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1. Einleitung 

 

1.1 Gynäkologische Tumoren 

 

1.1.1 Das Mammakarzinom 

 
Das Mammakarzinom (MC) ist weltweit das häufigste Malignom der Frau und stellt die 

zweithäufigste Todesursache unter den Tumoren bei Frauen dar (Sung et al., 2021). In 

Deutschland lag die Inzidenz des Mammakarzinoms bei Frauen im Jahr 2022 bei 148 

Neuerkrankungen je 100.000 Einwohner. Auch Männer können am Mammakarzinom er-

kranken, wobei die Inzidenz mit 2,9 Neuerkrankungen je 100.000 Einwohner deutlich ge-

ringer ausfällt (Europäische Union, 2024). Im Folgenden wird primär die Erkrankung der 

Frau betrachtet. Die Entstehung des Brustkrebses ist multifaktoriell. Die Risikofaktoren 

sind unter anderem hormoneller und reproduktiver Genese. Dazu zählen eine frühe Me-

narche und späte Menopause, ein hohes Alter bei der ersten Geburt, wenige Schwanger-

schaften sowie die Einnahme oraler Kontrazeptiva oder Hormontherapien in der Meno-

pause. Weiterhin spielen aber auch den Lebensstil betreffende Faktoren, wie mangelnde 

körperliche Aktivität, exzessiver Alkoholkonsum und starkes Übergewicht eine Rolle (Sun 

et al., 2017; Sung et al., 2021). Zudem ist eine positive Familienanamnese ein wichtiger 

Risikofaktor für das Mammakarzinom (Brewer et al., 2017; Sun et al., 2017). In diesem 

Zusammenhang spielen Mutationen der Tumorsuppressorgene BRCA1 und BRCA2 eine 

wichtige Rolle, wobei Trägerinnen der Risikomutationen ein signifikant höheres Risiko ha-

ben, ein Mammakarzinom zu entwickeln (Armstrong et al., 2019; Hawsawi et al., 2019). 

Das Risiko für BRCA1-Mutationsträgerinnen, an Brustkrebs zu erkranken, wird auf 40-87 

% geschätzt, das von BRCA2-Trägerinnen auf 18-88 % (Engel und Fischer, 2015). Des 

Weiteren führen Mutationen des PALB2-Gens zu einem erhöhten Risiko für ein 

Mammakarzinom (Antoniou et al., 2014). Das autosomal-dominant vererbte Li-Fraumeni-

Syndrom, welches auf eine Mutation des TP53-Gens zurückzuführen ist und multiple Tu-

moren verursachen kann, spielt insbesondere als Risikofaktor für das Auftreten von Brust-

krebs bei Frauen unter 31 Jahren eine Rolle (Correa, 2016; Frebourg et al., 2020). 

Es sind verschiedene Risikoläsionen bekannt, welche bereits als Neoplasie gewertet wer-

den, jedoch meist klinisch noch unauffällig sind. Diese weisen unterschiedliche 
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Progressionsraten auf. Dazu zählen das duktale Carcinoma in situ (DCIS), die atypische 

duktale Epithelhyperplasie (ADH), die lobuläre Neoplasie (LN), das intraduktale Papillom 

und die flache Epithelatypie (FEA). Das DCIS nimmt unter diesen eine Sonderstellung 

ein, da es das höchste Risiko einer Progression zum Mammakarzinom aufweist, wohin-

gegen die anderen Läsionen ein eher unsicheres und heterogenes malignes Potenzial 

zeigen (Calhoun und Collins, 2016; Leitlinienprogramm Onkologie, 2021).  

Die histologische Klassifikation des Mammakarzinoms erfolgt nach dem Wachstumsmus-

ter in lobuläre und duktale Karzinome. Diese können teils in weitere Subtypen differenziert 

werden, wobei das häufigste invasive Karzinom keine spezielle Differenzierung aufweist 

und als „no special type“ (NST) bezeichnet wird (Böcker und Kreipe, 2012; Sinn und 

Kreipe, 2013). In Bezug auf Therapie und Prognose ist der Rezeptorstatus der Tumorzel-

len heutzutage von besonderer Relevanz (Böcker und Kreipe, 2012). 70 % der 

Mammakarzinome sind Hormonrezeptor-positiv und exprimieren Östrogen- und/oder Pro-

gesteron-Rezeptoren. Bei diesen Tumoren kann durch die Einführung der Hormonthera-

pie mit Tamoxifen eine deutliche Senkung der Mortalität beobachtet werden (Early Breast 

Cancer Trialists' Collaborative Group, 2011; Lim et al., 2012). Eine Überexpression des 

Wachstumsfaktorrezeptors Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) ist hin-

gegen mit einer besonderen Aggressivität des Karzinoms und einer schlechteren Prog-

nose assoziiert (Böcker und Kreipe, 2012; Slamon et al., 1987). Dies gilt auch für das 

Triple-negative Mammakarzinom, welches weder Östrogen- und Progesteron-Rezeptoren 

noch HER2 exprimiert und in etwa 10-15 % der Fälle vorliegt. Verglichen mit Hormonre-

zeptor-positiven Karzinomen, tritt diese Form eher bei jüngeren und prämenopausalen 

Frauen auf (Curigliano und Goldhirsch, 2011; Malorni et al., 2012). 

Die Metastasierung erfolgt vor allem auf dem lymphatischen Weg in die axillären Lymph-

knoten sowie hämatogen, wobei sich die häufigsten hämatogenen Metastasen im Skelett, 

in der Lunge, in der Leber und im Gehirn absiedeln (Böcker und Kreipe, 2012).  

Die Therapie des Mammakarzinoms erfolgt abhängig von der Tumorausbreitung, dem 

Rezeptorstatus des Tumors sowie dem Menopausenstatus der Patientin. Grundsätzlich 

stehen an operativen Methoden für die Behandlung eines lokoregionalen Ersttumors die 

Mastektomie und die Brusterhaltende Therapie (BET) zur Verfügung. Bei entsprechen-

dem nodulären Status kann zudem eine axilläre Dissektion notwendig werden. Im Falle 
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einer BET erfolgt in der Regel eine adjuvante Strahlentherapie (Sedlmayer et al., 2013). 

Diese kann das Rezidivrisiko signifikant senken (Early Breast Cancer Trialists' Collabora-

tive Group, 2005). Weiterhin kommen unterschiedliche systemische adjuvante Behand-

lungsmaßnahmen zum Einsatz. Hierzu zählen die Chemotherapie, die Hormontherapie 

sowie die Antikörpertherapie. Die adjuvante Standard-Chemotherapie wird bei Patientin-

nen mit Triple-negativen Tumoren und HER2-positiven Tumoren sowie anderen Risiko-

konstellationen empfohlen und enthält ein Taxan und ein Anthrazyklin (Francis et al., 

2008; Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). Bei Vorliegen von Hormonrezeptor-positiven 

Tumoren werden die Patientinnen hingegen mit dem Selektiven Östrogenrezeptormodu-

lator Tamoxifen oder mit Aromatasehemmern adjuvant behandelt (Early Breast Cancer 

Trialists' Collaborative Group, 2015). Die Tamoxifen-Therapie wird für mindestens fünf 

Jahre empfohlen und zeigt bei Fortführung für zehn Jahre einen Nutzen hinsichtlich der 

Rezidivrate und Mortalität (Davies et al., 2013; Eisen et al., 2015). Mitunter kann bei prä-

menopausalen Patientinnen, die schon eine adjuvante Chemotherapie erhalten haben 

und ein erhöhtes Risiko für ein Rezidiv aufweisen, zusätzlich eine Suppression der Ovar-

funktion sinnvoll sein. Diese kann einerseits medikamentös mittels der Gabe von GnRH-

Analoga, andererseits aber auch chirurgisch mittels bilateraler Ovarektomie erfolgen (Kim 

et al., 2020; Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). Erfolgt eine Therapie mit Aromata-

sehemmern, ist die zusätzliche Suppression der Ovarfunktion unabdingbar (Leitlinienpro-

gramm Onkologie, 2021). Auch eine alleinige Ovarialsuppression kommt für prämenopau-

sale Frauen in Frage, wenn eine Kontraindikation für die Therapie mit Tamoxifen besteht 

oder andere Therapieoptionen abgelehnt werden (Eisen et al., 2015). Bei Patientinnen 

mit HER2-positivem Mammakarzinom kommt zusätzlich zu den Chemotherapeutika eine 

Antikörpertherapie mit Trastuzumab zum Einsatz, die das krankheitsfreie Überleben sig-

nifikant verlängern kann (Cameron et al., 2017). In diesem Fall erhalten sie zunächst das 

Anthrazyklin und im Anschluss eine kombinierte Therapie mit einem Taxan und Trastuzu-

mab (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). Auch neoadjuvante Therapiekonzepte kom-

men in der Behandlung des Mammakarzinoms zum Einsatz und können bei fortgeschrit-

tenen und primär inoperablen Mammakarzinomen im Verlauf zur Operabilität führen oder 

die Notwendigkeit einer Mastektomie verhindern (Chen et al., 2004; Kaufmann et al., 

2006; Leitlinienprogramm Onkologie, 2021; Wang et al., 2017). Zudem werden inflamm-

atorische Mammakarzinome mittels neoadjuvanter Therapie behandelt. Bezüglich des 
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Gesamtüberlebens sind die adjuvante und die neoadjuvante Chemotherapie als äquiva-

lent zu betrachten (Mauri et al., 2005). Eine neue Therapieoption beim metastasierten, 

hormonrezeptorpositiven Mammakarzinom stellen CDK4/6-Inhibitoren dar. Dazu zählen 

die Wirkstoffe Abemaciclib, Ribociclib und Palbociclib (Piezzo et al., 2020). Diese Sub-

stanzen werden in der Regel mit einem Aromatasehemmer oder Fulvestrant, einem kom-

petitiven Östrogenrezeptorantagonist, kombiniert (Spring et al., 2019). Des Weiteren 

kommt für die Behandlung im metastasierten Stadium der Anti-VEGF-Antikörper Bevaci-

zumab in Frage, welcher in Kombination mit einer Chemotherapie eingesetzt wird (Garcia 

et al., 2020; Miller et al., 2007). Für die Behandlung des metastasierten HER2-positiven 

Mammakarzinoms wird eine Kombinationstherapie aus Trastuzumab, Pertuzumab und 

einem Taxan empfohlen (Giordano et al., 2014).  

Das relative 5-Jahres-Überleben liegt bei Frauen bei 88 %, bei Männern nur bei 77 % 

(Robert Koch-Institut, 2016). Nach einer BET und Radiatio liegt die Rate an Lokalrezidiven 

nach 5 Jahren bei 8 %. Die 5-Jahres-Überlebensrate nach Auftreten eines Mammakarzi-

nom-Rezidivs liegt bei 59 % (Haffty et al., 1991). Trotz zahlreicher Therapieoptionen und 

einem Sinken der Sterbefälle seit Ende der Neunziger-Jahre,  limitieren unerwünschte 

Nebenwirkungen, Resistenzen gegenüber den Medikamenten oder Nicht-Ansprechen 

des Mammakarzinoms auf die Therapien mitunter den Behandlungserfolg (Ghersi et al., 

2015; Lorizio et al., 2012; Murray et al., 2012; Osborne und Schiff, 2011; Robert Koch-

Institut, Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V, 2023).  
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1.1.2 Das Ovarialkarzinom  

 
Die Inzidenz des Ovarialkarzinoms (OC) lag 2022 in Deutschland bei 14,6 Neuerkrankun-

gen je 100.000 Einwohner (Europäische Union, 2024). Obwohl die Inzidenz des Ovarial-

karzinoms in den letzten Jahren insgesamt abnehmend ist, bedingt es immerhin ca. 5 % 

aller Krebssterbefälle der Frau, da viele Patientinnen erst in einem fortgeschrittenen Sta-

dium diagnostiziert werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022a; Sung et al., 2021; 

Torre et al., 2018). Epitheliale Ovarialkarzinome machen 90 % aller malignen Ovarialtu-

moren aus und gelten als besonders aggressiv (Torre et al., 2018).  

Ätiologisch spielen das Alter sowie Übergewicht eine Rolle für die Entstehung von Ovari-

altumoren (Robert Koch-Institut, Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in 

Deutschland e.V, 2023). Weiterhin zählen eine hohe Anzahl an Ovulationen, Endometri-

ose und das Polyzystische Ovarial Syndrom (PCOS) zu den Risikofaktoren (Heidemann 

et al., 2014; Robert Koch-Institut, Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in 

Deutschland e.V, 2023; Yin et al., 2019). Wie beim Mammakarzinom sind genetische 

Komponenten von wichtiger Bedeutung. So erhöhen Mutationen in den BRCA1- und 

BRCA2-Genen auch das Risiko für die Entstehung von OC (Robert Koch-Institut, Gesell-

schaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V, 2023). Zudem gilt eine 

Exposition gegenüber Asbest als möglicher Risikofaktor, sodass das OC in bestimmten 

Fällen auch als Berufskrankheit gewertet werden kann (Leitlinienprogramm Onkologie, 

2022a). Die Einnahme oraler Kontrazeptiva senkt das Erkrankungsrisiko hingegen (Beral 

et al., 2008). 

Die Klassifikation der epithelialen Ovarialtumoren erfolgt histologisch in seröse, muzinöse, 

seromuzinöse, endometrioide, klarzellige sowie Brenner-Tumoren. Es existieren weitere 

seltene Subtypen und als hoch-maligne geltende undifferenzierte Karzinome (Kurman et 

al., 2014). Die Metastasierung erfolgt zum einen lymphogen, bevorzugt in pelvine und 

paraaortale Lymphknoten. Zum anderen ist eine Metastasierung per continuitatem typisch 

für das Ovarialkarzinom. Auf diesem Wege kommt es zu einer Peritonealkarzinose (Lax 

et al., 2012). Die Stadieneinteilung erfolgt abhängig von der Ausbreitung nach den FIGO-

Stadien und der TNM-Klassifikation (Berek et al., 2018).  
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Viele Patientinnen bleiben lange symptomfrei oder weisen nur unspezifische Symptome 

auf, was dazu führt, dass Ovarialkarzinome häufig erst spät diagnostiziert werden (Fung 

et al., 2004). In der Regel kann eine endgültige Diagnose erst nach einer Laparotomie 

bzw. einem operativen Staging gestellt werden (Falcetta et al., 2016; Leitlinienprogramm 

Onkologie, 2022a). Dabei erfolgen intraoperativ die Exploration der Abdominalhöhle so-

wie systematische Biopsien und Biopsien aus makroskopisch auffälligen Bereichen. Ge-

gebenenfalls sind eine Hysterektomie und Adnexexstirpation, eine Omentektomie, eine 

Lymphonodektomie pelvin und paraaortal und eine Appendektomie in der selben Opera-

tion möglich (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022a).  

Stadienabhängig erfolgt standardmäßig eine adjuvante Chemotherapie mit Carboplatin 

(Winter-Roach et al., 2009) oder eine Kombinationstherapie aus Carboplatin und Paclit-

axel. Zudem können bei fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen Bevacizumab, Inhibitoren 

des Enzyms Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) oder eine Kombination aus beiden 

als Erhaltungstherapie eingesetzt werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022a; Ray-

Coquard et al., 2019). Liegt eine Platinresistenz vor, können in der Rezidivtherapie even-

tuell nicht-platinhaltige Substanzen wie Topotecan, Gemcitabin oder pegyliertes liposo-

males Doxorubicin als Monotherapie in Erwägung gezogen werden. In einigen Fällen 

kommt weiterhin eine Strahlentherapie zur Behandlung eines Rezidivs in Frage (Brown et 

al., 2013). 

Obwohl die Mortalität des Ovarialkarzinoms in den letzten Jahrzehnten gesunken ist, ist 

die Prognose insgesamt nach wie vor als schlecht zu werten. So liegt die 5-Jahres-Über-

lebensrate aller Ovarialkarzinome bei 47 % (Torre et al., 2018). In den Stadien III und IV 

ist sie deutlich geringer (Schwärzler und Timmerman, 2018). 

 

1.1.3 Das Endometriumkarzinom 

 
In Deutschland stellt das Endometriumkarzinom (EC) die fünfthäufigste bösartige Tumo-

rerkrankung bei Frauen dar. Die standardisierte Neuerkrankungsrate je 100.000 Einwoh-

ner lag im Jahr 2020 in Deutschland bei 15,8 (Robert Koch-Institut, Gesellschaft der epi-

demiologischen Krebsregister in Deutschland e.V, 2023). Das mittlere Erkrankungsalter 

beträgt 68 Jahre. Die Patientinnen sind häufig postmenopausal und die Erkrankung fällt 
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oft bereits in frühen Stadien beispielsweise mit irregulären vaginalen Blutungen auf 

(Amant et al., 2005; Clarke et al., 2018).  

Histopathologisch werden klassischerweise Typ-1- und Typ-2-Endometriumkarzinome 

unterschieden, wobei mittlerweile vermehrt immunhistochemische und molekulare Klas-

sifikationen Anwendung finden. 80 % der Endometriumkarzinome werden dem endomet-

rioiden Subtyp zugeordnet, welcher sich durch eine Östrogenabhängigkeit und -stimula-

tion auszeichnet und zu den Typ-1-Karzinomen zählt (Amant et al., 2005; Leitlinienpro-

gramm Onkologie, 2022b; Setiawan et al., 2013). Die Atypische Endometriumhyperplasie 

gilt als Vorläuferläsion. Typ-2-Endometriumkarzinome sind östrogenunabhängig und ent-

stehen in einem atrophischen Endometrium (Lax et al., 2012). Diese können in seröse 

oder klarzellige Subtypen unterteilt werden (Lax, 2004). 

Zu den Risikofaktoren für die Entstehung eines Endometriumkarzinoms Typ 1 zählt eine 

Hormontherapie mit Östrogenen ohne Gestagenschutz, insbesondere bei Langzeitein-

nahme (Razavi et al., 2010). Auch eine Tamoxifentherapie, wie sie bei Frauen mit 

Mammakarzinom zum Einsatz kommt, erhöht das Risiko, an einem EC zu erkranken (Fis-

her et al., 1998; Lee et al., 2020). Analog zu Ovarial- und Mammakarzinomen spielt auch 

in der Ätiologie des EC eine hohe Anzahl an Ovulationen, beispielsweise bedingt durch 

eine frühe Menarche, späte Menopause oder Kinderlosigkeit, eine wichtige Rolle. Weiter-

hin konnte nachgewiesen werden, dass übergewichtige Frauen und Patientinnen mit Di-

abetes mellitus Typ 2 häufiger erkranken (Onstad et al., 2016; Robert Koch-Institut, Ge-

sellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V, 2023). An Risikofak-

toren für das östrogen-unabhängige Typ-2-Endometriumkarzinom sind das Alter sowie 

Bestrahlungstherapien des Uterus zu nennen. Bislang ist unklar, inwieweit der Lebensstil 

Einfluss auf diesen Tumor nehmen kann (Robert Koch-Institut, Gesellschaft der epidemi-

ologischen Krebsregister in Deutschland e.V, 2023). Es konnte gezeigt werden, dass 

Frauen mit positiver Familienanamnese für Endometriumkarzinome oder Kolonkarzinome 

ein erhöhtes Risiko haben, selbst zu erkranken (Win et al., 2015). 

Die Metastasierung erfolgt zunächst insbesondere per continuitatem in das Myometrium. 

Des Weiteren kann eine Ausbreitung in die Tuben, Ovarien und die Zervix vorkommen. 

Metastasierungen in Harnblase und Rektum sind selten. Kommt es zur lymphogenen 
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Metastasierung, erfolgt diese in der Regel in die pelvinen und anschließend in die pa-

raaortalen Lymphknoten. Eine hämatogene Metastasierung betrifft insbesondere die 

Lunge (Lax et al., 2012). Die Stadieneinteilung wird nach FIGO bzw. TNM vorgenommen 

(Leitlinienprogramm Onkologie, 2022b). 

Die Standardtherapie des EC ist die totale Hysterektomie mit Adnexektomie. In fortge-

schrittenen Stadien und beim Typ-2-Endometriumkarzinom erfolgt eventuell zusätzlich 

eine Lymphadenektomie (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022b). Eine adjuvante perku-

tane Strahlentherapie bzw. eine vaginale Brachytherapie können das Rezidivrisiko sen-

ken (Klopp et al., 2014). Auch eine alleinige Bestrahlung kommt bei Kontraindikationen 

für eine Operation in Frage (van der Steen-Banasik et al., 2016). Die Radiatio kann jedoch 

lokale Nebenwirkungen, wie radiogene Proktitis, Zystitis und Vulvovaginitis, Lymphödeme 

und Vaginalstenosen oder -fibrosen verursachen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022b). 

Patientinnen in fortgeschrittenen Stadien bzw. mit serösem Endometriumkarzinom oder 

Typ-1-Karzinom mit TP53-Mutation profitieren von einer adjuvanten Chemotherapie, wel-

che nach der aktuellen Leitlinienempfehlung vorzugsweise mit Carboplatin und Paclitaxel 

durchgeführt werden sollte (Galaal et al., 2014; Leitlinienprogramm Onkologie, 2022b; 

Matei et al., 2019). 

Insgesamt liegt die 5-Jahres Überlebensrate bei 80 %, wobei Unterschiede zwischen den 

histologischen Typen bestehen (Amant et al., 2005). Die Prognose ist bei einer eher ge-

ringen Anzahl an Sterbefällen gut (Robert Koch-Institut, Gesellschaft der epidemiologi-

schen Krebsregister in Deutschland e.V, 2023). Dennoch ist nicht außer Acht zu lassen, 

dass Patientinnen mit klarzelligen und serösen Karzinomen bislang eine vergleichsweise 

hohe Rezidivrate und ein geringes Überleben aufweisen (Bernardini et al., 2016). 

 

1.1.4 Das uterine Leiomyosarkom  

 
Das uterine Leiomyosarkom (uLMS) ist ein seltener Tumor des Uterus, der durch eine 

sehr schlechte Prognose gekennzeichnet ist (Juhasz-Böss et al., 2018). Es zählt zur 

Gruppe der uterinen Sarkome und wies von 1978 bis 2007 in Nordeuropa eine Inzidenz 

von 0,4 pro 100.000 Einwohner auf (Brooks et al., 2004; Koivisto-Korander et al., 2012). 

Die Inzidenz ist bei Frauen afrikanischer Abstammung höher als bei anderen (Brooks et 
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al., 2004). Liegt eine Mutation des TP53-Gens vor, ist das Risiko, im Rahmen eines Li-

Fraumeni-Syndroms an einem Leiomyosarkom zu erkranken, ebenfalls erhöht (Ognjano-

vic et al., 2012). Darüber hinaus ist die Ätiologie bislang weitgehend unklar (Wen et al., 

2016). 

Analog zu den oben beschriebenen Malignomen der Genitalorgane erfolgt die Klassifika-

tion nach TNM/FIGO (Wen et al., 2016). Die meisten uterinen Leiomyosarkome finden 

sich intramural, während 20 % submukös, 10 % subserös und 5 % in der Cervix uteri 

lokalisiert sind. Histopathologisch lässt sich das Leiomyosarkom in spindelzellige, 

epitheloide und myxoide Typen unterscheiden (Oliva et al., 2014). 

Das Leiomyosarkom metastasiert hämatogen in Lunge und Leber (Duffaud et al., 2015). 

Zudem ist es das häufigste Sarkom, das Hautmetastasen ausbildet (Wang et al., 2012). 

Weiterhin kommen Metastasen in Weichteilen und Knochen vor. Eine Lymphknotenme-

tastasierung ist selten (Duffaud et al., 2015). 

Therapeutischer Goldstandard ist die vollständige Hysterektomie, wobei die Vermeidung 

einer Verletzung des Uterus oder eines Morcellements dabei von hoher Relevanz sind 

(Deutsche Gesellschaft für Gynäkologie und Geburtshilfe e.V. et al., 2021; Wen et al., 

2016). Da die Diagnose uLMS häufig erst postoperativ gestellt wird und die Verdachtsdi-

agnose zunächst häufig als benigne eingestuft wird, ist die En-Bloc-Resektion des Uterus 

nicht immer gegeben, was die Prognose verschlechtern kann (George et al., 2014; Wen 

et al., 2016). Insgesamt ist die Rezidivrate nach erfolgter Hysterektomie hoch (Hensley et 

al., 2014). Eine Adnexektomie kann abhängig vom Menopausenstatus der Patientin erfol-

gen. Bei prämenopausalen Frauen wird sie in der Regel nicht durchgeführt (Wen et al., 

2016). Eine Lymphadenektomie erfolgt lediglich im Falle von suspekt imponierenden 

Lymphknoten, da eine lymphogene Metastasierung selten ist (Deutsche Gesellschaft für 

Gynäkologie und Geburtshilfe e.V. et al., 2021). Standardmäßig sind keine adjuvante 

Chemotherapie oder Radiatio vorgesehen. Bei Auftreten von Metastasen erfolgt, wenn 

möglich, eine komplette Metastasenresektion (George et al., 2018). Im metastasierten 

Stadium kann zudem eine Chemotherapie mit Doxorubicin in Erwägung gezogen werden 

(Deutsche Gesellschaft für Gynäkologie und Geburtshilfe e.V. et al., 2021). Daneben gilt 

Ifosfamid aus der Gruppe der Alkylantien als wirksam in der Therapie von Weichteilsar-

komen (Duffaud et al., 2015). Die Ansprechraten einer Monotherapie mit Doxorubicin oder 
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Ifosfamid liegen jedoch unter 20 % (Hensley et al., 2014). Rezidive kommen häufig vor 

und die Studienlage hinsichtlich adjuvanter Therapien ist insgesamt noch lückenhaft 

(Friedman und Hensley, 2018). 

Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei Patientinnen in Stadium I bei ca. 76 %, nimmt je-

doch im fortgeschrittenem Stadium IV auf ca. 29 % deutlich ab (Kapp et al., 2008). Bei 

insgesamt geringen Fortschritten hinsichtlich der Erkennung und Therapie des Leiomy-

osarkoms in den vergangenen Jahren, werden neue Behandlungsansätze dringend be-

nötigt (Kapp et al., 2008). 

 

1.2 Physikalisches Plasma 

 
Physikalisches Plasma gilt neben den drei Erscheinungsformen fest, flüssig und gasför-

mig als vierter Aggregatzustand, welcher auftritt, wenn einem Gas Energie zugeführt wird. 

So entsteht ein ionisiertes Gas, das Ionen, Elektronen und neutrale Komponenten wie 

Atome, Moleküle und Radikale enthält (Bárdos und Baránková, 2010; Moisan et al., 2001). 

Ein Beispiel für natürlich vorkommendes physikalisches Plasma sind Gewitterblitze. Hier 

entstehen Temperaturen von bis zu 30.000 K (Fantz und Lotter, 2002). 

In der Medizin findet dagegen nicht-thermisches physikalisches Plasma Anwendung, wel-

ches Temperaturen zwischen 25 und 45 °C aufweist (Yan et al., 2016). Dieses auch als 

Nicht-invasives physikalisches Plasma (NIPP) bezeichnete Plasma unterscheidet sich da-

hingehend von heißen Plasmen, als dass das Gas nur teilweise ionisiert ist (Haertel et al., 

2014). Bei der Erzeugung des NIPP wird unter Atmosphärendruck Argon, Helium, Sauer-

stoff, Stickstoff, Luft oder Gasgemischen Energie zugeführt (Deutsche Gesellschaft für 

Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie, 2022; Haertel et al., 2014). Durch Wechselwirkun-

gen der Plasmakomponenten untereinander sowie mit der angrenzenden Luft, Oberflä-

chen oder Flüssigkeiten kommt es zur Bildung reaktiver Spezies, welche unter anderem 

auch für die Wirkung des physikalischen Plasmas verantwortlich gemacht werden (Deut-

sche Gesellschaft für Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie, 2022). Des Weiteren entste-

hen Ultraviolettstrahlung und elektromagnetische Felder (Semmler et al., 2020). NIPP 

wirkt antiseptisch, antimikrobiell und antiinflammatorisch und fördert zudem die Angioge-

nese. Bisher wird es insbesondere in der Dermatologie zur Wundbehandlung eingesetzt 
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(Bernhardt et al., 2019; Haertel et al., 2014; Privat-Maldonado et al., 2019). Aufgrund der 

antibakteriellen Wirkung von NIPP, eignet es sich zur Therapie chronischer und infizierter 

Wunden. Auch antibiotika-resistente Keime, wie der Methicillin-resistente Staphylococcus 

aureus (MRSA) konnten in kolonisierten Wunden mittels der Behandlung mit NIPP inakti-

viert werden (Mohd Nasir et al., 2016). Erst kürzlich wurde die erste S2k-Leitlinie zum 

therapeutischen Einsatz von physikalischem Plasma veröffentlicht (Deutsche Gesell-

schaft für Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie, 2022). Neben der Anwendung an Patien-

ten eignet es sich zur Sterilisation hitzesensibler Medizinprodukte und wird auch industriell 

bereits eingesetzt (Kramer et al., 2015).  

Seit einigen Jahren zeigen vielversprechende Forschungsergebnisse ein weiteres poten-

zielles Anwendungsgebiet von NIPP in der Therapie maligner Tumoren auf. Es konnte 

nachgewiesen werden, dass NIPP proliferationshemmend auf verschiedene Tumorzellen 

wirkt (Reiazi et al., 2017; Yan et al., 2016). Eine Wirkung von NIPP wurde unter anderem 

bereits für Prostatakarzinom-, Pankreaskarzinom- und Lungenkarzinomzellen sowie für 

skelettale Sarkomzellen und Glioblastomzellen gezeigt (Jacoby et al., 2020; Kim et al., 

2011; Köritzer et al., 2013; van Loenhout et al., 2019; Weiss et al., 2015). NIPP scheint in 

Tumorzellen DNA-Schäden und Dysfunktionen der Zytoplasmamembran zu induzieren 

und kann die Migrationsfähigkeit dieser Zellen reduzieren (Haralambiev et al., 2020b; 

Semmler et al., 2020). Darüber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass NIPP die Sensitivität 

von Tumorzellen gegenüber Chemotherapeutika erhöhen kann (Yan et al., 2016). Bei-

spielsweise führte eine NIPP-Behandlung von Temozolomid-resistenten Glioblastomzel-

len zu einem erneuten Ansprechen auf Temozolomid (Köritzer et al., 2013). Nitsch et al. 

konnten weiterhin zeigen, dass eine Kombination aus NIPP und Doxorubicin oder Vincris-

tin im Vergleich zu einer alleinigen Behandlung mit diesen Zytostatika die Zellproliferation 

und Viabilität von Ewing-Sarkom-Zellen reduzieren kann (Nitsch et al., 2023). Zudem gibt 

es bereits erste Hinweise darauf, dass Tumor-Immuntherapien wie die CAR-T-Zell The-

rapie durch eine Modulation mit NIPP effektiver werden könnten (Dai et al., 2022; Förster 

et al., 2023). Von besonderem Interesse hinsichtlich einer möglichen zukünftigen Tu-

mortherapie mit NIPP sind die Möglichkeit einer gezielten lokalen Anwendung sowie Hin-

weise darauf, dass NIPP eine Selektivität gegenüber Tumorzellen aufzuweisen scheint 

und gesunde Zellen weitaus weniger schädigen könnte als die Tumorzellen (Yan et al., 

2016). 
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Dennoch steht die Forschung zu einem möglichen Einsatz der physikalischen Plasmame-

dizin im Rahmen von onkologischen Therapiekonzepten erst ganz am Anfang, sodass 

weitere Ergebnisse in in vitro und in vivo Modellen von besonderem Interesse sind. 

 

1.3 Die Zytoplasmamembran eukaryotischer Zellen 

 
Die Zytoplasmamembran bildet eine Barriere zwischen dem Intra- und dem Extrazellulär-

raum, weist jedoch eine Permeabilität für bestimmte Substanzen auf und beeinflusst damit 

den Umfang des Stoffaustausches der Zelle mit der Umgebung (Korbmacher und Bren-

ner, 2014).  

Sie besteht einerseits aus Glycerophospholipiden, Sphingolipiden und Cholesterol, die 

sich in Form einer Lipiddoppelschicht organisieren und andererseits aus Membranprotei-

nen. Dabei befinden sich die polaren Anteile der Lipide in Kontakt mit den umgebenden 

wässrigen Lösungen, während die apolaren Kohlenwasserstoffreste der Lipide in die hyd-

rophobe Mitte der Zellmembran ragen (Escribá und Nicolson, 2014; Korbmacher und 

Brenner, 2014; Singer und Nicolson, 1972; Yang und Hinner, 2015). Die Komponenten 

der Zytoplasmamembran sind im Sinne des Flüssig-Mosaik-Modells entlang der Membran 

frei beweglich (Goñi, 2014; Singer und Nicolson, 1972). 

Kleine Moleküle können die Plasmamembran durch Diffusion passiv überqueren. Neben 

der Größe spielt dabei die Ladung des Moleküls eine entscheidende Rolle. Apolare Gase 

wie Sauerstoff (O2), Kohlenstoffdioxid (CO2) und Stickstoff (N2) können einfach über die 

Membran diffundieren. Dagegen erfolgt der Transport von Ionen und größeren Verbin-

dungen, wie Zuckern, Aminosäuren und Peptiden mithilfe von Membrantransportprotei-

nen. Dazu zählen u.a. verschiedene Ionenkanäle, die zur elektrischen Leitfähigkeit der 

Zytoplasmamembran beitragen sowie Aquaporine und Glucose Transporter (GLUT) 

(Korbmacher und Brenner, 2014; Yang und Hinner, 2015). Transportproteine, welche Io-

nen unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP) über die Membran transportieren, 

werden auch als Ionenpumpen bezeichnet. Hierzu zählt die Na+/K+-ATPase, welche durch 

den Transport von 2 K+ in den Intrazellulärraum und 3 Na+ aus der Zelle heraus, einen 

Konzentrationsgradienten für K+ über der Membran hervorruft. Dies spielt eine Rolle für 

das Ruhemembranpotenzial einer Zelle (Korbmacher und Brenner, 2014). 
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In der Tumortherapie sind sogenannte Multidrug-Resistance-Proteine (MRP) von Rele-

vanz. Dabei handelt es sich um Membranproteine, die zur Familie der ATP-Binding-Cas-

sette (ABC)-Transporter gehören. Sie sind in der Lage, endogene Verbindungen aber 

auch exogene Substanzen wie Zytostatika aus Tumorzellen zu transportieren. Auf diese 

Weise können sie zur Bildung von Resistenzen und zum Nicht-Ansprechen eines Tumors 

auf eine Chemotherapie beitragen (Chen und Tiwari, 2011).  

 

1.4 Apoptose 

 
Unter Apoptose wird der programmierte Zelltod verstanden. Im Gegensatz zur Nekrose, 

welche die Antwort auf eine externe irreversible Zellschädigung darstellt und eine Entzün-

dungsreaktion nach sich zieht, kommt es bei der Apoptose zu einem kontrollierten Abster-

ben der Zelle. Dieser Prozess ist physiologisch, kann intrinsisch oder extrinsisch in Gang 

gesetzt werden und führt zu einer Zellschrumpfung, Kondensation des Chromatins und 

zum Abbau der Desoxyribonukleinsäure (DNA). Dabei entstehen Apoptosekörperchen, 

welche im Anschluss von Makrophagen phagozytiert werden (Elmore, 2007; Heinrich et 

al., 2014; Xu et al., 2019). Die Apoptose hat eine wichtige Bedeutung für die Entwicklung 

und Alterung von Zellpopulationen. Zudem gewährleistet sie die Homöostase der Zellzahl 

in Geweben und kann geschädigte und infizierte Zellen eliminieren (Elmore, 2007; Zhou 

et al., 2017).  

Die Induktion von Apoptose kann mittels verschiedener Signalkaskaden erfolgen. Dazu 

zählen insbesondere der intrinsische und der extrinsische Signalweg, die in einer gemein-

samen Endstrecke zur Aktivierung von Effektor-Caspasen führen, welche letztendlich 

durch proteolytische Spaltung den Zelltod herbeiführen (Heinrich et al., 2014).  

Die intrinsische Signalkaskade der Apoptose gilt auch als ein mitochondrialer Signalweg 

(D'Arcy, 2019). Die Regulation erfolgt durch die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-x 

und Bcl-w sowie die pro-apoptotischen Proteine Bax, Bak und Bid (Cory und Adams, 

2002). Verschiedene Stimuli wie oxidativer Stress, Hypoxie oder das Fehlen von Wachs-

tumsfaktoren können die Bildung von mitochondrialen Permeabilitäts-Transitions-Poren 

und Veränderungen des mitochondrialen Membranpotenzials herbeiführen. Daraufhin 

werden die pro-apoptotischen Proteine Cytochrom c, Smac/Diablo und HtrA2/Omi in das 
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Zytoplasma freigesetzt (D'Arcy, 2019). Cytochrom c bindet an den monomeren Apoptotic 

Protease Activating Factor 1 (Apaf-1), was zur Konformationsänderung und Bildung eines 

Multimer-Komplexes, des sogenannten Apoptosoms führt (Zou et al., 1999). Procaspase 

9 bindet an das Apoptosom, wodurch die Initiator-Caspase 9 aktiviert wird und wiederum 

die Effektor-Caspasen 3 und 7 aktivieren kann (Cain et al., 2002).  

Der extrinsische Signalweg wird rezeptorvermittelt aktiviert. Dabei binden Liganden an 

Todesrezeptoren in der Zytoplasmamembran (D'Arcy, 2019). Diese Rezeptoren zählen 

zur Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-(TNFR)-Superfamilie. Wichtige Vertreter dieser Re-

zeptoren sind Fas, TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand Receptors (TRAIL-Rezepto-

ren) und TNFR-1 (Bossen et al., 2006; D'Arcy, 2019). Bei Bindung eines Liganden an den 

Todesrezeptor werden Adaptermoleküle an den Rezeptor gebunden. Dabei handelt es 

sich um Fas-Associated Death Domain (FADD)-Proteine. So entsteht ein Proteinkomplex, 

der auch als Death-Inducing Signal Complex (DISC) bezeichnet wird und Procaspase 8 

binden kann. Es folgt eine Spaltung zu Caspase 8, welche zu den Initiator-Caspasen zählt 

und eine Aktivierung der Effektor-Caspasen vermitteln kann (D'Arcy, 2019).  

Die Effektor-Caspasen rufen durch ihre proteolytische Aktivität und die Vermittlung der 

Fragmentierung der DNA schlussendlich den Zelltod hervor (Cohen, 1997; Enari et al., 

1998). 
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1.5 Zielsetzung 

 
Resistenzen gegenüber Zytostatika oder Hormonmodulatoren (Murray et al., 2012; Os-

borne und Schiff, 2011), starke Nebenwirkungen (Ghersi et al., 2015; Lorizio et al., 2012) 

und mangelnde Therapieoptionen bei fortgeschrittenen Tumorleiden, beispielsweise bei 

Auftreten einer Peritonealkarzinose (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022a; Lengyel, 

2010; Pascual-Antón et al., 2021) sind häufige Behandlungslimitationen und erfordern 

neue Ansätze in der Therapie gynäkologischer Krebserkrankungen. Dies macht For-

schungsarbeiten zu alternativen Therapiemethoden dringend notwendig. 

Vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich der proliferationshemmenden Wirkung von 

NIPP auf Tumorzellen haben in den letzten Jahren zu einem steigenden wissenschaftli-

chen Interesse an NIPP geführt. So könnte NIPP in Zukunft möglicherweise in der Tu-

mortherapie zum Einsatz kommen (Yan et al., 2016). Vorarbeiten konnten bereits zeigen, 

dass der wachstumshemmende Effekt von NIPP auch auf gynäkologische Tumorzellen 

zutrifft (Koensgen et al., 2017; Wang et al., 2013). 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung tumorbiologisch relevanter Zell-

antworten von Mamma-, Ovarial- und Endometriumkarzinom-Zellen sowie uterinen Leio-

myosarkom-Zellen auf eine Behandlung mit NIPP. Im Mittelpunkt der Analysen standen 

dabei folgende Fragestellungen: 

• Kann ein wachstumshemmender Einfluss von NIPP auf die Tumorzellen bestätigt 

werden? 

• Führt eine Behandlung mit NIPP zur Schädigung der Zytoplasmamembran? 

• Erfolgt eine Induktion von Apoptose nach Behandlung der Tumorzellen mit NIPP? 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Material  

 
2.1.1 Zelllinien  

 
Bei der Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 handelt es sich um Zellen eines Adenokarzi-

noms einer 69-jährigen Frau. Diese wurden aus einem malignen Pleuraerguss gewonnen. 

Der Tumor ist Östrogen-Rezeptor-positiv und exprimiert das Onkogen Wnt 7B (Comşa et 

al., 2015; Huguet et al., 1994). Die Zelllinie MDA-MB-231 wurde ebenfalls aus einem 

Pleuraerguss einer 51-jährigen Patientin mit Adenokarzinom der Mamma isoliert. Auch 

für diese Zelllinie konnte die Expression von Wnt 7B nachgewiesen werden (Huguet et 

al., 1994). Sie kennzeichnet sich des Weiteren durch die Expression des Epidermal 

Growth Factor (EGF)-Rezeptors sowie des Rezeptors für den Transforming Growth Fac-

tor alpha (TGF-α) (American Type Culture Collection, 2024). Beide Zelllinien werden im 

NCI-60-Zelllinienpanel des National Cancer Institute (NCI) geführt (National Cancer 

Institute, 2015).  

Für die Untersuchung von Ovarialkarzinom-Zellen wurden die Zelllinien OVCAR-3 und 

SK-OV-3 eingesetzt. Die Zelllinie OVCAR-3 wurde aus dem malignen Aszites einer 60-

jährigen Frau isoliert und dient als Modell für Adenokarzinome des Ovars. Der Tumor 

exprimiert Androgen-, Östrogen- und Progesteron-Rezeptoren (Cytion, 2024a; Hamilton 

et al., 1983). Die Zelllinie SK-OV-3 wurde aus der Aszitesflüssigkeit einer 64-jährigen 

Frau, die ebenfalls an einem Adenokarzinom des Ovars erkrankt war, isoliert (Cytion, 

2024b). Die Zelllinien wurden ebenfalls in das NCI-60-Panel aufgenommen (National 

Cancer Institute, 2015). 

Als Modell für ein Adenokarzinom des Endometriums (Grad 2) wurde in dieser Arbeit die 

Zelllinie MFE-296 eingesetzt. Diese stammt aus dem Tumor einer 68-jährigen Frau und 

exprimiert Androgen-Rezeptoren (Hackenberg et al., 1997).  

Ebenfalls untersucht wurde die Zelllinie SK-UT-1, welche aus dem Uterus einer 75 Jahre 

alten Frau isoliert wurde. Dabei handelt es sich um Zellen eines Leiomyosarkoms (Grad 

3) (Cytion, 2024c). 
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In der folgenden Tabelle (Tab. 1) sind die verwendeten Zelllinien und deren Bezugsquel-

len aufgeführt. 

Tab. 1: Bezugsquellen der Zelllinien 

Zelllinie Bezugsquelle 

MCF- 7  American Type Culture Collection 
(Manassas, USA) 

MDA-MB-231  American Type Culture Collection 
(Manassas, USA) 

OVCAR-3  CLS Cell Lines Service GmbH (Ep-
pelheim, Deutschland) 

SK-OV-3  CLS Cell Lines Service GmbH (Ep-
pelheim, Deutschland) 

MFE-296  Leibniz Institute DSMZ – German 
Collection of Microorganisms and 
Cell Cultures GmbH (Braun-
schweig, Deutschland) 

SK-UT-1  CLS Cell Lines Service GmbH (Ep-
pelheim, Deutschland) 

 

2.1.2 Geräte und Verbrauchsmaterialien  

 
Tab. 2: Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Geräte und Verbrauchsmaterialien Hersteller 

Absaugsystem Integra Vacusip Integra Biosciences AG (Zizers, 
Schweiz) 

Analog Vortex Mixer VWR™ (Radnor, USA) 

Autoklav VX-150 Systec GmbH (Linden, Deutsch-
land) 

BD FACS canto™ Becton, Dickinson and Company  
(Franklin Lakes, USA) 

Becherglas 50 ml Technische Glaswerke Ilmenau (Il-
menau, Deutschland) 

CASYcups OMNI Life Science GmbH & Co. 
KG (Bremen, Deutschland) 
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CASY Model TT Cell Counter and Analyzer Roche Diagnostics (Basel, 
Schweiz) 

Deckgläser 24 x 40 mm Paul Marienfeld GmbH & Co. KG 
(Laude-Königshofen, Deutschland) 

Erlenmeyer-Kolben Simax® 2000 ml  Kavalierglass, a.s. (Sázava, 
Tschechische Republik) 

Feinwaage ABS 120-4 Kern & Sohn GmbH (Balingen, 
Deutschland) 

Flockeneisbereiter RF 0399 A Manitowoc Ice (Manitowoc, USA) 

Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 Keyence Corporation (Osaka, Ja-
pan) 

Gestelle und Racks  

Röhrchen-Gestell 4 x 4 Thermo Scientific Nalgene Labware 
(Waltham, USA) 

neoRack® Röhrchen-Gestell 9 x 9 neoLab Migge GmbH (Heidelberg, 
Deutschland) 

neoLab Top-Rack für 80 Reaktionsgefäße neoLab Migge GmbH (Heidelberg, 
Deutschland) 

Glaspasteurpipette VWR (Radnor, USA) 

Handtuchpapier Zick-Zack Heemann OHG (Falkensee, 
Deutschland) 

Indikatorband für Dampfsterilisation Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-
ruhe, Deutschland) 

Inkubationsbad 1003 Gesellschaft für Labortechnik 
(Burgwedel, Deutschland) 

Inkubationsschränke  

CO2 Inkubator MCO-18 AIC Sanyo (Moriguchi, Japan) 

Heracell™ VIOS 160i CO2 Inkubator Thermo Fischer Scientific 
(Waltham, USA) 

kINPen® Med Plasmajet  neoplas tools GmbH i.G. (Greifs-
wald, Deutschland) 

Kryo-Röhrchen CRYO.STM Greiner Bio-One (Frickenhausen, 
Deutschland) 
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Kryo-Aufbewahrungsbox mit Deckel neoLab (Heidelberg, Deutschland) 

Kühlsysteme   

4° C Kühlschrank Medline  Liebherr (Bulle, Schweiz) 

-20° C Gefrierschrank Comfort NoFrost Liebherr (Bulle, Schweiz) 

-30° C Gefrierschrank Biomedical Freezer 
MDF-U333 

Sanyo (Moriguchi, Japan) 

-80° C Gefrierschrank Ultralow Temperature 
Freezer MDF-U53V 

Sanyo (Moriguchi, Japan) 

Kryobehälter Arpege 40 AIR LIQUIDE Deutschland GmbH 
(Düsseldorf, Deutschland) 

Laborglasflaschen Duran  
200 ml  
500 ml 

DWK Life Sciences GmbH (Wert-
heim, Deutschland) 

Laborglasfalsche Simax® 2000 ml Kavalierglass, a.s. (Sázava, Tsche-
chische Republik) 

Laborspüler G7883 CD  Miele Deutschland (Gütersloh, 
Deutschland) 

Lagerbehälter ARPEGE 40 AIR LIQUIDE Deutschland GmbH 
(Düsseldorf, Deutschland) 

Membran-Vakuumpumpe  Biometra GmbH (Göttingen, 
Deutschland) 

Messzylinder 1000 ml  ISOLAB Laborgeräte GmbH (Es-
chau, Deutschland) 

Mikroskop Nikon TMS Nikon Instruments (Düsseldorf, 
Deutschland) 

Mikrotiter-Platte 96-Well mit U-Boden Eppendorf™ AG (Hamburg, 
Deutschland) 

Mr. Frosty™ Gefrierbehälter Thermo Fischer Scientific 
(Waltham, USA) 

Neubauer-Zählkammer LO-Laboroptik (Lancing, Großbri-
tannien) 

Pinzette neoLab Migge GmbH (Heidelberg, 
Deutschland) 
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Pipetten 
0,5 – 10 µl 
10 – 100 µl 
20 – 200 µl 
100 – 1000 µl 

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-
ruhe, Deutschland) 

Pipettenspitzen   

SurPhob Spitzen 10 µl, extra lang Biozym Scientific GmbH (Hessisch-
Oldendorf, Deutschland) 

Spitzen 10 µl  VWR (Radnor, USA) 

Spitzen 200 µl  Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, 
Deutschland) 

Spitzen 1250 µl  Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, 
Deutschland) 

Stegeinsatz für Kryoboxen Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-
ruhe, Deutschland) 

Pipettierhilfe accu-jet® pro  Brand GmbH (Wertheim, Deutsch-
land) 

Reagiergefäße  

1,5 ml  
1,0 ml 

Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, 
Deutschland) 

5,0 ml Eppendorf™ AG (Hamburg, 
Deutschland) 

Röhrchen   

15 ml  
50 ml  

Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, 
Deutschland)  

Rundbodenröhrchen 5 ml Corning Life Sciences (High 
Wycombe, USA) 

Rotilabo®-Signal-Timer Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-
ruhe, Deutschland) 

Schutzhandschuhe  

Peha-soft nitrile Paul Hartmann AG (Heidenheim, 
Deutschland) 

Nitrile Risk-CHEMO-protectLAB Hansa-Trading HTH GmbH & Co. 
KG (Hamburg, Deutschland) 



27 
 

Serologische Pipetten  
5 ml 
10 ml 
25 ml 

Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, 
Deutschland) 

Sicherheitswerkbank HERAsafe KS9 Thermo Fischer Scientific 
(Waltham, USA) 

Sicherheitswerkbank Safeflow 1.2 Bioair® S.p.A. (Siziano, Italien) 

TC-Flasche  
T25  
T75 

Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, 
Deutschland) 

TC-Platte  
24-Well  
96-Well 

Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, 
Deutschland) 

TC-Schale 60 Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, 
Deutschland) 

TECAN infinite M200pro Tecan Group AG (Männedorf, 
Schweiz) 

Thermo-Shaker PHMT Grant-bio Boekel Scientific (Feasterville, 
USA) 

Tischabzug Scala Waldner Laboreinrichtungen GmbH 
& Co. KG (Wangen, Deutschland) 

Vacuum Aspiration System AZ02 Ditabis (Pforzheim, Deutschland) 

Vernichtungsbeutel mit Tischständer Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, 
Deutschland) 
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2.1.3 Chemikalien 

 

Tab. 3: Chemikalien 

Chemikalien  Hersteller  

2-Propanol ≥ 99,5 % Carl Roth GmbH + Co. KG 

(Karslruhe, Deutschland) 

Aceton ≥ 99,7 % Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-

ruhe, Deutschland) 

4‘ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) 1 mg/ml  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-

ruhe, Deutschland) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

D(+)-Saccharose Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-

ruhe, Deutschland) 

Ethanol 96 Vol. %, vergällt mit Methylethylke-

ton 

Walter CMP GmbH & Co. KG (Kiel, 

Deutschland) 

Fluorescein Diacetate (FDA)  Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Fluorescein isothiocyanate-dextran  Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Methanol ≥ 99,5 % Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-

ruhe, Deutschland) 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-

ruhe, Deutschland) 

Salzsäure, rauchend 37 % Merck KGaA (Darmstadt, Deutsch-

land) 

Staurosporine AppliChem GmbH (Darmstadt, 

Deutschland) 

Tween®20  Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
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2.1.4 Gase  

 

Tab. 4: Gase 

Gase Hersteller 

Argon  AIR LIQUIDE Deutschland GmbH 

(Düsseldorf, Deutschland) 

Kohlenstoffdioxid AIR LIQUIDE Deutschland GmbH 

(Düsseldorf, Deutschland) 

 

2.1.5 Kommerzielle Puffer und Lösungen  

 

Tab. 5: Kommerzielle Puffer und Lösungen 

Puffer / Lösungen  Hersteller  

10 x Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline 

(DPBS) 

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, 

Deutschland) 

CASY blue OMNI Life Science GmbH & Co. 

KG (Bremen, Deutschland) 

CASY clean OMNI Life Science GmbH & Co. 

KG (Bremen, Deutschland) 

CASY ton 
 
 

OMNI Life Science GmbH & Co. 
KG (Bremen, Deutschland) 

DPBS + Ca2+ + Mg2+  PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, 

Deutschland) 

DPBS  PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, 

Deutschland) 

Ethidiumbromidlösung 1 % Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-

ruhe, Deutschland) 

Formaldehydlösung 37 % Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-

ruhe, Deutschland) 

Wasserstoffperoxidlösung 30 % Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-

ruhe, Deutschland) 
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2.1.6 Kits und Reagenzien  

 

Tab. 6: Kits und Reagenzien  

Kits / Reagenzien  Hersteller 

CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection 

Reagent 

Invitrogen by Thermo Fischer Sci-

entific (Waltham, USA) 

CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay 

 Cell Titer-Glo® 2.0 Reagent  

Promega Corporation (Madison, 

USA) 

TiterTACS™ In Situ Apoptosis Detection Kit 

 10 x TdT Labeling Buffer 

 10 x TdT Stop Buffer  

 50 x Manganese Cation  

 Blue Strep-HRP Diluent 

 Cytonin™ 

 Strep-HRP 

 TACS-Nuclease™ 

 TACS-Nuclease™ Buffer 

 TACS-Sapphire™ 

 TdT dNTP Mix 

 TdT Enzyme 

Trevigen® (Maryland, USA) 
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2.1.7 Zellkulturmedien und -zusätze  

 

Tab. 7: Zellkulturmedien und -zusätze 

Produkt Hersteller  

Dulbecco's Modified Eagle Medium / Nähr-

stoffmischung F-12 (DMEM / F12) 1:1 

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, 

Deutschland) 

Medium 199 Earle’s Biochrom GmbH (Berlin, Deutsch-

land) 

RPMI 1640 Medium Biochrom GmbH (Berlin, Deutsch-

land) 

Fetal Bovine Serum (FBS) Standard PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, 

Deutschland) 

Gentamycin-ratiopharm® 80 mg / 2 ml SF ratiopharm GmbH (Ulm, Deutsch-

land) 

Insulin human Actrapid® Penfill®  

100 I.E. / ml Injektionslösung 

Novo Nordisk A/S (Bagsværd, 

Dänemark) 

Insulin-Transferrin-Selenium 100 x Life Technologies Corporation 

(Grand Island, USA) 

Trypsin / EDTA Solution 10 x  Biochrom GmbH (Berlin, Deutsch-

land) 
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2.1.8 Software 

 

Tab. 8: Software 

Software Hersteller 

BD FACSDiva Software Version 8.0.1 Becton, Dickinson and Company 

(Franklin Lakes, USA) 

BZ-II Analyzer 1.0 Keyence Corporation (Osaka, Ja-

pan) 

BZ-II Viewer Keyence Corporation (Osaka, Ja-

pan) 

Citavi 6 QSR International (Burlington, 

USA) 

FlowJo Software Version 10 Tree Star Inc (Ashland, USA) 

GraphPad Prism 9 GraphPad Software (San Diego, 

USA) 

i-control™ 2.0 (for infinite reader) Tecan Group AG (Männedorf, 

Schweiz) 

Microsoft (365) Office Version 2303 Microsoft Corporation (Redmond, 

USA) 

 

2.2 Zellbiologische Methoden 

 
2.2.1 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 

 
Die dauerhafte Lagerung der Zellen erfolgte mittels Kryokonservierung. 

Um die Zellen für Versuche nutzen zu können, wurden sie entsprechend aufgetaut. Dafür 

wurde zunächst zelllinienspezifisches Nährmedium auf 37° C erwärmt. Die Kryovate wur-

den für 30 s in einem Wasserbad (37° C) erwärmt und anschließend mit 10 ml warmen 

Mediums resuspendiert. Die Suspension wurde für 5 min bei 300 rcf zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgesaugt und die sedimentierten Zellen in 1 ml Medium suspendiert. 

Die Zellsuspension wurde in eine mit 10 ml Medium gefüllte T75-Kultivierungsflasche ge-

geben. Die Zellen wurden in einem Inkubationsschrank bei 37° C und 5 % CO2 kultiviert. 
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Für das Einfrieren wurden die Zellen nach Entfernung des Nährmediums mit 3 ml DPBS 

gewaschen und anschließend mit 2 ml 1xTrypsin versetzt, um sie vom Flaschenboden 

abzulösen. Es folgte eine Inkubation für ca. 5 min bei 37° C. Der Flaschenboden wurde 

mit 10 ml einer Lösung aus 90 % DPBS und 10 % FBS gespült und die Suspension in ein 

Zentrifugenröhrchen überführt. Bei 300 rcf wurden die Zellen für 5 min zentrifugiert, so-

dass sich ein Zellpellet am Boden des Röhrchens bildete. Dieses wurde mit 3 ml Medium 

resuspendiert. Anschließend wurde die Zellzahl mithilfe der Neubauer-Zählkammer ermit-

telt. 10 µl der Suspension wurden dafür mit 90 µl DPBS verdünnt und wiederum 10 µl 

davon in die Zählkammer pipettiert. In allen vier Quadranten wurden die Zellen ausge-

zählt. Die Zellzahl pro Milliliter konnte anschließend mit der Formel  

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙

𝑚𝑙
 =  

𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

4 x 105
 

berechnet werden. Die Suspension zum Einfrieren wurde daraufhin so hergestellt, dass 

pro Milliliter 3 Millionen Zellen eingefroren wurden. Das Einfrier-Medium enthielt 5 % 

DMSO. Die Suspension wurde in Kryo-Röhrchen überführt und zunächst für 24 h in einer 

mit Isopropanol gefüllten Einfrierbox bei -80° C gelagert. Auf diese Art und Weise konnte 

gewährleistet werden, dass die Temperatur langsam mit -1° C pro Minute sinkt. Nach 24 

h konnten die Kryo-Röhrchen in einen Flüssigstickstoff-Lagerbehälter überführt werden. 

 

2.2.2 Kultivieren und Passagieren der Zellen 

 
Die Kultivierung der Karzinomzellen erfolgte in Kultivierungsflaschen, welche spezifisch 

für die einzelnen Zelllinien angesetzte Nährmedien enthielten (Tab. 9). Die Zellen wurden 

in einem Brutschrank bei einer Temperatur von 37° C und einem CO2-Gehalt von 5 % 

inkubiert. Die Inkubation erfolgte für drei bis vier Tage. Währenddessen erfolgten regel-

mäßige lichtmikroskopische Kontrollen hinsichtlich der Morphologie und des Wachstums. 

Bei Erreichen einer Konfluenz von mindestens 90 % wurden die Zellen umgesetzt. Dafür 

wurde das Nährmedium aus der Kultivierungsflasche abgesaugt und die Zellen am Fla-

schenboden anschließend mit 3 ml DPBS gewaschen, welches im Anschluss ebenfalls 

wieder entfernt wurde. Um die Zellen vom Flaschenboden zu lösen, wurden 2 ml 

1xTrypsin in die Flasche gegeben und die Flasche für 5 min bei 37° C inkubiert. Im An-

schluss an die Inkubation wurden 10 ml einer Lösung aus 90 % DPBS und 10 % FBS in 
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die Flasche gegeben. Mit dieser Lösung wurde der Boden der Flasche einige Male mittels 

einer Pipettierhilfe und einer serologischen Pipette gespült, um weitere Zellen abzulösen 

und das Trypsin zu verdünnen, wodurch die Enzymreaktion gestoppt wurde. Es folgte die 

Überführung der so entstandenen Zellsuspension in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen und 

die Zentrifugation bei 300 rcf für 5 min. Dies führte zum Absetzen eines Zellpellets am 

Boden des Röhrchens. Die überstehende Flüssigkeit wurde abgesaugt und das Pellet mit 

1 ml des entsprechenden zelllinienspezifischen Mediums resuspendiert. Die Zusammen-

setzungen der Nährmedien sowie die Umsetzungsverhältnisse für drei bzw. vier Tage In-

kubation sind in Tab. 9 aufgeführt. Das errechnete Volumen wurde anschließend in eine 

mit 10 ml Nährmedium gefüllte T75-Kultivierungsflasche gegeben, mittels achtförmiger 

Bewegungen am Flaschenboden verteilt und für drei bis vier Tage inkubiert. 
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Tab. 9: Übersicht der Zusammensetzung der Vollmedien und Umsetzungsverhält-
nisse 

Zelllinie Zusammensetzung des 
Vollmediums 

Verhältnis 
für 3 Tage 

Verhältnis 
für 4 Tage  

MCF-7 DMEM / F12 
10 % FBS 
0,125 % Gentamycin 

1:3 1:4 

MDA-MB-231 DMEM / F12 
10 % FBS 
0,125 % Gentamycin 

1:3 1:4 

OVCAR-3 RPMI 1640 Medium 
10 % FBS 
0,125 % Gentamycin 
0,1 % Insulin 

1:3 1:5 

SK-OV-3 DMEM / F12  
5 % FBS 
0,125 % Gentamycin 

1:3 1:5 

MFE-296 RPMI 1640 Medium 
+ Medium 199 Earle’s 
(1:1) 
20 % bei 56°C hitzeinakti-
viertes FBS 
1 % Insulin-Transferrin-
Selenium 
0,125 % Gentamycin 

1:10 1:12 

SK-UT-1 DMEM / F12 
10 % FBS 
0,125 % Gentamycin 

1:10 1:12 

 

2.2.3 Wachstumskinetik nach Behandlung mit NIPP 

 
Für die Erstellung der Wachstumskinetiken nach direkter NIPP-Behandlung wurden die 

Zellen in 24-Well-Platten ausgesät. Für die Aussaat wurden die Zellen zunächst analog 

zum Umsetzen bei mindestens 90 % Konfluenz in der Kultivierungsflasche mit DPBS ge-

waschen und mit Trypsin versetzt und zentrifugiert. Nach Verwerfen des zellfreien Über-

standes wurde das Zellpellet mit 1 ml Medium resuspendiert. Danach erfolgte eine Ver-

dünnung mit 3 bzw. 6 ml Medium und die Bestimmung der Zellzahl pro Milliliter mithilfe 
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des CASY TT Cell Counters and Analyzers. 100 µl der Suspension wurden in 10 ml CASY 

ton verdünnt, in einem CASY cup dreimal invertiert und anschließend durch dreimaliges 

Ansaugen einer Kapillare die Anzahl an Zellen / ml gemessen.  

In vorangegangenen Arbeiten wurde zelllinienspezifisch ermittelt, welche Anzahl an Zel-

len zu Beginn pro Well ausgesät werden mussten, um während einer 120-stündigen In-

kubationszeit ein exponentielles Wachstum der Zellen zu erreichen. Für die Zelllinien 

MDA-MB-232, OVCAR-3 und SK-OV-3 lag die initiale Zellzahl pro Well jeweils bei 3 x 104, 

für MCF-7 bei 4,5 x 104, für SK-UT-1 bei 1 x 104 und für MFE-296 bei 2 x 104. Es wurden 

200 µl Zellsuspension in jedes Well pipettiert.  

Daraufhin erfolgte die Behandlung der Zellen mit NIPP in der 24-Well-Platte. Dafür wurde 

der Atmosphärendruck-Plasmajet kINPen® Med verwendet. Kontrollzellen wurde mit Ar-

gon behandelt, um Interaktionen der Zellen mit dem Trägergas auszuschließen. Für die 

Behandlung wurde die 24-Well-Platte in einem Winkel von ca. 60 bis 70° zum Untergrund 

gehalten, sodass sich die Flüssigkeit in der unteren Hälfte des Wells sammelte. Der Plas-

majet wurde am Rand jedes Wells halbkreisförmig für die in Vorarbeiten definierte Be-

handlungsdauer bewegt. Diese lag für MCF-7 und MDA-MB-231 bei 20 s und für OVCAR-

3, SK-OV-3, MFE-296 und SK-UT-1 bei 10 s. Es wurde mit einer Strömungsgeschwindig-

keit von 3 l Argon pro Minute gearbeitet.  

Im Anschluss an die Behandlung wurde die Zellsuspension aus der ursprünglich verwen-

deten Platte in eine neue 24-Well-Platte überführt, um auszuschließen, dass NIPP Ver-

änderungen am Kunststoff der Platte hervorruft, was Wachstumseigenschaften der Zellen 

beeinflussen könnte. Jedes Well der ersten Platte wurde anschließend mit 800 µl Medium 

gespült, um möglicherweise weitere im Well hängen gebliebene Zellen zu erfassen und 

danach ebenfalls in das entsprechende Well der zweiten Platte gegeben.  

Diese 24-Well-Platte wurde für 120 h inkubiert. Zu den Zeitpunkten t1 = 4 h, t2 = 24 h, t3 = 

48 h, t4 = 72 h, t5 = 96 h und t6 = 120 h wurden die Zellen vom Boden eines der Wells 

geerntet, sodass die Zellzahl bestimmt werden konnte. Dafür wurde das Medium zunächst 

entfernt und die Zellen mit 500 µl 1xDPBS gewaschen. Das DPBS wurde abgesaugt und 

anschließend wurden 200 µl 1xTrypsin in das Well pipettiert. Die 24-Well-Platte wurde für 

1 - 2 min bei 37° C inkubiert, um die Zellen vom Boden zu lösen. Um möglichst alle Zellen 
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lösen zu können, wurde der Boden mehrmals mit dem Trypsin und nach Überführung in 

ein Reaktionsgefäß außerdem mit 800 µl DPBS gespült, was anschließend ebenfalls in 

das Reaktionsgefäß gegeben wurde. Es erfolgte ein mehrmaliges Resuspendieren. 

 

2.2.4 Zellzahlbestimmung 

 
Um die Anzahl an Zellen in jedem Well zu bestimmen, wurde der CASY TT Cell Counter 

and Analyzer (Roche Diagnostics) verwendet. Dieser ist in der Lage die elektrische Leit-

fähigkeit zwischen 2 Elektroden zu messen. Eine Zelle kann, abhängig von ihrem Volu-

men, den Widerstand zwischen den Messelektroden verändern. Durch Unterschiede im 

elektrischen Widerstand kann außerdem zwischen vitalen und toten Zellen sowie Zellde-

bris differenziert werden. Zudem können Zellaggregate detektiert werden und die darin 

enthaltenen Zellen dennoch korrekt in die Zellzahlberechnung einbezogen werden (OMNI 

Life Science, 2024). Aufgrund der sich unterscheidenden Größen der Zellen der sechs 

untersuchten Zelllinien, wurden die Grenzen für jede Zelllinie individuell eingemessen. 

Diese sind in Tab. 10 aufgeführt. Der Auswertungscursor gibt die Grenze zwischen den 

vitalen und den toten Zellen an, während der Normalisierungscursor Debris von toten Zel-

len abgrenzt.  

Aus dem Reaktionsgefäß wurden 100 µl der Probe entnommen und in einem CASY-Cup 

mit 10 ml 1xCasy-Ton verdünnt und dreimal invertiert. Nach dreimaligem Ansaugen der 

Suspension durch eine Kapillare wurde die Zellzahl pro Milliliter sowie die Vitalität der 

Zellen in % berechnet.  
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Tab. 10: Messparameter für die Zellzahlbestimmung mittels CASY TT Cell Counter 

and Analyzer 

Zelllinie X-Achse  
[µm] 

Auswertungscur-
sor [µm] 

Normalisierungscur-
sor [µm] 

MCF-7 60 14,55 6,60 

MDA-MB-231 60 12,00 6,90 

OVCAR-3 60 15,75 9,00 

SK-OV-3 50 15,13 7,00 

MFE-296 50 12,38 7,38 

SK-UT-1 50 12,63 6,38 

 

2.3 Biochemische Methoden  

 
2.3.1 Farbstoff-Aufnahme-Assay 

 
Zur Analyse der Auswirkungen von NIPP auf die Membranpermeabilität und -funktionalität 

der Tumorzellen wurden die Zellen mit zwei unterschiedlichen fluoreszierenden Farbstof-

fen (Tab.11) angefärbt und anschließend im Fluorenszenzmikroskop untersucht. Der 

membrangängige Farbstoff 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) wurde dabei für die Fär-

bung der Zellkerne verwendet. So ließen sich die Zellen grundsätzlich sichtbar machen. 

Bei dem zweiten Farbstoff handelte es sich um Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran (FITC-

Dextran). Dieses ist normalerweise nicht membrangängig. Lediglich Zellen, welche 

Membranschäden aufwiesen, konnten somit diesen Farbstoff aufnehmen.  

Tab. 11: Konzentrationen der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe  

Farbstoff Konzentration 

4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) 
gelöst in DPBS 

1 µg/ml 

Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran 
(FITC-Dextran)  
gelöst in Aqua demin. 

30 mg/ml 
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Die Zellen wurden 24 h vor der Untersuchung im Mikroskop auf gereinigte Deckgläschen 

der Größe 24 x 36 mm ausgesät. Nach Waschen mit DPBS, Trypsin-Verdauung und Zent-

rifugieren der Zellen bei 300 rcf für 5 min, wurde das Zellpellet mit 1 ml zelllinienspezifi-

schen Mediums resuspendiert. Die Aussaat der Zellen erfolgte je nach Zelllinie in unter-

schiedlichen Verhältnissen (Tab. 12). 

Diese Deckgläschen wurden in TC 60-Schalen, welche mit 3 ml Medium gefüllt waren, für 

24 h bei 37° C und 5 % CO2 inkubiert. Die Zellen wuchsen auf den Deckgläschen an. Am 

darauffolgenden Tag erfolgte die Behandlung mit NIPP, das Anfärben der Zellen sowie 

die Mikroskopie. Dafür wurde das Deckgläschen zunächst aus der Schale entnommen 

und mit DPBS gewaschen. Anschließend erfolgte in einer neuen TC-60 Schale die Be-

handlung mit NIPP. Dabei wurden die Zellen mit 2 ml DPBS bedeckt, um ein Austrocknen 

während der Behandlung zu verhindern. Kontrollzellen wurden mit Argon behandelt. Für 

jede Zelllinie wurden zwei unterschiedliche Behandlungszeiten festgelegt (Tab. 12). 

Tab. 12: Übersicht der NIPP-Behandlungszeiten und Aussaat für den Farbstoff-
Aufnahme-Assay 

Zelllinie Verhältnis  
bei Aussaat 

NIPP-Behandlungs-
zeiten 

MCF-7 1:20 20 s; 60 s 

MDA-MB-231 1:20 20 s; 60 s 

OVCAR-3 1:20 20 s; 60 s 

SK-OV-3 1:20 20 s; 60 s 

MFE-296 1:40 10 s; 30 s 

SK-UT-1 1:50 10 s; 30 s 

 

Für die Behandlung wurde der Plasmajet in schleifenförmigen Bewegungen über das 

Deckgläschen geführt. Unmittelbar im Anschluss an die Behandlung wurden 10 µl FITC-

Dextran-Lösung und 100 µl DAPI-Lösung auf das Deckgläschen gegeben und die Schale 

für 1 min bei Raumtemperatur geschwenkt, sodass die Farbstoffe sich gleichmäßig ver-

teilen konnten. Nach einer Inkubationszeit von einer weiteren Minute wurde das Deck-

gläschen aus der Schale entfernt und in drei aufeinanderfolgenden Waschschritten mit 
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DPBS gereinigt, sodass überschüssiger Farbstoff entfernt wurde.  

Es folgte die Fluoreszenzmikroskopie jeweils im DAPI- und GFP-Kanal. Die zelllinienspe-

zifischen Belichtungszeiten in den beiden verwendeten Kanälen können Tab. 13 entnom-

men werden.  

Tab. 13: Übersicht der Belichtungszeiten für den Farbstoff-Aufnahme-Assay 

Zelllinie Belichtungszeit 
DAPI-Kanal [s] 

Belichtungszeit 
GFP-Kanal [s] 

MCF-7 0,5 0,5 

MDA-MB-231 0,5 0,667 

OVCAR-3 0,5 0,5 

SK-OV-3 0,5 0,667 

MFE-296 0,33 0,5 

SK-UT-1 0,5 0,5 

 

Die Aufnahmen aus den beiden Kanälen wurden mithilfe der zugehörigen Software in 

einem Overlay zusammengefügt, sodass ein Bild entstand, welches sowohl den durch 

DAPI blau gefärbten Zellkern als auch gegebenenfalls das durch FITC-Dextran grün ge-

färbte Zytoplasma zeigte.  

Für die Auswertung wurde die Anzahl an Zellen im gewählten Bildausschnitt bestimmt, 

die Gesamtfläche an grünem Signal in diesem Bereich ermittelt und die Fläche des grünen 

Signals pro Zelle berechnet. So konnten Vergleiche zwischen NIPP- und Argon-behan-

delten Zellen hergestellt werden. Mittels t-Test wurde auf signifikante Unterschiede ge-

prüft. 

 

2.3.2 Farbstoff-Verlust-Assay 

 
Die Wirkung von NIPP auf die Membranpermeabilität der Tumorzellen wurde zudem mit-

tels Fabstoff-Verlust-Assay untersucht. Dabei wurde der membrangängige Farbstoff Flu-

orescein Diacetat (FDA) zur Fluoreszenzfärbung der Zellen verwendet. Der Acetylrest des 
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FDA wird intrazellulär durch Esterasen abgespalten, was dazu führt, dass das Molekül die 

Zellmembran im Anschluss nicht mehr passieren kann. Bei intakter Membran reichert sich 

der Farbstoff somit im Zytoplasma an (Cao et al., 2015). Wird die Membranpermeabilität 

jedoch durch die Wirkung von NIPP beeinträchtigt, kann das Molekül das Zytoplasma der 

Zelle verlassen, sodass die Zelle weniger fluoresziert. 

FDA wurde in Aceton gelöst (10 mg/ml) und bei Dunkelheit und -20° C gelagert. Um au-

ßerdem tote Zellen im Durchflusszytometer identifizieren zu können, wurde der Fluores-

zenzfarbstoff Ethidiumbromid (EtBr) der Konzentration 10 mg/ml verwendet. Aus den bei-

den Farbstoffen wurde eine Gebrauchslösung hergestellt (Tab. 14).  

Tab. 14: Farbstoff-Gebrauchslösung für den Farbstoff-Verlust-Assay  

Farbstoff Konzentration [µg/ml] 

Fluorescein Diacetat (FDA) 10 

Ethidiumbromid (EtBr) 60 

 

Der Farbstoff wurde während des Versuchs vor Licht geschützt aufbewahrt. Jeweils 200 

µl Farbstoff-Gebrauchslösung wurden in Rundbodenröhrchen vorgelegt. Die Zellen wur-

den aus den Kultivierungsflaschen mithilfe von Trypsin geerntet und das nach dem Zent-

rifugieren entstandene Zellpellet mit 1 ml DPBS resuspendiert. Dazu wurden weitere 3 ml 

DPBS gegeben. Anschließend erfolgte die Behandlung von 250 µl Zellsuspension mit 

NIPP in einer 24-Well-Platte. Die Behandlungszeiten wurden analog zum Farbstoff-Auf-

nahme-Assay gewählt. Im Anschluss wurden 200 µl der behandelten Zellsuspension in 

die Rundbodenröhrchen mit dem Farbstoff überführt. Vor Licht geschützt folgte eine Inku-

bation für 15 min auf Eis. Anschließend wurden 2 ml DPBS pro Röhrchen hinzugefügt und 

die Röhrchen bei 300 rcf und 4° C für 5 min zentrifugiert. Ein Großteil des Überstands 

wurde abgesaugt, sodass sich lediglich ein ca. 1 cm hoher Flüssigkeitsspiegel am Boden 

des Röhrchens befand. Vor jeder Messung im Durchflusszytometer wurden die Proben in 

einem Vortexmixer gemischt. Bei einer mittleren Flussrate wurden die lebenden Singulet-

ten in der Probe gemessen. Die Anzahl zu registrierender Events wurde dabei auf 10.000 

festgelegt.  
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Mithilfe der Software FlowJo erfolgte anschließend das Gating. Dafür wurde im ersten 

Gating-Schritt zunächst die Zellpopulation definiert und Debris ausgeschlossen. Im An-

schluss gelang durch die Analyse der Vorwärts- und Seitenstreuungsparameter die Iden-

tifikation von Zelldoubletten. Diese wurden ebenfalls ausgeschlossen. Lebende Zellen 

wurden als FDA-positive und Ethidiumbromid-negative Events determiniert (Abb. 1). 

 

Abb. 1: Gating-Strategie 
Nach Definition der Zellpopulation (A), wurden mithilfe der Vorwärts- und Seitenstreu-
ungsparameter Zelldoubletten (B, C) ausgeschlossen. Lebende Zellen wurden als FDA-
positiv und Ethidiumbromid (EtBr)-negativ definiert (D).  
SSC: Seitenstreulicht, FSC: Vorwärtsstreulicht, A: Fläche, H: Höhe, W: Breite, FDA: Flu-
orescein Diacetat, EtBr: Ethidiumbromid. (Nach Sander et al., 2021). 
 

Für die Auswertung erfolgte ein Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) von 

FDA für Argon- und NIPP-behandelte Proben (Abb. 2). Eine geringere MFI sprach dabei 
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für eine Schädigung der Zellmembran, die zu einem Verlust des FDA nach extrazellulär 

führte. Mittels t-Test wurden die Unterschiede zwischen den mittleren MFIs auf Signifikanz 

getestet. 

 
Abb. 2: Auswertungsstrategie 
Für die Auswertung wurde die mittlere Fluoreszenzintensität von Fluorescein Diacetat der 
NIPP- und Argon-behandelten Proben verglichen. NIPP: Nicht-invasives physikalisches 
Plasma, FDA: Fluorescein Diacetat. (Nach Sander et al., 2021). 

 

2.3.3 ATP-Freisetzungs-Assay 

 
Um endogen synthetisiertes und nach extrazellulär freigesetztes Adenosintriphosphat 

(ATP) nachweisen zu können, wurde der Promega CellTiter-Glo® 2.0 Assay durchgeführt. 

Bei Vorhandensein von ATP kann Luciferin durch die Ultra-GloTM Luciferase zu Oxyluci-

ferin umgesetzt werden, welches luminesziert und im Microplate Reader detektiert werden 

kann (Promega Corporation, 2024).  

Die Zellen wurden in Kultivierungsflaschen mit DPBS gewaschen, Trypsin-verdaut und 

anschließend für 5 min bei 300 rcf zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 1 ml DPBS re-

suspendiert und diese Suspension anschließend mit weiteren 3 ml DPBS verdünnt. An-

schließend wurden 200 µl der Zellsuspension pro Well in eine 24-Well-Platte gegeben 

und in dieser mit Argon bzw. NIPP behandelt. Es wurden 3 verschiedene Behandlungs-

zeiten gewählt (Tab.15).  
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Tab. 15: NIPP-Behandlungszeiten für den ATP-Freisetzungs-Assay 

Zelllinie NIPP-Behandlungszeiten 

MCF-7 20 s; 60 s; 120 s 

MDA-MB-231 20 s; 60 s; 120 s 

OVCAR-3 20 s; 60 s; 120 s 

SK-OV-3 20 s; 60 s; 120 s 

MFE-296 10 s; 30 s; 60 s 

SK-UT-1 10 s; 30 s; 60 s 

 

Auf die Behandlung folgte eine Inkubation für 10 min bei Raumtemperatur in den Wells. 

Anschließend wurden 150 µl der Suspension in ein Reaktionsgefäß gegeben und bei 3000 

rcf für 5 min zentrifugiert. Vom zellfreien Überstand wurden 100 µl in eine weiße 96-Well-

Platte überführt. Je Well wurden 100 µl des CellTiter-Glo® Reagenz hinzugegeben. An-

schließend wurde im Mikroplatten-Reader die Lumineszenz gemessen. Dies erfolgte in 

25 Kinetik-Zyklen alle 30 s ohne Abschwächung bei einer Integrationszeit von 1000 ms.  

Da das Verhältnis der Lumineszenzen von NIPP und Argon über die Zeit hinweg nahezu 

gleichbleibend war, wurden für die Auswertung lediglich die Werte des ersten Zyklus her-

angezogen.  

Die Mittelwerte der Lumineszenz wurden auf die Argon-Kontrolle normiert. Mittels t-Test 

wurde auf Signifikanz getestet. 

 

2.3.4 Caspase-3/7-Assay 

 
Der Nachweis der Effektorcaspasen 3 und 7, die im Rahmen der Apoptose aktiviert wer-

den, erfolgte mittels des CellEventTM Caspase-3/7 Green Detection Reagent. Dieses flu-

oresziert, wenn es an die DNA bindet. Der Farbstoff ist an ein Peptid konjugiert, welches 

die Bindung an die DNA hemmt. Kommt es jedoch während der Apoptose-Kaskade zur 

Aktivierung der Caspasen 3 und 7, wird dieses Peptid gespalten und der Farbstoff kann 

eine Bindung mit der DNA eingehen (Thermo Fisher Scientific, 2024a). 
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Die Zellen wurden in 200 µl Medium in 24-Well-Platten mit NIPP behandelt und anschlie-

ßend in eine 96-Well-Platte überführt. Tab. 16 gibt einen Überblick über die zelllinienspe-

zifischen Behandlungszeiten mit NIPP sowie die Anzahl an ausgesäten Zellen pro Well. 

Es erfolgte außerdem die Aussaat unbehandelter Zellen als Kontrollen. Des Weiteren 

wurde eine zweite identische Platte für die Zellzahlbestimmung angelegt, sodass die ge-

messene Fluoreszenzintensität für die Auswertung auf die Zellzahl normiert werden 

konnte. Die Durchführung des Caspase-3/7-Assays erfolgte 24 und 48 h nach der Be-

handlung mit NIPP.  

Tab. 16: Übersicht der NIPP-Behandlungszeiten und Aussaat der Zellen für den 
Caspase-3/7-Assay 

Zelllinie NIPP-Behand-
lungs-zeit 

[s] 

Anzahl ausgesä-
ter Zellen pro 

Well  
24 h 

Anzahl ausgesä-
ter Zellen pro 

Well  
48 h 

MCF-7  20 8 x 104 4 x 104 

MDA-MB-231  20 6 x 104 3 x 104 

OVCAR-3  10 6 x 104 3 x 104 

SK-OV-3  10 8 x 104 (6 x 104) 6 x 104 (3 x 104) 

MFE-296  10 6 x 104 3 x 104 

SK-UT-1  10 4 x 104 2 x 104 

 

Das CellEventTM Caspase-3/7 Green Detection Reagent wurde mit DPBS mit Ca2+ und 

Mg2+ sowie 5 % FBS zu einer Detektionslösung verdünnt (Tab.17).  
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Tab. 17: Caspase-3/7-Detektionslösung 

Komponente Volumen pro Well [µl] 

CellEventTM Caspase-3/7 Green Detec-
tion Reagent 

0,25 

DPBS mit Ca2+ und Mg2+ 94,75 

FBS (hitzeinaktiviert) 5,00 

 

Die 96-Well-Platte wurde zunächst bei 1000 rcf für 3 min zentrifugiert und der Überstand 

abgesaugt. Pro Well wurden 100 µl der Caspase-3/7-Detektionslösung auf die Zellen ge-

geben. Zur Positiv-Kontrolle wurde zusätzlich 1 µl Staurosporin in das entsprechende Well 

gegeben, welches Apoptose in den Zellen induzierte. Die Negativ-Kontrolle wurde ledig-

lich mit DPBS bedeckt. Es folgte eine Inkubation bei 37° C und 5 % CO2 für 45 min. Wäh-

renddessen erfolgte die Zellzahlbestimmung auf der parallel angelegten Platte mithilfe der 

Neubauer-Zählkammer. Anschließend wurde der Fluoreszenzfarbstoff bei einer Exzitati-

onswellenlänge von 495 nm angeregt und die Messung der Emission der Proben bei einer 

Emissionswellenlänge von 535 nm im Mikroplatten-Reader vorgenommen.  

Für jede Probe wurde ein Verhältnis der Fluoreszenzintesität zur entsprechenden Zellzahl 

in diesem Well gebildet. Es erfolgte eine Normalisierung der Ergebnisse auf die Argon-

Kontrollen, sodass ein Vergleich der Werte der NIPP-behandelten Zellen mit denen der-

jenigen Zellen, die mit Argon behandelt wurden, möglich war. Mittels t-Test wurde auf 

signifikante Unterschiede geprüft. 

 

2.3.5 TUNEL-Assay  

 
Um die in apoptotischen Zellen stattfindende Fragmentierung von DNA nachzuweisen, 

wurde der TUNEL-Assay (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) durchgeführt. 

Hierfür wurde das TiterTACS™ In Situ Apoptosis Detection Kit (Trevigen®) verwendet. Die 

bei der Fragmentierung freiwerdenden Hydroxylgruppen an den 3‘-Enden der DNA wur-

den dabei mithilfe der Terminalen Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) mit markierten 
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dUTP-Nukleotiden versehen, deren Absorption im Anschluss gemessen werden konnte 

(Mirzayans und Murray, 2020). 

In Vorbereitung auf den Assay wurden die Zellen in 200 µl Medium in 24-Well-Platten mit 

NIPP behandelt und anschließend in eine 96-Well-Platte überführt. Tab. 18 gibt einen 

Überblick über die zelllinienspezifischen Behandlungszeiten mit NIPP sowie die Anzahl 

der Zellen pro Well zum Zeitpunkt der Aussaat. Diese wurden analog zum Caspase-3/7-

Assay gewählt. Auf jeder 96-Well-Platte wurden zudem unbehandelte Zellen, die als Kon-

trollen dienten, ausgesät. Des Weiteren wurde eine zweite identische Platte für die Zell-

zahlbestimmung angelegt, sodass die gemessene Absorption für die Auswertung auf die 

Zellzahl normiert werden konnte. Die Durchführung des TUNEL-Assays erfolgte 24 und 

48 h nach der Behandlung mit NIPP.  

Tab. 18: Übersicht der NIPP-Behandlungszeiten und Aussaat der Zellen für den 
TUNEL-Assay 

Zelllinie NIPP-Behand-
lungs-zeit 

[s] 

Anzahl ausgesä-
ter Zellen pro 

Well  
24 h 

Anzahl ausgesä-
ter Zellen pro 

Well  
48 h 

MCF-7  20 8 x 104 4 x 104 

MDA-MB-231 20 6 x 104 3 x 104 

OVCAR-3  10 6 x 104 3 x 104 

SK-OV-3 10 8 x 104 (6 x 104) 6 x 104 (3 x 104) 

MFE-296 10 6 x 104 3 x 104 

SK-UT-1 10 4 x 104 2 x 104 

 

Zunächst erfolgte die Zellzahlbestimmung auf der identisch angelegten Platte. Die Zellen 

wurden unter dem Lichtmikroskop mithilfe einer Neubauer-Zählkammer gezählt und die 

Gesamtzellzahl für jedes Well bestimmt.  

Anschließend wurde die andere 96-Well-Platte bei 1000 rcf für 3 min bei Raumtemperatur 

zentrifugiert. Sämtliche folgende Zentrifugationen im Rahmen des TUNEL-Assays erfolg-

ten ebenfalls bei diesen Einstellungen. Nach der Zentrifugation wurde das Medium 
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abgesaugt. Es folgte ein Waschvorgang mit 200 µl DPBS je Well und eine erneute Zent-

rifugation. Zur Fixierung der Zellen wurden 100 µl einer 3,7 % Buffered Formaldehyde 

Solution (Tab.19) in jedes Well pipettiert und die Zellen bei 37° C für 7 min inkubiert und 

daraufhin zentrifugiert.  

Tab. 19: Zusammensetzung der 3,7 % Buffered Formaldehyde Solution 

Komponente Menge 

Formaldehyd (37 %) 5 ml 

Saccharose 10 g 

DPBS (10 x) 4 ml 

A. bidest. 36 ml 

Add. DPBS (1 x) Auf 50 ml 

 

Nachdem die Formaldehyd-Lösung wieder abgesaugt wurde, wurden die Zellen erneut 

mit 200 µl DPBS gewaschen, zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Es wurde ein 

zweiter Fixierungsschritt mittels 100 % Methanol durchgeführt, von welchem 100 µl in 

jedes Well gegeben wurden. Bei Raumtemperatur erfolgte eine Inkubation für 20 min und 

anschließend eine Zentrifugation. Daraufhin folgten zwei Waschvorgänge mit DPBS, an 

die sich jeweils eine Zentrifugation anschloss.  

Nach Absaugen des DPBS erfolgte das Labeling. Um die Zellen zu permeabilisieren, wur-

den jeweils 50 µl Cytonin™ in die Wells gegeben und bei Raumtemperatur für 15 min 

inkubiert. Nach anschließender Zentrifugation und Absaugen des Cytonins, wurde mit 200 

µl A. demin. gewaschen und erneut zentrifugiert. Währenddessen konnte die TACS™-

Nuclease Solution, welche der Herstellung einer Positiv-Kontrolle diente, vorbereitet wer-

den. Dafür wurden pro Positiv-Kontrolle in 50 µl TACS™-Nuclease Buffer 1 µl TACS™-

Nuclease gelöst und in das entsprechende Kontroll-Well gegeben. Die Nuklease bewirkte 

die Spaltung der DNA, sodass am Ende des Assays überprüft werden konnte, ob die 

Detektion der DNA-Fragmente grundsätzlich funktionierte. In alle anderen Wells wurden 

jeweils 200 µl DPBS gegeben. Es folgten eine Inkubation für 45 min bei 37° C und an-

schließend zwei Waschvorgänge mit je 200 µl DPBS, die jeweils eine Zentrifugation 
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beinhalteten. Danach wurden 100 µl einer 3 % Wasserstoffperoxidlösung in jedes Well 

gegeben, 1 min inkubiert, die Platte 3 min zentrifugiert und erneut 1 min inkubiert und die 

Flüssigkeit wieder abgesaugt. Nachdem mit 200 µl DPBS gewaschen wurde, wurden 150 

µl 1xTdT Labeling Buffer hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation für 5 min. Währenddes-

sen wurde ein Labeling Reaction Mix für die Positiv-Kontrolle sowie die zu untersuchen-

den Proben vorbereitet. Dieser bestand aus dem 1xTdT Labeling Buffer, einem TdT dNTP 

Mix, Mn2+ und TdT Enzymen (Tab. 20). Für die Negativ-Kontrollen wurde ein separater 

Reaction Mix ohne die TdT Enzyme angesetzt (Tab. 21). Nachdem 50 µl des entspre-

chenden Labeling Reaction Mix in die Wells gegeben wurden, erfolgte eine einstündige 

Inkubation bei 37° C, sodass die Nukleotide an freie 3’OH-Gruppen, die bei Ablaufen ei-

nes apoptotischen Prozesses durch Fragmentierung der DNA entstehen, binden konnten 

(Mirzayans und Murray, 2020). 

Tab. 20: Zusammensetzung des Labeling Reaction Mix  

Komponente Volumen pro Well [µl] 

1x TdT Labeling Buffer 50 

TdT dNTP Mix 0,35 

TdT Enzyme 0,35 

50x Mn2+ 1 

 

Tab. 21: Zusammensetzung des Labeling Reaction Mix für die Negativ-Kontrolle 

Komponente Volumen pro Well [µl] 

1x TdT Labeling Buffer 50 

TdT dNTP Mix 0,35 

50x Mn2+ 1 

 

Im Anschluss an die Inkubation wurde die Reaktion durch Hinzugabe von 150 µl 1xTdT 

Stop Buffer abgestoppt. Es folgte eine Inkubation für 5 min und eine Zentrifugation der 

Platte. Nach 2 darauffolgenden Waschschritten mit 200 µl DPBS wurden 50 µl einer Strep-

HRP Solution (Tab. 22) in jedes Well gegeben und für 10 min bei Raumtemperatur 
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inkubiert. Das HRP-konjugierte Streptavidin bindet dabei an die mit Biotin markierten Nuk-

leotide, die sich wiederum an die 3‘-Enden der DNA-Fragmente gelagert haben (Thermo 

Fisher Scientific, 2024b).  

Tab. 22: Zusammensetzung der Strep-HRP Solution  

Komponente Volumen pro Well [µl] 

Blue Strep-Diluent 50 

Strep-HRP 0,04 

 

Die Lösung wurde abgesaugt und die Wells viermal mit je 200 µl 1x DPBS-T (0,1 % Tween 

20) gewaschen, wobei nach jedem Waschen zentrifugiert wurde.  

Schließlich wurden 100 µl TACS-Sapphire, welches zuvor auf Raumtemperatur erwärmt 

wurde, in die Wells pipettiert. Dabei handelt es sich um ein chromogenes Substrat, wel-

ches durch die HRP zu einem blauen Produkt umgesetzt wird (Bio-Techne, 2024). Unmit-

telbar im Anschluss wurde die Messung im Mikroplatten-Reader gestartet. Dabei wurde 

eine Reaktionskinetik im Intervall von einer Minute aufgezeichnet und die Absorption der 

Proben bei 630 nm Wellenlänge gemessen. Die Absorption stieg dabei zunächst linear 

an. Bei Verlassen dieser Linearität wurde die Reaktion gestoppt, indem 100 µl einer 0,2 

M Salzsäure in jedes Well gegeben wurde. Es kam dabei zu einem Farbumschlag von 

blau nach gelb. Anschließend wurde erneut die Absorption der Proben bei einer Wellen-

länge von 450 nm gemessen.  

Die Auswertung erfolgte analog zu der des Caspase-3/7-Assays. 

 

2.4 Statistische Auswertung 

 
Für die Auswertung und graphische Darstellung der Daten wurden die Programme Micro-

soft Excel und GraphPad Prism verwendet. Für jedes Experiment wurden mindestens drei 

voneinander unabhängige Versuche durchgeführt. Die Daten wurden mittels Student’s t-

Test ausgewertet. Die Annahme statistischer Signifikanz erfolgte bei p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 

(**) und p ≤ 0,001 (***). 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Einfluss von NIPP auf das Zellwachstum 

 
Um den Einfluss von NIPP auf das Wachstum von Tumorzellen zu untersuchen, wurden 

im Anschluss an eine Behandlung der Zellen mit NIPP Wachstumskinetiken durchgeführt. 

Die Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurden für 20 s und die Zelllinien OVCAR-3, SK-

OV-3, MFE-296 und SK-UT-1 für 10 s mit NIPP bzw. dem Trägergas Argon zur Kontrolle 

behandelt. Diese Behandlungszeiten wurden in Vorarbeiten ermittelt und sollten annä-

hernd zu einer Reduzierung der Proliferation der Zellen um 50 % führen. Die Anzahl vitaler 

Tumorzellen wurde nach 4 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und 120 h mittels CASY TT-Cell 

Counter and Analyzer bestimmt.  

Das Wachstum der Zellen konnte durch die Behandlung mit NIPP bei allen sechs Zellli-

nien wirkungsvoll gehemmt werden (Abb. 3). 
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Abb. 3: Einfluss der Behandlung mit NIPP auf das Zellwachstum 
Die Zelllinien MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B), OVCAR-3 (C), SK-OV-3 (D), MFE-296 (E) 
und SK-UT-1 (F) wurden mit nicht-invasivem physikalischen Plasma (NIPP) behandelt. 
Als Kontrolle dienten Zellen, die mit dem Trägergas Argon behandelt wurden. Zu den auf 
der X-Achse angegeben Zeitpunkten nach Aussaat und Behandlung wurde jeweils die 
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Anzahl der vitalen Zellen mittels CASY TT-Cell Counter and Analyzer ermittelt. Dargestellt 
ist der Mittelwert ± Standardabweichung der Anzahl an Zellen. Mittels gepaarten t-Tests 
wurden die Unterschiede zwischen den mit NIPP und den mit Argon behandelten Zellen 
auf Signifikanz getestet (* = p ≤ 0,05, ** = p ≤ 0,01, *** = p ≤ 0,001). Je Zelllinie wurden 
mindestens vier voneinander unabhängige Versuche durchgeführt. (Nach Stope et al., 
2020). 

 

Bei der Zelllinie MCF-7 (Abb. 3 A) zeigten sich ab einer Inkubation von 48 h signifikante 

Unterschiede in der Proliferation zwischen den mit NIPP behandelten Zellen und der Kon-

trolle (48 h: p = 0,0031, 72 h und 96 h: p = 0,0003, 120 h: p = 0,0008). 

Auch das Wachstum der Zelllinie MDA-MB-231 (Abb. 3 B) konnte durch eine Behandlung 

mit NIPP effektiv gehemmt werden. Hier konnten bereits nach einer Inkubationszeit von 

24 h statistisch signifikante Unterschiede zwischen Zellen, die mit NIPP behandelt wur-

den, und denjenigen, welche mit Argon behandelt wurden, erzielt werden (24 h: p = 

0,0439, 48 h: p = 0,0110, 72 – 120 h: p < 0,0001).  

Im Vergleich zu den MC Zellen insgesamt geringer ausgeprägte, aber dennoch statistisch 

signifikante Unterschiede im Wachstum zeigte auch die Zelllinie OVCAR-3 (Abb. 3 C) ab 

einer Inkubation von 24 h (24 h: p = 0,0083, 48 h: p = 0,0009, 72 h: p < 0,0001, 96 h: p = 

0,0025, 120 h: p = 0,0013).  

Vergleichbare Ergebnisse ergaben sich bei der Zelllinie SK-OV-3 (Abb. 3 D). Die Zellen 

zeigten ebenfalls nach einer Inkubationszeit von 24 h ein signifikant geringeres Wachs-

tum, wenn sie mit NIPP behandelt wurden, als die mit Argon behandelten Zellen der Kon-

trolle (24 h: p = 0,0034, 48 h: p = 0,0026, 72 h: p = 0,0006, 96 h und 120 h: p = 0,0001).  

Die Proliferation der MFE-296 - Zellen (Abb. 3 E) zeigte bereits nach 24 h Inkubation eine 

hoch signifikante Inhibierung nach NIPP-Behandlung im Vergleich zur mit Argon behan-

delten Kontrolle (24 – 72 h: p < 0,0001, 96 h und 120 h: p = 0,0001).  

Mit Ausnahme des 4 h - und des 48 h - Wertes ergaben sich auch bei SK-UT-1 - Zellen 

(Abb. 3 F) statistisch signifikante Unterschiede in der Anzahl zwischen den mit NIPP und 

den mit Argon behandelten Zellen (24 h: p = 0,0132, 72 h: p = 0,0014, 96 h: p = 0,0002, 

120 h: p = 0,0010).  
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3.2 Einfluss von NIPP auf die Membranfunktionalität 

 
Die Zytoplasmamembran ist essenziell für die Vitalität der Zelle, da sie als Barriere ge-

genüber dem umgebenden Milieu dient und wichtige Transportfunktionen erfüllt (Hauser, 

2016). Störungen der Funktionalität der Membran haben daher negative Auswirkungen 

auf das Überleben der Zelle. Um den Einfluss von NIPP auf die Membranfunktionalität zu 

untersuchen, wurden die Zelllinien MCF-7, MDA-MB-231, OVCAR-3, SK-OV-3, MFE-296 

und SK-UT-1 mit NIPP behandelt und mit den Fluoreszenzfarbstoffen DAPI und mit an 

10-kDa-Dextran gekoppelten FITC gefärbt. Da es sich bei DAPI um einen membrangän-

gigen Farbstoff handelt, sollte dieser in jedem Fall in den Intrazellulärraum gelangen und 

den Zellkern anfärben. FITC-Dextran hingegen kann eine intakte Zellmembran aufgrund 

seiner Größe nicht überwinden und erreicht das Innere der Zelle entsprechend nur, wenn 

die Membran geschädigt ist. Nach einer Inkubation von insgesamt 2 min wurden die über-

schüssigen Farbstoffe ausgewaschen und die Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie hin-

sichtlich der intrazellulären Akkumulation von FITC-Dextran untersucht. Zur Auswertung 

wurde die Zellzahl anhand der mit DAPI angefärbten Zellkerne im Bildausschnitt bestimmt 

sowie die Fläche des FITC-Dextran-Signals ermittelt. So konnte errechnet werden, wie 

viel FITC-Dextran gemittelt pro Zelle im Zytoplasma akkumuliert.  

Für alle Zelllinien konnte nach einer Behandlung mit NIPP eine stärkere Akkumulation von 

FITC-Dextran im Zytoplasma festgestellt werden. Das FITC-Signal war von der Fläche 

her kleiner bei denjenigen Zellen, welche nur dem Trägergas Argon ausgesetzt wurden 

(Abb. 4 – 6). 
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Abb. 4: Intrazelluläre Akkumulation von an 10-kDa-Dextran gekoppelten FITC in 
Mammakarzinom-Zellen  
Die MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen wurden mit nicht-invasivem physikalischen Plasma 
(NIPP) bzw. dem Trägergas Argon (Ktr) behandelt, anschließend mit den Farbstoffen 4`,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) und Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) 
gefärbt und im Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ-9000 untersucht (Vergrößerung 100-
fach, der Skalierungsbalken zeigt 50 μm an). Dargestellt ist jeweils ein Overlay (DAPI- 
und GFP-Kanal) der Bildausschnitte der Fluoreszenzmikroskopie der mit NIPP bzw. Ar-
gon für 20 und 60 s behandelten Zellen (A und C). DAPI färbt den Zellkern blau an, FITC-
Dextran akkumuliert im Zytoplasma und hat ein grünes Signal. In B und D ist der Mittelwert 
der Fläche des FITC-Signals pro Zelle in µm2 ± Standardabweichung angegeben. Mittels 
gepaarten t-Tests wurden die Unterschiede zwischen den mit NIPP und den mit Argon 
behandelten Zellen auf Signifikanz getestet (* = p ≤ 0,05, ** = p ≤ 0,01, *** = p ≤ 0,001). 
Es wurden mindestens drei voneinander unabhängige Versuche durchgeführt. (Nach 
Sander et al., 2021). 
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Wie Abb. 4 zeigt, ergaben sich für die Mammakarzinom-Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-

231 vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der intrazellulären Akkumulation von FITC-

Dextran. Es zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede in den Flächen des FITC-

Signals pro Zelle zwischen den mit NIPP und den mit Argon behandelten Mammakarzi-

nom-Zellen. Dabei war das Signal sowohl nach einer NIPP-Behandlung für 20 s als auch 

für 60 s größer als in der Kontrolle (MCF-7: 20 s: p = 0,0052, 60 s: p < 0,0010, MDA-MB-

231: 20 s: p = 0,0064, 60 s: p= 0,0374). 

  



57 
 

 
Abb. 5: Intrazelluläre Akkumulation von an 10-kDa-Dextran gekoppelten FITC in 
Ovarialkarzinom-Zellen  
Die OVCAR-3- und SK-OV-3-Zellen wurden mit nicht-invasivem physikalischen Plasma 
(NIPP) bzw. dem Trägergas Argon (Ktr) behandelt, anschließend mit den Farbstoffen 4`,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) und Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) 
gefärbt und im Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ-9000 untersucht (Vergrößerung 100-
fach, der Skalierungsbalken zeigt 50 μm an). Dargestellt ist jeweils ein Overlay (DAPI- 
und GFP-Kanal) der Bildausschnitte der Fluoreszenzmikroskopie der mit NIPP bzw. Ar-
gon für 20 und 60 s behandelten Zellen (A und C). DAPI färbt den Zellkern blau an, FITC-
Dextran akkumuliert im Zytoplasma und hat ein grünes Signal. In B und D ist der Mittelwert 
der Fläche des FITC-Signals pro Zelle in µm2 ± Standardabweichung angegeben. Mittels 
gepaarten t-Tests wurden die Unterschiede zwischen den mit NIPP und den mit Argon 
behandelten Zellen auf Signifikanz getestet (* = p ≤ 0,05, ** = p ≤ 0,01, *** = p ≤ 0,001). 
Es wurden mindestens drei voneinander unabhängige Versuche durchgeführt. (Nach 
Sander et al., 2021). 
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Ein Einfluss der Behandlung mit NIPP auf die Membranfunktionalität konnte ebenfalls für 

Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen werden (Abb. 5). Auch hier waren die Unterschiede 

in der Fläche der FITC-Signale zwischen der NIPP- und der Argon-Behandlung für beide 

Behandlungszeiten signifikant (OVCAR 3: 20 s: p = 0,0344, 60 s: p = 0,0065, SK-OV-3: 

20 s: p = 0,0409, 60 s: p = 0,0030).  

 
Abb. 6: Intrazelluläre Akkumulation von an 10-kDa-Dextran gekoppelten FITC in En-
dometriumkarzinom-Zellen und uterinen Leiomyosarkom-Zellen  
Die MFE-296- und SK-UT-1-Zellen wurden mit nicht-invasivem physikalischen Plasma 
(NIPP) bzw. dem Trägergas Argon (Ktr) behandelt, anschließend mit den Farbstoffen 4`,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) und Fluorescein-Isothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) 
gefärbt und im Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ-9000 untersucht (Vergrößerung 100-
fach, der Skalierungsbalken zeigt 50 μm an). Dargestellt ist jeweils ein Overlay (DAPI- 
und GFP-Kanal) der Bildausschnitte der Fluoreszenzmikroskopie der mit NIPP bzw. Ar-
gon für 10 und 30 s behandelten Zellen (A und C). DAPI färbt den Zellkern blau an, FITC-
Dextran akkumuliert im Zytoplasma und hat ein grünes Signal. In B und D ist der Mittelwert 
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der Fläche des FITC-Signals pro Zelle in µm2 ± Standardabweichung angegeben. Mittels 
gepaarten t-Tests wurden die Unterschiede zwischen den mit NIPP und den mit Argon 
behandelten Zellen auf Signifikanz getestet (* = p ≤ 0,05, ** = p ≤ 0,01, *** = p ≤ 0,001). 
Es wurden mindestens drei voneinander unabhängige Versuche durchgeführt. (Nach 
Sander et al., 2021). 

 

Ein im Vergleich geringerer, aber dennoch signifikanter Effekt der NIPP-Behandlung auf 

die Fläche des FITC-Signals pro Zelle im Vergleich zur Argon-Behandlung zeigte sich für 

die Endometriumkarzinom-Zelllinie MFE-296 (Abb.6 A und B). Die Behandlungszeiten mit 

NIPP bzw. Argon lagen hier bei 10 und bei 30 s. Für beide Zeiten zeigte sich ein größeres 

FITC-Signal je Zelle, nachdem die Zellen mir NIPP behandelt wurden (10 s: p = 0,0402, 

30 s: p = 0,0323).  

Im Unterschied zu den bisher dargestellten Zelllinien zeigte sich bei den Leiomyosarkom-

zellen der Zelllinie SK-UT-1 (Abb. 6 C und D) bei höherer Behandlungszeit ein geringerer 

Einfluss von NIPP auf die Akkumulation des FITC-Dextran im Intrazellulärraum. Für die 

Behandlung mit NIPP für 10 s konnte dennoch ein signifikanter Unterschied im Vergleich 

zu den Argon-behandelten Zellen nachgewiesen werden (10 s: p = 0,0011, 30 s: p = 

0,0570).  

Um den Einfluss von NIPP auf die Funktionalität der Zytoplasmamembran weiter zu un-

tersuchen und die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie zu bestätigen, wurden die Zell-

linien MCF-7, MDA-MB-231, OVCAR-3, SK-OV-3, MFE-296 und SK-UT-1 mit NIPP bzw. 

dem Trägergas Argon behandelt und zur Durchführung eines Farbstoffverlust-Assays an-

schließend mit dem membrangängigen Farbstoff Fluorescein Diacetat (FDA) gefärbt. 

Durch Hydrolyse entsteht aus FDA das fluoreszierende Fluorescein (F). Um später zwi-

schen nicht mehr vitalen Zellen differenzieren zu können, wurde des Weiteren der Fluo-

reszenzfarbstoff Ethidiumbromid (EtBr) verwendet. Nach einer Inkubationszeit von 15 min 

wurden die Proben mittels Durchflusszytometrie analysiert.  

Der Acetylrest des FDA wird intrazellulär durch Esterasen abgespalten. Dies führt dazu, 

dass das Molekül eine intakte Zellmembran nicht passieren und die Zelle somit nicht mehr 

verlassen kann. Der Farbstoff akkumuliert somit im Zytoplasma. Wird die Membranfunk-

tionalität jedoch durch die Wirkung von NIPP beeinträchtigt, kann das Molekül das Zyto-

plasma über die defekte Zytoplasmamembran verlassen, sodass die Zelle weniger 
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fluoresziert (Cao et al., 2015; Nitsch et al., 2019). Im Gegensatz zum Versuch mit FITC-

Dextran sprach eine Akkumulation des Farbstoffs im Zytoplasma hier also für eine gute 

Membranfunktionalität. Für die Auswertung wurde die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) 

der vitalen Einzelzellen (EtBr negative Zellen) genutzt (Abb. 7).  
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Abb. 7: Farbstoffverlust-Assay mittels Durchflusszytometrie 
Die Zelllinien MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B), OVCAR-3 (C), SK-OV-3 (D), MFE-296 (E) 
und SK-UT-1 (F) wurden jeweils für 2 unterschiedliche Zeiten mit nicht-invasivem physi-
kalischen Plasma (NIPP) und dem Trägergas Argon (Ktr) behandelt. Anschließend wur-
den sie mit Fluorescein Diacetat (FDA) und Ethidiumbromid (EtBr) gefärbt und 15 min 
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inkubiert. Die Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie hinsichtlich des FDA-Signals 
analysiert. Für die Auswertung diente die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der vitalen 
Einzelzellen. Dargestellt sind die zur Kontrolle normierten Mittelwerte der MFI ± Stan-
dardabweichung. Mittels gepaarten t-Tests wurden die Unterschiede zwischen den mit 
NIPP und den mit Argon behandelten Zellen auf Signifikanz getestet (* = p ≤ 0,05, ** = p 
≤ 0,01, *** = p ≤ 0,001). Es wurden für jede Zelllinie mindestens vier voneinander unab-
hängige Versuche durchgeführt.  

 

Es zeigte sich für alle 6 Zelllinien eine Beeinflussung der MFI durch die Behandlung der 

Zellen mit NIPP. Es konnte nachgewiesen werden, dass nach der NIPP-Behandlung stets 

eine geringere Akkumulation des FDAs innerhalb der Zellen stattfand als nach der Be-

handlung mit dem Trägergas Argon. Dies führte, wie sich auch schon im Vorversuch mit-

tels Fluoreszenzmikroskopie gezeigt hatte, zu der Annahme, dass die Zytoplasmamemb-

ran durch den Einfluss des NIPP Schäden nimmt. Die Behandlungszeiten wurden analog 

zu denen des Vorversuches festgelegt und lagen für die Zelllinien MCF-7, MDA-MB-231, 

OVCAR-3 und SK-OV-3 bei 20 s und 60 s und für MFE-296 und SK-UT-1 bei 10 s und 30 

s.  

Die MFI war in allen Versuchen deutlich geringer, wenn die Zellen zuvor dem NIPP aus-

gesetzt wurden.  

Für die Mammakarzinom-Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 zeigten sich sowohl bei der 

Behandlung mit NIPP für 20 s als auch für 60 s stets hoch signifikante Unterschiede in 

der MFI im Vergleich zur Kontrolle (20 s: p < 0,0001, 60 s: p < 0,0001). In der Annahme, 

dass die mit Argon behandelten Kotrollzellen eine MFI von 100 % aufweisen, konnte in 

MCF-7-Zellen (Abb. 7 A) die MFI der für 20 s mit NIPP behandelten Zellen auf ca. 50 % 

reduziert werden. Eine Behandlung für 60 s führte sogar zu einer Abnahme der MFI auf 

36 %. Bei der Zelllinie MDA-MB-231 (Abb. 7 B) lag die MFI nach Behandlung mit NIPP 

für 20 s sogar nur bei etwa 47 % und für 60 s bei 25 % der MFI der mit Argon behandelten 

Kontrolle. 

Im Vergleich dazu war der Einfluss der NIPP-Behandlung auf die MFI der Ovarialkarzi-

nomzellen OVCAR-3 (Abb. 7 C) und SK-OV-3 (Abb. 7 D) etwas geringer. Dennoch waren 

die Ergebnisse jeweils für beide Behandlungszeiten signifikant (OVCAR-3: 20 s: p = 

0,0005, 60 s: p = 0,0006, SK-OV-3: 20 s: p = 0,0008, 60 s: p = 0,0007). Die MFI konnte 
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bei OVCAR-3 nach 20 s Behandlung mit NIPP auf 71 %, bei 60 s Behandlung auf 55 % 

gegenüber der MFI der Kontrollzellen reduziert werden. Ähnliche Ergebnisse wurden bei 

SK-OV-3-Zellen erreicht. Hier ergab sich eine MFI der mit NIPP behandelten Zellen von 

75 % der MFI der Kontrolle, wenn sie für 20 s dem NIPP ausgesetzt waren und 57 % bei 

einer NIPP-Behandlung von 60 s. 

Auch die Zelllinien MFE-296 und SK-UT-1 zeigten eine geringere Akkumulation von FDA 

im Zytoplasma nach einer NIPP-Behandlung als nach einer Argon-Behandlung. Die Un-

terschiede der MFI waren ebenfalls bei beiden Behandlungszeiten signifikant (MFE-296: 

10 s: p < 0,0001, 30 s: p < 0,0001, SK-UT-1: 10 s: p = 0,0006, 30 s: p = 0,0003). Ein 

besonders starker Einfluss des NIPP auf die MFI zeigte sich für Endometriumkarzinom-

Zellen MFE-296 (Abb. 7 E). Hier gelang bereits bei einer Behandlung mit NIPP für 10 s 

eine Reduktion der MFI auf 38 % derer mit Argon behandelten Zellen. Wurden die Zellen 

dem NIPP für 30 s ausgesetzt, lag sie bei 31 %. Die Abhängigkeit von der Behandlungs-

zeit schien hier dementsprechend geringer als bei den zuvor genannten Zelllinien. Die 

Zelllinie SK-UT-1 (Abb. 7 F) zeigte ebenfalls eine geringere MFI, wenn die Zellen zuvor 

mit NIPP behandelt wurden, der Einfluss des NIPP war hier jedoch geringer als bei den 

MFE-296-Zellen. Die MFI lag bei 66 % der MFI von Argon-behandelten Zellen, wenn die 

Zellen für 10 s mit NIPP behandelt wurden und bei 51 % nach 30 s NIPP-Behandlung. 

Darüber hinaus erfolgte die Untersuchung des Einflusses von NIPP auf die Membranfunk-

tionalität mithilfe des Nachweises einer ATP-Freisetzung der Zellen. Hierzu wurde im Ge-

gensatz zu den anderen beiden Versuchen zur Membranfunktionalität kein Farbstoff in 

die Zellen eingebracht. Stattdessen wurde hier das extrazelluläre Vorkommen von ATP 

nach einer Behandlung mit NIPP untersucht. Die Zelllinien MCF-7, MDA-MB-231, 

OVCAR-3, SK-OV-3, MFE-296 sowie SK-UT-1 wurden für jeweils 3 unterschiedliche Zei-

ten mit NIPP bzw. Argon behandelt und für 10 min inkubiert. Die Zellen wurden anschlie-

ßend sedimentiert. Für die Untersuchung im Microplate Reader wurde lediglich der zell-

freie Überstand verwendet. So konnte ATP, welches sich nicht mehr innerhalb der Zellen 

befand, nachgewiesen werden. Bei allen 6 untersuchten Zelllinien konnte nach der Be-

handlung mit NIPP mehr ATP nachgewiesen werden als dies bei Argon-behandelten Zel-

len der Fall war (Abb. 8).  
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Abb. 8: ATP-Verlust-Assay  
Die Zelllinien MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B), OVCAR-3 (C), SK-OV-3 (D), MFE-296 (E) 
und SK-UT-1 (F) wurden jeweils für 3 unterschiedliche Zeiten mit nicht-invasivem Plasma 
(NIPP) und dem Trägergas Argon (Ktr) behandelt. Anschließend erfolgte die Sedimenta-
tion der Zellen und der Nachweis von ATP im zellfreien Überstand mittels CellTiter-Glo® 
Reagenz und Messung der Lumineszenz im Multiplate Reader. Dargestellt sind die zur 
Kontrolle normierten Mittelwerte der Lumineszenz ± Standardabweichung. Mittels gepaar-
ten t-Tests wurden die Unterschiede zwischen den mit NIPP und den mit Argon behan-
delten Zellen auf Signifikanz getestet (* = p ≤ 0,05, ** = p ≤ 0,01, *** = p ≤ 0,001). Es 
wurden für jede Zelllinie mindestens vier voneinander unabhängige Versuche durchge-
führt. 
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Die MCF-7-Zellen (Abb. 8 A) wurden jeweils für 20 s, 60 s und 120 s mit NIPP bzw. Argon 

behandelt. Hier zeigten sich ab 60 s NIPP-Behandlung signifikante Unterschiede im Vor-

kommen extrazellulären ATPs im Vergleich zu den mit Argon behandelten Zellen (20 s: p 

= 0,1660, 60 s: p = 0,0054, 120 s: p = 0,0016). Normiert auf die Kontrolle ergab sich bei 

der Behandlung für 60 s die doppelte Menge und für 120 s sogar die 3-fache Menge an 

ATP im zellfreien Überstand. 

Eine noch größere Wirkung des NIPP auf den extrazellulären Nachweis von ATP zeigte 

sich in der Zelllinie MDA-MB-231 (Abb. 8 B). Hier wurden für alle 3 Behandlungszeiten 

signifikante Unterschiede zwischen den mit NIPP und den mit Argon behandelten Zellen 

erreicht (20 s: p = 0,0293, 60 s: p = 0,0008, 120 s: p = 0,0014). Nach 120 s Behandlung 

mit NIPP konnte hier sogar das 11-fache an extrazellulärem ATP der Kontrolle nachge-

wiesen werden. 

Auch die Zelllinie OVCAR-3 (Abb. 8 C) zeigte bezüglich der ATP-Freisetzung ein deutli-

ches Ansprechen auf die NIPP-Behandlung. Es ergaben sich für alle durchgeführten Be-

handlungszeiten signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle, die mit dem Träger-

gas behandelt wurde (20 s: p = 0,0029, 60 s: p = 0,0038, 120 s: p = 0,0086). Behandelte 

man die Zellen für 120 s mit NIPP, wurde in etwa das doppelte an ATP freigesetzt wie 

nach einer Behandlung mit Argon.  

Auch die Zelllinie SK-OV-3 (Abb. 8 D) wurde für 20 s, 60 s und 120 s mit NIPP behandelt. 

Hier zeigten sich ebenfalls größere Mengen an ATP im zellfreien Überstand als in der 

Kontrolle. Die Unterschiede waren für die Behandlung über 60 s und über 120 s signifikant 

(20 s: p = 0,4481, 60 s: p = 0,0044, 120 s: p = 0,0178). Normiert auf die Kontrolle wurde 

nach einer Behandlung mit NIPP maximal das 1,5-fache an ATP nach 120 s Behandlung 

mit NIPP detektiert.  

Für MFE-296-Zellen (Abb. 8 E) ergaben sich bei Behandlungszeiten von 30 s und 60 s 

signifikante Unterschiede im ATP-Gehalt des zellfreien Überstands (10 s: p = 0,2797, 30 

s: p = 0,0049, 60 s: p = 0,0007). Hier konnte bei einer Behandlung von 60 s jedoch maxi-

mal das 1,7-fache der Kontrolle erreicht werden.  

Anders als bei den bisher beschriebenen Zelllinien, zeigte sich bei den SK-UT-1-Zellen 

(Abb. 8 F) keine Zunahme der ATP-Freisetzung mit steigender Behandlungszeit. Dennoch 
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wurde im Vergleich zur mit Argon behandelten Kontrolle mehr ATP im zellfreien Überstand 

nachgewiesen. Diese Ergebnisse waren signifikant für alle 3 Behandlungszeiten (10 s: p 

= 0,0044, 30 s: p = 0,0098, 60 s: p = 0,0025). Es wurde maximal das 1,4-fache an ATP 

der Kontrolle freigesetzt. Dies war der Fall nach einer Behandlung mit NIPP für 10 s. Für 

längere Behandlungszeiten ergaben sich geringere Werte.  

 

3.3 Einfluss von NIPP auf die Apoptose 

 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass NIPP sowohl zu einer eingeschränkten Zellprolife-

ration als auch zu einer Störung der Membranfunktionalität führt, wurde weiterhin unter-

sucht, ob NIPP auch Einfluss auf den programmierten Zelltod nehmen kann. Dafür wurden 

die Zelllinien MCF-7, MDA-MB-231, OVCAR-3, SK-OV-3, MFE-296 und SK-UT-1 hin-

sichtlich der apoptotischen Aktivität nach einer Behandlung mit NIPP untersucht. Hierzu 

wurden zwei verschiedene Nachweismethoden genutzt. Zum einen wurde die Aktivität der 

Effektor-Caspasen 3 und 7 bestimmt. Diese stellen einen entscheidenden Faktor im Vor-

gang des programmierten Zelltodes dar. Des Weiteren erfolgte die Untersuchung mittels 

TUNEL-Assay. Dabei kann die im Rahmen der Apoptose stattfindende Fragmentierung 

der DNA mittels der Markierung frei gewordener Hydroxylgruppen an den 3‘-Enden der 

DNA nachgewiesen werden. In Anlehnung an den Versuch zum Einfluss von NIPP auf 

die Zellproliferation wurden die Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 für 20 s und die Zellli-

nien OVCAR-3, SK-OV-3, MFE-296 und SK-UT-1 für 10 s mit NIPP behandelt. Nach einer 

Inkubation der behandelten Zellen für 24 h und 48 h erfolgte die Durchführung der 

Apoptose-Nachweis-Assays (Abb. 9 und 10). 
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Abb. 9: Caspase-3/7-Assay  
Die Zelllinien MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B) wurden für 20 s und die Zelllinien OVCAR-3 
(C), SK-OV-3 (D), MFE-296 (E) und SK-UT-1 (F) für 10 s mit nicht-invasivem physikali-
schen Plasma (NIPP) und dem Trägergas Argon (Ktr) behandelt. 24 h und 48 h nach 
erfolgter Behandlung wurde die Aktivität der Effektor-Caspasen 3 und 7 untersucht. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung der im Multiplate Reader ermittelten 
Fluoreszenzintensität pro Zelle normiert auf die Kontrolle. Zusätzlich wurden Positiv- und 
Negativkontrollen nicht mit NIPP behandelter Zellen durchgeführt. Für die Positivkontrolle 
wurden die Zellen mit Staurosporin behandelt, bei der Negativkontrolle handelt es sich um 
unmarkierte Zellen. Beide wurden ebenfalls auf die Argon-Kontrolle normiert. Die Daten 
wurden mithilfe von gepaarten t-Tests auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
den mit NIPP und den mit Argon behandelten Zellen getestet (* = p ≤ 0,05, ** = p ≤ 0,01, 
*** = p ≤ 0,001). Es wurden für jede Zelllinie mindestens drei voneinander unabhängige 
Versuche durchgeführt. (Nach Stope et al., 2020). 



68 
 

Für die beiden Mammakarzinom-Zelllinien zeigten sich vergleichbare Ergebnisse hinsicht-

lich der Aktivität der Caspasen 3 und 7: Im Vergleich zur Argon-Kontrolle konnte die 

Caspase-Aktivität in MCF-7-Zellen (Abb. 9 A) sowohl 24 h als auch 48 h nach der Be-

handlung mit NIPP auf etwas mehr als das Doppelte erhöht werden (24 h: p = 0,0271, 48 

h: p = 0,0389). Auch die Zelllinie MDA-MB-231 (Abb. 9 B) zeigte eine Zunahme der Akti-

vität der Caspasen 3 und 7, nachdem die Zellen mit NIPP behandelt wurden. 24 h nach 

der Behandlung wurde in etwa das Doppelte der Aktivität erreicht, nach 48 h sogar mehr 

als das 3-fache (24 h: p = 0,0016, 48 h: p = 0,0036). 

Ebenso zeigten die OVCAR-3-Zellen (Abb. 9 C) ein ausgeprägtes Ansprechen auf die 

Behandlung mit NIPP. Die Aktivität der Caspasen 3 und 7 konnte nach einer NIPP-Be-

handlung nach 24 h Inkubation auf mehr als Doppelte und nach 48 h Inkubation auf das 

9-fache der Argon-Kontrolle erhöht werden (24 h: p = 0,0356, 48 h: p = 0,0239).  

Vergleichsweise geringer, aber dennoch signifikant höher als die Kontrolle mit dem Trä-

gergas Argon, war der Effekt des NIPP auf die Caspase-Aktivität von SK-OV-3-Zellen 

(Abb. 9 D). Hier stieg die Aktivität 24 h nach der NIPP-Behandlung auf das 1,6-fache und 

48 h danach auf etwas mehr als das Doppelte (24 h: p = 0,0361, 48 h: p = 0,0054).  

Besonders stark wurde die Caspase-Aktivität der Endometriumkarzinom-Zelllinie MFE-

296 (Abb. 9 E) durch NIPP beeinflusst. Hier zeigte sich 24 h nach Behandlung ein Anstieg 

der Aktivität auf das 5-fache und 48 h danach sogar auf das 7-fache der Argon-Kontrolle 

(24 h: p = 0,0044, 48 h: p = 0,0105). 

Auch die Caspase-Aktivität der Zelllinie SK-UT-1 (Abb. 9 F) konnte durch NIPP effektiv 

gesteigert werden. Für diese Zellen konnte nach einer Inkubation für 24 h das Doppelte 

und 48 h nach der Behandlung das 7,5-fache an Caspase-Aktivität nachgewiesen werden 

(24 h: p = 0,0281, 48 h: p = 0,0059).  
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Abb. 10: TUNEL-Assay 
Die Zelllinien MCF-7 (A), MDA-MB-231 (B) wurden für 20 s und die Zelllinien OVCAR-3 
(C), SK-OV-3 (D), MFE-296 (E) und SK-UT-1 (F) für 10 s mit nicht-invasivem physikali-
schen Plasma (NIPP) und dem Trägergas Argon (Ktr) behandelt. 24 h und 48 h nach 
erfolgter Behandlung wurde mittels TUNEL-Assay der Nachweis fragmentierter DNA 
durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung der im Multiplate 
Reader ermittelten Fluoreszenzintensität pro Zelle normiert auf die Kontrolle. Zusätzlich 
wurden Positiv- und Negativkontrollen nicht mit NIPP behandelter Zellen durchgeführt. 
Für die Positivkontrolle diente eine Behandlung mit Nuklease, bei der Negativkontrolle 
erfolgte keine Markierung. Beide wurden ebenfalls auf die Argon-Kontrolle normiert. Die 
Daten wurden mithilfe von gepaarten t-Tests auf statistisch signifikante Unterschiede zwi-
schen den mit NIPP und den mit Argon behandelten Zellen getestet (* = p ≤ 0,05, ** = p 
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≤ 0,01, *** = p ≤ 0,001). Für jede Zelllinie wurden mindestens drei voneinander unabhän-
gige Versuche durchgeführt. (Nach Stope et al., 2020). 

 

Für die Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 (Abb. 10 A) zeigten sich ähnliche Ergebnisse 

wie auch die Analyse der Caspase-Aktivität ergeben hatte. Sowohl 24 h als auch 48 h 

nach der NIPP-Behandlung konnte im Vergleich zur Argon-Kontrolle mehr als das Dop-

pelte an fragmentierter DNA nachgewiesen werden (24 h: p = 0,0051, 48 h: p = 0,0240). 

Analog zu den vorherigen Versuchen zeigten die MDA-MB-231-Zellen (Abb. 10 B) ein 

vergleichbares Verhalten. Sie wiesen hinsichtlich des Nachweises von DNA-Fragmenten 

ähnliche Unterschiede zwischen NIPP- und Argon-Behandlung auf. Nach 24 h Inkubation 

konnte hier das 1,6-fache, nach 48 h das 2,6-fache an fragmentierter DNA nachgewiesen 

werden (24 h: p = 0,0417, 48 h: p = 0,0330).  

Das TUNEL-Signal stieg ebenfalls bei der Zelllinie OVCAR-3 (Abb. 10 C) bedeutend an, 

wenn die Zellen zuvor mit NIPP behandelt wurden. 24 h nach der Behandlung wurde das 

Doppelte und 48 h danach mehr als das 3-fache des Signals der Argon-Kontrolle erreicht 

(24 h: p = 0,0022, 48 h: p = 0,0135).  

Die SK-OV-3-Zellen (Abb. 10 D) zeigten sowohl 24 h als auch 48 h nach der Behandlung 

mit NIPP einen Anstieg der nachgewiesenen DNA-Fragmente auf etwa das 1,8-fache der 

mit dem Trägergas behandelten Kontrolle (24 h: p = 0,0089, 48 h: p = 0,0187).  

Analog zum Caspase-Aktivitäts-Nachweis konnte auch mit dem TUNEL-Assay eine aus-

geprägte Wirkung des NIPP auf das Apoptose-Verhalten der Zelllinie MFE-296 (Abb. 10 

E) gezeigt werden. Hier wurde vergleichend mit der Argon-Kontrolle das 4-fache (nach 24 

h Inkubation) und das 6-fache (nach 48 h Inkubation) an DNA-Fragmenten im Multiplate-

Reader nachgewiesen. Auch diese Ergebnisse waren signifikant im Unterschied zur Ar-

gon-Kontrolle (24 h: p = 0,0211, 48 h: p = 0,0496). 

Die Beeinflussung der Apoptose durch die Behandlung mit NIPP konnte mit dem TUNEL-

Assay auch für die Leiomyosarkom-Zelllinie SK-UT-1 (Abb. 10 F) gezeigt werden. Bei 

dieser Zelllinie kam es 24 h nach der Behandlung zu einem Anstieg auf das Doppelte des 

TUNEL-Signals der Argon-Kontrolle und nach 48 h auf das 4,5-fache (24 h: p = 0,0279, 

48 h: p = 0,0032).  
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4. Diskussion 

 

4.1 NIPP hemmt das Zellwachstum 

 
Wie für verschiedene Entitäten gezeigt wurde, hat NIPP einen inhibitorischen Effekt auf 

das Wachstum von Tumorzellen (Reiazi et al., 2017). Die antiproliferative Wirkung konnte 

in dieser Arbeit für alle sechs untersuchten Tumorzelllinien bestätigt werden.  

Von elementarer Bedeutung für einen möglichen zukünftigen Einsatz von NIPP in der 

klinischen Anwendung sind in diesem Zusammenhang Hinweise, dass NIPP maligne Zel-

len in deutlich ausgeprägterem Ausmaß zu schädigen scheint als nicht-maligne Zellen. 

Der Vorteil einer Tumortherapie mit NIPP gegenüber herkömmlichen Behandlungsmetho-

den wie Chemo- oder Radiotherapie läge somit darin, dass gesunde Zellen weniger Scha-

den nähmen (Kim et al., 2011; Yan et al., 2016). Darüber hinaus handelt es sich im Ge-

gensatz zur systemischen Chemotherapie bei einer Therapie mit NIPP um eine gezielte 

und lokale Anwendung. Diese Aspekte stellen wiederum entsprechend die Grundlage ei-

ner nebenwirkungs- und risikoärmeren Therapie dar.  

Von großer Bedeutung für den Effekt von NIPP auf die Tumorzellen scheint die Behand-

lungszeit zu sein, sodass, vergleichbar mit einer Dosierung von Chemotherapeutika, fest-

gelegt werden muss, für welche Behandlungszeit die Zellen dem NIPP ausgesetzt werden 

müssen. Dabei sind die entitätsspezifischen und je nach Zelllinie individuellen Unter-

schiede in der Vulnerabilität gegenüber NIPP sowie in den Schutzmechanismen der Zel-

len gegen oxidativen Stress zu berücksichtigen.  

Für die Ovarialkarzinom-Zelllinien OVCAR-3 und SK-OV-3 zeigte sich bei der Betrachtung 

des Zellwachstums ein geringerer, aber dennoch signifikanter Effekt der Behandlung mit 

NIPP als dies für die Mammakarzinom-Zelllinien, sowie die Endometriumkarzinom- und 

Leiomyosarkom-Zelllinie der Fall war. Diese zeigten im Vergleich zu den Kontrollzellen 

stets eine mehr als fünfzigprozentige Reduktion des Zellwachstums nach NIPP Applika-

tion. Die Ovarialkarzinom-Zellen scheinen also bei einer NIPP-Behandlung für 10 s stär-

ker ausgeprägte Resistenzmechanismen gegenüber NIPP aufzuweisen, als die ebenfalls 

für 10 s behandelten Endometriumkarzinom- und Leiomyosarkom-Zellen. Das liegt mög-

licherweise an einer geringeren Entgiftungskapazität der Zellen gegenüber der 



72 
 

Redoxstress-vermittelnden Wirkung von NIPP. Eine wichtige Bedeutung haben dabei Su-

peroxiddismutasen (SOD), welche in der Lage sind, den Spiegel an reaktiven Sauer-

stoffspezies (ROS) in Zellen zu modulieren (Deby und Goutier, 1990; Holley et al., 2012). 

So wurde gezeigt, dass SK-OV-3-Zellen vermehrt SOD exprimieren (Hu et al., 2005), 

während die SOD-Aktivität in Adenokarzinomen des Endometriums gegenüber benignen 

Läsionen und normalen Zellen reduziert war (Pejić et al., 2008).  

Ein mit den Daten vergleichbares Verhalten hinsichtlich der proliferationshemmenden 

Wirkung von NIPP auf OVCAR-3 und SK-OV-3 wurde auch von Koensgen et al. nachge-

wiesen (Koensgen et al., 2017). In dieser Studie zeigte sich jedoch ein statistisch signifi-

kanter Unterschied zwischen NIPP- und Argon-behandelten Zellen erst bei 15 s Behand-

lungszeit, wohingegen dies in den hier vorliegenden Untersuchungen bereits nach 10 s 

Behandlungszeit der Fall war. Möglicherweise spielen hier anwenderspezifische Unter-

schiede bei der NIPP-Applikation eine Rolle. Gegebenenfalls könnte die NIPP-Behand-

lung mittels des Einsatzes weiterer Apparaturen standardisiert werden. Eine andere, in 

dieser Arbeit nicht untersuchte Ovarialkarzinomzelllinie konnte hingegen in den Untersu-

chungen bereits nach 10 s Behandlungszeit deutlich effektiver in ihrem Wachstum inhi-

biert werden (Koensgen et al., 2017), sodass nicht die Entität allein, sondern vielmehr 

differenzierungsspezifische oder interindividuelle Faktoren hinsichtlich der Vulnerabilität 

gegenüber NIPP eine entscheidende Rolle zu spielen scheinen.  

 

4.2 NIPP stört die Membranfunktionalität 

 
Essenziell für die Vitalität einer Zelle ist die Zytoplasmamembran, welche als Barriere 

dient sowie den Stoff- und Signaltransport vermittelt (Hauser, 2016). Während NIPP-in-

duzierte Schäden bakterieller Membranen bereits eingehend analysiert wurden (Joshi et 

al., 2011; Yu et al., 2007), wurde die Wirkung auf Zytoplasmamembranen eukaryotischer 

Zellen bisher kaum untersucht. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass NIPP das Memb-

ranpotential von Keratinozyten beeinflussen kann und die Membranpermeabilität von 

Chondro- und Osteosarkomzellen erhöht (Dezest et al., 2017; Haralambiev et al., 2020a; 

Haralambiev et al., 2020b). Zudem konnte im Rahmen von Transfektionsversuchen nach-

gewiesen werden, dass die Membranen von Fibrosarkom-Zellen, Adenokarzinom-Zellen 
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der Cervix sowie Mammakarzinom-Zellen mit Hilfe von Plasma permeabilisiert werden 

können (Sakai et al., 2006; Xu et al., 2016).  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Mamma-, Ovarial- und Endometriumkarzi-

nom-Zellen sowie uterine Leiomyosarkom-Zellen durch eine Behandlung mit NIPP in ihrer 

Membranfunktionalität gestört werden, sodass niedermolekulare Verbindungen (≤ 10 

kDa) die Zellmembran passieren können. 

Die Zellen wurden hinsichtlich der Membranfunktionalität nach Behandlung mit NIPP mit-

tels unterschiedlicher Methoden untersucht. Analysiert wurde einerseits die Aufnahme 

von an 10 kDa-Dextran gekoppelten FITC in den Intrazellularraum, welche nur dann er-

folgen kann, wenn die Zytoplasmamembran geschädigt ist, da eine Permeabilität für das 

Farbstoffmolekül sonst nicht gegeben ist. Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte die Ak-

kumulation des Farbstoffs im Inneren der Zellen nachgewiesen werden (Sander et al., 

2021). Es konnte für alle untersuchten Zelllinien gezeigt werden, dass nach einer Behand-

lung mit NIPP deutlich mehr Farbstoff im Intrazellularraum akkumuliert als dies in Argon-

behandelten Kontroll-Zellen der Fall war.  

Um Farbstoff-bedingte Limitationen auszuschließen und die Ergebnisse zu bestätigen, 

wurden die Zellen andererseits mittels Farbstoffverlust-Assay untersucht. Hier kam der 

membrangängige Farbstoff FDA zum Einsatz. Intrazellulär wird der Acetylrest des FDA 

durch Esterasen abgespalten, sodass das Molekül eine intakte Zytoplasmamembran im 

Anschluss nicht mehr passieren kann und im Zytoplasma akkumuliert (Cao et al., 2015). 

Bei postulierter Schädigung der Membran durch NIPP, verlässt das Molekül die Zelle je-

doch wieder, sodass hier eine geringe Akkumulation des Farbstoffs in der Zelle Hinweise 

auf die Schädigung der Membran liefern konnte (Nitsch et al., 2019). Eine Beeinflussung 

der Färbung oder der Hydrolyse durch die Behandlung mit NIPP konnte dadurch ausge-

schlossen werden, dass die Zellen zuerst mit dem FDA beladen wurden und erst anschlie-

ßend die Applikation von NIPP erfolgte.  Die durch NIPP verursachte Zellmembranschä-

digung konnte somit in dieser Arbeit in zwei voneinander unabhängigen Versuchen mit 

zwei verschiedenen Farbstoffen nachgewiesen werden. Auffällig war dabei, dass dieser 

Effekt bei steigender Behandlungszeit nicht oder nur kaum zunahm und somit weitestge-

hend unabhängig von der Behandlungszeit mit NIPP war. Dies steht im Kontrast zu dem 

bereits beschriebenen Verhalten der Osteosarkom-Zellen, für die sich durchaus eine 
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Konzentrationsabhängigkeit der Membranschädigung zeigte (Haralambiev et al., 2020a). 

Hieraus ergeben sich erneut Hinweise auf entitätsspezifische Unterschiede in den zellu-

lären Antworten auf eine NIPP-Behandlung. Für die beiden Mammakarzinom-Zelllinien 

sowie für die Endometriumkarzinom- und die Leiomyosarkom-Zelllinie zeigte sich nach 

längerer Behandlungszeit überdies eine geringere Akkumulation des an 10 kDa-Dextran 

gekoppelten FITC intrazellulär als bei kürzerer Applikation des NIPP. Dies könnte jedoch 

auch darauf zurückzuführen sein, dass die Membran nach 30 s und 60 s Behandlung so 

stark geschädigt wurde, dass die Permeabilität zwar grundsätzlich erhöht werden und das 

Dextran in die Zelle gelangen konnte, die Zelle jedoch bei zu starker Schädigung ihrer 

Membran in nahezu ungehindertem Austausch mit der Umgebung steht, sodass der Farb-

stoff die Zelle teilweise auch wieder verlassen konnte. Obwohl die Behandlungszeiten für 

die Ovarialkarzinom-Zellen im Vergleich zum Wachstumsversuch bereits erhöht wurden, 

zeigte sich der für die anderen Zelllinien beschriebene Effekt der geringeren Akkumulation 

nach längerer Behandlungszeit hier nicht. Diese Zellen nahmen nach 60 s Behandlung 

mit NIPP noch geringfügig mehr Dextran auf als dies nach 20 s Behandlung der Fall war, 

sodass hier nicht von einer höhergradigen Schädigung der Zellen auszugehen war. Dies 

geht einher mit den Ergebnissen zur Untersuchung der Wachstumshemmung, in denen 

sich die Ovarialkarzinom-Zellen ebenfalls resistenter gegenüber der NIPP Behandlung als 

die anderen Zelllinien zeigten.  

Darüber hinaus erfolgte eine Untersuchung der Zellantworten von Tumorzellen auf eine 

Behandlung mit NIPP mit einer farbstoff-unabhängigen Methode. So konnten toxische Ef-

fekte der Farbstoffe auf die Zellen, die die Ergebnisse möglicherweise verfälschen könn-

ten, vollends ausgeschlossen werden. Mithilfe des Nachweises von endogen synthetisier-

tem ATP im zellfreien Überstand ließ sich zeigen, dass die Tumorzellen nach einer Be-

handlung mit NIPP ATP freisetzen (Sander et al., 2021). Azzariti et al. konnten eine Frei-

setzung von ATP nach Applikation von Plasma-aktiviertem Medium bereits für Pankreas-

karzinom-Zellen sowie Melanom-Zellen nachweisen (Azzariti et al., 2019). Anders als in 

unseren Untersuchungen führten diese die ATP-Freisetzung jedoch auf NIPP-induzierte 

Damage-associated molecular patterns (DAMPs) zurück, die eine Aktivierung des Immun-

systems und im Verlauf den immunogenen Zelltod herbeiführen können (Azzariti et al., 

2019; Kepp et al., 2014). ATP wird also einerseits NIPP-induziert von apoptotischen Tu-

morzellen ausgeschüttet, was zur Aktivierung von Makrophagen führt (Lin et al., 2017). 
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Andererseits konnte in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Freisetzung 

von ATP auch bereits unmittelbar nach der Behandlung mit NIPP stattfindet. Elliott et al. 

konnten erhöhte ATP-Konzentrationen im Überstand der Zellen erst 2 h nach einer 

Apoptoseinduktion nachweisen (Elliott et al., 2009). Da die ATP-Freisetzung nach Induk-

tion von Apoptose nicht sofort nach der Behandlung mit NIPP zu erwarten ist, ergeben 

sich aus den Ergebnissen in dieser Arbeit Hinweise auf einen anderen Mechanismus der 

ATP-Freisetzung. Als eine weitere mögliche Ursache für die Freisetzung nach extrazellu-

lär kommt wiederum ein Verlust der Membranintegrität der Zellen und damit eine Erhö-

hung der Permeabilität in Frage. Im Unterschied zu den farbstoffbasierten Untersuchun-

gen der Membrandurchlässigkeit, zeigte sich für die ATP-Freisetzung eine Abhängigkeit 

von der Behandlungsdauer mit NIPP, sodass mit Ausnahme für die Leiomyosarkom-Zel-

len mit zunehmender Behandlungszeit mehr ATP extrazellulär nachgewiesen werden 

konnte. Möglicherweise spielen Artefakte durch die Inkubation mit Farbstoffen für die Kon-

zentrationsabhängigkeit eine Rolle. Denkbar wäre auch eine Beeinflussung durch die un-

terschiedlichen chemischen Strukturen, die je nach Methode über die permeabilisierte 

Membran transportiert wurden. Ein Verlust an Energieträgern könnte auch die Proliferati-

onshemmung der Zellen erklären, die über 120 h nach NIPP-Applikation nachgewiesen 

werden konnte.  

 

4.3 NIPP induziert Apoptose 

 
Apoptose ist der programmierte Zelltod und hat eine wichtige Bedeutung für die Regula-

tion und Homöostase einer Zellpopulation, die Entwicklung des Immun- und Nervensys-

tems sowie die Beseitigung von durch Noxen oder Krankheiten geschädigten Zellen. Die 

Dysregulation der Apoptose spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Krebser-

krankungen (Elmore, 2007). Um die Apoptose zu verhindern und damit auch indirekt eine 

ungehinderte Proliferation zu bahnen, können viele Tumorzellen anti-apoptotische Prote-

ine wie Bcl-2 exprimieren und pro-apoptotische Proteine wie Bax inhibieren (Brahmbhatt 

et al., 2015; Kaufmann und Gores, 2000; Kim et al., 2004). Weiterhin kann es in malignen 

Zellen zur Herunterregulierung von Todesrezeptoren, wie zum Beispiel Fas kommen (El-

more, 2007; Kaufmann und Gores, 2000). Eine Kombination aus gesteigerter Proliferation 

von Tumorzellen und reduziertem Zellaustausch führt zur Anhäufung maligner Zellen im 
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Sinne eines Tumors (Kaufmann und Gores, 2000). Die Wiederherstellung der Apoptos-

einduktion in Tumorzellen stellt folglich ein zentrales Ziel für die Behandlung von Krebs-

erkrankungen dar. Auch Chemotherapeutika können die Apoptose in Tumorzellen einlei-

ten (Kaufmann und Earnshaw, 2000).  

Es sind verschiedene Faktoren bekannt, die zur Induktion des programmierten Zelltodes 

führen können. Dazu zählen Schädigungen der DNA, wie zum Beispiel Crosslinking oder 

Doppelstrangbrüche (Roos und Kaina, 2006) sowie oxidativer Stress (Fiers et al., 1999) 

und Calciumeinstrom in die Zellen (Nicotera und Orrenius, 1998). Zudem können Störun-

gen der Zellmembran die Regulation und Signalkaskaden der Apoptose beeinflussen 

(Tekpli et al., 2013).  

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass nach einer Behandlung mit NIPP in 

den Tumorzellen Apoptose induziert wird (Sander et al., 2021; Stope et al., 2020). Zum 

einen zeigte sich eine Aktivitätszunahme der Caspasen 3 und 7. Diese zählen zu den 

Effektor-Caspasen (D'Arcy, 2019). Im Rahmen der Apoptose kommt es weiterhin zur 

Fragmentierung der DNA, welche durch Endonukleasen vermittelt wird (Zhang und Xu, 

2000). Dazu zählt die Caspase-aktivierte DNAse (CAD) (Mirzayans und Murray, 2020). 

Diese wird in nicht-apoptotischen Zellen durch den Inhibitor der Caspase-aktivierten 

DNAse (ICAD) gebunden und dadurch inaktiviert. Caspasen können ICAD spalten, wo-

raufhin CAD frei wird und zusammen mit der Endonuklease G die Fragmentation der DNA 

bewirkt (Larsen und Sørensen, 2017; Widlak und Garrard, 2005). Auf diese Weise entste-

hen freie 3’OH-Enden (Mirzayans und Murray, 2020).  

Dieser Mechanismus konnte mittels TUNEL-Assay in den behandelten Tumorzellen nach-

gewiesen werden. Mittels einer Terminalen Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) kön-

nen dabei markierte dUTP Nukleotide an die freien 3’OH-Enden gebunden werden, wel-

che sich im Anschluss nachweisen lassen (Mirzayans und Murray, 2020). Obwohl der 

TUNEL-Assay nicht spezifisch ist für den Nachweis von DNA-Fragmenten, die im Rahmen 

der Apoptose entstanden sind, sondern generell freie 3’OH-Enden detektieren kann 

(Mirzayans und Murray, 2020), ist davon auszugehen, dass bei den hoch signifikanten 

Ergebnissen und einer vorhandenen Kontrolle, welche ohne NIPP-Behandlung ein deut-

lich geringeres Signal hinsichtlich des Nachweises der Fragmente zeigte, alternative Ur-

sachen für frei vorliegende 3‘-Hydroxylgruppen zu vernachlässigen sind (Mirzayans und 
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Murray, 2020). Die Ergebnisse des Caspase-3 und -7-Nachweises und jene des TUNEL-

Assays waren für alle untersuchten Zelllinien vergleichbar. Es zeigte sich größtenteils ein 

Anstieg des apoptotischen Signals mit zunehmender Inkubationszeit. Für den Caspase-

3/-7-Assay wurde jeweils eine Positivkontrolle mitgeführt, für die die Tumorzellen mit Stau-

rosporin behandelt wurden. Es ist bekannt, dass Staurosporin die Apoptose durch die 

Aktivierung von Caspase 3 in Tumorzellen induzieren kann (Yadav et al., 2015; Zhang et 

al., 2005). Lediglich für die Leiomyosarkom-Zellen konnte kein erhöhtes Signal in der 

Staurosporin-Kontrolle nachgewiesen werden. Der Nachweis einer erhöhten Caspase-

Aktivität nach NIPP-Behandlung gelang jedoch. Es konnte gezeigt werden, dass eine 

Überexpression von Bcl-2 zu einer Hemmung der Staurosporin-induzierten Apoptose in 

Melanomzellen führt (Zhang et al., 2004). Da bereits für vier Leiomyosarkom-Zelllinien 

(LMS04, LMS05, IB133 und IB140) eine erhöhte Expression von Bcl-2 nachgewiesen 

werden konnte, ist ein Zusammenhang auch für die von uns verwendete Zelllinie SK-UT-

1 naheliegend (Graaff et al., 2016). Terefinko et al. konnten mittels alternativer Methoden 

ebenfalls nachweisen, dass die Mammakarzinom-Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231, 

nachdem sie in mit Physikalischem Plasma behandeltem Zellkulturmedium inkubiert wur-

den, apoptotisch werden (Terefinko et al., 2021). Ähnliche Ergebnisse zeigten sich auch 

für die Endometriumkarzinom-Zelllinie HEC50 (Yoshikawa et al., 2020). Apoptose-aktivie-

rende Effekte von NIPP wurden zudem bereits für verschiedene Entitäten, wie das Ma-

genkarzinom (Bauer et al., 2019), das Osteosarkom (Haralambiev et al., 2020c), das Lun-

genkarzinom (Kim et al., 2011) und das Prostatakarzinom (Weiss et al., 2015) gezeigt. 

Kim et al. fanden weiterhin Hinweise dafür, dass NIPP in nicht-malignen Fibroblasten we-

niger intensiv Apoptose induziert als in Tumorzellen (Kim et al., 2011).  

Durch den Nachweis der Apoptoseinduktion in den untersuchten Zellen, lässt sich 

schlussendlich auch die Wachstumsrestriktion der Zellpopulation erklären, die initial ge-

zeigt werden konnte (Sander et al., 2021). Zudem könnten die nachgewiesenen Störun-

gen der Membranintegrität der mit NIPP behandelten Tumorzellen sowie der Verlust des 

Energieträgers ATP eine Rolle für die Apoptoseinduktion spielen. 
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4.4 Klinische Perspektiven  

 
Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass NIPP das Wachstum von 

Mammakarzinom-, Ovarialkarzinom- und Endometriumkarzinom-Zellen sowie uterinen 

Leiomyosarkom-Zellen mittels der Induktion von Apoptose sowie Schädigungen der Zy-

toplasmamembran wirkungsvoll inhibieren kann. Diese Erkenntnisse geben zur Hoffnung 

Anlass, dass NIPP zukünftig auch klinische Anwendung finden und zur Behandlung gy-

näkologischer Tumoren eingesetzt werden könnte.  

Insbesondere Ovarialkarzinome sind bekannt für eine peritoneale Metastasierung, welche 

sich häufig schon bei Diagnosestellung finden lässt. Trotz der Fortschritte in chirurgischer 

sowie medikamentöser Therapie des Ovarialkarzinoms ist die Peritonealkarzinose schwer 

zu behandeln (Lengyel, 2010; Pascual-Antón et al., 2021). Erste Untersuchungen in ei-

nem Mausmodell zeigen bereits, dass eine intraperitoneale Behandlung mit Plasma-akti-

viertem Medium das Überleben von Mäusen, welchen zuvor Klarzellkarzinom-Zellen des 

Ovars in das Peritoneum injiziert wurden, verlängert (Nakamura et al., 2017). Denkbar 

wäre somit, dass Patientinnen in Kombination mit einer operativen und zytostatischen 

Therapie des Ovarialkarzinoms zusätzlich eine intraperitoneale Applikation von Plasma-

aktivierten Flüssigkeiten erhalten. Vorstellbar ist auch ein ähnliches Vorgehen wie bei ei-

ner Peritoneallavage.  

In der Therapie des Mammakarzinoms stellt die operative Therapie eine essentielle Be-

handlungskomponente dar (Leitlinienprogramm Onkologie, 2021). Insbesondere im Rah-

men einer brusterhaltenden Operation könnte eine intraoperative lokale NIPP-Behand-

lung zukünftig von Relevanz sein. So könnten möglicherweise wenige unerkannte verblie-

bene Tumorzellen mittels NIPP-aktivierter Apoptose zeitnah beseitigt werden und gleich-

zeitig der wundheilungsfördernde Effekt von NIPP ausgenutzt werden. Ein derartiger Ein-

satz von NIPP wäre auch zur Therapie solitärer Metastasen denkbar.  

Erste Untersuchungen zeigen zudem, dass die Sensitivität von Chemotherapeutika mit-

tels eines kombinierten Einsatzes mit NIPP modifiziert werden könnte (Köritzer et al., 

2013; Nitsch et al., 2023). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Therapieoptionen gynäkologischer Krebs-

erkrankungen mithilfe eines klinischen Einsatzes von NIPP potenziell erweitert werden 



79 
 

könnten. Hierzu sind jedoch weitere Untersuchungen, insbesondere in Tiermodellen not-

wendig, um die Übertragbarkeit der bisher gewonnenen Erkenntnisse auf in vivo Modelle 

und bisher kaum erforschte mögliche Langzeitwirkungen von NIPP beurteilen zu können. 
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5. Zusammenfassung 

 

Gynäkologische Tumoren sind eine heterogene Gruppe von Krebserkrankungen. Das 

Mammakarzinom ist weltweit die häufigste Tumorerkrankung bei Frauen. Trotz Therapie-

ansätzen, wie operative Tumorentfernung, Chemotherapie, antihormonelle Therapie, mo-

noklonale Antikörper und Radiatio, ist das Mammakarzinom die zweithäufigste tumorbe-

dingte Todesursache bei Frauen. Das Ovarialkarzinom ist für die schlecht therapierbare 

peritoneale Metastasierung bekannt, wird häufig erst in fortgeschrittenen Stadien diag-

nostiziert und weist eine 5-Jahres-Überlebensrate von 47 % auf. Das Endometriumkarzi-

nom ist in Deutschland die fünfthäufigste bösartige Tumorerkrankung der Frau. Die Prog-

nose ist für einige histologische Subtypen schlecht. Zudem treten bei Chemo- und Radi-

otherapie mitunter schwere Nebenwirkungen auf. Das uterine Leiomyosarkom ist selten, 

weist jedoch eine schlechte Prognose auf. Im Stadium IV liegt die 5-Jahres-Überlebens-

rate bei 29 %. Über diese Faktoren hinaus erfordern Chemoresistenzen und teilweise 

schwere Nebenwirkungen die Entwicklung alternativer Behandlungsmethoden für gynä-

kologische Tumorerkrankungen. 

In den letzten Jahren hat sich der Einsatz von Nicht-invasivem physikalischen Plasma 

(NIPP) als vielversprechende potenzielle Behandlungsoption für Krebserkrankungen her-

ausgestellt. Eine wachstumshemmende Wirkung von NIPP wurde für verschiedene Tu-

morzelllinien nachgewiesen. Die molekularen Antworten gynäkologischer Tumorzellen 

auf eine Behandlung mit NIPP sind Gegenstand dieser Forschungsarbeit. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die wachstumshemmende Wirkung von 

NIPP auf Mammakarzinom-, Ovarialkarzinom- und Endometriumkarzinom-Zellen sowie 

uterine Leiomyosarkom-Zellen einerseits aus einer Aktivierung von Caspasen und der 

Fragmentierung von DNA im Rahmen der Apoptose sowie andererseits einer Schädigung 

der Zytoplasmamembran resultiert. Dabei kommt es bei einer Permeabilitätserhöhung der 

Zellmembran zudem zu einem Verlust des Energieträgers ATP. Eine damit einherge-

hende reduzierte Stoffwechselleistung der Zellen erklärt zusätzlich die Proliferationshem-

mung. 
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Aus den in dieser Arbeit im Zellkulturmodell gewonnenen Ergebnissen lässt sich schluss-

folgern, dass NIPP eine vielversprechende Ergänzung der Therapiemöglichkeiten gynä-

kologischer Tumoren darstellt.  
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