alter von 4365 Jahrersollte
entsprechend der Ergebnisse aus der (EuropearBoneOver40 SarcomeStudy(EURO
B.O.SS)U¢eine altersadaptierte Therapie mitisplatin Doxorubicinund Ifosfamid angeboten

werden[21].

Die Strahlentherapisgollte lediglichbei noperablen HerdenResidualtumoren un&ezidiven

eingesetzt werdeii26, 27]

Die Identifizierung von Untergrupperbasierend auf genetischen Veranderungé&innte
neue Wege fur personalisiert€herapieansatzerodffnen [10]. Immuntherapeutischeoder
zielgerichteteTherapietrategiensind Gegenstand aktueller Forschung wedligen Gbedas
Potenzial die Therapieeffektivitainsbesonderdei Patienten mit Metastasepnuverbessern

wahrendNebenwirkungemreduziat werdenkonnten [18, 2&;33].

1.1.5 Prognose

Mit der Einfuhrung der systemischen Chemotherapieden 1970erJahren haben sich die
Funfjahresuberlebensraten{BJRbeimOSauf bis zu 70 % bei lokalisierten Erkrankungen und
auf bis zu 35 % bei metastasierten Erkrankungereblich verbesserd, 17, 21, 22, 25, 34
38]. Die 5JURist mit 65,8% fir das weibliche Geschlecht etwas hoher als fir das
mannliche(584 %), was darauf zurtickgefuhring, dass Jungen héaufiger zum Zeitpunkt der
Erstdiagnosdletastaseraufweisen2, 4, 36] Insgesamt weisehiszu 17% der Patienten bei
der Erstdiagnose bereitdakrometastasen auf, wobei sich diese in bis zu 86 % in der Lunge
undin bis zu 3%6 im Skelettsystem manifestier¢h7, 21, 22, 27, 388]. Der Nachweison
Metastasen bei der Diagnosestellumgjt as ein zentraler Padiktor fir eine unglnstige
Prognose, insbesondere wenn multiple bilaterale pulmonale HerdgéireMetastasen oder

ein Pleuradurchbruch vorliegda, 27, 36, 3841].

Eine langere Krankheitsgeschichte sowie eiaezégerte Behandlung nach der Biopsie sind
mit einer héheren Wahrscheinlichkeit fir ein schleditdéerapieansprechen assoziigs6].
Patienten mit mcht-metastasiert@ OS, die ein gutes Ansprechen auf die neoadjuvante
Chemotherapiemit mehr als 9® Tumornekroserin der histologischen Untersuchung
vorweisen,verfigenuber eine gute Prognosg2, 35, 36, 39, 40, 42DieseKorrelationist

beim metastasierterErkrankungsstadiugedoch nicht erkennba37]. Einelymphovaskulare
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Invasion sowie der Nachweis von zehn oder mehr Mitosen pro zehn hochvergrof3erten
Gesichtsfeldern ni  histologischen Resektionsprapagat nach einer neoadjuvante
Chemotherapiesind mit einer unginstigen Uberlebenswahrscheinlichkagisoziiert[39].
DarUber hinausrgaken retrospektiveimmunhistochemische Analysen von Tumorgewebe
einenegativeKorrelation zwischeder PDL1-Expressiomnd der 5-JUR43].

Die postoperative R@ituation ist ein entscheidender prognostischer Faktor fur eine hdohere
Uberlebenswahrscheinlichkejit7, 27, 36, 40, 44]Bei groRen Tumoren ist die vollstandige
chirurgische Resektion oft erschwert. Daher besteht eine indirekte Korrelation zwischen der

TumorgroRe und er Uberlebensratg36, 39]

Des Weiteren stellt eineinsachgemaldurchgefuhrte Biopsie zur Diagnosesicherung ein
erhohtes Risiko fiurdas Auftreteneines Lokalrezidis dar, welchesoftmals mit deletaren
Konsequenzen einhergef5]. Bei Patienten mieiner Rezidiverkrankung ist die Prognose mit
einer 5J(R von nur maximal 23 % eher schlecht wobei das frilhzeitige Auftreten eines
Rezidivs nach der BErstbehandlungals besonders prognostisch ungunstig identifiziert wjale
27]. Eineerneute vollstandige chirurgische Resektibei einem gutem Ansprechen auf die
Erstlinienpolychemotherapidiihrte bei Rezidigrkrankungenzu einer 53JUR von 42 %
undwird somit als bedeutendeEinflussfaktor flr eine verbesserte Prognesgesehen27,
36].

Altere Ratienten weisen im Vergleich zu anderen Altersgrupgierhéchste Sterblichkeitsrate
auf[2, 4,17, 40] Dieses Patientenkollektiv istlurch einelangereZeitspannezwischendem
Auftreten der Symptomeund der Diagnosestellungcharakterisiert Zum Zeitpunkt der
Diagnoseweisen Patientenmit Uber 60 Lebensphren haufiger Metastasenauf. Zudem
werden altere Patienten seltener miZytostatika therapiertoder in klinische Studien
eingeschlossefl5]. Mit zunehmenden Alter steigt die relative Haufigkekiner axialen
Tumormanifestationgdie mit einer schlechten Prognose einhergesofern der Tumonicht
ausreichend radikateseziert wrd [4, 21, 22, 36] Durchein optimiertes interdisziplinars
Management mit dem vermehrten Einsatz von Polychetherapien und radikalen
Operationenkonnte die Prognoseder Uber 60-Jahrigenin den letzten 2@ahrenbereits

verbessertwerden[21].
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1.2 Zellzyklus somatischer Zellen

Die durch den Zellzyklus regulierte Verdopplung einer Zelle dtellGrundvoraussetzung fur

die Entwicklung komplexer Organismen d&er Zellzyklus ist ein durch Proteine und
Signalmolekiile prazise reguliertes System, das in verschiedene Phasen unterteilt wird.
Wahrend der Interphase, bestehend aus den-,GS und G-Phase, werden die
Voraussetzungen fir die Segregation einer Zelle zu zwei Tochterzellen wahrend der
nachfolgenden MPhase geschaffen. In den-Bhase wachsen die Zellorganellen und das
Zellvolumen nimmt zu. Unter gunstigen Wachstumisd Zellteilungsbedigungen wird der
Restriktionspunkt (@S-Kontrollpunkt) am Ende deri€Phase Uberschritten, sodass in der
darauffolgenden %hase die DNMNerdopplung durch Replikation stattfinden kann.
Anschliel3end erfolgt wahrend derp-Bhase die Vorbereitung der Zelle fir die nachfolgende
M-Phase inklusive einer Uberprifung der DNA auf mégliche Schadesl-Bhase die auch
Mitose genannt wird, lasst sich wiederum chronologisch in Prophase, Prometaphase,
Metaphase, Anaphase, Telophased Cytokinese untergliedern, wobei eine Mutterzelle erst
wahrend der Cytokinese endgultig zu zwei Tochterzellen mit gleidbAGehalt getrennt

wird [46, 47]

Das Kernstick der Regulation bilden die intrazellular periodststehendenCyclinCdk
Komplexe[48, 49] Wahrend die Konzentrationen der GdkKtivierenden Cycline periodisch
schwanken bleben die CdKProteinspiegel konstant, sodass je nach Zellzyklusphase andere
CyclinCdkKomplexe aktiv sind[50]. CyclinRCdkKomplexe phosphorylieren je nach
Zellzyklusphase spezifischeoteine und stellen damit den Motor des Zellzyklus 9]
(Tab.1).
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Tab.1: Regulation des Zellzyklus durch CyeGidkKomplexe

(modifizierte Tabelle nach Vermeulen et al. und Pluta €64l. 52)
Zellzyklus Aktivierte Aktivierende Funktion der CyclirCdkKomplexe
phase CdK Cycline

Gi-Phase, CDKA4, CyclinD1, Koordiniert den Fortschritt der &Phase und

G/S CDK6 -D2,-D3 des G/S-Ubergangs via Phosphorylierung der

Ubergang RetinoblastorAProteine (RB) und der daraus
resultierenden E2vermittelten Transkription

G/S CDK2 Cyclin E Koordiniert den @S-Ubergang via Phes

Ubergang phorylierung der R®roteine und der daraus
resultierenden E2kermittelten Transkription

SPhase CDK2 Cyclin A Koordiniert die Prozesse deiPhase wie
beispielsweise die Inierungder Replikation

G/M - CDK1 CyclinB,-A Koordiniert die Einleitung der Mitose und

Ubergang 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 durchPhosphorylierung

Alle CDK8 Cyclin C Koordiniert die Fortfihrung des Zellzykhia
I -CateninSignalwegAktivierung; fordert den
Ubergang von der &5zur M-Phasebeginsigt
einen Zellzyklugrrest am @S-Ubergang durch
die Aktivierung von p2{p21CIP1)

Die Aktivitat der Cyclil®dkKomplexe wird durch zwei Gruppen CGldKibitorproteine
gehemmt, wodurch das Voranschreiten des Zellzyklus verzégert oder sogar unterbrochen
werden kann[53]. Mitglieder der INK4&amilie p15INK4B,p16INK4A, pl8INK4C und
p19INK4D) hemmen selektiv die CDK4 und CDK®6, die vorwiegend inflease aktiv sind,
wohingegen Mitglieder der CIP/KFamilie (p21CIP1, p27KIP1, p57KIP2) multiple CdKs in
unterschiedlichen Zellzyklusphasen inhibierd63¢55]. Bei DNASchaden vermitteln
Tumorsuppressoren eine gesteigerte Genexpression derli@diitorproteine, sodass die
Zellpoliferation bei erheblichen Veranderungen des Erbguts unterbundem y%8]. Ein
prominentes Beispielhierfir ist der p53p21-Signalweg der neben der Hemmung des

Zdlzyklusauch die Apoptose als Ausdruck geegrammierten Zelltodinitiieren kann[56].

Dartber hinaus konnen modifizierende Proteinkinasen der \AFeaahilie eine inhibitorische

Phosphorylierung nahe dexktiven Zentrums der CycddK Komplexe wéhrend det, &-
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und M-Phase katalysieref57]. Insbesondere die Suppression der CyeiB<iAktivitat
wahrend der GPhase dient der Verzogerung des/M -Ubergangs, sodass DM&haden vor
dem Eintritt in die MPhase behoben werden konngb8]. Die Cd®-Phosphatase wirkt der
WeelProteinkinase durch Dephosphorylierung entgeffedi.

Ein weiterer essenzieller Mechanismus der Zellzykluskontrolle ist der proteolytische Abbau
zellzyklusspezifischer Proteif@0]. Die sequenzielle dreiteilige Abfolge zur Markierung der
abzubauenden Proteine umfdsdie Aktivierung des Ubiquitinproteins durch dastizym,

die Konjugation des Ubiquitin vom Hhzym zum EEnzym und die Ligation des Ubiquitins

an das Substrat mithilfe der EBiquitin-Ligasg61]. Wahrend die ERigase APC/C durch die
Ubiquitinierung des CyclinBDK1, des CyclilEDKiKomplexes und des 8arins
vorwiegend die Progression der-Rhase reguliert, fungiert die E3gase SCF als Regulator in
multiplen Phasen des Zellzyklé®, 62]

Ob eine Tochterzelle im Anschluss an die Mitose den Zellzyklus fortfuhrt, hangt maf3geblich
von derMenge der hyperphosphorylierten Reroteinesowohlin der Mutter- als auchn der
Tochterzelleselbst ab [55, 6365]. Nichthyperphosphorylierte Proteine der REamilie
binden und hemmen EZFranskriptionsfaktoren, die die Expression zellzyklusrelevanter Gene
steuern [66¢68]. Der REE2FSignalweg dient daher als zentraler bistabiler Schalter am
Gi/S-Ubergang, der Wachstumssignale und DBbkaden in eine bindre Entscheidung
entweder fur die Zellproliferation oder fir den Ruhezustang®PBase) integert [66, 69, 70]

Ein Verlust der RBunktion kanneine unregulierte Zellproliferatiorbegiinstigen, waslas
Risiko zur Entwicklung von @®06ht[71, 72]

Ferner ist die Inaktivierung der APEPELLigase ebenfalls entscheidend fur die irreversible
Fortfiihrung des Zellzyklus anmi/&Ubergang da hierdurchdie Aktivitat esserzieller SPhase

Enzymewie der Ribonukleotidreduktasenicht langersupprimiertwerden [55, 70]

Unter bestimmten Bdingungen konnen Zellebereits vor demGy/S-Ubergang in die
zellteilungsinaktive Phase Ubagehen Sofern eine Zellein der Go-Phase ihre
Teilungsfahigkeit aufrechterhalt und spater unter guinstigen Bedingungen wieder in den
Zellzyklus eintreten konnteyird dieser inaktive Zustand als Quieszenz bezeichnet. Manche
Zellen verlieren infolge von DN#&chéaden, Telomerverkirzungen, onkogenem Stress oder im
Rahmen der Entdifferenzierung vollstdndig ihr Proliferationspotenzial und verharren

anschlie3end in einemndgliltig differenzierten Zustand, der Seneszenz genanntisd74]
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1.3 Zellzyklussynchronisation

Die Durchfihrung spezifischer Untersuchungerbeziglich des Zellzyklukann die
Synchronisation von Zellpopulationesrfordern. Dies erfolgtanhand vonverschiedene
physikalische und chemische Methoden, bei denerZellenin Zellkultuen artifiziell argeregt

werdenihren Zellzyklus zeitgleidbrtzufiihren.

Eine der physikaliscneMethoden ist das sogenanntimitotische Abschutteld{engl.mitotic
shakeoff), bei demmitotischeZellenaus einer Zellpopulatioisoliert werden. Diese Methode
basiert auf derErlenntnis, dass sicladharent wachsendeZellen wahrend der Mitose

abrunden undhre Adharenz zum Flaschenboden verliefés.

Zu denchemischen Methoderzahlen unteranderem die Blockade des Zellzyklairch

Nocodazol, HydroxyuregHU)oder einen Serumentzug

Ein Serumentzug der Zé&liltur resultiert in einem reversiblen Verharren der Zellender
Gi-/Go-Phase da durch das Fehlenvon Mitogenenessenzielle Gi/S-UbergangSignalwege
unzureichend aktivienverden und dieRBProteinedadurchhypophosphoryliert bleibefi76].

Nocodazolverhindert durch die Hemmung deMikrotubuluspolymersation wahrend der

Mitose die Konnektierungler Kinetochoreund bietet somit die Méglichkeitdass siclrrihe
M-PhaseZellen ineiner Zelkultur anreichern EinNachteilder Zellzyklussynchronisation mit
Nocodazostellt das potenzielle Auftretenvahn YA 0 2 1 A & OK Sy mitoficdslipiagar (G Sy W
dar. Hierbei kann der mitotische Zustanuicht aufrechterhalten werden, dazuvor
mitoserelevante Proteinewie Cyclin B oder Securidurch APC/Csubiquitiniert und
anschlieBend proteasomal abgebawuterden. Als Konsequenz kdnnemikronukleierte

tetraploide Zellerohne vorherige Zellteilunm die nachstes-Phasesintreten [77].

EineBehandlung der Zellemit HU auch bekannt als Hydroxycarbamigsultiert in einer
Zellzyklusblockadevdhrend der SPhase[78], da esdie Ribonukleotideduktasereversibel
inhibiert [79, 80] Die®s Enzym katalysiertie Umwandlungvon Ribonukleotidenin
Desoxyribonukleotid¢79, 80] was einen wesentlichen Schritt der DIB&dsynthesan der
SPhase darstell{47]. Diese katalytische Funktiorder Ribonukleotidreduktas®asert auf
einem protonengekoppelten Elektronentransfer zwischen ihren Rt R2Untereinheiten.
BereitsgeringeHU-Konzentrationen von 50 puM beeintrachtigen diedérmzessn OSZellen

sodass durch einainkontrollierte Reaktion freier Elektronen mit Sastff reaktive
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SauerstoffspezieROS) wi&uperoxidAnioren (Oy) und Hydroxylradikalen(l entstehen
konnen [81]. Die gesteigerte ROSEntstehung Uuberfordert zellulare Redox
Reailationssysteme sodasserhohte ROSSpiegeleine Dissoziation des TIMELH3AN
Komplexesvom Replisonbewirken Infolgedesserwird die Replikationsgabedestabilisiert
die Replikationverlangsamtund die Bildung von -Roops- RNADNAHybriden, die die
Replikationsgabel blockieren und dereRegressioninduzieren - verstarkt [81, 82]
Beiausreichend hohen HW¥onzentrationen von 500 pM HU kommt es zuséatzlich zur
erheblichen Reduktiorder DesoxyribonukleotieSpiegel wodurch die Verlangsamung der
Replikation zunimm{81]. Diese Mechanismendie durch HU induziert werdekdnnen
schiizen Zellerphysiologischerweiseahrendder SPhase vor Genominstabilitéat, indem die
Replikationsgeschwindigkeit an dierfigbarkeit von Desoxyribonukleotiden und den Redox
Status angepasst wirfd7, 81¢83]. BeiexzessiverHU-Konzentrationen potenzieren sich die
Effekte des HE sodas®in ausgedehnte Mangel anDesoxyribonukleotiden in Kombination
mit einem ausgepragtea ROSnduzierten Replikationsstress einen vollstandigen
Replikationsstillstandrerursachenkénnen Infolgedesserkénnen erhebliche DNASchaden
alsEinzel und Doppelstrangbrehe auftreten, die teilweise durch exogene Desoxynukleotide
kompensierwerdenkénnen[81, 84] SolcheDNASchaden, die vorzugweise in replizierenden
Zellen entstehen, begrinden dieytotoxischeWirkung hoher HU-Konzentrationenauf S
PhaseZellen[78, 85, 86] Aufgrund dieserzytotoxischenEigenschaftwird HU derzeit zur
Behandlung hamatoonkologischer Erkrankungen wie der Sichelzellandaviée der
chronischen myeloischen Leukdmie eingesef87]. Ferner kann die Hunduzierte
Zybtoxizitat eine Synchronisation von Zellpopulationen amiS@®&bergangbegiinstigen,
indem replizierende Zellen selektiv eliminiert werden wwuwinit eine Population
uberlebender @S-UbergangsZellen in der Zellkultururiickbleib{78, 88}
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1.4 Kaltes atmosphérisches Plasma

Kaltes atmosphéarisches Plasn@A@ ist einionisiertes Gagjaseine einzigartige Kombination
aus reaktiven Sauerstoff und Stickstoffspezies (RONS®)Jektrischen Feldern elektrisch
geladena Partikeh und PhotonerinklusiveUV-Strahlungenthalt. Mit einer Temperatur von
etwa 40 °Cist esflur den Einsatz auf menschlichem Gewebe geei{@t CAP wurde bereits
zur Hautdekatamination [90, 91] und Wundheilung[92] erfolgreich eingesetztDariber
hinaus wurde die antikanzerogene Wirkung von CABei zahlreichen malignen
Tumorerkrankungenn vitro nachgewiesengdarunter bei Glioblastonen [93¢95], Malignen
Melanomen [96, 97] Ovariat [98], Mamma [99], Bronchial [89, 100, 101]Kolon [95, 10X
103]und Prostatakarzinonen [104], sowie bei primaren Knochentumoren wie Ost¢b05¢
117], Chondre [118, 119] und EwngSarkonen [114¢116] Positive Ergebnisse aus
Experimentenmit verschiedenen malignen NeoplasienMausmodellenuntermauerndas

antikanzerogeneTl herapepotenzial von CAP5, 97, 120]

Der genaue Wirkmechanismus von CAP auf Zellemoigt nicht vollstandig verstandelks
wird angenommendass dieglurchCAP erzeugtereaktiven Sauerstoffund Stickstoffspezies
(RONSyie OHw By, 10z, H2Oz, O3, NOw) NGxowo DNOOuNd NO/NOs™ eine Schltsselrolle in
der zytotoxischen Wirkunginnehmen[89, 9496, 107, 113, 120,211]. Dementsprechend
fuhrten erhdhte RONEonzentrationen nach einer CAghandlung zweiner gesteigerta
Plasmamembranpermeabilittt00, 118] CARvermittelte DNASchadenwurden ebenfalls
beschrieben[93, 95, 107]wobei unklar istob RONS direkt Schaden im Zellkern verursachen
oder ob die RONS/ermittelte Aktivierung apoptotischer Signalwege ursachlgttj122]. Die
durch eine CAPBehandlungentstandenen DNAchaden[107, 121] die mitochondriale
Dysfunktion100], die gesteigerte Expressioron p53[103, 105, 123lndp21[123]sowie die
gesteigerte Aktivierung von Casp&3¢95, 97, 99, 104103] sind mal3geblichan der CAP
induzierten Apoptose beteiligt [89, 95, 9¢99, 10103, 118, 119, 123]Darluber hinaus
wurden ZelkyklusArreste in der Gi-/Go- [104], S [95] und G-/ M-Phasg95, 123;125] nach
einer CAMBehandlunghachgewiesenEineerhdhte antitumorale Immunaktivitat nach einer
Behandlung mit CAP wurde ebenfalls beobac[@8t 96] Die selektivezytotoxische Wirkung
auf maligne Zellerdie einen grof3en Vorteijegentbemerkdmmliche Krebstherapierwie
der Chemotherapie undler Strahlentherapiedarstellenwirde, wurde mehrfach postuliert

aber auch kritisch diskutieff6, 98, 99, 113, 114, 120, 126]
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1.5 Apoptose

Der Zelltod durchdie Apoptose ermdglicht in Synergie mit der Zellproliferationlie
Aufrechterhaltung der Gewebshomoostase[127]. Neoplasien sind Ausdruck eme
Dysregulationdieser Prozessgl28, 129] Zu den zwei Aktivierungssystemder Apoptose
gehoren der extrinsische und der intrinsische Weg, wobei sich diese gegenseitig verstarken
kénnen[130].

Derintrinsische Wegauchmitochondriale Weggenannt, wirddurch die BZellLymphom2-
Proteirfamilie  kontrolliert Diese Proteinfamilie lasst sich in  proapoptotische
Effektorproteine, proapoptotische BH#ly-Proteine und antiapoptotische Proteine
unterteilen. Antiapoptotische Proteine wie B2| Bcixl, Bciw, Mch1, Bft1 und Bcb binden
und inaktivieren sowohl diproapoptotischen BH8&nly-Proteine (Bad, Bid, Bik, Bim, Bmf, Hrk,
Noxa und Puma) als auch die proapoptotischen EffektorproteiAX &nd BAK [131].
Zytotoxische Stimuli, der Entzug von Wachstumsfaktoren, -Bth@den und hohe ROS
Spiegelkénnen die Menge an antiapoptotischen Proteinen reduzieren gleichzeitigdie
Produktion sowie die Freisetag von BHnly-Proteinen erhdlen [131, 132] BH3only-
Proteineverfiigen Uberdie Fahigkeidie Inhibition von BXund BAKaufzulésen[131, 133]
Hierdurchkdénnen BAX und BAKermehrt Homooligomere bildendie sich in die auf3ere
mitochondriale Membran einfiigen urderenMembranpermeabitat fordern[131, 132] Der
Verlust der mitochondrialen Plasmamembranintegritélirt unter anderemzur Freisetzung
vonCytochrom c in dagytoplasmg131, 132, 134]Cytochrom cekrutiert denapoptotischean
Proteaseaktivierungsfaktet und bildet mit ihm den Apoptosomkomplex der
Initiatorcaspasen wie die Caspas® aktiviert Diese wiederum  aktivieren
Effektacaspasernl34].

Der extrinsische Weg wird durdlie extrazellulare Ligandenbindung an Todesrepegph
initiiert. Dies fuhrtzur Aktivierung deCaspase, die wiederum ebenfallsEffektorcaspasen
stimuliert[132].

Beide Signalwege munden iniedExekutionsphasejn der die Effektocaspasen den
kontrollierten Zelltod bewirkenHierbei rehmendie Caspas& und -7 eine Schlisselrollein,
indem sie durch eine Aktivierung von Endonukleasen die DRgmentierung und den
proteolytischen Abbau des Zytoskeletts initéar [135]. Morphologisch préasenti¢ sich

wahrend der Apoptose zunadchseine Zellschrumpfung, eine Kernpyknosg eine

11
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zytoplasmatische Vakuolisierungefolgt voneiner Karyorrhexis un@inem Zerfall der Zelle in

multiple membrangehiillte FragmenteliealsApoptosekdrpercheezeichnewverden[135].

Eine weitere Form des Zelltodes ist die Nekrose. Im Gegensatz zur Apoptabesast
durchdenVerlust der Plasmamembranintegritat, das Anschwellen der Zellorganellen und
eine Inflammationinfolge freigesetzter Zellbestandteile charakterisi@g32, 135] Da die
Nekrose und die Apoptose morphologische Ausdrucksformen eines gemeinsamen
biochemischen Netzwerks darstellewird auch von einem ApoptosiekroseKontinuum
gesprocha [136].

Aufgrund fortlaufend neuer Erkenntnisse zu derbiomolekularen Mechanismen des
programmierten Zelltodestellte das Komitee fir die Nomenklatur des Zelltodteslahr2018
erneut ein Konzept miveiteren Unterformenwie beispielsweiseler Nekroptose, Pyroptose

oder Ferroptoseror [132].

12
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2. Zielsetzung

Seitetwadrei Jahrzehntemprasentiert sichin Nordamerika und Europein Plateau der 8UR

bei den unter 25ahrigenPatienten, die an einen®Serkrankt sind[2, 4, 137] Neuartige
zielgerichtete und immunologische Therapieansakominten bisher keine nennenswerte
Verbesserung deereignisfreien Uberlebesmaten erzielen[18]. Es bedarfdaherinnovativer
Therapieansatzeum das Uberleben und die Lebensqualitat von Patienten mit ossaren

Sarkomen zu verbessern.

Es wurdebereits konstatiert, dass CAP eizllproliferationshemmungl05, 106, 108, 114,
116¢119], eine Steigerung des intrazellulareroxidativen Stresss [106¢108, 114]
DNASchaden [107], eine Apoptoseinduktion [107, 108, 114, 119] eine
Angiogenesehemmund 17] sowieeinenVerlust der Plasmamembranintegritfit16, 118]in
ossaren Sarkordellkulturen bewirkt. Die Wirkung von CAPwahrend der einzelnen
Zellzyklusphaserst bislangweitestgehendunbekannt Daherwar dasZiel dieser Arbejtdie
Effekte des Kaltplasma wahrend verschiedene Zellzyklusphasen mithilfe von
synchronisiertea ossaren Sarkonzellen zu ergrinden Hierzu wurden folgende

Fragestellungen formuliert:

l. WelcheZellzyklussynchronisatismethodegeneriertbei den verwendeterzelllinien
eine adaquateSynchronisation, sodass Folgeversuzteerlassiglurchfiihrbar sind?

Il. Beeinflusst eine  CAPBehandlung wahrend bestimmter Zellzyklusphasendie
Zellproliferation die Zellviabilitat, die Plasmamembranintegritat sowie die
Apoptoseaktivita?

II. Existiert in bestimmten Zellzyklusphasen eine erhdhte Vulnerabilitdt gegeniber einer
CAPBehandlung, die sichdurch starkere Effekte im Vergleich zu anderen

Zellzyklusphasen manifestiert?

13
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3. Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Zellinien

Die Zelllinie MNN@GIOS wurde aus einem Osteosarkom des Femurs einrihtijen isoliert
und anschlieBendin vitro mit N-Methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin behandeltDie U20S
Zellen sind ebenfalls den Osteosarkomen zuzuordued stammen aus der Tibiaeiner
15 Jahrealten Adbleszentin Beide Zellisolate wurden von CellLinesService (Eppelbeina)-

ben und weisen ein adharentes einschichtiges Wachstum in Zellkulturgefa3gr88uf39]

3.1.2 Zellkulturmedien und-zusatze

Teb. 2: Zellkulturmedien und-zusatze
Produkt ProduktNr.  Hersteller
10x Trypsin/EDTA P10024 100 PANBiotech, Aidenbach
Dulbecco's Modified Eagle's Medium P0441150 PAN Biotech, Aidenbach
(DMEM)
Fotales Kalbeserum (FCS), P301506 PAN Biotech, Aidenbach
hitzeinaktiviert (30 min, 56C)
Penicillin/Streptomycin (P/$)0.000 U/ml  P0607100 PAN Biotech, Aidenbach
Penicillinund 10mg/ml Streptomycin

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tah 3: Verbrauchsmaterialien

Material ProduktNr.  Hersteller

CASYup® 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 Gefal3 1,6 ml weil3 72380 Sarstedt, Némbrecht

Entsorgungsbehalter 6 L 773.897.060 Sarstedt, Nurmbrecht

Filterspitzen 10 pl 701130210  Sarstedt, Nirmbrecht

Filterspitzen 200 pl 703.031.355 Sarstedt, Nirmbrecht

Filterspitzen 1000 pl 703.050.355 Sarstedt, Nurmbrecht

L y OA R A(@lucoptofardai®) 3011510 EcolabMonheim am Rhein
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MICRGTOUCH® Nitrile Sterile 700123 Ansell, Brussel (Belgien)
Handschuhe

Mikroreaktionsgefafd 1,5 mi 72.690.001  Sarstedt, Nurmbrecht
Mikroreaktionsgefafd 2 ml 72.691 Sarstedt, Nirmbrecht
Pasteurpipette 230 mm 40.567.002  Assistent, Sondheim
Pipettenspitze 2,5 ul 703.010.285 Sarstedt, Nurmbrecht
Pipettenspitzen 20 pl 701.116 Sarstedt, Niurmbrecht
Pipettenspitzen 250 pl 70.760.001  Sarstedt, Nurmbrecht
Pipettenspitzen 1000 pl 703.050 Sarstedt, Nurmbrecht
Serologische Pipette 5 ml 861.253.001 Sarstedt, Nirmbrecht

861.254.001 Sarstedt, Nirmbrecht
861.685.001 Sarstedt, Nurmbrecht
101666534  Sartorius,Gottingen
833.922 Sarstedt, Nirmbrecht
TCPlatte 96 Well, Cell, +F 833.924.300 Sarstedt, Nirmbrecht
Vernichtungsbeutel 861.197 Sarstedt, Nurmbrecht
Zentrifugenréhre 5 mly5 x 12 mm, PS 551579 Sarstedt, Niurmbrecht
Zentrfugenréhre 15 ml, 120 x 17 mm, F 62554502 Sarstedt, Niurmbrecht
Zentrifugenréhre 50 ml, 114 x 28 mm, | 62547254 Sarstedt, Numbrecht
Zellkulturflaschen T25 690.175 Greiner BieOne GmbH,
Kremsmiinster (Osterreich)

833.911.002 Sarstedt, Nirmbrecht
833.912.002 Sarstedt, Nurmbrecht

Serologische Pipette 10 ml
Serologische Pipette 25 ml
Spritzenvorsatzfilter, 0,2um, steril
TCPlatte 24 WellStandard, F

Zellkulturflaschen T75
Zellkulturflaschen T175

3.1.4 Chemikalien

Tah 4: Chemikalien

Stoff Reinheit CASNTr. ProduktNr.  Hersteller
2-Propanol, 51 X PPz« 67-630 9781.2 Carl RothKarlsruhe
Dimethylsulfoxid X dd: 67-685 A994.2 Carl Roth, Karlsruhe
Ethanol X (i 64175 5054.1 Carl Roth, Karlsruhe
HydroxyuregHU) 98% 127-07-1 A10831.06 Alfa Aesar by Thermo
Fisher Scientific
Waltham (USA)
Nocodazol X pdiz 31430189 M1404 SigmaAldrich,
Taufkirchen
Propidiumiodid X ¢y 25535164 P1304MP Invitrogen byThermo

Fischer Scientific, Euger
(USA)
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3.1.5 Gase
Tah 5: Gase

Gas Reinheit CASNTr. ProduktNr. Hersteller

Argon X PP 744037-1 PO021S10R2A001 Air Liquide, Dusseldorf

Kohlenstoft X  di 124389 I5100L40ROA001 Air Liquide, Dusseldorf

dioxid

3.1.6 Kommerzielle Puffer und Lésungen

Tah 6: Kommerzielle Puffer und Losungen

Produkt ProduktNr.

Hersteller

Akasolv Aqua Care 272145

AkadiaChemie, Plankstadt

.5 C!/{n [ tSIy 340345

BD Bioscience, San Jose (USA)

.5 Cl!/ {n {KSI Uf342003

BD Bioscience, San Jose (USA)

.5 C!/ {n { Kdzi R3 334224

BD Bioscience, San Jose (USA)

OMNI Life Science, Basel (Schweiz)

OMNI LifeScience, Basel (Schweiz)

CASYblue® 5651760
CASYclean® 5651787
CASYton® 5651808

OMNI Life Science, Basel (Schweiz)

Dulbecco's phosphate buffered P0436100
saline (DPBS)

PAN Biotech, Aidenbach

Dulbecco's phosphate buffered P0436500
saline (DPBS) mit CaMg**

PAN BiotechAidenbach

3.1.7 Kommerzielle Kits und Reagenzien

Tah 7: Kommerzielle Kits und Reagenzien

Produkt ProduktNr.

Hersteller

/| Sttt 9@Syidn /| &l C10423
Detection Reagent

Thermo Scientific, Waltham (USA)

CellTiterBlue® Cell Viability Assi G8081

Promega Corporation, Madison (USA

[ Lx9k59! 5 YAO R37601
Zellbildgebung (488/570)

Thermo Scientific, Eugene (USA)

[ A @ $CalbehBN) y R37601A

Thermo Scientific, Eugene (USA)

5 S| BORESIBI) R37601 B

Thermo Scientific, Eugene (USA)

RNAase, Dnasand Protease ENO531
free (10 mg/ml)

Thermo Fischer Scientific, Vilnius
(Litauen)
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3.1.8 Gerate

Tah 8: Gerate

Gerat Typ Hersteller
Absaugsystem N86KN.18 KNRNeuberge, Freiburg
Absaugsystem AZ02 Ditabis, Pforzheim
Absaugsystem VACUSIP Integra Biosience, Zizers
(Schweiz)
Autoklav VX120 Systec, Wettenberg
CASW Cell Countaand Analyzer Model TT OLS, Bremen
CQ-Inkubator INCO 246 Memmert, Schwabach
Digitaler Pipettierhelfer SU1700 Sunlab, Mannheim
Durchflusszytometer .5 Cl! [ { BD Bioscience, San Jos

Flow Cytometer

(USA)

Einfrierbox a N CNER a U Thermo Fisher, Walthan
(USA)
EinkanalMikroliterpipette D-10 Brand, Wertheim
Transferpipette S 0,§ 10 pl
EinkanalTransferpipette S 2 20 ul D-20 Brand, Wertheim
EinkanalTransferpipette S 1 100 pl D-100 Brand, Wertheim
EinkanalTransferpipette S 101000 pl D-1000 Brand, Wertheim
ElektronischeMehrfachdispenser HandyStep® touch Brand, Wertheim
DEM
Feinwaage CPA225D Sartorius, Gottingen
Flockeneisbereiter RF0399A Manitowoc Ice,
Manitowoc (USA)
FluoreszendMikrotiterplatten-Lesegerat FLUOstar Optima BMG Labtech, Offenburt
Kaltplasmageréat kKINPen® MED neoplas, Greifswald
Kuhlschrank LCv 4010 Liebherr, Ochsenhauser
(Osterreich)
KryoGefriertruhe KLS 608@ Kryotec, Hamburg
LabortiefkiihiLagerschrank Mediline LGUex  Liebherr, Bulle (Schweiz
1500
Magnetrihrer RCTClassic IKA, Staufen im Breisgal
Mehrfachdispenser Multipipette® Plus Eppendorf, Hamburg
Mikroskop DM IL LED Leica, Wetzlar
Mikroskopkamera ICC50 HD Leica, Wetzlar
Mikroskop Axio Observer Z1 Carl Zeiss, Jena
+ O, Modul S
+CQ Modul S
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+ Temp Modul S
+ Heating Unit X&

Mikrozentrifuge

CNX &a 02 u + Thermo Scientific,
Waltham (USA)

Sicherheitswerkbank

Herasafe KS 12 Thermo Scientific,
Waltham (USA)

Universalzentrifuge

a dzf G A T dz3 € Thermo Scientific,
Waltham (USA)

Universalzentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg
Vortexmischer MS3 basic Ika, Staufen
Wasseraufreinigungssystem Astacus MembraPure,

Henningsdorf

Wasserbad

Aqualine AL25 Lauda Scientific, Lauda
Kdnigshofen

3.1.9 Software

Tah 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!/ {5AQnu{2Fi

BD Bioscience, San Jose (USA)

Ct26W2u QOmndy

BectonDickinson, Franklin Lakes (USA)

FLUOstar OPTIMA

BMG Labtechnologies (Ortenberg)

Imaged 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 wurdestetsunter sterilen Bedingungen an der Sicherheitswerkbank
durchgefihrt. Die Flachen der Sicherheitsbank wurden vor und nach der Benm#un@%o
ethanolhaltigen Desinfektionsmittel gesdubertUnsteril verpackte Materia¢n, die mit der
Zellkultur in Kontaktraten, wurden zuvor mittels Autoklavierung steriligieDie innerhalb der
Sicherheitsbank eingesetzten Gerate wurden vor der Verwendung mit einer Losung
desinfiziert,die entweder 70%Ethanol oder2 %Glucoprotami®enthielt. AuRerdem wurde

die Sicherheitsbank stetdle 14 Tageagrindlichgereinigtund mit dem integrierten UVLicht
bestrahlt.

3.2.2 Kultivierung der Zellen

Die verwendeten Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 25
75 und 175cm2 mit dem in Tab 10 aufgefihrten Medium ausgesébDie Inkubation der
Zellkulturen und der Versuchsproben erfolgtstets in einem Begasungsbrutschrank bei
37°C5%CQ und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 8@. Es erfolgte taglich die
lichtmikroskopische Beurteilung hinsichtlich der Konfluenz und Morphologie. Das Vollmedium
wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Sobald die Zellkulturen eine Konfluem80- 90 %erreicht
hatten, wurden die Zellenentsprechend den in Tal0 beschriebenen Umsetzungs
verhaltnissensubkultiviert oder fir Versuche verwendet. Fir diperimentewurden

ausschliel3liczellen der Passagern®6 eingesetzt.

Tab.10: Ubersicht der ZelllinienyVollmedien, Trypsininkubationszeiten und
Umsetaings/erhaltnisse

Zelllinie Medium Medienzuséatze  2xTrypsin/EDTA Umsetzungs
Inkubationszeit verhaltnis

Uu20S DMEM 10 % FCS, 1% P/. 3 Minuten 1:5-1:20

MNNGHOS DMEM 10 % FCS, 1% P/. 3 Minuten 1:4-1:6
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3.2.3 Ernte undSubkultivierung der Zellen

Um stets optimale Wachstumsbedingungsitherzustellenwurden die Zellen beeiner
Konfluenzvon 90% subkultiviert. Hierzu wurden die Zellen zunachst geerntet. ersten
Schritt der Ernte wurdéas verbrauchte MediurabgesaugtAnschlie3end wurdedie Zellen

mit den in der Tabl1l angegebenerVoluminaDulbecco's PhosphatBuffered SalindDPB$
gewaschen, unRuckstande des Mediunagn Flaschenboden zu entfernddiese Malihahme
gewabhrleisteg, dass die Wirkung des im nachsten Sclaplizierten2xTrypsin/EDTA nicht
durch das im Medium enthaltenitale KalberserumRC$beeintrachtigt warde. Die Zellen
wurden entsprechend der in TalO und -11 aufgefihrten 2xTrypsin/EDTAolumina

und -Inkubationszeitenim Begasungsbrutschrank inkubieRaraufhin wurden die derweil
inadherenten Einzelzellen mit einer serologischen Pipette mehrmals vollstandig
aufgenommen und Uber den gesamten Flaschenbodbégegeben, sodasanschliel3end
maoglichst vieleZellen in eie Zentrifugenréhremit vorgewarmten Vollmedium dberfahrt
werden konnten Zur Fortfihrung der Zellkultur wurden die gewonnenen Zellsuspensionen

entsprechend der iTah 10 aufgefihrten Verhaltnissen ausgesat.

Tah 11: Ubersicht der zellkulturrelevanten Volumina

FlaschengrofRe (cm?) DPBS 2XTrypsin/EDT/ Medium
25 1mi 0,5 ml 5 ml
75 2 mi 1ml 13 ml
175 5 mi 3ml 28 ml

3.2.4 Kryokonservierung und Rekultivierung

Zur langfristigen Lagerung der verwendeten Zelllinien wurde eine Kryokonservierung
durchgefuhrt. Hiebei wurden die Zellen aus nahezu vollstandig konfluenten
Zellkulturflaschenwie in Abschnitt3.2.3 beschrieben geerntet. Nach der Bestimmung der
Zellzahlmit dem CASY®ellCounterand AnalyzeModell TT(CASY®yvie in AbschnitB.2.5
beschriebenwurden die Zelleriiir 5 Minuten bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung
(rcf) von1000 pelletiert.Basierend auf der gemessenen Zellzahl wurderZéigen in einem
Kryomedium aus 7% zelllinienspezifischem Medium, 20 FCS und 26 Dimethylsulfoxid
(DMSO) resuspendiert, um eine Zellsuspension mit einer KonzentratioBxwbéf Zellen/ml

herzustellen Jeweils Inl dieser Zellsuspension wurde in eiryégefald iberflhrt. Dieses
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wurde zunachstiber 48 Stunden in einemit 2-Propanol gefuliten Einfrierbox langsam mit
etwa 1°C pro Minute auf -80°C gekihlt. Daraufhin erfolgte die dauerhafte Lagerung
bei-140°C ineiner Kryo-Gefriertruhe.

Zur Rekultivierung wurdemlie Kryogefa@ inklusive Zellerzunachstin einer Einfrierbox
bei -20°C und anschlieBend im Wasserbad bei’@G7erwarmt.Nach dem vollstédndigen
Auftauen der Zellen wurden diesech einmaligm sanftem Resuspendieren in eenl5ml
Zentrifugenrohrelberfuhrt, de bereits 7 ml Vollmedium enthieltDie Suspension wurde
5 Minuten lang bei 500cf zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und verworfen.
Nachfolgend wurden die Zellen mitnd frischan Vollmedium resuspendiert und inire

T75Flascheausgesétdie bereits 10nl Vollmedium enthielt

3.2.5 Zellzahlbestimmung mittelCASY® Cell Counter and Analyzer

Der CASY®nisst die Leitfahigkeit zwischen zwei Elektroden, die durch eine definierte Pore
getrennt sind. Durch das Ansaugen der Zellen aus dem CASYcup® inl8@s> Y
durchmessenddlesskapillare passieren dies#ePore und erzeugen ein eleldchesSignal,

das in Abhéangigkeit vonder ZellgbRe variiert. Je groRer der von einer intakten
PlasmamembranumschlosseneKoérper ist, destohoher ist der elektrische Widerstand
zwischen den Elektrodenda die Plasmamembran isolierende Eigenschaften begitzt
Rahmen des Zelltodes kann die Plasmamembran ihre Isolationsfahigkeit verlieren, lsgidass
toten Zellen tiblicherweise nurdas Volumender Zellkerneregistriert wird. Zellaggregate
werden ebenfalls vomGerat erkannt und mittels volumenbasiert&orrekturechnung
exkludiert. Aufgrundson unterschiedliche ZellgroRender verschiedenen Zelllinien wurden
die Grenzen fur den Normierungscursor (Grenze zwischen Zelltrimmern und toten Zellen) und
den Auswertungscursor (Grenze zwischen toten und vitalen Zelledijvidtwell nach

Herstellervorgaben eingemessénab. 12)

Tab.12: Messparameteram CASY® Cell Coungerd Analyzer

Zelllinie X! OKaS w>Yb2NNYASNHzy3a! dza ¢ SNI dzy 3 &
U20S 60 7,20 13,95
MNNGHOS 60 7,20 14,85

Der CASY® wurde valer Nutzung durch drenaliges Durchlaufen des CASCRan

Programms gereinigt, sodass eine Probemessungamsschliel3liciLOml CASYton®ine
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Zellkonzentration vonweniger als 1000 Zellenml ergab. Um diegravitationsbedingt
abgesunkenen Zellen gleichmafiig in der Zellsuspension zu distribuieren, wumdehstas
Mikroreaktionsgefald drenal invertiert undanschlie3endlie Zellsuspension dmaial mit der

Pipette resuspendiert. Im Anschluss wurden 2Oftler Zellsuspensionn ein CASYcup®
pipettiert, dasbereits9,9 ml CASYon® enthielt. Dieses wurde ebenfalls dnai invertiert. Die
Messung erfolgte in drei Messzyklen mit einem Probenvolumen von jeweils $00 Zyklus.

Das Geréat beriicksichtigte die Verdinnung von 1:100, sodass die Anzahl der lebenden Zellen
pro Milliliter angezeigiwurde. Nach der Benutzung wurdeedCASY® stets durch dreimaliges

Durchlaufen des CAS@d@anProgramms gereinigt.
3.2.6 Zellzyklussynhronisation

3.2.6.1 Nocodazolblock undMitotic Shake-offW

Diese Methode ermdglicht die Synchronisation der Zellkahudurch eine Blockadeles
Zellzyklus wahrender M-Phase Das pulverférmige Nocodazol wurde zunachsbMSOzu
einer Konzentration von 0,0hg/ml gel6st. Anschlie3end erfolgte die Behandlung der
subkonfluenten Zellkulturen mit 108y Nocodazainl Medium. Nach einer Inkubationszeit
von 16 Stunden wurden die rundlichenadhérenten, mitotischen Zellen durch vorsichtiges
Schitteln und Beklopfen der Flasche vollstandig mobiligmeitt einer serologischen Pipette
aufgesammelt undanschlielendin eine Zentrifugenréhe uUberfluhrtDie darauffolgende
Zentrifugationbei 300rcf fir 5Minuten und das Hinzufligen von°€ kalten DPBSvurden
zwemal wiederholt um Nocodaolmolekiile von der Zellkultur zu trennebDie Verwendung
von gekuhltemDPBSst essemziell, um den tetraploiden Eintritt der Zellen in di&-Phase

(0 #otic Sippagey moglichst zu verhindern AbschlieRend wurden die Zellen mit
vorgewarmtem Vollmedium resuspendiert, um den Wiedereintritt in den Zellzyklus zu
ermoglichen.Die Zellkonzentration wurde mithilfe des CAS¥®temszur Vorbereitung

weiterfihrender Analysebestmmt.
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3.2.6.2 Hydroxyureablock

Durch dielnhibition der Ribonukleotideduktasebewirkt HU einen Zellzyklusarrestéhrend

der SPhase.Den subkonfluenten Zellen wurdeedin der Tab11 aufgefuhrte Menge an
Medium, dasmit 4 mM HU versetzt war, hinzugefugt. Nadiner 24-stiindigeninkubation
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen maimit DPBS gewaschen. Anschlie3end
wurden die Zellen trypsiniert und in enZentrifugenréhremit vorgewarmtem Vollmedium
Uberfuhrt. Um eine priongierte Inhibition des Zellzyklus aufgrund von verbliebenden
HU-Molekullen zu verhindern, wurde die Suspension jeweils makhei 300rcf fir 5 Minuten

bei 20°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen, frisches Vollmedium hinzugefiigt und die
korpuskulareamit den flissigen Bestandteilen diluiert. Infolgedessen ergab sich fur die Zellen
die Mdglichkeit ihren Zellzyklus fadfiihren, sodass dieser Schritt den fir alle weiteren
Analysen geltenden Startpunkt definiert.Um darauffolgende Experimén mit einer
gewilnschten Zellzahl durchzufihrenurde die Zellzahl der Zellsuspension mittels CASY®

ermittelt.

3.2.6.3 Serumentzug unddydroxyureablock

Als Resultat der Methodesuche wurde eine Kombination aus einemn24-stundigen
Serumentzug gefolgt von eine 24-stiindigen HU-Behandlung angewendet. Hierdurch
wurden die Zellen nach dem Verharren in dé#-/Go-Phaseam Eintritt in die SPhase
gehindert und befanden sich somit a@/ S-Ubergangkurz vor Eintritin die SPhase. Um das
serumhaltige Medium mdoglich@t seiner Ganze zu eliminieren, wurde das Medium entfernt
und die Zellen zweial mit DPBSgewaschen. Anschliel3end wurde das Mediudas mit
0,1%FCS und %P/S versetzt war, in die Flasche pipettiert. Zellkultudiajm Rahmen der
Methodenetablierungmit einem FCSreien Medium (0,0%FCSpehandeltwurden, wiesen
lichtmikroskopisch zahlreiche abgestorbene Zebemh Nach einer 24tiindigen Inkubation
wurde das Medium erneut abgesaugt und die Zellen BRBS gewaschen. Nachfolgend
wurde, wie bereitsim Abschnitt3.2.6.2beschrieben eine Blockade des Zellzyklus mit HU

durchgefinhrt.
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3.2.7 Durchflusszytometrie der synchronisierten Zellen

ZurVorbereitung der Proben fir die Durchflusszytometrie wurden die synchronisierten Zellen
in einer Konzentration von $10° Zellen mit 5ml Vollmedium inT25Flasche ausgesatBei
den Proben die denZeitpunkt OStundennach der Zellzyklussynchronigat darstellen,
wurde aus Grunden dexxperimentellen Machbarkeitkeine erneute Aussaatorgenommen
Sattdessen wurderb x 10° Zellen alsbald nach der Abtrennung des Hemmstaféssntet. In
allen anderen Fallen erfolgte die Ernteaam der gewilnschten Inbationszeit. Um
inadharente mitotische Zellen fur die nachfolgende Analyse zu inkludieren, yeweds das
Medium mit einer Pipette aufgesammelt und in einZentrifugenréhre tUberfuhrt.
Anschliel3end wurden die Zellen mit Ovb DPBS gewaschen, wobei das DPBS ebenfalés in d
Zentrifugenrohretberfuhrt wurde. Daraufhin wurderie adharentenZellenin der T25
Flasche wie bereits in Abschni®.2.3 beschriebenmit 0,5ml 2xTrypsin/EDTArypsiniert
Diese Suspension wurdeweils dem Inhaltder ZentrifugenrohrehinzugefiigtDas bereitsn

der ZentrifugenréhrevorhandeneMedium inhibierte die Trypsinwirkung. Im letzten Schritt
wurden die wenigen verbliebenden Zellen mittels MEDPBS aufgesammalind ebenso
uberfuhrt. Die gewonnene Zellsuspension wurd®liButen langbei 1000rcf zentrifugiert

Der Uberstandwurde unter Verwendung der Absaugpumparsichtig entfernt.Um die
Versuchsproben zu spateren Zeitpunkten analysieren zu kénnen, wurdenZdilen fixiert.
Hierzu wurdel ml einer-20 °Ckalten Losung aus B®Ethanol und 3@odestilliertem Wasser
tropfenweise in einem Zeitintervall von Bekunden zu den Zellen pipettiewtdhrenddiese
mithilfe des Vortexmischerm der Zentrifugenrohrezirkulierten. Hiedurch wurden sowohl

die Zellen als auch das Fixiermittel gleichmafig verteiltsamaitdie Dublettenzahl verringert.
DurchdasEthanol wurden die Zellen nicht nur fixiert, sondern auch permeabilisiert, sodass
dasspaterverwendete Propidiumiodi¢PE)ungehindertin den Intrazellularraum diffundieren
konnte. Nach einer maximalen Verwahrzeit waar Tagen bei 4C wurden die Probenur
durchflusszytometrischen Messungweils in eine Zentrifugenréhre Gberfuhrt, die ein
Volumen von 15 ml fasste. Es folgte eineweimalige Waschunigit jeweils 2ml DPBS, eime
5-minutigen Zentrifugation bei 30@cf und4 °Csowie einem Absaugen détberstands Da
eine Bindung de®E an die RNA nicht gewlnscht war, wurde dieggch das Hinzufligen
eines Stoffgemisch, bestehendaus 200> DPBS und 28 RNase(1 mg/ml), hydrolytisch

gespalten. Nach ein€é@0-mindtigen Inkubatiorwurdenjeweils 2 ml einer Puffedlésung (DPBS
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mit 4 %FCS) in digentrifugenrdohrehinzugegeben. Daraufhin wurden dfeoben5 Minuten
lang bei einer rcf von 300 und 4 °C zentrifugiert Der Uberstandwurde verworfen. Zur
Probenstabilitat wurden erneut 208 tlieserPuffeldsungin die Zentrifugenrdhrepipettiert.
Funf Minuten vor der durchflusszytometrischenAnalyse wurden 10> fPE (1 mg/ml)
hinzugefligt. Dieses Pfindet ohne eine Sequenzpréferenz alger bis finf Basenpaare
interkalierend die DNADementsprechend reprasentiert diREFluoreszenz den DNBehalt
einer Zelle Damit der DNAindende Fluoreszenzfarbstoff adaquat distribuiertejrde fur

15 Sekunden der Vortexmischer genutzt.

Abb. 1: Schematischer Aufbau
eines Durchflusszytometers
Das Durchflusgtometer er
maoglicht es, Informationen
bezuglich der ZellgroRe der
/ Zellganularitdt und der fluo-
reszierenden Markierungezu
Filter Detektoren erhalten Hierzu miissen die
Zellen zunachstdurch eine
laminar flieBende Umebungs
flussigkeit hydrdynamisch
fokussiert werden Anschlie

FSa

Rendpassieren diese einzeln
PM einem Mikrokanal die Laser
P
o

Umgebungs - .

fliissigkeit Fliel3system

Linse

v/

Filter
Das verwendete BD FACS
I Fyi2mn Aad YA
ausgestattet die Licht mit

Optisches System /L
7 Wellenlanga 6 <von 488nm
/L (blau) und 633 nm (rot)
N 7 PM emittieren. De durch die

Passageder Zellen am Laser

as ~ B EJf entstehenden optischen Signaé
Detektor ssj Elektronik |, 72 (Streulicht und Fluoreszenz

— signale) werden durch De

tektoren in  elektronische
Signa¢ (Spannung in Volt) umgewandelnhand des Vorwartsstreulich{(FSC) wird die
relative Grofl3e der Zelle mithilfe einer Photodidakestimmt Das im 90Winkel zu dem Laser
detektierte Seitwartsstreulicht (SSC) generiert ebenfalls anereifPhotodiode ein

elektronischesSignal,wovon sichdie relative interne Komplexitat der Zelle ableiten lasst.

PhotoelektronenvervielfachefPMT)bieten durch die Detektion von Fluoreszenzfarbstoffen
die Moglichkeit, Erkenntnisse Ubleeispielsweise den Chromosomengehalt, die Viabilitat und
die Expression von Oberflachenmolekulen einer Zelle zu gewinnen.
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Abb.2: Schematische Datellung

Laser ¥ Detektor der Impulskurvenentstehung am
Impulskurve vorwartsstredichtdetektor des
B Durchflusszytometers
S GanEEEEEEEE Die C!/ {5A3Ix« {27F 0«

. interpretiert einen Impuls erst
dann als Ereignis, wenn die zuvor
manuell eingestellte Schwelle
(engl. Threshold) uberschritten
wird. Die Intensitat des
Streulichts, das den optischen
Detektor erreicht, bestimmt die
Starke der elektrischen Spannung
(engl. Voltage). Je groRer eine
Zelle ist, desto hoher(engl.
Height)und breiter (engl. Width)
fallt die Impulskurve aus Mit
zunehmender Hbe und Breite
der Impulskurve vergréfRert sich auch die Flache (engl. Area).

Fur die durchflusszytometrische Messung wurden die in Takaufgefuhrten elektrischen
Spannungen an den Detektoren verwenddDiese Spannungen wurdeanhand von
Testproben durch Voltagentitratioren ermittelt. Die Mindesanzahl der detektierten

Ereignissgro Probewurde auf 50000festgelegt.

Tah 13: Einstellungnder annungA Y . 5 C! / { /I yidi2un Ct2g [/ &i2Y"

Zelllinie FScDetektor SS@@etektor PE PMT
U20Ss 10 295 300
MNNGHOS 10 295 300

Aufgrund von Zelladhasionskraften und hoher Probenkonzentratiokkdnnen trotz
sorgfaltigerDistributionder Proben mit dem Vortexmischer Dubletten oder Zalifenden
Laser passiereiriba solche Zellverbdndesrom Programm als einzelnes Ereignis erfasstien
und mindestens einenZwei-ChromatidChromosomensatz enthalten, kénnten sie somit
irrtmlich als G/M-PhaseZellen identifiziert werdenDes Weiteren kdnnen Zellpartikel
sowie Zellpdikelkomplexe aus abgestorbenen Zellen in der Probe enthalten Smher
wurden die Einzelzellen von anderen Ereignissdire bei der durchflusszytometrischen
Messungauftreten kénnensepariet. Dieserfolgte auf der Grundlage, dassjedes Eeignis, das

bei der Passage der Laser entsteht, eine individuelle Kombination von Impulskurven an den
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verschiedenen Detektoren aufweist @bb.2). Zunachst wurden zeitliche UnregelmaRigkeiten
und abgestorbene Zellpartik@lusgeshlossen. Dies erfolg@nhand degemessenen Flachen
der Impulskurver{Area) am Vorwartsstreulichtdetektor (FS&) und Seitwartsstreulicht
detektor (SSEA). Daraufhinwurden die Einzelzellereum ersten Mal isoliertindem die
Ergebnisseam Vorwartsstreulichtdetektor grafisch mit ihrer Breite (FS6N) auf der
Abszissenachsaind ihrer Héhe (FS€H) auf der Ordinatenachseanalysiert wurden
AbschlieRencerfolgte analog dazaineerneuteSeparatiorder Einzelzellebasierend auflen

Ergebnisse am SeitwartsstreulichtdetektofAbh. 3).

] 120
97 eitlicher Verlauf: 2506 e{in 1206/ Ei C: Einzelzellen via S$
< 200K 100 < 200K 83, I ook II 90K+ 96,9
@) O 150k @] O
0 0 D ool A oK
LL LL 100K LL n
50K 30K 807
T T 0 T T T T T 0 T T T T T 0 T T T T T
20 40 60 0 50K 100K 150K 200K 0 50K 100K 150K 200K250K 0 50K 100K 150K 200K250K
Time SSC-A FSC-W SSC-W

Abb. 3: GatingStrategie

Nachdem zeitliche UnregelmaRigkeiten des Versuchsablaufs ausgeschlossen wurden (A),
erfolgte die Identifikation der Zelh (B).Basierendauf den Datenpunkten am Seitwérisnd
Vorwartsstreulichtdetektorwurden anschlieRend die Einzelzellen von déstiverbanden
separiert(C, D) FSC: Seitwartsstreulictdtektor, FSC: Vorwartsstreuliatgtektor, A: Flache
(engl. Area)H Hohe(engl. Hight), W: Breite(engl. Width).

Fir die Bestimmung der prozentualen Antedle G-, S und &-/M-PhaseZellenwurden
zunachstlie durchflusszytometrischeBreignisseler jeweiligen Probentsprechend ihrePE
Fluoreszentinear ineinem Histogramnuargestellt. AnschlieBengdurde das DearlettFox
Modell angewendet DiesesnathematischeModell beschreibt dieZellzyklusverteilung einer
Zellpopulation als stochastisch@rozessBei der Anwendung dieses Modells wusstets ein
moglichs geringer RMSWert (engl. Root Mean Square Deviatioahgestrebt.Dieser Wert

gibt an, wie adaquat das fur die jeweilige Probe errechnete Modell die
Zellzyklusphasenverteilung gegentiber den tatséchlichen Daten widerspiegelt, wobei alle
Zellzyklusphaseberucksichtigt werde140, 141] Unter der Annahme, dassn Grol3teil der
untersuchtenZellensehr proliferationsfreudigst undsich somit in einem aktiven Zellzyklus

befindet, wurden alle Zellen mit einem E®hromatidChromosomensatz der 1@hase
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zugeordnet. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dassnidriger Anteil dieser Gruppe

theoretischauchaus @-Phaseund spaten M-PhaseZellen bestebn konnte.

3.2.8 Wachstumskinetik

Um die Wachstumseigenschaften der verwendeten Zelllinien zu ermitteln, wurden
subkonfluente Zellen gemaR Abschrdt2.3 geerntet. Naclder Zellzéhlung mittelSCASY®
wurden Zellsuspenisnen mit Konzentrationen vod x 10, 2x 10* und 5x10* Zelled ml
hergestellt.Jeweilssechs Wells eine24-Wellplatte wurden mit jeweils Iml Zellsuspension
angesetztund fur maximal120 Stunden inkubiertNachjeweils 4-, 24, 48, 72, 96 und
120Stunden wurde die Zellzablnes Wellanit dem CASY¥8ystembestimmt. Hierzu wurde
zundchstdas Medium vorsichtig abgesaugt und verworfen. Daraufhin wurden rol5
vorgewarmtes DPBS wr Waschung hinzugegeben und wieder abgesaugt S&maratio der
Zellen wurden 0,Bnl 2xTrypsin/EDTA hinzugefudtach der Inkubation wurden moglish
viele Zellerdurch wiederholtes Aufnehmen und kreuzféormigeAbgeben der Suspension mit
einer Pipette aufgelesenund in ein 2ml Mikroreaktionsgefaltiberfihrt, dasbereits 0,5ml
vorgewarmtes DPBSnit 10 % FCSenthielt. Der Zusatz von FC&htagonisierte die potenziell
zytotoxischen Effekteeiner prolongierten Trypsinwirkung underbessertedadurch die
Ergebnisqualitdt AnschlieBend wurde das Well mit Gyf8 DPBSdurch finfmaliges
Aufnehmen und Abgeben der Suspension gespbDlese0,5ml wurden ebenfalls in das
Mikroreaktionsgefalyibertragen Auf diese Weisavurde der vollstandige Inhalt des Wells
bestmoglichfir die nachfolgend&ellzahlnessung inkludiertDajeweils die Gesamtzahl der
Zellen eines Wellg insgesamt 1,%nl Hissigkeitvorlag, wurde dieam CASY@rmittelte
Zellzahlpro Milliliter mit dem Faktor 1,Bultipliziert. Basierend auf deAnnahme, dassie
verwendeten Tumorzellen bei einer ausreichenén Nahrstoffversorgung und
Wachstumsflache ein exponentielles Wachstum aufweisenywurde mithilfe einer
Exponentialfunktion die Zellzahl zum Zeitpuni&t@nden sowie die Wachstumsrate ermittelt.
Dabei wurd@ auf der Ordinatenachsedie Zellzahlund auf der Abszissenachsdie Zeit
eingesetzt Die Verdopplungszeivurde berechnet, indem der natirliche Logarithmus von

zwei durch die Wachstumsrate dividiert wurde.

28



Material und Methoden

3.2.9 Wachstumskinetik nackeiner CARBehandlung der zuvor synchronisiemeZellen

Um die Wirkung einer CABehandlungin verschiedenen Zellzyklusphasenauf das
Wachstumsverhalten der Zellemuntersuchenwurde eine 120stiindige Wachstumskinetik
nach der Behandlung erfasdtierzuerfolgte zunachstdie Synchronisation der Zellen gemaf
Abschnit 3.2.6.3 Nach der Zellz&hlunder geernteten Zellemit dem CASY®ystemwurde
eine Zellsuspension néiner Konzentration void,5x 10* Zellen/ml hergestelltwovonjeweils
200> {1,5x10* Zellen) in ein Well einer 2Wellplatte pipettiertwurden. Unmittelbar nach
der Aussaat erfolgte unter Verwendung des Kaltplasmagerats kINPen® M2
20-sekundigeBehandlung mitCAPoder ausschlie3lichmit Argon.Die Flussrate des Argons,
welchesals Tragergas dientsyurde auf 3,5l/min eingestellt.Die Betriebsspannung betrug
65V Gleichstrom und die Frequenz lag bei M#z.Die Wellplatte wurde um 35° angeschragt
wahrend der Plasmastift halomondférmig mit einer Frequenz von zweimal pro Sekunde
geschwenkt wurde Die Plasmalamme erreichte stets knapp die Oberflacheder
ZellsuspensionNach der Behandlung voneweils sechs Wellsvurden diese mit 806 f
frischan, vorgewarmten Vollmedium aufgefilltund fir maximal 120Stunden inkubiert.
Wahrend der Inkubatiowurde jeweilsnach4-, 24-, 48-, 72-, 96 und 120Stundendie Zellzahl
eines Wellsmittels CASY® bestimmt, nachdem die Zeflemall Abschnitt3.2.8 geerntet
wurden. Die Bestimmung der Wachstumsraten erfolgte anatogdem in Abschnif.2.8

aufgefuhrtenPrinzip

3.2.10 Vorbereitungen fur die nachfolgendenAssays

Zur Durchfiihrung demachfolgenderAssays wurdefolgende Vorbereitungedurchgefihrt
Nach der in Abschnitt3.2.6.3 beschriebenenZellzyklussynchronisation wurdesine
Zellsuspension mit $10° Zelledml hergestellt. Jeweils 20Qul dieser Quspension wurden
gemal Abschnitt 3.2.Rir 20 Sekunden in einem Well einer 2¥ellplatte entweder mit CAP
oder ausschlie3lich mitArgon behandelt. Unmittelbarnach der Behandlungvurden
1 x 1 Zellen/Well (20Qul) fir eine Messung nach Stunden 5x 10* Zellen/Well(100pl) fur
eine Messung nach Z&tundenund 2,5x 10* Zellen/Well(50pl) fur eine Messung nach
48 Stunden in einem Well einer 96-Wellplatte ausgesat. AnschlieRend wurde die
Zellsuspensionen in den Wedsif ein Gesamtvolumen von 20@l/Well mit vorgewarmtam

Vollmediumergéanzt
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3.2.11 LIVE/DEAD® Cell Imaging Kit

Dieser zweifarbige Fluoreszerabilitatstest dient der schnellen Bestimmurips Anteils
lebende und toter Zellen in einer Population. Er basiert auf der intrazellularen
EsteraseAktivitat und der Plasmamembranintegritdit. Das nicht fluoreszierende
plasmamembranpermeabl€alcein AM wird durcluniversell vorkommende intrazellulare
Esteraserenzymatischin fluoreszierends Calcén umgewandelt Dieses erzeugt in vitalen
Zellen eine grine Fluoreszemnfegung Wellenlange(<) =488nm, Emission<=515nm),
die mit dem FluoresceinisothiocyanatEilter (FITCFilter) im Fluoreszenzmikroskop
dargestellt wurde. Das in der roteiKomponente enthaltene BOB®Ilodid ist ein
zellundurchlassiger Farbstoff, der in Zellen geschadigte Plasmamerhran eindringt und
durch interkalierende Bindung an die DNA eine leuchtend rote FluoresZemegung
<=570nm, Emission<=602nm) erzewt. DieseFluoreszenavurde unter Verwendungles
TexasRedFilters mikroskopisch dargestellt. ZuYersuchsdrchfihrung wurde zunachst
jeweils das Nahrmedium bei angeschragter Platte vorsichtithilfe desVacusipGeratsaus
dem Well entfernt. AnschlieBend wurden 1Q0L des DeadRedliveGreen
Fluoreszenzfarbstoffgemischpso Well hinzugeftigt. Dieses wurde zuvor in einem Verhaltnis
von 1:1000 bei Raumtemperatur zusammengefihrt @amschlieRendmit C&* und Mg
haltigemDPBS im Verhéltnis von 1:4 verduris.folgte eine Hmindtige Inkubatiorbei 20°C

im Dunkeln Daraufhinwurde jeweilsdie Flache mit der gro3ten Zelldichiater Verwendung
desAxio-ObserverZl-Mikroskops und seines-fach-Objektivsfotografisch dokumentiertZur
Quantifizierungder fluoreszierenden Zellen wurde ImageJ einschlie3lich des Bioferamats
des ITCNPIlugiiverwendet.Hierzumusstendie Dateierzuvorin einem Schwarzweil3kontrast
dargestelltund zu 8-bit-Dateen konvertiert werden.Um ein maoglichst prazises Ergebnis zu
erzielen wurden der Durchmesser einer Zelle, dstindestabstandzwischen den Zellen und
die Schwellg bei dereine Zellevom Programm registriert wirdindividuell an die Zellgrof3en
der verschiedenen Messzeitpunki@, 24- und48 Stunder) angepasstDerprozentuale Anteil
an toten Zellen von der Gesamtheit der angefarbten Zellgarde in Microsoft Excel
berechnet.Die statistische Auswertung urdtile grafischeDarstellung erfolgteranschlieRend

mittels GraphPad Prism.
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3.2.12 Caspase 3//Assay

Effektorcaspasenwie die Caspase€ und -7 sind esserelle Bestandteile der Apoptose
Kaskade.Diese beidenProteasenspalten spezifisctDEVBPeptice, die die Bindung des

| St t 9-@aSpAsB8iT-Nachweisreagenz an die DNA verhindén Prasenz voaktivierter
Caspase& oder-7 werden DEVEPeptick gespalten, wodurch das Detektionsreagenz die DNA
binden kann. Durch diese Bindung entsteht ein fluoreszierender Kompki.
FluoreszenzintensitgFl)wurde mittels FLUOstar Optintzei einer Emissiomit <=520nm
nach einerAnregung mit <=492 nm bestimmt. Nach dem Auftauen des CellExe@aspase
3/7-Nachweisreagenz bei Raumtemperatur wursveils 1ul in ein Well pipettiert, das
bereits 200ul Medium und Zellen enthielt. Da apoptotische Zellen weitestgehend inadherent
sind, wurce auf ein vorheriges Absaugen des Mediums verzichtet. Stattdessen wuré@é die
mittels Nullkontrollen, bestehend augeweils 200pl Vollmedium pro Wellnormiert. Die
gemessene Flach einer 45minttigen Inkubationvurde in Relation zur ermittelten ZellZah
aus der Wachstumskinetik nacter CAR/Argon-Behandlung gesetztumdie Flpro Zelle zu
berechnen AnschlieRend wurde deQuotient aus den komplementaren CAllhd Argon

Behandlungerermittelt. Die statistischeAuswertung erfolgte mithilfe von GraphP&dism.

3.2.13 CellTiterBlue® Cell Viability Assay

Lediglich lebede Zellen miteinemintakten Metabolismusverfigen Uberdie Fahigkeitden
blauen Redoxindikator Resazurimlurch eine Reduktion in das fluoreszierende rote
Erdprodukt Resorufin umzuwandeln. Sobald die Zelle zytotoxischen Stoffen ausgesetzt ist,
verringert sich die metabolische Aktivitat und damit das Redoxpmaéiaherist die FI von
Resorufin ein Mal fur die Zellviabilitat uimdlirekt einindikator fur die Anzahl lebend&ellen
in einer ProbeZur Durchfihrung wurden 40 CellTiterBlue®Reagernn jeweils ein Well
pipettiert. AnschlieBendwurden die Wellplatten fir 2 Shden inkubiert. Die FI wurde
daraufhin mittels FLUOst&@ptima bei einer Emissiomit <=590nm nacheiner Anregung
mit <=550nm gemessenDie Ergebnissewurden mithilfe einer Nullkontrolle normiert.
Danach erfolgte die Berechnung d@siotienten aus den komplementaren GARd Argon
BehandlungenAbschlieRend erfolgte die Auswertung analog zu dem CaspdsAssaynter

Verwendung vorGGraphPad Prism.
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3.2.14 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte nsittélicrosoft Excel und

GraphPad Prism.

Zunachst wurde Ausreil3eranhand des Robugdutlier-Tests unter Verwendung eines
Q-Werts von einsidentifiziert. AnschlieRend wurden zuNahl despassenderstatistischen
Verfahrens entsprechende Voraussetzungstests durchgefuihrtDas Vorliegen einer
Normalverteilung wurdedurch die grafische Inspektion der Daténklusive QQ-Plots sowie
mithilfe RS & 5 Q LPaa?sardrinibask?-, ShapireWilk- und AndersorDarlingTests
uberpruft. Die Uberprifungder Homoskedastizitatler Datenerfolgte mittels FTessin Form

von Levene oder BrownForsytheTess sowie anhand von Homoskedastiz#oxplots

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen zwei normalverteilten Gruppen wuonittets
ungepaarte t-Tests Uberprift, wobei WelchKorrekturen bedarfsabhangigangewendet
wurden. Fur denVergleichmehrere VersuchsgruppemwurdenKruskalWallisTests ode ein-
beziehungsweise zweifaktoriellyaianzanalysen ANOVA verwendet Bei signifikanten
Unterschieden in diesen globalen Tests wurden fostAnalysen durchgefuhrt, um
paarweise Vergleiche zwischen den einzelnen Gruppen vorzunehmen:Tests folgten
einem KruskaWallisTest, wahrend Tukeyests nach einer ANOVA angewendet wurdéle
angewendeten statistischen Tests wurden stets mit einem Signifikanzniweauh =0,05

durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Zellzyklussynchronisation

Zur Etablierung einer Zellzyklussynchronisationsmethode wurd@©SZellkulturen zum
einen nach einer 16éstundigen NocodazdBehandlung und zum anderennach einer
24-stindigen HU-Behandlung durchflusszytometrischanalysiert Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrollgrupp. Mithilfe des DearlettFoxModells wurden die Fraktionen der
Zellen, die sich zum Messzeitpunkt in d&rPhase, $hase odeiG-/M-Phase befanden,
ermittelt (Abh 4).
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Abb. 4: Nocodazolblock und Hydroxyureablock der Zelllinie U20S

U20%Zellen wurdenunbehandelt (A), nackiner 16-stindigen NocodazoBehandlung, die
den Zellzyklus wahrend devi-Phaseblockiert (B, C), und nacleiner 24-stindigen HU-
Behandlung, digu einem Zellzyklusarrest wahrendsi&/S-Ubergangs beziehungsweise der
SPhasefihrt (D), durchflusszytometrisch analysierDie Verteilung der Zellen auf die
Zellzyklusphasen wurde anhand der Anzahl der Ereignis&eh@e) die einen bestimmten
Flachenwert fur die REluoreszenz aufwieseix-Achse) sowie mitdem bunt dargestellten
DeanJettFoxModell bestimmt (A,C,D). Das Diagramm Qeprasentiert die 12,3%
(PEpositiveriZellen ausiemDiagramm B inklusivedesDean-JettFoxModells.

Unmittelbar im Anschluss an digellzyklussynchronisan mittels Nocodazolblockind
Mitotic Shakeoff prasentierten sichm DeanJettFoxModell 76,1% derU20SZellen in der
&-/M-Phase 8,33% in der $Shaseund 16,7% in der @Phase Allerdingswurdenaus einer
T75Flasche mit 6,410° Zellen lediglich 1,&10° synchronisier¢ Zellen fir die Versuche
gewonnen da viele Zellen am Flaschenboden adharierterd somit aus methodischen
Grunden verworfen werden mussteNon denpro Versuchb0 000 erzielten Ereignissenm
Durchflusszytometemussten wiederum 887 % im Rahmen des Gatings als Zellpartikel,

apoptotische Zellen, Zellaggregate oder Doubletexkludert werden Aufgrund dieser
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erheblichen Zellzahlverlusteerwies sich diese Methode fldie nachfolgende Experimente
als suboptimal Ein weiterer Nachteil der Zellzykbysichronisation mit Nocodazol ist das

Risiko von MitotieSlippageEffekten.

Bei einer24-stindigen Behandlungder U20SZellen mit HU befanden sich direktlanach
29,3% der Zellpopulation in deri®hase, 57,% in der $haseund 13,6% in derG-/M -
Phase Diese Ergebnissereprasentieren, dass HU einen Zellzykluarrest sowohl am
G/ SUbergangals auch wahrend der gesamterP8aseinduziert was eine Schwéche der
Methode darstellt Infolgedessenwurde vor der 24stindigen HtBehandlung ein
24-stindige Serumentzugdurchgefihrt, um die Zellen zuerst in dé&h-/Go-Phase zu

blockieen und anschlieBend an/S-Ubergangzu synchronisiereAbb. 5).
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Abb. 5, Teil IKombination einesSerumentzug mit einem Hydroxyureablock der Zelllinien
U20Sund MNNGHOS
Die Beschreibung folgt auf der nachsten Seite.
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Abb.5, Teil [lzKombination einesSerumentzug mit einem Hydroxyureablock der Zelllinien
U20S und MNN&GIOS

Die Zellkulturmedien der Zelllinien U208 und MNNGHOSB) wurden nach der
Synchronisationdurch einen 24-stiindigen Serumentzyggefolgt von eine 24-stindigen
HU-Behandlungbis zu 18 Stunden inkubiettinmittelbar nach der Synchronisation sowie
Abstand von jeweils zwei Stundemurden die prozentualen Antle der Zellen in den
jeweiligen Zellzyklusphaseermittelt. Grundlage hierfur waren die Flachenwerte der
PEFluoreszenz (RPK) von den einzelnen Ereignissen im Durchflusszytometer sosveend
Analyse mithilfe des DeatettFoxModells. Die Abbildungen zgen jeweils die Anzahl
der Ereignisse mit einem bestimmte®EFluoreszenFlachenwert am Photomultiplier
(schwarze Kurven) sowie die Ergebnisse des angewandten DRésthFoxModells
(blave Kurven: @-Phasegelbe Kurven: $hasegrire Kurven: @/M-Phaseschwarze Schrift
oben rechtsentsprechendeProzentangaben)xemplarischsind jeweils eine Versuchsreihe
vonfinf bei U20%A) und von sechs bei MNNBOSB)dargestellt

Die Zellsynchronisationdurch einen 24-stiindigen Serumentzug mitanschlieRender
24-stindigerHU-Behandlungerwies sich fir die U208nd MNNGHOSZellenalsadaquate

Methode, um hohe Synchronisationsraten der Zellpopulation zu erzigidb.6).
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Abb. 6: Verteilung der Zellzyklusphasemahrend einer 18-stiindigenInkubation nach der
Zellzyklussynchronisation mittels Serumentzug und Hydroxyureablock

Die Zelllinien U20S und MNM®S wurden durch einen 24indigen Serumentzug, gefolgt
von einer 24stiindigenHU-Behandlung, anG/S-Ubergang synchronisiert und anschlieRend
18 Stunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelweltg + Standardabweichun{SD) der
Anteile anGi-, S und &-/M-PhaseZelken zu den einzelnen Messzeitpunkterl8 Stunden
nach derSynchronisationFir U20S wurden funf und fur MNNH®S sechs unabhéangige
Versuche durchgefiihrt. K steht hierbei fir die unbehandelte und somit-sigintchronisierte
Kontrollpopulation.

Bei der Zelllire U20%efanden sichdirekt im Anschluss an die Synchronisataie meisten

Zellen mit einem Mittelwert von 75,23% in ihrer G-Phasebeziehungsweisean ihrem
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Gi/S-Ubergangwahrend17,55%der Zellpopulatiorzu diesem Zeitpunkh inrer SPhaseund
3,23% inihrer &-/M -Phasevorlagen Der hochste Antein Zellen,die sich in der $hase
befanden, wurde 8 Stundennach der Synchronisatiodetektiert 8 h: SPhase =82 %
Gi-Phase =12,12 % G&-/M-Phase =5,87% jeweilsn =5). Der Hohepunkt de Anteils an
&>-/M-PhaseZellenlagdahingegerbei 16Stunden(16 h: &-/M-Phase . =61,28% SPhase
. =26,86%, Gi-Phase =16,25% jeweilsn =5). Mit zunehmendem zeitlichem Abstarmir
Zellzyklussynchronisatiosankendie Maximalwerte der nachfolgenden Zellzyklusphaabn
was auf eine abnehmende Synchronizitat hinweist.

Analoge Versuche mit MNNGHOSZellen zeigen ein konkordantes ErgebnisDe
Maximalwere der Gi- und der SPhasebefanden sich ebenfallbei 0- beziehungsweise
8 Stunden nach der Synchronisatio{Oh: Gi-Phase . =54,72%, SPhase . =20,63%,
&-/M Phase =3,1%;8 h: SPhase =87,78%,Gi-Phase =6,97%,&-/M-Phase =2,41%
jeweils n=6). Das Maximum der -Phase wurdezwar nach 18 Stunden Inkubationszeit
erreicht (18h: G-/M-Phase. =43,82 %, SPhase. =38,8%, Gi-Phase. =13,3% jeweils
n=6), jedoch zeigte m ungepaartet-Test dass sich der Anteil der Zellerdier &-/M -Phase
nach 18Stunden nicht signifikant von dermach 16Stunden unterschied’ =0,5923 jeweils
n=6).Unterdesserwar der Anteilan Zellen, die 1&tunden nach der Synchronisation wieder
in die G-Phase eingetreten waren, signifikant hoher jgiser nach 16Stunden(” =0,0004,
jeweilsn =6).

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden fur die nachfolgebdésrsuchungerbei beiden
Zelllinien die Zeitpunkte GBtunden nach der Synchronisatiofiiir den G/S-Ubergang
8 Stunden fur dieSPhaseund 16 Stundenfir die G-/M -Phasefestgelegt.Varianzanalyse
inklusiveTukeypost-hoc-Testszeigen, dasgeweils derZellpopulationsAnteil, der sichzum
festgelegten Zeitpunkt (Stunden fir @S-Ubergang, Stunden fur $hase, 1&tundenfir
&-/M-Phase)in der korrespondiereden ZielZellzyklusphasdefand, signifikant héhemwar
alsder Anteil der identischen Zellzyklusphaae denanderen beiden Zeitpunkte(J20S und
MNNGHOS:G:-Phase Oh vs. 8h und Oh vs.16h: * <0,0003 SPhase 8h vs. Gh und
8hvs.16h: " <0,00L &-/M-Phase:16h vs. Oh und 16hvs. 8h: © <0,0001 U20Sjeweils
n =5, MNNGHOSjeweilsn =6).
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4.2 Wachstumskinetik

Um einegeeignete Anzahl ausgesater Zellen fillgendeVersuche zu bestimmemwurden
mindestens funf unabhéngige Proliferationsversuche mitx10%, 2x10%* und 5x10

ausgesaten Zellen der Zelllinien U20S und MO&durchgefuhrt (Abb7).

A Uu20S B MNNG-HOS
4x10P- -
% ——— 5X1d 4x16° - 5de
axigp] = 2x 10 axip] = 2x10
- 1x1d - 1 x1d¢
5 5
= 2x10P- = 2x1(P-
9 g
1x10° 1x10P
0- T T T 1 1 0-T T T T T 1
4 24 48 72 96 120 4 24 48 72 96 12C
Inkubation [h] Inkubation [h]

Abb.7: Wachstumskinetik der Zelllinle U20S und MNN&GIOS

Es wurde initial 1x10%, 2x10%* und 5x 10* Zellen pro Well der Zelllinien U2@Q% und
MNNGHOSB) ausgeséatund fur 120Stunden inkubiert Die Bestimmung der Zellzahhm
Zeitpunkt 4, 24, 48, 72, 96 und 120Stundenerfolgte mittels @SW.Fur U20S wurdealf

und far MNNGHOS funf unabhangige Versuche durchgefiihrt. Dargestellt sind die
Mittelwerte = SDzu den jeweiligen Messzeitpunkten

Anschlieend wurde die Wachstumsrate undie Verdopplungszeit mitilfe eines
exponentiellen Regressionsmodsderechnet um die Wachstumseigenschaften der Zelllinien

zueruieren(Tah 14).
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Tab.14: Ergebnisse der exponentiellen Regresseurs denProliferationsversucha

Zelllinie Wachstums Verdopplungszeit 95%Konfidenzintervall R-Wert
AusgesateZellen -rate [Stunden] [Stunden] [%]
u20s
1x 10 0,02185 31,72 29,17¢ 34,53 93,92
2x 10 0,01923 36,05 32,94¢ 39,56 92,14
5x 10 0,01157 59,89 52,06¢ 69,80 80,04
MNNGHOS
1x 10 0,02168 31,97 30,55¢ 33,48 99,23
2x10 0,02318 29,90 27,68¢ 32,31 98,15
5x10 0,01287 53,87 45,16¢ 65,47 84,87

Die niedrigeren RWerte bei 5x10* gegeniiber X10* und 2x10* ausgesatenZellen
bedeuten, dass dieAnpassungsgite der exponentiellen Regressionslinei den
5 x 10*-Versuchsreihen geringer idbartiber hinaus zeig sich bei 5« 10*- gegentiber X 10
ausgesaten Zellen eine Prolongation der Verdopplungszeit um den Faktor 1,8 bei U20S und
1,94 beider ZelllinieMNNGHOS

Mithilfe einer einfaktoriellen ANOVAinklusive TukeyPosthocTestswurde das geringere
Wachstum tber 120 Stunden Inkubationszeit bei 1®* gegentberl x 10%* und 2x 10
ausgesatenU20%Zellen statistisch bestéatigt(5x 10* vs. 1 x10* und 5x10* vs. 2x10*
jeweils” <0,0001, n=11).

Bei derZelllinie MNN@HOSergab der KruskalWallis Testinklusive Dunrrlestsebenfalls ein
signifikant geringeres Wachstum ek 10*- im Vergleich zd x 10* und 2 x 10* ausgesaten
Zellen 6x10*vs.1x10% ~ =0,01755x10*vs. 2x 10% * =0,0327 jeweilsn =5).
Dahingegen untersdkd sich de Wachstumsratevon 1 x 10%- und 2x 10* ausgesaten Zellen
bei beiden Zelllinien nichsignifikant voneinander. Lichtmikroskopischwar bei 5x 10
ausgesaten Zellen bereits nach S&indeneine vollstandig&konfluenzzu erkennenwas auf
einenpotenziellenNahrstoffmangel und einkemitierte Wachstumsflache als Ursachiéir die
zuvor beschriebenen Ergebnisse hinweist.

Eine Aussadichte von 1x10* bis 2x10* ausgeséaten Zellepro Well erwies sichfir
Folgeversucheals geeignetda sie sowohl einenachfolgende CABehandlung miteiner
adaquaten Zellzaldrmdglichteals auchstabile Wachstumsbedingungeitherstellte, die ein

exponentiells Wachstum Uber 12&tundenerlaubten.
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Trotz der gleichen Tumorethnizitat zedg 2 S f OTKsH Bei 2x 10* ausgesaten Zelleaine
signifikant h6here Wachstumsratier MNNGHOS gegenlber de U20SZellen { <0,0001),
wahrend beil x 10*und 5x 10* ausgesata Zellenkeine signifikantan Unterschie@ zwischen

den beiden Zellliniefeststellbarwaren.

4.3 Einfluss voreiner CARBehandlungwahrend verschiedener Zellzyklusphaseauf die

Zellproliferation

Zur Untersuchung des Einflusses von @/Rrend verschiedeneZellzyklusphaseauf die
Zellproliferationwurden Zellpopulationen, die sicam G/ SUbergangin der SPhaseoderin
der &-/M-Phasebefanden, fur 206ekunden entweder miCAP unter Verwendung des
Tragergases Argon oderusschlie3lichmit Argon behandelt. Anschiel3end wurde eine
Wachstumskinetik durchgefiihrbei der dieAnzahl der lebenden Zellen naéh 24-, 48, 72,
96- und 120Stundenmittels CAS®ermittelt wurde (Abb. 8).

40



Ergebnisse

U20S MNNG-HOS
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Abb. 8: Einflusseiner CARPBehandlung wéahrend verschiedener Zellzyklusphasen auf die
Zellproliferation

Nach der Synchronisationder Zelllinien U208A,C,E) und MNNGHOSB,D, F) erfolgte
jeweilsnach0-, 8 und 16Stundeninkubationszeiteine 20sekiindige Behandlung mZAP
oder ausschlieR3licimit dem Tréagergas Argodasals Negativiontrolle diente. Anschlie3end
wurden die behandelten Zelleiber 120Stundeninkubiert. Die Anzahdler lebenden Zellen
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pro Well wurde zu den angegebenen Zaitgkten mittels CAS® bestimmt und als
Mittelwert £ SD dargestellt. Unterschiede zwischen den -GélRandelten Zellen undler
Kontrollgruppewurden mit dem ungepaarten-Testauf Signifikanz getestet ¢KD,05=*,

" OKD,01 =+ XO,001="** 7 HD,0001 =**** ), Je Zelllinieund Zellzyklusphasgurdenfinf

unabhéangige Versuche durchgefiihrt

Unter der Pramissejasssich ein Gberwiegender Anteil der Zellpopulatipam jeweiligen
Behandlungszeitpunlentweder amGy/ SUbergang in der SPhase oder in de&-/M -Phase
befand,wurde bei den untersuchtei®Seine CARvermittelte Zellproliferatiorshemmungoei

einer Behandlungvahrend aller drei Zellzyklusphasen nachgewiesen.

Bei beidenZzelllinien wurde bei einer Behandlungwahrend der G>-/M -Phase bereits ab
24 Stunden Inkubatiorszeit eine signifikantgeringere Zellzahtler CAPVersuclsgruppen
gegenuber den Kontrollgruppdastgestellt(U20S24 h: * =0,0032, 4&h: " =0,0002,72h bis
120h: " <0,0001; MNNGHOS: 24: " =0,0178, 4&: " <0,0001, 7Z: * =0,0038, 9.
" <0,0001, 12(: " <0,0001; jeweilsr =5).

Die CAPEXxpositionwahrend der SPhaseftihrte erstab 48Stunden nach der Behandluzg
einer signifikanten Zellpoliferationshemmung (U20S: 48&: ~ =0,0008, 72 bis 120h:
" <0,000% MNNGHOS: 4&:" =0,0014 72h:" =0,000796h:" =0,0013 120h: " <0,0001;
jeweilsn =5).

Beiden G/ SUbergang-Zellen der Zelllini)20S eige sich ebenfallgb 48Stundennach de
Behandlung eine signifikanteemmungder Zellproliferation48h: "~ =0,0068, 72 bis120h:
" ),0001; jeweilsr =5). Im Kontrast dazprasentiere sichbei da ZelllinieMNNGHO Serst
ab 72Stunden nach der Behandlumggn signifikanter Unterschiedwischenden CAPR und
ArgonVersuchsgruppe (72h: " =0,0116 96h: * =0,0028,120h: " =0,0004 jeweilsn =5).

4.4 Einfluss von BPwahrendverschiedene Zellzyklusphasemuf die Wachstumsrate

Um das Ausmald defAP-bedingten Zellproliferationshemmungletaillierter beurteilen zu
kénnen, wurden die Wachstumsraten der Wachstumskinetiken aus Absdhditnithilfe

eines Biomodells ermittelt und gegentbergestellt (AB).
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A U20S B MNNG-HOS
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Abb. 9: Einflusseiner CARPBehandlung wéahrend verschiedener Zellzyklusphasen auf die
Wachstumsrate

Die synchronisierten Zellpopulationen der Zelllinien U20S und MNAS wurdemvahrend
der aus Abschnitt4.1 resultierenden Zeitpunkte(O-, 8, und 16Stunden nach der
Zellzyklussynchronisatipfiir 20 Sekunden miCAPobeziehungsweisausschliel3lich midem
Tragergas Argon behandelt und Uber 1&0ndeninkubiert. AnschlieRend wurde eine
Wachstumskinetik durchgefuihrtAus diesenin Abb.9 aufgefiihrten Daten wurden die
Wachstumsrata (k) berechnet. Dargestellt sind die MittelwerteSD @r Wachstumsraten
sowie das Signifikanzniveau der durchgefihrten ungepaartehess (* X0,05=*,

’ )}0'01:**, ’ )1‘@,001:***, . )m’moj_:****)_

DieerrechnetenWachstumsmodelleeigen ebenfallsbei beiden verwendeten Zellliniezine

signifikanteCARPvermittelte Hemmung deiZellpoliferation bei einer Behandlungvdhrend

aller drei Zellzykluspasen (U20S: ¢S ~ =0,0012, S " =0,0001, G/M: " =0,0004;

MNNGHOSG:-S * =0,0002,S " =0,0006 G/M: " =0,004% jeweilsn =5).

Zweifaktorielle ANOVAs ergaben, dass nicht nur die Behandlungsart (CAP#AfgkiorA),

sondern auch die Zellzyklusphase der behandelten Zellpopulatigs-(lergang, $hase,
&-/M-Phase = FaktorB) die Wachstumsrate beeinflusst (U20S und MNNGS:
FaktorA: * <0,0001, FaktorB: ~ <0,0001;jeweils N=30). Um zuuntersuchen ob CAP die
Zellproliferationbei einer Behandlungvahrend einer bestimmten Zellzyklusphastirker
beeinflusstwurden zunachsgkinzelvergleiche mittelBukeypost-hoc-Tests durchgefihrBei

beiden Zelllinien fiihrte ein€€APBehandlungwiahrend desGi/SUbergangszu signifikant
niedrigeren Wachstumsrateralseine Behandlungvahrend der Shaseoder derG-/M -Phase

(U20und MNNGHOSG:-S vsS * <0,001 Gi-S vs&/M: " <0,0001; jeweilsn =5).
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Dahingegenwurden keine signifikanten Unterschiedavischeneiner CABBehandlung von
SPhaseund &-/M-PhaseZellen hinsichtlich der Wachstumsrdtstgestellt

Ein analoges Ergebnis zegtich bei beiden Zelllinien inseparatenVergleich der Argon
Kontrollgruppen Zellpopulationen die wahrend der Sund G-/M-Phaseausschlief3lich mit
Argonbehandelt wurdenwiesen signifikant h6here Wachstumsrateauf als jene, die sich
wahrend der Behandlung tiberwiegend G/ SUbergangbefanden(U20und MNNGHOS:
Gi-SvsS ™ <0,0001,Gi-S vs&/M: " <0,000% jeweilsn =5). Zwischen de Zellpopulationen,
die wahrend der $Phase und de-/M -Phaseausschliel3licimit Argon behandelt wurden,
waren ebenfallskeine signifikanten Divergenzedetektierbar Des Weiterenlagen die
Wachstumsraten dieser beiderargorbehandelten Versuchsgruppenm gemal3 den
Ergebnissen augbschnitt4.2 erwarteten Bereich, wohingegen die Wachstumsnatder
argonbehandelten Gi/SUbergang<Zellen davon abighen (U20S: G-S: . =0,0168,
S:. =0,0238,G/M: . =0,0225;MNNGHOS: S:. =0,0161,S:. =0,0253,G/M: . =0,0245;
jeweils n=5). Daher besteht die Mdglichkeitdassdieser Effekt durchdie variierende

Zeitintervalle zwischen der Behandlung uder Zellzyklussynchronisatidreeinflusst wurde.

Um die Effekte der CAFBehandlung moglichst unabhéangig von Einflissen der
Zellzyklussynchronisation darzustellemvurden aus den komplementaren CARPArgon
Ergebnisserdie Quotienten der Wachstumsraten gebildéinschlieRend wurde die Daten

mittels ANOVAuf signiikante Unterschiede geift (Abhb. 10).

A Uu20S B MNNG-HO! Abb. 10: Vergleich der CAP/Argen

Wachstumsraten bei einer CAR
Behandlung wahrend verschiedener
s Zellzyklusphasen
U L Aus den in Abschnitt 4.4 dar-
gestellten komplementéren Argon

und CAPWachstumsraten (k) der
ﬂ Zellinien U20S und MNNEOS

=
a
1
H
a1
1

=
T

B
T

wurden jeweils die CAP/Argon
Quotientenerrechnet Anschliel3end
, 0 wurden die  Quotienten  auf
G1-S S G2/M G1-S S G2/M signifikante Unterschiede zwischen
denverschiedenen Behandlungszeit
punkten (GI/ SUbergang SPhase und>-/M -Phasg mittels einfaktorieller ANOVA getestet
(" X0,05=*). Je Zelllinieund Zellzyklusphasaurden finf unabhangige Versuchsreihen
durchgefuhrt. Dargestellt sindie Mittelwerte £+ SD.

k (CAP) / k (Argon) [%4
_  m
.

k (CAP) / k (Argon) [%4
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Die arithmetischen Mittel der CAP/ArgorQuotienten einschlie3lich ihrer Standard
abweichungenagen jeweils bei allen drei Behandlungszeitpunkten der beid8Z&llinien
unterhalb voneins. Im Gegensatzu den Ergebnissen der U2@8&llen, bei denen keine
signifikantenUnterschiede fetgestellt wurden zeigen sich bei der Zelllinie MNNBOSmM
Rahmeneiner einfaktoriellen ANOVAsignifikante Differenen zwischen den Quotienten
(" =0,0373,jeweilsn =5). DienachfolgendenTukeyposthoc-Testsergaben, dasseine CAR
BehandlungvahrenddesGy/ SUberganggiegeniiber de-/M -Phaseginen ausgepragteren

hemmenden Effekt auf die Wachstumsrate aafst (" =0,0314 jeweilsn =5).

4.5 Einfluss vonCAPwéhrend verschiedene Zellzyklusphasen auf die intrazellulare

EsteraseAktivitat und die Plasmamembranintegritat

Nachdem die antiproliferative Wirkung von CAP adie verwendeten Glsolate
nachgewiesen wrden war, wurde fluoreszenzmikroskopisch untersucht, ob die intrazetkila
EsteraseAktivitat in Kombination mitdem Verlust dePlasmamembranintegritat zwischen
einer CAP und eineralleinigenArgonBehandlung variiertDiese beiden Eigenschaftedie in
der vorliegenden Versuchsreihe analysiert wurdemaoglichendie simultane Ermittlungler
Lebend und Todfraktion einer Zellpopulaton. Hiezu wurden die synchronisiertenZellen
jeweils 20Sekunden langmit CAP oderausschlie8lich mitArgongas behandelt und
anschlieBendiber 48Stundeninkubiert. Der zweifarbige Fluoresnziabilitatstest wurde
nach 0, 24, und 48Stundendurchgefuhrt(Abb.11). In jederProbe wurde in dem Bereich mit
der hochsten Zelldichte die Fraktion der Zelldrestimmt die einen Verlust der
Plasmaintegritat aufwiesenSignifikante Unterschiede zwischen d€CARP und Argon

Behandlunggruppenwurden mittels ungepaartet-Testermittelt.
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Abb. 11, Teil lll: LIVE/DEARPRuoreszenzmikroskopie synchronisierter U2Qfd MNNGHOSZellen nach eineCAR/Argon-Behandlung
Nachdem synchronisierte Zellen der Zelllinie U2QE,E) und MNNG1OSB,D, F) wahrend des {&5-Ubergang€A, B), der SPhasgC,D) sowie
der G-/M -PhasgE,F)jeweils 20Sekunden lang entweder mit CAP odasschliel3lich mit Argongas behandelt wurden, erfolgte nach jeweRg-0
und 48 Sunden die kombinierte fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Zellen mit derdFH@&iGgrin) und Texas Red Fil{got) durch das
Axio-ObservetZ1-Mikroskop Dargestellt sind jeweils ein Exempel von vier unabhangigen Versuchen je Zelllinie und Zellzyklusphase.
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