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Einleitung und Ziele der Dissertation 1

1 Einleitung und Ziele der Dissertation

Kaltes atmospharisches Plasma (CAP) als teilionisiertes Gas emittiert einen reaktiven
Mix aus geladenen Teilchen, reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) und
elektromagnetischer Strahlung. Es lasst sich mit Plasmageraten gezielt lokal erzeugen
und ermdglicht durch die Generierung bei Raumtemperatur und atmospharischem
Druck eine Anwendung an biologischen Systemen [1]. Hierdurch ergibt sich eine
Vielzahl potenzieller Anwendungsmoglichkeiten von CAP in der Medizin. Unter
anderem konnte eine antikanzertse Wirkung von CAP nachgewiesen werden, welche
auf die Funktion kalten Plasmas als konstante Quelle von RONS zuriickgefuhrt wurde
[1, 2]. Bei Exposition verschiedener Gewebe gegentber CAP zeigte sich zudem eine
potenziell selektive Wirkung gegeniber malignen Zellen [3]. Dies macht CAP zu einem
vielversprechenden neuen Therapeutikum in der Onkologie, welches bei nur geringen
Auswirkungen auf gesundes Gewebe gezielt gegen maligne Zellen eingesetzt werden

kann.

Die Wirkung von CAP auf maligne Zellen unterschiedlichster Zelllinien wurde bereits
in vielen in vitro Studien beschrieben. Auf Grund der fehlenden Dreidimensionalitat
einer Zellkultur lassen sich die beschriebenen Effekte jedoch nur eingeschrankt auf die
CAP-Behandlung solider Tumore ubertragen. Dariiber hinaus kodnnen in vitro
Versuche an Zelllinien nur unzureichend das komplexe Zellkonglomerat eines
lebenden Organismus nachbilden. Zur Klarung, ob sich die bekannten Effekte von
CAP in gleichem Mal3e auf die Behandlung von soliden Tumoren in einem komplexen

Organismus Ubertragen lassen, soll diese Arbeit einen Beitrag leisten.

Als methodische Grundlage kam hierfir das HET-CAM-Modell (Henn’s-Egg-
Test/Chorion-Allantois-Membrane-Assay) zum Einsatz, welches das Wachstum eines
soliden Tumors inovo, dessen Versorgung UuUber das GefalRnetz der
Chorionallantoismembran (CAM) und ferner dessen direkte Behandlung mit CAP
ermoglichte. AnschlieBend wurde mittels immunhistochemischer Farbungen
untersucht, welche Auswirkungen die Behandlung mit CAP auf das Tumorgewebe und
die den Tumor versorgenden Blutgefal3e hatte. Durch die Analyse von
Uberlebensraten und morphologischen Veranderungen des umliegenden CAM-
Gewebes wurden auf3erdem Riuckschlisse auf die Vertraglichkeit und etwaige

Toxizitat der CAP-Behandlung gezogen. Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag auf
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der Untersuchung mdoglicher Effekt einer CAP-Behandlung auf die tumor-assoziierten
Blutgefalie, da diese eine zentrale Rolle in der Tumorprogression und der Entwicklung

neuen Therapiestrategien zur Behandlung solider Tumore einnehmen.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Plasma

2.1.1 Einleitung und Grundlagen

In der Physik kann Materie in vier unterschiedlichen Aggregatzustanden beschrieben
werden. Neben dem festen, flissigen und gasférmigen Zustand existiert Materie auch
als Plasma. Um ein Gas in Plasma zu uberfihren, muss diesem immer weiter Energie
zugefuhrt werden. In der Natur lasst sich dieser Zustand in Blitzen oder Nordlichtern
beobachten. Auf atomarer Ebene kommt es im Plasmazustand zu starken
Ladungsverschiebungen, teilweiser oder ganzer lonisation von Teilchen und
Loslosung von Elektronen aus den Atomen und Molekilen. Plasma wird daher h&ufig
als ionisiertes Gas bezeichnet. Dies macht es nicht nur zu einem leitfahigen Medium,
sondern erklart auch dessen hohe Reaktivitait. So emittieren Plasmen
elektromagnetische Strahlung und enthalten reaktive lonen, Elektronen, sowie
Radikale [4, S. 4-6]. Diese Eigenschaften werden in der Plasmatechnologie genutzt.
HeilBes Plasma wird bereits seit langer Zeit in der Metallverarbeitung, etwa zum
Schweil3en, aber auch in der Medizin zum kauterisieren von Gewebe oder Sterilisieren
von Instrumenten eingesetzt [5]. Durch die Entwicklung von kalten Plasmen, welche
bei Raumtemperatur generiert werden koénnen, ergaben sich jedoch viele neue
Anwendungsbereiche. Heute werden kalte Plasmen in zahlreichen technischen und
biomedizinischen Bereichen eingesetzt. Etwa in Energiesparlampen und Bildschirmen
zur Erzeugung von Licht und bewegten Bildern, oder in der Bearbeitung und Reinigung
von Oberflachen. Auch bei der Oberflachenmodifikation von Implantaten kommen
kalte Plasmen zum Einsatz, wodurch die Adh&sion von Zellen an die Implantate
moduliert werden kann [6]. Des Weiteren ist die Anwendung von Plasma zur
Sterilisation und Desinfektion von Oberflachen und Geraten etabliert. Plasma bietet
hier den Vorteil auch gegen multiresistente Mikroorganismen und infektioses
organisches Material wie Prionen wirksam zu sein [7]. Durch die Erzeugung von kaltem
Plasma bei niederen Temperaturen und atmospharischem Druck wurde letztendlich
auch die Anwendung an biologischen Systemen ohne letale Folgen ermdglicht. Dies
begriindete die Plasmamedizin mit ihren breit gefacherten Anwendungsbereichen von
der Behandlung chronischer Wunden [8], Uber die kosmetischen Aufhellung von

Zahnen [9], bis hin zum experimentellen Einsatz in der Tumortherapie [2].
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2.1.2 Plasmaquellen und Technik

Plasmen konnen sich in ihren Eigenschaften sehr stark unterscheiden. Dies hangt
zunachst davon ab, in welchem Gasgemisch sie entstehen. Je nachdem, ob ein
Tragergas wie Argon verwendet wird, oder das Plasma direkt in der Raumluft entsteht,
kann sich die Zusammensetzung der einzelnen reaktiven Komponenten stark
verandern. Bei der Entstehung in Raumluft spielt zudem die enthaltene Feuchtigkeit
eine wichtige Rolle und kann die Zusammensetzung der Wirkkomponenten modulieren
[10].

Unterschieden wird zunéchst, bei welchem Druck das Plasma entsteht. Hier kann
zwischen Niedrig- und Hochdruckplasmen, sowie atmospharischen Plasmen
differenziert werden. Letztere entstehen bei normalem, atmospharischem Druck, meist
durch die Entladung von hohen Spannungen. Zudem kann zwischen hei3em und
kaltem Plasma differenziert werden. Diese unterscheiden sich in der relativen
Temperatur von Elektronen, lonen und Neutronen. In heil3en Plasmen ist die
Temperatur dieser Teilchen ungefahr gleich hoch, was eine sehr hohe Temperatur des
gesamten Plasmas begriindet. In kalten Plasmen erhitzen sich hingegen nur die
kleineren Elektronen und befinden sich auf einem deutlich hheren Temperaturniveau
als lonen und ungeladene Teilchen. Da die Elektronen nur einem sehr geringen Tell
der Masse des Plasmas entsprechen, verandert sich die Temperatur des gesamten

Plasmas kaum, auch wenn sich die Elektronen sehr stark erhitzen [11].

Das fur diese Arbeit relevante CAP kann im Wesentlichen auf drei technisch
unterschiedliche Arten erzeugt werden. Allen Geréten ist hierbei gemein, dass ein
gepulstes Hochvoltsignal zwischen zwei Elektroden Uber ein zwischenliegendes
Medium entladen wird. Durch diese blitzartige Endladung kommt es in dem
umliegenden Gasgemisch zur Entstehung von kaltem Plasma. Die Plasmaquellen
unterscheiden sich hierbei in der Beziehung der zwei verwendeten Elektroden

zueinander [12]:

Direkte Plasmaquellen benutzen die Haut, oder das zu behandelnde Gewebe als
Gegenelektrode, so dass der generierte Strom durch den Korper fliest. Die am
haufigsten verwendete Technologie hierfur sind die Dielectric Barrier Discharger
(DBD). Hierbei entladt sich die Spannung zwischen Gewebe und der im Gerat

verbauten Elektrode, wodurch kaltes Plasma im Raum zwischen dem DBD-Gerét und
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dem zu behandelten Gewebe entsteht. Neben der Wirkung durch das CAP selbst sind

somit auch Effekte des durch das Gewebe fliesenden Stroms zu erwarten [13].

Bei indirekte Plasmaquellen entsteht das Plasma zwischen zwei im Gerét verbauten
Elektroden und wird anschlieend durch einen Gasfluss in das Anwendungsgebiet
transportiert. Als Tragergas kommen Edelgase wie Argon oder Helium zum Einsatz.
Die verwendeten Gerate unterscheiden sich durch das verwendete Tragergas und die
Grole des austretenden Plasmajets. Dieser reicht von feinen Helium-Plasmanadeln
mit einem Durchmesser von unter 1 mm [14], bis hin zur Argon-Plasma-Fackel mit
einem Plasmajet von 3,5 cm Durchmesser [15]. Die Lange des Plasmakegels kann
ebenfalls durch die Veranderung des Gasflusses und der angelegten Spannung
beeinflusst werden [16].

Hybrid-Plasmaquellen kombinieren die Technik von direkten Plasmaquellen, mit einer
weiteren verbauten Gitterelektrode. So fliel3t genau wie bei indirekten Plasmen kein
Strom durch das zu behandelnde Gewebe, es ist aber ebenfalls kein Gasfluss
notwendig. Das gepulste Hochvoltsignal entladt sich in Mikroentladungen Uber eine
zwischen den Elektroden liegende Epoxidglasfaser- oder Teflonplatte und lasst an der
Seite der geerdeten Gitterelektrode kaltes Plasma entstehen. Diese Technik wird
Surface Micro Discharge (SMD) genannt [17]. Das kalte Plasma und die entstandenen
reaktiven Teilchen gelangen anschliel3end durch Diffusion an die Oberflache des zu
behandelten Gewebes. Bei dem in den Versuchen verwendete Plasmagerat
miniFlatPlaSter® handelt es sich um ein solches SMD-Gerat. Der genaue
Gerateaufbau und die freigesetzten Wirkkomponenten sind im Materialteil dieser
Arbeit unter Abschnitt 3.1.1 beschrieben.

2.1.3 Interaktion von CAP mit biologischen Systemen

Kalte atmospharische Plasmen emittieren typischerweise 10° bis 10 reaktive
Komponenten pro cm? und Sekunde [11]. Die biologisch relevanten Wirkkomponenten
von CAP sind hierbei vor allem die entstehenden RONS und UV-Strahlung [12]. Die
Generierung dieser Komponenten lauft nach Metelmann et al. nach folgenden
Grundvorgéangen ab [4, S. 20]:

1. lonisation von Atomen oder Molekulen eines selbst nicht unmittelbar wirksamen

Gases (Verwendete Tragergase wie Argon oder Helium, Gasgemische wie
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Raumluft). Die lonisation geschieht wie zuvor beschrieben durch die Zufuhr
elektrischer Energie.

2. Wechselwirkung der ionisierten Atome, Molekile und freien Elektronen mit
anderen Atomen und Molektlen. Dies geschieht sowohl in der Plasmaphase
als auch in angrenzenden Medien wie atmospharischer Luft, Flissigkeiten und
Oberflachen. Durch diese Wechselwirkungen werden reaktive Spezies wie
RONS generiert.

3. Als zusatzliches Ergebnis der stattfindenden lonisierungs- und
Anregungsprozesse erfolgt die Emission elektromagnetischer Strahlung. Dies
kann in Form von UV-, Infrarot-, oder sichtbarem Licht, sowie Warmestrahlung

und elektromagnetischen Feldern geschehen.

2.1.3.1 UV-Strahlung

Die Effekte von UV-Strahlung auf Gewebe sind stark abhangig von Wellenlange und
kumulativer Dosis. Eine geringe Dosis an UVB-Strahlung wird beispielsweise fir eine
optimale Vitamin D-Synthese in der menschlichen Haut benétigt [18]. Eine dauerhaft
zu hohe UV-Exposition kann jedoch akute und chronische Hautreaktionen ausldsen,
die vom Sonnenbrand bis zu benignen und malignen chronischen Lichtschaden der
Haut reichen [19]. Das Schadigungspotenzial von UV-Strahlung hangt dabei von
dessen Wellenlange und Energie ab. Durch die kiirzeste Wellenlange von 100-280 nm
und im Vergleich hdchste Energie kann UVC-Strahlung eine Vielzahl von strukturellen
Veranderungen an Makromolekilen wie DNA und Proteinen verursachen und wird
daher als stark kanzerogen eingestuft [19]. Die UVC-Strahlung der Sonne wird jedoch
unter normalen Bedingungen fast komplett von der Ozonschicht der Atmosphare
absorbiert und erreicht nicht die Erdoberflache. Die UV-Strahlung im Sonnenlicht
besteht Uberwiegen aus UVA-Strahlung mit 320-400 nm Wellenlange und UVB-
Strahlung mit 280—-320 nm Wellenlange. Auf zellularer Ebene verursacht UV-Strahlung
sowohl direkte als auch indirekte Schaden. Direkte Schaden entstehen durch die
Absorption der Strahlungsenergie von Makromolekilen vorwiegend durch Exposition
gegenuber UVB-Strahlung. Hierbei kdnnen etwa in der DNA Strangbriiche und
molekularen Verdnderungen sowie Konformationsanderungen in Polypeptidketten
ausgeldst werden [19]. Indirekte Zellschaden durch UV-Strahlung entstehen durch die
Induktion von intrazellularen reaktiven Spezies typischerweise durch die Exposition

gegenuber UVA-Strahlung [20], was zu oxidativen Schaden an Lipiden und der DNA
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fuhren kann [19]. Fur den klinischen Einsatz von CAP ist demnach wichtig, eine
genaue Analyse des UV-Spektrums durchzufiihren und den kurzwelligen und
energiereichen UVC-Anteil mdglichst gering zu halten. Zudem mussen bei
Anwendungen an menschlicher Haut die Empfehlungen der International Commission
on Non-lonizing Radiation Protection (ICNIRP) beachtet werden, welche einen

Tagesgrenzwert von 30 J m2 fiir Wellenlangen von 180 bis 400 nm vorgibt [21].

2.1.3.2 Reaktive Spezies und oxidativer Stress

Die biologischen Effekte von CAP an Zellen und Geweben sind grol3tenteils auf die
von Plasma konstant emittierten reaktiven Spezies zurtickzufiihren. Die Auswirkungen
auf biologische Systeme wird dabei zu einem erheblichen Teil Gber Veranderungen in
der flissigen Zellumgebung vermittelt [4, S. 21]. Zu den von CAP typischerweise
freigesetzten reaktiven Komponenten zahlen sauerstoffbasierte reaktive Spezies
(ROS) wie Hydroxylradikale (HO-), Singulett-Sauerstoff (*02), Hyperoxidanionen
(O2-7), Wasserstoffperoxid (H202) und Ozon (Os) [22-25]. Aul3erdem werden
stickstoffbasierte reaktive Spezies (RNS) emittiert, darunter Stickstoffmonoxid (NO),
Stickstoffdioxid (NO2), Ammoniak (NOs), Distickstoffmonoxid (N20O) und
Distickstofftetroxid (N204) [22-26]. Diese reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies
beeinflussen Uber die temporar und lokal erhéhte Konzentration von redoxaktiven

Substanzen in der Zellumgebung die Balance des zellularen Redoxsystems [27].

Lange wurden RONS rein als schadliches Abfallprodukt des Zellmetabolismus
gesehen, die in der Pathogenese vieler Erkrankungen eine Rolle spielen. So wurden
sie beispielsweise im Alterungsprozess des Menschen als ein ausschlaggebender
Faktor fur Degeneration und Alterserkrankungen identifiziert [28]. Doch auch die
wichtige Rolle reaktiver Spezies im Abwehrmechanismus des Immunsystems ist seit
bald einem Jahrhundert bekannt. So wurde bereits 1933 der respiratory burst von
phagozytierenden Leukozyten beschrieben [29]. Inzwischen ist gut untersucht, dass
reaktive Spezies auch in einer Vielzahl von physiologischen Prozessen vorkommen.
Sie sind demnach nicht nur Abfallprodukt des Zellmetabolismus, sondern erfillen in
der Zelle wichtige Funktionen und sind als Botenstoffe in Signalkaskaden aktiv, die in
nahezu allen physiologischen Prozessen des menschlichen Organismus eine Rolle
spielen. Hierzu gehdren unter anderem die Blutgerinnung, Regulation des Gefal3tonus,

Angiogenese, Entzindungsgeschehen und die Impulsweiterleitung in Nervenzellen
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[12]. Die Effekte von RONS sind hierbei stark von deren Konzentration abhangig.
Wahrend geringe Konzentrationen von RONS meist forderlich oder sogar notwendig
fur das Funktionieren von Signalkaskaden sind, geraten Zellen bei zu hohen
Konzentrationen in oxidativen Stress, welcher zum Zellzyklusarrest und letztlich zu

Apoptose flihren kann [12].

Das Konzept des oxidativen Stresses wurde Mitte der 1980er proklamiert. Oxidativer
Stress ist demnach ein schéadlicher Zustand, welcher sich negativ auf zellulare
Strukturen wie Membranen, Lipide, Proteine, Lipoproteine und DNA auswirken kann.
Dieser Zustand entsteht durch ein Ungleichgewicht zwischen oxidativen und
antioxidativen Spezies in der Zelle [27]. Ein intrazellularer Uberschuss an
Hydroxylradikalen (HO-) und Peroxinitrit (ONOO") kann beispielsweise zur Oxidation
von Lipiden fuhren, was die Schadigung von Membranen und Lipoproteine bewirkt
[30]. Auch Proteine wie etwa die Na*/K*-ATPase konnen durch Oxidierung von
Seitenkette beschadigt werden, was zu Konformationsdnderungen und damit
einhergehenden Funktionsverlust oder -beeintrachtigung fuhrt [31]. Der am haufigsten
beschriebene oxidative Schaden an der DNA ist die 8-Hydroxydesoxyguanosin (8-
OHdG) Formation, welche zur Veranderung epigenetischer Information fihren und in
der Pathogenese von Karzinomen eine Rolle spielen konnte [32]. AuRerdem wird
8-OhdG als Biomarker fur oxidativen Stress gesehen, der in Geweben detektiert

werden kann [33].

Um sich vor RONS zu schiitzen und oxidativen Stress zu vermeiden gibt es eine
Vielzahl intrazellularer Schutzmechanismen, welche (ber Redoxpaare wie
Superoxiddismutase, Glutathion und Katalase vermittelt werden. Dieser intrazellularer
,Redoxpuffer® sorgt fur ein reduzierendes Milieu und kann so RONS und Radikale
entgiften [31]. Ebenfalls kénnen Reparaturmechanismen wie die
Basenexzisionsreparatur (BER) bereits entstandenen Schaden bis zu einem gewissen
Grad kompensieren. Wenn dies jedoch nicht mehr suffizient méglich ist, werden in der
Zelle abhangig vom Ausmald der Schaden und den Reparaturmaoglichkeiten Prozesse
aktiviert, die einen Arrest im Zellzyklus, Seneszenz, Apoptose oder auch Nekrose
einleiten [31].
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2.1.4 CAP in der klinischen Anwendung

Die Generierung von Plasma bei Raumtemperatur und atmosphérischem Druck
ermdglichten es die physikalischen Eigenschaften von CAP und dessen Wirkung auf
biologische Systeme fur biomedizinische Anwendungen nutzbar zu machen.
Hierdurch ergaben sich auch eine Vielzahl von potenziellen Anwendungen in der
Klinik. Die bisher etablierten Einsatzverfahren zielen dabei meist auf die antimikrobielle
Wirkung von CAP ab. Prokaryonten, Viren und Pilze scheinen empfindlicher
gegenuber der von CAP emittierten UV-Strahlung und RONS zu reagieren als
gesunde eukaryotische Zellen [12]. CAP wird daher in der Therapie von chronischen
Wunden und Ulzera eingesetzt um die mikrobielle Besiedelung der L&sionen zu
reduzieren [4, S. 57-86]. Die erste klinische Studie hierzu wurde 2010 von Isbary et al.
in Munchen durchgefiihrt und zeigte eine signifikante Reduktion der bakteriellen
Besiedelung bei einer schmerz- und nebenwirkungsfreien Behandlung [8]. Inzwischen
wurde in einer Vielzahl von Studien die Wirksamkeit von CAP an unterschiedlichen
Wundtypen und Keimbesiedelungen untersucht [34]. Von grof3em Interesse ist hierbei
die antimikrobielle Wirkung von CAP auch gegen multiresistente Keime wie
Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) [35]. Neben dem priméren Ziel
mit der CAP-Behandlung eine neue Art der Wunddesinfektion zu entwickeln, zeigten
sich im Verlauf zudem weitere, fur die Wundheilung forderliche Effekte von CAP, wie
eine verstarkte Durchblutung und eine Stimulation von Keratinozyten und Fibroblasten
[36].

CAP gilt neben der Behandlung von chronischen Wunden und Ulzera als ein
vielversprechendes neues Therapeutikum in vielen Bereichen der Medizin. Diskutiert
und erprobt werden unter anderem der Einsatz in der Tumorchirugie, Implantologie,
sowie eine Vielzahl an Anwendungen aus hygienischer Indikation. Einen Uberblick
uber die klinische Einsatzmoglichkeiten von CAP geben Metelmann et al. [4].

2.1.5 CAP in der onkologischen Forschung

Einer der vielversprechendsten zukunftigen Anwendungsbereiche von CAP liegt in der
Therapie von Tumorerkrankungen. Kalte Plasmen zeigten sowohl in vitro, an einer
Vielzahl von Zelllinien, als auch in vivo einen antikanzerosen Effekt [1, 2, 37]. Im

Gegensatz zu etablierten Therapieansatzen von Tumoren wie der Radiotherapie
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handelt es sich bei CAP jedoch um ein potenziell selektives Verfahren, welches
maligne Zellen starker schadigen kénnte als unverandertes Gewebe [25]. Die Effekte
von CAP an Tumorzellen werden auf die von Plasmen konstant emittierten reaktiven
Spezies zuruckgefuhrt. Hierbei wird eine Kombination von direkter Interaktion der
RONS mit den Zellen, wie der Induktion von apoptotischen Signalwegen, und
indirekter Interaktion, wie der Aktivierung einer Immunantwort und der Veranderung
des Mikromilieus vermutet [38]. Die unterschiedlichen Theorien zur Induktion von
Zelltod und der beobachteten Selektivitat gegeniiber Tumorzellen sollen im Folgenden

vorgestellt werden.

2.1.5.1 Theorien der Apoptoseinduktion durch CAP

Die pro-apoptotische Wirkung von CAP wird hauptsachlich auf die steigende
intrazellulare Konzentration von RONS und dem damit einhergehenden oxidativen
Stress nach einer CAP-Behandlung zuriickgefihrt. Erhdhte Konzentrationen
intrazellularer RONS nach einer CAP-Exposition konnten sowohl in physiologischen,
als auch in malignen Zellen nachgewiesen werden [22]. Die meisten Publikationen
gehen hierbei von einer Diffusion der RONS durch Aquaporine in der Zellmembran
aus, da schon wenige Minuten nach einer CAP-Exposition erhdhte intrazellulare
RONS-Konzentrationen gemessen werden konnten [22, 39]. Die Rolle des
intrazellularen RONS-Anstiegs als Ausloser der antikanzerdsen Effekte konnte durch
die ausbleibende Wirkung von CAP nach Vorbehandlung der Zellen mit Antioxidantien
mehrfach bestatigt werden. Hierzu kamen Antioxidantien wie N-Acetylcystein [40, 41],
D-Mannitol [42] oder Rotenon [22] zum Einsatz, welche die intrazellulare RONS-
Konzentration auf einem niedrigen Niveau hielten und damit eine CAP-Wirkung

verhinderten.

Die RNS in Nahe der Zellmembran kdénnen meist von einer membrangebundenen
Katalase zu unschadlichen Produkten umgesetzt werden. Diese Katalase wird in
vielen malignen Zellen Utberexprimiert, welche so oxidative Schaden und RONS-
bedingten Zelltod verhindern kénnte. CAP scheint Uber die Generierung von Singulett-
Sauerstoff im Extrazellularraum diese Katalase selektiv inaktivieren zu kdnnen [43].
Hierdurch konnte die intrazellulare RONS-Konzentration weiter steigen. Auch die

erhohte Expression der membranstandigen Nox2 (NADPH-Oxidase 2) nach einer
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CAP-Exposition kdonnte durch die vermehrte Generierung intrazellular Hyperoxide

hierzu beizutragen [44].

Beim Anstieg der intrazellularen Konzentration reaktiver Sauerstoff- und
Stickstoffspezies kommt es unter anderem zur Einleitung von Signalkaskaden, welche
in  Apoptose oder Zellzyklusarrest resultieren konnen. Die im Folgenden
beschriebenen Wege der Apoptoseinduktion sind in Abbildung 1 dargestellt.
Beobachtet wurde zunadchst der auf den Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNF-R)
basierende Apoptoseweg [40]. Der intrinsische oder mitochondriale Weg der Apoptose
ist jedoch der meistbeschriebene Signalweg, welcher nach einer CAP-Behandlung
zum Zelltod flhrt. Dieser kann durch Schaden an der DNA und den Mitochondrien
ausgelost werden. Am haufigsten wurden hierbei Doppelstrangbriiche beobachtet [26,
39]. Als ein wichtiger Marker fur Doppelstrangbriiche der DNA gilt das phosphorylierte
Histon y-H2AX, welches nach einer Behandlung mit CAP erh6ht gemessen werden
konnte [23, 26, 45]. Die Phosphorylierung des H2AX-Histons zu y-H2AX wird hierbei
von der Serin-Proteinkinase ATM (ataxia telangiectasia mutated) katalysiert, welche
zuvor durch die DNA-Doppelstrangbriiche aktiviert wurde. Eine erhéhte Expression
von ATM in malignen Zellen nach einer CAP-Exposition ist ebenfalls beschrieben
worden [46]. Das aktivierte ATM kann zudem p53 phosphorylieren, was einen
wichtigen Schritt im mitochondrialen Weg der Apoptose darstellt. Das aktivierte p53
|6st die Expression von pro-apoptotischen Faktoren der Bcl-2 Familie wie Bax (Bcl-2
associated X protein), NOXA (lat. ,Schaden’) und Puma (p53 upregulated modulator
of apoptosis) aus [25, 47]. Diese wiederum bedingen die Freisetzung von Zytochrom
¢ und anderen mitochondrialen Intermembranproteinen in das Zytosol [25]. Im Zytosol
bindet Zytochrom c an das Apaf-1-Protein (apoptotic protease activating factor-1) und
bildet so das Apoptosom [25]. Das Apoptosom kann nun die Caspase 9 aktivieren,
welche im Anschluss kaskadenartig eine Reihe weiterer Caspasen aktiviert. Diese
Enzyme vermitteln schlussendlich eine Vielzahl apoptotischen Ereignissen wie die
Fragmentierung der DNA [24] und der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials
[42, 45]. Die zusétzliche Aktivierung von p21 durch das phosphorylierte p53 konnte in
einigen malignen Zelllinien nach CAP-Exposition nachgewiesen werden [46, 48]. Das
aktivierte p21 kann mehrere Arten des Zellzyklusarrest auslésen [47]. Am haufigsten

beschrieben ist hierbei der Zellzyklusarrest am G2/M Checkpoint [49].
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Abbildung 1: Mechanismen der Apoptoseinduktion durch CAP, Lizenz: Veréndert nach
Yan et al. [25], CC BY 3.0

2.1.5.2 Theorien zur Selektivitat von CAP

Die potenzielle Selektivitat der Effekte von CAP gegeniber malignen Zellen im
Vergleich zu unveranderten Zellen hat das Interesse in der onkologischen Forschung
weiter gesteigert. Zur Erklarung der selektiven Wirkung von CAP gibt es mehrere
Theorien:

Zunachst wird angenommen, dass maligne Zellen bedingt durch ihren hoéheren
Metabolismus eine bereits basal hohere Konzentration an intrazellularen RONS als
unveranderte Zellen aufweisen. Dies macht maligne Zellen empfindlicher gegeniber
steigenden Konzentrationen reaktiver Spezies und dem damit einhergehenden
oxidativen Stress [38, 50]. So kbnnten Tumorzellen bei einer CAP-Exposition schneller
eine schadliche intrazellulare RONS-Konzentration erreichen, welche in Apoptose,
Zellzyklusarrest und Nekrose enden kann. Signifikant hbhere RONS-Konzentrationen
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konnten in malignen Zellen im Vergleich zu homologen unverédnderten Zellen mehrfach
beschrieben werden [22, 40]. Hierbei fiel jedoch auf, dass der Anstieg der
intrazellularen RONS-Konzentration bei einer CAP-Exposition in malignen Zellen sehr
viel schneller verlief als in unveranderten Zellen. Dies begriindete eine weitere Theorie
zur Selektivitat von CAP, welche auf einer hoheren Dichte von Aquaporinen und die
damit einhergehende schnellere Diffusion durch die Zellmembran in malignen Zellen
beruht.

Aquaporine wurden zunachst als Kanéle in der Zellmembran identifiziert, welche
selektiv Wasser oder Glycerol transportieren. Es konnte allerdings gezeigt werden,
dass gewisse Isoformen der Aquaporine auch geladene Molekile wie
Wasserstoffperoxid (H202) in die Zelle transportieren kdnnen. Hieran sind vor allem
die Aquaporine 1, 3 und 8 beteiligt [51]. Es wird nun angenommen, dass maligne Zellen
eine hohere Expression von Aquaporinen in ihrer Zellmembran aufweisen als
unveranderte Zellen [3, 52]. Dies konnte einen schnelleren intrazellularen Anstieg an
RONS erklaren. Die Aquaporintheorie konnte durch Versuche von Yan et al. [53]
gestitzt werden, die zeigten, dass bei einer Inhibition der Aquaporin 8-Expression
mittels small interfering RNA (SiRNA) oder einer Blockierung der Aquaporine mit
Silbernitrat (AgNO3) eine CAP-Wirkung ausblieb.

Eine weitere Theorie sieht die Ursache der verstarken Diffusion durch die Zellmembran
begriindet in der Oxidation von Lipiden der Phospholipid-Bilayer. Demnach nimmt die
Lipidordnung in Biomembranen stetig ab, wenn Lipide peroxidiert werden. Wenn eine
grofl3e Zahl an Phospholipiden einer Membranregion oxidiert sind, kbnnten Poren in
der Membran entstehen, durch die RONS ins Zellinnere diffundieren [54]. Hierbei spielt
Cholesterol fur die Stabilitdt und Ordnung der Lipide in der Membran eine wichtige
Rolle. Cholesterol ist das haufigste Lipid in der Zellmembran und bestimmt dessen
Stabilitat und Fluiditat [55]. Ein hoher Gehalt an Cholesterol in der Membran kann die
Ordnung der Phospholipide und die damit die Stabilitat der Membran erhdhen,
wodurch die Bildung von Poren verhindert werden kénnte [56]. Maligne Zellen weil3en
eine durchschnittlich geringere Konzentration von Cholesterol in ihnren Membranen auf
als unveranderte Zellen. In der Literatur wird fur benigne Zellen ein molares Verhaltnis
von Cholesterol zu Phospholipiden von 0,6 bis 1,0 angegeben, wahrend das Verhaltnis
bei malignen Zellen deutlich niedriger, bei 0,31 bis 0,46 bestimmt wurde [54, 55]. Durch
die geringere Konzentration an Cholesterol ware die Membran von Tumorzellen

demnach empfindlicher gegentber oxidativem Stress und schneller durch
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extrazellulare RONS geschéadigt. Van der Paal et al. [57] konnten auRerdem durch
Computersimulationen zeigen, dass die Diffusion fir RONS durch eine Membran mit
geringen Cholesterolanteilen energetisch gunstiger ist, als durch eine Biomembran mit
hohen Cholesterolanteilen. Dies spricht erneut fir einen protektiven Faktor des

Cholesterols in der Zellmembran gegenuber reaktiven Spezies.

Keidar et al. [37] proklamieren zudem, dass Tumorgewebe empfindlicher gegentber
einer CAP-Exposition reagieren, da sich ein gro3erer Anteil an Zellen in der S-Phase
(Synthese-Phase) des Zellzyklus befinden. Der Zellzyklus beschreibt die
nacheinander ablaufenden Schritte der Zellproliferation. Startend in der G1-Phase
(Gap-1-Phase), uber die S-Phase zur G2-Phase (Gap-2-Phase). In der
anschlieBenden M-Phase (Mitose-Phase) erfolgt die Aufteilung der Zellen in zwei
Tochterzellen, welche nun wieder in die G1-Phase tUbergehen. Zwischen S- und G2-
Phase sowie zwischen G2- und M-Phase befinden sich Checkpoints, an denen
Uberpraft wird, ob die zuvor erfolgte Phase vollstandig und fehlerfrei abgeschlossen
wurde. Keidar et al. verglichen in ihrer Studie Wildtyp-Keratinozyten mit zwei
Hautkrebszelllinien (Papillomzelllinie 308 und Karzinom-Zelllinie PAM212) und
konnten zeigen, dass sich bei Wildtypzellen prozentual deutlich weniger Zellen (~10%)
in der S-Phase befanden als bei veranderten Zelllinien (308: ~50%, PAM212: ~45%).
Eine CAP-Behandlung der Zellen verzogerte das Fortschreiten im Zellzyklus und
steigerte die Anzahl der veranderten Zellen am G2/M Checkpoint um das 2 bis 3-
Fache, bei den Wildtypzellen nur um ~25%. Auf3erdem korrelierte dies mit einer
zeitgleich erhghten Expression von yH2AX, einem Marker fur oxidativen Stress,
welcher durch DNA-Schaden in der S-Phase ansteigt [49]. Demnach kdonnte CAP
durch oxidative Schaden an der DNA vor allem in Zellen der S-Phase einen Arrest im
Zellzyklus und bei unzureichenden Reparaturmechanismen die Induktion von

Apoptose bewirken.

2.1.5.3 Immunstimulation durch CAP

Die gezielte Aktivierung einer Immunantwort gegen Tumorzellen in Form einer
Immuntherapie stellt eine wichtige Saule der modernen Tumortherapie dar. In den
allermeisten Fallen werden mutierte Zellen vom Immunsystem allerdings selbstandig
erkannt und eliminiert bevor sie sich zu einem Tumor formieren kdnnen. Durch

bestimme Mutationen kdnnen manche veranderte Zellen jedoch ,unsichtbar” fur das
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Immunsystem bleiben, oder eine Immunantwort sogar aktiv unterdriicken [58]. Das Ziel
einer Immuntherapie ist demnach, diese Immunantwort zu reaktivieren, welche ein
systemisches, spezifisches und langanhaltendes Mittel gegen die Tumorerkrankung
darstellt. Auch in der Plasmaforschung wird eine mdgliche Immunaktivierung durch
CAP diskutiert. Hierbei gibt es aktuell zwei unterschiedlich Schwerpunkte, welche

hinsichtlich der Aktivierung des Immunsystems diskutiert werden.

Die Arbeitsgruppe um Miller et al. [58] befasst sich mit der direkten Stimulation von
Immunzellen durch CAP. Hierbei liegt der Schwerpunkt der Untersuchungen auf
Makrophagen. Diese antigenprasentierenden Zellen sind in nahezu allen Geweben
des menschlichen Korpers prasent und beeinflussen essenziell den Verlauf von
Entzindungsreaktionen. Beschrieben sind vor allem die in vitro verstarkte Migration
und Zytokinfreisetzung von Makrophagen nach einer CAP-Exposition [59]. Diese
resultierten in einer héheren Toxizitat und erhéhter Freisetzung von TNFa gegentber
den Tumorzellen in einer Co-Kultur [60, 61]. In vivo konnte bisher allerdings nur die
vermehrte Differenzierung von Hamozyten in den Lymphorganen von Drosophila

melanogaster nach einer CAP-Exposition gezeigt werden [62].

Ein weiterer Schwerpunkt liegt auf der moglichen Induktion von immunogenem Zelltod
(ICD) durch Plasma. Beim ICD kommunizieren die zugrunde gehenden Zellen durch
Damage Associated Molecular Patterns (DAMPs) mit Zellen des Immunsystems und
kénnen so eine vermehrte Immunantwort auslésen [63]. Hierbei kann etwa die aktive
Sekretion von ATP (Adenosin Triphosphat) als ,find me-Signal® fungieren und
antigenprasentierende Zellen wie Dendritische Zellen und Makrophagen mittels
Chemotaxis anlocken. Die Prasentation von CRT (Calreticulin) auf der Zellmembran,
welches in gesunden Zellen in der Membran des ER (Endoplasmatisches Retikulum)
zu finden ist, vermittelt zudem ein ,eat me-Signal® fur interagierende Immunzellen.
Dieses regt die antigenprasentierenden Zellen zur Phagozytose an [64]. Die
phagozytierten Zellbestandteile werden anschlieRend als Antigene prasentiert und
konnen T-Zellen in den lymphatischen Geweben stimulieren. Aktivierte T-Zellen
vermitteln schlussendlich eine systemische Immunreaktion sowie eine lang
anhaltende Immunitat gegentber den prasentierten Antigenen [65]. Vermutet wird nun,
dass durch die Behandlung mit CAP dieser Mechanismus des ICD ausgel6st werden
kann. In vitro konnte eine ATP-Sekretion und CRT-Prasentation bereits in mehreren

Tumorzelllinien beschrieben werden [60], in vivo-Studien fehlen hierzu jedoch bislang.
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Insgesamt betrachtet sind die Mechanismen einer mdglichen Immunaktivierung durch
Plasma noch nicht endgultig geklart. Eine mégliche CAP-induzierte Immunreaktion
wird fur die Versuche in dieser Arbeit, durch die Verwendung von immundefizienten

Huhnerembryonen als Modellorganismus, als vernachlassigbar angesehen.

2.1.5.4 CAP und Angiogenese

Fur das Wachstum und die Progredienz solider Tumore ist ab einer Grof3e von
wenigen Millimetern die Bildung neuer Blutgefal3e von essenzieller Bedeutung. Da
eine suffiziente Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen nur Uber eine
Diffusionsstrecke von etwa 150-200 um gewabhrleistet ist [66, 67], stellt eine
ausreichende intratumorale Perfusion die Grundlage weiterer Proliferation und
Expansion der Tumorzellen dar und verhindert letztlich deren Zelltod [67]. In soliden
Tumoren fordert unter anderem der vascular endothelial growth factor (VEGF) die
Neoangiogenese, welche als essenzieller Schritt im Tumorprogress und daher als ein
Hallmark of Cancer angesehen wird [68]. VEGF ist ein angiogenes Protein, welches
parakrin die Entwicklung und das Wachstum von Blutgefaf3en stimuliert. Die VEGF-
Expression wird Uber die die Stabilisierung des hypoxia-inducible factor-1a (HIF-1a)
gesteuert. HIF-1a kann durch Hypoxie, Wachstumsfaktoren und Onkogene aktiviert
werden und wird in malignen Zellen haufig uberexprimiert. Hier spielt der
phosphatidylinositol-3-kinase-AKT-Mechanismus (PI3K/AKT) eine Rolle, welcher
durch die Aktivierung von PI3K/AKT den HIF-1la stabilisieren und so die VEGF-
Expression fordern kann. Die Akt-VEGF-Signalkaskade scheint and der Regulation der
Angiogenese in Pathologien wie Infarkten und Malignomen beteiligt zu sein [69-71].
Es wird zudem vermutetet, dass oxidativer Stress, ausgelést durch hohe
Konzentrationen intrazellularer RONS diesen Mechanismus relevant beeinflussen
kann [72]. Jo et al. konnten so in einer Studie an klinischen Hepatozellularen
Karzinomen (HCC) und einer HCC-Zelllinie (HLE) zeigen, dass erhdhte RONS-Level
positiv. mit einer erhohten VEGF-Expression, AKT-Aktivierung und MVD
(microvascular densitiy) korrelierten [70]. Unter der Annahme, dass durch eine
Behandlung mit CAP die Konzentration an RONS in den malignen Zellen gesteigert
wird und diese in oxidativen Stress geraten, ware eine Angiogenese-férdernde

Wirkung von CAP in Tumoren demnach denkbar.
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Direkte Auswirkungen von CAP auf die Angiogenese in Tumoren sind bisher jedoch
nur wenig untersucht. Gegensatzlich zu der nach Jo et al. plausibel erscheinenden
forderlichen Wirkung auf die Angiogenese konnte in mehreren malignen Zellenlinien
eine verringerte VEGF-Expression nach einer CAP-Behandlung gemessen werden.
Hierbei wurden murine Melanomzellen [73] und humanen Brustkrebszellen [74] in vitro
kultiviert und mit CAP behandelt. Eine verminderte Expression von VEGF kdnnte die
Tumorangiogenese verlangsamen und die weitere Proliferation der Tumorzellen
hemmen. Auch durch die direkte Behandlung von HAEC Endothelzellen mit CAP
konnte deren Migration und die Bildung von tube formations, welche Vorlaufer von
Kapillaren darstellen, in vitro gehemmt werden [75]. Haralambiev et al. konnten diese
Ergebnisse in einer 2020 veroffentlichten Studie mit HDMEC Endothelzellen
bestétigen [76]. Eine Behandlung mit CAP fur 15 s verringerte hier das Zellwachstum,
die metabolische Aktivitat, die tube formation und Migration der Endothelzellen,
wahrend Apoptosen vermehrt beobachtet werden konnte. Um die Auswirkung von
CAP auf die Angiogenese in Tumoren genauer verstehen zu kdnnen, sind jedoch

weitere Studien notwendig.

2.1.5.5 Wirkung von CAP auf solide Tumore

Aktuell beziehen sich die meisten Erkenntnisse zur Wirkung von CAP an Tumorzellen
auf 2-dimensionale in vitro-Versuche mit einer Vielzahl von Tumorzelllinien, wobei
Glioblastom- und Melanomzelllinien am meisten untersucht wurden. Einen Uberblick
Uber die eingesetzten Zelllinien und deren Reaktion auf eine CAP-Exposition geben
Brany et al. [34], sowie Dubuc et al. [1]. Untersuchungen mit in vivo-Modellen konnten
ebenfalls eine signifikante Reduktion der Tumorgrof3e und eine erhohte
Uberlebensrate der Versuchstiere beschreiben. Hierbei kam in der tiberwiegenden
Mehrheit der Studien ein subkutanes Xenograft-Mausmodell zum Einsatz [37, 77, 78].
Zwei Untersuchung von CAP an Tumoren im HET-CAM-Modell sind ebenfalls
beschrieben [41, 79].

Limitierend fur den CAP-Einsatz an soliden Tumoren erscheint die geringe
Eindringtiefe (depth of tissue penetration, DETiP) des Plasmas ins Gewebe. Partecke
et al. [79] beobachteten in einer in ovo-Studie mit zwei Pankreaskarzinomlinien CAP-
Effekte, die begrenzt auf die oberen Zellschichten der Tumore auftraten. Daraus wurde

auf eine effektiven Eindringtiefe des Plasmas von maximal 60 pum geschlossen.
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Untersuchungen zur Diffusion von reaktiven Spezies durch Gewebemodelle konnten
hingegen zeigen, dass RONS mehrere Millimeter tief in Gewebe eindringen kdénnen
[80-82].

Um reaktive Spezies aus CAP tiefer in Gewebe einzubringen und die geringe
Eindringtiefe des Plasmas selbst zu umgehen, kdnnen plasmaaktivierte Losungen wie
plasmaaktiviertes Medium (PAM) oder plasmaaktivierte Ringer-Laktat-Losung (PAL)
eingesetzt werden. Die Losungen werden hierbei zunachst mit CAP behandelt, um
RONS in der Flussigkeit zu generieren und akkumulieren. Anschliel3end kann die
Losung direkt in das Tumorgewebe injiziert [83], oder in eine Kdrperhéhle eingebracht
werden [84]. Die Zusammensetzung der eingesetzten Losung kann jedoch deren
Wirkung stark beeinflussen. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass in den
eingesetzten Medien vorhandenes fotales Kalberserum (FCS) RONS neutralisieren
und die PAM-Wirkung hierdurch reduzieren kann [85].

Eine weiter Mdglichkeit stellt der Einsatz von Micro CAP Devices (UCAP) dar, welche
einen Plasmajet mit einem Durchmesser von nur 70 um erzeugen. Die mit Helium als
Tragergas betriebenen Gerate wurden entwickelt, um eine endoskopische
Behandlung mit CAP zu ermoglichen. Im Mausmodell konnten hierdurch bereits CAP-
Behandlungen direkt im Tumorgewebe durchgefuhrt werden [77]. Auch eine
intrakranielle CAP-Therapie von Glioblastomen konnte im Mausmodell bereits

erfolgreich vollzogen werden [14].

2.2 Tumormodelle in der praklinischen Forschung

2.2.1 Einleitung

Die Entwicklung und Testung neuer Tumortherapien in der onkologischen Forschung
ist stark abhangig von Tumormodellen. An diesen kdnnen Grundlagenforschung
betrieben sowie Wirkungs- und Dosisanalysen durchgefuhrt werden, bevor diese
klinisch eingesetzt werden. Um ein neues Tumortherapeutikum in der Klinik zu
etablieren, muss dieses zuné&chst einen jahrzehntelangen Prozess von Testungen und
Evaluationen durchlaufen [86]. Begonnen wird hierbei meist mit der in vitro Zellkultur.
An dieser konnen bei geringen Kosten und einfacher Handhabung grundlegende
Mechanismen einer Therapie an den verénderten Zellen untersucht werden. Der

nachste Schritt stellt die Untersuchung in einem in vivo-Modell dar. Tiermodelle bilden
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das Wachstum eines Tumors und dessen Reaktion gegeniber einer Therapie deutlich
realistischer ab als in vitro Modelle. Allerdings sind sie, durch die komplexeren
Versuchsbedingen, sehr aufwandig und kostenintensiv und unterliegen hohen
ethischen wie burokratischen Hurden. Die gangigsten in vivo-Tumormodelle sind
Mausmodelle, in denen entweder ein Tumor als Xenograft (engl. ,Fremdtransplantat®)
eingepflanzt, oder durch Genmanipulation die spontane Tumorentstehung in den

M&ausen begunstigt wird.

Trotz hoher Investitionen in die Entwicklung neuer Tumortherapien schaffen nur ca.
5% der préaklinisch erfolgreichen Therapeutika den Transfer in die Klinik. Die Grinde
hierfir sind komplex, liegen jedoch unter anderem an der grof3en Diskrepanz zwischen
den Modellsystemen und den klinischen Tumoren [87]. Ein wichtiger Faktor ist dabei
die haufig fehlende Dreidimensionalitait der Tumormodelle. Hier stellen
dreidimensionale Tumormodelle in vitro (Abschnitt 2.2.3) und Modelle solider Tumore
in vivo (Abschnitt 2.2.4) eine wichtige Strategie dar, um die Modellsysteme den klinisch

solide wachsenden Tumoren besser anzupassen [88].

2.2.2 Tumormikromilieu und Angiogenese

Solide Tumore in situ wachsen dreidimensional infiltrativ oder verdrangend. Sie
bestehen dabei aus den mutierten, eigentlichen Tumorzellen und dem Tumorstroma.
Das Tumorstroma beinhaltet azellulare Bestandteile wie die Extrazellularmatrix (ECM),
sowie alle rekrutierten, scheinbar unveranderten Zellen des Tumorgewebes wie
Fibroblasten, Endothelzellen und Zellen des Immunsystems. Tumorzellen und
Tumorstroma  stehen in  konstanter Interaktion und beeinflussen das
Tumormikromilieu, welches malgeblich die Eigenschaften eines soliden Tumors
bestimmt [38, 68].

Nach der Tumorinitiation erfolgt ein klonales Wachstum der stabil neoplastisch
veranderten Ursprungszelle. Hieraus kann sich zunachst ein avaskularer Zellhaufen
entwickeln, welcher per Diffusion versorgt wird. Da die Sauerstoffversorgung der
Zellen per Diffusion nur 150-200 pm weit von einem Gefal? ausgehend in das Gewebe
erfolgen kann, ist fur weiteres Wachstum die Induktion der Tumorangiogenese
unabdingbar [66, 67]. Hierfir sezernieren die Tumorzellen angiogene

Wachstumsfaktoren wie VEGF, die parakrin auf umliegende Gefal3e einwirken und die
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Aussprossung neuer Kapillaren induzieren [67]. Das physiologisch fein abgestimmte
parallele Wachstum von Geweben und Blutgefal3en gerat in Tumoren jedoch aus der
Balance. Da die Tumorzellen meist schneller wachsen als die induzierten Blutgefal3e,
entstehen Gewebebereiche, die nicht mehr suffizient per Diffusion versorgt werden.
Zudem unterscheiden sich die neu gebildeten Gefal3e in Tumoren haufig in Aufbau
und Organisation von physiologischen BlutgefaRen [89, 90]. Eigenschaften wie
Gefalldurchmesser, Verzweigungsmuster und GefalRdichte kdnnen stark variieren und
hierdurch einen unregelméRigen Blutfluss bedingen [89, 91, 92]. Bei gleichzeitig
erhohter Durchlassigkeit der GefaRe und der Abwesenheit von funktionalen
Lymphgefa3en, kommt es im Tumorgewebe zu einem Anstieg des interstitiellen
Drucks [93]. Dies verursacht eine verringerte Diffusion von Substanzen wie
Chemotherapeutika in das Tumorgewebe und kann zudem zu einem schnelleren
Abtransport jener aus dem Gewebe fuhren [91, 94, 95]. In den minderversorgten,
hypoxischen Bereichen sammeln sich durch die schlechte Perfusion zudem
Stoffwechselendprodukte wie Laktat und Kohlensédure an und verursachen so ein
Absinken des pH-Werts in der Extrazellularflissigkeit [96].

Auf das pathologische Tumormikromilieu mit Minderperfusion, Sauerstoff- und
Nahrstoffmangel, Azidose und erhohten interstitielem Druck reagieren die
Tumorzellen mit Veranderungen in der Genexpression und der Biosynthese von
Proteinen. Dies kann sowohl deren malignes Wachstum und Metastasierung als auch
die Reaktion der Tumorzellen auf Therapeutika mafRgeblich beeinflussen [96]. Die
spezifischen Eigenschaften solider Tumore erfolgreich in Modellsystemen simulieren
zu konnen, stellt einen wichtigen Schritt zur Ubertragbarkeit von Erkenntnissen aus

Tumormodellen auf klinische Tumore dar.

2.2.3 Zellkultur und dreidimensionale Modelle in vitro

Die in vitro-Kultur maligner Zelllinien hat sich als ein unverzichtbares Modell in der
onkologischen Forschung erwiesen, um fundamentale biophysiologische und
biomolekulare Mechanismen der kultivierten Zellen aufzudecken. Zum Einsatz
kommen hier vor allem etablierte Zelllinien unterschiedlichster Tumorentitaten, welche
ein unbegrenztes Wachstum garantieren. Die klassische und nach wie vor haufigste
Art der Zellkultur stellt die adharente 2-dimensionale (2D) Kultur auf Oberflachen wie

Petrischalen oder Zellkulturflaschen mit einem Nahrmedium dar. Hierbei wachsen die
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Zellen einschichtig auf der Oberflache und haben so einen gleichmalRigen Zugang zu
den im Medium vorhandenen Nahrstoffen, Sauerstoff und Wachstumsfaktoren. Dies
bedingt ein sehr homogenes Wachstum bei einfacher Handhabung und guter
Kosteneffizienz. Der Zustand an optimaler Nahrstoffversorgung und nur
zweidimensionalem Wachstum unterscheidet sich jedoch stark von einem in vivo
wachsendem Tumorgewebe. Nicht abgebildet in 2D-Modellen sind beispielsweise
Interaktionen mit der ECM und dem Tumormikromilieu, Konzentrationsgradienten an
Nahrstoffen und Sauerstoff im Gewebe und Einflusse von Stromazellen [97]. Um
Tumore besser in vitro simulieren zu kdnnen, wurden 3-dimensionale (3D) Modelle
entwickelt. Diese bilden auch die Zell-Zell-Kontakte und Zell-ECM Kontakte ab und
ermoglichen den Zellen so eine in vivo-&hnliche Morphologie, Differenzierung,
Polaritat, Proliferation und Genexpression [97]. Somit kdonnten 3D-Modelle die
methodische Licke zwischen der 2D-Zellkultur und aufwendigen Tierversuchen

schliel3en.

In 3D-Kulturen wachsen die Zellen in einer ECM-ahnlichen Matrix, welche als Gerust
dient, oder werden in einer dynamischen Suspension kultiviert. Hierbei aggregieren
die Zellen zu 3-dimensionalen Spharoiden, in denen sie mit anderen Zellen und der
ECM interagieren kénnen. Uber die unterschiedlichen Methoden zur Generierung von
Spharoiden geben Breslin et al. [98] einen Uberblick. Tumorsphéroide dhneln in vielen
Eigenschaften wie der Morphologie, Mikromilieu, Nahrungs- und Sauerstoffgradienten
kleinen avaskularen Tumorknétchen, Mikrometastasen oder auch den avaskularen
Bereichen grofRer Tumore. Durch die abnehmende Diffusion von N&hrstoffen und
Sauerstoff durch die Zellkonglomerate, befinden sich die aktivsten, proliferierenden
Zellen meist an der Oberflache eines Spharoids. Im Zentrum hingegen Uberwiegen
inaktive und nekrotische Zellen [88]. Damit kdbnnen Spharoide die Wirkung vieler
Therapeutika, welche ebenfalls durch Diffusion zu den einzelnen Zellen gelangen,
deutlich besser abbilden als 2D-Zellkulturen. Auch fir die Untersuchung von CAP-
Effekten kdnnten 3D in vitro-Tumormodelle einen wichtigen Schritt zwischen Zellkultur

und Tierversuch darstellen, werden bislang allerdings selten hierfiir eingesetzt [38].
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2.2.4 Modelle solider Tumore in vivo

Die praklinisch am haufigsten eingesetzten in vivo-Modelle zur Simulation von soliden
Tumoren sind Mausmodelle. Diese lassen sich nach dem Ursprung der malignen

Zellen unterteilen in xenogene und syngene Modelle:

In xenogenen Modellen wird humanes Tumorgewebe in immundefiziente Mause
implantiert. Die Zlchtung von Mausstdmmen mit einem nicht- oder nur geringgradig
funktionalem Immunsystem ist hierbei Voraussetzung fir eine erfolgreiche
Tumorinokulation. Die am haufigsten verwendeten Mausstamme sind Nude- (T-Zell-
defizient), SCID (severe combined immunodeficiency, T- und B- Zell-defizient) oder
NOD/SCID-Méause (non-obese diabetic, T-, B-, NK-Zell-defizient) [99]. Implantiert
werden konnen entweder Tumorzellen aus einer Zellkultur (cell line derived xenografts,
CDX) oder Tumorgewebe, welches direkt einer Patientin oder einem Patienten
entnommen wurde (patient derived xenografts, PDX). Die in CDX-Modellen
verwendeten Tumorzelllinien sind jedoch haufig vergleichsweise undifferenziert und
kénnen sich immens von den klinischen Tumoren unterscheiden. Hierdurch eignen
sich CDX-Modelle eher fur die Untersuchung von generellen wachstumshemmenden
Eigenschaften eines Therapeutikums [100]. Tumore in PDX-Modellen hingegen
zeigen in friihen Passagen eine hohe histologische und molekulare Ubereinstimmung
mit den Ausganstumoren. Da diese Eigenschaften die Wirkung eines Therapeutikums
mafdgeblich beeinflussen, kénnen PDX-Modelle Kklinische Effekte suffizient simulieren

und werden deshalb haufig in der translationalen Tumorforschung eingesetzt [101].

In syngenen Modellen entstehen die Tumore spontan in bestimmen Inzucht-
Mausstammen oder in genetisch veranderten Mausen (genetically engineered mice,
GEM). Die ersten GEM-Modelle wurden in den 1980ern entwickelt und bestanden aus
transgenen Mausen, in deren Erbgut Onkogene eingebracht wurden, woraufhin sie
vermehrt Brustkrebstumore entwickelten [102]. Nachfolgend wurden durch die gezielte
Ausschaltung von Tumorsuppressorgenen Modelle mit Knockout-Mausen entwickelt
[103]. Die Probleme dieser frihen Modelle liegen jedoch in der ubiquitaren
Auspragung der induzierten Verdnderungen: Die Onkogene in den transgenen
Mausen werden in allen Zellen des betroffenen Gewebes exprimiert. Auch die
Tumorsuppressorgene in den Knockout-Mausen sind in allen Zellen des Tiers
inaktiviert. Dies unterscheidet die Modelle immens von den Klinisch sporadisch

auftretenden malignen Zellen in einem ansonsten gesunden Gewebe [104]. Heute
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existieren daher eine Vielzahl an deutlich komplexer entwickelten GEM-Modellen, die
eine somatische Inaktivierung von Tumorsuppressoren oder somatische Aktivierung
von Onkogenen erlauben und hierdurch einen sporadisch entstehenden Tumor besser
simulieren kénnen [105]. Da GEM-Modelle eine de novo Tumorgenese darstellen, sind
sie das aktuelle beste in vivo-Modell zur Untersuchung von zellularen und molekularen
Prozessen, die zur Tumorinitiation, -progression und Metastasenbildung fihren [104].
Ein weiterer Vorteil von syngenen Modellen ist das Vorhandensein eines suffizienten
Immunsystems in den Méausen. Hierdurch sind sie das Modell der Wahl zur Testung
von Immuntherapeutika. Durch den murinen Ursprung der Malignome lassen sich die
Ergebnisse aus syngenen Modellen jedoch nicht direkt auf den Menschen tbertragen
[100].

In vivo-Modelle sind ein essenzielles Mittel der onkologischen Forschung fir die
Entwicklung und Testung neuer Therapeutika, sowie fur das Verstandnis von
molekularen und zellbiologischen Prozessen der Tumorgenese. Trotzdem muss sich
jede Studie an Tieren einer strengen ethisch-moralischen Bewertung unterziehen und
die Notwendigkeit des verursachten Leidens der Tiere kritisch hinterfragen. Schon
1959 forderten Russel und Burch die Umsetzung des 3R-Konzepts [106]: ,Replace*
steht hierbei fur die vermehrte Nutzung von Alternativmethoden an nicht fihlenden
Versuchsobjekten. ,Reduce” fordert eine Reduzierung der Anzahl an Versuchstieren
auf ein sinnvolles Minimum. ,Refine“ beschreibt sowohl die Verbesserung von
Versuchsabldufen, um Leiden und Schmerzen zu vermeiden, als auch die
Verbesserung von Haltungsbedingungen. Dieses Konzept der Ersetzung,
Reduzierung und Verbesserung von Tierversuchen wurde 2010 auch in den Richtlinien
der Europaischen Union zum Schutz der fur wissenschaftliche Zwecke verwendeten

Tiere aufgearbeitet [107].

2.3 Das HET-CAM-Modell

Huhnereier wurden bereits seit dem spéaten 19. Jahrhundert als Modellsysteme flr
wissenschaftliche Studien genutzt [108]. Hierbei wurden vor allem toxikologische und
teratologische Fragenstellungen untersucht [109]. Auf der Suche nach
Alternativmethoden zum ethisch bedenklichen Draize Rabbit Eye Test entwickelte
Luepke 1985 den damals etablierten Henn’s Egg Test (HET) weiter zum HET-CAM-

Test fur toxikologische Untersuchungen [110]. Hieran konnten neue Substanzen
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getestet werden, indem sie auf die CAM aufgebracht und diese anschlieRend auf
Irritationen wie Hyperamie oder Blutungen untersucht wurde. Die gut durchblutete,
sowie einfach erreichbare CAM stellte sich zudem als eine Membran heraus, welches
die optimalen Vorrausetzung fur eine Vielzahl von Untersuchungen bietet. Durch die
teilweise Entfernung der Eierschale etablierte sich das HET-CAM-Modell schlief3lich
als in ovo-Modellsystem fir eine Vielzahl von Experimenten. Unter anderem zur Studie
von Angiogenese, Toxikologie, Wundheilung, Biomaterialien und letztlich auch dem
Wachstum und der Entwicklung von Tumoren wurde es bereits erfolgreich eingesetzt
[111].

Das HET-CAM Modell kann als ein Bindeglied zwischen in vitro Versuchen an
Zellkulturen und aufwendigen in vivo-Modellen gesehen werden. Es unterliegt in
Deutschland und vielen anderen Landern nur geringen burokratischen Auflagen und
bendtigt fur die Durchfiihrung keine Zustimmung einer Ethikkommission, solange die
Versuche vor dem Schlupf beendet werden [107, 111]. Zudem ist die CAM als
extraembryonale Membran nicht innerviert und das Immunsystem des Hilhnerembryos
bis zum Tag 14 der Bebritung nur unvollstandig entwickelten, was die Versuche auf
der CAM ethisch gut vertretbar macht. In Kombination mit den deutlich geringeren
Kosten macht dies das HET-CAM-Modell zu einer ethisch und 6konomisch guten
Alternative zu Versuchen im Mausmodell [112].

Der genaue Ablauf des HET-CAM-Modells ist im Methodenteil dieser Arbeit
beschrieben (Abschnitt 3.2.2).

2.3.1 Embryonalentwicklung des Huhns

Die Embryonalentwicklung von Végeln findet zum Uberwiegenden Grol3teil aul3erhalb
des mutterlichen Korpers statt. Daher miissen bei der Eiablage alle fir die Entwicklung
relevanten Nahrstoffe im Ei vorhanden sein. Dies bedingt sehr grole
Nahrstoffreserven im Ei, wahrend die Chromosomen in einer kleinen, dem Eidotter
aufliegenden Zytoplasma-Ansammlung konzentriert sind [113]. Die friilhe Entwicklung
des Embryos beginnt bei Végeln bereits wahrend der Wanderung der Eizelle durch die
Genitalorgane des Muttertiers, welche der Bildung des vollstandigen Eis dient. Kurz
nach der Befruchtung der Eizelle im Infundibulum des Ovidukts wird die zweite

meiotische Teilung vollzogen. Nach Bildung des Albumins im Magnum und der Anlage
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der Schalenmembranen im Isthmus des Ovidukts, erreicht die Eizelle nach ca. 3 bis 5
Stunden die Schalendriise. Wéahrend hier die calciumreiche Schale um das Ei gebildet
wird, vollzieht der Embryo eine Vielzahl an mitotische Teilung. Zum Zeitpunkt der
Eiablage besteht der Embryo daher bereits aus 40 000 bis 60 000 Zellen und befindet
sich im Blastoderm-Stadium, welches dem Stadium 10 nach Hamburger und Hamilton
entspricht [114]. Ab dem Zeitpunkt der Eiablage bis zum Start einer Bebritung arretiert
der Embryo daraufthin in einer Diapause. Diese Unterbrechung in der
Embryonalentwicklung kann in der Natur mehrere Wochen andauern und wird erst
beim Erreichen einer Temperatur von Uber 28°C fortgesetzt [115]. Die
Entwicklungsstadien 11- 26 nach Hamburger und Hamilton werden nun innerhalb von
21 Inkubationstagen vollzogen, wobei die optimale Bruttemperatur zwischen 37 und
39°C liegt. Die Stadien 11-22 lassen sich hierbei den Prozessen von der Entstehung
der Keimblatter bis zur Kérpergrundgestalt zuordnen, wahrend die Stadien 23 bis 33
die Organogenese widerspiegeln. In den Stadien 34 bis 46 findet die Ausbildung
arttypischer Merkmale, sowie weiteres Wachstum und Ausreifung statt [114]. Die
genaue Entwicklung des Hihnerembryos nach 46 Stadien aufgeteilt, ist von Bellairs et

al. ausfuhrlich beschrieben worden [116].

Parallel zur Entwicklung des Embryos entstehen im Ei vier extraembryonale
Membranen: Dottersack, Amnion, Chorion und Allantois. Zunachst beginnt die Bildung
der Dottersackmembran, welche aus extra-embryonalen Anteilen der Bastoderm-
Scheibe entspringt und ab Tag 5 der Bebritung den Eidotter komplett umschlief3t. Die
Membran lasst sich in eine gering vaskularisierte Area vittelina und eine stark
durchblutete Area vasculosa unterteilen. Die Dottersackmembran und die darin
liegenden BlutgefalRe sind Uber den Dottersackstil mit dem Embryo verbunden und
dienen hauptsachlich der Versorgung des Embryos durch die Absorption von
Néahrstoffen aus dem Eidotter. Sie sind jedoch im frihen Stadium auch am
Gasaustausch und der Blutbildung beteiligt [117]. Ab Tag 19 der Bebritung ist der
Groliteil des Eidotters absorbiert, woraufhin die verbleibenden Bestandteile in die
Korperhohle des Embryos internalisiert werden. Dies sichert die Ernahrung des
Kikens in den ersten Tagen nach dem Schlupf [118]. Amnion und Chorion entstehen
gemeinsam ab dem Entwicklungsstadium 12 durch eine beidseits am Embryo
stattfindende,  ektodermalen  Abfaltung mit einer darunter liegenden
somatomesodermalen Schicht. Am Tag 3 der Bebritung fusionieren die zwei seitlichen

Abfaltungen und bilden so mit den inneren Anteilen das Amnion, wahrend die &ul3eren
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Anteile zum Chorion werden [117]. Die Zellen der Amnionmembran sezernieren nun
Flissigkeit, die den Embryo in der Amnionhdhle umgibt, die Chorionmembran legt sich
der inneren Schalenmembran an. Die Allantoismembran entwicklelt sich ab Stadium
18 aus einer entodermalen Knospe mit mesodermalen Anteilen im Hinterdarm und
wachst unterhalb des Chorions in die Embryonalhthle. Sie besteht aus einer inneren,
entodermalen und einer &uf3eren, mesodermalen Schicht und bildet die Allantoishéhle,
welche zunachst als Speicherort fir Harn aus den embryonalen Nieren fungiert [118].
Ab Tag 6 der Inkubation fusioniert die Allantoismembran mit der Chorionmembran und

bildet die Chorion-Allantois-Membran.

CAM
Dottersack
Allantois
\ / Amnion
Luftsack

%ﬁhnerembryo

Abbildung 2: Embryo und extra-embryonalen Membranen im Hihnerei, schematische Darstellung.

Lizenz: Erstellt von Dr. med. Jonas Eckrich, mit freundlicher Genehmigung.

2.3.2 Die Chorion-Allantois-Membran (CAM)

Die CAM besteht aus den ektodermalen Bestandteilen des Chorions, sowie
mesodermalen und entodermalen Bestandteilen aus der Allantois. Sie entsteht ab Tag
6 der Bebritung und bedeckt an Tag 8 ca. 80% und an Tag 12 die komplette innere
Schalenoberflache [119]. Ausgehend von der mesodermalen Schicht entwickelt sich
ein dichtes Gefal3netz, welches aus jeweils zwei Allantoisvenen und Allantoisarterien
abstammt. Durch das dichte Gefal3netz und die Néhe zur Eischale fungiert die CAM
als Organ des Gasaustauschs und wird daher als funktionales Aquivalent zur Plazenta

von Saugetieren angesehen [119]. Der Embryo kann durch die Poren in der Eischale
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Kohlenstoffdioxid eliminieren und Sauerstoff resorbieren [118]. Zudem kann Uber die
CAM Calcium aus der Schale resorbiert und dem Embryo zur Verfiigung gestellt
werden. Dieser hat vor allem in den letzten 11 Entwicklungstagen auf Grund der
Ossifikation des Knochengewebes einen stark erhéhten Bedarf an Calcium, welcher

nicht mehr Gber den Eidotter gedeckt werden kann [118].

Histologisch lasst sich die CAM als eine dreischichtige, ca. 100 um dicke Membran
aus zwei Epithelien und einer dazwischenliegenden Bindegewebsschicht
identifizieren. Leeson et al. [120] beschreiben das Chorionepithel als ein zwei- oder
mehrschichtigem Epithel auf einer dinnen Basalmembran, welches der
Schalenmembran eng anliegt. Unregelméalig bilden die Epithelzellen Mikrovilli aus. Im
darunterliegenden mesodermalen Anteil befinden sich dichte Blutgefal3e, welche als
Chorion-Plexus bezeichnet werden. Diese sind umgeben von mesenchymalem
Bindegewebe und migrieren in eine Position direkt unterhalb des Chorionepithels. Ab
Tag 7 der Bebrutung durchbrechen einige Kapillaren das Chorionepithel und liegen
fortan an der Oberflache der CAM, in direktem Kontakt zur Schalenmembran. Durch
diesen engen Kontakt der BlutgefaRe mit der Eischale wird der Gasaustausch
erleichtert. Das von der Schale abgewandte Allantoisepithel wird als ein einreihiges
Epithel aus kuboidalen Zellen beschrieben. Es bildet ebenfalls unregelmafiig Mikrovilli

aus und begrenzt die darunter liegende Allantois [120].
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I 50 pm I

Abbildung 3: Lichtmikroskopische Aufnahme der CAM,150x VergréRerung, HE-Farbung. Zu erkennen
ist das mehrschichtige Chorionepithel (A), mesenchymales Bindegewebe (B) mit BlutgefalR3en

(Pfeilmarkierung) und das einschichtige Allantoisepithel (C).

2.3.3 Einsatz des HET-CAM-Modells in der onkologischen Forschung

Bereits seit Anfang des 20. Jahrhunderts wurde die CAM fir Studien von
Tumorwachstum und Angiogenese genutzt. Als Erste transplantierten Rous und
Murphy 1912 Huhnersarkome erfolgreich auf die CAM [121]. Ein Jahr spater
beschrieben sie die ebenfalls erfolgreiche Inokulation von Maus- und Rattenrumoren
in die CAM, welche in ausgewachsenen Huhnern jedoch nicht wuchsen [122]. Die
Griunde hierfir wurden damals spekuliert, lassen sich heute aber mit der nattrlichen
Immundefizienz der Huhnerembryonen in den ersten zwei Entwicklungswochen

erklaren.

Das spezifische Immunsystem in ausgewachsenen Huhnern wird durch B- und
T-Zellen reprasentiert. Die B-Zellen reifen in der namensgebenden Bursa Fabricii der
Vogel aus und steuern anschlielRend die Antikdrper-vermittelte Immunitét. Die T-Zellen
reifen wie bei Sdugetieren im Thymus aus und vermittelte die zellulare Immunreaktion
[123]. T-Zellen kbnnen im Hihnerembryo jedoch friihestens ab Tag 11 der Inkubation,
B-Zellen frihestens ab Tag 12 beobachtet werden [124]. Eine unspezifische
Entziindungsreaktion wurde teilweise ab Tag 15 beschrieben, als voll
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immunkompetent gilt der Hihnerembryo schlie3lich ab Tag 18 der Bebritung [125].
Das unvollstandig ausgebildete Immunsystem der Huhnerembryonen erlaubt die
Transplantation von Geweben unterschiedlicher Spezies auf die CAM, ohne eine

Immunreaktion auszulésen [123].

Ribatti gibt in seinen Publikationen einen Uberblick tber die haufig eingesetzten
Tumorzelllinien im CAM-Modell [123, 126]. Auch als PDX-Modell fr direkt von einer
Patientinnen oder einem Patienten stammendes Tumorgewebe wird das CAM-Modell
vermehrt eingesetzt [127]. Nach dem Aufsetzten des PDX oder eines CDX auf die
CAM, durchdringen die Tumorzellen das Chorionepithel und wachsen innerhalb von
2-5 Tagen in das gut durchblutete mesenchymale Bindegewebe der CAM ein [126].
Dort werden sie durch die Blutgefal3e in der CAM versorgt und beginnen ein schnell
progredientes Wachstum [123]. Die suffiziente Vaskularisierung stellt hier einen
wichtigen Schritt fir das weitere Wachstum der Tumore da. Knighton et al. konnten
zeigen, dass Tumore ohne ausreichende Durchblutung in der CAM einen
Durchmesser von ca. 1 mm nicht dberschritten. Erst nach der Entwicklung von
ausreichen Blutgefal3en proliferierten die Zellen rapide und bildeten grél3ere Tumore
[128]. Auch im CAM-Modell wird die Neoangiogenese von den Tumorzellen durch die
Exkretion von angiogenen Faktoren wie VEGF stimuliert, woraufhin
GefalRaussprossungen aus den umliegenden CAM-Gefalien in das Tumorgewebe
einwachsen [129]. Durch die exponierte Lage der CAM-Blutgefal3e und der einfachen
Beobachtungsmoglichkeit durch die in vivo-Mikroskopie der Tumore in der CAM,
wurde das HET-CAM-Modell fur viele Studien zur Angiogenese von Tumoren
herangezogen. Einen Uberblick hierzu geben Ribatti [123] und Deryugina [130].

Neben der Angiogenese ist die Metastasierung maligner Tumorzellen Gegenstand
vieler Untersuchungen am HET-CAM-Modell. Hierzu wurde entweder ein Tumor auf
der CAM etabliert und die spontane Metastasierung in andere Bereiche analysiert,
oder die malignen Zellen wurden direkt in ein Gefal} injiziert. Von soliden Tumoren in
der CAM ausgehend, konnte innerhalb weniger Tage eine Metastasierung in entfernte
CAM-Bereiche, sowie Lunge, Leber und Gehirn der Embryonen nachgewiesen werden
[123, 131]. Wurden die Zellen direkt intravasal injiziert und damit iber den kompletten
Kreislauf verteilt, Gberlebten mehr als 80% der malignen Zellen in den Kapillaren und
migrierten innerhalb von 1-3 Tagen aus den Gefal3en [132]. Der fur die Metastasierung
wichtigen Prozess der Extravasation konnte durch die Zuganglichkeit von

fluoreszenzmarkierten malignen Zellmetastasen in den CAM-Gefalen genauer
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untersucht werden. Hier wurde bereits sechs Stunden nach der Injektion der Zellen
eine erhbhte mRNA-Expression von Metastasen-assoziierten Genen und VEGF
gemessen [133]. Eine genaue Beschreibung der am HET-CAM-Modell durchgefuhrten
Studien zur Metastasierung von maligen Tumorzellen finden sich in den Publikationen
von Ribatti [123] und Deryugina [134].

Gesamt betrachtet eignet sich das HET-CAM-Modell durch das stark ausgepragte
Blutgefal3netz der CAM und der naturlichen Immundefizienz des Hiuhnerembryos
optimal als in vivo-Modell fiir eine Vielzahl an Tumorentitdten. Das Wachstum eines
soliden Tumors ist durch die schnelle Vaskularisierung der Tumore innerhalb von 2-5
Tagen in kurzer Zeit moglich. Die zugangliche Lage der CAM erlaubt zudem stets eine
in vivo-Beobachtung der Tumore. Auch fur die Untersuchung von CAP-Effekten auf
solide Tumore bietet das HET-CAM-Modell gute Voraussetzungen, da es im
Gegensatz zu vielen Mausmodellen die direkte Applikation von CAP an soliden

Tumoren auf der CAM ermdoglicht.

2.4 CAP-Versuche am HET-CAM-Modell

Untersuchungen zu CAP-Effekten unter Verwendung des HET-CAM-Modells wurden
bisher vorwiegend von Arbeitsgruppen der Universitat Greifswald publiziert, welche mit
dem Leibniz-Institut for Plasmaforschung und Technologie e.V. in Greifswald
kooperieren. Hierbei kam das HET-CAM-Modell teils als klassisches Toxizitat-Modell
zur Studie der Vertraglichkeit und Mutagenitat von CAP zum Einsatz, sowie in einigen
Publikationen zur Studie der Effekte einer CAP-Behandlung auf solide Tumore in der
CAM.

Zur Untersuchung der CAP-Vertraglichkeit wurde der kKINPen 09 oder kINPen MED fir
Behandlungen der CAM eingesetzt. Diese indirekten Plasma-Jets werden mit Argon
betriebenen, der kINPen MED ist in Deutschland als Medizingerate zur klinischen
Anwendung in der Behandlung chronischer Wunden zugelassen [135]. Untersucht
wurde die Mutagenitat [136], das Irritationspotenzial [137] und das Auslésen von
Entzindungsreaktionen durch CAP [138]. Wé&hrend keinerlei Genotoxizitat in
Erythrozyten-Kernen nach einer CAP-Exposition festgestellt werden konnte, stieg die
Ausfallrate der Hihnerembryonen bei einer zehnminitigen Behandlung auf bis zu 42%
an [136]. Irritationen der CAM nach einer CAP-Behandlung konnten wiederholt in Form

von Blutungen und Eintriibbungen der Membran beobachtet werden [137]. Ebenfalls
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wurde das Auslosen von Entziindungsreaktionen in Abhangigkeit von der
Expositionsdauer beschrieben. Die Entziindungsreaktionen lieRen sich hierbei mit

Hydrocortison unterdrticken [138].

Partecke et al. [79] setzten in einer 2012 publizierten Studie zur CAP-Wirkung auf
Tumore in der CAM je 2 Mio. humane Pankreaskarzinomzellen der Linie Colo-357 in
3D-Kulturen ein. Die 3D-Kulturen, bestehend aus Tumorzellen, 5 pl flissigem
Zellmedium und 10 pl Matrigel®, wurden an Tag 7 der Bebritung auf die CAM
aufgebracht und fur 5 Tage inkubiert. An Tag 12 erfolgte eine CAP-Behandlung fur
10 s oder 20 s mit dem Plasmajet kINPen 09, in den Kontrollgruppen erfolgte eine
Exposition gegenuber reinem Argongas oder keine Behandlung. AnschlieRend wurde
eine Ki-67 Farbung zur Anfarbung proliferierender Zellen und ein TUNEL-Assay zur
Anfarbung apoptotischer Zellen in den Tumorgeweben durchgefihrt. Hierbei ergaben
sich Uber den gesamten Tumoranschnitt keine signifikanten Unterschiede, in den
oberen 100 um der Tumore waren jedoch signifikant erh6hte Apoptosezahlen, sowie
eine signifikant verringerte Proliferationsrate zu beobachten. Diese Effekte wurden als
begrenzt auf die oberen drei bis funf Zellschichten der soliden Tumore beschrieben.
Daraus schlussfolgerten die Autorinnen und Autoren auf eine maximale Eindringtiefe
(Depth of Tissue Penetration, DeTiP) des CAP von 60 pm.

Liedtke et al. [41] konnten diese Ergebnisse 2018 mit soliden Tumoren aus murinen
Pankreaskarzinomzellen der Linie PDA6606 und dem Plasmajet kINPen MED
replizieren. Zuséatzlich kultivierten sie als Kontrollgruppe primare murine Fibroblasten
in 3D-Kulturen auf der CAM und behandelten diese ebenfalls mit CAP. Hier zeigten
sich im Vergleich zu den soliden Tumoren signifikant geringere CAP-induzierte
Apoptosen. Dies bestatigte auch in ovo die selektive Wirkung von CAP auf maligne

Zellen.

Die Versuche dieser Arbeit sollen an die Studien von Parteke et al. und Liedtke et al.
anschlieBen und die Effekte von kaltem atmospharischem Plasma auf solide Tumore
in ovo weiter untersuchen. Neben den Fragen der Eindringtiefe und Dosisabhéngigkeit
der CAP-Behandlung sollen auRerdem mdgliche Effekte auf die tumor-assoziierten

Blutgefal3e und die Mikrozirkulation genauer untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Plasmagerat miniFlatPlaSter®

Das in den Versuchen verwendete Plasmagerat miniFlatPlaSter® beruht auf die zuvor
beschriebene SMD-Technologie (siehe Abschnitt 2.1.2) und wurde vom Max-Plank-
Institut fUr extraterrestrische Physik entwickelt. Es generiert Plasma in der
umliegenden Raumluft, ohne die Verwendung eines Tragergases. Nach Li et al. [17]
besteht die SMD Elektrode aus einem Edelstahl-Drahtgeflecht mit ca. 12 Maschen pro
cm, einer Epoxidglasfaserplatte, mit einer Starke von ca. 1 mm als dielektrische
Barriere und einer Kupferfolie von ca. 0,2 mm Dicke. Die Kupferfolie wurde aul3erdem
mit Kaptonklebeband umhiillt, um ungewollte seitliche Entladungen der Kupferfolie zu
vermeiden. Das bendétigte Hochvoltsignal fur die Erzeugung des CAPs wird von der
eingebauten Stromquelle bereitgestellt. Diese besteht aus Batterien, einem
Zeitschalter, einem MOSFET (Metall-Oxid-Halbleiter-Feldeffekttransistor) und einem
Transformator. Wird nun das Hochvoltsignal zwischen dem Drahtgeflecht und der
Kupferfolie angelegt, entsteht durch Mikroentladungen tber die Epoxidglasfaserplatte
Plasma auf der Seite des Drahtgeflechts. Das Hochvoltsignal ist hierbei gepulst mit
einer maximalen Spannung von 7 kV bei einer Frequenz von ca. 6.75 kHz. Durch die
ElektrodengroRe von 28 mm Durchmesser besteht eine Leistung von ca. 0.5 W/cm?
[139].

Die vom miniFlatPlaSter® emittierten Hauptbestandteile wurden von Welz et al.
charakterisiert [140, 141]. Hierbei handelt es sich um Durchschnittswerte einer
einminttigen Behandlung. Geladene Teilchen (Elektronen, lonen) wurden auf der
Oberflache der SMD Elektrode ~10'' cm- freigesetzt. Die Werte flr reaktive Spezies
lagen bei ~25 ppm Os, <1 ppm NO und <15 ppm NO2. Photonen im UV- und sichtbaren
Bereich wurde mit einer Energiedichte von <0.66 pW cm freigesetzt. Im UV-Anteil
handelte es sich um Strahlung im UVA und UVB-Bereich mit einer Wellenlange
zwischen 280 und 400 nm. Im UV-C Bereich lagen die Messwerte unter der messbaren
Intensitat [142]. Aul3erdem lag bei einer einminitigen Behandlung die UV-Dosis bei
weniger als 36 pJ cm2, was ein Dosis weit unter den Grenzwerten der ICNIRP [21] fur

menschliche Haut entspricht. Auf der Drahtgeflecht-Elektrode konnte ein statisches
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elektrisches Feld von ~10” V m! gemessen werden. Da der miniFlatPlaSter das

Plasma indirekt produziert und die Probe nicht als Gegenelektrode verwendet, war der

Stromfluss durch die Probe bei <50 nA cm sehr gering.

Abbildung 4: Plasmagerat miniFlatPlaSter®, von auflen sichtbar ist lediglich das Edelstahl-
Drahtgeflecht, welches als Gegenelektrode fungiert und durch dessen Maschen das CAP austritt.
Lizenz: Welz et al. [141], CC BY 4.0

3.1.2 Zelllinie HUH7

Fiar die Versuche in dieser Arbeit wurde Zellen der HuH7-Linie verwendet. Diese
Zelllinie wurde 1982 aus einem gut differenziertem hepatozellularem Karzinom eines
57-jahrigen, mannlichen Patienten in Japan etabliert und in der Japanese Collection
of Research Bioresources Cell Bank mit der Nummer JCRBO0403 registriert [143]. Es
ist bekannt, dass Zellen dieser Linie Serumproteine wie Alpha-Fetoprotein (AFP) und
Albumin sezernieren [144]. Die HuH7-Zellen zeigen eine epitheliale Morphologie und
weisen ein adhérentes Wachstum mit einer Verdoppelungszeit von 1,5 bis 2 Tagen
auf. Kasai et al. zeigten in einer Genomanalyse den sehr komplexen und heterogenen
Karyotyp der HuH7-Zellen auf, mit breitflachigem Verlust der Heterozygotie und
Chromosomenveréanderungen in tber 50% der untersuchten Zellen [145]. AulRerdem
konnten Mutationen in der Gensequenz der Tumorsuppressorproteine p53 und RB

(Retinoblastomprotein) nachgewiesen werden [146]. Die Inokulation eines Xenografts
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aus HuH7-Zellen in Matrigel® und das daraus erfolgreiche Wachstum eines soliden
Tumors in der CAM eines HET-CAM-Modells konnte bereits beschrieben werden
[147]. Auch die RONS-vermittelte Induktion von Apoptose durch CAP in HuH7-Zellen
einer konventionellen Zellkultur ist bereits untersucht worden [148].

Die AG Brieger im HNO-Labor der Universitatsmedizin Mainz hat die HuH7-Zelllinie
von der AG Lynch-Syndrom unter der Leitung von | S -
Universitatsklinikum Frankfurt am Main erhalten und seitdem in Kultur. Urspringlich
wurde diese von der Firma RIKEN BioResource Center in Tsukuba-shi, Japan

bezogen.

Abbildung 5: Adhéarente HuH7-Zellen in der Zellkultur, Lichtmikroskopische Aufnahme in 150x

VergréRerung.

3.1.3 Huhnereier

Die fur die Versuche verwendeten Hiuhnereier wurde von der Firma LSL Rhein-Main

in Dieburg, Deutschland bezogen. Die befruchteten Eier des White-Leghorn-Huhns
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wurden meist einen Tag, frihestens jedoch zwei Tage vor Versuchsbeginn geliefert
und bis zum Start der Bebritung in einem kihlen, klimatisierten Raum gelagert. Um

eine mogliche Kontamination zu verhindern, wurden die Eier ausschliel3lich mit

Handschuhen beriihrt.

3.1.4 Chemikalien, Antikérper und Losungen

Bezeichnung
3,3'-Diaminobenzidin (DAB)

Cleaved Caspase-3 (Asp175) Antibody

Dimethylsulfoxid ROTIPURAN® (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(DMEM)/ F-12 Nutrient Mixture (Ham) (1x)

[+] L-Glutamine

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

(PBS)

Eisessig, Essigsaure 100 % ROTIPURAN®

Eosin G-LOosung 0,5% wassrig
Ethanol ROTIPURAN®

Eukitt® Quick-hardening mounting medium

Fetales Kéalberserum (FCS) VWR®
Seradigm
Formaldehyd 4 %

Hamalaunlésung sauer nach Mayer

Isopropanol (100 %, 90 %, 80 %, 70 %)

Matrigel® Basement Membrane Phenol

Red Free
Methanol

Hersteller

Agilent, Santa Clara, CA (USA)
Cell Signaling Technology,
Cambridge, (UK)

Carl Roth, Karlsruhe

Gibco Life Technologies Limited,
Paisley (UK)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (USA)

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (USA)
VWR Seradigm, Radnor, PA (USA)

VWR International bvba, Leuven
(Belgien)

Carl Roth, Karlsruhe

Aug. Hedinger GmbH & Co. KG,
Stuttgart

Discovery Labware Inc./Corning,
Bedford, MA (USA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA (USA)
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Monoclonal Mouse Anti-Proliferating Cell
Nuclear Antigen (PCNA)

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Normalserum (Goat-serum, normal)
Paraffin Roti®-Plast
Penicillin-Streptomycin (Pen/Strep)
Rinderalbumin (BSA)

Streptavidin/HRP

TRITC-Dextran 70 kd

Trypanblau Trypan Blue solution 0,4 %
Trypsin-EDTA Solution (TE)

Tween® 20

VECTASHIELD® Mounting Medium with
DAPI

VE-Wasser

Wasserstoffperoxid 30 %

Xylol/ Xylene

Zitronensaure Monohydrat

a-SMA Monoclonal Anti a-Smooth Muscle

Actin Antibody

3.1.5 Gerate und Werkzeuge

Bezeichnung
Autoklav tutthauer Systec
Bebriter Brutmaschine Modell 3000/d

Brutschrank/CO2 Inkubator HERAcell 150i

CoolCell® Cell Freezing Container
Dampfkocher
Doppelspatel 18/10 Stahl

Dako Denmark A/S, Glostrup,
Déanemark

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Agilent, Santa Clara, CA (USA)

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (USA)
AppliChem GmbH, Darmstadt
Agilent Dako, Santa Clara, CA (USA)
TdB Labs AB, Uppsala (Schweden)
Sigma-Aldrich, Dorset (UK)
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (USA)
Carl Roth, Karlsruhe
VectorLaboratories Inc., Burlingame,
CA (USA)

Hausanlage

Carl Roth, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (USA)

Hersteller

Systec GmbH, Linden
Brutmaschinen-Janeschitz GmbH,
Hammelburg

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA (USA)

biocision, Larkspur, CA (USA)
SilverCrest, Soest

Bochem Instrumente GmbH,
Weilburg
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DURAN®, Laborflasche 1l

Feinwaage, Kern ABT120-5DM
Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -80 °C Herafreeze™
Heated Paraffin Embedding Module EG
1140H

Kolbenhubpipetten 1000ul, 200, 20pl
Kihlschrank

Mikroskop Nikon Eclipse TE2000-U
Mikroskopieschere, geknopft
Mikroskopische Pinzette
Mikroskopkamera Nikon DS-Fi3
Mikrotom RM 2165

Pipettierhilfe PIPETBOY

Smartphone-Kamera, Oneplus 6T
Smartphone-Kamera, Xiaomi Mi Al
Stativ zur Fotographie

Sterile Werkbank Herasafe™
Stickstofftank Nitrogen-tank CRYO-4000
Ultraschallgerat Ultrasound LOGIQ E9
Vortex-Schuttler, VV3

Zahlkammer ,Neubauer-improved*

Zentrifuge Multifuge 1L-R

Zentrifuge Universal 16 R

Duran Group GmbH, Wertheim/Main
Kern & Sohn GmbH, Balingen
Liebherr GmbH, Ochsenhausen
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Leica Biosystems, Nussloch

Eppendorf AG, Hamburg

Liebherr GmbH, Ochsenhausen
Nikon Corp. Chiyoda, (Japan)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Nikon Corp. Chiyoda, (Japan)
Leica Biosystems, Nussloch
INTEGRA Bioscience Deutschland
GmbH, Biebertal

One Plus Technology Co. Ltd.,
Shenzhen (China)

Xiaomi Corporation, Beijing (China)
Eigenanfertigung

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA (USA)

Chart Industries, Burnsville, MN
(USA)

GE Healthcare, Little Chalfont (UK)
VWR, Radnor, PA (USA)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Konigshofen

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA (USA)

Hettich, Tuttlingen
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3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung
6-Well-Platte cellstar®

Deckglas
Desinfektionsmittel Terralin® liquid

Desinfektionsspray GermDecon Spray

Eindeckkassette weilR, Rotilabo®

Falcon-Rdhrchen cellstar® 50 ml

Federskalpell (disposable scalpel) No.11

Filterpapier fur Eindeckkassetten Tissue-

TEK I
Kanule 21G, BD Microlance® 3

Kanule 30G, BD Microlance® 3

Kit fur Mycoplasmen-PCR Venor®
GeM Classic
Klebestreifen Tesafilm®

Kryoroéhrchen

Objekttrager

Petrischalen cellstar® 145 cm

Pipettenspitzen fur Kolbenhubpipetten
Préazisionsticher, Kimtech Sience
Safe-Lock Tubes ,Eppendorf
ReagiergefalRe® 1,5 mi

Schwamme fir Eindeckkassetten

Hersteller

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

IDL GmbH & Co KG, Nidderau
Schulke & Mayr GmbH, Norderstedt
Sereva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Feather safety razor Co., LTD.,
Osaka (Japan)

Vogel GmbH & Co. KG, Giel3en

Becton Dickinson S.A., Fraga
(Spanien)
Becton Dickinson S.A., Fraga
(Spanien)

Minerva biolabs GmbH, Berlin

Tesa, Norderstedt

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Diagonal GmbH & Co. KG, Minster
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Kimberly-Clark Europe, Reigate (UK)
Eppendorf AG, Hamburg

Carl Roth, Karlsruhe



Material und Methoden

39

Serologische Pipetten cellstar® 10 ml, 25
ml

Silbernitrat-Kaliumnintat-Atzstabchen

Spritze 10 ml, BD Discardit® 2

Spritze 1ml, Injekt-F Luer Solo
Verschlussfolie Parafilim®
Vliespflaster Micropore™
Zellkulturflaschen cellstar®, 175 cm?

Bodenflache

3.1.7 Software

Bezeichnung
Cap-Image 8.10.1
cellSens Dimension 1.14

EndNote X9.2

IBM® SPSS® Statistics Version 23.0.0.0

ImageJ Version 1.520

Microsoft Excel

Microsoft Word

NIS-Elements Version 5.11.00

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

BANO Healthcare GmbH, St.
Anton/Arlberg

Becton Dickinson S.A., Fraga
(Spanien)

Braun Melsungen AG, Melsungen
Bemis, Oshkosh, WI (USA)

3M Deutschland GmbH, Neuss
Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Hersteller

Zeintl Software, Heidelberg

Olympus GmbH, Hamburg

Clarivate Analytics, Philadelphia, PA
(USA)

IBM, Armonk, NY (USA)

Wayne Rasband, National Institutes
of Health (USA)

Microsoft Corporation, Redmond, WA
(USA)

Microsoft Corporation, Redmond, WA
(USA)

Nikon Corp. Chiyoda, (Japan)
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Die Arbeit an der Zellkultur erfolgte stets bei aseptischen Bedingungen unter einer
Reinraumwerkbank. Zur Kultivierung der Zellen wurde ein Medium aus 93% DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), 2% P/S (Penicillin-Streptomycin) und 5% FCS
verwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C und
einem CO2 Gehalt von 5% in Zellkulturflaschen mit einer Bodenflache von 175 cm?.
Wahrend der Kultivierungszeit der HuH7-Zellinie wurde das Zellmedium alle 2-3 Tage
ausgetauscht, um eine optimale Nahrstoffversorgung der Zellen zu gewahrleisten.
Eine Kontrolle des Zellwachstum erfolgte regelmaRig lichtmikroskopisch. Des
Weiteren wurde alle 3 Monate eine Uberpriifung auf Mykoplasmen-Kontamination
mittels PCR-Analyse des Zelliberstands durchgefihrt.

3.2.1.1 Passagieren der Zellen

Bei einer lichtmikroskopisch geschétzten Bodendeckung von uber 80% wurden die
Zellen passagiert. Hierbei erfolgte die Aufteilung der Zellen in einer Kulturflasche auf
2 bis 3 neue Kulturflaschen. Das Medium in den Flaschen wurde hierzu abgegossen,
wobei die am Boden adhéarenten Zellen in der Zellkulturflasche verblieben. Durch
anschlieBendes Spuilen mit 3-5 ml PBS konnte das Medium vollstandigen entfernt
werden. Bei der darauffolgenden Inkubation der Zellen mit 6 ml TE (Trypsin-EDTA) im
Brutschrank bei 37° fir 3 Minuten I6sten sich diese vom Boden der Zellkulturflasche
ab. Danach lieRen sich die Zellen durch Klopfen an den Rand der Kulturflasche
endgultig I6sen und das Trypsin durch die Beigabe von 10 ml Medium inaktivieren. Die
losen Zellen wurden im zugegebenen Medium suspendiert, in ein 50 ml Falcon-
Rohrchen Uberfihrt und fur 5 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert. Der sich hierbei
bildende Uberstand wurde anschlieRend vorsichtig abgekippt, die Zellen im Pellet
erneut in Medium suspendiert und in die neuen Maxi-Zellkulturflaschen aufgeteilt.
Diese wurden schlussendlich auf ein Gesamtvolumen von 25 ml Medium pro

Zellkulturflasche aufgeftllt und zur weiteren Kultur im Brutschrank platziert.
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3.2.1.2 Kryokonservierung

Zum Erhalt der Zelllinie wurde ein Teil der Zellen in flissigem Stickstoff gelagert.
Hierzu wurden diese zunachst wie beschreiben mit TE von der Zellkulturflasche gelost
und zentrifugiert. Nach Verwurf des Uberstands wurde das Zellpellet in FCS mit 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen. Das DMSO diente hierbei als
Gefrierschutzmittel, welches die Kristallbildung und damit verbundene Zellschaden
beim Gefrieren verhinderte. Die Zellsuspension wurde auf Kryoréhrchen aufgeteilt und
in einem CoolCell®-Behalter tiber Nacht bei -80°C tiefgefroren. Der CoolCell®-Behélter
gewabhrleistete eine schrittweise Abkuhlung der Suspension um 1°C pro Minute.
Letztlich wurden die Kryorohrchen am nachsten Morgen zur dauerhaften Lagerung in
den Stickstofftank tberflhrt.

Um Zellen aus dem Stickstofflager in Kultur zu nehmen, wurden die Kryoréhrchen aus
dem Stickstofftank entnommen und in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut.
Anschliel3end konnten die aufgetauten Zellen in 10 ml warmen Medium suspendiert
und um das DMSO zu entfernen bei 1500 U/min fur 5 min zentrifugiert werden. Die
Zellen im Pellet konnten nun, wie zuvor beschrieben in eine Zellkulturflasche

ausgebracht werden.

3.2.1.3 Herstellung von 3D-Zellkulturen mit Matrigel®

Fur die Herstellung von 3D-Zellkulturen wurde Matrigel® eingesetzt. Hierbei handelt es
sich um eine dickfliissige Mischung aus Extrazellularproteinen, welche von murinen
Engelbreth-Holm-Swarm Sarkom-Zellen sezerniert wird. Es stellt die komplexe
extrazellulare Zellumgebung der Basalmembran in Geweben nach und unterstitzt
durch die gelférmige, basalmembranartige Matrix die 3D-Zellkulturen [149]. Zum
Einsatz kamen pro 3D-Kultur je 5 Mio. HuH7-Zellen. Zun&chst erfolgte das
Passagieren der Zellen aus 8-10 Maxi-Zellkulturflaschen in 25-30 Petrischalen mit
einer Bodenflache von 145 cm2 nach dem oben beschriebenen Ablauf. Diese wurden
weitere 3 Tage inkubiert, bis die Zellkulturen am Schalenboden 70% - 80% konfluent
waren. Nach lichtmikroskopischer Kontrolle des Zellmusters wurde das Medium
abpipettiert, mit 5 ml PBS gespuilt und 3 ml TE pro Petrischale aufgebracht. Durch eine
3-mindtige Inkubation bei 37°C und Klopfen am Rand der Petrischalen konnten die

Zellen vom Boden abgelost werden. Das TE wurde hiernach mit 4 ml Medium pro
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Petrischale abgestoppt und die Zellen in 50 ml Falcon-Rdhrchen tberfihrt. Daraufhin
wurden diese bei 1500 U/min fir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand in den

Rohrchen vorsichtig abgekippt und das Pellet erneut in 50 ml Medium suspendiert.

Zur Bestimmung der Zellzahl pro Falcon-Réhrchen erfolgte anschliel3end die Farbung
mit Tryptanblau und die Ausz&hlung in einer Neubauer-Zahlkammer. Hierfur wurden
20 pl der Zell-Suspension entnommen und in einer 48-well-Platte mit 20 pl Tryptanblau
gemischt. Aus dieser gefarbten Zellsuspension wurden 20 pl in eine Neubauer-
Zahlkammer eingebracht, worin im Anschluss die blau angefarbten Zellen
lichtmikroskopisch ausgezéhlt werden konnten. Fur die Berechnung der Zellzahl pro

ml in der Suspension wurde folgende Formel verwendet:

Anzahl gezahlter Zellen

2 § 1 K
Anzahl ausgezahlter Quadraten x2 (Verdinnung) x10 000 (Kammerfaktor)

= Zellzahl/ml

Hierbei wurden pro Probe mindestens 2 Quadranten der Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt. Durch die Verdiinnung der Zellsuspension mit dem gleichen Volumen
Tryptanblau musste ein Verdinnungsfaktor von 2 bericksichtigt werden. Der

Kammerfaktor von 10 000 war vom Hersteller vorgegeben.

Im Anschluss wurde aus der Zellzahl pro ml die Gesamtzellzahl pro Falcon-Réhrchen
errechnet und dieses erneut bei 1500 U/min fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
konnte nun, wie zuvor verworfen und das verbleibende Pellet in einem entsprechenden
Volumen Medium suspendiert, so dass eine Zellsuspension mit 5 Mio. Zellen/ml
entstand. Von dieser wurde schliel3lich je 1 ml in 1,5 ml Eppendorf-Reagiergefalie
gegeben, welche bei 1500 U/min fir 8 Minuten zentrifugiert wurden. Nach
vorsichtigem abpipettieren des Uberstands lag nun pro Epppendorf-Reagiergefal ein

Pellet aus je 5 Mio. Zellen vor.

Das Matrigel®, mit einem Gesamtvolumen von 10 ml/Charge wurde zunachst auf Eis
aufgetaut, um es in Rohrchen mit einem Volumen von 200 pl aufzuteilen und
anschlieBend bei -18°C zu lagern. Diese Portionierung erméglichte ein schnelles
Auftauen bei Bedarf. Fur die Erstellung der 3D-Kulturen wurden die Matrigel®-
Rohrchen ca. 1 h auf Eis aufgetaut. Aus dem bei 0°C flissigen Matrigel® konnten

anschlieBend je 25 pl mit einer 100 pl fassenden Pipette aufgenommen und durch



Material und Methoden 43

vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mit einem Pellet aus 5 Mio. Zellen vermischt
werden. Das Zell-Matrigel®-Gemisch konnte schlieBlich in eine 6-Wellplatte
aufgebracht und fur 20 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert werden. Nach der
Inkubation konnte zu den nun festen und am Plattenboden adharenten 3D-Kulturen
3 ml Medium pro Well hinzugegeben werden. Die 3D-Kulturen wurde daraufhin fur
weiter 12-24 h im Brutschrank gelagert und anschlieBend in das CAM-Modell

eingebracht.

3.2.2 Das Chorion-Allantois-Membran Modell

Fur das CAM-Modell wurden befruchtete Eier des White-Leghorn-Huhns fur 11-14
Tage inkubiert. An Tag 3 & 5 erfolgte die schrittweise Eroffnung der Eischale zur freien
Exposition der Chorion-Allantois-Membran. Diese wurde an Tag 7 der Bebrttung mit
je einer 3D-Kultur aus 5 Mio. HuH7-Zellen in Matrigel® besiedelt. Von Tag 10-14
erfolgte in der Interventionsgruppe die Behandlung mit CAP. Mit der Kontrollgruppe
wurde stets gleich verfahren, jedoch erfolgte keine Exposition gegeniber CAP,
sondern lediglich eine Aufbewahrung im homologen Behandlungsbehaltnis fir die

Dauer der korrespondierenden Behandlungszeit.

0 3 5 7 10 11 12 13 14
Tage | f } f f t 1 1 1
( J
. o, 0%,_ Of"@,;) /’6‘0%//, Behandlung mit 60 s CAP oder
(’é@/ é;e, % . *@, o Placebo pro Tag fir X Tage
@ o’;})(, s, Uy
% Fixierung der Tumoren an Tag X+1

Abbildung 6: Zeitplan des CAM-Modells. Zu sehen ist die beflllte Brutmaschine zu Beginn der

Inkubation, ein erdffnetes Ei an Tag 3, ein mit einer 3D-Kultur aus HuH7-Zellen besiedeltes Ei an Tag 7
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und anschlieRend die schematisch dargestellte CAP-Behandlung an Tag 10-14 der Bebriitung. An Tag
14 ist ein gut durchbluteter Tumor in der CAM abgebildet, welcher mitsamt der umliegenden CAM

exzidiert wurde.

3.2.2.1 Inkubation

Die Huhnereier wurden einen Tag vor Versuchsbeginn geliefert und in einem kihlen,
klimatisierten Raum gelagert. Vor jedem Versuchsdurchlauf erfolgte eine manuelle
Reinigung der Eier mit autoklaviertem VE-Wasser, beschadigte Exemplare wurden
aussortiert. Die gesauberten Eier konnten anschlieend waagerecht in die
vorgewarmten Brutapparate eingelegt werden und die Inkubation bei 38°C und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von durchschnittich 60% begonnen werden. Um die
Luftfeuchtigkeit konstant zu halten, wurden die Wasserrinnen der Briter mit
autoklaviertem VE-Wasser befillt, welches im Versuchsverlauf regelmalig
ausgetauscht wurde. Zur Orientierung im weiteren Versuchsablauf wurden die Eier am
oberen Pol mit einem Permanent-Marker markiert und wéahrend der Bebritung nicht

gedreht.

3.2.2.2 Er6ffnung der Eischale

An Tag 3 der Bebriitung erfolgte die erste Offnung der Schale zur Freilegung der sich
bildenden Chorion-Allantois-Membran. Hierfur wurden zuné&chst pro Ei 6ml Eiklar
(Albumen) mit einer 21G-Kanile am stumpfen Pol abgenommen. Um ein Auslaufen
von Eiklar zu verhindern, wurde das Punktionsloch anschliel3end fest mit Tesafilm
verschlossen. Durch die Entnahme von Volumen aus dem Ei senkte sich die auf dem
Eiklar schwimmende Keimscheibe ab und bildete einen luftgefillten Hohlraum
zwischen Keimscheibe und Eischale. Dieser konnte nun er6ffnet werden, ohne die
Keimscheibe durch die Schere oder Schalensplitter zu beschadigen. Hierfur wurde der
zuvor markierte obere Pol der Eierschale mit Micropore®-Vliespflaster abgeklebt. Dies
verhinderte ein UberméaRiges Absplittern der harten Eierschale beim Offnen. Mit einer
Schere wurde anschliel3end die abgeklebte Schale durchstochen und eine ovale
Offnung ausgeschnitten. Bei erfolgreicher Befruchtung und Inkubation war nun die
Keimscheibe mit Herzanlage und ersten Blutgefal3en sichtbar. Nicht befruchtete oder

zuvor abgestorbene Eier wurden aussortiert. Die Schalen6ffnung wurde anschlieRend
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mit Parafilm verschlossen, um das Verdunsten von Flussigkeit aus dem Eiklar und den
Eintritt von Keimen zu verhindern. An Tag 5 der Bebritung hatte sich die Chorion-
Allantois-Membran weiter ausgebildet und abgesenkt, was eine Erweiterung der
Schaleno6ffnung moglich machte. Hierzu wurden die Rander der bestehenden Offnung
mit Micropore®-Vliespflaster abgeklebt und vorsichtig mit einer Schere umschnitten.
Der Schalenrand lag hierbei noch mindestens 0,5 cm uber der CAM. Die Offnung

wurde anschlieRend erneut mit Parafilm verschlossen.

Abbildung 7: Er6ffnung der Eischale zur Exposition der sich bildenden CAM. Abgebildet sind (A) das
Abnehmen von 6 ml Eiklar, (B) das Offnen der mit Micropore®-Vliespflaster abgeklebten Eischale und

(C) die Keimscheibe an Tag 3 der Inkubation.

3.2.2.3 Besiedelung der CAM

An Tag 7 der Bebritung erfolgte das Einbringen der einen Tag zuvor erstellten 3D-
Kulturen aus 5 Mio. Zellen der HuH7-Linie in Matrigel® in das CAM-Modell. Hierfur
wurde auf der inzwischen ausgebildeten und stark vaskularisierten Chorion-Allantois-
Membran ein moglichst zentral, jedoch nicht direkt iber dem Hihnerembryo gelegener
Bereich der CAM aufgesucht. An dieser Stelle wurde mit einem Federskalpell der
Grolke 11 die CAM samt einem Blutgefal3 leicht angeritzt. Dieses Trauma sollte die
Inokulation der Tumorzellen férdern und einen weiteren Reiz zur Neoangiogenese
schaffen. Die 3D-Kultur wurde daraufhin mit einem Loffelspatel vom Boden der 6-
Wellplatte abgehoben und auf die traumatisierte Stelle der CAM gelegt. Zur
verbesserten Nahrstoffversorgung und Préavention einer Luxation des lose

aufgebrachten Tumors wurden anschlieBend 25 pl flissiges Matrigel® auf die 3D-
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Kultur pipettiert, welches zuvor auf Eis aufgetaut worden war. Dies verhinderte zudem
ein zu starkes Austrocknen der 3D-Kulturen auf der CAM. Die Offnung in der
Eierschale wurde schlussendlich erneut mit Parafilm verschlossen, die Eier vorsichtig
horizontal in den Briter gelegt und fur drei Tag nicht bewegt, um ein optimales

Anwachsen der Tumorzellen auf der CAM zu begunstigen.

3.2.3 Behandlung mit CAP

An Tag 10 der Bebritung erfolgte zunachst eine Kontrolle der Tumore auf der CAM.
Radiar um den Tumor gebildete BlutgefaBe als Hinweis auf stattgefunden
Angiogenese wurden als Zeichen flr eine erfolgreiches Einwachsen der HuH7 Zellen
in die CAM gewertet. Eier mit nicht angewachsenen, ausgetrockneten 3D-Kulturen
wurden aussortiert. Aul3erdem wurde die Position der Tumore auf der CAM bewertet.
Nur vollstandig exponierte, zentral liegende Tumore konnten in die Versuche
eingeschlossen werden. Zu nahe an der Schale liegende, oder mit dieser verklebte
Exemplare wurden hingegen aus dem Versuch genommen. Dies sollte eine
gleichmaliige Exposition der Tumorzellen gegeniber der Behandlung mit CAP
gewahrleisten. AnschlieBend erfolgte aus den verbleibenden Eiern eine willkirliche
Zuweisung in die Kontroll- und CAP-Gruppe. Die Anzahl pro Gruppe lag hierbei bei
jeweils 20-30 Eiern. Die Behandlung mit CAP erfolgte in der Interventionsgruppe
taglich fur 60 s. Die Anzahl der Tage, an denen eine Behandlung erfolgte, wurde Uber
den Versuchsverlauf variiert. Hierdurch ergab sich eine  kumulierte

Gesamtbehandlungsdauer mit CAP von 60-240 s, Uber die Dauer von 1-4 Tagen.

Fur die CAP-Behandlung wurde jeweils ein Ei aus dem Briter genommen und die
Parafiimabdeckung entfernt. Nach Lageuberprifung des Tumors wurde das Ei
horizontal in ein gepolstertes, luftdichtes Schraubgefald gelegt, in dessen Deckel das
Drahtgitter des MiniFlatPlaSter® als CAP-Quelle montiert war. Das Gefal3 wurde
verschlossen, wodurch die Plasmaquelle ca. 0,5 cm oberhalb der CAM zu liegen kam.
Als zusatzlicher Verschluss wurde das Behandlungsgefald von auf3en mit Parafilm
abgedichtet. Die Behandlung mit CAP erfolgte fiir konsekutive 60 s. Anschliel3end
wurde das Ei fur weitere 15s im verschlossenen Gefal3 belassen, bevor dieses
gedffnet wurde. Nach der Entnahme des Eis erfolgte eine fotographische
Dokumentation der CAM samt Tumor, bevor das Ei mit Parafilm verschlossen und in

den Briter zurtickgelegt wurde.
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Mit den Eiern der Kontrollgruppe wurde im Sinne einer Placebo-Behandlung nach
genau demselben Ablauf verfahren. Die Plasmaquelle MiniFlatPlaSter® war hierbei
jedoch vom Stromnetz getrennt, so dass keine Exposition gegeniber CAP erfolgen
konnte. Wahrend der Bebritung waren die Eier der Kontroll- und Interventionsgruppe
gemischt auf drei verwendeten Bruter verteilt, um etwaige Unterschiede der einzelnen
Brutgerate auszugleichen. Téglich erfolgte eine Kontrolle und Dokumentation der

Vitalitat der Eier, sowie eine Untersuchung der CAM auf reaktive Veranderungen wie

Eintribungen und Verdickungen.

<—— MiniFlatPlaSter®

Luftdichtes Gefal3
CAP

Ei mit Tumor
auf CAM

Abbildung 8: Fotoserie zur CAP-Behandlung. Abgebildet sind (A) das Plasmagerat MiniFlatPlaSter®,
welches in den Schraubdeckel eines luftdichten GeféRes integriert ist, (B) ein in die CAM
eingewachsener Tumor an Tag 10 der Inkubation mit deutlich erkennbaren, radiar einwachsenden
BlutgefalRen und (C) eine schematische Darstellung der CAP-Behandlung. Lizenz: A, B: Eigene

Aufnahmen, C: erstellt von Dr. med. Jonas Eckrich, mit freundlicher Genehmigung.

3.2.4 Praparations- und Einbetttechnik

Einen Tag nach der letzten Behandlung mit CAP wurden die Tumore mitsamt
umliegender CAM fir die Anfertigung histologischer Schnitte aus dem Ei entnommen.
Hierflr wurde in allen noch vitalen Eiern der Embryo dekapitiert, die Eischale seitlich
eingeschnitten und der Embryo zur einfacheren Handhabung mit seinen umliegenden
Strukturen in eine Petrischale gegeben. Die Tumore auf der CAM wurden mit einer
chirurgischen Schere im Abstand von ca. 5 mm exzidiert, mit einem Spatel

aufgenommen und in eine Petrischale mit destilliertem VE-Wasser tberfihrt. Durch
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die Oberflachenspannung des Wassers spannte sich die CAM meist vollstandig auf
und ermdglichte ein einfaches Aufziehen des Préparates auf Filterpapier. Nach der
Einlage in eine Einbettkassette mit einem Einbettschwamm erfolgte die Fixierung der

Praparate in einer 4% Formaldehydldsung bei Lagerung unter dem Abzug.

3.2.5 Histologie

Nach der Fixierung in Formaldehyd wurden die Praparate in Paraffin eingebettet,
Schnitte angefertigt und diese einzeln auf Objekttrager aufgezogen. Pro Praparat
wurde eine Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin-Eosin, sowie drei
immunhistochemische Farbungen unter Einsatz von Antikérpern gegen Proliferating
Cell Nuclear Antigen, aktivierter (cleaved) Caspase 3 und a-Smooth Muscle Actin
angefertigt. Das Einbetten der Préaparate sowie die Anfertigung von Schnitten und
Farbungen wurde freundlicherweise von ||l im HNO-Labor der

Universitatsmedizin Mainz durchgefihrt.

3.2.5.1 Paraffineinbettung

Fur die Einbettung der Préaparate erfolgte zunéchst eine Entwésserung dieser in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (Isopropanol 70%, 80%, 90%, 100%) und eine zweifache
Inkubation in Xylol. Anschlielend konnte die Kassette mit flissigem Paraffin
Ubergossen und Paraffinblécke erstellt werden. Die einzelnen Arbeitsschritte sind

Tabelle 5 zu entnehmen.

Tabelle 5: Protokoll zur Paraffineinbettung

Arbeitsschritt/verwendete L6sung Inkubationszeit
Spulen in autoklaviertem VE-Wasser 3x 20 min
Isopropanol 70% 1h

Isopropanol 80% 1h

Isopropanol 90% 1h

Isopropanol 100% min. 1h

Xylol 2h

Xylol Uber Nacht

Paraffin 2X 4h
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Die Paraffinblocke mit den darin liegenden Praparaten konnten anschlieRend mit dem
Mikrotom geschnitten werden. Hierbei wurden Schnitte mit einer Starke von 5 pm
angefertigt und fir die anschlieenden Farbungen einzeln auf Objekttrager

aufgezogen.

3.2.5.2 HE-Féarbung

Die Farbung mit Hamatoxylin-Eosin diente als Orientierungsfarbung uber die
Strukturen im Schnittbild. Des Weiteren wurden die HE-gefarbten Schnitte verwendet,
um die raumliche Orientierung der Tumore zu ermitteln. Zunachst erfolgte eine
Entparaffinierung in Xylol und anschlieRend die Rehydrierung in einer absteigenden
Alkoholreihe. Daraufhin wurden die Schnitte mit Hamalaun inkubiert, welches die
basophilen Strukturen wie Zellkerne und RERs anfarbt. Durch das Spilen unter
flieRendem Leitungswasser wurde daraufhin der pH-Wert angehoben, was zum
Blauen der sauren bzw. basophilen Strukturen fuhrte. Im Anschluss erfolgte die
Farbung der Schnitte mit 0,5% Eosin-Losung. Dieser waren pro 100 ml Lésung
1 Tropfen Eisessig zugesetzt, welcher durch den sauren pH-Wert das Blauen der
Schnitte stoppte. Durch die Inkubation mit Eosin wurden basische bzw. azidophile
Strukturen wie Mitochondrien und Kollagen rétlich angefarbt. Abschlie3end erfolgte die
Rehydrierung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe und die erneute
Fixierung durch das Intermedium Xylol. Alle Arbeitsschritte und Inkubationszeiten sind

Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6: Protokoll zur Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Arbeitsschritt/verwendete L6sung Inkubationszeit
Deparaffinierung in Xylol 2 X5 min
Isopropanol 100% 5 min
Isopropanol 90% 5 min
Isopropanol 80% 5 min
Autoklaviertes VE-Wasser 5 min

Farbung mit Mayer’'s Hamalaun 5 min

Blauen in flieRendem Leitungswasser 10 min

Spulen mit autoklaviertem VE-Wasser 2 min
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Farbung mit Eosin 0,5% (1 Tropfen Eisessig/100ml) 2-3 min
Spulen in Leitungswasser 1 min
Isopropanol 80% 1-2 min
Isopropanol 90% 1-2 min
Isopropanol 100% 5 min
Inkubation in Xylol 2X 5 min

3.2.5.3 Immunhistochemische Farbungen

Zur immunhistochemischen Farbung der Schnitte wurden monoklonale Antikdper
verwendet, die spezifisch an eine oder mehrere Zellstrukturen binden. Zum Einsatz als
priméare Antikorper fur die Detektion apoptotischer Zellen kamen hierbei Antikérper
gegen die aktivierte Caspase 3 (cleaved Caspase 3). Dieses Enzym, liegt in
apoptotischen Zellen in aktiver Form vor und katalysiert die Fragmentierung des DNA-
Strangs. Zur Markierung proliferierender Zellen wurde Antikdrper gegen das
Proliferating Cell Nuclear Antigen verwendet, welches wahrend der DNA-Replikation
im Zellkern vorliegt. BlutgefaRe im Tumorgewebe wurden mit Antikbrpern gegen a-
Smooth-Muscle-Actin dargestellt, welche an das ACTA2-Protein (actin alpha 2 protein)
in den Aktinfilamenten der glatten Gefal3wandmuskulatur binden. Nach Einsatz des
primaren Antikorpers erfolgte die Aufbringung des sekundaren Antikorpers, welcher
spezifisch am Fc-Teil des primaren Antikdrpers bindet. Des Weiteren war der 2.
Antikdrper biotinyliert und konnte hiertiber die an Streptavidin gekoppelte HRP (Horse
radish Peroxidase) binden. Schlussendlich erfolgte durch die HRP eine Oxidierung des
zugegebenen DAB (3,3‘-Diaminobenzidin) zu einem langkettigen Polymer, welches im

Schnitt als Prazipitat ausfiel und die markierte Zellstruktur braunlich anfarbte.

Die Arbeitsschritte der immunhistochemischen Farbungen sind Tabelle 7 zu
entnehmen. Zu Beginn erfolgte eine Entparaffinierung in Xylol und eine Rehydrierung
der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe. Nach dem Waschen mit
autoklaviertem VE-Wasser und TBS/Tween Puffer (VE-Wasser mit 10% TBS und 1%
Tween 20) erfolgte die Antigendemaskierung durch Citratpuffer. Hierfiir wurde ein
Citratpuffer aus 10 mM Citronensaure und 10 mM Natriumcitrat verwendet. Zur
Hitzedemaskierung der Antigene wurden die Schnitte zudem fur 30 Minuten im
Dampfkocher inkubiert, wonach sie in frischem Citratpuffer abkihlten. Die folgende
Inkubation in 80 ml Methanol mit 2 ml H202 30% diente der Blockierung endogener
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Peroxidasen im Gewebe, welche ansonsten zu einer falsch positiven Anfarbung von
Strukturen fuhren koénnten. Als weitere Malinahme gegen eine Hintergrundféarbung
durch unspezifische Antikdrperbindungen, erfolgte eine Inkubation in Normalserum
aus 1:10 PBS und 1% BSA. Nun konnten die primaren AntikOrper hinzugegeben
werden, welche ebenfalls in PBS/1% BSA verdiinnt waren. Die Verdinnung betrug bei
cl. Caspase-3 1:50, bei PCNA 1:4000 und bei a-SMA 1:1500. Nach einer
mehrstiindigen Inkubationszeit und Waschen mit TBS/Tween wurde der zweite,
biotinylierte Antikorper eingesetzt. Dieser war 1:250 in PBS/1% BSA verdinnt. Das im
Anschluss zugegebene Streptavidin/HRP, welches in einer Verdiinnung von 1:200 in
PBS/1% BSA eingesetzt wurde, katalysierte schlussendlich die Umsetzung des
zugesetzten DAB zu einem braunen Prazipitat, welches die markierten Strukturen
anfarbt. Zur Gegenfarbung wurde Hamalaun eingesetzt, wodurch die basophilen

Strukturen in den Zellen blau angefarbt wurden.
Tabelle 7: Protokoll der immunhistochemischen Farbungen

Arbeitsschritt/verwendete L6sung Inkubationszeit

Deparaffinierung in Xylol 2 X 5 min
Isopropanol 100% 5 min
Isopropanol 90% 5 min
Isopropanol 80% 5 min
Isopropanol 70% 5 min
Autoklaviertes VE-Wasser 5 min
TBS/Tween 5 min
Citratpuffer (pH 6) in Dampfkocher 30 min
Frischer Citratpuffer 20 min
Methanol/H202 20 min
Autoklaviertes VE-Wasser kurz
TBS/Tween 5 min
Normalserum 1:10 verdinnt (PBS/1%BSA) 30-60 min
1. Antikorper verdinnt in PBS/1%BSA Uber Nacht
TBS/Tween 2 X5 min
2. Antikorper biotinyliert 1:250 verdiinnt in PBS/1%BSA 30 min
TBS/Tween 2 X5 min
Streptavidin/HRP conj. 1:200 verdinnt in PBS/1%BSA 30 min
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TBS/Tween 2 X5 min
DAB 1 min
Autoklaviertes VE-Wasser 5 min
Hamalaun 5 min
Isopropanol 70% 5 min
Isopropanol 80% 5 min
Isopropanol 90% 5 min
Isopropanol 100% 5 min
Inkubation in Xylol 2X 5 min

3.2.6 Mikroskopie und Auswertung der Schnitte

Die Mikroskopischen Praparate wurden mit dem Nikon Eclipse TE2000 Mikroskop
begutachtet und mit dem eingebauten Kamerasystem Nikon DS-Fi3, sowie der
Analysesoftware NIS-Elements in Einzelbildern aufgenommen. Hierbei erfolgten von
jedem fixiertem Tumor je eine Ubersichtsaufnahme in 4facher VergréRerung in HE-
Farbung, sowie Detailaufnahmen in 200facher VergréfRerung der cl. Caspase 3-
Farbung und 100facher VergroRerung der a-SMA-Farbung. Die Detailaufnahmen
wurden anschlieRend mittels dem von Preibisch et al. [150] entwickelten
Stitchingplugin fur die ImageJ Version 1.520 zu einer Gesamtaufnahme der
Schnittflache zusammengefugt. Die histologischen Praparate nach PCNA-Féarbung
lieBen auf Grund der im Tumorgewebe stark erhdhten Proliferation keine suffiziente
Auswertung zu, daher wurde auf die Digitalisierung der Schnitte verzichtet.

3.2.6.1 Hamatoxylin-Eosin (HE)

Zunachst wurden die mit HE gefarbten Schnitten begutachtet, um einen Uberblick tiber
das Schnittbild zu gewinnen. Hierbei wurde die rAumliche Orientierung der Tumore im
Schnitt ermittelt. Um festzustellen, welche Seite der Tumore dem CAP zugewandt war
(oben) und welche der abgewandten Seite entsprach (unten) wurde folgendes Ranking

erstellt, nach dem jeder Tumorschnitt bewertet wurde:

1. Bewertung der CAM-Epithelien: Hierbei entsprach der Chorionanteil der CAM,

ein zwei- oder mehrschichtiges Epithel, der CAP-zugewandten Seite des
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Tumoranschnitts, wahrend der Allantoisanteil der CAM, ein einschichtiges
Epithel, der CAP-abgewandten Seite entsprach.

2. Bewertung der Wuchsform: Die typisch bauchige Wuchsform der Tumore (siehe
Abbildung 9) entstand durch das Einwachsen in die CAM (nach unten),
ausgehend von der auf der Chorionseite (oben) der CAM liegenden 3D-Kultur.

3. Bewertung der Matrigel®-Auflage: Beim Aufbringen einer 3D-Zellkultur auf die
CAM wurden zusatzlich 25 pl Matrigel® auf die Kultur pipettiert. Diese Matrigel®-
Auflage konnte teils an der Oberseite der fixierten Tumore beobachtet werden.

4. Bewertung der Filterpapierposition: Durch den stets gleich ablaufenden
Fixierungsprozess der Tumore sollte das verwendete Filterpapier an der

Unterseite der Tumore zu liegen kommen und war dort teilweise erkennbar.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden anschlieRend mit den HE-Schnitten

verglichen und anhand dieser raumlich ausgerichtet.

3.2.6.2 Aktivierte Caspase 3

Um eine Verfalschung der Apoptosezahlen im Tumorgewebe durch nicht suffizient
eingewachsene und mit Blutgefal3en versorgte Tumore zu vermeiden, wurden in die
Auswertung der gegen aktivierte Caspase 3 gefarbten Schnitte nur Tumore mit
intratumoralen oder umliegenden Blutgefal3en einbezogen (a-SMA-Kategorie 2 und 1,
siehe Abschnitt 3.2.6.3). Zur Ermittlung der Anzahl apoptotischen Zellen pro Flache im
Tumoranschnitt, wurde anschlieBend in den gegen aktivierte Caspase 3
gefarbten Schnitten die zu bewertenden Flachen (Regions of Interest/ROI) mit
einer GroRe von 100x400 um und einer Flache von jeweils 40 000 um? in den
Schnittbildern definiert. Durch eine schichtweil3e Position der ROI in drei Saulen pro
Schnitt sollte ein Vergleich der Apoptosenzahl pro ROI von oberflachlichen und
tieferen Tumorbereichen ermdéglicht werden. Wie in  Abbildung 9 dargestellt, wurden
die ROI-Saulen als reprasentative Flachen gleichm&Rig in jedes Drittel des

Tumoranschnitts verteilt.
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Abbildung 9: Anordnung der ROI in den Schnitten mit akt. Caspase 3-Farbung, schematische
Darstellung des Tumoranschnitts mit S&ulen aus ROI zu je 100 pm x 400 pm.

Anschliel3end erfolgte eine verblindete Auszahlung der in der Immunhistochemie
positiv angefarbten Zellen pro ROI. Dies stellten sich als braun gefarbte Zellen vor der
blaulichen Gegenfarbung dar. ROI deren Flache mit weniger als 2/3 Tumorgewebe
bedeckt waren, wurden nicht gewertet. Die gezahlten Apoptosen pro ROI wurden mit

genauer Positionsangabe der ROI zur weiteren Analyse in ein Excelblatt Gbertragen.

>
W

Abbildung 10: Apoptotische Zellen im Tumorgewebe, lichtmikroskopische Aufnahme in 200x
VergréRerung, akt. Caspase 3-Farbung. Abgebildet sind 3 ROl mit jeweils 100 um Héhe und 400 pum
Breite mit (A) vitalem Tumorgewebe mit braunlich gefarbten, apoptotischen Zellen (Pfeilmarkierung) und

(B) Bindegewebe.
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3.2.6.3 a-Smooth Muscle Antigen (a-SMA)

Zur Detektion von Blutgefaf3en in den Tumoranschnitten wurden diese unter Einsatz
von Antikdrpern gegen a-SMA gefarbt. Hierdurch liel3 sich die glatte Muskulatur in
reifen Blutgefal3en braun anfarben, Kapillaren konnten jedoch nicht detektiert werden.
Zur semiquantitativen Untersuchung der Vaskularisierung der Tumore wurde diese
anhand der mikroskopischen Aufnahmen in drei Kategorien aufgeteilt (siehe Abbildung
11): In Kategorie 0 waren keine Gefaf3e im oder am Tumorgewebe erkennbar, in
Kategorie 1 waren randstandige BlutgefdaRe um die Tumorknétchen herum sichtbar,
die Tumore in Kategorie 3 zeigten eine Vaskularisierung im Tumorgewebe, sowie

peripher gelegene Gefalle.
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Abbildung 11: Kategorien zur Bewertung der Tumorvaskularisierung, lichtmikroskopische Aufnahmen
in 100x VergroRerung, a-SMA-Farbung. (A) In Kategorie 0 sind keine Blutgefalle im oder am
Tumorgewebe sichtbar. (B) In Kategorie 1 sind peripher um das Tumorgewebe liegende Blutgefaf3e im

Bindegewebe sichtbar. (C) In Kategorie 2 finden sich im Tumorgewebe selbst angefarbte Gefalle.

In den Tumoren nach 4x60s CAP- oder Placebobehandlung wurde zudem
exemplarisch die mittlere BlutgefaRdichte pro mm? ermittelt. Hierzu erfolgte in den
digitalisierten Schnittbildern in 100x VergréRerung zunachst die Vermessung der
Flache des Tumorgewebes im Schnitt mittels Image J. AnschlieRend wurden die
Blutgefalle im gesamten Anschnitt des Tumorgewebes ausgezahlt und die

BlutgefaRdichte als BlutgefaBe/mm? berechnet.
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3.2.7 Quantitative real-time PCR

Um die Auswirkung von CAP auf die VEGF-Expression im CAM-Gewebe zu
untersuchen, wurden native Eier ohne Tumore wie zuvor beschreiben fir 4 Tage (Tag
10-13 der Inkubation) mit jeweils 60 s CAP behandelt. An Tag 14 erfolgte die
Entnahme der CAM aus dem Ei und die sofortige Lagerung in flissigem Stickstoff, um
den Abbau von RNA im Gewebe zu verhindern. Die anschliel3ende Isolation der RNA
und quantitative real-time Polymerase Kettenreaktion (qPCR) wurden
freundlicherweise von | GGG v« B i Labor der Mund-
Kiefer- Gesichtschirurgie an der Universitdtsmedizin Mainz durchgefuhrt. Dies erfolgte
nach bereits von der Arbeitsgruppe publizierter Methodik [151].

Die mRNA des gesamten Gewebes wurde hierbei mit Hilfe des RNeasy Mini Kits
isoliert und deren Konzentration und Reinheit anschlieRend mit dem NanoDrop™ One
bewertet. Zum Umschreiben der RNA in cDNA kam das iScript™ cDNA Synthesis Kit
100 zum Einsatz. Die anschlieBende gPCR wurde fir jede Probe zwei Mal, mit je 5 ul
cDNA in jeder PCR-Reaktion und dem iTag Universal SYBR Green Supermix
durchgeftihrt. Die Daten wurden schlie3lich mit dem CFX Connect Real-Time PCR
Detection System und der zugehoérige Bio-Rad CFX Manager Software erhoben. Als
endogene Referenzwerte wurde sowohl das Beta Aktin Gen als auch das HRPT1 Gen
(Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyltransferase) herangezogen. Die verwendeten
Primer sind in Tabelle 8 detailliert aufgefuhrt. Die Eignung als Referenzgen wurde mit
dem Normfinder Microsoft Excel Add-in bestimmt. Die Quantifizierung der
Genexpression erfolgte anschlieend nach der AACT Methode [152] unter
Verwendung einer internen Kalibrator-Probe (Ei C17), mit der die restlichen Proben
verglichen wurden. Die angegeben Expressionslevel im Ergebnisteil sind daher

relative Werte zur Kalibrator-Probe.

Tabelle 8: In der gPCR eingesetzte Primer

Gen RefSeq ID Primer Basensequenz

VEGFA NM_205042.2 cVEGF3-s AGAAAGGCCGGTACAAACCA
cVEGF3-as GCAAGTGCGCTCGTTTAACT

Beta- ENSGALT0000 cACTB-s ACCCCAAAGCCAACAGA

Aktin Gen 0015673 cACTB-as CCAGAGTCCATCACAATACC
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HPRT1 AJ132697 CcHPRT1-s GCACTATGACTCTACCGACTATTG
cHPRT1l-as CAGTTCTGGGTTGATGAGGTT

3.2.8 In ovo-Sonographie

Die in ovo-Sonographie als Methode zur dreidimensionalen Darstellung von Tumoren
auf der CAM wurde von Eckrich et al. in der AG Brieger an der Universitatsmedizin
Mainz entwickelt [112]. Hiermit kdnnen nicht nur Tumore auf der CAM in mehreren
Ebenen dargestellt, sondern unter Verwendung eines Farbdopplers auch Blutgefalie
im Tumorgewebe bewertet werden. Durch die abgeschirmte Lage der CAM, umgeben
von einer rontgendichten Eischale, ist die Evaluation der dreidimensionalen
Ausdehnung von Tumoren im HET-CAM-Modell mit herkdmmlichen Methoden stark
erschwert. Die Auflichtmikroskopie der Tumore durch die Schalen6ffnung ist zwar
maoglich, wird dem multidirektionalen Wachstume der Tumore in die CAM jedoch nicht
gerecht. Die Fixierung und Farbung von Tumoren als haufig angewendete Methode
erlaubt zudem nur eine Endpunkt-Analyse ohne Moglichkeit einer Evauation der
Wachstumsdynamik. Repetitive in ovo-Ultraschalluntersuchung erlauben hingegen
das Tumorvolumen im lebenden Organismus an mehreren Zeitpunkten zu erheben

und Blutgefal3e in den Tumoren darzustellen.

Fur eine explorative Ultraschalluntersuchung wurden an Tag 14 der Inkubation 17 Eier
nach 240 s kumulativer CAP-Behandlung (4x 60 s) und 15 Eier der Kontrollgruppe
ausgewahlt. Die sonographische Untersuchung erfolgte mit dem Ultraschallgeréat
LOGIQ E9 unter Verwendung eines 15 MHz linearen Schallkopfs im B-Modus (Gain:
35). Hierzu wurde der Hohlraum zwischen der CAM und der Oberkante der
Eischalendffnung mit durchschnittlich 4 ml steriler Natriumchloridlésung 0.9%
aufgefullt. Die Tumore wurden anschlieBend sonographisch in longitudinaler und
transversaler Achse dargestellt und die Aufnahme bei optimaler Einstellung mit dem
,Freeze“ Knopf angehalten. In den Aufnahmen erfolgte die Messung des sagittalen,
transversalen und koronaren Durchmessers des Tumorgewebes und eine
Uberprifung des Gewebes auf Einblutungen. Auf Grund der dreidimensionalen,
ellipsoiden Form der Tumoren erfolgte die Berechnung des etwaigen Tumorvolumens

aus erhobenen Tumordurchmessern unter Verwendung der Ellipsoid-Formel:
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Zur Darstellung von Blutgefal3en im Tumorgewebe mittels Duplexsonografie wurde bei
gleichem Versuchsaufbau der im Ultraschallgerat eingebaute Farbdoppler verwendet.
Bei der farbkodierten Dopplersonografie werden sich auf den Schallkopf zubewegende
Flissigkeiten rot, sich vom Schallkopf wegbewegende Flissigkeiten blau dargestellt.
Blutgefalie konnen hierdurch als pulsierend farbige Strukturen im Gewebe identifiziert
werden. Kurze Videosequenzen der Tumore unter Dopplersonografie wurden

aufgezeichnet und hinsichtlich der Starke der Dopplersingale bewertet.

Ultrasound Transducer

A

Allantois

Abbildung 12: Schematische Darstellung der in ovo-Sonographie. Durch die Ultraschalluntersuchung
am HET-CAM-Modell lassen sich sowohl anatomische Strukturen des Hilhnerembryos als auch Tumore
in der CAM in mehreren Ebenen darstellen. Lizenz: Eckrich et al. [112], CC BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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3.2.9 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Durch die intravitale Fluoreszenzmikroskopie von Tumoren auf der CAM sollte unter
Verwendung von TRITC-Dextran mit 70kd die Permeabilitat sowie der Blutfluss in den
Gefallen um das Tumorgewebe bewertet werden. Hierzu wurde nach Egawa et al.
[153] 30 mg TRITC-Dextran mit einer Feinwaage abgewogen und mit dem Vortex in
3 ml PBS gel6st. An Tag 14 der Inkubation wurden ca. 50 pl der Loésung mit einer 30 G
Kanule in ein Gefal3 der gut entwickelten CAM injiziert. Die sofort anschlielende
Verodung der Einstichstelle mit Silbernitrat-Kaliumnitrat-Atzstabchen verhinderte
starkere Blutungen aus dem CAM-Gefal3. Zur Kontrolle einer suffizienten intravasalen
TRITC-Injektion erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der CAM am
intravital-Mikroskop unter Verwendung des CY3-Filters (Anregungsfilter 545 nm,
Emissionsfilter 605 nm). Hierbei stellten sich Gefal3e mit intravasalem TRITC-Dextran
deutlich heller fluoreszierend dar als das CAM-Gewebe. Die Eier wurden nun einer
Gruppe zugewiesen (CAP n=5, Kontrolle n=4) und auf einer Heizplatte unter dem
Mikroskop platziert.

Vor Start des Versuchs erfolgte mithilfe des multi-image Tools der Cell Sense
Dimension Software eine Gesamtaufnahme des Tumors mit umliegenden Blutgefal3en
in der CAM. AnschlieRend wurde eine gut vaskularisierte, an das Tumorgewebe
angrenzende Region der CAM aufgesucht und eine Aufnahme als Ausganswert
angefertigt. Eier der CAP-Gruppe erhielten nun 60 s CAP-Behandlung wie zuvor
beschrieben (Abschnitt 3.2.3), Eier der Kontrollgruppe erhielten keine Behandlung.
Anschlielend wurden die Eier Uber eine Stunde unter dem intravital-Mikroskop
beobachtet. Hierbei wurde mittels der cellSens Dimension Software je eine
Bildaufnahme und eine kurze Videosequenz zu folgenden Zeitpunkten akquiriert: 0, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 und 60 Minuten nach CAP/Placebo-
Behandlung. Nach Versuchsende erfolgte erneut eine Aufnahme des gesamten

Tumors mit umliegenden BlutgefaRen.

Die Bild- und Videosequenzfolgen wurden anschlieBend im zeitlichen Verlauf
verglichen. Zur exemplarischen Ermittlung des segmentalen Blutflusses in jeweils drei
tumor-assoziierten Blutgefal3en eines Eis nach CAP-Behandlung und eines Eis nach
Placebo-Behandlung wurde die Video Analysesoftware CAP-Image verwendet. Die
hiermit ermittelten Flussgeschwindigkeiten und GefalRdurchmesser erlaubten

schlief3lich die Berechnung des segmentalen Blutflusses mit folgender Formel:
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3.2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte mit SPSS® Version 23. Aufgrund des explorativen
Ansatzes dieser Arbeit kamen hierbei rein explorativ-deskriptive statistische Methoden
zum Einsatz. Alle Datensatze wurden zundchst mit dem Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung untersucht. Wie in den jeweiligen Abschnitten gekennzeichnet,
wurden bei angenommener Normalverteilung der Daten vergleichende Analysen
zwischen zwei Gruppen mittels t-Test durchgefuhrt. Konnte nicht von einer
Normalverteilung der Daten ausgegangen werden, wurden die Gruppen mittel Mann-
Whitney-U-Test verglichen. Die Multigruppenanalyse wurde mit dem Kruskal-Wallis-
Test durchgefuhrt, wenn ebenfalls nicht von einer Normalverteilung ausgegangen
werden konnte. In den Ereigniszeitenanalysen ber das Uberleben der
tumortragenden Huhnereier und tber das Auftreten von Tribungen der CAM wurde
zwischen den einzelnen Gruppen mittels Kaplan-Meier-Analysen und Log-Rank-Tests
(Mantel-Cox) verglichen. Bei der Analyse der Daten aus den sonographischen
Untersuchungen wurden Korrelationen mit dem Eta-Koeffizienten-Test quantifiziert

und nach der konventionellen Korrelations-Koeffizienten-Skala interpretiert [154].
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4 Ergebnisse

Die Hauptversuche dieser Arbeit wurden in 15 Versuchsdurchgangen jeweils mit
Interventions- und Kontrollgruppe bei variierender Expositionszeit gegentber CAP-
oder Placebo-Behandlung wiederholt. Die mit Tumoren besiedelten Eier wurden fur
1-4 Tage mit jeweils 60 s CAP oder 60 s Placebo pro Tag behandelt. 24 Stunden nach
der letzten Behandlung wurden die Tumore entnommen, fixiert und gefarbt. Die

einzelnen Versuchsdurchgéange sind Tabelle 9 zu entnehmen.

Die Signifikanz der Ergebnisse in diesem Abschnitt ist wie folgt gekennzeichnet:
n.s. = nicht signifikant (p > 0.05); * signifikant (p < 0,05); ** hoch signifikant (p < 0.01);
*** hochst signifikant (p < 0.001). AulRerdem werden folgende statistischen Parameter
abgekdrzt: Stichprobengrof3e (N), Mittelwert (M), Median (Mdn), Standardabweichung
(SD), Konfidenzintervall (Cl), Interquartilsabstand (IQA).

Tabelle 9: Ubersicht aller Versuchsdurchgange am CAM-Modell

Durchgang, Kumulative Expositionszeit N N N
(Gruppe) (Sekunden), Beobachtungs- Tag 10 letzter gefarbt
zeitraum (Tage) Tag
1 CAP 23 6 0
240s,5d

Kontrolle 22 16 0

2 CAP 12 4 0
240s,5d

Kontrolle 11 5 0

3 CAP 20 7 7
240s,5d

Kontrolle 18 14 3

4 CAP 20 13 12
240s,5d

Kontrolle 19 13 10

5 CAP 23 12 11
180s,4d

Kontrolle 23 21 11

6 CAP 15 10 10
180s,4d

Kontrolle 14 9 9

7 CAP 36 10 10
120s,3d

Kontrolle 34 29 5
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8 CAP
Kontrolle
9 CAP
Kontrolle
10 CAP
Kontrolle
11 CAP
Kontrolle
12 CAP
Kontrolle
13 CAP
Kontrolle
14 CAP
Kontrolle
15 CAP

Kontrolle

120s, 3d

60s,2d

240s,5d

60s,2d

180s,4d

120 s, 3d

60s,2d

240s,5d

33
23
19

24
10
12

15

23
15
15
10
15
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4.1 Ereigniszeitanalysen des CAM-Modells

Ab der ersten CAP- oder Placebo-Behandlung der Eier an Tag 10 wurde taglich ein
Status auf Uberleben oder Ausfall der einzelnen Eier und reaktive Veranderungen in
Form von Tribungen in der CAM photographisch dokumentiert. Aus den taglich
erhobenen Daten wurden anschlie3end mit Kaplan-Meier Kurven Ereigniszeitanalysen
uber das Uberleben und Eintriiben erstellt, wobei das Ausfallen eines Eis und die neu
aufgetretene Tribung der CAM als Ereignis gewertet wurden. Da sich die
Beobachtungszeitraume der Zeitgruppen unterschieden, werden diese im Folgenden
einzeln betrachtet. Stichprobengrof3en fur die Ereigniszeitanalysen sind Tabelle 10 zu

entnehmen.

Tabelle 10: StichprobengrdRen der Ereigniszeitenanalysen

Expositionszeit N CAP N Kontrolle
4x 60 s 101 66
3x60s 53 43
2x 60 s 92 72
1x 60 s 46 25

4.1.1 Uberleben

In den Uberlebenszeitanalysen zeigte sich bei allen Expositionszeiten ein signifikant
verringertes Uberleben der Eier nach CAP-Behandlung im Vergleich zu einer Placebo-
Behandlung (Abbildung 13). Hierbei lag die Sterblichkeitsrate bei der ersten
Behandlung mit CAP am hoéchsten (M = 26,96%) und nahm Uber die folgenden
Behandlungen ab (2. Behandlung M = 19,33%; 3. Behandlung M = 5,25%). Bei einem
vierten Behandlungszyklus wurde kein weiteres Versterben der Embryonen detektiert
(4. Behandlung M = 0%).
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Abbildung 13: Uberlebenszeitanalysen mittels Kaplan-Meier Funktionen. Pfeile markieren eine CAP
oder Placebo Behandlung fir jeweils 60 s. Ein Log-Rank-Test (Mantel Cox) bestétigt in den Gruppen
nach (A) 4x 60s und (B) 3x 60 s kumulativer Exposition einen hoch signifikanten Unterschied
(A: p=0,001, B: p=0,001) der Uberlebensfunktionen. Die Gruppe nach 2x 60s s Exposition (C)
gegenilber CAP oder Placebo unterscheidet sich hdchst signifikant (p < 0,001) im Uberleben, die
Gruppe nach einmaliger 60 s Exposition (D) zeigt einen signifikanten Unterschied (p = 0,034).

4.1.2 Eintribung der CAM

Das gehéufte Auftreten von Tribungen und Kontraktionen im CAM-Gewebe nach
Behandlungen mit CAP war bereits wahrend der Versuchsdurfiihrung deutlich
erkennbar. Die CAMs der Uberlebenden Eier zeigten sich im Bereich der CAP-
Exposition stark aufgeraut, trib und verdickt im Vergleich zu unverdnderte CAMs

(Abbildung 14). Leichte Eintribungen der CAM waren ebenfalls in Teilen der
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Kontrollgruppe beobachtbar, diese erreichten jedoch nicht das Ausmald der

Gewebeveranderungen der mit CAP behandelten Eiern.
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Abbildung 14: CAM-Status an Tag 14 der Inkubation. (A) Ei der Placebo-Gruppe mit klarer CAM und
sichtbar gut durchblutetem Tumor. (B) Ei der CAP-Gruppe mit stark eingetriibter CAM im Bereich der

CAP-Exposition. Der Tumor ist auf Grund des CAM-Status nur schwer bewertbar.

Die Ereigniszeitanalysen Uber das Auftreten von Trilbungen der CAM bestétigten in
den Gruppen aller Expositionszeiten einen hochst signifikanten Unterschied zwischen
CAP- und Placebobehandlung (Abbildung 15). Nach einer einmaligen CAP-
Behandlung fir 60 s konnte bereits in durchschnittlich 67,5% der Eier eine Triibung
der CAM beobachtet werden. Nach einer zweiten CAP-Behandlung war die CAM in
allen tberlebenden (nicht zensierten) Eiern eingetrtibt. In der Kontrollgruppe zeigte
sich ein stetiger Anstieg der Eier mit Tribungen in der CAM um durchschnittlich

zusatzliche 10% pro Tag.
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Abbildung 15: Ereigniszeitanalysen der CAM-Tribung mittels Kaplan-Meier Funktionen. Pfeile
markieren eine 60s CAP oder Placebo Behandlung. In den Gruppen aller Expositionszeiten
unterscheidet sich das Auftreten der CAM-Tribungen hdchst signifikant (p < 0.001) im Log-Rank-Test
(Mantel Cox).

4.2 Immunhistochemie

4.2.1 Apoptotische Zellen im gesamten Tumoranschnitt

Die ermittelten apoptotischen Zellen pro ROI wurden zunéchst fur alle ROI einer
Zeitgruppe (unabhangig der Position) zwischen CAP- und Kontrollgruppe verglichen.
Die StichprobengrofRen der ausgezéhlten ROI sind Tabelle 11 zu entnehmen. Bei nicht
normalverteilten Daten (Shapiro-Wilk p < 0,05 in allen Subgruppen) wurden CAP- und
Kontrollgruppe mit einem Mann-Whitney-U-Test verglichen. Dies erfolgte fiur jede

Expositionszeit getrennt. Hierbei zeigten Tumore nach 4x 60 s CAP-Exposition eine
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hoch signifikant grol3ere apoptotische Zellzahl pro ROl im Vergleich zur
Placebobehandlung (p =0,005). Auch Tumore nach 2x60s Behandlung
unterschieden sich hdchst signifikant, wobei mehr Apoptosen pro ROI in der
Kontrollgruppe auftraten (p < 0,001).

Tabelle 11: Deskriptive Statistik der Apoptosen pro ROI

Expositionszeit  Typ N (ROI) M SD Mdn  p (MWU-Test)
CAP 257 458 8,25 1

4x 60 s 0,005
Kontrolle 245 2,99 6,40 1
CAP 325 2,26 447 0

3x60s 0,388
Kontrolle 250 2,26 475 1
CAP 421 475 8,56 2

2x 60 s <0,001
Kontrolle 273 6,40 8,85 3
CAP 276 3,59 5,48 2

1x60s 0,107
Kontrolle 198 3,78 477 2
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Abbildung 16: Boxplot apoptotischer Zellen pro ROI Uber alle Behandlungszeiten. Box: Mdn (Mittellinie),
1. Quartil  (unterer Rand), 3. Quartii (oberer Rand); Antenne/Whisker: Werte bis
1./ 3. Quartil - / + 1,5 * IQA. Signifikant unterscheiden sich die Anzahl apoptotischer Zellen pro ROI
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zwischen CAP- und Kontrollgruppe in Tumoren nach 2x 60s (p <0,001) und 4x 60 s (p =0,005)
Behandlung.

4.2.2 Apoptotische Zellen nach Gewebetiefe

Um das Auftreten apoptotischer Zellen in unterschiedlich tiefen Gewebebereichen zu
analysieren, wurden die Apoptosen pro ROI fur jede ROI-Position einzeln betrachtet.
Die Stichprobengrof3en fur die unterschiedlichen Tiefen sind Tabelle 12 zu entnehmen.
Diese nehmen mit zunehmender Tiefe der betrachteten Region im Tumorgewebe ab,

da nicht alle Tumore im Schnittbild eine Dicke von 800 um erreichten.

Tabelle 12: StichprobengroRen (N ROI) je Behandlungsgruppe und Tiefe

4x 60 s 3x 60 s 2x 60 s 1x 60 s
ROI-Position N N N N N N N N

CAP Kontr. CAP Kontr. CAP Kontr. CAP Kontr.
0-100 pm 44 51 57 51 78 54 48 33

100-200 pm 43 50 56 50 76 53 48 33
200-300 pm 42 46 54 45 69 48 45 33
300-400 pm 34 38 50 40 61 40 41 31
400-500 pm 30 27 40 32 48 35 35 29
500-600 pm 27 14 33 18 36 20 28 22
600-700 pm 20 11 21 9 30 14 22 10
700-800 pm 17 8 14 5 23 9 9 7

Fur jede Behandlungszeitgruppe und ROI-Position getrennt wurden im Anschluss bei
nicht normalverteilten Daten (Shapiro-Wilk p <0,05 in allen Subgruppen) Mann-
Whitney-U-Tests durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich signifikant hthere Apoptosen/ROI
in Tumoren nach 4x 60 s CAP-Behandlung im Vergleich zu Placebo-Behandlung in
Gewebetiefen von 0-100 um (p = 0,012), 100-200 um (p = 0,048) und 300-400 pm
(p =0,027). In Tumoren nach 2x 60 s Behandlung waren in der Kontrollgruppe
signifikant hohere Apoptosen in Gewebetiefen von 100-200 pm (p = 0,038) und 200-
300 um (p = 0,039) nachweisbar. Alle anderen Gewebetiefen unterschieden sich nicht
signifikant (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Apoptotische Zellen nach Gewebetiefe und Behandlungszeit. Signifikante Unterschiede

sind ausschlieBlich in den Gruppen nach 4x 60 s und 2x 60 s CAP- oder Placebobehandlung zu sehen.

Des Weiteren wurde das Auftreten von apoptotischen Zellen Uber die Tiefe der
Gewebebereiche mittels Kruskal-Wallis Test in Tumoren nach CAP- oder Placebo-
Behandlung in jeder Behandlungszeitgruppe einzeln untersucht. Dieser zeigte in
Tumoren der CAP-Gruppe eine signifikant unterschiedliche Verteilung der
apoptotischen Zellen Uber die Gewebetiefe nach 4x60s (p <0,001) und 3x60s
Behandlung (p = 0,009). In der Kontrollgruppe unterschied sich die Verteilung der
apoptotischen Zellen Uber die Gewebetiefe nach 1x 60 s Placebo-Behandlung
(p < 0,001). Diese Unterschiede liel3en sich in Dunn-Bonferroni Post-Hoc-Tests mit
Bonnferoni Korrektur des Signifikanzniveaus auf hodhere Apoptosezahlen in

oberflachlicheren Gewebeschichten im Vergleich zu tiefen Gewebeschichten
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zuruckfuhren: 4x 60 s CAP: 0-100 um*500-600 um p = 0,001, 0-100 um*700-800 pum
p = 0,004, 100-200 pm*500-600 um p = 0,009, 100-200 um*700-800 um p = 0,021.
3x 60 s CAP: Keine signifikanten Unterschiede zwischen einzelnen Gewebetiefen.
1x 60 s Kontrolle: 100-200 um*400-500 pm p =0,004, 0-100 pm*500-600 pm
p = 0,005, 100-200 pm*600-700 um p = 0,020, 200-300 um*400-500 pm p = 0,034,
200-300 pm*500-600 pm p = 0,036.

4.2.3 Apoptotische Zellen nach Behandlungszeit

Zur genaueren Analyse eines potentiellen Einflusses der Behandlungszeit im Sinne
einer Dosis wurde die Apoptoserate in Abangigkeit der Behandlungszeit genauer
untersucht. Da die Haupteffekte einer CAP-Behandlung in den vorausgegangen
Versuchen in den oberen 400 um der Tumorschnitte detektierbar waren, wurden im
Folgenden nur diese oberflachlichen Bereiche betrachtet. Durch die unterschiedlich
lange Zeit der Tumore im CAM-Modell und somit einer unterschiedlich langen Zeit
unter Risiko fur das Auftreten von Apoptosen war ein direkter Vergleich der Zeitgrupen
jedoch nicht moglich. Stattdessen wurde in jeder Behandlungszeitgruppe mit gleicher
Zeit unter Risko jeweils der Median aus CAP- und Kontrollgruppe ermittelt und eine
Differenz dieser gebildet (Median CAP - Median Kontrolle). Diese Differenz des
Medians als Mal3 fir CAP-induzierte Veranderungen der Apoptosenzahl ist in
Abbildung 18 dargestellt.

Hierbei ist eine deutliche Tendenz zu positiven Mediandifferenzen bei steigender Dosis
zu erkennen. Dies konnte auf eine héhere Apoptoserate nach CAP-Behandlung im
Vergleich zur Placebo-Behandlung bei steigender Dosis hinweisen. Zudem
unterschieden sich die Mediane zwischen CAP- und Kontrollgruppe nach héchster
Behandlungszeit von 4x 60 s wie zuvor beschrieben signifikant in 3 der 4 dargestellten
Gewebtiefen. Interressanterweise zeigten sich bei kirzeren Behandlungszeiten (2x
60 s und 1x 60 s) durchweg negative Mediandifferenzen als Zeichen niedrigerer
Apoptosen nach CAP-Behandlung im Vergleich zur Placebo-Behandlung. Nach 2x
60 s Behandlungszeit zeigte sich diese Mediandifferenz zudem in Gewebetiefen
zwischen 100 und 300 um von der Tumoroberflache signifikant im Mann-Whitney U-
Test.
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Abbildung 18: Einfluss der Behandlungszeit auf mediane Apoptosenzahl. Dargestellt ist die Differenz
des Medians zwischen CAP- und Kontrollgruppe abhéngig von Behandlungszeit und Gewebetiefe.
Negative Werte sind dunkel, positive Werte heller dargestellt. Ein deutlicher Trend zu positiven
Mediandifferenzen bei steigender Behandlungszeit ist zu erkennen. Bei kirzeren Behandlungszeiten
sind fast durchgehende negative Werte zu sehen, was auf ein geringeres Auftreten von Apoptosen nach

CAP-Exposition im Vergleich zu einer Placebobehandlung hindeutet.

4.2.4 Vaskularisierung des Tumorgewebes

Die gegen a-SMA gefarbten Schnitte wurden zur Evaluation der Blutgefal3e zunachst
anhand der Blutgefal3verteilung in und um das Tumorgewebe bewertet (keine
Blutgefal3e, periphere Blutgefal3e, zentrale Blutgefal3e). Hierbei zeigte keine

eindeutige Tendenz in der Haufigkeitsanalyse (Abbildung 19). Auch im Vergleich
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zwischen Kontroll- und CAP-Gruppe sowie bei steigender Exposition zeigte sich kein

deutlicher Trend einer veranderten BlutgefaRverteilung.

A CAP B Kontrolle
Kategarie

80% 80%— [Jkeine Blutgefale
[ periphere Blutgefate
M zontrale Blutgefale

B0%] 60%
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Prozent
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Abbildung 19: Haufigkeitsanalyse der Tumorvaskularisierung nach Kategorien in (A) Tumore nach CAP-
Behandlung (B) Tumore nach Placebo-Behandlung. Keine eindeutigen Tendenzen einer veranderter

Blutgefal3verteilung sind erkennbar.

Aufgrund der signifikanten Unterschiede der Apoptosen in Tumoren nach 4x 60 s
CAP- oder Placebo-Behandlung wurde in dieser Gruppe anschlielend eine
exemplarische Auszéhlung der angefarbten Blutgefale im Tumorgewebe
durchgeftuhrt (Abbildung 20). Hierbei zeigten Tumore nach 4x 60 s CAP-Behandlung
eine signifikant geringere Blutgefa3dichte im Tumorgewebe (p = 0.037) im Vergleich
zu Tumoren nach vierfacher Placebobehandlung (CAP: N =14, M = 103,76 /mm? *
27,27 (SD); Kontrolle: N = 11, M = 135,93 /mm? + 44,42 (SD)). Normalverteilung und
Varianzgleichheit wurde angenommen (Shapiro-Wilk p =0,275 (CAP), p =0,332
(Kontrolle); Levene Test p = 0,273)
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Abbildung 20: BlutgefaRdichte im Tumorgewebe nach 4x 60 s CAP- oder Placebobehandlung. (A) Die
mittlere Blutgefalidichte ist signifikant niedriger in Tumoren nach CAP-Behandlung im Vergleich zu
Tumoren nach Placebobehandlung (p = 0.037). (B) A-SMA gefarbter Tumorschnitt mit gering
vaskularisiertem Tumor. (C) A-SMA gefarbter Tumorschnitt mit stark vaskularisiertem Tumor.
Blutgefalie sind durch die immunhistochemische Markierung braun angefarbt. Tumor (blaulich) und
umliegendes Bindegewebe der CAM (weif3, hell) sind deutlich unterscheidbar, was eine
Flachenmessung des Tumorgewebes im Schnitt ermdglichte. Lizenz: Veréandert nach Kugler et al. [155],
CCBY 4.0

4.3 Quantifizierung der VEGF-Expression

Zur Quantifizierung der Expression des VEGF-A-Gens mittel gqPCR wurden native
CAMs ohne Tumor nach 4x 60s CAP- oder Placebo-Behandlung untersucht
(Abbildung 21). Die mittlere relative VEGF-A-Genexpression im CAM-Gewebe lag
hierbei in Eiern nach CAP-Behandlung niedriger (M = 163.03%; N = 3) als bei Eiern
nach Placebo-Behandlung (M = 263,93%; N =6). Dieser Unterschied zeigte sich
jedoch im t-Test nicht signifikant (p = 0.265), bei angenommener Normalverteilung
(Shapiro-Wilk p = 0,203 (CAP), p = 0,467 (Kontrolle)) und Varianzgleichheit (Levene
Test p = 0,083) der Daten.
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Auffallig war zudem, dass sich bei mit CAP-behandelten Eiern nur aus 3 von 8 CAMs
gentgend RNA fir eine gPCR isolieren liel3 und sich das entnommene CAM-Gewebe
deutlich verdickt darstellte. In Placebo-behandelten Eiern war dies nicht der Fall, eine
ausreichende RNA-Isolation gelang hier in 6 von 8 Proben.
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Abbildung 21: Mittlere relative VEGF-A-Genexpression im Vergleich zur internen Kalibrator-Probe. Die
niedrigere relative Expression in der CAP-Gruppe unterscheid sich nicht signifikant (p = 0.265) im

Vergleich zur Kontrollgruppe. Lizenz: Verandert nach Kugler et al. [155], CC BY 4.0

4.4 Sonographische Untersuchung der Tumore

Das Volumen von Tumoren nach einer 4x 60 s CAP-Behandlung zeigte sich in den
sonographischen Bestimmungen deutlich hoher bei durchschnittlich 76,78 mm3
(N =17; SD = 33,55) als bei Tumoren nach Placebo-Behandlung mit durchschnittlich
38,03 mm?3 (N = 15; SD = 24,25). Da nicht von einer Normalverteilung der Daten
ausgegangen werden konnte (Shapiro-Wilk: p = 0.037 (Kontrolle), p = 0.020 (CAP))
erfolgte der Vergleich der Gruppen mittels Mann-Whitney U Test. Dieser zeigte einen
hoch signifikanten Unterschied (p = 0.001) der Tumorvolumina zwischen CAP- und
Kontrollgruppe (Abbildung 22 A).
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Einblutungen im Tumorgewebe waren in 82,4% (14/17) der mit CAP behandelten
Proben erkennbar, wahrend nur 20% (3/15) der Kontrollproben diese aufwiesen. Auch
eine unabhangig von der Art der Behandlung signifikante Korrelation zwischen einem
groBem Tumorvolumen und intratumoraler Einblutung im Eta-Koeffizienten-Test
(n =0.503, p =0.03) deutete auf einen Blutungs-assoziierten Volumenanstieg der
Tumore hin.
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Abbildung 22: Sonographische Untersuchung der Tumore. (A) Boxplot Gber Tumorvolumina der CAP-
und Kontrollgruppe, diese unterscheiden sich hoch signifikant (p = 0,001). (B) Die Volumenunterschiede
kénnten durch das ungleich verteilte Auftreten von Einblutungen im Tumorgewebe entstehen. (C)
Sonographische Aufnahme eines Tumors in der CAM in transversaler Achse (D) und longitudinaler
Achse. Einblutungen im Tumorgewebe sind mit Pfeilen markiert. Lizenz: Verandert nach Kugler et al.
[155], CC BY 4.0
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4.5 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Tumore unter Verwendung von
70 kDa TRITC-Dextran zeigten nach einminutiger CAP-Exposition eine starke
Extravasation von TRITC-Dextran sowie gehauft auftretende Thromben und
Gefallverschlisse der tumor-assoziierten BlutgefaRe im CAM-Gewebe (Abbildung
23 D). Das Austreten von TRITC-Dextran in die paravasalen Bereiche des CAM-
Gewebes war ab 5 Minuten nach einer CAP-Behandlung sichtbar, die
Fluoreszenzintensitat in diesen Bereichen nahm Uber die Zeit weiter zu. Tumore nach
Placebo-Behandlung wiesen keine vergleichbaren Effekte auf. Ein starker Anstieg der
Fluoreszenzintensitat im  Tumorgewebe selbst konnte unabhéngig der

Behandlungsgruppe beobachtet werden.

Kontrolle

Abbildung 23: Tumore mit assoziierten BlutgefaBen in der CAM, fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen. (A) Tumor vor und (B) 60 Minuten nach einer 60 s Placebo-Behandlung. Eine insgesamt

steigende Fluoreszenzintensitat ist erkennbar, welche jedoch hauptséachlich auf das Tumorgewebe
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selbst fokussiert ist. Tumor-assoziierte BlutgefalRe erscheinen intakt, Thrombosen oder Obliterationen
von Blutgefaf3en sind nicht erkennbar. (C) Tumor vor und (D) 60 Minuten nach einer 60 s CAP-
Behandlung. Neben einer stérkeren Fluoreszenzintensitat des Tumorgewebes zeigen auch die tumor-
assoziierten Blutgefae eine starke Extravasation von TRITC-Dextran in das CAM-Gewebe (weil3e
Kreise). Thrombosen und Gefal3obliteration sind in mehreren Gefél3en erkennbar (weil3e Pfeile). Lizenz:
Verandert nach Kugler et al. [155], CC BY 4.0

Die exemplarische Analyse des segmentalen Blutflusses in den Fluoreszenz-
Videoaufnahmen zeigte in einigen GefalRen einen starken Abfall des Blutflusses direkt
nach der CAP-Exposition (Abbildung 24). Aus den drei untersuchten GefalRen kehrte
ein Blutgefald nach initialem Abfall wieder zu einem normalen Blutfluss zurtick. Der
Blutfluss der zwei weiteren Gefal3e kam innerhalb der einstiindigen Beobachtungszeit
komplett zum Erliegen. Ein Gefald zeigte zudem eine Umkehr der Blutflussrichtung,

bevor das Gefald okkludierte.
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Abbildung 24: Veranderung des segmentalen Blutflusses nach 60s CAP (griin) oder Placebo-
Exposition (blau), Mittelwerte sind kraftig, Einzelwerte schwach dargestellt. Ein deutlicher Abfall im
segmentalen Blutfluss nach CAP-Exposition ist zu sehen, mit einem initial vollstandigen sistieren des
Blutflusses in zwei von drei Gefalien. In zwei von drei GeféalRen kam der Blutfluss wahrend des
Beobachtungszeitraums zudem vollstdndig zum Erliegen, ein Blutgefal3 kehrte nach initialem Sistieren

zu einem normalen Blutfluss zurtick. Lizenz: Verédndert nach Kugler et al. [155], CC BY 4.0
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5 Diskussion

5.1 Vertraglichkeit der CAP-Behandlung

Die Behandlung solider Tumore mit CAP als vielversprechende neue
Behandlungsmethode erlangte in den letzten Jahren zunehmende Aufmerksamkeit
[1]. Die beobachtete Selektivitat der CAP-Effekte gegeniiber Tumorzellen unter
Schonung des umliegenden Gewebes [3, 22, 50, 52], sowie die gute Vertraglichkeit
von CAP im klinischen Einsatz ohne Hinweise auf Genotoxizitat fihrten bereits zur
Zulassung eines CAP-Geréts als zertifiziertes Medizinprodukt in Deutschland [135,
142].

Die Versuche dieser Arbeit zeigten jedoch deutlich negative Effekte von CAP-
Behandlungen auf das Uberleben der Hilhnerembryonen sowie deutliche Irritationen
des behandelten, gesunden CAM-Gewebes (Abbildung 13, Abbildung 14, Abbildung
15). Eine 60 s CAP-Behandlung senkte das Uberleben der Embryonen um 26%.
Dieser Wert nahm bei wiederholten CAP-Expositionen im zeitlichen Verlauf ab, eine
vierte, 60 s CAP-Behandlung zeigte keine zusatzliche Reduktion des Uberlebens.
Ahnliche Effekte auf die Lebensfahigkeit von Hiihnerembryonen nach einer CAP-
Behandlung wurde zuvor von einer Arbeitsgruppe berichtet [136]. Hierbei wurde das
Uberleben der Hiihnerembryonen durch 5 Minuten CAP-Behandlung mit einem Gerét
der Argon-Plasmajet-Technik um ca. 20% vermindert beschrieben. Obwohl die
unterschiedlichen Geratetypen einen direkten Vergleich nicht zulassen, ist ein
insgesamt negativer Einfluss von hohen Plasmadosen auf das Uberleben der
Huhnerembryonen erkennbar. Die reduzierte Lebensfahigkeit nach einer CAP-
Behandlung kdnnte durch einen hohen Anfall an RONS durch die CAP-Exposition
begriindet sein. Obwohl Antioxidantien fir den Abbau von RONS zu unschadlichen
Sauer- und Stickstoffverbindungen im Hiuhnerembryo vorhanden sind [156], kénnte
der durch hohe Plasmadosen ausgeltste oxidative Stress die antioxidative Kapazitat
des Embryos uberschreiten, den Organismus schadigen und zum Absterben des

Embryos fuhren.

Auch die beobachtete Irritation des gesunden CAM-Gewebes durch CAP ist bereits
beschrieben worden, wenn auch in deutlich geringerem Ausmall [136, 137]. Die
Eintribung und Verdickung der CAM konnte hierbei die Diffusion von Sauerstoff durch

das Gewebe stark beeintrdchtigen. Die bei den intravitalmikroskopischen
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Experimenten beobachtete starke Reduktion des Blutflusses in den CAM-Gefalen
(Abbildung 24) konnte diesen Effekt noch verstarken. Die CAM als embryologisches
Organ ist aquivalent zur Plazenta der Saugetiere fur den Gasaustausch des Embryos
unverzichtbar [119]. Bei der Behandlung von Tumoren im CAM-Modell sind jedoch
grol3e Teile der Membran und damit auch relevante Anteile des embryonalen
Blutgefal3netzes gegenuber CAP exponiert und weisen anschlieRend entsprechende
Schéaden und Veranderungen auf (Abbildung 14, Abbildung 15). Hierdurch ware eine
starke Einschrédnkung des Gasaustausches und des Blutflusses und eine dadurch
erhohte Embryosterblichkeit denkbar. Die Ubertragbarkeit der schadlichen CAP-
Auswirkungen auf andere Modellorganismen und Gewebetypen ist daher auf Grund
der besonderen Bedeutung der CAM fur den embryonalen Organismus nur begrenzt

vorhanden.

5.2 Effekte von CAP auf Tumorzellen

Das erhohte Auftreten apoptotischer Zellen nach CAP-Exposition ist fur viele maligen
Zelllinien in vitro wie in vivo wiederholt veroffentlicht worden [1, 34]. In den hier
durchgefiihrten Experimenten zeigte sich die Induktion apoptotischen Zelltods durch
CAP jedoch weniger deutlich als in der Literatur beschrieben. Ausschliel3lich die
Gruppe mit der hochsten Behandlungsdauer von 4x 60 s CAP zeigte eine insgesamt
signifikant erhéhte Apoptoserate im Vergleich zur Placebo-Behandlung. In der Gruppe
mit 2x 60s Behandlung zeigte sich sogar ein gegenteiliger Effekt (Abbildung 16).
Insgesamt weisen die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung gegen
akt. Caspase-3 eine sehr hohe Streuung auf, was die Aussagekraft und Reliabilitat der

erhobenen Daten deutlich einschrankt.

Auf Grund der dreidimensionalen Struktur der behandelten Tumore und der sich
daraus ergebenden unterschiedlichen Distanz der Tumorzellen zur CAP-Quelle, sowie
der variierten Behandlungszeit im Sinne einer Dosis soll im Folgenden das Auftreten
apoptotischer Zellen im Tumorgewebe nach diesen Gesichtspunkten getrennt

beleuchtet werden.
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5.2.1 Die Frage der Eindringtiefe

Das gehé&ufte Auftreten apoptotischer Zellen im Tumorgewebe nach einer CAP-
Behandlung wird meist auf die von CAP emittierten RONS zurlckgefuhrt. Diese
entstehen bei der lonisation des eingesetzten Gases und in den angrenzenden
Flussigkeiten [4, S. 21]. AnschlieRend wird von einer Diffusion der RONS in das
Tumorgewebe ausgegangen [80], weshalb bei oberflachlicher CAP-Behandlung
solider Tumore apoptotische Zellen vor allem in oberflachlichen Bereichen zu erwarten
sind. Die in den durchgefiihrten Versuchen signifikante Abnahme der apoptotischen
Zellen mit Zunahme der Distanz zur Tumoroberflache nach 4x 60 s CAP-Behandlung
bestétigen diese Verteilung (Abbildung 17 A). Die effektive Eindringtiefe von CAP und
seinen reaktiven Bestandteilen wird jedoch nach wie vor kontrovers diskutiert [41, 79,
80, 157]. Dabei stellt dies eine wesentliche Information fir die Behandlung solider

Tumore dar.

Die von Partecke et al. [79] beschriebene, auf die oberen 3 bis 5 Zellschichten
begrenzte Wirkung einer CAP-Behandlung lie3 sich mit den durchgefuhrten
Versuchen nicht bestétigen. Auch die proklamierte Eindringtiefe von 60 um spiegelt
sich nicht in den Daten aus den akt. Caspase-3 gefarbten Tumorschnitten wieder.
Neuere Studien konnten unter Verwendung von Raman-Mikrospektroskopie an
Gewebeproben aus Zervixschleimhaut Effekte von CAP auf die DNA und Lipide bis
zur Basalmembran des Epithels nachweisen. Dies liel3 auf eine effektive Eindringtiefe
des CAP von ca. 270um schlieBen [157]. In den Versuchen dieser Arbeit konnten
vermehrt auftretende apoptotische Zellen im Tumorgewebe in der Behandlungsgruppe
mit der hochsten Gesamtdosis (4x 60 s) bis in eine Tiefe von bis 400 um ab der
Tumoroberflache festgestellt werden (Abbildung 17). Dies weist eher auf ein
Eindringen der reaktiven Spezies im Millimeter-Bereich hin, wie von einigen Autoren
proklamiert [80-82].

Die unterschiedlichen Ergebnisse im Vergleich zu Partecke et al., trotz der
Verwendung des gleichen Modellsystems, kdnnten erneut am Einsatz verschiedener
CAP-Gerate und abweichender Behandlungszeiten liegen. Auch der Einfluss der CAP-
Behandlung auf die Angiogenese sowie die bereits ausgebildeten Blutgefal3e im
Tumorgewebe konnte eine Rolle spielen. Hierbei kdnnte es zu Veranderungen der
Mikrozirkulation im Tumorgewebe und der umliegenden CAM kommen. Durch die

veranderte Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung ware auch in tieferen
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Gewebeschichten die Induktion von Apoptosen und Zelluntergang denkbar. Die in der
immunhistochemischen Farbung gegen akt. Caspase-3 in tieferen Gewebeschichten
detektierten Apoptosen konnten somit sowohl durch direkte Effekte von CAP auf die
Tumorzellen selbst als auch durch indirekt Effekte wie der Wirkung von CAP auf die

Tumorgefal3e und die Tumorangiogenese bedingt sein.

Die angenommene Wirktiefe einer CAP-Behandlung von bis zu 400 um ab der
Tumoroberflache stellt trotz allem eine der Hauptlimitationen einer CAP-Behandlung
solider Tumore im klinischen Einsatz dar. Au3erdem wachsen die Tumore im CAM-
Modell oberflachlich, ohne Gewebebarriere zwischen CAP-Quelle und Tumor, was nur
auf die wenigsten klinischen Tumore in situ zutrifft. Die Ergebnisse aus Versuchen am
CAM-Modell sind daher nicht auf die Behandlung subkutaner oder tiefer liegender
Tumore Ubertragbar. Viele epitheliale Tumore wie mukosale Plattenepithelkarzinome,
Urothelkarzinome, Tumore der Haut, sowie einigen Darmtumore wachsen hingegen
ebenfalls sehr oberflachlich und kénnten wie die Tumore im CAM-Modell direkt mit
CAP behandelt werden. Auch die intraoperative Behandlung von Residuen im
Tumorbett nach der Resektion eines soliden Tumors oder die endoskopische
Behandlung stellen einen mdglichen klinischen Einsatz ohne eine Gewebebarriere dar
[14, 77]. Doch auch mit intakter Hautbarriere konnten subkutane Tumore im
Mausmodell bereits mehrfach erfolgreich mit CAP behandelt werden [78, 158, 159].
Dies konnte auf zusatzliche indirekte Effekte der CAP-Behandlung auch auf tiefer

liegende Tumorbereiche hindeuten.

5.2.2 Die Frage der Dosis

Die Angabe der Dosis einer CAP-Behandlung im klassischen Sinne einer
Wirkstoffmenge ist auf Grund der der physikalischen Eigenschaften des Plasmas nicht
moglich. Die direkt am CAP-Geréat emittierten geladenen Partikel und reaktiven
Teilchen lassen sich zwar fir den verwendeten miniFlatPlaSter® bestimmen [140,
141], trotzdem erlauben diese Messungen keine direkten Rickschlisse auf die
Konzentration von RONS im Tumorgewebe. Neben den direkt emittierten reaktiven
Spezies kénnen diese zusatzlich in angrenzenden Gasen und Flussigkeiten um die
Tumorzellen und auch intrazellular entstehen [4, S. 21]. Daher wird anstatt einer Dosis
meist die Behandlungszeit der Probe mit CAP angegeben. Die kumulative

Behandlungszeit wurde auch in den Versuchen dieser Arbeit variiert, hierbei betrug die



Diskussion 82

tagliche Exposition gegentber CAP oder einer Placebobehandlung stets 60 s. Durch
die wiederholte Behandlung mit CAP oder Placebo Uber 1-4 Tage ergaben sich so

kumulative Behandlungszeiten von 60-240 s.

In der Analyse der Apoptosen im Tumorgewebe zeigte sich eine deutliche
Abhangigkeit der Apoptoserate von der Behandlungszeit. Zunachst lieRen sich
allerdings nur in der Gruppe mit langster Behandlungszeit von 4x 60 s Uber den
gesamten Tumoranschnitt statistisch hohere Apoptosezahlen nach CAP-Behandlung
im Vergleich zu Placebobehandlung beobachten (Abbildung 16). In der
Behandlungsgruppe mit 1x 60 s CAP- oder Placebobehandlung zeigte sich entgegen
der Erwartung eine signifikant erniedrigte Apoptosenzahl nach CAP-Behandlung.
AnschlieRend erfolgte eine genauere Betrachtung der oberen 400 um der
Tumorschnitte, da in diesen Gewebetiefe die Haupteffekte einer CAP-Behandlung
beobachtet werden konnten (Abbildung 17). Hierbei waren positive Mediandifferenzen
als Zeichen von erhdhten Apoptosen nach CAP-Behandlung in den Gruppen mit
4x 60s und 3x 60s Behandlungszeit zu erkennen (Abbildung 18). Die Unterschiede in
der Gruppe mit langster Behandlungszeit von 4x 60 s zeigten sich zudem als signifikant
im Mann-Whitney U-Test in drei von vier der betrachteten Gewebetiefen. Diese
Ergebnisse sprechen fir eine Abhangigkeit der beobachteten CAP-Effekte von der

kumulierten Behandlungszeit.

Interessanterweise zeigten sich in den Gruppen mit kirzerer Behandlungszeit von 2x
60 s und 1x 60 s durchweg negative Mediandifferenzen als Zeichen einer verringerter
Apoptoserate nach CAP-Behandlung im Vergleich zur Placebo-Behandlung
(Abbildung 18). Dieser Unterschied war aulBerdem nach 2x 60 s Behandlung in
Gewebetiefen zwischen 100 und 200 um signifikant im Mann-Whitney U-Test.
Zunachst lasst sich daher sagen, dass kirzere Behandlungen mit CAP im Vergleich
mit einer Placebo-Behandlung keinen Unterschied in den Apoptosezahlen bewirkten
oder sogar signifikant weniger Apoptosen im Tumorgewebe verursachten. Dies spricht
zunachst erneut fir eine Abhangigkeit der antikanzerésen CAP-Effekte von der
Behandlungszeit. Denkbar ware hier zudem ein férderlicher Effekt kurzer CAP-
Behandlungen auf die Tumorzellen, vergleichbar mit der stimulierende Wirkung von
CAP auf Keratinozyten und Fibroblasten bei der Therapie von chronischen Wunden
[36]. Tumorzellen weisen jedoch auf Grund ihres hohen Metabolismus und
Proliferationsrate ein bereits erhohte intrazellulare RONS-Konzentrationen auf und
sind daher nicht direkt vergleichbar mit unverdnderten Zellen in Haut und
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Bindegewebe [22]. Als mdgliche Ursache kommen demnach auch methodische
Faktoren in Betracht. Durch die geringere Zeit der Tumorzellen auf der CAM in den
Gruppen mit kurzer Behandlungszeit (1x 60 s: 4 Tage, 2x 60 s: 5 Tage), kbnnte ein
schlechteres Einwachsen und die damit einhergehend geringere Blutversorgung der
Tumore eine Rolle spielen. Durch Minderperfusion kdnnten Tumorzellen bereits
unabhangig von der Behandlung untergehen und so einen mdoglichen Effekt der

Behandlung kaschieren.

Fraglich bleibt, ob sich eine einmalige, langere Behandlung mit insgesamt gleicher
Behandlungsdauer von der repetitive CAP-Behandlung Uber mehrere Tage wie in
diesen Versuchen unterscheidet. Durch eine einmalige, lange Behandlung mit CAP
lieRe sich vermutlich eine deutlich hohere intrazellulare Konzentration ans RONS
erzielen, welche auch starkere antikanzerose Effekt bewirken kdonnte. Eine &hnliche
Strategie wird in der ,Flash*“ Radiotherapie von Malignomen verfolgt. Hierbei werden
Tumore bei nur geringer oder keiner Fraktionierung der Behandlung und sehr hoher
Dosis bestrahlt. Hierdurch wird ein starkerer antikanzerdser Effekt als durch eine stark

fraktionierte Behandlung bei gleicher Gesamtdosis erwartet [160].

Als Limitation der Dosis pro Behandlung gilt in der Radiotherapie und auch in der
Behandlung mit CAP jedoch das Ausmal® der Schéadigung von umliegenden,
physiologischen Geweben. Auf Grund der bereits hohen Ausfallrate von Gber 25%
nach der initialen CAP-Behandlung mit 60 s (Abbildung 13), sowie deutlichen Schaden
an der CAM mit mdglicher Beeintrachtigung des Gasaustausches (Abbildung 14), ist
eine langere CAP-Behandlung fur Tumore im CAM-Modell vermutlich mit sehr hohen
Ausfallraten verbunden und daher nicht zielfuhrend. Fir Tumore in Mausmodellen
oder dem klinischen Einsatz von CAP stellt eine einmalige, lange Behandlung im Sinne
einer ,Flash“Therapie hingegen eine interessante Option dar, deren Auswirkungen

weiter untersucht werden sollten.

5.3 Effekte von CAP auf Tumorgefal3e und Mikrozirkulation

Trotz ihrer Bedeutung fur die Behandlung solider Tumore wurde die Wirkungen von
CAP auf TumorgefalRe und die Mikrozirkulation im Tumorgewebe bisher nur selten
untersucht. Aufgrund der zentralen Rolle fur die Progression solider Tumore ist die
Untersuchung der Wirkung von CAP auf Tumorgefal3e jedoch von grol3em Interesse

[68]. Diese sind essenziell fur die Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung und das daraus
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maogliche Tumorwachstum und werden daher vermehrt als Zielstruktur neuer
Tumortherapeutika eingesetzt. Neben der Wirkung von CAP auf die Tumorzellen
selbst konnten in den hier durchgefuhrten Versuchen deutliche Hinweise auf eine
Beeinflussung der tumor-assoziierten BlutgefaRe durch CAP beobachtet werden.

5.3.1 Gefalddichte und Angiogenese

Wahrend sich in der Gefal3verteilung in und um das Tumorgewebe kein deutlicher
Unterschied zwischen Tumoren nach (repetitiver) CAP-Behandlung und Placebo
Behandlung zeigte (Abbildung 19), wiesen die Tumore nach héchster CAP-Dosis
(4x 60 s) eine signifikant erniedrigte mittlere Gefal3dichte auf (Abbildung 20). Dies
scheint am ehesten durch direkt eintretende Effekte der Plasma-Behandlung an den
bestehenden Gefal3en, wie der Koagulation bereits ausdifferenzierter Blutgefal3e im
Tumorgewebe bedingt zu sein [161]. Ein indirekter Einfluss von CAP durch eine
verringerte Expression von VEGF in der CAM konnte hingegen nicht gezeigt werden.
So erbrachte die Quantifizierung der VEGF-Expression keinen signifikanten
Unterschied zwischen Behandlungs- und Placebogruppe (Abbildung 21). Die nicht
signifikante, jedoch im Mittel niedrigere Expression nach CAP-Exposition kénnte
allerdings auf eine Reduktion der VEGF-Expression hinweisen. Ein geringeres VEGF-
Level nach CAP-Exposition ist bereits fur zwei maligne Zelllinien in vitro beschrieben
worden [73, 74], vergleichbare in vivo-Daten fehlen bislang. Auch die direkte
Hemmung von Endothelzellen und damit der Tumorangiogenese durch CAP ware als
Erklarung fur eine geringere GefalRdichte im Tumorgewebe denkbar. Diese ist in vitro
mehrfach untersucht worden und erbrachte eine verringerte Tubusbildung und
Migration der Endothelzellen nach einer CAP-Behandlung [75, 76]. Ob sich diese
Beobachtungen in den komplexen Mechanismus der Angiogenese in soliden Tumoren
Ubertragen lassen, ist jedoch fraglich. Insgesamt betrachtet zeigen sich deutliche
Hinweise auf schadigende Effekte von CAP auf Blutgefal3e in soliden Tumoren, fir
eine endgultige Aussage reicht jedoch die Datenlage in der Literatur und den hier

durchgefuhrten Experimenten nicht aus.

Gegensatzlich zu den in der Literatur vermuteten hemmenden Effekten auf die
GefalRneubildung in Tumoren ist fur Blutgefaf3e in chronischen Wunden eine
forderliche Wirkung von CAP-Behandlungen auf die Angiogenese und Mikrozirkulation

beschrieben [36, 162]. Hierbei wird von einer stimulierenden Wirkung durch
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geringgradig erhdhte Konzentrationen an RONS und dem damit verbundenen, leichten
oxidativen Stress ausgegangen [69, 72]. Nicht geklart ist hierbei, wie die
gegensatzlichen Effekte von CAP auf BlutgefdRen in Wunden und Gefalen im
Vergleich zu BlutgefalRen in Tumoren zu erklaren sind. Denkbar wére ein Unterschied
durch die meist deutlich langeren Behandlungsszeiten mit CAP in der experimentellen

Tumortherapie und der dadurch deutlich héheren Konzentration anfallender RONS.

Auch eine in gewissen Mal3en selektiv destruktive Wirkung von CAP auf die
Tumorangiogenese und Tumorgefal3e ware moglich. Diese Theorie lieRe sich durch
eine erhdohte Empfindlichkeit der Tumorgefal3e gegentber Schaden durch eine CAP-
Exposition begrinden. Die verénderte Gefal3architektur von Tumorblutgefal3en,
charakterisiert durch einen unregelmaflligen Wandbau und Gefal3durchmesser,
ungleichmafigen Blutfluss und héherer Durchlassigkeit der Gefaldwand [89-91] konnte
diese anfalliger fur zusatzliche Schaden durch CAP-vermittelten, starken oxidativen
Stress machen. Um dieser Theorie weiter nachzugehen waren vergleichende
Versuche zur Wirkung von CAP auf TumorgefdaRe und GefalRe in gesundem,
physiologischem Gewebe notwendig. Hierbei ware jedoch die fragliche Eindringtiefe
einer CAP-Behandlung in das Gewebe zu beachten (siehe Abschnitt 5.2.1). Aufgrund
der oberflachlichen Lage der Blutgefal3e in der Chorion-Allantois-Membran ware das
HET-CAM-Modell bestens fur weitere Versuche von CAP auf physiologische sowie

tumor-assoziierte BlutgefaRen geeignet [126, 130].

5.3.2 Gefal3permeabilitat

Ein haufig beschriebener Effekt von CAP-Behandlungen auf solide Tumore in vivo ist
die Reduktion des Tumorvolumens [14, 37, 78, 158, 159]. Diese Daten wurden meist
in murinen Modellen durch die extrakorporale Vermessung des subkutanen Tumors
nach repetitiver CAP-Behandlung erhoben. Gegenséatzlich hierzu ergaben die
sonographischen Messungen der Tumorvolumina in den hier durchgefiihrten
Versuchen ein signifikant erhéhtes Tumorvolumen nach 4x 60 s CAP-Behandlung im
Vergleich zur Placebo-Behandlung (Abbildung 22 A). Dieses zunéchst unerwartete
Ergebnis l&sst sich allerdings durch das Vorliegen intratumoraler Blutungen in 82,4 %
der mit CAP behandelten Tumore erklaren. Placebo-behandelte Tumore wiesen
hingegen nur in 20 % Einblutungen in das Tumorstroma auf (Abbildung 22 B). Auch

die positive Korrelation von Tumorvolumen und dem Vorhandensein intrumoraler
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Blutungen lasst auf eine blutungsbedingte Volumenzunahme und nicht auf ein
tatsachliches Wachstum des Tumorgewebes nach CAP-Behandlung schlieRen.
Intratumorale Blutungen konnen in soliden Tumoren auf Grund der veranderten
Gefalarchitektur und erhdhten Durchlassigkeit haufig beobachtet werden [93]. Die im
Vergleich zur Placebogruppe stark erhdhte Rate an intratumoralen Blutungen nach
CAP-Behandlung kénnte jedoch zusatzlich auf eine Schadigung der Blutgefal3e und

einer Steigerung der Gefalldurchlassigkeit durch die CAP-Exposition hinweisen [155].

Um die Effekte von CAP auf tumor-assoziierte Gefal3e weiter zu untersuchen, wurden
daher anschlieBend tumor-assoziierte Gefal3e in der CAM durch intravitale
Fluoreszenzmikroskopie weiter untersucht. Fur Fluoreszenz-markierte Kohlenhydrat
mit 70 kDa GroRRe, wie dem applizierten TRITC-Dextran, werden unter
homdoostatischen Bedingungen eine nur begrenzte vaskuldare Permeabilitat
angenommen [153]. Tumor-assoziierte Blutgefal3e weisen durch ihren veradnderten
Wandbau jedoch haufig eine erhdhte Permeabilitat auf [89, 93, 94, 153]. Die
behandlungsunabhéangig auftretende Anreicherung von TRITC-Dextran im

Tumorgewebe (Abbildung 23) ist am ehesten hierdurch bedingt.

GroRe Unterschiede zeigten sich jedoch in der umfangreichen Extravasation von
TRITC-Dextran in den tumorassoziierten Blutgefal3en der CAM nach einer einmaligen
CAP-Exposition fir 60 s (Abbildung 23 D). Ab einem Zeitpunkt von 5 Minuten nach der
CAP-Exposition zeigte sich eine paravasale Akkumulation von TRITC-Dextran, die
Anreicherung des Fluorophors nahm im Laufe der Zeit kontinuierlich zu. Die tumor-
assoziierten Blutgefalle nach Placebo-Behandlung zeigten hingegen nur eine
minimale Extravasation, insgesamt erscheinen die Blutgeféaf3e auch 60 Minuten nach
der Behandlung intakt (Abbildung 23 B).

Der Einfluss von CAP auf die Permeabilitdt tumorassoziierte Gefalde ist bisher nicht
ausreichend untersucht worden. Beschrieben ist jedoch der vermehrt auftretende
apoptotische Zelltod von Endothelzellen und glatter Gefal3muskulatur nach einer CAP-
Exposition [76, 163]. Neben der Schadigung von Endothelzellen konnte auch eine
Veranderung der Membranpermeabilitdt und -funktion beobachtet werden [164]. Auch
Proteine der Extrazellularmatrix wie Kollagene oder Hyaluronsaure konnten durch
erhohte RONS-Konzentration depolymerisiert und dadurch destabilisiert werden [38].
Diese Vorgange konnten zu einer Destabilisierung der GefalRwand und letztlich zu
einer erhdhten Permeabilitdt und Instabilitat der Blutgefal3e nach einer CAP-Exposition

beitragen. Darlber hinaus ist eine Erhdhung der Gefal3permeabilitat durch
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Wachstumsfaktoren wie VEGF und entzindungsfordernde Faktoren im
Tumormikromilieu bekannt [92, 95]. Da die VEGF-Expression in der CAM jedoch
keinen signifikanten Unterschied zwischen CAP- oder Placebobehandlung aufzeigte
(Abbildung 21) und bereits mehrfach erniedrigte VEGF-Level nach CAP-Behandlung
beschreiben wurden [73, 74], scheint eine durch VEGF verursachte Veranderung der

Gefal3permeabilitat in den durchgefiihrten Versuchen eher unwahrscheinlich.

Des Weiteren ist bekannt, dass CAP mehrere proinflammatorische Zytokine wie
Interleukine, Interferone und Tumornekrosefaktoren induzieren und so ein
entziindliches Milieu bedingen kann [58, 59, 165]. Durch die von CAP ausgeldste
Entziindungsreaktion kénnte nachfolgend eine Erhohung der Gefal3permeabilitat und
eine Veranderung des Blutflusses verursacht werden [166]. Neben einer Veranderung
der Permeabilitéat durch den Einfluss auf Zytokine wére auch eine Rolle des durch die
CAP-Quelle emittierte Stickstoffmonoxid (NO) denkbar. Dieses hat als Botenstoff
einen relevanten Einfluss auf die Gefal3permeabilitat [167]. Die von dem verwendeten
CAP-Gerat miniFlatPlaSter® emittierten NO-Werte sind jedoch vergleichsweise
niedrig [140-142]. Ein Anstieg der GefaRpermeabilitat durch das vom CAP-Gerat direkt
emittierte NO erscheint somit unwahrscheinlich. Allerdings fihren proinflammatorische
Zytokine zur erhOhten Expression der induzierbaren NO-Synthase in Zellen des
Immunsystems wie Monozyten, Makrophagen oder neutrophilen Granulozyten. Daher
konnten aufgrund des durch CAP induzierten entziindlichen Milieus im Gewebe
eventuell hhere Mengen an NO synthetisiert werden und so vermehrten Einfluss auf

die GefalRpermeabilitat nehmen [168].

Bisher nur insuffizient untersucht ist der Einfluss des elektrischen Feldes, welches
durch die Akkumulation geladener Teilchen auf der Zellmembran bei einer CAP-
Behandlung entsteht. Durch das elektrische Feld selbst oder auch eine kombinierte
Wirkung von elektrischen und chemischen Faktoren wie Zytokinen kodnnte die

GefalRpermeabilitat weiter beeinflusst werden [169].

Relevant ist eine Veranderung der Permeabilitat tumor-assoziierter Gefal3e
insbesondere fur den Einsatz systemischer Tumortherapeutika und einer moglichen
kombinierten Therapie mit CAP. Synergistische Effekte von nanopartikularen
Medikamenten oder Chemotherapeutika in Kombination mit einer CAP-Behandlung
wurden bereits von mehreren Arbeitsgruppen Dberichtet [170-173]. Diese
synergistischen Effekte wurden meist auf den gemeinsamen Wirkmechanismus der

RONS-Freisetzung zurluckgefihrt. Es wird angenommen, dass es durch die
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kombinierte Behandlung zu einem stark erhdhten intrazellularen RONS-Spiegel
kommt, welcher die antioxidative Kapazitat der Zellen schnell Uberschreitet und so
DNA-Schaden und Apoptosen verursacht [174]. Der mogliche Einfluss einer durch
CAP induzierten gesteigerten Gefal3permeabilitat auf die vermehrte Akkumulation von
therapeutischen Wirkstoffen wie Nanopartikeln oder Chemotherapeutika im
Zielgewebe wurde in den entsprechenden Arbeiten nicht diskutiert. Diese Hypothese
ware anhand der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse jedoch plausibel.
Durch die Steigerung der GefalRpermeabilitatt konnten  synergistische
Behandlungseffekte in der kombinierten Therapie mit CAP und systemischen
Therapeutika ausgenutzt werden. So konnte der topische, auf Tumor und
Tumorumgebung begrenzte Einsatz von CAP eine lokal erhdhte Konzentration an
systemischen Wirkstoffen vermitteln. Im Optimalfall lie3e sich so, trotzt Verwendung
einer niedrigeren Dosis an nanopartikularen Medikamenten oder Chemotherapeutika,
eine gleichbleibende oder héhere Wirksamkeit dieser im Tumorgewebe erzielen.
Damit ware durch den kombinierten Einsatz lokaler (CAP) und systemischer
Tumortherapien und der daraus resultierenden lokalen Wirkungsfokussierung im
Tumorgewebe auch die Reduktion unerwinschter Arzneimittelwirkungen im

Gesamtorganismus verbunden.

Dem entgegen ist jedoch zu bedenken, dass eine erhdohte Gefal3permeabilitdt auch
negative Auswirkungen auf die Akkumulation systemischen Tumortherapeutika im
Gewebe haben kdnnte. Durch die CAP-induzierte Schadigung der tumorassoziierten
Blutgefal3e konnte der bereits hohe interstitiellen Druck im Tumorgewebe weiter
steigen [94, 95]. Hierdurch wirde sich die notwendige Diffusion systemischer
Tumortherapeutika ins Tumorgewebe nach einem initialen Einstrom aufgrund der nun
veranderten Druckverhéltnisse reduzieren und sich so negativ auf deren Wirksamkeit
auswirken [94, 95, 175]. AulRerdem ist zu bedenken, dass eine erhdhte Permeabilitat
der Tumorgefal3e auch eine einfachere Invasion der Tumorzellen in die BlutgefalRe
und damit eine schnellere und ausgepragtere Metastasierung bedingen kénnte [38,
176]. Es wird daher in Folgearbeiten wichtig sein, zu evaluieren, wie eine zeitliche
Konzertierung der CAP- und Chemotherapeutika-Applikation antitumorale Effekte
foérdern kann, ohne potenziell prognostisch negative Faktoren wie Metastasierung und
reduzierte Therapeutika-Aufnahme zu bedingen. Zu diskutieren ist hierbei, dass einige
Publikationen bereits einen hemmenden Einfluss von CAP auf die

Tumormetastasierung proklamieren. Dies konnte durch die Regulierung des epithelial-
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mesenchymalen Ubergangs [177] und der Herunterregulierung pro-metastatischer
Signalwege [178, 179] vermittelt werden. In vivo-Versuche, die den Einfluss von CAP
auf tumor-assoziierte Blutgefaf3e und die Tumormetastasierung adaquat abbilden,
fehlen jedoch bislang.

Zusammenfassend zeigten sich deutliche Hinweise relevanter Effekte von CAP auf die
Permeabilitat von Tumorgefdllen und dadurch auf die Wirksamkeit der
therapeutischen Wirkstoffabgabe ins Gewebe. Weitere Studien sind dringend
notwendig, um die Auswirkung dieser CAP-induzierter Veranderungen genauer zu

untersuchen und deren therapeutische Konsequenzen zu evaluieren.

5.3.3 Mikrozirkulation

Die exemplarische Analyse des segmentalen Blutflusses in tumor-assoziierten
Blutgefallen der CAM zeigte einen starken Abfall des Blutflusses unmittelbar nach
CAP-Exposition. Wahrend ein Gefal3 innerhalb von ca. 10 Minuten wieder eine
normale FlieRgeschwindigkeit erreichte, kam der Blutfluss in zwei weiteren
Blutgefallen komplett zum Erliegen. Auch eine Umkehr der Flussrichtung konnte nach
CAP-Exposition in einem Gefal3 beobachtet werden (Abbildung 24). Zudem waren
eine Stunde nach CAP-Exposition in der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme
mehrere thrombotische Gefaldverschlisse sichtbar (Abbildung 23 D). Es ist bekannt,
dass CAP die Blutgerinnung invitro und invivo durch eine erhdhte Fibrinogen-
Aggregation beeinflussen kann [161, 180]. Hierbei scheint durch die CAP-Exposition
entstehendes Wasserstoffperoxid eine Ham-vermittelte Vernetzung von Fibrinogen zu
initiieren, was zur Bildung eines Fibrinnetzwerks und letztlich zur Blutgerinnung fuhrt
[181]. Thrombotische Verschliisse von Gefalien in der CAM nach CAP-Exposition sind
bereits von anderen Arbeitsgruppen berichtet worden [136, 137], die
Gefallschadigungen und Blutflussveranderungen traten in den Versuchen dieser
Arbeit jedoch in einem vorher nicht beschriebenen Ausmalf? auf.

Der initial nach CAP-Exposition beobachtete starke Abfall des segmentalen
Blutflusses mit nachfolgendem Wiederanstieg konnte zudem eine direkte Wirkung der
von CAP-emittierten RONS darstellen. Da RONS als Messenger-Molekiile eine
wichtige Rolle in den zellularen Mechanismen der Vasokonstriktion und -dilatation

einnehmen [182], kdnnte ein plotzlicher starker Anstieg der RONS-Konzentration das
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Gleichgewicht reaktiver Spezies storen und zu Vasospasmen fuhren. Die Rolle der
einzelnen RONS in den Signalkaskaden ist jedoch umstritten und unterscheidet sich

fur die einzelnen Molekile. Wahrend Hyperoxide wie Oz~ eine Vaskonstriktion
auslosen konnen, bewirkt NO uber die Aktivierung der zytosolischen Guanylatzyklase

eine Vasodilatation [182].

Auch ein ahnlicher Mechanismus der durch die CAP-Exposition ausgelosten
Okklusionen von Gefal3en wie bei der photodynamischen Therapie von Tumoren ware
denkbar. Hierbei werden durch die Anregung einer intravasalen Photosensibilisator-
Substanz RONS generiert, welche die TumorblutgefdlRe schadigen und okkludieren
konnen [183]. Dabei wird von einer oxidativen Schadigung der Endothelzellen durch
RONS ausgegangen, welche durch die Freilegung thrombogener Strukturen und die
Freisetzung von Thromboxan Az und Von-Willebrand-Faktor eine Vasokonstriktion und
die Entstehung von Thromben ausldsen kann [183, 184]. Diese Effekte wurden auch
fur Blutgefal3en in der CAM beschrieben [185].

Vergleichbar zur gesteigerten Gefal3permeabilitat birgt auch die beobachtete
Reduktion des Blutflusses in tumor-assoziierten Blutgefal3en sowohl therapeutische
Chancen als auch Hindernisse. Zum einen wéare bereits durch die Reduktion des
Blutflusses und der damit verbundenen reduzierten Versorgung des Tumorgewebes
mit Nahrstoffen und Sauerstoff ein antikanzerdser Effekt mdglich. So kdnnte dieser
Effekt auch das erhdhte Auftreten intratumoraler Apoptosen, insbesondere in tieferen
Tumorbereichen bedingt haben (Abbildung 10). Andererseits konnte durch eine CAP-
induzierte Reduktion der Blutversorgung des Tumorgewebes eine suffiziente
Anreicherung systemischer Tumortherapeutika wie nanopartikularen Medikamenten
oder Chemotherapeutika verhindern werden. Um dieser Problematik zu umgehen,
musste eine genau abgestimmte zeitliche Abfolge der CAP-Behandlung im Anschluss
an die Gabe des systemischen Therapeutikums eingehalten werden. So koénnte
sichergestellt werden, dass sich das intravents verabreichte Tumortherapeutikum
zunachst systemisch Verteilen und durch die noch gut ausgebildeten Blutgefafl3e im
Tumorgewebe anreichern kann. AnschlieRend kénnte durch eine CAP-Behandlung
des Tumorgewebes sowohl die Permeabilitat der Gefal3e erhoht als auch der Blutfluss
durch die auftretenden Vasospasmen und Thromben reduziert werden (Abbildung 23,
Abbildung 24). So ware eine vermehrte Anreicherung des systemischen
Therapeutikums und eine zusatzliche Minderperfusion des Tumorgewebes durch eine

CAP-Behandlung mdglich. Hierdurch ware eine kombinierte Wirkung aus starkem
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oxidativem Stress mit der Induktion von Apoptosen im Tumorgewebe und einer
gleichzeitigen Wachstumsrestriktion durch die CAP-bedingte Minderperfusion
maoglich. Aktuelle Studien zur synergistischen Wirkung von CAP und systemischen
Tumortherapeutika verfolgen jedoch meist keine genaue Abfolge der Behandlungen
bzw. applizieren das systemischen Therapeutikum teils erst nach der CAP-
Behandlung [173]. Trotz der hier vermuteten reduzierten Perfusion des
Tumorgewebes nach der CAP-Behandlung liel3en sich jedoch synergistische Effekt
nachweisen. Ob diese bei einer adaquaten zeitlichen Abfolge groRRer ausgefallen

waren, bleibt allerding unklar.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass CAP durch die Generierung hoher
Konzentrationen an RONS die Mikrozirkulation von Tumoren und umgebenden
Strukturen relevant beeinflussen kénnte. Durch die beobachtete Reduktion des
segmentalen Blutflusses und die verringerte BlutgefaRdichte im Tumorgewebe kénnte
das Tumorwachstum durch die eingeschrankte Versorgung mit Sauerstoff und
N&ahrstoffen begrenzt werden. Gleichzeitig muss insbesondere bei der kombinierten
Therapie mit systemischen Tumortherapeutika eine mdgliche Einschréankung der

Anreicherung dieser Substanzen im Tumorgewebe bedacht werden.

5.4 Limitationen

Die physikalische Zusammensetzung des CAP selbst und die Erzeugung reaktiver
Spezies variiert stark zwischen verschiedenen Plasmageraten, den verwendeten
Tragergasen und den behandelten Geweben [10]. Dies schrankt die Vergleichbarkeit
von Experimenten, die mit verschiedenen CAP-Geraten und Modellen durchgefihrt
wurden, deutlich ein. Hinzu kommen Limitationen, die sich aus dem Einsatz des CAM-
Modells ergeben. Dieses zeigt durch die Verwendung eines relativ kleinen,
embryonalen Organismus mdglicherweise eine erhthte Empfindlichkeit gegentuber
Noxen auf. Daraus kénnte eine erhdhte Mortalitéat im Vergleich zum Einsatz muriner
Modelle bedingt sein (Abbildung 13). Die CAM als diinne extraembryonale Membran
ist zudem womaoglich weniger in Lage CAP-induzierte Schaden zu kompensieren als
intakte Haut oder andere Zielgewebe. Die beobachteten Irritationen der CAM durch
eine CAP-Behandlung (Abbildung 14) sind daher nur eingeschrankt auf die kutane

Anwendung am Menschen oder der Maus Ubertragbar.
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Die CAM Ubernimmt auf3erdem im embryonalen Organismus die Funktion des
Gasaustausches und weist daher ein dichtes und sehr oberflachliches Gefal3netz auf,
welches gegenuber einer CAP-Behandlung stark exponiert ist. Die Effekte von CAP
auf Tumore mit geringer ausgepragten oder weniger exponierten Blutgefalien kénnten
daher stark von den Beobachtungen in dieser Arbeit abweichen. Ein weiterer Nachteil
des CAM-Modells fir die Untersuchung von Tumoren ist zudem der vergleichsweil3e
kurze Beobachtungszeitraum von etwa sieben Tagen (Abbildung 6). Dieser ist
begrenzt durch den Beginn der CAM-Entwicklung ab Tag 6 der Bebritung [119] und
dem Auftreten unspezifischer immunologischer Reaktion ab Tag 14. Aus ethischen
Grinden werden Versuche am CAM-Modell daher meist nicht weiter als zum 14. Tag

der Inkubation verfolgt.

Das CAM-Modell ermdglicht durch das Wachstum der Tumore in und auf der CAM
eine direkte inovo-Behandlung und Beobachtung der Tumore ohne eine
nennenswerte Gewebebarriere zwischen CAP-Quelle und Tumor. Bei der Behandlung
solider Tumore in Mausmodellen oder dem klinischen Einsatz befindet sich jedoch
haufig eine Haut oder anderes physiologisches Gewebe zwischen Plasmagerat und
Zielgewebe. Da die vermutlich nur geringe Wirktiefe einer CAP-Behandlung im
Millimeterbereich eine Hauptlimitation dieser Behandlung darstellt (Abschnitt 5.2.1),
sind die Ergebnisse aus Versuchen am CAM-Modell nicht auf die Behandlung
subkutaner oder tiefer liegender Tumore uUbertragbar. Eine direkte Behandlung
oberflachlicher Tumorentitditen ohne Gewebebarriere kommt hingegen in Frage
(Abschnitt 5.2.1).

Methodisch ergeben sich durch den verwendeten Versuchsablauf mit jeweiligem
Behandlungsbeginn an Tag 10 der Bebritung und Variation der kumulierten
Behandlungsdauer von 60-240 s an 1-4 Tagen (Abschnitt 3.2.3) weitere Limitationen
fur die statistische Vergleichbarkeit der erhobenen Daten. So ist durch den variierten
Beobachtungszeitraum der einzelnen Gruppen und der damit unterschiedlichen Zeit
unter Risiko nur der direkte Vergleich einer CAP-Gruppe mit der entsprechenden
Placebo-Gruppe in den Ereigniszeitenanalysen zulassig (Abschnitt 4.1). Auch ein
direkter Vergleich der unterschiedlichen Behandlungszeiten im Sinne einer Dosis ist
aufgrund der variierten Entnahmezeitenpunkte der Tumorproben aus dem
Modellorganismus nicht zulassig. Um ein Vergleich zu erméglich wurden daher in
Abschnitt 4.2.3 die Mediandifferenzen der CAP-Gruppen zur jeweiligen Placebo-
Gruppen dargestellt (Abbildung 18). AuRerdem weisen die Daten aus der Farbung
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gegen aktivierte Caspase-3 eine insgesamt sehr hohe Streuung auf (Tabelle 11,
Abbildung 16), was die Aussage der nachfolgenden statistischen Analysen deutlich

einschrankt.

Die in den Versuchen beobachteten Effekte von CAP auf tumor-assoziierte Blutgefal3e
und Mikrozirkulation (Abbildung 23, Abbildung 24) beruhen auf kleine Stichproben in
einem explorativen Versuchsansatz und stellen somit zwar eine wichtige Beobachtung

dar, eignen sich jedoch nicht zu einer validen statistischen Auswertung.

Insgesamt betrachtet lasst sich jedoch festhalten, dass trotz der genannten
Limitationen die erhobenen Daten auf deutliche Effekte von CAP auf solide Tumore
schlieBen lassen. Neben der direkten Beeinflussung von Apoptoseraten ergeben sich
insbesondere durch die deutliche Beeinflussung des tumor-assoziierte Gefal3netzes
neue Mdglichkeiten fur den kombinierten Einsatz von CAP in der Tumortherapie.
Weitere Versuche sind hier dringend notwendig, um die proklamierten Effekten von
CAP auf die Blutgefal’e und Mikrozirkulation solider Tumore genauer zu untersuchen
und das Potenzial einer kombinierten Therapie aus CAP und systemischen

Therapeutika zu evaluieren.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, die Effekte von CAP auf solide Tumore in ovo, unter Einsatz
des HET-CAM-Modells zu untersuchen. Neben der direkten Wirkung auf Tumorzellen
selbst sollten auch die Vertraglichkeit und mdgliche Toxizitat eine CAP-Behandlung
sowie insbesondere die Effekte von CAP auf die tumor-assoziierten Blutgefal3e und
Mikrozirkulation betrachtet werden. Zur Analyse der CAP-induzierten Veranderungen
wurde hierfr neben der immunhistochemischen Auswertung der Hauptversuche eine
maoglichst breite methodische Herangehensweise aus gPCR, in ovo-Sonographie und

intravitaler Fluoreszenzmikroskopie gewabhilt.

Entgegen der haufig proklamierten guten Vertraglichkeit einer CAP-Behandlung lieRen
sich wahrend den Versuchen dieser Arbeit deutlich negative Effekte von CAP auf die
Viabilitdt des embryonalen Organismus und die Integritdt des gesundes CAM-
Gewebes beobachten. Der zugrundeliegenden Literatur entsprechend zeigte sich ein
deutlicher Effekt der CAP-Behandlung auf die Viabilitdt der untersuchten Tumorzellen.
Die haufig diskutierte effektive Eindringtiefe der Plasmabehandlung war hierbei mit ca.
400 um groRer als aus der Literatur erwartet. Signifikant erhohte Apoptosezahlen
lieBen sich allerdings nur bei hoher kumulativer Dosis erzielen, kurze
Behandlungszeiten erbrachten nicht die erwartete Wirkung vermehrter Apoptosen im
Tumorgewebe, sondern zeigten teils einen gegenteiligen Effekt. Nach einer
Behandlung mit CAP konnten auf3erdem eine verringerte intratumorale GefaRRdichte,
eine erhohte Gefallpermeabilitaét und ein reduzierter Blutfluss in den untersuchten
tumor-assoziierten Blutgefal3en gezeigt werden.

Neben den bekannten direkten Effekten von CAP auf Tumorzellen ergeben sich durch
die neu beobachteten Effekte auf die tumor-assoziierten Blutgefal3e weitere
Moglichkeiten fur den Einsatz von CAP als erganzende Behandlungsmodalitat zu
systemischen Tumortherapeutika. Insbesondere die CAP-induzierte Erhéhung der
Gefal3permeabilitit konnte eine intratumorale  Akkumulation systemischer
Chemotherapeutika oder nanopartikularer Wirkstoffe bewirken. Die topische
Applikation und damit lokalisierte Wirkung von CAP konnte die Wirksamkeit
systemischer Therapeutika im Tumorgewebe damit deutlich erhdhen, bei

gleichzeitiger Reduktion systemischer Nebenwirkungen.
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Um dieses innovative therapeutische Konzept weiter zu verfolgen, sind weiterfihrende
in vivo-Untersuchungen und letztlich klinische Studien dringend erforderlich. Hierbei
gilt es, synergistische Effekte einer CAP-Behandlung mit etablierten und neuartigen
Tumortherapeutika weiter zu untersuchen und CAP als neue Behandlungsmodalitat in

der Therapie solider Tumore zu evaluieren und standardisieren.
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