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Einleitung 1

1 Einleitung

Auf der Suche nach zukunftsorientierten Behandlungsmaoglichkeiten von Krebs steht kaltes
atmosphérisches Plasma (KaP) in der jingsten Vergangenheit immer mehr im Fokus
medizinischer Krebsforschung. Gleichzeitig beschrankt sich die klinische Anwendung von KaP
derzeit auf die Behandlung von chronischen Wunden und Ulzera. Hier konnten positive
Effekte von KaP auf die Wundreinigung, aber auch immunmodulierende Effekte erzielt
werden. Es hdufen sich deshalb Untersuchungsansitze, in denen eine mogliche breitere

Anwendung von KaP in der Krebstherapie untersucht wird.

Einer dieser Anwendungsmoglichkeiten ist die plasmamedizinische Behandlung von
malignen Melanomen (MM), deren Inzidenzrate seit Jahren eine steigende Tendenz
aufweist. Zwar erfolgt die Diagnose der Erkrankung in vielen Féllen in einem friihen
Erkrankungsstadium, jedoch zdhlt das maligne Melanom aufgrund seiner frihen
hdmatogenen und lymphogenen Metastasierung zu den aggressiven Krebserkrankungen. Die
Therapiemoglichkeiten haben sich in den vergangenen Jahren seit dem Einsatz von BRAF-
/MEK- und Immuncheckpoint-Inhibitoren besonders im fortgeschrittenen
Erkrankungsstadium zwar erweitert, Resistenzen und starke Nebenwirkungen dieser
Systemtherapien bilden jedoch noch immer eine groRe therapeutische Herausforderung. So
ist die Weiter- und Neuentwicklung von Therapiemoglichkeiten ein wichtiger Bestandteil der

Plasmaforschung geworden.

Das grolRe Potenzial von KaP in der Krebstherapie konnte in einer Reihe von in vitro
Versuchen, bei denen eine Vielzahl verschiedenster Zellen zum Einsatz kam, bereits belegt
werden. In diesem Zuge wurden auch einige Erkenntnisse Uber die biologischen
Wirkkomponenten von KaP gewonnen. Im Rahmen dieser Versuche wurden neben
verschiedenen Krebszelllinien auch gesunde und immunmodulierende Zellen bestrahlt.
Letztere spielen bei der Entstehung und Bekampfung von Tumorerkrankungen eine wichtige
Rolle und konnen dabei helfen, immunologische Konsequenzen einer KaP-Behandlung

besser abschatzen zu kénnen.

Um die Praktikabilitdit und Sicherheit bei einer moglichen therapeutischen Anwendung
garantieren zu konnen, ist es wichtig, die Wirkmechanismen und Wirkkomponenten von KaP
genau zu untersuchen und samtliche offene Fragen beziglich der Interaktion von KaP und

biologischem Gewebe zu klaren.
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1.1 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses von KaP auf humane Melanom- und
Immunzellen und damit die Erforschung moglicher Anwendungspotentiale von KaP bei der
Therapie des malignen Melanoms. Durch in vitro Versuche mit ausgewéhlten Zellen, soll
daher (i) der biologische Einfluss von KaP auf die Morphologie und die metabolische Aktivitat
von Melanomzellen sowie auf das Proliferationsverhalten und die Vitalitat von Melanom-
und Immunzellen untersucht werden. Da die genaue Wirkung von chemischen und
physikalischen Komponenten des KaP noch nicht abschlieRend geklart werden konnten und
in einigen Publikationen die in diesem Zusammenhang wichtige Rolle von reaktiven
Radikalen (RONS) diskutiert wird, soll zudem durch die Zugabe von Antioxidantien
(Naturstoff-Losungen: Kaffeesdure, Rutin-Hydrat und Resveratol) (ii) der biologische Effekt
des KaP auf die Zellen reduziert und (iii) mittels Genexpressionsanalysen Aufschluss tGber die

genaue Wirkungsweise von KaP erlangt werden.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Das Immunsystem

Die Aufgabe des Immunsystems besteht im Schutz des Korpers gegen duRere Einfllsse, in
der Uberwachung der Homdostase und dem Eliminieren von geschidigten Zellen. Es bildet
ein interaktives Netzwerk bestehend aus Zellen, l6slichen Molekiilen, dem lymphatischen
System, dem Knochenmark, dem Thymus und der Milz. Unterschieden wird zwischen dem
angeborenen und dem erworbenen/adaptiven Immunsystem. Der Schutz vor schddigenden
Einflissen geschieht auf verschiedenen Ebenen, wobei angeborenes und adaptives

. . 1
Immunsystem Hand in Hand zusammenarbeiten.

2.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem kann innerhalb von Minuten oder Stunden auf unerwiinschte
Eindringlinge reagieren. Es besteht aus zelluldren Komponenten und gel6sten
Plasmaprotein-Komponenten. Im Zuge einer Aktivierung wird eine Entziindungsreaktion im

Zielgewebe ausgelost.

Auf der Oberfliche von sogenannten Wachterzellen befinden sich verschiedenste
angeborene Erkennungsrezeptoren, die Mediatoren und Botenstoffe binden. Kommt es zu
einer solchen Bindung, werden die Wachterzellen angeregt. Wachterzellen kdnnen
entweder direkt durch Effektor-Aktivitdten wie beispielsweise Phagozytose oder indirekt
durch die Freisetzung von Entziindungsmediatoren die Immunantwort voranbringen.
Wichtige Entziindungsmediatoren sind signalvermittelnde Chemokine und Zytokine. Zu den
Waichterzellen des angeborenen Immunsystems gehoéren unter anderem Makrophagen,

dendritische Zellen, natirliche Killerzellen und neutrophile Granulozyten.?

Eine Schlisselrolle beim Zusammenspiel von angeborenem und adaptivem Immunsystem
nehmen sogenannte Antigenprasentierende Zellen (APC) ein. Durch Phagozytose oder
Pinozytose kontrollieren APC den ,Antigenstatus” des umgebenden Extrazellularraums.
Antigene sind Substanzen, die durch das Immunsystem erkannt werden und wiederum zur
Einleitung einer Immunreaktion fihren kénnen. Meist handelt es sich bei Antigenen um
komplexe Molekiile wie Proteine, Lipide oder Kohlenhydrate. Mit Hilfe des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC) erfolgt die Prdsentation dieser prozessierten

Antigene auf der Zelloberflache. Unterscheiden ladsst sich bei den MHC-Rezeptoren zwischen
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dem MHC-I-Rezeptor und dem MHC-II-Rezeptor. Auf die Bindung des Antigens an einen
passenden Antigen-Rezeptor und eine damit verbundene Aktivierung der Zellen des

adaptiven Immunsystems wird im Folgenden genauer eingegangen.

2.1.2 Das erworbene Immunsystem

Die Wirkung des erworbenen/adaptiven Immunsystems entwickelt sich langsamer, ist
jedoch in seiner Wirkweise im Vergleich zum angeborenen Immunsystem bei weitem
spezifischer. Die zelluldren Bestandteile des adaptiven Immunsystems entwickeln sich im
Laufe des Lebens und spiegeln sich in einem Repertoire aus verschiedenen hochspezifischen
Antigen-Rezeptoren wieder. Diese Antigen-Rezeptoren binden (iber verschiedene
Mechanismen passende Antigene. Antigene, die durch die Bindung an einen Rezeptor oder
Antikorper eine adaptive Immunantwort induzieren, bezeichnet man als immunogen. Eine
besondere Eigenschaft der Zellen des adaptiven Immunsystems ist die Entwicklung eines
sogenannten immunologischen Gedachtnisses, das einen besonders anhaltenden

Schutzmechanismus des Organismus gegen Pathogene darstellt.?

Bei den zelluldaren Bestandteilen des erworbenen Immunsystems handelt es sich um B-
Lymphozyten und T-Lymphozyten, welche sich in groBer Anzahl hauptsachlich im
lymphatischen Gewebe befinden oder im Blut sowie in der Lymphflussigkeit zirkulieren. Auf
der Oberflache der Lymphozyten befindet sich je nach Zelltyp ein B-Zellrezeptor oder ein T-
Zellrezeptor (TZR), an den Antigene hochspezifisch binden kénnen. TZR sind monovalent und
besitzen Uber genetische Rekombinationsmechanismen eine groBe Spezifitdit gegeniiber
Antigenen. T-Zellen erkennen Fremdantigene jedoch nur in Kombination mit einem
korpereigenen Genprodukt. Bei letzterem handelt es sich um den bereits erwahnten MHC-
Komplexes auf der Zelloberflaiche von APC. Zusatzlich ist die Aktivierung der Zellen des
adaptiven Immunsystems abhangig von dem vorherrschenden Zytokinmilieu sowie von den
passenden l6slichen oder membranstiandigen kostimulierenden Faktoren. APC sind in der
Lage, solche akzessorischen/kostimulierenden Molekile zu exprimieren, die durch
Interaktion mit T-Zellen deren Aktivierung beeinflussen. Eine solche kostimulierende
Wirkung hat beispielsweise das B7-Oberflaichenmolekil auf APC im Zusammenspiel mit dem

Oberflichenmolekiil CD-28 auf T-Lymphozyten.*
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Ein besonders wichtiger Bestandteil des TZR-Komplexes ist das membranstiandige CD3-
Molekdl auf reifen T-Lymphozyten, welches nach erfolgreicher Antigen-Bindung am TZR eine

intrazelluldre Signaltransduktionskette in Gang setzt.®

Sobald eine erfolgreiche Aktivierung oder auch Stimulation einer naiven T-Zelle Uber eine
Bindung an den TZR-Komplex stattgefunden hat, beginnt ein Prozess der klonalen Selektion.
Dieser beschreibt die Proliferation und Differenzierung der naiven T-Lymphozyten zu einer
Vielzahl rezeptoridentischer T-Effektorzellen. In Konsequenz der Lymphozyten-Aktivierung
ergeben sich eine Reihe von zelluldren Ereignissen, zu denen unter anderem Anderungen
der Morphologie, der Oberflichenmarker, der Expressionsmuster und -—level, der
Proliferation sowie Anderungen des Sekretionsmusters von Zytokinen und Chemokinen

gehoren.

T-Effektorzellen nehmen beispielsweise Gber Zytokinausschittung Einfluss auf andere Zellen
und werden unterteilt in drei Untergruppen. Zytotoxische T-Zellen leiten nach
Antigenkontakt Prozesse der Apoptose oder Nekrose zur Zellzerstdérung ein. Regulatorische
T-Zellen (Treg) lbernehmen immunregulatorische Aufgaben, indem sie zum Beispiel
Effektorzellantworten unterdriicken. Die dritte Gruppe der Effektorzellen bilden die T-
Helferzellen (TH-Zellen), die durch die Freisetzung von |6slichen Botenstoffen verschiedenste
Signale an ihre Umgebung senden. TH1-Zellen aktivieren beispielsweise Makrophagen und
induzieren die funktionelle Reifung von zytotoxischen T-Zellen. TH2-Zellen kontrollieren die
Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen und sorgen fiir die Aktivierung von
eosinophilen Granulozyten. Neutrophile Granulozyten schlieBlich werden durch TH17-Zellen

aktiviert.!’

Zur eindeutigeren Differenzierung der Zellen des adaptiven Immunsystems bedient man sich
der sogenannten ,Cluster of Differentiation“-Nomenklatur (CD-Nomenklatur). Mittels
Durchnummerierung der immunophadnotypischen Lymphozyten-Oberflachenantigene ist
eine Unterscheidung zwischen bestimmten Zellarten und Entwicklungsstadien moglich. Es
sind mittlerweile Gber 200 verschiedene CD-Marker bekannt. Reife Lymphozyten tragen
beispielsweise das oberflichencharakteristische Antigen CD3 (CD3%). Zusatzlich ist eine
Unterteilung in die Subpopulationen CD3'CD4" T-Zellen fiir T-Helferzellen und CD3*CD8" T-
Zellen fur zytotoxische T-Zellen moglich. Eine noch tiefergehende Differenzierung der
CD3'CD4" T-Zellen ist anschlieBend nur noch (ber die Identifikation spezifischer

Zytokinmuster durchfiihrbar. Neben der Identifikation der spezifischen Oberflachenmarker
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ist es moglich, durch die Analyse der verschiedenen spezifischen Zytokine Aussagen (iber
den Aktivititszustand und den Differenzierungstatus der T-Zellen zu treffen.® Dazu gehért
auch Interferon-y (IFN-y), welches ein typisches TH1-Markerzytokin ist und
proinflammatorische Immunreaktionen auslést. Durch die Produktion des tolerogenen
Zytokins Interleukin-10 (IL-10) haben Tregs- und TH2-Zellen einen hemmenden Einfluss auf
die Immunantwort und sind damit wichtig fir die Erhaltung der Immuntoleranz. Der
Transkriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein P3 (FOXP3) spielt ebenfalls eine entscheidende
Rolle bei der Entwicklung von Tregs. Das proinflammatorische Zytokin IL-2 wirkt hingegen
stimulierend auf andere Lymphozyten. Nach antigener Stimulation wird es von allen TH-
Zellen sezeniert.’ Neben den aufgezihlten Zytokinen gibt noch einige weitere Zytokine, die
eine Einschatzung (ber den immmunologischen Zustand und die ablaufenden

Immunantworten ermaoglichen.

2.1.3 Immunitdt bei Malignomen

Die Entstehung von Krebs ist vielschichtig und beruht auf einem komplexen Zusammenspiel
mehrerer zellularer Veranderungen die dazu fihren, dass sich gesunde kérpereigene Zellen

1 11 . .
0 Diese zelluldren Aspekte der

verandern und schlieRlich zu Tumorzellen werden.
Krebsentstehung sind unter dem Uberbegriff ,Hallmarks of Cancer” zusammengefasst und
wurden im Jahr 2011 von Hanahan und Weinberg™ Uberarbeitet und erweitert. Eines in
diesem Zuge hinzugefligtes Kapitel beleuchtet nun auch die Eigenschaft von Krebszellen,
dem immunologischen Abwehrsystem zu entkommen beziehungsweise als korpereigene
veranderte Zellen unentdeckt zu bleiben. Auf der Oberfliche von kanzerogenen Zellen
befinden sich tumorassoziierte Antigene. Diese werden T-Zellen durch MHC-Molekile
prasentiert, wodurch anschlieRend eine tumorspezifische T-Zellreaktion eingeleitet wird. Die
wichtige Rolle eines intakten Immunsystems bei der Abwehr von entarteten Zellen wird
damit hervorgehoben und ist zudem bereits in diversen Studien belegt worden. So konnte
unter anderem gezeigt werden, dass chronisch-immunsupprimierte Patienten nach einer
Organtransplantation eine erhéhte Inzidenz fiir eine Krebserkrankung haben.'® Eine Studie
von Schreiber, Old und Smyth zeigte ebenfalls eine erhohte Inzidenz von Krebserkrankungen
bei Miusen mit Immundefizienz im Vergleich zu gesunden Mausen.'* All diese Erkenntnisse
verdeutlichen das komplexe Zusammenspiel von Immunsystem und Tumorzellen bei der

Tumorentwicklung. Das Tumorgewebe wird dabei von einer Vielzahl verschiedener
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Immunzellen besiedelt. Das Vorkommen jedes dieser verschiedenen Zelltypen hat dabei
unterschiedliche immunologische Konsequenzen auf den Tumorstoffwechsel, das
Tumorwachstum und die Tumorentwicklung.® ® So entstehen wihrend des

Tumorwachstums Tumorzellvarianten, die sich dem Eliminierungsmechanismus widersetzen.

Histologische Auswertungen von Primarmelanomen zeigen beispielsweise in vielen Féllen
ein groRes lymphozytires Infiltrat im Gewebe und auch klinisch lasst sich teilweise

8 Dennoch scheint es im Laufe der

. . 1
Inflammation und Regression beobachten.!
Tumorprogression zu keiner spezifischen Immunantwort zu kommen. Folglich muss es
moglich sein, die anfangliche Immunantwort im Zuge des Tumorwachstums wieder

19 2
auszuschalten.'® %

Es gibt eine Vielzahl an Mechanismen, durch die maligne Zellen der
Immunkontrolle entgehen beziehungsweise diese gezielt ausschalten.?* Beispielsweise kann
eine geringe immunogene Wirkung durch inhibitorische Molekiile, fehlende kostimulierende
Molekile, Mutationen in Antigenen oder eine reduzierte MHC-Molekil-Exprimierung
erzeugt werden. Eine weitere Strategie ist das Erzeugen eines immunsuppressiven
Mikromilieus. Durch sezernierte Faktoren wie IL-10, Tumor-Nekrose-Faktor-f (TNF-B),
Programed Death Ligand-1 (PD-L1), das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDQ), aber auch
durch die tumorgesteuerte Umwandlung von naiven T-Zellen in regulatorische T-Zellen wird
die Immunantwort gezielt reguliert.’ Das Zusammenspiel dieser verschiedenen

Mechanismen fiihrt letztendlich zu einem Versagen der Immunantwort und zu einem

ungehemmten Tumorwachstum.

2.2 Malignes Melanom

2.2.1 Definition und Epidemiologie

Das maligne Melanom (MM) ist ein bosartiger Tumor der Haut ausgehend von Melanozyten
nach maligner Umwandlung. Melanozyten gehéren zu den Zellen der epidermalen
Basalzellschicht an. Die neoplastische Transformation beginnt in der Regel aufgrund einer
komplexen molekularen Signaltransduktionsstorung und fihrt schlielich zu einer
autonomen Zellproliferation, einer Apoptoseresistenz sowie einer gesteigerten

. s e, 1022
Gewebsinvasivitat. 0
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Allgemein kann Hautkrebs in zwei Gruppen unterteilt werden: Maligne Melanome und nicht-
melanozytdrer Hautkrebs. Das MM gehort zu den hoch malignen und aggressiven
Tumorerkrankungen. Das ,World Cancer Research Fund Network” berichtet in seinem ,,Skin
Cancer Report 2019 von einer steigenden Tendenz der Erkrankungsraten in den letzten 20
Jahren. Laut dem Robert Koch-Institut ist die 5-Jahres-Uberlebensrate jedoch giinstig, da in
etwa zwei Drittel der Tumore in einem sehr frithen und damit prognostisch-guten Stadium
diagnostiziert werden. Ein Grund dafiir ist sicherlich mit unter die Einflihrung der arztlichen
Friiherkennungsuntersuchung im Jahr 2008.2 Meist erfolgt die Diagnose im mittleren
Lebensalter zwischen dem 50. und dem 60. Lebensjahr, in etwa gleich verteilt bei Mannern
und Frauen. Sehr selten tritt das MM hingegen im Kindes- und Jugendalter auf.”® ** Die
Uberlebensrate hingt dabei stark vom erreichten Stadium des diagnostizierten MM ab.”
Berlicksichtigt man geographische Komponenten, so kommt es in den &dquatorfernen

. . . 26 2
Lindern zu den meisten Diagnosen.?® %’

2.2.2 Risikofaktoren und Pathogenese

Heute wird das MM als eine multifaktorielle Erkrankung eingestuft, die durch ein

Zusammenspiel von Umgebungseinflissen und genetischer Disposition entstehen kann.? #°

Zu dem wohl wichtigsten und gefahrlichsten Risikofaktor bei der Entstehung einer MM
gehort UV-Strahlung, die einen Teil des Spektrums der elektromagnetischen Strahlung der
Sonne ausmacht. Diverse Studien haben bereits den Zusammenhang zwischen UV-Strahlung
und der MM-Entstehung bestitigt.® Die ,Internationale Agentur fir Krebsforschung”
ordnete 2009 UV-Strahlung in die hochste kanzerogene Gruppe (Gruppe 1) ein und
unterstreicht damit ihre hochgradig mutagene Wirkung.?! Fur die Entstehung eines MM ist
insbesondere eine intermittierende hohe UV-Dosis auf sonst sonnengeschiitzte Kérperareale
ausschlaggebend und nicht eine kumulative UV-Dosis auf bestimme Kérperareale.?? UV-
induzierte DNA-Ldsionen konnen mit Hilfe von Reparaturmechanismen wieder behoben
werden. Versagt dieser Vorgang, verbleiben die Mutationen jedoch in den DNA-Strangen
und verursachen Probleme bei der DNA-Replikation und fiihren letztendlich zur Entartung
der Zellen. Zu den am haufigsten vorkommenden Mutationen des MM gehdren
Veranderungen im Genabschnitt des MAPK-Signalwegs. Mit rund 50 % bildet hier die
Mutation im BRAF-Genabschnitt die am haufigsten auftretende genomische Verdanderung

33 34

des MAPK-Signalwegs. Wobei wiederrum davon eine Vielzahl der Mutationen in der
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3335
d.

BRAF* _Gensequenz lokalisiert sin Eine der Auswirkungen einer solchen Mutation ist

unter anderem eine Uberstimulation der Signaltransduktionskette RAS/RAF/MEK/ERK, die

sich in einer gesteigerten Proliferationsrate bei verlingertem Zelliberleben manifestiert.*® *’

38 39

Aber auch gewisse genetische Faktoren wie der Hauttyp, der Haartyp sowie die Augenfarbe
sind mit einer erhohten Sonnenempfindlichkeit und damit einem hdheren MM-Risiko

%041 Abhingig von der UV-Empfindlichkeit ist beim Menschen eine Einteilung in

verbunden.
sechs Hauttypen moglich. Die mutagene Wirkung von UV-Strahlung korreliert dabei mit dem
individuellen Hauttyp.** Ein weiterer genetischer Risikofaktor stellt eine familidre
Vorbelastung mit der Krankheit dar.** Im Fall von sogenannten ,familidren Melanomen“
treten gehauft Keimbahnmutationen mit hoher Penetranz in den Genabschnitten der

zyklusregulierenden Proteine CDKN2A und CDK4 auf.**

Dariber hinaus gehoren Personen mit einer hohen Anzahl an melanozytaren Navi und

dysplastischen N&vi zu der Risikogruppe mit erhéhter Erkrankungswahrscheinlichkeit.*®

2.2.3 Klinik und Stadieneinteilung

Klinisch manifestiert sich das Melanom in einer aulRerordentlichen morphologischen Vielfalt.
Mit Hilfe der Anamnese und des klinischen Befundes kann zunachst die Verdachtsdiagnose

gestellt werden.

Die ABCDE-Regel ist dabei ein friihdiagnostisches klinisches Hilfsmittel zur
differentialdiagnostischen Abgrenzung.*® % Aufgrund ihrer geringen Spezifitit und
Sensitivitit hat die Regel jedoch nur ein geringes Gewicht in der praktischen Diagnostik.*?” *°
Unterstitzend wird deshalb fiir die Diagnosestellung die Auflichtmikroskopie
beziehungsweise die Dermoskopie hinzugezogen.”® Erscheint ein Pigmentmal verdichtig,
sollte dieses primar komplett exzidiert und die Gewebeprobe anschliefend histologisch

beurteil werden.

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) gibt mit der ,,International Classification of Diseases
for Oncology” (ICD-O) ein weltweit giltiges Klassifikationssystem basierend auf der
Lokalisation, der Wuchsart und dem Aussehen des MM heraus. Auf Basis dessen lassen sich

auch hier Subtypen des malignen Melanoms definieren. Dazu gehodren das Superfiziell
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Spreitende Melanom, das Noduldre Maligne Melanom, das Lentigo-Maligna-Melanom, das

akral-lentigindse Melanom sowie das nicht-klassifizierbare Melanom.

Die Stadien-Einteilung (Staging) ist ein wichtiger prognostischer und therapie-
entscheidender Schritt. Das Staging (Tabelle 1) erfolgt nach abgeschlossener TNM-
Klassifikation und wird mit Hilfe einer histologischen Untersuchung des Tumorgewebes
durchgefiihrt. Es umfasst die Einzelmerkmale Tumordicke nach Breslow (T), Vorkommen
einer Ulzeration, metastatischer Lymphknotenbefall (N) und vorhandene Fernmetastasen
(M). Die aktuelle TNM-Klassifikation des ,American Joint Committee on Cancer” (AJCC) aus
dem Jahr 2017 bildet die Grundlage fir empfohlene TherapiemalRnamen nach aktueller

Leitlinie.>*

Tabelle 1: Stadieneinteilung MM
Stadieneinteilung MM nach S3-Leitlinie Version 3.0 - April 2018 (modifizierte Ansicht)”’

Stadium Primartumor (pT) Regiondre Fernmetastasen (M)
Lymphknotenmetastasen (N)

0 Melanoma in situ (Tis) | Keine regiondren | Kein Hinweis auf
Lymphknotenmetastasen Fernmetastasen (MO)

nachweisbar (NO)

1A < 0.8 mm, ohne | NO MO
Ulzeration (T1a)

IB < 0.8 mm, mit | NO MO
Ulzeration (T1b)

0.8 mm - 1.0 mm,
ohne/mit  Ulzeration

(T1b)
> 1.0 - 2.0 mm, ohne | NO MO
Ulzeration (T2a)

1A > 1.0 - 2.0 mm, mit | NO MO
Ulzeration (T2b)
> 2.0 - 4.0 mm, ohne | NO MO
Ulzeration (T3a)

1]3] > 2.0 - 40 mm, mit | NO MO
Ulzeration (T3b)
> 4.0 mm, ohne | NO MO
Ulzeration (T4a)

|[o > 40 mm, mit | NO MO
Ulzeration (T4b)

1B Kein  Anhalt (ber | Ein klinisch metastatisch | MO
einen Primartumor | befallener Lymphknoten (N1b)
(TO) oder

Transit-, Satelliten- und/oder
Mikrosatellitenmetastasen
ohne einen metastatisch
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befallenen Lymphknoten (N1c)

Hic TO Zwei oder drei metastatisch | MO
befallene Lymphknoten (N2b)
oder
Transit-, Satelliten- und/oder
Mikrosatellitenmetastasen mit
einem metastatisch befallenen
Lymphknoten (N2c)
Vier oder mehr metastatisch
befallene Lymphknoten (N3b)
oder Intransit-, Satelliten-,
und/oder Mikrosatelliten-
Metastasen mit zwei oder mehr
metastatisch befallenen
Lymphknoten oder
,verbackenes”
Lymphknotenkonglomerat
OHNE Intransit-, Satelliten.,
und/oder Mikrosatelliten-
Metastasen (N3c)

1A Tla/b-T2a N1a, N2a MO

1c Tla-T3a N2c, N3a/b/c MO

T3b/T4a Jedes N > N1 MO
T4b Nla-N2c MO
1D T4b N3a/b/c MO
v Jedes T, Tis Jedes N Vorhandensein von
Fernmetastasen (M1)

2.2.4 Therapie

Nachdem die Stadien-Einteilung des vorliegenden Tumorgewebes erfolgt ist, wird im

Anschluss Uber die entsprechenden TherapiemalRnahmen des Primar-Tumors sowie

gegebenenfalls gegen vorliegende Metastasen entschieden. Neben der operativen Therapie

sind noch verschiedene stadiengerechte-adjuvante Therapien maglich.>*

2.2.4.1 Operative Therapie

Liegt ein klinischer Verdacht auf ein MM vor, stellt eine komplette Primarexzision des

Tumors sowie eine Nachexzision mit einem angemessenen Sicherheitsabstand (lateral: etwa

2 mm; Tiefe: bis ins Fettgewebe), um lokale Rezidive zu vermeiden, den angestrebten

Goldstandard dar.>?
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2.2.4.2 Stadiengerechte-adjuvante Therapie

Neben der bis zum Stadium IlIB wichtigsten therapeutische MaBnahme, der operativen
Exzision in toto konnen darauffolgend weiterfihrende TherapiemalRnamen ergriffen werden.
Dazu gehoren unter anderem die adjuvante Strahlentherapie und die adjuvante

medikamentose Therapie.
Strahlentherapie

Eine Strahlentherapie kann in verschiedenen Fallen in Erwdgung gezogen werden. Dabei
kann die Therapie einen adjuvanten oder palliativen Ansatz verfolgen. Eine Empfehlung zur
adjuvanten Strahlentherapie ist laut Leitlinie unter Bericksichtigung verschiedener Kriterien
auszusprechen und soll zu einer verbesserten Tumorkontrolle der Lymphknotenstation
beitragen. Zu den Kriterien gehort das Vorkommen von mindestens drei befallenen
Lymphknoten, Lymphknotenmetastasen > 3 cm, ein lymphogenes Rezidiv oder ein
Kapseldurchbruch des betroffenen Lymphknotens.>® Eine primare Radiotherapie wird
hingegen beispielsweise bei der Bestrahlung von inoperablen bzw. nicht in toto entfernbaren

Primartumoren angewendet.54 >3

Medikamentdse Therapie

Die zweite Saule der adjuvanten Therapie beinhaltet die medikamentose Therapie. Je nach
Staging werden auch hier unterschiedliche evidenzbasierte medikamentése Empfehlungen
ausgesprochen. Mogliche Praparate gehéren den Medikamenten-Gruppen Interferone,

Immuncheckpoint-Inhibitoren oder BRAF/MEK-Inhibitoren an.
Interferone

Interferone  gehdren zu den  korpereigenen  Zytokinen und haben eine
immunmodulatorische, antiproliferatorische und antivirale Wirkung im Korper. Ab einem
Tumor-Staging lIA kann laut Leitlinie eine niedrig dosierte adjuvante Interferontherapie
angeboten werden und ab einem Tumor-Staging 11B/C soll eine adjuvante Interferontherapie
angeboten werden.”® Aufgrund der starken, teils lebensqualitidtssenkenden Nebenwirkungen

ist die Gabe einer Interferontherapie jedoch sorgfiltig abzuwagen.>’
Immuncheckpoint-Inhibitoren

Im Falle einer adjuvanten Systemtherapie mit einem Immuncheckpoint-Inhibitor (ab

Stadium [lIA-D und V) wird Uber die Inhibition des Transmembranproteins , Programmed
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Cell Death Protein 1“ (PD-1) oder des ,,Zytotoxischen T-Lymphozyten Assoziierten Protein-4“
(CTLA-4) eine antikorper-vermittelte Aktivierung Einfluss auf das Immunsystem genommen.
Die Regulation aktivierter T-Zellen erfolgt durch sogenannte ,Immuncheckpoints”. CTLA-4-
Inhibitoren sind humane monoklonale Anti-CTLA-4-Antikérper und blockieren den CTLA-4-
Signalweg. PD-1 ist ebenfalls ein Immuncheckpoint-Rezeptor und wird durch PD-1-
Inhibitoren blockiert. Die Signalmolekiile sind unter anderem auf der Oberfliche von
aktivierten T-Zellen exprimiert. Die Bindung eines Liganden wirkt im Sinne eines negativen
Feedbacks inhibitorisch auf die Aktivitat zytotoxischer T-Zellen und mindert so die Anti-
Tumor-Antwort. Eine Folge der Immuncheckpoint-Blockaden ist daher eine gesteigerte
Immunitat durch eine Inhibition des negativen Feedbacks und dadurch eine gesteigerte Anti-

Tumor-T-Zellantwort.”® >°

Das Verabreichen der Prdparate ist im Rahmen einer
Monotherapie sowie als Kombinationstherapie moglich. Nicht zu vernachlassigen ist bei
einer Immuncheckpoint-Inhibitoren-Therapie die schwere der auto-immunvermittelten

60 61 62

Nebenwirkungen. Laut Leitlinie iiberwiegt jedoch der positive Effekt einer Therapie.®

BRAF-/MEK-Inhibitoren

BRAF-/MEK-Inhibitoren gehoéren zur Gruppe der Tyrosinkinase-Inhibitoren. Wurde im Zuge

einer molekularen Untersuchung eine BRAF'®%

-Mutation nachgewiesen, so stehen diese
kleinmolekularen Signalhemmstoffe zur Therapie im fortgeschrittenen Tumorstadium zur
Verfugung (Staging I11A-D).%* Die Inhibitoren kénnen durch eine Hemmung auf zwei Ebenen

den durch eine Mutation liberaktivierten BRAF-MEK-ERK-Signalweg wieder abschalten.

2.3 Kaltes atmospharisches Plasma

Die Anwendungsmoglichkeiten von Immun-Checkpoint-Inhibitoren und die damit
verbundenen Modifikationen der immunologischen Aktivitat gegeniiber Krebszellen haben

65 %8 Trotz

neue Therapiechancen und -erfolge bei der Behandlung des MM mit sich gebracht.
allem zahlt jedoch zu den bestehenden Herausforderungen noch immer eine standige Neu-
und Weiterentwicklung von Therapiemoglichkeiten, um die teilweise starken
Nebenwirkungen der medikamentésen Therapien® ® zu vermeiden und bisher
therapieresistente Tumore behandeln zu kdnnen. Auf der Suche nach zukunftsorientierten

lokalen und additiven Behandlungsmaéglichkeiten des MM, stellt KaP ein vielversprechendes

Forschungsgebiet dar.



Literaturdiskussion 14

2.3.1 Grundlagen

Spricht man von Aggregatzustanden, so ist in der Physik zwischen drei klassischen Zustédnden
zu unterscheiden. Neben den bekannten Zustidnden fest, flissig und gasférmig reiht sich
schliefRlich Plasma als vierter moglicher Aggregatzustand ein. Im Universum liegen mehr als
etwa 95 % der Materie in diesem Zustand vor. Plasma spielt in unserer unmittelbaren
Umgebung eine Rolle bei vielen natiirlichen Erd-Phdnomenen, wie beispielsweise bei der

57 Der Begriff ,Plasma“ wurde im

Entstehung von Blitzen und den Nordlichtern.
wissenschaftlichen Kontext erstmals im Jahr 1928 von Irving Langmuir verwendet.?® Plasma
kommt jedoch nicht nur als natirliches physikalisches Phanomen vor. Es kann auch kinstlich
erzeugt werden. Zur Plasmaentstehung kommt es immer dann, wenn neutrale Atome eines
Gasgemisches durch Energiezufuhr in Protonen, Neutronen und Elektronen zerfallen. Diese
Vorgdnge bei denen sogenannte ,energiereiche Gase” entstehen sind auch unter dem

Begriff ,lonisation” bekannt. Mogliche Formen der Energiezufuhr kdnnen beispielsweise das

Anlegen eines elektrischen Feldes, Druckerhéhung oder Warmezufuhr sein.®

Energiezufuhr

Fest Flussig Gas Plasma

Abbildung 1: Schematische Darstellung lber die Anderung der verschiedenen Aggregatzustinde durch
Energiezufuhr.

Die Dreiecke reprasentieren die thermische Bewegungsstirke der Atome. Braune Kugeln stellen neutrale
Atome, lila Kugeln lonen und bunte Kugeln stellen Elektronen dar (modifizierte Abbildungm).

Das Anwendungsgebiet von kiinstlich generiertem Plasma ist heute breit gefdchert. Es
erstreckt sich ({ber verschiedene Industrie-Branchen wie zum Beispiel in der
Lebensmittelindustie’®, der Verarbeitung von Rohstoffen®’, der Umwelttechnik’?, der

Textilindustrie” und unter anderem auch in Teilgebiete der Medizin.”*

2.3.2 Unterschiedliche Arten von Plasma

Plasma kann mit Hilfe verschiedener Kriterien in Kategorien unterteilt werden. So kann der

vorherrschende Umgebungsdruck wahrend der Plasmageneration zur Unterscheidung
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zwischen Niederdruck-, Hochdruck- und atmospharischem Druck-Plasma herangezogen
werden. Ein weiteres Kriterium zur Unterscheidung der verschiedenen Plasmaarten ist die
Temperatur. Diese ermoglicht die Unterteilung in sogenannte thermale (heiRe) und nicht-

thermale (kalte) Plasmen.”

Bei dieser Art der Differenzierung ist es entscheidend, ob sich
die im Plasma enthaltenden Elektronen, lonen und neutralen Teilchen in einem thermischen
Gleichgewicht befinden (komplette lonisation). Ist dies der Fall, handelt es sich um warmes
bzw. thermisches Plasma. Befinden sich jedoch nur die Elektronen des ionisierten Gases auf
einem sehr hohen thermischen Level, wahrend die lonen und Neutralteilchen

Raumtemperaturen aufweisen, so spricht man von kaltem bzw. nicht-thermischem Plasma

(partielle lonisation).”
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Abbildung 2: Schematische Darstellung heifles Plasma und kaltes Plasma
Lila Kugeln stellen lonen und bunte Kugeln stellen Elektronen dar. Die Dreiecke reprédsentieren die thermische
Bewegungsstarke der Partikel (modifizierte Abbildung70).

Weitere Differenzierungsmoglichkeiten  bieten unter anderem das genutzte
Tragergasgemisch und die unterschiedlichen Plasmagenerationsquellen.
Im Fokus dieser Arbeit steht ,kaltes Atmospharenplasma“, welches aufgrund seiner

thermischen Beschaffenheit fir die Behandlung von lebender und hitze-sensibler Materie

76 77 78

geeignet ist. Thermales bzw. heilRes Plasma hingegen ist hauptsachlich fir den

Gebrauch bei hitzeresistenten Materialien geeignet und findet daher keine Anwendung an
lebender Materie.”® &
Im Zusammenhang mit KaP kann weiterhin unterschieden werden zwischen direktem,

indirektem und Hybridplasma.®* ”" 7>

Direktes Plasma wird mit einer Technologie hergestellt,
die auf dielektrischer Barriere-Entladung basiert.2” Mindestens eine der beiden Elektroden

ist dabei mit einer isolierenden Schicht (Dialektrikum) tberzogen. Durch direktes Auflegen
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der Plasmaquelle auf das gewiinschte Zielgewebe wird dieses zu einer Gegenelektrode
umfunktioniert. Die anschlieBende lonisation der Umgebungsluft zwischen dem
Dialektrikum und dem Gewebe ermoglicht eine Plasmabehandlung lber kurze rdaumliche
Distanzen.® Indirektes Plasma entsteht hingegen zwischen zwei Elektroden, die in oder an
einer Dise angeordnet werden (Plasma-Handstlick). Mit Hilfe eines durch die Dise
geleiteten Tragergases und durch das Anlegen einer hohen Spannung an den Elektroden
entsteht dabei durch lonisation energiereiches Gas. Bei den verwendeten Tragergasen
handelt es sich haupsachlich um Edelgase, die aufgrund ihrer ihrer vollstandig gefillten
duBeren Atomorbitale (Edelgaskonfiguration) duRert reaktionstrage sind und daher nahezu
ausschlieBlich in atomarer Form vorliegen. Durch den vorhandenen Gasfluss wird das
generierte Plasma als sogenanntes ,Effluent” anschlieBend zu der gewiinschten Zielmaterie
befordert und mischt sich auf seinem Weg mit Gasen aus der Umgebungsluft.”’
Hybridplasma schliefllich basiert auf der Oberflachenmikroentladungstechnologie und stellt
eine Kombination aus direkter und indirekter Plasmatechnik dar. Die zweite Elektrode ist in
diesem Fall eine geerdete Maschendraht-Elektrode, die auf das Zielgewebe aufgelegt wird.
Wegen des kleineren elektrischen Widerstandes der Maschendraht-Elektrode im Vergleich
zur Hautoberflache koénnen die generierten Plasmabestandteile diese Uberqueren und
gelangen so zum Zielgewebe.®*

Die Plasmakomposition und Effektstarke von indirekten Plasmaquellen kann durch die

8 86 87 \/orliegende Resultate zeigen, dass die

Auswahl des Tragergases beeinflusst werden.
Produktion von reaktiven Radikalen bei Verwendung des Tragergases Helium erhoht ist im
Vergleich zu den Tragergasen Argon oder Nitrogen und somit Einfluss auf die Effektstarke
hat.® So zeigen veroffentlichte Daten von Cheng et al. sowie Daten von Joh et al., dass die
Zugabe von O, zum Tragergas die biologische Wirkung von KaP auf die Zellen vermindert.®
% Als mogliche Tragergase kénnen beispielsweise reine Gase (Helium, Argon, Stickstoff)®* %2

oder kinstliche Gasgemische (Helium-N,, Helium-0,)® eingesetzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine indirekte Plasmaquelle (0) in Kombination mit dem

Edelgas Argon verwendet.

2.3.3 Zusammensetzung und biologische Wirkkomponenten von KaP

KaP besteht aus einem Mix aus verschieden geladenen lonen, Elektronen und ungeladenen

Atomen. Es entsteht durch eine unelastische Kollision von energiereichen Elektronen mit
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neutralen Gasbestandteilen, wobei sich neue reaktive Radikale und lonen bilden, es jedoch
dabei zu keinem signifikanten Temperaturanstieg kommt.®® Die bei der Interaktion von KaP
und Gewebe wichtigen Wirkkomponenten sind physikalischer und chemischer Natur. Zu
ihnen gehoren Elektronen und lonen, ultraviolette Strahlung (UV-Strahlung),
Warmestrahlung, elektromagnetische Felder sowie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und

reaktive Stickstoffspezies (RNS).”” ** **

Letztere sind Molekiile, die ein oder mehrere
ungepaarte Elektronen enthalten und sich dadurch in einem reaktionsfreudigen Zustand
befinden. Insbesondere die ROS und RNS (in ihrer Kombination hier RONS genannt) spielen

eine wichtige biochemische Rolle bei der Wirkung von KaP auf exponierte Zellen.”

Durch Wechselwirkungen der ionisierten Bestandteile des Plasmas mit Stickstoff, Sauerstoff
und Wasserbestandteilen der Umgebungsluft entstehen in der Gasphase reaktive Spezies,
bei denen es sich unter anderem um Hydroxyl-Radikale (OHe), Stickoxide (*NO, *NO,,
ONOO’), Wasserstoffperoxide (*H,0;) sowie Ozone und Hyperoxid-Anionen (Os; *O,)
handelt. Um eine Charakterisierung der auftretenden Spezies in der Plasmagasphase
durchfiihren zu kénnen, bedient man sich spektroskopischer Messungen. Dazu zdhlen die
optische Emissionsskektroskopie, die laserindizierte Fluoreszenz-Messung sowie die
Absorptionsspektroskopie.”® Die Bestandteile des sogenannten ,Plasma-Effluent” reagieren
bei in vitro Versuchsansitzen mit Bestandteilen des bestrahlten flussigen Mediums.”’
Deutlich wird die Interaktion des Plasma-Effluents mit dem bestrahlten Medium
insbesondere durch das Hervorrufen von biologischen Plasmaeffekten bei Zugabe von

plasmaaktivierten Medien ohne eine direkte Plasmabestrahlung der Zellen.*® *°

Wasserstoffperoxid sowie andere sauerstoffbasierte Radikale scheinen eine besonders

100 101 102

wichtige Rolle bei der KaP-Wirkung auf Zellen in vitro zu spielen. Der generierte

reaktive Mix verbleibt jedoch nicht nur im flissigen Umgebungsmedium der Zellen. Die KaP-

1 1 . . .
9391 Wie diese generierten

generierten RONS entfalten ihre Wirkung vor allem intrazellular.
RONS in das Zellinnere gelangen, ist eine von vielen nicht geklarten Fragestellungen im
Rahmen der Plasmabehandlung. Da jedoch bereits direkt im Anschluss einer
Plasmabehandlung ein Anstieg intrazelluldrer RONS beobachtet werden konnte,'® wird das
Uberqueren der Zellmembran durch Diffusion nicht ausgeschlossen.'® Aber auch eine
mogliche Rolle von Transmembranmolekiilen bei der Uberwindung der Zellmembran wird

diskutiert, insbesondere wird eine Beteiligung von Aquaporinen sowie der NADPH-Oxidase

(NOX) vermutet. Aquaporine sind spezifische transmembrane Wasserkanale, die beim
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Transport spezifischer Molekiile durch die Zellmembran (wie beispielsweise H,0,, NO, CO,
oder auch NHs) beteiligt sind und somit eine mogliche Rolle bei der KaP-Wirkung auf Zellen

106 107108 7;satzlich wird eine Aktivierung des sich auf der Zytoplasmamembran

spielen.
befindenden Enzyms NOX durch KaP und eine damit verbundene gesteigerte Produktion von
Nebenprodukten wie beispielsweise H,0, mit einer steigenden intrazellularen Konzentration

von RONS in Verbindung gebracht.'®

Das Vorkommen von RONS im Kdrper ist grundsatzlich ein physiologischer Zustand.™° Sie
sind beispielsweise ein wichtiger Bestandteil einiger Regulationsmechanismen und von
Peroxisomen oder werden im Zuge einer Entzlindungsreaktion von phagozytierenden Zellen

111 112 . . . . 1. . .
Dennoch kommen sie in Zellen und im Gewebe lediglich in geringen

produziert.
Konzentrationen vor und werden durch Produktion und Ausscheidung in einem sensiblen
Gleichgewicht gehalten. Eine Reihe niedermolekularer Molekiile und Enzyme, sogenannte
LJAntioxidantien”, sind dabei wichtige Bestandteile dieses ,Redox-Gleichgewichts”.
Antioxidantien sind chemische Verbindungen, die die Oxidation einer Substanz verhindern
oder verlangsamen. Einige Antioxidantien sind natiirlicher Bestandteil des Organismus und
somit endogen. Sogenannte exogene Antioxidantien wiederum missen mit der Nahrung

113

aufgenommen werden. " In Tabelle 2 sind einige dieser antioxidativ-wirksamen Enzyme und

niedermolekularen Gruppen aufgezahlt.

Tabelle 2: Antioxidantien
Beispiele einiger endogener und exogener Antioxidantien

Antioxidativ wirksame Enzyme Antioxidativ wirksame niedermolekulare
Gruppen

Superoxiddismutase Vitamin C (L-Ascorbinsaure)

Glutathion-Peroxidase Vitamin E (Tocopherole)

Peroxidasen Provitamin A

Katalasen Glutathion

Thioredoxinreduktase Polyphenole

Glucose-6-phoasphat-Dehydrogenase Selen
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Eine Storung des Redox-Gleichgewichts, beispielsweise durch exogen zugefiihrte RONS,
versetzt die Zelle in einen Zustand von oxidativem Stress. Oxidativer Stress kann durch

unterschiedlichste Einfliisse entstehen, wie zum Beispiel durch Bestrahlung®’?,

114 115

Alkoholkonsum™™" oder Rauchen . Der dabei stattfindende Regulationsmechanismus einer

Zelle hdangt vom Ausmal und der Dauer der ,,Stresssituation” ab.

Eine wichtige Rolle bei der Reaktion von Zellen auf die Unterversorgung mit Sauerstoff und
somit oxidativem Stress nimmt der Hypoxie induzierbare Faktor 1 (HIF1) ein.*® HIF1 ist ein
heterodimerer Transkriptionsfaktor, der aus jeweils einer a- und -Untereinheit

. 11
zusammengesetzt ist.'"’

Die Aktivierung von HIF1 hdngt von der durch hypoxische
Bedingungen stabilisierten a-Untereinheit ab. HIF1 beeinflusst wiederrum die Induktion von

einigen Genen, zu denen unter anderem VEGF und Erythropoetin gehéren. '

Bei einem nur geringen Ausmafl und kurzer Dauer kommt es lediglich zu einem kurzen
temporadren Anstieg des RONS-Levels. Dieser héalt so lange an, bis die von der Zelle
getroffenen Gegenmalnahmen Wirkung zeigen und somit der RONS-Level auf den
urspriinglichen Normalwert gebracht wurde. Moderate Erhohungen der RONS-
Konzentration konnen sogar positive Auswirkungen auf Proliferation und Differenzierung

111

einer Zelle haben.”" Die zugrundeliegende Kinetik und das Wirkprinzip wird hierbei unter

119 Kommt es jedoch zu einer lang anhaltenden

dem Begriff ,Hormesis” zusammengefasst.
und starken Konzentrationserhohung von freien reaktiven Radikalen, fihrt dies zu
chronischem oxidativen Stress und einem anhaltend erhohten RONS-Spiegel. In diesem Fall
kommt es durch die Interaktion von intrazellularen RONS mit Proteinen zu Kompositions-
und Strukturveranderungen an funktionellen Gruppen, wodurch die Funktionsfahigkeit der
zugehérigen Makromolekile beeinflusst wird.**® Chronischer oxidativer Stress hat somit
unter anderem negative Auswirkungen auf Transduktionsvorgdnge, die Gentranskription

und kann Protein- und Lipidschiden bewirken.'?* 12

Die Effekte von oxidativen Stress zeigen
sich nicht nur auf zelluldrer Ebene. Einige systemische Erkrankungen und pathologische
Vorgange im Korper konnen in direkte Beziehung mit oxidativem Stress gesetzt werden.
Dazu zdhlen unter anderem Diabetes Mellitus, rheumatoide Arthritis, kardiovaskulare

Erkrankungen oder neurologische Dysfunktionen.?

Die biochemische Wirkung bei der KaP-Behandlung entstehenden intrazelluldren RONS
wurde bereits in der Vergangenheit des Ofteren thematisiert. Die dabei zugrundeliegenden

Mechanismen und ihre Auswirkungen auf Zellen, insbesondere auf in vivo behandelte Zellen,



Literaturdiskussion 20

ist jedoch nicht abschlieRend geklart und noch immer Bestandteil der Plasma-
Grundlagenforschung. Im Rahmen von in vitro Versuchen an verschiedenen Zellen konnten
bereits einige weiterfihrende Erkenntnisse Gber zellulare Auswirkungen und Mechanismen
gewonnen werden. Die ,,Clinical Plasma Medicine Core Group” veroffentlichte im Jahr 2014
in einem Konsensuspapier ,,Clinical Concepts in Plasma Medicine” eine Zusammenfassung

der durch KaP in vitro hervorgerufenen zelluldren Effekte:'?*

e Gezielte Abl6sung von Zellen von Matrices bzw. Herauslésung aus Zellverbénden
e Beeinflussung der Zellmigration

e Beeinflussung/Stimulation der Zellproliferation sowie Angiogenese

e Finfluss auf die Expression von Oberfldchenproteinen/Adhdsionsmolekiilen

e Reversible Einwirkung auf die DNA

e Induktion von Apoptose und dadurch resultierende Inaktivierung von Krebszellen
e Reversible Permeabilisierung der Zellmembran

e Blutkoagulation durch direkte Beeinflussung der Gerinnungskaskade

2.3.3.1 Antioxidantien

Im Rahmen einiger Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Zugabe verschiedener
antioxidativer Substanzen die Wirkung von KaP auf exponierte Zellen vermindert. °* °* '* Dje
in dieser Arbeit verwendeten Antioxidantien gehoren der Gruppe der Polyphenole an. Es
handelt sich hierbei um sekundare Pflanzenstoffe, die (iber die Nahrung aufgenommen
werden konnen. Polyphenole sind Verbindungen, die sich auf die chemische Struktur von
Phenol zurickfihren lassen. Phenole bestehen aus einem aromatischen Ring und einem
oder mehreren gebundenen Hydroxygruppen. Anhand ihrer chemischen Struktur kdnnen
Polyphenole wiederum in Gruppen unterteilt werden. Vier groBe Hauptgruppen sind

126 127 |hre chemische Wirkung entfalten

Phenolsauren, Flavonoide, Stilben und Lignane.
Polyphenole durch ihre Rolle als Radikalfanger. Die oxidative Kapazitit von Phenolen
entwickelt sich dabei erst mit dem Vorliegen einer Ortho- oder einer Para-Diphenol-Stellung.
Die Substitution von Wasserstoffatomen durch Ethyl- oder n-Buthylgruppen steigert die
oxidative Kapazitit.'?” Delokalisierte ungepaarte Elektronen an den aromatischen Ringen

bewirken die Bildung stabiler = Phenol-Radikale, die zum  Abbruch der

Radikaliibertragungskette beitragen.'?®

. . T 129 1
Das Interesse an Polyphenolen ist unter anderem aufgrund ihrer antioxidativen,?® '*
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132 133 134

antimutagenen® und antiinflammatorischen Wirkung stark gestiegen. Die
Wirkungen durch ihren erhohten Konsum lber Nahrungsmittelaufnahme wird kontrovers
diskutiert.®> Tabelle 3 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Antioxidantien, aufgeteilt in
die jeweiligen Hauptgruppen.

Tabelle 3: Verwendete Antioxidantien

Gruppen Klassen Substanz ,Natirliches
Vorkommen*
Phenolsauren Zimtsaure Kaffeesaure Kaffeebohne
Flavenoide Flavonole Rutin Petersilie
Stilben Resveratol Trans und cis Rote Weintrauben
Resveratol

2.3.4 Plasma-Anwendung in der Medizin

Die Plasmamedizin ist ein relativ junges und interdisziplinires medizinisches Gebiet.”* Die
Anwendungsmoglichkeiten in verschiedensten medizinischen Fachbereichen werden derzeit
noch erforscht und sind in den meisten Fallen noch nicht im klinischen Alltag angekommen.
Hinsichtlich der biomedizinischen Anwendungsmoglichkeiten ist eine Unterteilung in zwei
grofle Gruppen moglich. Mit der ,indirekten” Plasmaanwendung ist eine Vorbehandlung von
abiotischen Oberflichen und Materialien fir den medizinischen Gebrauch maglich.™® & Auf
diese Weise kdnnen eine Vielzahl medizinischer Gerdte und Materialen dem medizinischen
Anspruch von Sterilitdt gerecht werden. Die Wirkung von KaP auf verschiedene Bakterien,

Pilze, Viren, Bakteriensporen oder Prionen wurde bereits in diversen Studien dargelegt.”*’ **

139 149 Das zweite groBe Anwendungsfeld basiert auf der ,direkten” Plasmainteraktion mit

biologischem Gewebe. In der Elektrochirurgie wird heifes Plasma schon seit vielen Jahren*
zum Beispiel zur Blutungsstillung, bei Gewebeschnitten, bei der Denaturierung von

142 143

Proteinen oder zur Devitalisierung von Gewebe verwendet. Aber auch kaltes Plasma

. . . . .. 1
scheint die Koagulation beeinflussen zu kénnen.®

Weitere Anwendungsmaoglichkeiten gibt es in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde im
Rahmen der therapeutischen Behandlung von Periimplantitis,

Mundschleimhauterkrankungen und -infektionen sowie bei der konservierenden

144 145 146 147

Zahnerhaltung. Die Publikationen auf diesem Gebiet verdeutlichen gegenwartig
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lediglich die Moglichkeiten und Vorteile, beinhalten derweilen jedoch keine konkreten

klinischen Anwendungen.

Auch in der Dermatologie findet viel plasmamedizinische Forschung statt. Im Gegensatz zu
anderen Fachrichtungen gibt es in diesem Gebiet bereits verschiedene klinisch gepriifte und
erforschte direkte Anwendungen. Dabei wird KaP vor allen Dingen bei der Behandlung von
Ulzera und im Rahmen der chronischen Wundtherapie eingesetzt und stellt durch die
antimikrobiellen und positiven Effekte auf das Wundmilieu schon jetzt eine effektive Add-

148 149

On-TherapiemalRnahme dar. KaP fordert hierbei die Wundheilung durch eine

Steigerung der Angiogenese, eine gesteigerte Migration von Fibroblasten und eine

gesteigerte Endothel-Proliferation. 103 150 151 152 153

Um die genauen Anforderungen an medizinisch einsetzbare Plasmagerate zu
standardisieren, wurde 2014 vom Deutsches Institut fiir Normierung (DIN) eine Spezifikation

verfasst und verdffentlicht.*>

Diese gibt Auskunft (iber festgelegte Leistungsparameter, die
von  atmosphdarischen Plasmageraten in biochemischen und biologischen
Anwendungsgebieten erfiillt werden sollen. In Folge diverser klinischer Studien gibt es seit
einigen Jahren CE-gekennzeichnete Plasmagerate zur Behandlung von chronischen Wunden
der Haut. Dazu gehoren der kINPen® MED (INP Greifswald/neoplas tools GmbH, Greifswald,
Deutschland), der PlasmaDerm® VU-2010 (CINOGY Technologies GmbH, Duderstadt,
Deutschland) sowie der vice SteriPlas (Adtec Ltd., London, England). Des Weiteren arbeitet
eine Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften aktuell
an der Verfassung einer Leitlinie (Leitlinien-Klassifikation: S2k) Utber den ,rationalen
therapeutischen Einsatz von kaltem physikalischem Plasma® mit geplanter Fertigstellung im
Jahre 2020.

Das Anwendungspotenzial von KaP in der Dermatologie und in anderen Fachrichtungen

scheint damit jedoch noch nicht ausgeschopft zu sein. So wird seit einigen Jahren vermehrt

an moglichen KaP-Behandlungen von Krebs geforscht.

2.3.4.1 Tumortherapie in der Plasmamedizin

Das Interesse an der Plasmamedizin und ihr therapeutischer Nutzen in der Tumortherapie
haben in der Vergangenheit stark zugenommen und wurden bereits in verschiedensten
Fachbereichen thematisiert. In Abbildung 3 sind als Beleg dafiir die wachsenden

Publikationszahlen der letzten Jahre zu dieser Thematik dargestellt.
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Abbildung 3: Publikationszahlen von KaP in der Krebstherapie
Entwicklung der Publikationszahlen zur Thematik KaP in der Krebstherapie (modifizierte Abbildunggz).

In vitro konnte bereits in einigen Studien mit verschiedensten Krebs-Zelllinien die Wirkungen
von KaP auf behandelte Tumorzellen demonstriert werden. Yan et. al berichten in diesem
Zuge von ungefahr 20 verschiedenen Zellreihen, die fir die Untersuchungen des zelluldren

Wirkspektrums von KaP auf Krebszellen zum Einsatz kamen.”® Dazu gehérten unter anderem

5

. 1 . 12 . . . 1
Zellen des Kolonkarzinoms,® des Glioblastoms, nicht-adhirente Leukimie-Zellen,™®

. 1 . . 1 . .
Zellen des Mammakarzinoms,™’ des Hepatozelluldren Karzinoms™® sowie verschiedene

.. 1
Melanom-Zelllinien.*® &

Auf dieser Grundlage konnten mittlerweile Aussagen Uber einige molekulare Mechanismen
und somit auch Uber zelluldre Auswirkungen von KaP auf exponierte Krebszellen getroffen

werden. Dazu zahlen unter anderem das Anhalten des Zellzyklus in der G2/M- und S-

160 161 162 125 164

Phase , DNA-Schiaden®®, die letztendlich zu einem Zellzyklus-Stopp fiihren,

95 165 95 166

Enzym-/Membranpotenzialverdnderungen und Dysfunktion der Mitochondrien,

77 151 167 83 168 169 170 171

Veranderungen der Genexpression, plasmainduzierte Apoptose,

Verinderungen der Architektur des Zytoskeletts und des Adhirenzverhaltens’? 73 174 175

155 159 176

sowie die Inhibition des Zellwachstums und der Proliferation. Das komplette

Ausmald der intrazelluldren Auswirkung von KaP ist jedoch weiterhin Thema in der

Grundlagenforschung der Plasmamedizin.'”’

Bei der Behandlung von Krebs scheint eine
Kombinationstherapie mit systemisch verabreichten Medikamenten und KaP eine gute

Einsatzmoglichkeit  dazustellen.  Veroffentlichte  Studien  zeigen ein  erhohtes
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Penetrationsvermogen von systemisch verabreichten Zytostatika verursacht durch eine
zusitzliche Behandlung mit KaP des Tumors'’® sowie die Revision von bestehenden
Resistenzen von Tumorzellen gegeniiber einer erfolgten Zytostatika-Therapie.’”® Durch eine

1
8 und Tumor-

Kombination aus zuvor markierten Tumorzellen mit Gold-Nanopartikeln
Antikdrpern®! konnte eine gesteigerte KaP-Wirkung sowie eine gesteigerte Selektivitat des

KaP gegeniiber malignen Zellen bei geringen Behandlungsdosen erreicht werden.

So liegt es nun vor allem daran die in ex vivo Experimenten gewonnen Daten und
Erkenntnisse in in vivo Experimenten zu prifen und auszuweiten. Keidar et al. konnten
beispielsweise im Jahr 2011 mit einer transkutanen Plasmabehandlung das Wachstum von
Tumorgewebe in vivo bei Miusen signifikant reduzieren.'”” Das ist jedoch nur ein Beispiel

. . . . . . 1251
von vielen vielversprechenden Ergebnissen aus in vivo Experimenten.'? 18

Zudem konnte bereits in ersten klinischen Studien mit Patienten mit einem Tumorleiden der
erfolgreiche palliative oder pra-operative Einsatz von KaP zur Steigerung der Lebensqualitat
demonstriert werden.'®? Als lebensqualititssteigernde Merkmale zihlten die Reduktion des

Geruchs, des Schmerzmittelgebrauchs, der Tumorkontamination sowie der Tumorgrofie.

Zusammenfassend ist es wichtig, Erkenntnisse (iber zelluliren Mechanismen zu gewinnen,
um mogliche Behandlungen mit KaP sicher und berechenbar gestalten zu kdnnen. Eine
wichtige Rolle spielt dabei besonders die Vertraglichkeit und Effektivitdt von KaP gegen
verschiedenste Tumore und auch auf gesundes umgebendes Gewebe. Vorbereitend auf in
vivo Anwendungen testeten daher Lademann et al. erfolgreich die Behandlung von KaP an
Schweineohren um magliche thermische-/UV-Schaden ausschlieBend zu kénnen.”® Ebenso
wurde bereits an 3D-Hautmodellen gezielt mittels Histologie, UV-Anteilmessung sowie die
Untersuchung von moglichen DNA-Schiaden die Vertraglichkeit einer KaP-Behandlung
gepriift. Die Resultate deuten darauf hin, dass Behandlungen mit KaP bis zu zwei Minuten in
dem ausgewidhlten Versuchsmodell als nicht schadigend auf umgebendes Gewebe
eingeschatzt wurde.'®® Zusatzlich untersuchte Fluhr et al. in einer klinischen Studie bereits
KAP-induzierte physiologische Parameter der Haut.’®* Eine weitere Studie von Partecke et al.
untersuchte die Penetrationstiefe einer direkten KaP-Behandlung. So konnte in einerm
Hautmodel KaP-induzierte Apoptose von Zellen durch die erste Zellschicht auf etwa 60 pm

. 1
nachgewiesen werden.'®®
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Mit besonders groBem Interesse wird die Selektivitdit der oben genannten zelluldren
Wirkungen auf maligne Zellen untersucht. Tumorzellen reagieren scheinbar sensibler auf KaP

1 1 1 1
73 177186 187 yonghao et al. und

als umgebende gleichartige benigne Zellen einer Zellkultur.
Guerrero-Preston et al. konnten darauf aufbauend zeigen, dass maligne Zellen mit einer
Genmutation im Protein p53, welches eine Schliisselrolle bei der Entstehung von Tumoren
und der Regulation von oxidativem Stress'® spielt, mit erhéhter Sensibilitit auf eine KaP-

189 190 pie Ergebnisse einer Studie von Tuhvatulin et al. zeigten

Behandlung reagieren.
wiederum, dass in Zellen mit einem intakten Protein p53 eben dieses nach einer Behandlung
mit KaP vermehrt intrazellular vozufinden ist und anschlieBend ausschlaggebend fiir die
Expression von p53-regulierten Genen wie beispielsweise dem proapoptotischen Enzym

91 Aber auch andere Mutationen in anderen Genabschnitten kénnten

Caspase 3 ist.
mogliche Erklarungen fir die unterschiedliche Sensitivitdt der Zellen sein. Zudem vermuten
Forscher eine verstarkte Sensibilitat stark proliferierender Tumorzellen im Vergleich zu

192 0b nun eine erhéhte basale RONS-Konzentration in

weniger stark proliferierenden Zellen.
kanzerogenen Zellen'®™ oder Unterschiede in der antioxidativen Kapazitit von
Melanomzellen®®* die erhéhte Sensibilitit gegeniiber exogen zugefiihrten RONS erkliren, ist
noch unklar. Eine Publikation von Van der Paal, Verheyen, Neyts et al. postuliert in diesem
Zusammenhang die Abhédngigkeit dieser Selektivitdt von der unterschiedlichen Dichte des
Vorkommens des membranstiandigen Cholesterols in der Zellmembran von Krebszellen im
Vergleich zu gesunden Zellen.’® So konnte vor allem in exponierten Krebszellen ein Anstieg

196 186

der intrazellularen RONS-Konzentration nachgewiesen werden. In der Literatur finden

197 198 187

sich verschiedene Erklarungsversuche fiir diese RONS-Selektivitat. Letztendlich sind

die genauen Ablaufe und Mechanismen bis jetzt noch ungeklart.

Neben der Wirkungs-Selektivitdt lassen aktuelle Daten (seit 2015) eine mogliche
plasmainduzierte Immunmodulation in Tumorgewebe vermuten. Auf Basis der Erkenntnis,
dass tumorinfiltrierende Immunzellen ausschlaggebend fiir die Pathogenese und Progression

1 2
d,*° 2 \wurden vermehrt auch Immunzellen

mancher tumordser Erkrankungen sin
Bestandteil von KaP-Versuchsreihen. Zu den infiltrierenden Zellen eines Tumors gehdren
neben Zellen des angeborenen Immunsystems unter anderem auch Zellen des adaptiven
Immunsystems. Dazu zadhlen beispielsweise Lymphozyten, Makrophagen, natirliche
Killerzellen und dendritische Zellen. Unter physiologischen Bedingungen erkennen und

bekdampfen diese tumorinfiltrierenden Immunzellen mutierte Zellen und verhindern somit
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21 Uber tumorassoziierte Antigene auf der Tumorzelloberfliche

die Tumorentstehung.
werden APC zur Phagozytose dieser Tumorzellen stimuliert. Im Anschluss wird die
spezifische systemische Immunantwort gegeniliber dem Tumorgewebe durch die Interaktion
von APC und Effektorzellen eingeleitet. Pathologische Interaktionen zwischen
tumorinfiltrierenden Immunzellen und Tumorzellen bewirken die Entstehung eines
komplexen immunsuppressiven Netzwerkes, das die mutierten Zellen vor immunologischen
Angriffen schiitzt und das Tumorwachstum foérdert. Dies ist keineswegs ein passiver Vorgang,

. . . . 12 19 202 . ..
sondern das Ergebnis einer aktiv induzierten Tumortoleranz. 9 202 Blejben dabei die

mutierten Tumorzellen vom Immunsystem unbemerkt, so spricht man von Immunevasion.

Diese Kenntnisse (iber das komplexe immunsuppressive Netzwerk zwischen Tumorgewebe
und Immunsystem werden schon seit einigen Jahren fiir therapeutische Zwecke genutzt. Die
medikamentdse Immuntherapie bildet dabei schon jetzt ein wichtiges therapeutisches Feld
bei der Behandlung des MM. Ziel einer Immuntherapie ist dabei, die kodrpereigene

. . . . . . 203 2
Immunantwort wiederaufzunehmen und damit eine Tumorsuppression zu induzieren.?%? 2%

Aufbauend auf dieser Vorgehensweise gibt es Forschungsansatze, die untersuchen, ob es mit

Hilfe von KaP moglich ist, durch die Provokation eines ,immunogen-induzierten Zelltods”
(ICD) von kanzerogenen Zellen eine systemische aber auch spezifische Tumortherapie zu
schaffen und auf dieser Weise die Tumorimmunitat aufzuheben. In der Theorie sollen dabei
durch die KaP-Behandlung spezielle ICD-spezifische Molekile, sogenannte ,Damage
Associated Molecular Patterns” (DAMP), freigesetzt werden, die letztendlich zur Stimulation
der APC und zur Phagozytose der Tumorzellen fiihren sollen. Bisher wurden sechs ICD-
assoziierte DAMP identifiziert. Zu diesen gehoren Calreticulin (CRT), Adenosintriphosphat
(ATP), High Mobility Group Box-1 (HMGB1), Interferon Typ-1 (IFN-1), Annexin-1 und

5

Krebszell-assoziierte Nukleinsduren.””> Durch die darauffolgende Prisentation der

Tumorantigene in den Lymphknoten wird damit eine systemische und spezifische

206 207 208 209

Immunantwort durch die T-Zell-Aktivierung angestrebt. Derweilen konnte bereits

gezeigt werden, dass KaP Makrophagen zu einer erhohten lokalen Tumor-Migration und

21 211 212 .
0 Unter anderem durch ein

einer erhohten Phagozytose-Leistung stimuliert.
vermehrtes Vorkommen von speziellen Oberflaichenmolekiilen (MHCI) und von CRT konnte
zudem im Rahmen von in vitro Versuchen ein KaP-induzierter IDC demonstriert werden.***
213 214 Aufbauend darauf beobachteten Mizuno et al. (2017) bei in vivo Mausversuchen eine

Reduktion der TumorgrofRen beidseitiger Tumoren, wobei nur einer der beiden Tumore eine
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215 Auch Lin et al. (2018) konnten mittels in vivo

direkte KaP-Behandlung erfahren hatte.
transkutaner KaP-Behandlung einen KaP-induzierten ICD-assoziierten Anstieg von DAMPs,
eine erhohte APC-Migration sowie eine tumorantigen-spezifische T-Zell-Antwort beobachten

. . . . 21
und damit das Potenzial von KaP in diesem Kontex untermauern.'®

Um immunologische Konsequenzen einer moglichen KaP-Tumortherapie bestmoglich
abschatzen zu koénnen, wurden bereits verschiedene Subpopulationen des Immunsystems
auf ihre Reaktionen getestet. Abhdngig von der jeweiligen Zellsubpopulation fallen diese

unterschiedlich in Bezug auf ihre Sensibilitit und Aktivitdtsanderungen aus.?!” 218 219 220
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3 Material und Methoden
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Im Folgenden soll ein Uberblick iiber die Versuchsabldufe und die dabei verwendeten

Materialien gegeben werden.

3.1 Material

3.1.1 Laborgerdte

In Tabelle 4 werden die genutzten Laborgerate aufgefiihrt.

Tabelle 4: Gerate-Liste
Gerat

Zentrifugen

Lichtmikroskop

Wasserbad
Pipettierhilfe
Sterile Werkbank

Einkanalpipetten

Dispensiergerat
CO2-Inkubator
Digitalwaage
Durchflusszytometer
Microplate Reader

Thermocycler

Model

Mini Star Silverline
Multifuge 3 L-R
Eclipse TS100
EVOS FI

TW 12

Pipetus

HeraSafe KS
Pipetman Gilson
1-10ul

10 - 100 pl

200 — 1000 pl
Multipette plus
HERAcell 240 i
MC1

BD LSRII

Hidex Sense Beta Plus

7300 Real Time PCR system

Applied Biosystems

Hersteller
VWR
Heraeus

Nikon

Leitz Wetzlar
Julabo
Hirschmann
Thermo Scientific

Gilson

Eppendorf
Thermo Scientific
Sartorius

BD

Hidex

UnoCycler-VWR
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PCR-Gerat T-Zellen Rotor-Gene Q QIAGEN
Melanomzellen = 73000 Real Time PCR System Applied BioSystems

Nanodrop NanoDrop 2000 Peqlab

3.1.1.1 Plasmajet Heuermann MiniletPr-10

Der MiniJetPr-10 (Abbildung 4) der Firma Heuermann (Heuermann HF Technik GmBH) nutzt
Mikrowellen zur Generation von kaltem Atmospharenplasma. Die Nutzungsfrequenz betragt
2,45 GHz und die Powerlevel-Wahimoglichkeiten liegen zwischen 2 und 10 Watt. Das
Grundgerat versorgt das Plasmahandstiick mit einem konstanten Tragergasfluss zwischen
0.2 und 2 Standardliter pro Minute (sl/min). In dieser Arbeit wurden samtliche
Versuchsansatze mit dem Powerlevel 4 und dem Tragergas Argon (2 I/min) durchgefiihrt. Die
ARC-Plus Gasversorgungseinheit der Firma BOWA (BOWA-electronic GmBH & Co.KG) bildete

dabei das Bindestiick zwischen Tragergasflasche und Plasma-MiniJet.?** 222

Abbildung 4: Plasmalet PM-10 Heuermann HF-Technik GmbH

3.1.2 Materialien

Die fir die Versuche bendétigten Materialien werden in Tabelle 5 aufgezahilt.

Tabelle 5: Materialien-Liste

Material Model Hersteller

Pipettenspitzen Spitzen 1000 pl Greiner bio-one
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Zentrifugen-Rohrchen

Kulturflaschen

FACS-Rundboden Réhrchen

Dispensiergerat-Aufsatze

Zellkultur-Platten

Eppendorf-

Mikroreaktionsgefald

Sterilfilter

FACS-Platten

Seperationshilfe

Saulen
Filterspitzen

qPCR Kit

Mirco RNA Kit
cDNA Synthese Kit

Zahlkammer

MACS-

Spitzen 200 ul
Spitzen 10 pl
Rohrchen 15 ml

Roéhrchen 50 ml

Wachstumsfliche 75 cm?

Polystyrol, 5 ml

Combitips advanced 0.5 ml

24-Loch-Gewebekultur-

Platte
(Flachboden)

0.5 ml

1.5 ml

2ml

Cell Strainer 40 um
96-MicroWell Plate
(Rundboden)

LS Columns

Safe Seal Tips
SYBR Green
peqGOLD

iScript

Neubauer Zéhlkammer

30

Greiner bio-one

TPP
Corning B.V.
Eppendorf AG

Corning Incorporated

Eppendorf AG

VWR

Greiner bio-one

Miltenyi Biotec

Biozym
Bimake
VWR International GmbH
Bio-Rad

VWR International GmbH
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3.1.3 Substanzen
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Tabelle 6 gibt einen Uberblick Giber die verwendeten Substanzen.

Tabelle 6: Substanzen-Liste

Substanz

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol (96 %ig)
Ethyldiamintetraessigsaure (EDTA)
Fotales Kélberserum (FCS)
Isopropanol (2-Propanol)
Humanes Serum Albumin (HSA)
Glutamax

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
X-VIVO 15

RPMI Medium 1640
Paraformaldehyd

Aqua

Trypanblau

Sandoglobin

Primocin

Resazurin-Salz

Accutase

Trypsin

Biocoll

5,6-Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl

Ester (CFSE)

Hersteller
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Applichem
Gibco

Hedinger

CSL Behring
Gibco
Sigma-Aldrich
Biozym

Gibco

Roth

Ampuwa

Sigma

CSL Behring
Invivogen
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Biochrom GmbH

Invitrogen
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Lebend-Tod Farbstoff (FVD 780) Invitrogen

Antioxidantien Sigma-Aldrich

3.1.3.1 Antioxidantien

Die Naturstoffe Kaffeesdure, Rutin-Hydrat und Resveratol wurden als Antioxidantien

genutzt.
Kaffeesaure Formel: CqHgO4
Synonym: 3,4-Dihydroxyzimtsadure
Molekulargewicht: 180,16 g/mol
Rutin-Hydrat Formel: C37H30015
Synonym: Quercetin-3-O-rutinosid
Molekulargewicht: 610,52 g/mol
Resveratol Formel: C14H1,03

Synonym: 3,4’,5-Stilbentriol

Molekulargewicht: 228,25 g/mol

Pro Naturstoff-Losung wurden je 10 pl von drei unterschiedlich konzentrierten Naturstoff-
[6sungen (Arbeitslosung: 100 uM, 10 uM, 1 uM) eingesetzt. Als Grundlage diente jeweils
eine zuvor angesetzte 100 uM Stammlosung. Bei der Herstellung wurde die angemessene
Menge an Naturstoffpulver abgewogen, anschlieBend in sterilem DMSO gel6st und durch
einen Sterilfilter gepresst. Aus den jeweiligen Stammlésungen wurde mittels 10-facher
Verdiinnung anschliefend die verschieden konzentrierten Losungen hergestellt und in 2 ml

Aliquotes aufgeteilt. Bis zu ihrem Gebrauch wurden die befiillten Aliquotes kihl gelagert.
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3.1.4 Antikérper

3.1.4.1 Primdrantikérper fiir FACS-Fédrbung

Flr durchflusszytometrische Messungen wurden folgende Antikérper verwendet.

Tabelle 7: verwendete Antikorper

Antikorper Klon Markierung Verdiinnung Hersteller
CD3 MEM-57 APC 1:20 ImmunoTools
CD4 RPA-T4 PE 1:20 BD
Biosciences
CD8 SK1 BV-711 1:20 BiolLegend

3.1.4.2 Antikérper zur Zellaktivierung

Um in vitro T-Zellen zu aktivieren und Zellproliferation zu erzielen, hat sich die Verwendung

der monoklonalen Antikérper CD3 und CD28 etabliert.??

Tabelle 8: Antikdrper zur T-Zellaktivierung

Antikorper Eingesetzte Konzentration Hersteller
Purified anti-human CD3 1.0 pg/ml Bioxcell
Purified anti-human CD28 1.0 pg/ml BD Bioscience

3.1.5 Puffer und Lésungen

Folgende Losungen und Puffer wurden fiir die Versuchsanséatze verwendet.

Tabelle 9: verwendete Losungen und Puffer

Losungen und Puffer Bestandteile

DPBS + EDTA 1 x DPBS; 1ImM EDTA

FACS-Medium 1 x DPBS; 0.5 % HSA; 1 mM EDTA; 10 ug/ml
Sandoglobin

FACS-Fixierlosung 1 x DPBS; 1 % Paraformaldehyd
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MACS-Medium 1 x DPBS; 0.5 % HSA; 3 mM EDTA
X-VIVO 15 + HSA 1 x X-VIVO 15; 10 % HSA
Trypanblau-Gebrauchsldsung 0.4 % Trypanldsung

3.1.6 Medien

Die Kultivierung der verwendeten Zellen erfolgte unter Verwendung folgender Medien.
Melanomzellen
Melanomzell-Kulturmedium RPMI1640

10 % FCS

1 % Glutamax

Primocin 1 ml pro 500 ml

T-Zellen

CD3" T-Zell-Kulturmedium X-VIVO 15

3.1.7 Verwendete Zelllinien

MaMel-19

Diese Zelllinie ist eine humane Melanom-Krebszelllinie. Etabliert wurde sie aus kutanen/
subkutanen Metastasen einer Patientin mit metastasierendem Melanom (Stadium 1V,

224

oberflachlich streuend).””” Die Zelllinie wurde im Rahmen der ,, European Searchable Tumour

Line Database” (das sogenannte ESTDAB-Projekt) gesammelt und charakterisiert.??
UKRV-Mel-15a

Bei der Zelllinie UKRV-Mel-15a (UKRV-15a) handelt es sich ebenfalls um eine humane
Melanom-Krebszelllinie. Beim Ursprungsgewebe handelt es sich um Gewebe aus
Lymphknoten. Die Zelllinie wurde ebenfalls im Rahmen des ESTDAB-Projekts gesammelt und

. . 22
charakterisiert. %
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3.2 Methoden

Samtliche Versuchsansatze wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Ebenso kamen

ausschlieBlich sterile Laborgeréate, Verbrauchsmaterialien und Losungen zum Einsatz.

3.2.1 Kultivierung der Melanom-Zelllinien

Fur die Kultivierung der adhirenten Melanomzellen wurde eine 75 cm? groRe Kulturflasche
mit 20 ml Melanom-Kulturmedium verwendet. Das Zellwachstum wurde regelmaBig mit
dem Lichtmikroskop kontrolliert und in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und einer

gesattigten Wasserdampfatmosphére aufbewahrt.

Nach Erreichen einer etwa 80 %-igen Konfluenz am Boden der Kulturflaschen erfolgte nach
4-minttiger Inkubationszeit das Ernten der Zellen mit 4 ml Trypsin-Losung. 25 % der
geernteten Zellen wurden erneut ausgesat und mit 20 ml frischem Kulturmedium versetzt.
Die verbliebenen Melanomzellen wurden in 10 ml vorgelegtem, erwdrmten Melanom-
Zellmedium fiir jeweils nachfolgende Versuche Uberfiihrt. Im Anschluss wurde die
Zellsuspension sedimentiert (400 x g, 5 °C, 6 Minuten), mit Kulturmedium gewaschen und

schliefRlich in frischem Kulturmedium aufgenommen.

Die gewonnenen Zellen wurden je nach Versuchsaufbau anschliefend fir anstehende

Versuche gesammelt.

3.2.2 Arbeiten mit humanen Blutzellen

Um mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) zu gewinnen, wurden Blutkonserven
von gesunden Blutspendern der Transfusionszentrale der Universitdtsmedizin Mainz

genutzt.?*®

3.2.2.1 Isolation mononukledrer Zellen des peripheren Blutes

Das dabei verwendete  Trennverfahren beruht auf dem Prinzip  der
Dichtegradientenzentrifugation. Unter dem Einfluss von Zentrifugalkraften und dem
Lymphozyten-Seperationsmedium Ficoll (Biocoll) teilen sich die verschiedenen Bestandteile
des Spenderbluts anhand ihrer unterschiedlichen Dichte und Sedimentationsgeschwindigkeit

in Zonen auf.

In einem 50 ml-Réhrchen wurde zunachst 15 ml Biocoll (Raumtemperatur) vorgelegt und

anschlieRend mit der Halfte des Gesamtvolumens des Spenderbluts vorsichtig Giberschichtet
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(etwa 30 ml). Die verbleibenden 30 ml Spenderblut wurden vorsichtig in ein zweites mit
Ficoll befiilltes Rohrchen gegeben. In der Zentrifuge erfolgte nun fir 30 Minuten bei 800 x g,
22 °C die Separation in die verschiedenen Bestandteile. Um Verwirbelungen der

Dichtegradienten zu verhindern, wurde die Bremse des Rotors ausgeschaltet.

Plasma _—
PBMC _—
Biocoll

_
Erythrozyten o v

Abbildung 5: Dichtegradientenzentrifugation
Phasenauftrennung der Blutspende nach erfolgter Dichtegradientenzentrifugation

Nach der Phasentrennung wurde nun mit einer 10 ml Glaspipette vorsichtig die PBMC-reiche
Phase zwischen Plasma und Biocoll abgenommen und in ein frisches 50 ml-Réhrchen mit 10
ml kaltem vorgelegten DPBS + EDTA Uberfiihrt. Im Anschluss wurden die soeben isolierten
Zellen zur Entfernung von restlichen verbliebenen unerwiinschten Bestandteilen in
mehreren Zentrifugations- und Waschschritten mit DPBS + EDTA (Zentrifugation 300 x g, 4
°C, 6 Minuten) gereinigt. Daraufhin folgte die Isolation der CD3" T-Zellen aus der

Zellsuspension.

3.2.2.2 Isolation von CD3" T-Zellen

Das hier verwendete Verfahren beruht auf dem Prinzip der magnetisch aktivierten
Zellseparation und findet unter Verwendung von Magnetpartikeln (Mikro Beads), an die
monoklonale anti-human CD3-Antikorper gebunden sind, statt. Diese sind in der Lage,
entsprechende Antigene auf der Zelloberfliche zu erkennen, an die Epitop-Region auf der
CD3e-Kette von T-Zellen zu binden und erméglichen somit die Abtrennung der gewilinschten

CD3" T-Zellpopulation aus der Suspension. Die Zellzuspension wird dafiir in Separations-
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Sadulen Uberfihrt. Diese sind mit einer Eisenmatrix beflllt und werden fiir den
Separationsvorgang in einen MACS-Separator gespannt. Ein starkes magnetisches Feld
entsteht, welches das Verweilen von markierten CD3" T-Zellen in der Eisenmatrix der Saule

bewirkt. Beim hier verwendeten Verfahren handelt es sich somit um eine Positivselektion.

Es wurden zunichst 400 x 10° isolierte, abzentrifugierte PBMCs mit 80 ul CD3 Mikro Beads
und 500 pl MACS-Puffer fir 15 Minuten bei 4 °C unter stidndiger Bewegung auf einem
Wackelbrett inkubiert. Nachdem durch die Zugabe von MACS-Puffer und anschlieRendem
10-minltigem Zentrifugieren alle ungebundenen Mikro Beads aus der Zellsuspension
entfernt wurden, konnte diese in bereitliegende, mit 5 ml Pufferlosung aktivierte MACS-
Saulen UGberfihrt werden. Nicht-markierte T-Zellen wurden durch dreimaliges Waschen mit
je 5 ml MACS-Puffer aus der Sdule gespilt und im Anschluss verworfen. Die gesammelten
CD3" T-Zellen in der Eisenmatrix der Sdulen wurden durch die Zugabe von 10 ml Pufferlésung
mit einem Stempel unter konstantem Druck mechanisch aus der Saule gespiilt und in
frischen 15 ml-Réhrchen aufgefangen. Die T-Zellen wurden zentrifugiert und in 10 ml

Kulturmedium aufgenommen.

Die gewonnenen Zellen wurden je nach Versuchsaufbau anschliefend fir anstehende

Versuche gesammelt und kihl gelagert.

3.2.3 CFSE-Markierung von Melanomzellen und isolierten CD3" T-Zellen

Um wahrend einer durchflusszytometrischen Messung eine Proliferations-Analyse
vornehmen zu kénnen, wurden Zellen mit CFSE inkubiert. Der Farbstoff durchdringt die
Zellmembran, lagert sich im Inneren der Zellen an und wird durch Esterasen gespalten,
sodass er dieser das Zellinnere nicht mehr verlassen kann. Zudem entsteht im Inneren der
Zelle durch den Abbau ein fluoreszierender Farbstoff. CFSE geht im Inneren der Zellen eine
Bindung mit freien Aminogruppen ein und ist somit Gber einen langeren Zeitraum stabil.
Teilen sich die gefarbten Zellen, so wird der Farbstoff im Zytoplasma zu gleichen Teilen an
die Tochtergenerationen aufgeteilt. Durch die durchlaufenen Zellzyklen verdandert sich die
Fluoreszenzintensitat der Zellen und ermoglicht mit Hilfe einer durchflusszytometrischen

Messung Rickschlisse tGber das Teilungsverhalten der markierten Zellen.

Fiir die Farbung wurde eine CFSE-Stock-Losung (1 uM CFSE in DPBS) hergestellt. Zu den
sedimentierten Zellen wurde 2 ml CFSE/1 x PBS-Losung (1 uM CFSE) gegeben und

resuspendiert. Im Anschluss folgte eine 20-miniitige Inkubationszeit bei 37 °C im
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Brutschrank. Daraufhin wurde zum Stoppen der Farbereaktion 10 ml erwarmtes X-VIVO 15 +
10 % humanes Serum Albumin (HSA) zur Zellsuspension hinzugefligt und in der Zentrifuge
pelletiert (400 x g, 6 Minuten, Raumtemperatur). Nach vorsichtigem Verwerfen des
Uberschusses wurde das Zellpellet in neuem erwirmtem Zellkulturmedium aufgenommen
und gewaschen. Anschliefend wurden fiir die folgenden Versuche die Zellzahlen der CFSE-

markierten Zellen bestimmt.

3.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Erfassung der vitalen Zellen wurde eine diffusionsbasierte Vitalfarbstoff-Farbung mit
Trypanblau vorgenommen. Unmittelbar nach der Zugabe zu der Zellsuspension erfolgt die
Einteilung in lebende und tote Zellen. Trypanblau dringt in tote Zellen ein und farbt das
Zytoplasma blau. Bei lebenden Zellen mit einer intakten Zellmembran reichert sich der
Farbstoff im Inneren hingegen nicht an. Bei Betrachtung unter dem Lichtmikroskop zeigen
sich daher lebende Zellen ungefarbt. Fur das Vorgehen wurde eine 1/10-Verdinnung der
Zellsuspension mit der Trypanblau-Losung hergestellt. AnschlieBend erfolgte die Auszahlung

der Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop.
Mit einer Formel |dsst sich die Anzahl der Zellen je Volumeneinheit definieren.

Zellzahl = Anzahl der Zellen im Grofsquadrat x Gesamtvolumen der Zellsuspension (in ml) x

Verdiinnungsfaktor x Kammerfaktor (10°)

3.2.5 Plasmabehandlung

Fiir die Behandlungen mit KaP wurden die ausgewahlten Zellen unter festgelegten
Bedingungen kultiviert, Plasma behandelt und anschlieRend verschiedene Messungen

vorgenommen.

3.2.5.1 Kulturbedingungen Melanom-Zelllinien

Fir die Durchfiihrung der Plasmabehandlung wurden die gezahlten Zellen in 24-Loch-Platten
ausgesit. Pro Vertiefung wurde eine gewiinschte Zellzahl von 1 x 10° Zellen in 2 ml
Melanom-Zellkulturmedium festgelegt. Jeder Versuchsansatz bestand aus einer
unbehandelten Kontrollprobe (Negativprobe) und jeweils zwei Proben (Dubletten) fir die
jeweilige Behandlungszeit. Je nach Versuchsaufbau wurde zudem eine Tod-Kontrolle der

Zellen (Positivprobe) mit 200 pl DMSO angesetzt. Bis die ausgesaten Zellen adharent waren,
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wurden die befiillten Loch-Platten im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO, gelagert. Im Anschluss

erfolgte die Durchfiihrung der Plasmabehandlung.

Samtliche weiterfihrende Messungen wurden nach einer Inkubationszeit von drei Tagen

und Lagerung im Brutschrank vorgenommen.

3.2.5.2 Kulturbedingungen CD3" T-Zellen

Beim Ansetzen der CD3" T-Zellen wurde bei der Plasmabehandlung wurden zunichst die
gezdhlten Zellen in 24-Loch/Platten ausgesadt. Pro Vertiefung wurde eine gewilinschte
Zellzahl von 2.5 x 10° Zellen in 2 ml T-Zell-Kulturmedium (X-VIVO 15) festgelegt. Ein
Versuchsansatz bestand auch hier aus einer unbehandelten Kontrolle (Negativ-Kontrolle)
und jeweils einer Vertiefung in der Lochplatte pro Behandlungszeit. Abhdngig vom jeweiligen
Versuch wurden zwei Versuchsansatze parallel angesetzt. So gab es einen Versuchsansatz
mit unstimulierten CD3" T-Zellen und stimulierten CD3" T-Zellen. Die Stimulation der Zellen
erfolgte dabei mit den monoklonalen Antikdrper anti-CD3 1.0 pg/ml und anti-CD28 1.0

pug/ml. Im Anschluss erfolgte die Durchfiihrung der Plasmabehandlung.

Samtliche weiterfihrende Messungen, sofern nicht anders beschrieben, wurden auch hier

nach einer Inkubationszeit von drei Tagen und Lagerung im Brutschrank vorgenommen.

3.2.5.3 Behandlungsablauf

Fir die Behandlung der Zellen wurde der Plasmalet PM-10 (siehe Kapitel 3.1.1.1) verwendet.
Die Zellen wurden je nach Versuchsaufbau fiir definierte Zeiten (CD3" T-Zellen: 5 Sekunden,
30 Sekunden, 60 Sekunden; Melanomzellen: 1 Minute, 2 Minuten, 3 Minuten) und mit
einem definierten Abstand von 1 cm dem Plasmastrahl ausgesetzt. Die ausgewihlten
Behandlungzeiten der Melanomzellen'® **° 8 ynd der T-zellen?*” 2** 22° wurden auf Basis
von in der Literatur beschriebenen Zeiten getroffen. Unter zur Hilfenahme einer Stoppuhr
und eines Stativs zur Fixierung des Plasmahandstiickes erfolgte die KaP-Behandlung.
Wiéhrend der Plasmabehandlung wurde die Kulturplatte manuell so bewegt, dass der
einfallende Plasmastrahl moglichst gleichmaRig auf die gesamten zu behandelten Zellen in

den Vertiefungen traf. Abbildung 6 zeigt den Versuchsaufbau fiir die KaP-Behandlungen.
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Abbildung 6: Versuchsaufbau
Versuchsaufbau Plasmabehandlung mit Fixierung des Plasmahandstiicks und Stoppuhr

3.2.5.4 Antioxidantien

Alle neun Naturstoff-Arbeitslosungen wurden mittels Testversuchen (siehe 4.1.4.1 und
4.2.3.1) auf ihre Toxizitat und ihren Einfluss auf das Proliferationsverhalten getestet. Die

Messungen erfolgten mittels Durchflusszytometrie.

Fir die anschlieBenden Kombinations-Versuche in Ko-Kulturen aus den verschiedenen
Naturstoff-Losungen und den Plasmabehandlungen wurden jeweils, abhangig von der
gewinschten Endkonzentration (siehe 3.1.3.1), 10 ul der ausgewahlten Naturstoff-Losung
unmittelbar vor der Plasmabehandlung zu den Zellen in den Vertiefungen der Lochplatte

hinzugegeben und resuspendiert.

3.2.6 Datenerhebung

Zur Erhebung der Daten wurden verschiedene Verfahren und entsprechende

Versuchsprotokolle verwendet.

3.2.6.1 Resazurin-Zell-Viabilitéts-Test

Zur Detektion der metabolischen Aktivitdt von Melanomzellen wurde ein Floureszenz-Test

durchgefiihrt. Durch die Reduktion des Redox-Indikators Resazurin in den metabolisch
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aktiven Zellen entsteht pinkfarbenes, fluoreszierendes Resorufin. Abbildung 7 zeigt den

Farbumschlag eines beispielhaften Resazurin-Tests mit behandelten Melanomzellen.

Die gemessenen Fluoreszenzwerte des Tests werden als proportional zur Zellzahl lebender
Zellen angesehen und mit Hilfe einer unbehandelten Kontrollprobe (Negativ-Kontrolle/ ¢)

normiert.

Um den Test zu starten, wurde eine Resazurin-Stock-Losung (0.3 mg/ml in DPBS) hergestellt

und in die jeweiligen Plattenvertiefungen mit einer 50-fachen Verdiinnung hinzugefiigt.

Nach einer 60-minitigen Inkubationszeit erfolgte die Messung der Fluoreszenzwerte durch
einen Multiplate-Reader (Hidex Sense Beta Plus). Als Filter wurde fiir die Messungen eine
Anregungswellenldange von 544/20 nm und eine Emissionswellenldnge von 590/20 nm
festgelegt. Fir die Hintergrund-Kontrolle der Messungen wurde zusatzlich eine Vertiefung

der Lochplatte mit ausschlieBlich Zellkulturmedium angesetzt.

Abbildung 7: beispielhafter Resazurin-Test
Farbumschlag eines  beispielhaften  Resazurin-Tests mit  Melanomzellen und verschiedenen
Plasmabehandlungszeiten

3.2.6.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder auch , Fluorescence Activated Cell Sorting” (FACS)-Analyse, ist
eine Quantifizierungsmethode basierend auf der ZellgréBe, der Zellgranularitat und
Molekilen auf der Zelloberflache. Die Messungen ermdglichen die Trennung verschiedener
Zellpopulationen einer Zellsuspension voneinander. Dabei passieren suspendierte Zellen
einzeln mehrere Laserstrahlen. Mehrere Detektoren registrieren dabei charakteristische

Lichtsignale, die charakteristisch fiir den Zelltyp und die Zellvorbehandlung der jeweiligen
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Zelle sind. Durch die dabei entstehende Lichtstreuung (Seitwartsstreulicht: SSC) und die
Lichtbeugung (Vorwartsstreulicht: FSC) konnen Aussagen Uber die relative GroRe und die
relative Granularitat bzw. Komplexitat der Zellen getroffen werden. Zusatzlich ermdglichen
Fluoreszenzfarbstoffe an der Oberflache Riickschliisse auf die spezifische Fluoreszenz und
die entsprechende relative Fluoreszenz-Intensitdt einzelner Zellen. Das Prinzip der
verwendeten Fluoreszenzmarkierung beruht auf der Antikdrper-Antigen-Reaktion, wobei
unterschiedlichste fluoreszenzfarbstoffmarkierte Antikérper zum Einsatz kommen koénnen.
Trifft der Laser einer spezifischen Wellenlange auf die mit Fluorochrom markierte Zelle,
werden Elektronen auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Da dieser Zustand nicht stabil
ist, fallen die Elektronen im Anschluss wieder auf ihr Ursprungsenergieniveau zuriick und
Energie in Form von Photonen wird frei. Diese Emission von Photonen erfolgt in einer
charakteristischen Wellenlange und wird von einem Photonendetektor registriert. Durch die
jeweils charakteristischen Emissionsspektren der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe ist es

moglich, gleich mehrere Farbstoffe in einer Messung zu verwenden.
Antikérperfarbung von Oberflaichenmolekilen

Fiir die durchflusszytometrischen Analysen wurden die adhdrenten behandelten
Melanomzellen zunichst mit 250 pl Accutase geerntet. Von den behandelten CD3" T-Zellen
wurden 250 pl der Zellsuspension entnommen. Die gesammelten Zellen wurden
anschlieRend fiir die Farbungen in eine 96-Mikroplatte lGberfiihrt. Nach Zentrifugation der
befiillten Mikroplatten (4 Minuten, 400 x g, 4 °C) wurde der Uberstand verworfen und die
pelletierten Zellen mit 100 pl FACS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit je
10 pl Lebend-/Tod-Farbung (FVD780) fur 20 Minuten bei 4 °C und bei Dunkelheit inkubiert.
Nachdem die Zellen erneut mit 200 ul FACS-Puffer gewaschen wurden, erfolgte je nach
Versuchsaufbau zusatzlich die Zugabe von 10 pl des Antikorpermixes, bestehend aus
mehreren Primarantikérpern, zur Detektion von Oberflaichenmolekiile. Folgende Antikorper
wurden zusatzlich zur T-Zell-Differenzierung verwendet: anti-CD3, anti-CD4 und anti-CD8
(siehe Kapitel 3.1.4). Darauf folgte eine erneute Inkubationszeit von 20 Minuten (4 °C,
Dunkelheit). AbschlieBend wurden die gefarbten Zellen in 200 pl FACS-Puffer aufgenommen
und fur die folgenden durchflusszytometrischen Analysen in FACS-Réhrchen tberfiihrt. War
es nicht moglich, die durchflusszytometrischen Messungen am gleichen Tag vorzunehmen,
so wurden die gefarbten Zellen in eine Fixierlosung (1 % PFA + DPBS) aufgenommen und bis

zum Messzeitpunkt bei Dunkelheit im Kihlschrank gelagert.
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Die Messungen der vorbereiteten Zellen erfolgten am BD FACS LSRIl mit der Software BD
FACS DIVA. Zur weiteren Analyse der Daten wurde die online verfiigbare Plattform

Cytobank®’ (https://community.cytobank.org/cytobank/login) verwendet.

3.2.6.3 Morphologische Bilder

Zur Erfassung morphologischer Veranderungen durch KaP wurden drei Tage nach erfolgter
Plasmabehandlung unter Verwendung eines Lichtmikroskops reprasentative Bilder der

Zellkulturen angefertigt.

3.2.6.4 Genexpressionsanalysen

Um KaP-induzierte zelluldre Verdanderungen besser einordnen zu kdnnen wurden
Genexpressionsanalysen mittels quantifizierter Real-Time Polymerase-Ketten-Reaktion
durchgefihrt (gRT-PCR). Dafir wurden Messungen der gleichen Proben nach 16 Stunden
und nach drei Tagen vorgenommen. Die Versuchsansatze enthielten jeweils eine
unbehandelte Negativprobe, eine Probe nach Zugabe einer Naturstoff-Arbeitslosung, eine
plasmabehandelte Probe sowie eine Probe aus der Kombination Naturstoff-Arbeitslosung

und anschlieRender Plasmabehandlung.
Isolation und Quantifizierung von RNA

Die behandelten Melanom- und T-Zellen wurden in Aliquotes Uberfiihrt und fir zwei
Minuten bei 500 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Zellen in Lyse-Puffer des
peqGOLD Mirco RNA Kit (VWR International GmbH) resuspendiert. Wahrend des kompletten
Isolations-Prozesses wurden die Herstellerangaben berlicksichtigt. Die befillten Aliquotes

wurden bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde das Spektralphotometer (Nanodrop,

ThermoScience) verwendet.
cDNA Synthese mittels RT-qPCR

Aus der isolierten RNA konnte anschlieRend mit Hilfe von reversen Transkriptasen die
benotigte cDNA synthetisiert werden. Zum Einsatz kam dabei das iScript cDNA Synthese Kit
(Bio-Rad). Eingesetzt wurden 120 ng isolierter RNA jeder Probe.?”® Tabelle 10 zeigt die

verwendeten Komponenten in den entsprechenden Volumina (pro Reaktion).
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Reaktionsaufbau

Tabelle 10: Reaktionsaufbau cDNA-Synthese

Komponenten Volumen pro Reaktion (in pl)
5 x iSkript Reaktions-Mix 4

iSkript Reverse-Transkriptase 1

Nuklease-freies Wasser variabel

RNA Template variabel

Gesamtvolumen 20

Reaktionsprotokoll

Der Reaktionsmix wurde in einem Thermocycler nach Herstellerangaben inkubiert und das in

Tabelle 11 dargestellt Reaktionsprotokoll verwendet.

Tabelle 11: Reaktionsablauf cDNA-Synthese

Priming 5 Minuten bei 25 °C
Reverse-Transkription 20 Minuten bei 46 °C
RT Interaktion 1 Minute bei 95 °C
Optionaler Schritt Halten bei 4 °C

Quantitative Real-Time PCR

Die ,Polymerase Chain Reaction” (PCR) ist ein zyklischer Prozess zur selektiven,
exponentiellen Amplifikation einer bestimmten DNA-Sequenz. Entscheidend fiir die
Selektivitdt des Prozesses sind die ausgewdhlten Primer. Der Zyklus besteht aus drei

temperaturabhangigen Schritten:

1. Denaturierung der DNA-Doppelstrange
2. Anlagerung der Primer an die DNA

3. Verldngerung durch eine thermostabile DNA-Polymerase

Der entstandene neue Strang steht nun wiederum als Vorlage fiir einen neuen Zyklus zur

Verfiigung. Bei der quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) werden zur Detektion von PCR-
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Produkten Floureszenz-Farbstoffe (SYBR-GREEN) verwendet. SYBR-Green bindet
hochspezifisch an doppelstrangige DNA und ermoglicht anschlielend Ulber gemessene
Fluoreszenzsignale eine Quantifizierung der PCR-Produkte. Die Besonderheit dieses
Verfahrens besteht in der Datenerfassung wahrend des Ablaufes der PCR. Entscheidend fir
die Charakterisierung ist dabei der Zeitpunkt eines Fluoreszenzanstiegs wahrend der
Vervielfaltigung. Je friiher es zu einem Anstieg der Fluoreszenz kommt, desto mehr

anfangliche DNA-Sequenzen waren in der Probe enthalten.”” 2*°

Die gRT-PCR wurde nach Herstellerangaben mit dem SYBR Green gPCR Kit (Bimake)
durchgefiihrt. Jede Probe wurde in Dubletten angesetzt. Tabelle 12 zeigt die fiir die gRT-PCR
verwendeten Komponenten in entsprechenden Volumina (pro Reaktion). Die Messungen
der Melanomzellen erfolgte mit dem 73000 Real Time PCR System (Applied BioSystem), die
Messungen der T-Zellen mit dem Rotor-Gene Q (QIAGEN). Die Programmeinstellungen

wurden nach Herstellerangaben festgelegt (45 Zyklen).

Reaktionsaufbau

Tabelle 12: Reaktionsaufbau qRT-PCR

Komponente Volumen pro Reaktion (in pl)
2 x Bimake SYBR Green Master Mix 10

Probe 2

Vorwartsprimer 1

Rickwartsprimer 1

Carboxy-X-Rhodamine (ROX) Referenz- 0.4

Farbung
RNAse-freies Wasser Differenz bis 20
Gesamtvolumen 20

Zum Einsatz kamen folgende Melanomzell-Primer:
CDKN2a: CDKN2A s  CTTCGGCTGACTGGCTGG

CDKN2A_as TCATCATGACCTGGATCGGC
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HIF1: HIFlalpha_s CACAGAAATGGCCTTGTGAA
HIFlalpha_as CCAAGCAGGTCATAGGTGGT

Zum Einsatz kamen folgende T-Zell-Primer:

IL-2: IL-2-s CAAGAAGGCCACAGAACTGAA
IL-2-as TGGTTGCTGTCTCATCAGCAT
IFN-y: IFNG_s GGCTTTTCAGCTCTGCATCG

IFNG_as TCTGTCACTCTCCTCTTTCCAA
IL-10: IL-10_s ACGGCGCTGTCATCGATTT

IL-10_as GCCACCCTGATGTCTCAGTT
FOXP3: FOXP3_s CACTGCCCCTAGTCATGGTG

FOXP3_as CGTTGAGAGCTGGTGCATGA

Zur Normalisierung aller Expressionen wurde das Haushaltsgen Glycerinaldehy-3-phosphat-
Dehydogenase (GAPDH) ausgewahlt. Das Verhéltnis von Haushaltsgen und Zielgen wurde

mit der delta-delta CT-Methode kalkuliert.?**

3.2.7 Statistische Auswertung

Die Daten wurden zundchst mit dem Programm Excel Microsoft Office erfasst und
anschlieBRend mit dem Statistikprogramm SPSS (Superior Performance Software System

Version 23) ausgewertet.

3.2.7.1 Deskriptive Auswertung

Fiir die deskriptiven Analysen wurden die Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen

(SD) ermittelt.

Zur graphischen Darstellung der erhobenen Daten wurden Balkendiagramme (SD +/- 1)
ausgewadhlt.

3.2.7.2 Explorative Auswertung

Aufgrund der geringen StichprobengroBe wurde keine Normalverteilung der erhobenen
Daten angenommen. Um Wertunterschiede zu definieren wurden bei unabhangigen

Stichproben Tests nach Kruskal Wallis/ Whitney-U (Positiv-Kontrollen sind aus den Tests
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ausgeschlossen) angewandt. Bei abhangigen Stichproben wurde der Wilcoxon-
Vorzeichentest angewendet. Wertunterschiede sind auf Schaubildern mit Sternen markiert
(***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05). Zur Bestimmung von Korrelationen wurde der

Spearmann-Korrelationstest durchgefihrt (r).
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4 Ergebnisse

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die in vitro Untersuchung (i) des zeitabhangigen Effekts
von KaP in Bezug auf die metabolische Aktivitdt und die Morphologie von Melanomzellen
sowie auf die Vitalitat und das Proliferationsverhalten von humanen Melanom- und
Immunzellen. Fir die Versuchsansdtze wurden verschiedene Plasmabehandlungszeiten
(Melanomzellen: 1 Minute, 2 Minuten, 3 Minuten; CD3" T-Zellen: 5 Sekunden, 30 Sekunden,
60 Sekunden) ausgewihlt. Die Behandlungen der Tumorzellen beziehungsweise der CD3" T-
Zellen erfolgte jeweils an Tag 0. Darauffolgende Analysen — sofern nicht anders beschrieben

—wurden nach drei Tagen durchgefiihrt.

Des weiteren wurde der Einfluss von Antioxidantien in Form verschiedener Naturstoff-
Losungen (Kaffeesdure, Rutin-Hydrat und Resveratol) auf die mit KaP behandelten Zellen
getestet um (ii) den Effekt des Plasmas auf die Zellen zu reduzieren und (iii) mittels
Genexpressionsanalysen Aufschluss Uber die genaue Wirkungsweise von KaP erlangt

werden.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche beschrieben. Zunéachst

die der Versuchsreihen mit den Melanom-Zelllinien MaMel-19 und UKRV-15a.

4.1 Ergebnisse der Melanomzell-Versuche

4.1.1 Einfluss von KaP auf die Morphologie von Melanomzellen

Um morphologische Veranderungen der beiden Melanom-Zelllinien UKRV-15a und MaMel-
19 nach erfolgter Plasmabehandlung untersuchen zu koénnen, wurden mikroskopische
Aufnahmen der jeweiligen Zellkulturen gemacht. Neben den Aufnahmen der Proben mit
unterschiedlichen Behandlungszeiten wurden zudem Aufnahmen von Negativproben
(unbehandelte Melanomzellen) und Positivproben (Tod-Kontrolle mit 200 pl DMSO)
angefertigt. Die im Folgenden dargestellten und fiir die jeweilige Zellkultur reprasentativen
mikroskopischen Bilder wurden nach dreitagiger Inkubationszeit aufgenommen (vig.

Abbildung 8 und Abbildung 9)
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Mikroskopische Aufnahmen Zelllinie MaMel-19

Unbehandelte Kontrolle 1 Minute

Abbildung 8: Aufnahmen mit dem Lichtmikroskop der Melanomzellen MaMel-19 nach Plasmabehandlung zur
Untersuchung morphologischer Veranderungen (MaRstabskala 400 um)
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Mikroskopische Aufnahmen Zelllinie UKRV-15a

Unbehandelte Kontrolle 1 Minute

Abbildung 9: Aufnahmen mit dem Lichtmikroskop der Melanomzellen UKRV-15a nach Plasmabehandlung zur
Untersuchung morphologischer Veranderungen (MaRstabskala 400 um)
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Um den Einfluss von KaP auf die Morphologie der Tumorzellen besser beurteilen zu kénnen,
wurden in Abbildung 8 und Abbildung 9 zusatzlich zu den Aufnahmen mit unterschiedlichen
Behandlungszeiten jeweils Negativkontrollproben von unbehandelten Zellen beider
Zelllinien abgebildet. In der Negativkontrolle zeigt sich ein dichter Zellrasen aus
gleichmaRigen, langlichen, adharenten Zellen. Nach einer Minute KaP-Behandlung stellt sich
bei beiden Zelllinien eine deutlich verringerte Zelldichte im Vergleich zur
Negativkontrollprobe dar. Die Melanomzellen beider Zelllinien zeigen sich jedoch noch zum
GroRteil langlich und adharent. Mit steigender Behandlungszeit &ndert sich das
mikroskopische Erscheinungsbild der Zellkulturen zunehmend. Es sind nun immer mehr
runde und nicht-adhdrente Zellen sichtbar. Morphologisch dhneln KaP-behandelten Zellen
nun zunehmend den Zellen der Tod-Kontrolle. Nur zu geringen Anteilen sind die Zellen nach
drei Minuten Plasmabehandlungszeit noch langlich und adharent. Die Zellzahl hat sich
augenfallig zunehmend verringert und der dichte Zellrasen am Boden der Zellkultur ist

verschwunden.

Zusammenfassend ist auf Basis der mikroskopischen Darstellungen in Abbildung 8 und
Abbildung 9 ein von der Behandlungszeit abhdngiger Effekt von KaP auf die Adharenz, das

Zellwachstum und das Zelliberleben bei beiden Zelllinien zu vermuten.

4.1.2 Wirkung von KaP auf die metabolische Aktivitéit von Melanomzellen

Die mikroskopischen Aufnahmen in 4.1.1 lassen einen zeitabhangigen Effekt von KaP auf das
Zellwachstum, die Zellzahl sowie auf den Anteil vitaler und adharenter Melanomzellen der
beiden Zelllinien MaMel-19 und UKRV-15a vermuten. Um den Einfluss von KaP genauer zu
untersuchen und zu quantifizieren, wurde deshalb mit Resazurin-Tests der Anteil
metabolisch-aktiver Zellen nach den Plasmabehandlungen ermittelt und in Abbildung 10

graphisch dargestellt.
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Abbildung 10: Verianderungen der metabolischen Aktivitat (Resazurin-Test) von Melanomzellen unter dem
Einfluss von KaP

Flr die Analysen wurden Melanomzellen der Zelllinien MaMel-19 und UKRV-15a mit unterschiedlich lange mit
Plasma behandelt (Plasmabehandlungszeiten: 1 Minute, 2 Minuten, 3 Minuten) und anschlieRend kultiviert. Es
wurden zudem unbehandelte Negativproben (0 Minuten Plasmabehandlung) sowie Positivproben (Tod-
Kontrolle mit 200 ul DMSO) angesetzt. Nach drei Tagen wurde mittels Resazurin-Tests und anschlieBenden
Fluoreszenzmessungen die metabolische Aktivitdt (in %) der Melanom-Zelllinien ermittelt. Die Messwerte aus
den Versuchsansidtzen (n = 10) wurden gemittelt und auf die unbehandelten Negativproben normiert.
Wertunterschiede wurden mittels Kruskal Wallis-Test ermittelt und sind durch Sterne markiert (**p < 0.01,
***p <0.001).

Wie in Abbildung 10 dargestellt, ergibt sich mit zunehmender Plasmabehandlungszeit eine
sinkende metabolische Aktivitdit bei beiden Melanom-Zelllinien. Die genormten
metabolischen Aktivitats-Mittelwerte der unterschiedlichen Behandlungsgruppen (1 Minute,
2 Minuten, 3 Minuten) sind bei Zellen der Zelllinie MaMel-19 jeweils um etwa 10 % niedriger
als bei der Zelllinie UKRV-15a. So liegen die Mittelwerte nach einer Minute
Plasmabehandlung bei MaMel-19 bei 67 % (SD = 15 %), bei UKRV-15a bei 75 % (SD = 8 %).
Die Zellen der Gruppe nach zweiminitiger Plasmabehandlung zeigen Mittelwerte von etwa
50 % (MaMel-19: MW = 51 %; SD = 11 %; UKRV-15a: MW = 57 %; SD = 12 %). Nach drei
Minuten Plasmabehandlung bleiben bei beiden Zelllinien weniger als 40 % metabolisch-

aktiver Zellen Gbrig (MaMel-19: MW =30 %; SD = 10 %; UKRV-15a: MW =39 %; SD = 10 %).

Ein Kruskal Wallis-Test ergab Wertunterschiede hinsichtlich des Anteils metabolisch aktiver
Zellen zwischen den verschiedenen Behandlungszeiten. So zeigen sich fiir beide Zelllinien
jeweils verdanderte Wertunterschiede zwischen den Plasmabehandlungsgruppen ,0

Minuten” und ,,2 Minuten” (MaMel-19: p = 0.002; UKRV-15a: p = 0.001), ,,0 Minuten“ und ,,3
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Minuten” (MaMel-19: p < 0.001; UKRV-15a: p < 0.001) sowie ,1 Minute” und ,,3 Minuten“
(MaMel-19: p = 0.005; UKRV-15a: p = 0.005).

Die Korrelation der Variablen ,,Plasmabehandlungszeit” und ,, metabolische Aktivitat” wurde
zudem mittels Spearman-Korrelation (iberprift. Dabei ergaben sich bei beiden Melanom-
Zelllinien signifikante Korrelationen zwischen diesen beiden GroRen (MaMel-19: r = -0.958;
UKRV-15a: r = -0.959). Zusammenfassend lasst sich darstellen, dass je langer eine
Plasmabehandlung andauert, desto geringer fallt dementsprechend die gemessene

metabolische Aktivitat der Zellen aus.

4.1.3 Wirkung von KaP auf die Vitalitét und das Proliferationsverhalten von
Melanomzellen

Nachdem durch die Resazurin-Tests eine zunehmend verminderte metabolische Aktivitat bei
steigender Plasmabehandlungszeit gezeigt werden konnte, wurde anschlieRend der Einfluss
von KaP auf die Vitalitat und auf das Proliferationsverhalten der Melanom-Zelllinien

Uberpruft.
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4.1.3.1 Verdinderungen der Vitalitdit
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Abbildung 11: Veranderungen der Vitalitdt bei Melanomzellen durch den Einfluss von KaP

Flr die Analysen wurden CFSE-markierte Melanomzellen der Zelllinie MaMel-19 und UKRV-15a unterschiedlich
lange (Plasmabehandlungszeiten: 1 Minute, 2 Minuten, 3 Minuten) mit KaP behandelt und anschliefend
kultiviert. Es wurden zudem unbehandelte Negativproben (0 Minuten KaP-Behandlung = ¢) sowie
Positivproben (Tod-Kontrolle mit 200 ul DMSO) angesetzt. An Tag drei wurde mittels Lebend/Tod-Farbung
(FVD780) und anschlieBender durchflusszytometrischer Messung der Anteil lebender Zellen (in %) ermittelt. A
Dargestellt ist ein reprasentatives FACS-Plot-Beispiel der verschiedenen Behandlungszeiten eines
Versuchsansatzes sowie die Gating-Strategie vitaler Zellen. B Gemittelte und auf die unbehandelten
Negativproben normierte Werte aus 3 Versuchsansatzen (n = 3) sind dargestellt. Wertunterschiede wurden
mittels Kruskal Wallis-Test ermittelt und sind durch Sterne markiert (*p < 0.05).

Wie Abbildung 11 B erkennen lasst ist nach drei Tagen die Tendenz einer sinkenden Vitalitat

beider Tumor-Zelllinien bei zunehmenden Plasmabehandlungszeiten festzustellen. Die
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beiden Zelllinien reagieren dabei mit auffdllig unterschiedlich stark ausgepragten
Vitalitatsverlusten auf die Plasmabehandlungen. Die Mittelwerte unterscheiden sich
untereinander innerhalb der gleichen Behandlungsgruppe 1 (1 Minute) kaum (MaMel-19:
MW = 89 %, SD = 2 %; UKRV-15a: MW = 89 %, SD = 4 %). Ab einer der
Plasmabehandlungszeit von zwei Minuten ist vor allem bei Zellen der Zelllinie MaMel-19 ein
deutlich starkerer Vitalitdtsverlust im Vergleich zu den Zellen der Zelllinie UKRV-15a zu
erkennen (MaMel-19: MW = 51 %, SD = 4 %; UKRV-15a: MW = 78 %, SD = 4 %). Nach
dreiminitiger Plasmabehandlung liegen erneut deutliche Mittelwertunterschiede (MaMel-
19: MW =19 %, SD = 11 %, UKRV-15a: MW = 55 %, SD = 4 %) zwischen den beiden Tumor-
Zelllinien vor. Die Werte beider Zelllinien der Behandlungsgruppe mit dreiminttiger
Plasmabehandlung unterscheiden sich (p = 0.012) im Vergleich zu den Vitalitdtswerten der

unbehandelten Negativproben.

4.1.3.2 Verdinderungen des Proliferationsverhaltens
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Abbildung 12: Veranderungen des Proliferationsverhaltens von Melanomzellen durch den Einfluss von KaP

Flr die Analyse wurden CFSE-markierte Melanomzellen der Zelllinien MaMel-19 und UKRV-15a unterschiedlich
lange (1 Minute, 2 Minuten, 3 Minuten) mit KaP behandelt und anschlieBend kultiviert. Es wurden zudem
unbehandelte Negativproben (0 Minuten KaP-Behandlung = ¢) sowie Positivproben (Tod-Kontrolle mit 200 pl
DMSO) angesetzt. Mittels Durchflusszytometrie wurde nach drei Tagen der Anteil proliferierender Zellen (in
CFSE-Werten) in den Zellkulturen analysiert. A Gezeigt wird ein reprasentatives Uberlagerungs-Histogramm der
verschiedenen Behandlungszeiten eines Versuchsansatzes. B Dargestellt sind die gemittelten und auf die
unbehandelten Negativproben normierten Werte aus 3 Versuchsansatzen (n = 3). Wertunterschiede wurden
mittels Kruskal Wallis-Test bestimmt und sind mit Sternen markiert (*p < 0.05).

Wie in Abbildung 12 B dargestellt fihrt die Behandlung mit KaP zu einer zeitabhangigen
Inhibition der Proliferation beider Melanom-Zelllinien. Deutlich wird dies durch die hoch

bleibenden CFSE-Werte der behandelten Tumorzellen. Die genormten Mittelwerte der
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Melanomzellen MaMel-19 stellen sich nach zwei Minuten Plasmabehandlungszeit um etwa
das 4-fache (MW = 4.06, SD = 0.19) und nach drei Minuten Plasmabehandlungszeit um etwa
das 5-fache (MW = 5.07, SD = 0.49) des Ursprungs-CFSE-Wertes der unbehandelten
Negativprobe hoher dar. Die Melanomzellen der Zelllinie UKRV-15a zeigen in etwa die
gleiche Tendenz nach den Behandlungen, jedoch in geringerem Ausmal (2 Minuten: MW =
1.80, SD = 0.18; 3 Minuten: MW = 2.95, SD = 0.36). Veranderte Wertunterschiede zeigen sich

jeweils zwischen den beiden Behandlungsgruppen ,,3 Minuten” und ,,0 Minuten” (p = 0.012).

Zusammenfassend lasst sich somit eine behandlungszeitabhdngige Inhibition der
Proliferation, der Vitalitdit sowie der metabolischen Aktivitdit der Melanomzellen
beobachten. Das Ausmal der untersuchten biologischen Wirkung von KaP auf die beiden

Zellinien fallt dabei unterschiedlich stark aus.

4.1.4 Ko-Kulturen aus Antioxidantien und KaP-exponierten Melanomzellen

Um die in 4.1.3 beobachteten Effekte von KaP genauer untersuchen zu kdnnen, wurde im
Folgenden untersucht, welche Auswirkungen die Zugabe von Antioxidantien in Form von

Naturstoff-Losungen auf die KaP-exponierten Melanomzellen hat.

4.1.4.1 Wirkung von Antioxidantien auf Melanomzellen

Um den Einfluss der Antioxidantien selbst auf die Vitalitat und auf das
Proliferationsverhalten der Tumorzellen zu prifen, wurde zu Beginn der Versuchsreihe

zunachst einige Antioxidantien-Testversuche durchgefiihrt.
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Abbildung 13: Antioxidantien-Test Melanomzellen— Naturstoff-Losungen und ihre Auswirkungen auf
Melanomzellen

Die Zellen der Melanom-Zelllinien MaMel-19 und UKRV-15a wurden mit CFSE markiert und anschlieRend mit
drei verschiedenen Naturstoffen-Losungen (Kaffeesdure, Rutin-Hydrat, Resveratol) in drei unterschiedlichen
Konzentrationen (100 uM, 10 uM, 1 uM) stimuliert. Nach drei Tagen erfolgte die durchflusszytometrische
Analyse der A Vitalitdt (in %) und B des Proliferationsverhaltens (in CFSE-Werten) der kultivierten Zellen.
Dargestellt sind die gemittelten und auf die unbehandelten Negativproben normierten Mittelwerte aus 3
Versuchsansatzen (n = 3).

Die Zugabe der Naturstoff-Losungen nimmt in unterschiedlichem MaRBe Einfluss auf das
Proliferationsverhalten der Tumorzellen (Abbildung 13 A). Beurteilt man den Einfluss der
Kaffeesdaure auf die Vitalitdat der Tumorzellen zeigen sich nach der Zugabe aller drei
Konzentrationen leicht verminderte, jedoch anndhernd unveranderte Vitalitdtswerte (UKRV-
15a: Kaffeesdure 100 uM: MW = 94 %, SD = 3 %; Kaffeesdure 10 uM: MW =96 %, SD = 0 %;
Kaffeesdure 1 uM: MW =96 %, SD = 0 %; MaMel-19: Kaffeesdure 100 uM: MW = 96 %, SD =
2 %; Kaffeesdure 10 uM: MW =100 %, SD = 0 %, Kaffeesdure 1 uM: MW =99 %, SD = 4 %).

Die Addition von Rutin-Hydrat zu den Tumorzellen UKRV-15a zeigt vor allem in der hochsten
Konzentration einen negativen Einfluss auf das Uberleben der Zellen (MW = 88 %, SD = 2 %).
Mit sinkender Konzentration der Rutin-Hydrat-Losungen steigt in geringem Ausmal} der
Anteil vitaler Zellen (10 uM: MW =97 %, SD = 3 %; Arbeitslésung 1 uM: MW =98 %, SD =1
%). Die Zellen der Zelllinie MaMel-19 reagieren durch die Zugabe der Rutin-Hydrat-Losungen
nur mit geringfligigen Veranderungen ihrer Vitalitdt (MaMe-19: Rutin-Hydrat 100 uM: MW =
100 %, SD = 0 %; Rutin-Hydrat 10 uM: MW =96 %, SD = 1 %; Rutin-Hydrat 1 uM: MW = 98 %,
SD =1%).
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Durch die Zugabe der Resveratol wird ein konzentrationsabhangiger Verlust der Vitalitat
beider Melanom-Zelllinien hervorgerufen. So zeigt sich nach Addition der hochsten
Resveratol-Lésung eine Verminderung der Vitalitdt um circa 40 % (MaMel-19: MW = 45 %,
SD = 4 %; UKRV-15a: MW = 60 %, SD = 5 %). Die Resveratol-Losung in 10 uM Konzentration
reduziert den Anteil vitaler UKRV-15a Tumorzellen um circa 25 % (MW =75 %, SD = 3 %).
Zellen der Zelllinie MaMel-19 reagieren hingegen auf diese Resveratol-Losung nur mit
geringflgigen Vitalitatsverlusten (MW = 94 %, SD = 0 %). Die am niedrigstens konzentrierte
Naturstoff-Losung ruft ebenfalls nur geringe Veranderungen der Vitalitat hervor (MaMel-19

1 pM: MW =97 %, SD = 3 %; UKRV-15a 1 pM: MW =96 %, SD = 2 %).

Auch die Proliferation der Melanom-Zelllinien wird in unterschiedlichem Ausmal’ durch die
Zugabe der Naturstoff-Losungen inhibiert (Abbildung 13 B). Beurteilt man die Wirkung der
Arbeitslosungen der Kaffeesdure auf die Tumorzellen, zeigt sich nach Zugabe der drei
Konzentrationen ein geringer Anstieg der CFSE-Werte beider Melanom-Zelllinien (MaMel-19:
Kaffeesdaure 100 uM: MW = 1.39, SD = 0.02; Kaffeesdure 10 uM: MW = 1.24, SD = 0.01;
Kaffeesdure 1 uM: MW = 1.27, SD = 0.06; UKRV-15a: Kaffeesdure 100 uM: MW = 1.20, SD =
0.04; Kaffeesdure 10 uM: MW = 1.14, SD = 0.01; Kaffeesdure 1 uM: MW = 1.15, SD = 0.00).

Durch die Zugabe der Rutin-Hydrat-Losungen zu den Melanomzellen ist die gleiche Tendenz
zu beobachten. Die CFSE-Werte beider Tumor-Zelllinien sind auch hier leicht erhoht (MaMel-
19: Rutin-Hydrat 100 uM: MW = 1.38, SD = 0.25; Rutin-Hydrat 10 uM: MW = 1.22, SD = 0.03;
Rutin-Hydrat 1 uM: MW = 1.20, SD = 0.01; UKRV-15a: Rutin-Hydrat 100 uM: MW = 1.14, SD =
0.01; Rutin-Hydrat 10 uM: MW = 1.16, SD = 0.02; Rutin-Hydrat 1 uM: MW =1.18, SD = 0.02).

Durch die Addition der Resveratol-Losungen in den unterschiedlichen Konzentrationen ist
ebenfalls eine konzentrationsabhdngige Inhibition des Proliferationsverhaltens zu
beobachten. Nachdem die am hochsten konzentrierte Resveratol-Losung hinzugefiigt wurde
stiegen die CFSE-Werte der beiden Zelllinien stark an (MaMel-19: 100 uM: MW = 2.89, SD =
0.12; UKRV-15a: Resveratol 100 uM: MW = 2.20, SD = 0.03). Je geringer die Konzentrationen
der darauffolgenden Resveratol-Naturstofflosungen ausfielen, desto weniger wurde das
Proliferationsverhalten der Zellen eingeschrankt (MaMel-19: Resveratol 10 uM: MW = 1.38,
SD =0.02; Resveratol 1 uM: MW = 1.19, SD = 0.02; UKRV-15a: Resveratol 10 uM: MW = 1.53,
SD = 0.04; Resveratol 1 uM: MW = 1.21, SD = 0.02).
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ausgenommen von den 10 uM und 100 uM
konzentrierten Resveratol-Losungen sowie der 100 uM Kaffeesdure-Losung, die Naturstoffe
einen vernachlassigbar geringen Einfluss auf die Vitalitdit und die Proliferation der

Melanomzellen haben.

4.1.4.2 Wirkung von Antioxidantien auf KaP-exponierte Melanomzellen

Aufgrund der beschriebenen Wirkung der Naturstoff-Losungen auf die Vitalitdt und auf die
Proliferation der Melanomzellen wurden fir die folgenden Versuchsreihen nur die
Naturstoff-Losungen in den Konzentrationen: Kaffeesdure 10 uM und 1 uM, Rutin-Hydrat

100 uM, 10 uM und 1 uM sowie Resveratol 1 uM verwendet.

A =
2 Zellen
=
-
Q.
0.
N
r 3
Naturstoffzugabe:
z ' E
]
o2 lebend 2 2
‘] o 3
o f lebend 'f lebend
o> P hiir Tl Bl ey e ey T
* 3 g 'y -
Naturstoffzugabe: - e 9 3
Kaffeesaure 10 uM o i
> |, o o
~
> A -
L? o o - » :
o #é lebend u‘% lebend #i lebend
a |~ w* o
< CEEETTLTTRTTTR v b T TN




Ergebnisse 60

B Melanomzellreihe: MaMel19
* *

Naturstoffe in
unterschiedlichen

120 * Konzentrationen
* e Keine Naturstoffzugabe
0 Kaffeesaure 10 kl/IM
B Kaffeesaure 1 p
1007 ] Resveratol 1 uM
+ ] Rutin-Hydrat 100 uM
] ] Rutin-Hydrat 10 K/IM
- Rutin-Hydrat 1 p
80
60
40
20
o 3

T T
2 3

Vitalitit (%)

777 g dd e v

Plasmabehandlungszeiten (min)

Fehlerbalken: +/- 1 SD

C Melanomzellreihe: UKRV15a
* *x Naturstoffe in
* unterschiedlichen
120 4,:7 Konzentrationen
[l Keine Naturstoffzugabe
0] Kaffeesaure 10 kullM
B Kaffeesaure 1
100 L+ . _[_ ' C1Resveratol 1 uM
] H 2N C1Rutin-Hydrat 100 pM
H N [ERutin-Hydrat 10 uM
4 HN |8 Rutin-Hydrat 1 pM
80 HH HH A
9 | N
= s B §
= H EH R
Hil s 1 \
= H FH R
£ ™ i EN
s B N
ua 1 \
i HN
H FH N
40— i ] §
H FH AN
L] - \
H SN
e 1 \
o H N
20 | HIN
H N
H HH RN
H H N
i HN
0 T T T =
0 2 3

Plasmabehandlungszeiten (min)

Fehlerbalken: +/- 1 SD

Abbildung 14: Verdnderungen der Zellvitalitit von Melanomzellen nach Antioxidantien-Zugabe sowie
anschlieBenden KaP-Behandlungen

Fur die Analyse wurden zu CFSE-markierten Melanomzellen der Zelllinien MaMel-19 und UKRV-15a Naturstoff-
Lésungen in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugefiigt (100 uM, 10 uM, 1 uM) und anschlieRend
unterschiedlich lange mit KaP behandelt. Mittels Durchflusszytometrie wurde nach drei Tagen der Anteil
lebender Zellen (in %) bestimmt. Dargestellt sind die Negativkontrollen (0 Minuten KaP-Behandlung = ¢),
Stimulationen mit 2 Minuten und 3 Minuten Plasmabehandlung mit/beziehungsweise ohne die Zugabe der
Naturstoff-Lésungen. A Dargestellt ist ein reprasentatives FACS-Plot-Beispiel der verschiedenen
Behandlungszeiten und Naturstoff-Losungen eines Versuchsansatzes sowie die Gating-Strategie fur vitale
Zellen. Die Messwerte der Melanom-Zelllinien B MaMel-19 und € UKRV-15a aus 4 Versuchsansdtzen (n = 4)



Ergebnisse 61

wurden gemittelt und auf die unbehandelten Negativproben normiert. Wertunterschiede wurden mittels
Kruskal Wallis-Test bestimmt und sind mit Sternen markiert (*p < 0.05, **p < 0.01).

Die Zugabe der Antioxidantien hat groBen Einfluss auf die Vitalitdt von KaP-exponierten
Melanomzellen (Abbildung 14). Beide Melanom-Zelllinien reagieren nach Zugabe der
Naturstoff-Losungen  nicht/beziehungsweise nur stark abgeschwacht auf die

Plasmabehandlungen.

Die Zellen MaMel-19 reagieren auf eine Plasmabehandlung mit einer ausgepragten
Reduktion (siehe Abbildung 14 B und 4.1.3.1) vitaler Zellen (2 Minuten: MW = 30 %, SD = 19
%; 3 Minuten: MW = 17 %, SD = 14 %). Erfolgte hingegen zuvor die Zugabe einer der
verschiedenen Naturstoff-Losungen ist der Anteil vitaler Zellen nur leicht reduziert im
Vergleich zu den unbehandelten Negativkontrollen. Die Zellen der Behandlungsgruppe mit
einer zweimindtigen Plasmabehandlung plus der Zugabe der Naturstoffe: 10 uM-
Konzentration Kaffeesdure (MW =93 %, SD = 1 %; p = 0.013), 1 uM-Konzentration Rutin-
Hydrat (MW =95 %, SD =7 %; p = 0.046) und 1 uM-Konzentration Kaffeesdure (MW = 94 %,
SD = 2 % p = 0.006) zeigen Vitalitatswert-Unterschiede im Vergleich zu den
plasmabehandelten Melanomzellen ohne die Zugabe der Naturstoff-Losungen. Es zeigen sich
ebenfalls Mittelwertunterschiede nach dreiminitiger Plasmabehandlung und der Zugabe der
Losungen Kaffeesaure 10 uM (MW =89 %, SD = 1 %; p = 0.009), Kaffeesdure 1 uM (MW = 88
%, SD =1 %; p =0.023) und Rutin-Hydrat 1 uM (MW =89 %, SD = 6 %; p = 0.012) im Vergleich

zu behandelten Melanomzellen ohne addierte Naturstoff-Losungen.

Die Zellen UKRV-15a zeigen die gleichen Tendenzen (Abbildung 14 C) wie zuvor bei den
Melanomzellen MaMel-19 beschrieben. Tumorzellen, die einer Plasmabehandlung
unterzogen wurden und bei denen zuvor keine Naturstoff-Losung addiert wurde, reagieren
mit einem deutlich starkeren Vitalitatsverlust auf die Plasmabehandlungen (2 Minuten: MW
=85 %, SD =5 %; 3 Minuten: MW =64 %, SD = 7 %). Nach zweiminUtiger Behandlung mit KaP
und zusatzlicher Zugabe der Resveratol-Losung 1 uM (MW = 97 %, SD = 0 %; p = 0.018),
Kaffeesaure-Losung 1 uM (MW =97 %, SD = 1 %; p = 0.033) und Kaffeesdure-Lésung 10 uM
(MW =98 %, SD =1 %; p = 0.009) werden unterschiedliche Mittelwerte im Vergleich zu den
behandelten Melanomzellen ohne Zugabe einer der Naturstoff-Losungen deutlich. Ein
derartiges Ergebnis erhdlt man ebenso nach einer dreiminiitigen KaP-Behandlung der
Melanomzellen. So zeigen die Zellen nach Zugabe der Losungen Kaffeesdure 1 uM (MW = 96

%, SD = 0 %; p = 0.018) und Resveratol 1 pM (MW =97 %, SD = 0 %; p = 0.001) ebenfalls
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auffallige grole Wertunterschiede im Vergleich zu den Proben ohne zusatzliche Naturstoff-

Losung.
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Abbildung 15: Veranderungen des Proliferationsverhaltens von Melanomzellen nach Antioxidantien-Zugabe
sowie anschlieRenden KaP-Behandlungen

Nur lebende CFSE-markierte Melanomzellen sind dargestellt. Fir die Analyse wurden zu den Zellen der
Zelllinien MaMel-19 und UKRV-15a verschiedener Naturstoff-Lésungen in unterschiedlichen Konzentrationen
hinzugegeben (100 uM, 10 uM, 1 uM) und anschlieBend mit unterschiedlichen Plasmabehandlungszeiten
behandelt. Mittels Durchflusszytometrie wurde nach drei Tagen das Proliferationsverhalten analysiert.
Dargestellt sind die Negativproben (0 Minuten Plasmabehandlung = ¢), Stimulationen mit 2 Minuten und 3
Minuten Plasmabehandlung mit/ beziehungsweise ohne die Zugabe von Naturstoff-Losungen. A Gezeigt ist ein
reprasentatives Overlay-Histogram der Versuchsansitze mit/ohne Kaffeesdure-Zugabe (10 uM). Die CFSE-
Werte der Melanomzellen B MaMel-19 und C UKRV-15a aus 4 Versuchsansatzen (n = 4) wurden gemittelt und
auf die unbehandelten Negativproben normiert. Wertunterschiede wurden mittels Kruskal Wallis-Test
bestimmt und sind mit Sternen markiert (*p < 0.05, **p < 0.01).

Abbildung 15 zeigt, dass durch die Addition der Antioxidantien die proliferationshemmende
Wirkung von KaP auf die Melanomzellen reduziert wird. Behandelt man Zellen der Zelllinie
MaMel-19 mit Plasma (siehe Abbildung 15 B und 4.1.3.2) reagieren diese mit einer
Reduktion ihres Teilungsverhaltens. Deutlich wird dies durch hohe CFSE-Werte im Vergleich
zu den unbehandelten Negativproben (2 Minuten: MW = 4.4, SD = 1.7, 3 Minuten: MW =
4.6, SD = 1.1). Die gleiche Tendenz (siehe Abbildung 15 C und 4.1.3.2) zeigen ebenfalls die
Melanomzellen der Zelllinie UKRV-15a (2 Minuten: MW = 2.0, SD = 0.4; 3 Minuten: MW =
3.1, SD = 0.5). Erfolgt hingegen zuvor die Addition einer der Naturstoff-Losungen nehmen die
CFSE-Werte der Melanomzellen im Vergleich zu der unbehandelten Negativkontrolle
deutlich ab. Die CFSE-Mittelwerte der Melanomzellen MaMel-19 nach zwei Minuten und
drei Minuten Plasmabehandlung plus der Zugabe der Naturstoff-Losungen Rutin-Hydrat 100
UM (2 Minuten: MW = 1.3, SD = 0.0, p = 0.002; 3 Minuten: MW = 1.5, SD = 0.1, p = 0.003),
der Rutin-Hydrat 10 uM (2 Minuten: MW = 1.3, SD = 0.1, p = 0.001; 3 Minuten: MW = 1.4, SD
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= 0.3, p = 0.004) und der Rutin-Hydrat 1 uM (2 Minuten: MW = 1.3, SD = 0.1, p = 0.004; 3
Minuten: MW = 1.3, SD = 0.2, p = 0.001) zeigen deutliche Wertunterschiede der CFSE-Werte
im Vergleich zu plasmabehandelten Melanomzellen ohne die Zugabe einer Naturstoff-
Losung. Ein derartiges Ergebnis zeigt sich ebenfalls bei den Melanomzellen der Zelllinie
UKRV-15a. Nach zweiminitiger KaP-Behandlung sind nach der Zugabe der Losungen
Resveratol 1 uM (MW = 1.2, SD = 0.0; p = 0.04), der Kaffeesdure 10 uM (MW = 1.2, SD = 0.0,
p = 0.021) und der Kaffeesdure 1 pM (MW = 1.2, SD = 0.0, p = 0.001) zeigen sich ebenfalls
deutlich unterschiedliche CFSE-Mittelwerte im Vergleich zu behandelten Melanomzellen
ohne die Zugabe der Naturstoff-Losungen. Nach drei Minuten Behandlung mit KaP und
zusatzlicher Zugabe der Losungen Kaffeesdure 10 uM (MW = 1.3, SD = 0.0, p = 0.002),
Kaffeesdure 1 uM (MW = 1.3, SD = 0.0, p = 0.009), Resveratol 1 pM (MW =1.4,SD=0.0, p =
0.049) und Rutin-Hydrat 100 uM (MW = 1.4, SD = 0.1, p = 0.043) sind auch hier signifikant

unterschiedliche CFSE-Mittelwerte der behandelten Zellen zu beobachten.

Zusammenfassend wird deutlich, dass durch die Zugabe der Naturstoff-Losungen zu den
behandelten Melanomzellen die hemmende Wirkung des KaP auf die Vitalitat und das

Proliferationsverhalten der Zellen vermindert wird.

4.1.5 Wirkung von KaP auf die Genexpression von Melanomzellen

In den oben dargestellen Daten dieser Arbeit zeigt sich, dass durch die Zugabe der
Naturstoff-Losungen die biologische Wirkung von KaP auf die Melanomzellen vermindert
wird. Aus diesem Grund sind fir funktionelle Analysen die Verdanderungen der
Genexpression von verschiedenen Genabschnitten der verschiedenen Stimulationsansatze
von Interesse. Mit Hilfe einer gRT-PCR wurde daher abschlieRend die Expressionslevels der
Genabschnitte fiir die Proteine CDKN2a und HIF1a auf mRNA Ebene ermittelt. CDKN2a ist ein
mit der Erkrankung des MM assoziierter Protein-kodierender Genabschnitt. Dieses
zellzyklusregulierende Protein nimmt dabei unter anderem eine Rolle als Tumorsuppressor
ein. HIF1a reguliert die zelluldare und systemische homeostatische Antwort von Zellen auf

Hypoxie durch die Transkription verschiedener Gene.
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Abbildung 16: Expressionsanalysen mittels RT-qPCR der Melanom-Zelllinie MaMel-19

Dargestellt sind Melanomzellen der Zelllinie MaMel-19. Fir die Expressionsanalysen wurden vier
unterschiedliche Stimulationsansidtze untersucht. Dargestellt sind aus 2 Versuchsansidtzen A+ B/ C+ D (n = 2)
die Negativproben (unbehandelte Kontrolle), Stimulationen mit 10 ul der Naturstoff-Lésungen Kaffeesdure 1
UM, Stimulationen mit 2 Minuten Plasmabehandlung mit/ beziehungsweise ohne die Zugabe (10 ul) der
Naturstoff-Lésung Kaffeesdure 1 pM. Mittels RT-gPCR wurden nach 16 Stunden (links) und nach 3 Tagen
(rechts) Inkubationszeit das relative Expressionslevel (rel. Expression) von HIF1a und CDKN2a untersucht.

Wie in Abbildung 16 dargestellt, lassen sich in beiden Versuchsansdtzen keine eindeutigen
Tendenzen der Expressionslevel-Veranderungen darstellen. Nach 16 Stunden Inkubationszeit
(Abbildung 16 A + C) steigt bei Versuchsansatz A die relative Expression von HIFla nach der

Zugabe von Kaffeesdure und der Behandlung mit KaP um etwa das Doppelte an. Die

Kombination aus der Naturstoff-Losung und der KaP-Behandlung fihrt zu einem Abfall der
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erhohten Expressionswerte. In Versuchsansatz C zeigt sich nach der Zugabe von Kaffeesdure
keine Verdanderung der relativen Expression von HIFla. Durch eine Behandlung mit KaP
steigt die Expression jedoch auch hier an und wird ebenfalls erneut nach der Kombination
der Naturstoff-Arbeitslosung und der Behandlung mit KaP anndhernd auf das urspriingliche
Expressionslevel herunterreguliert. Beurteilt man nach 16 Stunden die Verdanderungen der
relativen Expression von CDKN2a erhalt man gegenlaufige Tendenzen der Versuchsansétze.
In Versuchsansatz A zeigt sich nach der Zugabe von Kaffeesdure eine geringe Erhohung der
relativen Expression, welche nach der Behandlung mit KaP auf das urspriingliche
Expressionslevel abfallt. Nach der Kombination von Kaffeesdure und KaP ist das relative
Expressionslevel von CDKN2a reduziert. In Versuchsansatz C zeigt sich eine gegenlaufige

Expressionslevel-Veranderung von CDKN2a im Vergleich zu Versuchsansatz A.

Die relativen Expressionen von HIFla nach drei Tagen Inkubationszeit zeigen eine
einheitliche Tendenz der beiden Versuchsansatze B und D. In beiden Fallen kommt es durch
die Zugabe von Kaffeesaure zu einer erhéhten relativen Expression von HIFla. Durch die
Behandlung mit KaP bleibt die relative Expression weiterhin erhoht. Die Kombination aus der
Zugabe von Kaffeesdure und einer Behandlung mit KaP bewirkt anschlieBend in beiden
Ansatzen ein Absinken des relativen Expressionslevels in etwa auf das urspriingliche
Expressionsniveau der unbehandelten Probe. Die Expression von CDKN2a stellt sich erneut
in beiden Versuchsanséatzen als gegenlaufig dar. So steigt in Versuchsansatz B durch Zugabe
von Kaffeesaure die Expression von CDKN2a an und nimmt nach Behandlung mit KaP erneut
zu. Eine Kombination der Stimulationen Kaffeesdaure und KaP bewirkt eine
Expressionsreduktion unter das urspriingliche relative Expressionslevel von CDKN2a. Die
Analysen des Versuchsansatzes D zeigten eine Abnahme des relativen Expressionslevels nach
der Zugabe von Kaffeesaure, sowie nach der Behandlung mit KaP und der Kombination aus

beiden Stimulationen.
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Abbildung 17: Expressionsanalysen mittels RT-qPCR der Melanom-Zelllinie UKRV-15a

Dargestellt sind Melanomzellen der Zelllinie UKRV-15a. Fiir die Expressionsanalysen wurden vier
unterschiedliche Stimulationsansidtze untersucht. Dargestellt sind aus 2 Versuchsansidtzen A+ B/ C+ D (n = 2)
die Negativproben (unbehandelte Kontrolle), Stimulationen mit 10 ul der Naturstoff-Losungen Kaffeesdure 1
UM, Stimulationen mit 3 Minuten Plasmabehandlung mit/ beziehungsweise ohne die Zugabe (10 ul) der
Naturstoff-Lésung Kaffeesaure 1 uM. Mittels RT-qPCR wurden nach 16 Stunden (links A + C) und nach 3 Tagen
(rechts B + D) das relative Expressionslevel (rel. Expression) von HIF1a und CDK2n untersucht.

Beurteilt man die Veranderungen der relativen Expressionen der beiden Zytokine HIF1la und
CDKN2a nach 16 Stunden Inkubationszeit (Abbildung 17 A + C) erhadlt man ebenfalls kein
eindeutiges Ergebnis. So verursacht die Zugabe von Kaffeesaure in Versuchsansatz A eine
leichte Zunahme der relativen Expression von HIFla, wohingegen in Versuchsansatz C die

Zugabe der Naturstoff-Losung eine verminderte relative Expression bewirkt. Nach der
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Behandlung mit KaP ist die relative Expression von HIF1a in Versuchsansatz verringert. Die
Kombination aus Naturstoff-Zugabe und KaP-Behandlung verursacht eine erneute Zunahme
der relativen Expression von HIFla. In Versuchsansatz C wird nach der Behandlung mit KaP
ebenfalls die realtive Expression von HIF1a reduziert, um nach der Zugabe von Kaffeesaure
und der zusatzlichen KaP-Behandlung auf etwa das Doppelte anzusteigen. Die relative
Expression von CDKN2a ist ebenfalls in beiden Versuchsansdtzen nach 16 Stunden
Inkubationszeit unterschiedlich dargestellt. So verdoppelt sich durch die Zugabe von
Kaffeesaure die relative Expression von CDKN2a in Versuchsansatz C. Nach der Behandlung
mit KaP stellt sich eine ausgepragte Zunahme der relativen Expression dar, die wiederrum
nach Zugabe der Kaffeesdure-Losung sowie zusatzlicher KaP-Behandlung auf etwa das
urspriingliche Expressionslevel abnimmt. Im Gegensatz zu Versuchsansatz C wird in
Versuchsansatz A durch die Zugabe der Naturstoff-Losung die relative Expression von
CDKN2a reduziert. Durch die Behandlung mit KaP ist die relative Expression reduziert. Die
Kombination aus Naturstoff-Losung und KaP-Behandlung bewirkt eine Regulation der
relativen Expression auf das urspriingliche relative Expressionslevel von CDKN2a der
unbehandelten Kontrollprobe.

Die relativen Expressionslevel von HIFla nach drei Tagen Inkubationszeit zeigen eine
einheitliche Tendenz der beiden Versuchsansatze B und D. In beiden Fallen kommt es nach
der Zugabe von Kaffeesaure zu einer Erhohung der relativen Expression von HIF1a. Durch die
Behandlung mit KaP steigt die relative Expression um etwa das Doppelte des urspriinglichen
Expressionslevels an. Die Expressionswerte nach der Kombination aus Kaffeesdure-Zugabe
und KaP-Behandlung sind in beiden Ansatzen verringert im Vergleich zu den
Expressionswerten nach den Behandlungen mit KaP. Die relativen Expressionslevels von
CDKN2a sind nach drei Tagen ebenfalls in beiden Versuchsansdtzen &dhnlich. Nach der
Zugabe der Naturstoff-Losung sind in beiden Versuchsansiatzen die Werte leicht erhoht.
Nach den Behandlungen mit KaP sind die relativen Expressionslevel erneut reduziert. Die
Kombination der Stimulationen Kaffeesdure und KaP bewirken ein erneutes Ansteigen der
relativen Expressionen in beiden Versuchsansatzen.

Zusammenfassend ldsst sich aus den Genexpressionsanalysen der behandelten

Melanomzellen keine eindeutig aussagekraftige Expressionslevelveranderung darstellen.
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4.2 Ergebnisse der CD3" T-Zell-Versuche

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit den Ergebnissen der Versuchsreihe mit
CD3" T-Zellen. Um die Reinheit der isolierten CD3*-Immunzellen und somit das verwendete

Isolations-Protokoll zu prifen wurden FACS-Analysen durchgefiihrt.

PBMC CD3*T-Zellen

< 19.58% 3 . 95.42%

APC
5,85

Abbildung 18: Beispielhafte FACS-Analyse (iber die Reinheit isolierter CD3" T-Zellen gewonnen aus PBMCs

Aus gewonnen PBMCs wurden CD3" T-Zellen mit Hilfe von Mikro-Beads isoliert. AnschlieRend wurden die
isolierten CD3"* T-Zellen und die jeweiligen PBMCs mit CD3"-Antikdrpern (Farbstoff: APC) angefirbt und
durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist ein exemplarisches Beispiel.

Die Analysen zeigen eine hohe Reinheit (95 %) der aus den PBMCs isolierten CD3" T-Zellen.
Die isolierten Immunzellen sind daher fiir die Untersuchung der Fragestellung dieser Arbeit

geeignet.

4.2.1 Wirkung von KaP auf die Komposition von CD3" T-Zellen

Zunichst wurde die Wirkung von KaP auf die Subpopulationen CD3*CD4"-Immunzellen und

CD3'CD8*-Immunzellen mittels immunologischen Firbungen untersucht.
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Abbildung 19: Wirkung von KaP auf die Komposition und Vitalitat von CD3"-Immunzellen
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Aus PBMCs isolierte CD3" T-Zellen wurden mit den monoklonalen Antikérpern anti-CD3 (1 pg/ml) und anti-
CD28 (1 pg/ml) stimuliert und anschlieRend unterschiedlich lange mit KaP behandelt
(Plasmabehandlungszeiten: 5 Sekunden, 30 Sekunden, 60 Sekunden). Nach drei Tagen erfolgte unter
Verwendung Fluorchrom-markierter Antikorper die durchflusszytomertrische Analyse der Subpopulationen
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CD3'CD4"-Immunzellen (APC/PE positiv) und CD3'CD8"-Immunzellen (APC/Brilliant-Violet-711 positiv). A Zeigt
ein reprasentatives Beispiel aus 12 Versuchen (n = 12). B Dargestellt ist die Komposition der CD3" T-Zellen in die
beiden Subpopulationen CD3°CD4" und CD3°CD8" (in %). C Gezeigt wird der Anteil vitaler Zellen der
Subpopulationen (in %). Die Daten in C sind gemittelten und auf die unbehandelte Negativprobe (0 Sekunden
Plasmabehandlung = ¢) normiert. Wertunterschiede wurden mittels Wilcoxon-Vorzeichenrang-Test ermittelt
und sind mit Sternen markiert (*p < 0.05; **p < 0.01).

Zunichst erfolgte die Differenzierung der isolierten Zellen in die CD3"-Subpopulationen
CD3'CD4"-Zellen und CD3*CD8"-Zellen (Abbildung 19 A in Reihe 2). Wie die Abbildung 19 B
erkennen lasst sind drei Tage nach den Plasmabehandlungen keine signifikanten
Kompositionsveranderungen der isolierten Immunzellen festzustellen (5 Sekunden:
CD3*CD4" T-Zellen: MW =99 %, SD = 14 % und CD3*CD8" T-Zellen: MW = 103 %, SD = 8 %; 30
Sekunden: CD3'CD4" T-Zellen: MW = 101 %, SD =5 % und CD3*CD8" T-Zellen: MW =97 %, SD
=10 %; 60 Sekunden: CD3*CD4" T-Zellen: MW = 101 %, SD =6 % und CD3'CD8" T-Zellen: MW
=95%, SD =12 %).

Im Anschluss erfolgte die Differenzierung innerhalb der zwei Subpopulationen in lebende
und tote Zellen mittels Lebend-Tod Farbung (Abbildung 19 A in Reihe 3 und 4). Die
Reduktion des Anteils vitaler Immunzellen nimmt innerhalb der beiden Subpopulationen
(Abbildung 19 C) mit zunehmender Plasmabehandlungszeit anndhernd in gleichen MalRen ab
(5 Sekunden: CD3*CD4" T-Zellen: MW = 98 %, SD = 4 % und CD3'CD8" T-Zellen: MW = 97 %,
SD = 2 %; 30 Sekunden: CD3'CD4" T-Zellen: MW = 50 %, SD = 13 % und CD3*CD8" T-Zellen:
MW = 53 %, SD = 14 %; 60 Sekunden: CD3'CD4" T-Zellen: MW = 19 %, SD = 12 % und
CD3'CD8" T-Zellen: MW = 15 %, SD = 10 %).

Aufgrund der geringfiigigen Ergebnisunterschiede wurde im Anschluss bei den folgenden
Versuchsansitzen keine weitere Differenzierung der CD3" T-Zellen in CD3'CD4" T-Zellen und

CD3'CD8" T-Zellen vorgenommen.

4.2.2 Wirkung von KaP auf die Vitalitét und das Proliferationsverhalten von
CD3" T-Zellen

Nachdem keine Veridnderungen in der Komposition von CD3" T-Zellen nach Behandlungen
mit Plasma gezeigt werden konnte, wurde anschliefend der Einfluss auf die Vitalitdt und das

Proliferationsverhalten genauer untersucht.
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4.2.2.1 Verdinderungen der Vitalitdit
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Abbildung 20: Verinderungen der Vitalitat von CD3" T-Zellen durch den Einfluss von KaP

CFSE markierte aus PBMCs isolierte CD3" T-Zellen wurden A+B mit den monoklonalen Antikérpern anti-CD3 (1
ug/ml) und anti-CD28 (1 pg/ml) stimuliert sowie C ohne Stimulation und im Anschluss unterschiedlich lange mit
KaP behandelt (Plasmabehandlungszeiten: 5 Sekunden, 30 Sekunden, 60 Sekunden). Nach drei Tagen wurde
mittels Durchflusszytometrie der Anteil lebender Zellen (in %) ermittelt. A Zeigt ein reprdsentativer FACS-Plot.
B+C Dargestellt sind die gemittelten und auf die unbehandelten Negativproben (0 Sekunden
Plasmabehandlung = ¢) normierten Daten aus 12 Versuchsansatzen (n = 12). Wertunterschiede wurden mittels
Kruskal Wallis-Test bestimmt und sind mit Sternen markiert (***p < 0.001).

Wie in Abbildung 20 B + C zu erkennen Ilasst sich nach drei Tagen ein
behandlungszeitabhangiger Verlust der Zellvitalitat darstellen. Es kommt sowohl bei den
stimulierten Immunzellen, als auch bei den unstimulierten Immunzellen zu einem deutlichen
Verlust vitaler Zellen in den Zellkulturen. Eine 5-sekiindige Plasmabehandlung reduziert den
Anteil lebender Zellen um etwa 10 % (stimulierte CD3" T-Zellen: MW = 90 %, SD = 3 %;
unstimulierte CD3" T-Zellen: MW = 88 %, SD = 8 %). Nach 30 Sekunden KaP-Behandlung sinkt

in beiden Versuchsansatzen der Anteil vitaler Zellen sogar um etwa die Halfte (stimulierte
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CD3" T-Zellen: MW = 50 %, SD = 11 %; unstimulierte CD3" T-Zellen: MW = 45 %, SD = 12 %).
Die Mittelwerte der Behandlungsgruppen ,30 Sekunden” und ,,0 Sekunden” unterscheiden
sich besonders deutlich (p < 0.001). Einen verstarkten Effekt des Plasmas auf die Vitalitat der
Immunzellen zeigt sich nach 60 Sekunden Behandlungszeit. In beiden Versuchsreihen sinkt in
diesem Fall der Anteil vitaler Zellen auf unter 20 % (stimulierte CD3" T-Zellen: MW = 19 %, SD
= 12 %; unstimulierte CD3" T-Zellen: MW = 15 %, SD = 7 %). Auch die Mittelwerte der
Behandlungsgruppe ,,60 Sekunden” stellen sich verdandert (p < 0.001) im Vergleich zu den

unbehandelten Negativkontrollen dar.

Mit  Hilfe des Spearmann-Tests konnte die Korrelation der Variablen
»Plasmabehandlungszeit” und ,Zellviabilitdt” Gberpriift werden. Es zeigen sich deutlich
korrelierende Mittelwerte beider Versuchsreihen. Zusammenfassend lasst sich darstellen,
dass je langer die Plasmabehandlung andauert, desto geringer der Anteil vitaler Zellen ist

(stimulierte CD3" T-Zellen: r = -0.968; unstimulierte CD3" T-Zellen: r = -0.971).
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4.2.2.2 Verdinderungen des Proliferationsverhaltens
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Abbildung 21: Veranderungen des Proliferationsverhaltens durch den Einfluss von KaP

Fir die Analyse wurden nur lebende CFSE-markierte, aus PBMC isolierte CD3" T-Zellen verwendet. Die Zellen
wurden mit den monoklonalen Antikérpern anti-CD3 (1 pg/ml) und anti-CD28 (1 pg/ml) stimuliert und
anschlieBend unterschiedlich lange mit KaP behandelt (Plasmabehandlungszeiten: 5 Sekunden, 30 Sekunden
und 60 Sekunden). Der Anteil proliferierender Zellen (in %) wurde an Tag drei mittels Durchflusszytometrie
ermittelt. A Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel. B Gemittelte und auf die unbehandelten Negativproben
(0 Sekunden Plasmabehandlung = ¢) normierte Werte aus 12 Versuchsansdtzen sind dargestellt (n = 12).
Wertunterschiede wurden mittels Kruskal Wallis-Test bestimmt und sind mit Sternen markiert (**p < 0.01,
***p <0.001).

Abbildung 21 B zeigt eine behandlungszeitabhangige Inhibition der Proliferation der
behandelten Immunzellen. Nach finf Sekunden KaP-Behandlung zeigt sich ein relativ

geringer Einfluss auf das Teilungsverhalten der Zellen (MW =92 %, SD = 9 %) wahrend nach
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30 Sekunden KaP-Behandlungszeit eine Reduktion der proliferierenden Zellen um etwa 50 %
messbar ist (MW = 50 %, SD = 19 %). Die Mittelwerte der Behandlungsgruppen ,30
Sekunden” sind deutlich (p = 0.001) verandert im Vergleich zu den unbehandelten
Negativproben. Nach 60 Sekunden Kap-Behandlung sinkt der Anteil proliferierender
Immunzellen auf unter 20 % (MW =14 %, SD = 13 %, p < 0.001).

Anhand des Spearmann-Test konnte erneut die Korrelation der Variablen
»Plasmabehandlungszeit® und ,Proliferation” Uberprift werde. Je ldanger die
Behandlungszeit ist, desto geringer ist der Anteil proliferierender Zellen in der Kultur (r = -

0.910).

4.2.3 Ko-Kulturen aus Antioxidantien und KaP-exponierten CD3* T-Zellen

Auch in diesem Abschnitt der Arbeit wurde der Einfluss von Antioxidantien auf die KaP-
exponierten Zellen getestet. Verwendet wurden die in 4.1.4 beschriebenen Naturstoff-

Arbeitslésungen.

4.2.3.1 Wirkung von Antioxidantien und CD3'T-Zellen

Wie bereits in 4.1.4.1 erfolgten zunachst Antioxidantien-Testversuche um den Einfluss der
Antioxidantien selbst auf die Immunzellen und deren Vitalitdt sowie Teilungsverhalten ohne

nachfolgende Plasmabehandlungen zu priifen.
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Abbildung 22: Antioxidantien-Test CD3" T-Zellen — Naturstoff-Losungen und ihre Auswirkungen auf die Vitalitat
und das Proliferationsverhalten

Aus PBMCs isolierte CD3" T-Zellen wurden CFSE markiert und Naturstoff-Lésungen (Kaffeesaure, Rutin-Hydrat
und Resveratol) in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugefiigt (100 uM, 10 uM, 1 uM). Nach drei Tagen
erfolgte die durchflusszytometrische Analyse A der Vitalitat (in %) und B des Proliferationsverhaltens (in %) der
kultivierten Zellen. Dargestellt sind die gemittelten und auf die unbehandelte Kontrollprobe normierten
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Mittelwerte aus 6 Versuchsansatzen (n = 6). Wertunterschiede wurden mittels Kruskal Wallis-Test bestimmt
und sind durch Sterne markiert (*p < 0.05).

Wie in Abbildung 22 A zu erkennen lassen sich drei Tage nach der Zugabe der Naturstoff-
Arbeitslésungen nur geringfligige Verdanderungen der Zellvitalitdt feststellen. Lediglich die
Naturstoff-Losungen Kaffeesdure 100 uM (MW = 95 %, SD = 3 %) und Resveratol 100 uM
(MW = 84 %, SD = 3 %) haben einen negativen Einfluss auf die Vitalitat der kultivierten
Immunzellen. Durch die Addition der Arbeitslosung Resveratol 100 uM sind deutliche (p =
0.013) Wertunterschiede zwischen der unbehandelten Negativkontrolle feststellbar. Die
Zugabe der Rutin-Hydrat Losungen in den drei Konzentrationen (Arbeitslosung 100 uM: MW
=98 %, SD = 2 %; Arbeitslosung 10 uM: MW =99 %, SD = 2 %; Arbeitslosung 1 uM: MW = 99
%, SD = 3 %) und der Losungen Kaffeesaure 10 uM (MW = 102 %, SD = 0 %), Kaffeesaure 1
UM (MW = 102 %, SD = 2 %), Resveratol 1 uM (MW = 98 %, SD = 2 %) fuhren hingegen zu
anndhernd unverdnderten Vitalitdtswerten im Vergleich zu den unbehandelten

Negativkontrollen.

Wie in Abbildung 22 B dargestellt hat die Zugabe der verschiedenen Naturstoff-Losungen
einen groRRen Einfluss auf das Proliferationsverhalten der CD3" T-Zellen. Eine besonders stark
ausgepragte Hemmung der Proliferation wird nach der Zugabe der Losungen Kaffeesdure
100 uM (MW =9 %, SD = 3 %), Resveratol 100 uM (MW =1 %, SD =1 %, p = 0.008) und
Resveratol 10 uM (MW = 12 %, SD = 1 %) hervorgerufen. Nach Zugabe der lbrigen
Naturstoff-Losungen wird ebenfalls eine starke Inhibition der Proliferation um etwa die
Hélfte im Vergleich zu den unbehandelten Negativkontrollen deutlich (Kaffeesdure 10 uM:
MW =51 %, SD = 9 %; Kaffeesdure 1 uM: MW =52 %, SD = 8 %; Resveratol 1 uM: MW = 44
%, SD = 2 %; Rutin-Hydrat 100 uM: MW = 46 %, SD = 11 %; Rutin-Hydrat 10 uM: MW = 52 %,
SD =9 %; Rutin-Hydrat 1 uM: MW =49 %, SD = 12 %).

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass es durch die Zugabe der verschiedenen

Naturstoffe zu nur geringfligigen Einschrankungen der Vitalitat der Zellen gekommen ist. Das

Proliferationsverhalten der Zellen jedoch teilweise stark negativ beeinflusst wurde.

4.2.3.2 Wirkung von Antioxidantien auf KaP-exponierte CD3” T-Zellen

Unter Bericksichtigung der Ergebnisse des Tests der Naturstoff-Losungen (siehe 4.2.3.1)
wurden fiir die folgenden Versuchsansatze lediglich die Naturstoffe Kaffeesdure 10 uM und

1 uM, Resveratol 1 uM und Rutin-Hydrat 10 uM und 1 uM verwendet.
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Abbildung 23: Kokultur Veridnderungen der Zellvitalitit von CD3" T-Zellen nach der Zugabe von Antioxidantien
sowie anschlieRender KaP-Behandlung
Fur die Analyse wurden CFSE-markierte, aus PBMC isolierte CD3" T-Zellen mit den monoklonalen Antikérpern
anti-CD3 (1 upg/ml) und anti-CD28 (1 ug/ml) stimuliert und Naturstoff-Lésungen in unterschiedlichen
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Konzentrationen hinzugefigt (10 uM, 1 uM). Im Anschluss wurden die Zellen unterschiedlich lange mit KaP
behandelt. Mittels Durchflusszytometrie wurde nach drei Tagen der Anteil lebender Zellen (in %) ermittelt.
Dargestellt sind die Negativkontrollen (0 Sekunden Plasmabehandlung = ¢), Stimulationen mit 30 Sekunden
und 60 Sekunden Plasmabehandlung mit/beziehungsweise ohne die Zugabe von Naturstoff-Lésungen. A
Dargestellt ist ein reprasentatives Beispiel nach Zugabe der Naturstoff-Arbeitslosung Rutin-Hydrat 10 uM. B Die
Daten von 6/9 Versuchen (Naturstoff-Losungen 10 uM n = 9; Naturstoff-Lésungen 1 uM n = 6) wurden
gemittelt und auf die unbehandelten Negativproben normiert. Wertunterschiede wurden mittels Kruskal
Wallis-Test bestimmt und sind mit Sternen markiert (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

Nach der Zugabe der Naturstoff-Losungen wurde der Einfluss des KaP auf die Vitalitat der
behandelten Immunzellen reduziert (Abbildung 23 B). Ohne die Zugabe der Naturstoffe
reagieren die behandelten Zellen auf eine Plasmabehandlung wie bereits in 4.2.2.1
festgestellt, mit einer behandlungszeitabhidngigen Reduktion vitaler Zellen (30 Sekunden:
MW =59 %, SD =5 %; 60 Sekunden: MW =37 %, SD = 4 %). Nach Zugabe der verschiedenen
Naturstoff-Losungen ist der Anteil vitaler Zellen in den Zellkulturen erhoht im Vergleich zu
den Proben ohne Naturstoffzugabe. Nach 30 Sekunden Plasmabehandlung lassen sich
deutliche Mittelwertunterschiede zwischen den behandelten Immunzellen ohne
Naturstoffzugabe und den behandelten Immunzellen mit den Naturstoff-Losungen Rutin-
Hydrat 1 uM (MW =76 %, SD =3 %, p = 0.032), Rutin-Hydrat 10 uM (MW =79 %, SD =4 %, p
< 0.001) und Kaffeesdure 10 pM (MW = 77 %, SD = 5 %, p = 0.001) feststellen. Die
Mittelwerte der Behandlungsgruppe mit 60 Sekunden Plasmabehandlung sind ebenfalls
merklich verandert zwischen behandelten Immunzellen ohne Naturstoffzugabe und
behandelten Immunzellen mit den Losungen Kaffeesdure 10 uM (MW =65 %, SD =7 %, p <
0.001), Kaffeesdure 1 uM (MW =63 %, SD = 6 %, p = 0.012) und Rutin-Hydrat 10 uM (MW =
65 %, SD =4 %, p = 0.001).
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Abbildung 24: Verinderungen des Proliferationsverhaltens von CD3" T-Zellen nach der Zugabe von
Antioxidantien sowie anschlieRender KaP-Behandlung
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Fiir die Analyse wurden lebende CFSE-markierte, aus PBMC isolierte CD3" T-Zellen mit den monoklonalen
Antikérpern anti-CD3 (1 ug/ml) und anti-CD28 (1 pg/ml) stimuliert und Naturstoff-Lésungen in
unterschiedlichen Konzentrationen hinzugefiigt (100 uM, 10 uM). AnschlieRend wurden die Zellen
unterschiedlich lange mit KaP behandelt. Mittels Durchflusszytometrie wurde nach drei Tagen das
Proliferationsverhalten (in %) der Zellkulturen analysiert. Dargestellt sind die Negativkontrollen (0 Sekunden
Plasmabehandlung = ¢), Stimulationen mit 30 Sekunden und 60 Sekunden Plasmabehandlung mit/
beziehungsweise ohne die Zugabe von Naturstoff-Losungen. A Gezeigt wird ein reprasentatives Beispiel nach
Zugabe der Naturstoff-Losung Rutin-Hydrat 10 uM. B Die Daten von 6/9 Versuchen (Naturstoff-Ldsungen 10
UM n = 9; Naturstoff-Lésungen 1 uM n = 6) wurden gemittelt und auf die unbehandelten Negativproben
normiert. Wertunterschiede wurden mittels Kruskal Wallis-Test bestimmt und sind mit Sternen markiert (**p <
0.01, ***p < 0.001).

Wie in Abbildung 24 B zu erkennen kann durch die Zugabe der verschiedenen Naturstoff-
Losungen die proliferationshemmende Wirkung von KaP nicht vermindert werden. Es zeigt
sich bereits wie bereits in 4.2.3.1 beschrieben ein stark vermindertes Teilungsverhalten der
Immunzellen nach der Zugabe der Naturstoff-Losungen ohne eine zusatzliche
Plasmabehandlung (Kaffeesdure 10 uM: MW =46 %, SD = 17 %, p = 0.001; Kaffeesdure 1 uM:
MW =55 %, SD = 22 %; Resveratol 1 uM: MW =41 %, SD =5 %, p = 0.002; Rutin-Hydrat 10
UM: MW =50 %, SD = 9 %; Rutin-Hydrat 1 uM: MW =38 %, SD = 8 %, p < 0.001). An dieser
Tendenz dndert sich mit einer zusatzlichen Plasmabehandlung nichts. Nach 30 Sekunden
Plasmabehandlung lassen sich keine erhéhten Wertunterschiede zwischen den behandelten
Immunzellen ohne Naturstoffzugabe und den behandelten Immunzellen mit den Naturstoff-
Losungen feststellen (Kaffeesaure 10 uM: MW = 35 %, SD = 8 %; Kaffeesdure 1 uM: MW = 37
%, SD = 13 %; Resveratol 1 uM: MW =29 %, SD = 7 %, p = 0.005; Rutin-Hydrat 10 uM: MW =
40 %, SD = 9 %; Rutin-Hydrat 1 uM: MW = 43 %, SD = 5 %). Die Mittelwerte der
Behandlungsgruppe nach 60 Sekunden zeigen ebenfalls keine erhéhten Proliferationswerte
nach der Behandlung mit KaP und der zusatzlichen Addition der verschiedenen Lésungen
(Kaffeesdure 10 uM: MW = 30 %, SD = 7 %; Kaffeesdure 1 uM: MW = 31 %, SD = 8 %;
Resveratol 1 uM: MW = 24 %, SD = 7 %; Rutin-Hydrat 10 uM: MW = 34 %, SD = 10 %; Rutin-
Hydrat 1 uM: MW =36 %, SD = 9%).

Zusammenfassend konnte herausgearbeitet werden, dass die Zugabe der Naturstoff-
Losungen zu den behandelten T-Zellen die devitalisierende Wirkung des KaP vermindern
konnte. Der hemmende Einfluss des KaP auf das Proliferationsverhalten der Zellen wird

jedoch nicht eindeutig reduziert.
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4.2.3.3 Zeitlicher Verlauf der Verdnderungen der Vitalitét von KaP-exponierten
CD3" T-Zellen

Um die beobachteten Veranderungen der Vitalitdt nach einer Behandlung mit KaP und
zusatzlicher Antioxidantien-Zugabe genauer untersuchen zu kdénnen, wurden Messungen
von behandelten Zellen zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten vorgenommen. Der

Versuchsaufbau entsprach dabei wie in 4.2.3.2 beschrieben.

Zeitpunkt der Messung

100 [C] Messung nach 16 Stunden
B Messung nach 3 Tagen

801

601

vitalitt (%)

407

Unbehandelte Kontrolle Plasmabehandlung Plasmabehandlung +

Kaffeesaure 10uM
Plasmabehandlung

Fehlerbalken: +/~1 SD

Abbildung 25: Messungen der Vitalitat von KaP-exponierten CD3" T-Zellen und der Zugabe der Naturstoff-
Losung Kaffeesdure 10 uM zu zwei Zeitpunkten

Fir die Analyse wurden zu CFSE markierte, aus PBMC isolierte CD3" T-Zellen mit den monoklonalen Antikdrpern
anti-CD3 (1 pg/ml) und anti-CD28 (1 pg/ml) stimuliert. Neben den Negativkontrollen (unbehandelte Kontrolle
ohne Zugabe von Kaffeesdure 10 uM sowie ohne Plasmabehandlung) wurde jeweils eine Probe mit KaP-
behandelten Zellen (Plasmabehandlungszeit: 60 Sekunden) sowie eine Probe nach der Zugabe der Naturstoff-
Losung Kaffeesdure 10 uM und anschlieBender KaP-Behandlung (Plasmabehandlungszeit: 60 Sekunden)
dargestellt. Mittels Durchflusszytometrie wurde nach 16 Stunden und nach drei Tagen der Anteil lebender
Zellen (in %) analysiert. Dargestellt sind die Ergebnisse aus 3 Versuchen (n = 3). Die Daten wurden gemittelt
und auf die unbehandelten Negativproben normiert. Wertunterschiede wurden mittels Whitney-U-Test
bestimmt.

Wie in Abbildung 25 B zu erkennen zeigt sich ein deutlicher zeitlicher Verlauf (nicht
signifikant Whitney-U Test) der Verdanderungen in der Vitalitdt nach einer Behandlung mit
KaP. Analysiert man den Anteil lebender Zellen 16 Stunden nach erfolgter KaP-Behandlung,
erhalt man Mittelwerte um etwa 69 % (SD = 1 %). Erfolgen die Messungen drei Tage nach

der Behandlung mit KaP sind noch etwa 39 % (SD = 4 %) der behandelten Immunzellen vital.
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Die gleiche Tendenz ist nach der Zugabe der Naturstoff-Losung Kaffeesdure 10 uM und
anschlieRender Plasmabehandlung zu erkennen. 16 Stunden nach der Plasmabehandlung
sind etwa 82 % (SD = 2 %) und drei Tage nach der Plasmabehandlung noch etwa 61 % (SD =5

%) der kultivierten Zellen vital.

4.2.4 Wirkung von KaP auf die Genexpression von CD3" T-Zellen

Durch die Zugabe der Naturstoff-Losungen wird die biologische Wirkung von KaP auf die
CD3" T-Zellen verringert. Daher sind fiir funktionelle Analysen die Verinderungen in der
Zytokinproduktion der verschiedenen Stimulationsansadtze von Interesse. Mit Hilfe von RT-
gPCRs wurde aus diesem Grund die Expressionslevel der Genabschnitte IL-2, IFN-y, IL-10 und
FOXP3 auf mRNA Ebene ermittelt. Die ausgewdhlten Genabschnitte ermoglichen

Riickschliisse Giber den Differenzierungsstatus und Aktivitdtsstand der CD3" T-Zellen.
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Abbildung 26: Expressionsanalysen mittel RT-gPCR von CD3 *T-Zellen

Fir die Analyse wurden lebende CFSE-markierte, aus PBMC isolierte CD3" T-Zellen mit den monoklonalen
Antikérpern anti-CD3 (1 pg/ml) und anti-CD28 (1 pg/ml) stimuliert. Fiir die Expressionsanalysen wurden vier
unterschiedliche Stimulationsansétze untersucht. Dargestellt sind aus den Versuchsansédtzen A + B/C + D und E
+ F (n = 3) die Negativproben (unbehandelte Kontrolle), Stimulationen der Naturstoff-Losungen Kaffeesdure 10
UM, Stimulationen mit 60 Sekunden Plasmabehandlung mit/ beziehungsweise ohne die Zugabe der Naturstoff-
Lésung. Mittels RT-qPCR wurden nach 16 Stunden (links A + C + E) und nach 3 Tagen (rechts B + D + F) das
relative Expressionslevel (rel. Expression) von IL-2, IFN, IL-10 und FOXP3 untersucht.

Beurteilt man die relativen Expressionslevel der unterschiedlichen Genabschnitte nach 16
Stunden Inkubationszeit (Abbildung 26 A/C/E) zeigen sich keine einheitlichen
Expressionsveranderungen in den drei Versuchsansatzen. In Versuchsansatz A werden durch

die Zugabe der Naturstoff-Losung die relativen Expressionslevels von IL-2, IL-10 und IFN-y
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reduziert. Nach den Behandlungen mit KaP, und den Kombinationen aus Naturstoff-Zugabe
und KaP-behandelten Zellen sind fast keine Veranderungen der reduzierten Expressionslevel
der oben genannten Genabschnitte feststellbar. Im Gegensatz dazu verdoppelt sich die
relative Expression von FOXP3 durch die Zugabe von Kaffeesdure und der Behandlung mit
KaP. Die Kombination aus Kaffeesdaure und KaP verdndert nichts an den verdoppelten
Expressionswerten von FOXP3 in diesem Versuchsansatz. In Versuchsansatz C werden die
relativen Expressionen von IL-10, IL-2 und IFN-y ebenfalls durch die Zugabe der Naturstoff-
Losung reduziert. Die relativen Expressionslevel von IL-10 und IFN-y bleiben bei einer
Behandlung mit KaP und der Kombination aus KaP-behandelten Zellen mit Naturstoff-
Zugabe reduziert. Das relative Expressionslevel von IL-2 wird jedoch nicht durch eine
Behandlung mit KaP reduziert. Die Zugabe von Kaffeesdure hat auch in diesem
Versuchsansatz eine expressionssteigernde Wirkung auf FOXP3. Eine Behandlung mit KaP
sowie die Kombination aus der KaP-Behandlung und der Naturstoff-Zugabe haben in dem
Versuchsansatz keinen Einfluss auf die Expression von FOXP3. In Versuchsansatz E wird die
relative Expression aller untersuchten mRNA-Abschnitte durch die Zugabe der Kaffeesaure
im Verhdltniss zu den unbehandelten Kontrollproben reduziert. Lediglich die relative
Expression von IL-10 wird anschlieBend nicht durch eine KaP-Behandlung beeinflusst und
bleibt daher in den folgenden Simulationsansatzen reduziert. Die relativen Expressionslevels
von IL-2, FOXP3 und IFN-y steigen durch eine Behandlung mit KaP an. Die Kombination aus
einer Behandlung mit KaP und der Zugabe des Naturstoffes bewirkt eine Herunterregulation
der erhdhten Expressionslevel von allen drei mRNA-Abschnitten auf das urspriingliche
Expressionsniveau.

Beurteilt man die relativen Expressionslevel der Genabschnitte nach drei Tagen
Inkubationszeit (Abbildung 26 B/D/F), zeigen sich bei den drei Versuchsansitzen erneut
unterschiedliche Expressionsverdanderungen. So wird in Versuchsansatz B durch die Zugabe
von Kaffeesdure die relativen Expressionslevel von IL-2, IFN-y und IL-10 nicht beeinflusst.
Durch die Behandlung mit KaP werden die relativen Expressionen jedoch erhéht. Besonders
ausgepragt stellt sich die Zunahme des Expressionslevels von IL-2 dar. Die FOXP3-Expression
wird sowohl durch die Zugabe von Kaffeesaure als auch durch eine KaP-Behandlung erhoht.
Die relativen Expressionen aller vier untersuchten Genabschnitten sind in Versuchsansatz B
bei KaP-behandelten Zellen und Naturstoff-Zugabe im Vergleich zu nur KaP-behandelten

Zellen reduziert und nahern sich den urspriinglichen Expressionsniveaus an. Lediglich die IL-
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2-Expression weicht stark von dem uspriinglichen Expressionslevel der unbehandelten
Kontrollprobe ab. In Versuchsansatz D sind die relativen Expressionen aller untersuchten
Genabschnitte nach der Zugabe von Kaffeesdure verringert. Die relativen Expressionlevel
von IL-10, FOXP3 und IL-2 bleiben bei den Stimulationsansatzen mit KaP sowie bei der
Kombination aus KaP und Naturstoff reduziert. Lediglich die realtive Expression von IL-10
steigt nach der KaP-Bestrahlung an und nimmt nach der Kombination aus KaP-Behandlung
und Naturstoff-Zugabe weiter zu. Die Expressionslevel von [L-10 und IFN-y sind in
Versuchsansatz F nach der Zugabe der Naturstoff-Losung im Gegensatz zu den
Expressionlevels von IL-2 und FOXP3 reduziert. Nach der Behandlung mit KaP steigen die
relativen Expressionen von IL-10 und IL-2, wohingegen die realtive Expression von FOXP3
nicht- beziehungsweise bei IFN-y nur geringfligig verandert wird. Die Expressionslevel von IL-
2 und IL-10 werden nach der Kombination aus KaP-Bestrahlung und Naturstoff-Losung
erneut reduziert und nadhern sich damit den urspriinglichen Expressionsniveaus an. Das
relative Expressionslevel von IL-2 bleibt jedoch erhoéht. Das IFN-y-Expressionslevel erreicht
anndhernd das urspriingliche Expressionsniveau, wohingegen gleichzeitig das FOXP3-

Expressionslevel steigt.

Zusammenfassend ldsst sich bei den durchgefihrten Genexpressionsanalysen der
ausgewahlten Genabschnitte keine einheitliche und somit keine aussagekraftige

Expressionslevelveranderung bei den drei Versuchsansatzen darstellen.



Diskussion 86

5 Diskussion

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung des Einflusses von KaP auf humane
Melanom- und Immunzellen und damit die Erforschung moglicher Anwendungspotentiale
von KaP bei der Therapie des malignen Melanoms. Durch in vitro Versuche mit ausgewahlten
Zellen wurde der biologische Einfluss von KaP auf die Morphologie und die metabolische
Aktivitat von Melanomzellen sowie auf das Proliferationsverhalten und die Vitalitat von
Melanom- und Immunzellen untersucht. Da die genaue Wirkung von chemischen und
physikalischen Komponenten des KaP bislang nicht abschlieRend geklart werden konnte und
in einigen Publikationen die in diesem Zusammenhang wichtige Rolle von RONS diskutiert
wird, wurde im Rahmen dieser Arbeit durch die Zugabe von Antioxidantien versucht, den
biologischen Effekt von KaP auf die behandelten Zellen zu reduzieren und durch die
Untersuchung ausgewahlter Genexpressionsveranderungen mittels gPCR einen genaueren
Aufschluss Uber die Wirkungsweise von KaP zu erlangen. Basierend auf diesen
Untersuchungsschwerpunkten sollen die wichtigsten Untersuchungsergebnisse im

Folgenden noch einmal kurz zusammengefasst und diskutiert werden.

Im Zentrum des ersten Teils dieser Arbeit stand die Analyse von KaP-behandelten
Melanomzellen. Untersucht wurden morphologische Verdanderungen, Verdnderungen der
metabolischen Aktivitdt, der Zellvitalitit sowie des Proliferationsverhaltens nach
unterschiedlich langer Plasmabehandlung. AnschlieRend erfolgten durchflusszytometrische
Messungen von Ko-Kulturen aus KaP-behandelten Melanomzellen und antioxidativen
Naturstoffen. Genexpressionsanalysen von ausgewdahlten Proteinen sollten anschlieRend

genauere Rickschlisse tiber KaP-induzierte zellulare Veranderungen liefern.

Die Betrachtung der behandelten Melanomzellen unter dem Lichtmikroskop legte einen
Zusammenhang zwischen der Behandlungszeit und dem biologischen Effekt des Plasmas auf
die behandelten Melanomzellen nahe. Dieser Zusammenhang ist konform zu
Beobachtungen, die im Rahmen anderer in vitro Studien beschrieben wurden ! 232 173 168
Neben Melanomzellen wurden in diesen Studien zudem verschiedene andere adhdrente
Krebszellen wie beispielsweise Prostatakarzinomzellen und Zervixkarzinomzellen untersucht.
Behandlungszeitabhangige morphologische Verdanderungen nach KaP-Behandlung waren

dabei in allen Versuchen feststellbar, obwohl es Unterschiede in der Tragergasauswahl, dem

Messzeitpunkt und den Versuchsparametern (Voltstirke, Behandlungsabstand,
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Behandlungsablauf) gab. Kritisch ist hinsichtlich der Analyse morphologischer
Veranderungen im Rahmen dieser Arbeit anzumerken, dass nur repradsentative
Bildausschnitte ausgewahlt und nicht mehrere Aufnahmen von verschiedenen Abschnitten
der Zellkulturen gemacht wurden und zudem morphologische Veranderunge nur schwierig
zu quantifizieren sind. Durch die manuell gefiihrte Plasmabehandlung sind weiterhin kleine
UnregelmaRigkeiten im Ausmafd der durch die Plasmabehandlung verursachten Effekte nicht
vollstdndig auszuschlieBen. Um eine regelmalRigere Behandlung der behandelten
Zellkulturabschnitte zu gewahrleisten, kann eine computergefiihrte Plasmabehandlung

218 219 iseki et al. nahmen zur exakten Detektion morphologischer

durchgefihrt werden.
Veranderungen zudem, abhéangig von der Entfernung zum Plasmastrahl, eine Einteilung in
verschiedene Bestrahlungsregionen (Region direkter Bestrahlung, Region in Umgebung
direkter Bestrahlung, Region entfernt von direkter Bestrahlung) vor. In diesem Modell
zeigten sich deutliche Unterschiede in der Wirkung des KaP auf Zellen in den

unterschiedlichen Bestrahlungsregionen.’’® Diese Erkenntnisse konnten im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht beriicksichtigt werden.

Die beobachteten morphologischen Verdnderungen der Melanomzellen wurden
anschlieBRend durch durchflusszytometrische Messungen der Vitalitait und des
Proliferationsverhaltens sowie durch Messungen der metabolischen Zellaktivitat mittels
Resazurin-Tests tiefergehend untersucht und quantifiziert. Im Ergebnis zeigte sich jeweils ein
negativer Zusammenhang zwischen der Plasmabehandlungszeit (und damit auch der -dosis)
und der Vitalitdt, dem Proliferationsverhalten sowie der metabolischen Aktivitdt der
Melanomzellen. Auch hier stimmen die Resultate mit den Ergebnissen anderer Studien
Uberein, obwohl die im Rahmen dieser Studien prasentierten Ergebnisse zum Teil auf

159 83 168 125

anderen Messmethoden und Versuchsparametern beruhten. So nutzten

beispielsweise Arndt et al. zur Detektion des Proliferationsverhaltens Analysen des
Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) und zur Detektion der Zellviabilitdt eine auf

139 Bej der Deutung der

Widerstandsmessung beasierende Methode (xCelligence System).
Ergebnisse dieser Arbeit muss zudem einschrankend angemerkt werden, dass keine
Analysen zu den exakten Zelltod-Vorgingen gemacht wurden. Weitreichendere
Untersuchungen in anderen Publikationen, die vergleichbare Versuche durchgefiihrt haben,
ergaben beispielsweise durch durchflusszytometrische Messungen von Annexin V- und

8

Propodium lod (Pl)-gefirbten Zellen'®®, durch die Analyse von Apoptose-assoziierten
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Proteinen’® sowie durch DNA-Fragmentationsanalysen , dass es sich dabei um
apoptotische Vorgidnge handelt. Fridman et al. beobachteten dagegen in ihrem
Versuchsmodell mit Melanomzellen bei hohen Behandlungsdosen (15 Sekunden
Plasmabehandlung, 1.4 W/cm?) nekrotische Vorginge, wohingegen bei niedrigen
Behandlungsdosen (5 Sekunden Plasmabehandlung, 0.8 W/cm?) apoptotische Vorginge zu
beobachten waren. Diese Resultate lassen einen dosisabhdngigen Effekt von KaP auf die
behandelten Melanomzellen vermuten, der im Rahmen kiinftiger Forschungsarbeit auch fiir

die in dieser Studie gewahlten Zellen und Plasmaquelle genauer untersucht werden

kénnte.®

Eine weitere wichtige Beobachtung, die im Rahmen dieser Arbeit gemacht werden konnte,
ist die unterschiedlich stark ausfallende Wirkung von KaP auf die unterschiedlichen
verwendten Melanom-Zelllinien. So bewirkt eine Plasmabehandlung bei Zellen der Linie
MaMel-19 eine starkere Reduktion vitaler Zellen und vermindert das Teilungsverhalten
starker als dies bei Melanomzellen der Zelllinie UKRV-15a der Fall ist. Auch diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit Ergebnissen anderer Studien, die die unterschiedlich
starke Wirkung von KaP auf verschiedene Zellenarten und -linien untersucht haben.?*? 13 17
Wie diese Unterschiede genau zu Stande kommen, ist jedoch nicht abschlieBend geklart.
Biscop et al. diskutieren in diesem Zusammenhang einen moglichen Einfluss des
verwendeten Kulturmediums, das fiir verschiedene Zelllinien unterschiedlich sein kann, auf
die Wirksamkeit von KaP in vitro.** Da jedoch in dieser Arbeit fir beide Zelllinien das gleiche
Kulturmedium verwendet wurde, ist dies als Grund fiir eine unterschiedlich starke KaP-
Wirkung auszuschlieBen. Ein Grund fiir die unterschiedlich stark ausfallende Wirkung der
KaP-Behandlung konnten Unterschiede der oxidativen Kapazitdt der verschiedenen Zelllinien
sein. So gibt es bereits einige Experimente, die sogenannte ,slow cycling” Melanomzellen als
medikamenten-resistenter identifiziert haben. Als Grund dafiir wurde unter anderem ihr
gesteigerter oxidativer Metabolismus und damit oxidative Kapazitat im Vergleich zu anderen

2352
Melanomzellen genannt.?* %3¢

Zusammenfassend konnte in den durchgefiihrten Versuchen ein inhibierender Effekt von
KaP auf die metabolische Aktivitat, das Teilungsverhalten und die Vitalitdt sowie auf das

morphologische Erscheinungsbild der untersuchten Tumorzellen nachgewiesen werden.

Ein zweiter wichtiger Punkt bei der Untersuchung der bestrahlten Melanomzellen war die

Reduktion der biologischen Effekte von KaP durch die Zugabe von Antioxidantien. Im
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Rahmen der Arbeit durchgefiihrte Versuche zeigten eine deutliche Reduktion der KaP-
Wirkung auf die Melanomzellen bei Zugabe von antioxidativen Naturstoffen. Die Wirkung
fiel jedoch je nach Zelllinie, verwendeter Naturstoffkonzentration und Lange der
Plasmabehandlung unterschiedlich stark aus. Auch in anderen Studien konnte durch die
Verwendung verschiedener Antioxidantien die Wirkung von KaP auf in vitro behandelte

125 232

Zellen reduziert werden. Hier wurden als Antioxidantien beispielsweise N-Acetyl-L-

17194 p-Mannitol oder Natriumpyruvat®™ verwendet und nicht wie in dieser Arbeit

Cystein
Naturstoff-Losungen auf der Basis von Kaffeesaure, Resveratol und Rutin-Hydrat. Insgesamt
scheint die Zugabe von Antioxidantien jedoch stets die KaP-Wirkung auf die Melanomzellen
zu reduzieren. Direkte Vergleiche zwischen den verschiedenen Antioxidantien beziglich der
Starke ihres jeweiligen reduzierenden Effekts lassen sich jedoch aus verschiedenen Griinden
nicht ziehen. So erfolgte beispielsweise sowohl in den betrachteten Versuchen, als auch im
Rahmen dieser Arbeit die Zugabe der Antioxidantien zu unterschiedlichen Zeitpunkten im
Zeitrahmen maximal einer Stunde vor der KaP-Behandlung. Die Lange der Inkubationszeit
der Antioxidantien vor der Behandlung scheint dabei jedoch den reduzierenden Effekt der
Antioxidantien auf die KaP-Wirkung nicht zu beeinflussen. Weiterhin fielen die gewahlten
Konzentrationen der Antioxidantien unterschiedlich aus. Dazu kommt, dass, im Gegensatz

zum Vorgehen in dieser Arbeit, in keiner der erwdhnten Publikationen die KaP-unabhangige

und damit isolierte Wirkung der Antioxidantien auf die Zellen untersucht wurden.

SchlielRlich wurden Genexpressionsanalysen der Genabschnitte CDKN2a (Cyclin-abhangige
Kinase Inhibitor 2) und Hypoxie induzierter Faktor 1-alpha (HIF1a) durchgefiihrt, um
genauere Aussagen Uber die zelluldren Effekte von KaP treffen zu kdonnen. Die Ergebnisse
der RT-gPCR-Analysen lieRen jedoch keine eindeutige Aussage dariber zu, ob KaP eine
Veranderung der Expressionslevel verursacht und die hinzugefligten Antioxidantien diese
Expressionsverdanderungen verhindern kdnnen. Lediglich bei der Zelllinie UKRV-15a ist nach
drei Tagen eine erhohte Expression von HIFla zu beobachten. Eine KaP induzierte
Uberexpression verursacht dementsprechend ein Anhalten des Zellzyklus, des
Zellwachstums, der Proliferation und kann zur Apoptose der Zellen fiihren. Durch die
Kombination mit der Naturstoff-Arbeitslosung wird dieser Effekt wiederrum abgeschwacht.
Dies verdeutlicht die antioxidative Wirkung des Naturstoffes auf die KaP-generierten RONS
und eine damit verbundene Reduktion des biologischen Effekts von KaP auf die Zellen. Die

Naturstoffe verhindern dabei die Entstehung von oxidativen Stress, wodurch es zu keiner
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Stabilisierung des Transkriptionsfaktors kommt. Die geringe Anzahl der Versuchsansatze
sowie die teilweise lange Inkubationszeit von drei Tagen kénnten Griinde fir die begrenzte
Aussagekraft der Genanalysen sein. Moglich ist daher, dass es wahrend der Inkubationszeit
bereits zu Expressionsveranderungen gekommen ist, welche nicht genau bestimmt werden
konnten. Eine Wiederholung der Genexpressionsanalysen mit einer hoheren Anzahl von
Versuchsansatzen und verkiirzten Inkubationszeiten ist daher indiziert, um an dieser Stelle

fundiertere Aussagen treffen zu kénnen.

Im zweiten Teil der Arbeit erfolgte die Untersuchung von isolierten T-Zellen, die auf
Veranderungen ihrer Vitalitat, ihres Proliferationsverhaltens und ihrer Zusammensetzung in
CD3'CD4" T-Zellen und CD3*CD8" T-Zellen nach KaP-Behanlung hin untersucht wurden.
AnschlieBend erfolgten durchflusszytometrische Messungen von Ko-Kulturen aus KaP-
behandelten Immunzellen und antioxidativen Naturstoffen sowie Messungen ihrer Vitalitat
zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten (16 Stunden, 3 Tage). Wie schon bei den
Melanomzellen sollten auch hier anschlieBend Genexpressionsanalysen ausgewahlter

Genabschnitte genauere Rickschlisse tGiber KaP-induzierte zelluldre Veranderungen liefern.

Die Untersuchung der Vitalitat und des Teilungsverhaltens der Immunzellen nach den KaP-
Behandlungen ergab, wie auch bei den Melanomzellen, eine behandlungszeitabhangige
Reduktion von vitalen und proliferierenden Zellen. Auch hier stehen diese Ergebnisse in
Einklang mit den Ergebnissen anderer Studien Uber behandelte isolierte PBMCs mit
anschlieRender Antikérperfarbung der CD3'CD4" T-Zellen.?!” #'° Auf Basis der gesammelten
Daten lassen sich auch hier keine Riickschliisse Uber genaue Zelltod-Vorgange ziehen.
Bekeschus et al. konnten jedoch Apoptose-assoziierte Vorginge bei isolierten CD4" T-Zellen
nach KaP-Behandlung feststellen.?*® Da die Versuchsbedingungen und -abliufe dieser Studie
vergleichbar mit den Bedingungen und Ablaufen der vorliegenden Arbeit sind, kann davon
ausgegangen werden, dass diese Erkenntnisse auf die in dieser Arbeit beobachteten Daten

Ubertragbar sind. In nachfolgenden Versuchen ware dies allerdings kritisch zu tiberpriifen.

Zusatzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit durch Messung der Vitalitdat 16 Stunden sowie
drei Tage nach den KaP-Behandlungen der zeitliche Verlauf der KaP-Wirkung auf die Zellen
untersucht. So sind nach drei Tagen deutlich mehr T-Zellen devitalisiert als 16 Stunden nach
der KaP-Behandlung. Der mit der Zeit bei der Plasmabehandlung zunehmende oxidative
Stress auf die behandelten Zellen wurde von Bekeschus et al. durch Messungen des Proteins

Caspase-3 und der oxidativen Aktivitdt der Mitochondrien bereits dokumentiert und stitzt
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die in dieser Arbeit dokumentierten Ergebnisse bezliglich des zeitlichen Verlaufs des
biologischen Effekts von KaP auf die Immunzellen.?*® Hier wurden Messungen dhnlich wie in
dieser Arbeit 2, 6, 12, 18 und 24 Stunden nach den KaP-Behandlungen durchgefiihrt. Auch
im Vergleich zu anderen veroffentlichten Studien, die die Wirkung von KaP unter zeitlichen
Aspekten untersucht haben, sind die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Messergebnisse

. 2
konsistent.’

Dariber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit durch gezielte Proliferationsanalysen
herausgefunden werden, dass das Teilungsverhalten der vitalen CD3" T-Zellen nach den KaP-
Behandlungen behandlungszeitabhangig inhibiert wird. Je langer ist Behandlungszeit war,
desto starker wurde das Proliferationsverhalten gehemmt. Abweichend von diesen
Resultaten kommen Bekeschus et al. auf Basis ihrer Analysen zum Schluss, dass in vitro
behandelte T-Zellen durch KaP entweder direkt devitalisiert werden oder es zu keinerlei
Einschrinkung ihrer Funktionsfahigkeit bzw. ihres Proliferationsverhaltens kommt.”*® Die
Grinde fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse sind noch nicht abschlieBend geklart,
konnten jedoch eventuell auf Unterschiede im Versuchsaufbau zuriickzufiihren sein. So
haben Bekeschus et al. isolierte CFSE-markierte PBMCs mit Phytohaemagglutinin P (PHA)
stimuliert und erst nach zweitatiger Inkubationszeit mit KaP behandelt. Erst an Tag 7 wurden
schliefRlich durchflusszytometrische Messungen vorgenommen. Grund fir das Ausbleiben
der Proliferationshemmung kdonnte somit die stark verlangerte Inkubationszeit sein sowie
ein unterschiedlich ablaufender Stimulationsmechanismus der Zellen durch das mitogene
PHA. Die Aktivierung der Proliferation durch PHA erfolgt (iber die Bindung an glykolysierte,
membranstandige Proteine (unter anderem dem TZR) und einer damit einhergehenden
Kreuzvernetzung der Membranproteine, die eine Calcium-abhangige intrazelluldre Kaskade

. . 2
einleitet.”®

Zu Beginn der Versuche wurde zudem eine Differenzierung der CD3" T-Zellen in die
Subpopulationen CD3" CD4" (T-Helfer-Zellen) und CD3" CD8" T-Zellen (zytotoxische T-Zellen)
mittels Antikorperfarbung vorgenommen. Dabei ergaben sich nach der Plasmabehandlung
weder Unterschiede hinsichtlich der Komposition der CD3" T-Zellen noch hinsichtlich der
Vitalitatsreduktion in den beiden Subpopulationen. Obwohl es klare Unterschiede im
Versuchsaufbau gab, fanden Bekeschus et al. ebenfalls keine signifikaten Unterschiede
beziglich der Vitalitatsreduktion in den betrachteten Subpopulationen nach den

Behandlungen mit KaP. So wurde in deren Versuchen auf deren lIsolation verzichtet und
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PBMCs in ihrer Gesamtheit mit vergleichbaren Behandlungszeiten (5, 20, 60 Sekunden)

240 Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde auf eine solche Differenzierung in der

untersucht.
Folge verzichtet. Haertel et al. beobachteten jedoch bei Analysen von isolierten Immunzellen
unterschiedlich sensitive T-Zellen nach der Behandlung mit Plasma.??® T-Helfer-Zellen
reagierten hier im Vergleich zu zytotoxischen T-Zellen mit einem deutlich stadrkeren
Vitalitatsverlust auf die KaP-Behandlungen. Ein Grund fir dieses Ergebniss kdnnte zum einen
die Untersuchung der Subpopulation nicht in Form von isolierten Immunzellen in
Monokulturen (wie im Rahmen dieser Arbeit geschehen), sondern als Suspension vieler
verschiedener Immunzell-Populationen sein. Zudem ist festzuhalten, dass es sich bei den

untersuchten Immunzellen von Haertel et al. nicht um humane, sondern Immunzellen von

Ratten handelte.

Um tiefergreifende Aussagen iiber die Wirkung von KaP auf CD3" T-Zellen und insbesondere
auf die Subpopulation der T-Helferzellen (CD3" CD4") treffen zu kdnnen, haben Bekeschus et
al. eine Differenzierung der T-Helferzellen in naive T-Zellen und in Gedéachtnis-T-Zellen
vorgenommen. Die Autoren zeigen, dass innerhalb der T-Helfer-Subpopulation T-Helfer
Gedachtniszellen starker auf eine Plasmabehandlung reagieren als naive T-Helferzellen. Dies
duBerte sich vor allen Dingen durch eine héhere Anzahl apoptotischer Zellen und einer
verminderten Expression einiger Zytokine.’*’ Eine solche Differenzierung der T-Helferzellen
erfolgte im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht, ist jedoch ein interessanter Ansatz fiir

zuklinftige Versuche, um immunologischen Konsequenzen von KaP abschatzen zu kénnen.

SchlielRlich konnte im Rahmen dieser Arbeit eine leicht unterschiedliche KaP-Wirkung auf die
Vitalitat von stimulierten und unstimulierten Immunzellen nachgewiesen werden. So fallt die
vitalitdtseinschrankende Wirkung von KaP bei unstimulierten CD3" T-Zellen etwas stirker
aus als bei stimulierten CD3" T-Zellen. Zu diesem Resultat kamen Bekeschus et al. und
Heartel et al. trotz der bereits erwdhnten Unterschiede im Versuchsaufbau bei ihren
Untersuchungen mit PBMC*® beziehungsweise mit Immunzellen der Ratte ebenfalls.’®
Womit sich die erhohte Widerstandsfahigkeit der aktivierten Zellen begriinden lasst, war

nicht Gegestand dieser Arbeit, kdnnte aber ebenfalls im Rahmen weiterfihrender

Untersuchungen ndher beleuchtet werden.

Genau wie bei den Melanomzell-Versuchen, wurde der Effekt von antioxidativen
Naturstoffen auch fiir die KaP-behandelten Immunzellen untersucht. Dabei ergaben sich bei

Zugabe der Antioxidantien deutlich erhohte Vitalitdtswerte bei den behandelten T-Zellen im
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Vergleich zu behandelten T-Zellen, bei denen keine Naturstoffe zugegeben wurden. Die
Effektstarke der verschiedenen Naturstoffe fiel dabei je nach Konzentration der Naturstoff-
Arbeitslésung und der Plasmabehandlungszeit unterschiedlich stark aus. Die Zugabe der
verschiedenen Naturstoff-Losungen bewirkt zwar erhohte Vitalitdtswerte der behandelten
Zellen, jedoch sind diese trotz allem noch reduziert im Vergleich zu den unbehandelten
Proben. So scheinen die Naturstoff-Losungen nur eine gewisse Menge der KaP-generierten
RONS inaktivieren und damit die Wirkung von KaP auf die Zellen abschwéachen zu kénnen.
Vergleichbare Studien, die an T-Zellen eine dhnliche Fragestellung untersucht haben, liegen
derzeit nicht vor. Daher ware es denkbar, die Versuchsansiatze mit anderen Antioxidatien zu
wiederholen, um deren unterschiedliche Effektstarken und Abhéangigkeiten zu anderen

Variablen (z.B. Behandlungszeit, Konzentration) besser herausarbeiten zu konnen.

Wichtig ist an dieser Stelle zu betonen, dass aufgrund des starken negativen Einflusses der
ausgewahlten Naturstoff-Losungen auf das Teilungsverhalten der Immunzellen,
diesbeziiglich keine Aussagen getroffen werden konnten. Die Proliferationswerte der T-
Zellen waren bereits nach der Antioxidantien-Zugabe und ohne die zusatzliche KaP-
Behandlung stark reduziert. So sollte in folgenden Versuchsansatzen die Auswahl der
Antioxidantien Gberdacht werden und nach moglichen Alternativstoffen gesucht werden, die

das Proliferationsverhalten nicht negativ beeinflussen.

Mit Hilfe von Genexpressionsanalysen wurden schlieBlich die relativen Genexpressionslevel
der Genabschnitte FOXP3, IL-10, INF- y sowie IL-2 auf mogliche KaP-induzierte
Veranderungen hin untersucht. Auf Basis der Daten dieser Studie sind leider keine
fundierten Aussagen Uber Expressionsveranderungen moglich. So gab es in den
verschiedenen Versuchsansatzen sich widersprechende Zahlen. Lediglich die Ergenisse eines
Versuchsansatzes (Abbildung 26 E) lassen durch eine erhdhte relative Expression von [L-2
und IFN-y eine proinflammatorische Reaktion der behandelten T-Zellen auf die KaP-
Behandlung vermuten. Zuséatzlich konnte durch die Zugabe der Naturstofflésung die Kap-
induzierte erhohte relative Expression der beiden Genabschnitte und somit die biologische
Wirkung von KaP vermindert werden. Samtliche hier gewonnen Ergebnisse sollten jedoch im
Rahmen zukinftiger Versuche kritisch Gberprift werden. Bei der moglichen Wiederholung
solcher Expressionsanalysen werden Anpassungen vorgeschlagen. So sollte die Anzahl der
Versuchsansdatze erhoht sowie die Inkubationszeiten bzw. die Messintervalle verkirzt

werden um Expressionsverdnderungen rechtzeitig dokumentieren zu konnen und



Diskussion 94

spenderindividuelle Expressionsabweichungen besser interpretieren zu kénnen. Zu betonen
ist an dieser Stelle zudem, dass es wegen der devitalisierenden Wirkung von KaP auf die
Lymphozyten grundsatzlich schwierig ist, die genaue Ursache fir ein potentiell reduziertes
Expressionslevel eines Genabschnitts zu identifizieren, da eine solche Reduktion auch in der

sinkenden Anzahl der Zellen begriindet sein konnte.

Zusammenfassend konnte in den durchgefiihrten Versuchen ein inhibierender Effekt von
KaP auf das Teilungsverhalten und die Vitalitdt der untersuchten T-Zellen nachgewiesen
werden. Wobei weder Unterschiede hinsichtlich der Komposition der CD3" T-Zellen noch
hinsichtlich der Vitalitdtsreduktion in den beiden Subpopulationen nach den

Plasmabehandlungen festgestellt werden konnten.

Die Anwesenheit von antioxidativen Naturstoff-Losungen verringert dabei deutlich die
vitalitatsreduzierende Wirkung von KaP auf die behandelten T-Zellen. Die durchgefihrten

Genexpressionsanalysen lieBen keine Aussagen zu.

Die verwendeten Parameter und Gerateeinstellungen, wie beispielsweise der Abstand der
Plasmaquelle zu den behandelten Zellen, die Auswahl des Tragergases (Argon) und das
genutzte Powerlevel, wurden auf der Basis ausgewdhlter Literatur festgelegt.”” **® #¢ Da
derzeit keine Publikationen Uber den verwendeten Plasmalet der Firma Heuermann
vorliegen, wurden die Parameter der in anderen Studien verwendeten Plasmagerate fir den

Plasmalet (ibernommen. Die Versuchsparameter wurden dabei wahrend der Datenerhebung

zu keinem Zeitpunkt verandert.

Grundsatzlich wird die Parameterauswahl und ihre Variation bei der Plasmabestrahlung
jedoch durchaus in einigen Publikationen diskutiert. So wurde gezeigt, dass Veranderungen
der Linge der Behandlungszeiten, des Flow-Levels, der Tragergas-Komposition, des
Behandlungsabstandes und der Voltage'*® einen groRen Einfluss auf die biologische Wirkung

von KaP auf unterschiedliche Zellen haben kénnen.® 1%

Da die Parameterauswahl am Plasmalet bei der Bestrahlung von Melanom- und
Immunzellen im Rahmen dieser Studie zum ersten Mal vorgenommen wurde, sollte diese in
zuklinftigen Studien weiter ausgearbeitet und validiert werden. So ware es beispielsweise
denkbar, den exakten Versuchsaufbau dieser Studie mit verschiedenen Plasmageraten
durchzufiihren, Parametereinstellungen zusatzlich zu verandern und dabei die Unterschiede

in den Auswirkungen auf die bestrahlten Zellen tiefergehend zu untersuchen.
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Beziglich der Aussagekraft der in dieser Arbeit erhobenen Daten muss kritisch angemerkt
werden, dass alle Versuchsansadtze unter Verwendung von Monokulturen erfolgten. Es
wurden keine Versuchsansdtze mit verschiedenen PBMC-Subpopulationen sowie mit
Melanomzellen und CD3" T-Zellen in Ko-Kultur angesetzt. Die Reaktionen isolierter Zellen auf
die KaP-Behandlung lassen sich nur eingeschrankt auf den lebenden Organismus lbertragen
und missen im Rahmen weiterer Forschungsabeit mit Hilfe von Ko-Kulturen genauer
Uberpriuft werden. Zudem ist das Immunsystem des Menschen duBert komplex und besteht
aus einer Vielzahl zelluldrer und molekularer Komponenten. Aufgrund der komplexen
Wechselwirkungen ergeben sich damit viele Fragestellungen, die nicht vollstandig durch in
vitro Experimente geklart werden konnen. Berlicksichtigt werden muss aullerdem, dass die
im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse lediglich Aussagen lber die kurzfristigen
Auswirkungen von KaP auf die behandelten Zellen ermaoglichen. Fir Aussagen liber mogliche

Langzeitwirkungen von KaP sind in vitro Modelle ebenfalls nicht geeignet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nur ein Ausschnitt der potenziellen biologischen Wirkungen
von KaP auf in vitro behandelte Melanom- und T-Zellen untersucht. Dennoch konnte
zusammenfassend und unter Berlcksichtigung der einschrankenden Anmerkungen im
Rahmen dieser Diskussion das groBe Potenzial von KaP in der Krebstherapie
herausgearbeitet und verdeutlicht werden. Damit KaP-Behandlungen in die Krebstherapie
Einzug erhalten kénnen, sind noch weitere vor allem in vivo Studien zwingend erforderlich.
Vor allen Dingen mit dem Ziel, Langzeiteffekte sowie Nebenwirkungen zu untersuchen, um
Behandlungskonzepte zu etablieren und somit die Sicherheit der Behandlung gewahrleisten

zu konnen.
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6 Zusammenfassung

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung des Einflusses von KaP auf humane
Melanom- und Immunzellen. Durch in vitro Versuche mit ausgewdhlten Zellen wurde (i) der
biologische Einfluss von KaP auf die Morphologie und die metabolische Aktivitdt von
Melanomzellen sowie auf das Proliferationsverhalten und die Vitalitdit von Melanom- und
Immunzellen untersucht. Zusatzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit durch die Zugabe von
Antioxidantien versucht, (ii) den biologischen Effekt von KaP auf die behandelten Zellen zu
reduzieren und (iii) durch die Untersuchung ausgewadhlter Genexpressionsveranderungen

mittels gPCR genaueren Aufschluss tUber die Wirkungsweise von KaP zu erlangen.

Zusammenfassend konnte in den durchgefiihrten Versuchen ein inhibierender Effekt von
KaP auf die metabolische Aktivitait sowie das morphologische Erscheinungsbild der
untersuchten Melanom-Zelllinien sowie ein inhibierender Effekt von KaP auf das
Teilungsverhalten und die Vitalitdt der untersuchten T- und Melanomzellen nachgewiesen
werden. Nach den Plasmabehandlungen konnten jedoch weder Unterschiede hinsichtlich
der Komposition noch der Vitalitatsreduktion zwischen den beiden Subpopulationen der
CD3" T-Zellen (CD3" CD4" und CD3" CD8") festgestellt werden. Im Gegensatz waren jedoch
unterschiedlich starke Effekte von KaP auf stimulierte und unstimulierte T-Zellen sowie auf

die beiden Melanom-Zelllinien erkennbar.

Zusatzlich konnte im Rahmen dieser Arbeit durch die Zugabe von antioxidativen
Naturstoffen zu den KaP-behandelten Zellen eine deutliche Reduktion der KaP-Wirkung auf
diese Zellen bewirkt werden. Der die Wirkung der KaP-Bestrahlung abschwéachende Einfluss
der Naturstoffe fiel dabei je nach Zelllinie, verwendeter Naturstoffkonzentration und Lange

der Plasmabehandlung unterschiedlich stark aus.

SchlielRlich wurden Genexpressionsanalysen ausgewahlter Genabschnitte durchgefiihrt, um
genauere Aussagen Uber die zelluldren Effekte von KaP treffen zu kénnen. Die Ergebnisse
der RT-gPCR-Analysen lieRen jedoch keine eindeutige Aussage dariber zu, ob KaP eine
Veranderung der Expressionslevels verursacht und die hinzugefligten Antioxidantien diese

Expressionsveranderungen verhindern kénnen.

Zusammenfassend bekraftigen die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse das
grole Potenzial von KaP in der MM-Therapie. Zur Etablierung standardisierter

Behandlungsabldufe sind jedoch noch weitere, vor allem in vivo Studien dringend
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erforderlich, um mogliche Schaden fiir den Organismus, vor allem von gesundem Gewebe

ausschlieBen und Berechenbarkeit der KaP-Behandlungen gewahrleisten sowie zu kdnnen.
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