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1 Abkürzungsverzeichnis 

 

Abkürzung Bedeutung 

[18F]FDG 2-[18F]fluoro-2-deoxy-D-glucose 

3D-OSEM/OP-MAP Ordered Subsets Expectation Maximization Algorithmus 

ADC scheinbarer Diffusionskoeffizient 

AK Antikörper 

ANOVA Varianzanalyse 
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CAE Chloracetat-Esterase 
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CT Computertomographie 

DMEM Dulbecco's modified Eagle's serum 

DPBS Dulbecco's Phosphate-Buffered Solution 

DWI diffusionsgewichtete Bildgebung 

EGF epidermaler Wachstumsfaktor 

EGFR epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 

ERY Erythrozyt 

ET echo time 

FCS fetales Kälberserum 

FoV field of view 

GFR Growth Factor Reduced 

H&E Hämatoxylin- und Eosinfärbung 

HB Hämoglobin 

HC High Concentration 

HK Hämatokrit 

HPV Humanes Papillomvirus 

HRP Meerrettichperoxidase 

i.p. intraperitoneal 

IL Interleukin 
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Il2rg Interleukin 2-Rezeptor Gamma-Kette 

INFy Interferon-γ 

KAP kaltes Atmosphärendruckplasma 

L-012 8-Amino-5-chlor-7-phenyl-pyrido [3,4-d] pyridazine-1,4(2H,3H)dione 

LEU Leukozyt 

LsgM Lösungsmittel 

MM malignes Melanom 

MRT Magnetresonanztomographie 

MTV metabolisches Tumorvolumen 

MW Mittelwert 

N2 flüssiger Stickstoff 

NK-Zellen Natürliche Killerzellen 

NSG NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ 

ozN ohne zentrale Nekrose 

PAF Plasma aktivierte Flüssigkeiten 

PEK Plattenepithelkarzinom 

PET Positronenemissionstomographie 

RNS reaktive Stickstoffspezies 

ROI Region of Interest 

ROS reaktive Sauerstoffspezies 

RS reaktive Spezies 

s.c. subkutan 

SCC squamous cell carcinoma 

Scid schwerer kombinierter Immundefekt 

SD Standardabweichung 

SE SpinEcho 

slm Standard-Liter pro Minute 

SUVmax maximale standardisierte Uptake-Wert 

TE Echozeit 

THRO Thrombozyt 

TierSchG Tierschutzgesetz  

TNFα Tumornekrosefaktor-alpha 
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TR Wiederholungszeit 

TR repetition time 

UV Ultraviolett 

VOI Volume of Interest 

WHO Weltgesundheitsorganisation 

WPB wiederholt Plasma behandelt 

WT Wildtyp 
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2 Zusammenfassung 

 

Tumorerkrankungen stellen nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithäufigste Krank-

heitslast weltweit dar. Unter den verschiedenen Krebsarten, die beim Menschen auftreten, ist 

Hautkrebs eine der häufigsten Krebsentitäten weltweit. Auf der Grundlage der entarteten Zell-

linie kann Hautkrebs im Allgemeinen in die folgenden zwei Hauptgruppen unterteilt werden: 

epithelialer Hautkrebs und malignes Melanom (MM). Zu den Hautkrebsarten, die aus der 

epithelialen Linie entstehen, gehören das Basalzellkarzinom (BCC) und das Plattenepithelkar-

zinom (PEK). Kaltes Atmosphärendruckplasma (KAP) ist eine der vielversprechendsten und 

neuartigsten Behandlungsmethoden der letzten Jahrzehnte gegen Krebs, insbesondere Haut-

krebs. Mehrere Studien an Dutzenden von Krebszelllinien haben eine signifikante antikanze-

rogene Wirkung und das therapeutisches Potenzial durch die Behandlung mit KAP gezeigt. 

Ebenfalls hat in den letzten Jahren die Bedeutung von small molecules bei einer zielgerichte-

ten Therapie gegen Krebs zugenommen. In der vorliegenden Dissertationsschrift wurden die 

Auswirkungen von KAP auf PEK und MM in vivo untersucht, wobei ein umfassender Ansatz 

mit multimodalen Bildgebungsverfahren verfolgt wurde. Es wurden longitudinale MRT und 

PET/CT Untersuchungen durchgeführt, um das anatomische und metabolische Tumorvolu-

men zu bestimmen. Zusätzlich wurde die Bildung reaktiver Spezies nach der KAP Behandlung 

durch nicht invasive Chemilumineszenz Bildgebung von L-012 bewertet. Es wurden histologi-

sche Analysen und immunhistochemische Färbungen sowie Proteinexpressionsprofile erho-

ben, um Proliferation, Apoptose, Entzündung und Angiogenese in KAP-behandelten Tumoren 

zu untersuchen. Zudem wurde im in vivo Xenograft Modell untersucht, ob eine wiederholte 

Behandlung von Tumoren mit KAP zur Ausbildung einer Resistenz gegen die KAP Behandlung 

führt. Weiterführend wurde evaluiert, ob es zu einem synergistischen antikanzerogenen Ef-

fekt kommt, wenn die KAP Behandlung durch den zusätzlichen Einsatz von small molecules 

ergänzt wird. Als wichtigstes Ergebnis zeigte die multimodale in vivo Bildgebung eine deutliche 

Verringerung des Tumorwachstums und einen Anstieg der reaktiven Spezies nach der KAP Be-

handlung im Vergleich zu unbehandelten Tumoren. Im Gegensatz dazu wurden weder die 

Marker für Apoptose noch die Stoffwechselaktivität beider Tumorentitäten durch KAP beein-

flusst. Zudem zeigten wiederholt Plasma behandelte (WPB) Zellen im Vergleich zu Wildtyp 

(WT) Zellen ein langsameres Wachstumsverhalten. Auffallend ist, dass WPB Zellen deutlich 

kleinere Tumoren bildeten, während die therapeutische KAP Empfindlichkeit unverändert 
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blieb. Interessanterweise konnte die antikanzerogene Wirkung von KAP durch den Einsatz von 

small molecules weiter gesteigert werden. Dies äußerte sich in einem deutlich reduzierteren 

Tumorwachstum im Vergleich zur alleinigen KAP Behandlung. Auch hier kam es zu keinem 

Anstieg der Marker für Apoptose. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass KAP eine potenzi-

elle adjuvante Therapieoption zu den etablierten Standardtherapien bei Hautkrebs darstellen 

könnte. Darüber hinaus deuten die Daten darauf hin, dass es synergistische Effekte zwischen 

KAP und den verwendeten small molecules gibt. 
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3 Abstract 

 

After cardiovascular disease, cancer is the second most common burden of disease world-

wide. Among the various cancer entities that occur in humans, skin cancer is the most frequent 

cancer worldwide and is divided into non-melanoma skin cancer, including basal cell carci-

noma, as well as squamous cell carcinoma (SCC) and malignant melanoma (MM). Cold atmos-

pheric pressure plasma (CAP) is one of the most promising and novel treatments for cancer, 

especially skin cancer, in recent decades. Several studies on dozens of cancer cell lines have 

shown significant anticarcinogenic effect and therapeutic potential by treatment with CAP. 

Likewise, the importance of small molecules in targeted therapy against cancer has increased 

in recent years. In the present study, the effects of CAP on SCC and MM were investigated in 

vivo, using a comprehensive approach with multimodal imaging techniques. Longitudinal MR- 

and PET/CT-imaging were performed to determine anatomic and metabolic tumor volume. In 

addition, the formation of reactive species after CAP treatment was assessed by non-invasive 

chemiluminescence imaging of L-012. Histological analysis and immunohistochemical staining 

as well as protein expression profiling were performed to investigate proliferation, apoptosis, 

inflammation, and angiogenesis in CAP-treated tumors. In addition, s.c. in vivo xenograft 

model was used to investigate whether repeated treatment of tumors with CAP leads to the 

development of resistance to CAP treatment. Furthermore, we evaluated whether a synergis-

tic anticarcinogenic effect occurs when CAP treatment is complemented by the additional use 

of small molecules. Most importantly, in vivo multimodal imaging showed a significant reduc-

tion in tumor growth and an increase in reactive species after CAP treatment compared to 

untreated tumors. In contrast, neither markers of apoptosis nor metabolic activity of both 

tumor entities were affected by CAP. In addition, repeated plasma treated (WPB) cells showed 

slower growth behavior compared to wild-type (WT) cells. Strikingly, WPB cells formed signif-

icantly smaller tumors, whereas therapeutic CAP sensitivity remained unchanged. Interest-

ingly, the anticarcinogenic effect of CAP was further enhanced by the use of small molecules. 

This was manifested in significantly reduced tumor growth compared to CAP treatment alone. 

Again, there was no increase in markers of apoptosis. These results suggest that CAP could be 

a potential adjuvant therapy option to the established standard therapies for skin cancer. In 

addition, the data suggest that there were synergistic effects between KAP and the small mol-

ecules used. 
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4 Einleitung 

 

4.1 Hautkrebs 

4.1.1 Einteilung und Epidemiologie 

 

Nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellt Krebs mit 9 % die zweithäufigste Krankheitslast 

weltweit dar [1]. Nach Schätzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) kam es im Jahr 

2019 weltweit zu 9,3 Millionen neuen Todesfällen aufgrund von Tumorerkrankungen [2]. Dies 

entspricht etwa 19 % aller Todesfälle. Im Vergleich dazu lag der Anteil der krebsbedingten 

Todesfälle im Jahr 1990 lediglich bei ca. 12 % [2,3]. Dieser Anstieg der Sterblichkeit ist auch 

bei Hautkrebs zu beobachten. Bezogen auf alle Todesfälle weltweit starben 1990 noch 0,12 % 

der Menschen an Hautkrebs, 2019 verdoppelte sich die Anzahl fast auf 0,21 % der durch Haut-

krebs bedingten Todesfälle [3]. Zudem ist Hautkrebs eine der häufigsten Krebsarten [4,5].  

Auf der Grundlage der entarteten Zelllinie kann Hautkrebs im Allgemeinen in die folgenden 

zwei Hauptgruppen unterteilt werden: Der epitheliale Hautkrebs, der umgangssprachlich auch 

als „weißer Hautkrebs“ bezeichnet wird sowie das maligne Melanom (MM), das aus den pig-

mentbildenden Zellen (Melanozyten) der Haut hervorgeht und landläufig auch als „schwarzer 

Hautkrebs“ bekannt ist. Zu den Hautkrebsarten, die aus der Epithellinie entspringen, gehören 

das Basalzellkarzinom (BCC, auch Basaliom) und das Plattenepithelkarzinom (PEK, auch Spi-

naliom) [5]. Zudem gibt es noch weitere seltenere Krebsarten, die mit zum Hautkrebs gezählt 

werden, aber nicht aus Zelllinien der Haut entspringen, wie das Merkelzellkarzinom, das Ka-

posi-Sarkom, die kutanen Lymphomen der Haut und verschiedene Arten von Sarkomen [6]. 

Zusammen machen diese Formen aber weniger als 1 % aller Hautkrebserkrankungen aus. Un-

ter den Hautkrebserkrankungen repräsentiert das BCC, mit 70 bis 80 % der Fälle, die am häu-

figsten auftretende Form gefolgt vom PEK, welches sich für 20 bis 30 % der auftretenden Haut-

krebsfälle verantwortlich zeichnet [6,7]. Schaut man sich die Häufigkeit des kutanen PEK ein-

mal in den Vereinigten Staaten an, dann gehört dieses dort zu der zweithäufigsten Form des 

epitelialen Hautkrebses [8,9]. Weltweit betrachtet kann davon ausgegangen werden, dass es 

allein im Jahr 2020 zum Auftreten von fast 1,2 Millionen neuer Fälle von epithelialen Haut-

krebs kam und fast 325 Tausend Menschen ein MM entwickelten [10]. Den Neuerkrankungen 

gegenübergestellt sind die Schätzungen, wie viele Menschen im Jahr 2020 weltweit an den 
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Folgen ihrer zugrundeliegenden Hautkrebserkrankung verstarben. Es kann davon ausgegan-

gen werden, dass etwa 64 Tausend Menschen in Folge der Erkrankung mit einer Form des 

epithelialen Hautkrebses erlagen und 57 Tausend Patienten als Folge einer Erkrankung an dem 

MM verstarben [10]. Interessanterweise werden die meisten Todesfälle durch das MM verur-

sacht, obwohl dieses lediglich für nur 2 % der bösartigen Hautkrebsfälle verantwortlich ist [4]. 

Im Vergleich zu den weltweiten Zahlen erkrankten in Deutschland 2016 den Schätzungen des 

Krebsregisters nach, aufbauend auf den Daten von Schleswig-Holstein, 272.202 Menschen 

neu an Hautkrebs, wobei 37.242 davon die Diagnose MM erhielten [11]. Auf Basis von Daten 

der Techniker Krankenkasse gipfelte die Häufigkeit für epithelialen Hautkrebs 2017 in 

Deutschland in der Altersgruppe zwischen 80 und 84 Jahren, wohingegen die Prävalenz des 

MM zwischen 75 und 79 Jahren lag [12]. Die Prognose für Patienten mit Hautkrebs bei der 

Erstdiagnose wird durch das Tumorstadium bestimmt, das anhand der Ausdehnung des Tu-

mors sowie des Vorhandenseins von Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen ermittelt 

wird [13]. Wie das Beispiel des MM zeigt, beträgt die relative 5-Jahres-Überlebensrate für alle 

Stadien zusammen 92 %. Bei Vorhandensein von Fernmetastasen hingegen sinkt die relative 

5-Jahres-Überlebensrate auf 25 % [14]. Das PEK hingegen gilt im Allgemeinen eher als nieder-

gradig malig und führt nur etwa bei 3 % der Patienten zum Versterben [15,16]. Die große 

Mehrheit der Patienten mit PEK wird also geheilt. Nur etwa 1,9 bis 2,6 Prozent der auftreten-

den PEK Fälle führen zu einem Lokalrezidiv oder metastasieren [17]. Was allerdings die Prog-

nose betrifft, so ist die Fernmetastasierung vom PEK mit einer Sterblichkeitsrate von über 70 

% fatal [18]. Wie auch das PEK weist das BCC eine sehr gute Prognose auf, insbesondere wenn 

es in einem frühen Stadium identifiziert und behandelt wird. Tatsächlich ist das BCC die am 

wenigsten aggressive Hautkrebsentität mit epithelialem Ursprung und weist einen eher gerin-

gen Malignitätsgrad auf, obwohl es zur Gewebedestruktion, Rezidiven, lokaler Invasion neigt 

und über eine begrenzte Befähigung zur Metastasierung verfügt [19]. 

Betrachtet man, wie bereits eingangs erwähnt, die steigende Inzidenz an Hautkrebs welt-

weit über die Zeit, so ist dieser Anstieg der gemeldeten Hautkrebsfälle nicht nur mit der Zu-

nahme einer immer älter werdenden Bevölkerung assoziiert, sondern auch mit einem allge-

mein gestiegenen Bewusstsein über die Bedeutung von Gesundheit. Somit kann ein Zusam-

menhang gezogen werden zwischen der gestiegenen Inzidenz und einer damit einhergehen-

den Zunahme der Hautkrebsvorsorgeuntersuchungen in den letzten Jahrzehnten [15]. Es 

sollte diesbezüglich jedoch nicht außer Acht gelassen werden, dass in vielen Ländern nicht alle 
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Fälle von Hautkrebs des epithelialen Ursprungs offiziell erfasst werden, so dass die tatsächli-

che Inzidenz in der Regel wesentlich höher geschätzt werden kann [14,20].  

 

4.1.2 Pathogenese 

 

Im Allgemeinen kann gesagt werden, dass die Pathogenese für die Entstehung von Haut-

krebs multifaktoriell ist. Zu den Risikofaktoren für die Entwicklung von Hautkrebs gehören un-

ter anderem: Sonnenexposition, fortgeschrittenes Alter, Röntgenstrahlen, humane Papil-

lomviren (HPV) und die Empfindlichkeit der Haut gegenüber ultravioletter (UV) Strahlung 

[21,22]. Der stärkste umweltbedingte Risikofaktor für die Entwicklung von einem BCC, PEK 

oder dem MM ist die kumulative chronische UV-Bestrahlung [22] (Abbildung 1). 

 

 

Abbildung 1: Schematische Übersicht über Exposition mit ultraviolettem (UV) Licht und Hautkrebsformen.  Grafik erstellt 

mit BioRender. 

 

UV-Strahlung ist das einzig bekannte komplette Karzinogen, welches in der Lage ist, nicht 

nur durch Mutationen in Tumorsupressorgenen die Tumorentstehung zu initiieren, sondern 

auch die Tumorentwicklung direkt zu fördern [23]. Für die Entstehung von Hautkrebs zeichnen 

sich die UV-A und UV-B Strahlen in besonderem Maße ab. Die UV-A Strahlen sind, im Vergleich 

zu UV-B Strahlen, in der Lage in tiefere Hautschichten einzudringen und können dort Haut-

schäden hervorrufen [24]. UV-B Bestrahlung führt meist vornehmlich zu Erythemen oder Son-

nenbrand. Die Folge von übermäßiger Exposition gegenüber UV-Bestrahlung ist das Auftreten 

von Zellschäden aufgrund der Suppression der zellvermittelten Immunreaktionen, Erhöhung 
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der Inflammation im Gewebe, einem Anstieg des oxidativen Stresses durch eine erhöhte Pro-

duktion reaktiver Spezies (RS) und Veränderungen innerhalb der DNA [25–29]. Neben der UV-

Strahlung kann auch höher energetische Strahlung, wie die Röntgenstrahlung, bei der Ent-

wicklung einen epithelialen Hautkrebses ein Risikofaktor sein. Insbesondere wenn Personen 

ionisierender Strahlung, wie bei einer Strahlentherapie, in frühen Phasen ihres Lebens ausge-

setzt sind, erhöht sich das Risiko Hautkrebs zu entwickeln [30]. Auch kann eine direkte Beein-

flussung des Immunsystems durch immunsuppressive Therapien, wie z. B. bei einer allogenen 

Organtransplantationen, das Risiko um 30 bis 80 % erhöhen, im Laufe des Lebens eine Form 

von Hautkrebs zu entwickeln [31]. Ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung von Hautkrebs kön-

nen Viren wie HPV spielen. Es wird unter anderem davon ausgegangen, dass HPV bei der frü-

hen Entstehung von PEK eine Rolle spielen kann, in dem der Zellzyklus und die DNA Reparatur 

beeinflusst werden [32]. Beachtung sollte auch der Tatsache geschenkt werden, dass be-

stimmte Hautveränderungen über die Jahre entarten können und so Hautkrebs entstehen 

kann. Ein Beispiel für diese präkanzerösen Hauterkrankungen ist die Aktinische Keratose und 

die Bowen-Krankheit (Morbus Bowen), die sich zu einem PEK entwickeln können [6]. Beide 

Krankheitsbilder zeichnen sich durch scharf begrenzte Rötungen aus, können verschuppen 

und über Jahre oder auch lebenslang unauffällig bleiben. Es kann sich daraus aber auch ein 

PEK entwickeln [6,33]. Die AK entsteht insbesondere an sonnenexponierten Hautstellen, wo-

hingegen Morbus Bowen auch an anderen Hautstellen auftreten kann, vermutlich im Zusam-

menhang mit einer HPV Infektion [6]. 

 

4.1.3 Diagnostik und Therapie 

 

Wie bei allen Erkrankungen ist es auch beim Hautkrebs vom entscheidenden Vorteil, Ver-

änderungen rechtzeitig erkennen zu können, um einem womöglich destruierenden Wachstum 

bzw. einer Metastasierung durch eine Resektion entgegenzuwirken. Da die meisten Hautkreb-

sentitäten epithelialen Ursprungs und auch das MM an der Oberfläche der Haut entstehen, 

sind sie als solche sehr gut zugänglich für visuelle Untersuchungen. Daher hat sich ein zwei-

stufiges Screening etabliert. Im ersten Schritt werden die Hautoberfläche sowie die daran an-

grenzenden Schleimhäute oberflächlich untersucht und bei verdächtigen Läsionen vertiefend 

mit der Auflichtmikroskopie beurteilt [34]. Für eine gesicherte Diagnose ist eine Biopsie, mit 
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anschließender histologischer Beurteilung, unerlässlich [12,34]. Insbesondere die morpholo-

gische Erscheinung vom MM kann stark variieren. Um die makroskopische Beurteilung poten-

tieller maligner Veränderungen eines Pigmentnävus zu erleichtern, findet die ABCDE-Regel 

Anwendung. "A" wie Asymmetrie (ungleichmäßige Form); "B" wie Begrenzung (die Ränder 

sind ausgefranst, eingekerbt oder verschwommen); "C" wie colour (Farbe; die Pigmentierung 

ist nicht einheitlich); "D" wie Durchmesser (breiteste Stelle größer als 5 mm); und "E" wie Er-

habenheit (höher als 1mm über Hautniveau) [34,35]. In ungefähr 2 % bis 8 % der Fälle kann 

das MM auch amelanotisch erscheinen, so dass eine initiale Diagnoseerstellung erschwert 

wird [35]. 

Zusätzlich sind in den letzten Jahren für Patienten mit Hautkrebs neue verschiedene bild-

gebende Verfahren wie Ultraschall, Computertomographie (CT), Magnetresonanztomogra-

phie (MRT) oder Positronenemissionstomographie (PET) zu einem festen Bestandteil der Di-

agnose geworden [36,37]. Um sicherzustellen, dass die Patienten die am besten geeignete 

und wirksamste Behandlung erhalten, ist es wichtig, das richtige Tumorstadium zu bestim-

men. Dafür entscheidend ist unter anderem zu wissen, ob es bereits zu einer Streuung gekom-

men ist und wenn ja, in welche Körperregionen. Insbesondere das 2-[18F]fluoro-2-deoxy-D-

glucose ([18F]FDG)-PET ist in den letzten Jahren ein wesentlicher Bestandteil für die Beurtei-

lung späterer Stadien (Stadium III) und des Grades der Metastasierung sowie für die Überwa-

chung des Ansprechens auf die Therapie von epithelialen Hautkrebs und dem MM geworden 

[36–38]. Zudem profitieren Patienten mit MM davon, dass Fernmetastasen im Gehirn nicht 

invasiv mittels MRT erfasst werden können [38,39]. 

Die moderne Therapie besteht je nach Tumorstadium in der Regel aus einer Kombination 

von Operation, Chemotherapie und Bestrahlung. Soweit sich die Hautläsionen noch in einem 

frühen Stadium befinden, ist die operative Exzision des betroffenen Areals immer die erste, 

wichtigste und effektivste Behandlungsmethode. Die Therapie der Wahl bei metastasierten 

Hauttumoren ist häufig die Behandlung mit Chemotherapeutika [13,40]. Allein im Jahr 2006 

wurden in den USA mehr als 2 Millionen Menschen wegen BCC und PEK behandelt [41]. In den 

letzten zehn Jahren hat ein tieferes Verständnis der molekularen Grundlagen von Krebs zur 

Entwicklung neuer therapeutischer Optionen geführt. So wurden in den letzten Jahren neue 

therapeutische Optionen für das metastasierte MM, wie Antikörper gegen Immuncheckpoin-

tinhibitoren wie CTLA-4 (Ipilimumab) oder wie PD-1 (Nivolumab und Pembrolizumab) und 

BRAF-Inhibitoren (Vemurafenib, Encorafenib und Dabrafenib), zugelassen, was zu einem 
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Rückgang der Mortalität führte [14,34]. Man kann davon ausgehen, dass bei Männern und 

Frauen im Alter von 20 bis 64 Jahren dadurch die Gesamtmortalität zwischen 2013 und 2017 

jährlich um 7 % gesunken ist [14]. Des Weiteren haben antiangiogene Krebstherapien, wie 

Inhibitoren des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR), sich als vielversprechend für 

die Behandlung von metastasiertem PEK erwiesen [42,43]. Es ist bekannt, dass eine EGFR 

Überexpression bei PEK auftreten kann und dies mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist 

[43,44]. Einige EGFR Inhibitoren wie niedermolekulare Kinaseinhibitoren (Erlotinib, Gefitinib 

und Dasatinib) und monoklonale Antikörper (Cetuximab und Panitumumab) wurden für die 

Behandlung von PEK bereits zugelassen [9,43]. Diese neuen Therapiestrategien werden jedoch 

derzeit häufig noch nicht als Standardbehandlung eingesetzt. 

Trotz der etablierten und der neu zugelassenen Therapien werden zusätzliche Therapieop-

tionen benötigt, um die Überlebenschancen und die Lebensqualität von Patienten mit malig-

nem Hautkrebs weiter zu verbessern. 

 

4.2 Kaltes Atmosphärendruckplasma (KAP) 

 

Kaltes Atmosphärendruckplasma (KAP) ist eine der vielversprechendsten und neuartigsten 

Behandlungsmethoden der letzten Jahrzehnte gegen Krebs, insbesondere Hautkrebs [45,46]. 

Physikalisches Plasma, der so genannte vierte Aggregatzustand, wird als ionisiertes Gas defi-

niert, das aus positiv und negativ geladenen Ionen, Elektronen sowie neutralen Teilchen be-

steht [47,48]. Nach ihrer Temperatur lassen sich Plasmen im Allgemeinen in folgende Gruppen 

einteilen: Thermische und nichtthermische (kalte) Plasmen. Thermische Plasmen weisen in 

der Regel Temperaturen auf, die weit über dem liegen, was von biologischen Systemen tole-

riert werden kann. Im Gegensatz dazu werden bei KAP schwere Teilchen schneller entladen 

als Elektronen, und es entsteht ein thermisches Ungleichgewicht. Daher erreicht das von KAP 

Quellen erzeugte Plasma eine Temperatur von 25 bis 45 °C, was eine Anwendung am Men-

schen ermöglicht [49]. Plasmen können erzeugt werden, indem eine externe Energiequelle, in 

der Regel ein elektromagnetisches Feld, an ein neutrales Gas angelegt wird, bis ein elektrisch 

leitfähiges teilionisiertes Plasma entsteht [50]. Die entstehenden Plasmen weisen, auf Grund 

der erhöhten Energiezufuhr, eine gesteigerte Reaktivität auf. Diese ist durch einen hohen An-

teil von RS, Ionen sowie Elektronen und der Emittierung elektromagnetischer Strahlung (UV 
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und sichtbares Licht) gekennzeichnet [50]. Die unzähligen in der Forschung und in der Wirt-

schaft eingesetzten verschiedenen Plasma Systeme können hinsichtlich der Entstehung des 

Plasmas in zwei Kategorien eingeteilt werden: Geräte mit direkter Entladung und Geräte mit 

indirekter Entladung. Die gebräuchlichsten KAP Geräte im klinischen Einsatz sind die dielekt-

rische Barriereentladung (direkte Plasmaentladung) und der Plasmajet (indirektes System) 

[51]. Ihnen allen ist gemein, dass sie auf Grund des breiten Spektrums unterschiedlicher Kom-

ponenten, die im Plasma enthalten sind, biologisch wirksam sind. KAP wirkt desinfizierend 

gegen viele Arten von Bakterien und Pilzen, wundheilungsfördernd und antiinflammatorisch 

[52]. 

Ein besonderes Augenmerk lag in den letzten Jahren auf einem potentiellen Einsatz von 

KAP als Therapieoption gegen verschiedene Formen von Tumoren [53]. Mehrere in vitro Stu-

dien an Dutzenden von Krebszelllinien haben eine signifikante antikanzerogene Wirkung und 

das therapeutisches Potenzial durch die Behandlung mit KAP gezeigt. Diese Ergebnisse konn-

ten in Studien mit subkutanen (s.c.) in vivo Xenograft Tumoren, unter anderem an Kopf- und 

Halstumoren, Hautkrebs, Darmkrebs, Lungenkrebs, Brustkrebs und Blasenkrebs, verifiziert 

werden [13,49,53–55]. In Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen wurde die KAP Thera-

pie gegen Krebs bereits vielversprechend im Humanbereich eingesetzt [56,57]. Im Gegensatz 

zu etablierten Therapieoptionen, wie der chirurgischen Entfernung und Chemotherapeutika, 

wird vermutet, dass KAP eine selektive Behandlungsmethode gegen Tumorzellen darstellen 

könnte [49]. Diese Annahme beruht auf der Hypothese, dass eine Behandlung mit KAP in Tu-

morzellen zu einem deutlich stärkeren intrazellulären Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies 

(ROS) und reaktiver Stickstoffspezies (RNS), zusammenfassend als RONS bezeichnet, führt als 

im Vergleich zu gesundem Gewebe [58,59]. Ein weiterer Fokus liegt auf der Kombination von 

KAP mit weiteren Behandlungsansätzen [53]. Dies würde die einzigartige Möglichkeit bieten, 

den Einsatz von KAP als Therapieoption durch mögliche synergistische Effekte und einherge-

hender gesteigerter antikanzerogener Wirkung zu erweitern. Es konnte bereits in vitro gezeigt 

werden, dass die Wirkung von KAP durch den zusätzlichen Einsatz von small molecules zu ei-

nem signifikanten Abfall der Zellviabilität von MM und PEK Zellen führte [60]. 
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4.3 Small molecules 

 

Unter small molecules versteht man niedermolekulare Verbindungen, deren Gemeinsam-

keit darin besteht, dass sie alle ein niedriges Molekulargewicht von < 900 Da aufweisen [61]. 

Ansonsten ist die Gruppe der small molecules sehr heterogen aufgestellt, wenn es darum 

geht, aus welchen biologischen Molekülen sie bestehen. Inkludiert sind unter anderem Ami-

nosäuren, Cholesterin, Fettsäuren und Glucose sowie deren nächst größeren Strukturen wie 

Alkaloide, Glykoside, Lipide und natürliche Phenole [62,63]. Die Gruppe der small molecules 

ist jedoch von größeren Molekülen wie Nukleinsäuren, Polysacchariden, Proteinen oder gar 

Biologicals klar abzugrenzen [63]. Momentan gehört der größte Teil der erhältlichen Arznei-

mittel noch zu den small molecules (wie Aspirin) [64]. Das Wirkspektrum von small molecules 

ist vielfältig, so können sie Signalwege und Protein-Protein-Wechselwirkungen inhibieren oder 

Proteine direkt beeinflussen [65]. Als vorteilhaft für die intestinale Aufnahme von small 

molecules ist ein Molekulargewicht < 500 Da. In diesem Fall unterliegen niedermolekulare 

Verbindungen der rule-of-five und sind besonders gut oral bioverfügbar [66]. Sind die chemi-

schen Verbindungen zusätzlich noch sehr lipophil, steigt die Wahrscheinlichkeit, dass sie die 

Blut-Hirn-Schranke passieren können, wozu aber nur ein sehr geringer Anteil der small 

molecules befähigt ist [67]. 

Der Einsatz von small molecules für eine zielgerichtete Therapie gegen die verschiedensten 

Tumoren hat in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen [68–71]. Die niedermolekularen 

Verbindungen können eingesetzt werden, um veränderte Signalwege bei Krebs zu inhibieren. 

Signalwege, die in der Entstehung von Tumoren häufig involviert sind, haben unter anderem 

Einfluss auf die Angiogenese, Apoptose, Invasion, Metastasierung, Migration und Proliferation 

[72]. Schon 1967 entdeckte man die Wirksamkeit eines bekannten Rezeptes der traditionellen 

chinesischen Medizin, Danggui Luhui Wan, welches aus 11 chinesischen Heilkräutern herge-

stellt wird, gegen die chronisch myeloische Leukämie. Als wirksamer Bestandteil zeichnete 

sich später das in geringen Konzentrationen im Indigofera tinctoria enthaltene small molecule 

Indirubin [73]. Indirubin und seine Derivate wirken dabei proapoptotisch auf Tumorzellen und 

sind in der Lage Proteinkinasen, wie Cyclin-abhängige Kinasen und die Glykogensynthase-

Kinase 3, zu inhibieren [74]. Ebenfalls vielversprechend sind Indirubin-Derivate bei dem Ein-

satz gegen Hautkrebs. Es konnte bereits erfolgreich in vitro gezeigt werden, dass das Tumor-

zellwachstum und die Apoptose von MM Zellen positiv beeinflusst werden kann [70]. In einer 
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anderen Studie zur Tumorprogression konnte gezeigt werden, dass small molecules auf Basis 

von Chromonen, in Abhängigkeit der Konzentration, in der Lage sind zur Hemmung der vom 

epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) induzierten neoplastischen Transformation von JB6-Zel-

len beizutragen [69]. Somit kann gesagt werden, dass small molecules, durch einen direkten 

Eingriff in Signalwege, ein großes Potenzial als Therapeutikum gegen Krebs und Hautkrebs im 

Besonderen, versprechen. 

Unseres Wissens nach wurde bisher noch keine Kombination von KAP und Chromon-Deri-

vaten in einem in vivo Modell für die Behandlung von Tumoren eingesetzt. Somit wurden in 

dieser Arbeit erstmals Untersuchungen zur kombinatorischen Wirkung der neuartigen small 

molecules (Chromon-Derivate) und KAP durchgeführt. 
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5 Ziel 

 

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Auswirkung von KAP und neu synthetisierter small 

molecules bzw. eine Kombinationstherapie dieser beiden innovativen Behandlungsansätze 

auf die Tumorprogression verschiedener Hautkrebsentitäten in einem murinen heterotopen 

Modell zu evaluieren.  

 

Im Rahmen dieser Promotion wurden nachstehende Fragestellungen untersucht: 

 

1. Führt die Behandlung mit KAP im Tumor zum Anstieg reaktiver Spezies? 

2. Wird die Tumorprogression durch KAP beeinflusst und welchen Einfluss hat die Behand-

lung auf die Zellularität innerhalb des Tumors? 

3. Sind Auswirkungen auf das metabolische Tumorvolumen nach der Behandlung mit KAP zu 

verzeichnen? 

4. Inwiefern werden die Proliferation, Angiogenese oder Inflammation durch die Behandlung 

beeinflusst? 

5. Wie verändert sich die Tumorprogression bei alleiniger Gabe von small molecules oder 

einer Kombination von small molecules und KAP? 
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6 Material und Methoden 

 

6.1 Subkutanes Mausmodell 

 

6.1.1 Zelllinien 

 

Für die in vivo Experimente wurden die humanen PEK-Zelllinien A431 und SCL-2 sowie die 

MM-Zelllinien A375 und SK-MEL-29 verwendet. Die Zelllinien SCL-2 und SK-MEL-29 wurden 

von der Klinik und Poliklinik für Dermatologie und Venerologie der Universitätsmedizin 

Rostock bereitgestellt. Die Zelllinien A431 und A375 wurden ursprünglich von der Firma Cell 

Lines Service GmbH ((CLS), Eppelheim, Deutschland) erworben. Die Zelllinie A431 wurde vom 

Leibniz-Institut für Plasmaforschung und Technologie e.V. (INP Greifswald, Greifswald, 

Deutschland) von Frau Julia Berner, über einen Zeitraum von 8 Wochen, einmal wöchentlich, 

in vitro wiederholt mit Plasma behandelt (WPB) und uns freundlicherweise zur Verfügung ge-

stellt. Die Zellen wurden unter Standard-Zellkulturbedingungen bei 37 °C und 5 % CO2 in Dul-

becco's modified Eagle's serum GlutaMAXTM (DMEM GlutaMAXTM, Gibco, Thermo Fisher Sci-

entific, Waltham, MA, USA) kultiviert, zusätzlich wurde dem DMEM 10 % fetales Kälberserum 

(FCS, Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland), 100 U/mL Penicillin und 100 mg/mL Streptomycin 

(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) zugesetzt. Für die Experimente wurden die Zellen 

mit 1 % Trypsin/EDTA geerntet und auf Eis gelagert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 

µl der Zellsuspension entnommen, verdünnt und in einer Neubauer-Zählkammer, in jeweils 4 

Großquadraten, meanderlinienförmig ausgezählt. Die relative Zellzahl berechnete sich nach 

der folgenden Formel: 

 

Zellen mL⁄  =  
Anzahl der Zellen

Anzahl der Großquadrate
 ∙ Verdünnung (10) ∙ Kammerfaktor (104) 

 

Für die in vivo Versuche wurden die Zellen nach der Quantifizierung der Zellzahlen auf Eis 

mit 1:1 kaltem Dulbecco's Phosphate-Buffered Solution (DPBS)/Matrigel® High Concentration 

Growth Factor Reduced (Matrigel® HC GFR, Corning, New York, NY, USA) suspendiert. Für die 

Versuche wurden die Zelllinien A431 und A375 in einer Passage zwischen 35 und 40 verwen-

det. Für die Zelllinie SCL-2 und SK-MEL-29 lagen keine exakten Informationen über die Passage 
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vor. Ein Mycoplasmentest (MycoAlert™ PLUS Mycoplasma Detection Kit, Lonza Walkersville, 

Inc., Walkersville, MD, USA) wurde nach Erhalt der Zelllinien von der Klinik und Poliklinik für 

Dermatologie und Venerologie der Universitätsmedizin Rostock, unter Leitung von Dr. Lars 

Böckmann, durchgeführt. Alle getesteten Zelllinien waren Mycoplasmen negativ. Die Zelllinie 

A375 wurde im Verlauf der Versuche einmal positiv auf Mycoplasmen getestet, die betroffene 

Versuchsgruppe wurde aus den Analysen exkludiert und die Versuche wurden mit negativ ge-

testeten A375 Zellen einer früheren Passage fortgesetzt. 

 

6.1.2 Versuchstiere 

 

Die NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Wjl/SzJ (NSG) Mäuse wurden ursprünglich vom Jackson La-

boratory erworben und danach in der Core Facility Zentrale Versuchstierhaltung des Rudolf-

Zenker-Institutes für Experimentelle Chirurgie weiter gezüchtet. Diese Mäuse entwickeln eine 

Immunschwäche, die auf einen schweren kombinierten Immundefekt (Scid) und ein vollstän-

diges Null-Allel der gemeinsamen gamma-Kette des Interleukin (IL) 2-Rezeptors (Il2rg) zurück-

zuführen ist [75]. Durch die Scid Mutation reifen in den Mäusen keine T- und B-Zellen aus, 

wohingegen der knock-out der Il2rg, durch fehlendes Ansprechen auf mehrere Zytokine, dazu 

führt, dass keine funktionsfähigen natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Makrophagen vor-

handen sind. Die NSG Mäuse wurden bei einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus und einer Um-

gebungstemperatur von 21 ± 2 °C mit 60 ± 20 % relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Wasser 

und Standardfutter wurden ad libitum zur Verfügung gestellt. Die Mäuse wurden unter spezi-

fisch keimfreien Bedingungen (mit Ausnahme der folgenden in den letzten zwei Jahren nach-

gewiesenen Krankheitserregern: Helicobacter sp., Rodentibacter pneumotropicus, Norovirus 

bei Mäusen und Theilovirus bei Ratten) in einzeln belüfteten Käfigen und mit verschiedenen 

Beschäftigungsmöglichkeiten gezüchtet und gehalten [76,77]. Die Mäuse wurden während 

der Aufzucht in Gruppen gehalten. Für die Versuche wurde eine unterschiedliche Anzahl von 

Mäusen (N = 2-5) in Käfigen gehalten und es wurden verschiedene Würfe verwendet. Vor dem 

Versuch hatten die Mäuse eine Woche Zeit, um sich an die neue Umgebung zu habituieren. 

Für alle Versuche wurden männliche NSG Mäuse im Alter von 8 bis 20 Wochen und mit einem 

Körpergewicht zwischen 20 und 30 g verwendet. Die Studie und die Tierversuche wurden vom 
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Landesamt für Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei in Mecklenburg-Vorpom-

mern (7221.3-1-057/18) genehmigt und in Übereinstimmung mit dem deutschen Tierschutz-

gesetz (TierSchG) und der EU-Richtlinie 2010/63/EU durchgeführt.  

 

6.1.3 Subkutane Tumorzellinjektion 

 

Für die s.c. Tumorzellinjektion wurden die Mäuse narkotisiert (1,5-2,5 % Isofluran (CP-

Pharma, Burgdorf, Deutschland) in Sauerstoff) und auf einer Heizmatte (Temperatur 38 °C) 

gelagert. Danach wurden beide hinteren Flanken rasiert, und 1 × 106 PEK- (A431 oder SCL-2) 

bzw. MM- (A375 oder SK-MEL-29) Zellen (in 1:1 kaltem DPBS/Matrigel® HC GFR) jeweils s.c. in 

die linke bzw. rechte Flanke injiziert. Der Beobachtungszeitraum danach betrug 3 Wochen. In 

dieser Zeit wurde die Tumorgröße mit einer Schieblehre gemessen. Für eine genauere Bewer-

tung des Tumorvolumens wurden nicht invasive longitudinale multimodale Bildgebungsver-

fahren eingesetzt. Die Verwendung solcher bildgebender Verfahren ermöglicht nicht nur eine 

genaue Überwachung z. B. des Tumorwachstums bei einzelnen Tieren, sondern führt auch zu 

einer erheblichen Verringerung der Anzahl der verwendeten Tiere, was in direkter Überein-

stimmung mit dem 3-R-Prinzip (im englischen: replace, reduce and refine) steht. Nach den in 

vivo Versuchen wurden die Mäuse durch intraperitoneale (i.p.) Injektion von Ketamin/Xylazin 

(Ketaminhydrochlorid (PHARMANAOVO GmbH, Hannover, Deutschland) 100 mg/kg; Xylazin-

hydrochlorid (Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) 6 mg/kg) betäubt und das Blut 

durch eine retroorbitale Punktion entnommen. Anschließend wurden die Tiere durch zervi-

kale Dislokation euthanasiert. Danach erfolgte die sofortige Exzidierung und Asservierung der 

Tumoren. Der Gesundheitszustand wurde während des gesamten Versuchszeitraumes über-

wacht und bewertet. Die Bewertung der Schwere der Belastung wurde in folgende vier Kate-

gorien unterteilt: Körpergewicht, Allgemeinzustand, Spontanverhalten und verfahrensspezifi-

sche Kriterien. Die maximal zu erreichende Punktzahl betrug 17. Tiere mit einer Punktzahl von 

≥ 4 in einer der vier Kategorien oder einer Gesamtpunktzahl von ≥ 7 wurden als schwer belas-

tet eingestuft. Dies wurde als humaner Endpunkt definiert und die Tiere, die diese Kriterien 

erreichten, wurden sofort euthanasiert. Weitere humane Endpunkte waren ein Gewichtsver-

lust von ≥ 20 % und ein Tumorvolumen von ≥ 2 cm³ (siehe Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Versuchsspezifische Belastungsbeurteilung zur Einstufung des Gesundheitszustandes der Mäuse.  

Beobachtung Punktezahl Beschreibung 

Körpergewicht 

0 keine Reduktion 

2 Reduktion um ≥ 10 % (vom Ausgangsgewicht) 

4 Reduktion um ≥ 20 % (vom Ausgangsgewicht) 

Allgemeinzustand 

0 glattes und glänzendes Fell, gepflegte Körperöffnungen 

2 
Augen trüb, verklebte Körperöffnungen, unnormale Haltung, Dehydra-
tation 

4 Krämpfe, Lähmung, Tier kalt oder moribund 

  Spontanverhalten 

0 Tier ist aktiv, normales Verhalten 

2 Tier ist träge, Isolation 

4 Apathie 

4 Schmerzäußerung 

5 Automutilation 

  verfahrensspezifische 
  Kriterien 

0 keine Auffälligkeiten 

1 Wundheilungsstörung 

4 Ulzeration 

 4 Tumorvolumen ≥ 2 cm³ 

 

6.2 Therapie der subkutanen Flankentumoren 

 

6.2.1 Therapie mit KAP und Chemilumineszenz Analyse reaktiver Spezies 

 

Der für die Behandlung der s.c. Flankentumoren in den in vivo Versuchen verwendete 

Hochfrequenz-Plasmajet kINPen™ IND (neoplas GmbH, Greifswald, Deutschland) wurde vom 

Leibniz-Institut für Plasmaforschung und Technologie e.V. (INP Greifswald, Greifswald, 

Deutschland) zur Verfügung gestellt. Dieser arbeitet bei Temperaturen zwischen 35 und 50 °C 

und ähnelt technisch dem kINPen Med, einem CE-zertifiziertem Medizintechnikprodukt der 

Klasse IIa, welches bereits routinemäßig für die Behandlung von Hauterkrankungen in der Der-

matologie eingesetzt wird. Dessen technische, chemische und physikalische Spezifikationen 

wurden bereits eingehend beschrieben [78]. Für die Behandlung der s.c. Tumoren wurde der 

Plasmajet mit Argon als Trägergas, bei einer Flussrate von 5 Standard-Liter pro Minute (slm), 

betrieben. Der Arbeitsabstand zwischen dem Handstück (Pen) und der Hautoberfläche der 

tumortragenden Maus lag zwischen 0,8 und 1 cm. Die Behandlung erfolgte 5 Minuten lang in 

horizontaler und vertikaler Richtung, jeweils Zeile für Zeile, auf einer Fläche von mindestens 1 
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cm2. Bei größeren Tumoren wurde das gesamte, vom Tumor beanspruchte Areal, eingeschlos-

sen. In den KAP-behandelten Gruppen wurde der potenzielle Schmerz und der Fixierungs-

stress unter der Behandlung mit Isofluran-Narkose (siehe Abschnitt 6.1.3) reduziert. Um das 

Risiko einer Wärmeakkumulation auf der Hautoberfläche zu verringern, wurde der Plasmajet 

in einem Winkel von ungefähr 45° gehalten. Um den Temperaturanstieg unter der KAP Be-

handlung zu quantifizieren, wurde bei einigen Tieren die lokale Hauttemperatur vor und nach 

der KAP Therapie mittels eines Infrarot-Thermometers (BodyTemp 478, Dostmann electronic 

GmbH, Reicholzheim, Deutschland) gemessen. Die Messung der Hauttemperatur wurde 

durchgeführt, um die Wärmeentwicklung durch die Behandlung zu erfassen und um eventu-

elle Einflüsse des Temperaturanstiegs auf die Tumorprogression zu beurteilen. Zur Analgesie 

erhielten die Tiere ab dem Tag der s.c. Tumorzellinjektion bis zur Euthanasie 0,25 mL Meta-

mizol (500 mg/mL, Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) im Trinkwasser (100 mL; das Trink-

wasser wurde täglich gewechselt). 

 

6.2.1.1 Chemilumineszenzmessung 

 

Um zu kontrollieren, ob es zu einer Akkumulation von RS unter der Behandlung mit KAP 

kommt, wurde die Chemilumineszenz (CL) Sonde L-012 (8-Amino-5-chlor-7-phenyl-pyrido 

[3,4-d] pyri-dazine-1,4(2H,3H)dione) verwendet. Dabei handelt es sich um ein chemisches 

Analogon von Luminol. Das L-012 (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, Neuss, 

Deutschland) wurde in sterilem Aqua dest. und DPBS (250 mL/L) in einer Konzentration von 

10 mg/mL hergestellt. Die Lumineszenzbildgebung der Mäuse wurde mit der NightOWL II, ei-

nem Kleintier-Imaging-System, durchgeführt (NightOWL II LB 983 NC100, Berthold Technolo-

gies GmbH & Co. KG, Bad Wildbad, Deutschland). Die NightOWL II hat eine geschlossene, 

dunkle Kammer und eine CCD-Kamera zur Erfassung von Photonen. Vor der Bildgebung wurde 

L-012 i.p. in einer Dosis von 50 mg/kg injiziert. Die Lumineszenz-Bildgebung wurde an, mit 

Isofluran anästhesierten und in Bauchlage positionierten, Mäusen (siehe Abschnitt 6.1.3) 

durchgeführt. Die Aufnahme für das Lumineszenzsignal wurde 330 s nach der i.p. Injektion 

von L-012 durchgeführt. Alle Gruppen wurden an den Tagen 4, 8, 12, 16 und 20 gemessen. Bei 

den mit KAP-behandelten Gruppen wurde an einem Tag zweimal das Lumineszenzsignal ge-

messen: Einmal, um das basale Niveau der RS innerhalb des Tumors vor der Behandlung zu 

bestimmen und das zweite Mal, um den Anstieg der RS nach der Behandlung zu messen. Um 
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einer Akkumulation von L-012 und somit des Lumineszenzsignals entgegen zu wirken, lagen 

zwischen den beiden Messungen mindestens zwei Stunden. Dies gewährleistete eine ausrei-

chende Zeitspanne, damit L-012 metabolisch abgebaut werden konnte. Für die mit KAP-be-

handelten Gruppen wurde für die CL-Messung als erstes L-012 i.p. injiziert und danach sofort 

der rechte Tumor für 5 min mit KAP behandelt. Im Anschluss erfolgte die Messung des Lumi-

neszenzsignals. Für die Lumineszenzbildgebung betrug die Belichtungszeiten 60 s mit einem 4 

× 4 Binning. Für alle Bilder wurde eine Hintergrundsignalkorrektur und eine Unterdrückung 

des kosmischen Signals durchgeführt. Zur Lokalisierung der Tumoren und um den Lumines-

zenzsignalen anatomische Positionen zuordnen zu können, wurde ein Hellfeldbild mit einer 

Belichtungszeit von 0,01 s und einer Lichtintensität von 10 % aufgenommen. Die Lumineszenz-

signale wurden semiquantitativ analysiert, indem mit der Software indiGO™ (v2.0.5.0, Bert-

hold Technologies GmbH & Co. KG, Deutschland) manuell eine Region of Interest (ROI) über 

den Bereich des rechten Tumors gelegt wurde. Die Lumineszenzintensität der ROI wurde als 

Photonen/Sekunde/cm2 quantifiziert. 

 

6.2.2 Therapie mit small molecules 

 

Die small molecules IS112 und SM837 wurden vom Institut für Organische Chemie (Univer-

sität Rostock) synthetisiert. Bei beiden Verbindungen handelt es sich um Chromon-Derivate. 

Die Summenformel von IS112 ist C13H6ClF5O3, die von SM837 C17H11FO3 (Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Strukturformel von IS112 (A) und SM837 (B).  

 

Als Lösungsmittel (LsgM) für IS112 und SM837 wurde Cremophor EL 1:1 verdünnt mit Etha-

nol verwendet. Nachdem die small molecules gelöst waren, wurde zu der Verdünnung und 

zum Erreichen der Endkonzentration, dem gelösten Volumen, 2 Teile 0,9 %ige NaCl-Lösung 

gegeben. Somit ergab sich eine Endkonzentration für IS112 von 3 mg/mL und für SM837 eine 
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Endkonzentration von 1 mg/mL. Die Tiere der Kontrollgruppen erhielten ein Vehikel (Cremo-

phor EL und Ethanol, 1:1, verdünnt mit 2 Teilen steriler 0,9 %iger NaCl-Lösung, Endkonzentra-

tion von Cremophor EL und Ethanol: 33.33 %). Für die in vivo Versuche wurden die small 

molecules oder das Vehikel mit einem Gesamtvolumen von 10 mL/kg Körpergewicht i.p. inji-

ziert. Damit ergab sich für die Tiere, die mit IS112 behandelt wurden, eine Dosis von 30 mg/kg 

Körpergewicht bzw. für die mit SM837 behandelten Mäuse eine Dosis von 10 mg/kg Körper-

gewicht. 

 

6.3 Methoden zur Erfassung des Tumorwachstums und -metabolismus 

 

6.3.1 Caliper 

 

Für das kontinuierliche Monitoring der Tumorgröße über den gesamten Versuchszeitraum 

wurde das Tumorvolumen mit der Schieblehre gemessen. Dafür wurde mit dem Caliper die 

Länge und Breite des jeweiligen s.c. gelegenen Flankentumors bestimmt. Danach wurde das 

Tumorvolumen nach der Formel: Länge × Breite2 × 0,52 berechnet. Dies ermöglichte eine erste 

sofortige Beurteilung der Tumorprogression. 

 

6.3.2 Magnetresonanztomographie 

 

Für eine möglichst exakte und nicht invasive, longitudinale Bestimmung des Tumorvolu-

mens wurden MRT Messungen durchgeführt. Zusätzlich zur morphologischen Aussage über 

das anatomische Tumorvolumen konnte die Zellularität innerhalb des Tumors, durch die Mes-

sung des scheinbaren Diffusionskoeffizienten (ADC), bestimmt werden. Die MRT Bildgebung 

wurde in der Core Facility Multimodale Kleintierbildgebung des Rudolf-Zenker-Institutes für 

Experimentelle Chirurgie von Mitarbeitern der Core Facility durchgeführt. Die MRT Bildgebung 

erfolgte mit einem 7-Tesla-Kleintier-MRT-Scanner (BioSpec 70/30, 7,0 T, max. 440 mT/m Gra-

dientenstärke, Bruker BioSpin MRI GmbH, Ettlingen, Deutschland) mit einem 1-H-Sendere-

sonator (86-mm-Resonator, Bruker) und einem 2-mal-2 Oberflächenspulen-Array (Bruker) für 

den Empfang, welcher auf dem Rücken der Mäuse positioniert wurde. Während der MRT-

Messungen wurden die Mäuse mit einem Isofluran-Sauerstoffgemisch (siehe Abschnitt 6.1.3) 



Material und Methoden 

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

- 24 - 

in Narkose gehalten und auf einer Wärmematte im MRT gelagert. Die Atemfrequenz wurde 

dabei kontinuierlich überwacht und für die Triggerung der MRT Messung verwendet (Monito-

ring and Gating System Modell 1030, SA Instruments, Stony Brook, NY, USA). Die erste MRT 

Untersuchung fand eine Woche nach der Tumorzellinjektion statt und wurde über einen Zeit-

raum von drei Wochen jede Woche wiederholt (insgesamt drei MRT Messungen pro Maus). 

Um die Zeit in Narkose pro Tag für die einzelnen Tiere so kurz wie möglich zu halten, wurden 

die MRT und PET/CT Messungen an verschiedenen Tagen durchgeführt. Das Protokoll für die 

Bildgebung umfasste morphologische T2-gewichtete TurboRARE- und diffusionsgewichtete 

SpinEcho-Bildgebungssequenzen (DWI). Die Tumorgröße wurde in hochaufgelösten T2-ge-

wichteten Bildern in der Transversalebene beurteilt. Die Parameter der T2-gewichteten Tur-

boRARE-Sequenz waren: repetition time (TR): Aufgrund des respiratorischen Aufnahmefens-

ters etwa 4,200 ms; echo time (TE): 26,0 ms; field of view (FoV): 42 mm × 24 mm; Matrix: 351 

× 200; Voxelgröße: (0,12 × 0,12 × 0,75) mm3; 35-50 Schichten je nach Tumorgröße; Aufnah-

mezeit: ca. 10 min. Die Parameter der SpinEcho (SE) DWI-Sequenz waren: TR: 2,000 ms; TE: 

25 ms; FoV: 42 mm × 24 mm; Matrix: 192 × 109; Auflösung: 220 × 220 µm, 35-50 Schichten 

von 0,75 mm pro Schicht in der transversalen Ebene; Diffusionswichtung der vier b-Werte, b1-

b4: (100, 350, 700, 1.000) s/mm2, ein b0-Bild und drei orthogonale Gradientenrichtungen, Ge-

samtaufnahmezeit: 30-35 Minuten, abhängig von der Tumorgröße und der Anzahl der Schich-

ten. Der ADC und die entsprechenden Parameterkarten wurden durch einen pixelweisen mo-

noexponentiellen Fit der Signalintensität für die verschiedenen b-Werte der SE-DWI-Sequenz 

mit Hilfe der Paravision Software (Paravision 6.01, Bruker) berechnet. Das Tumorvolumen und 

die ADC-Werte wurden mit der Software ITK-SNAP (v3.6.0; 1. April 2017, Penn Image Compu-

ting and Science Laboratory, University of Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA) durch schicht-

weise Einzeichnung von ROIs um den Tumor bestimmt. 

 

6.3.3 Positronen-Emissions- und Computer-Tomographie 

 

Um eine Aussage über die Veränderung der metabolischen Aktivität der Tumoren durch 

die Behandlung mit KAP treffen zu können, wurden longitudinale PET/CT Messungen durch-

geführt. Die PET/CT-Bildgebung wurde von Mitarbeitern der Core Facility Multimodale Klein-

tierbildgebung der Universitätsmedizin Rostock durchgeführt. Der Radiotracer [18F]FDG 
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wurde eingesetzt, um das metabolische Tumorvolumen (MTV) mittels in vivo PET/CT Bildge-

bung zu bestimmen. Die PET/CT Bildgebung wurde wie die MRT Messungen nach ein, zwei 

und drei Wochen nach der Tumorzellinjektion durchgeführt. Für die Injektion des Radiotracers 

und die PET/CT Messung wurden die Anästhesie und die Aufrechterhaltung der Körpertempe-

ratur der Tiere wie in Abschnitt 6.1.3 durchgeführt. Vor der PET/CT Messung wurde der Radi-

otracer [18F]FDG über einen Mikrokatheter in die Schwanzvene injiziert. Für die Messungen 

erhielten die Mäuse eine mittlere Dosis von 15,0 ± 2,0 MBq [18F]FDG. Die Zeit für die Vertei-

lung des Radiotracers im Organismus betrug 60 Minuten, danach erfolgte eine statische PET 

Aufnahme der Mäuse für 15 Minuten. Die Mäuse wurden in liegender Position auf dem Bauch 

in einem Kleintier-PET/CT-Scanner (Inveon PET/CT, Siemens Medical Solutions, Knoxville, TN, 

USA) gemessen. Um die PET-Daten anatomischen Positionen zuordnen zu können und zur 

Schwächungskorrektur wurde für jede Maus ein Ganzkörper CT-Scan durchgeführt. Korrektu-

ren der PET-Daten wurden für Randoms, Streustrahlung, Totzeit der Detektoren, radioaktiven 

Zerfall und Schwächung durchgeführt. Zur Rekonstruktion der CT-Bilder wurde ein Feldkamp-

Algorithmus verwendet. Die Rekonstruktion von 3D PET-Bildern erfolgte mit einem dreidi-

mensionalen iterativen Ordered Subsets Expectation Maximization Algorithmus (3D-O-

SEM/OP-MAP) mit 2 Iterationen (OSEM) und 18 Iterationen (MAP), was zu einer räumlichen 

Auflösung von 1,5 mm führte. Das MTV wurde mit der Inveon Research Workplace Software 

(v4.2.08, Siemens, Knoxville, TN, USA) bestimmt. Auf fusionierten PET- und CT-Bildern wurde 

ein Volume of Interest (VOI) um das gesamte Tumorgewebe gelegt. Im Anschluss wurde das 

MTV durch Anwendung eines Schwellenwerts von 60 % auf den maximalen standardisierten 

Uptake-Wert (SUVmax) ermittelt, somit wurden 40 % der heißesten Voxel im VOI dargestellt 

und als metabolisch aktives Tumorgewebe gewertet. Auf diese Weise wurden partielle Volu-

meneffekte, wie z. B. Spill-in- und Spill-out-Effekte, reduziert und nekrotische Teile des Tumors 

ausgeschlossen [79]. 
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6.4 Ex vivo Analysen 

 

6.4.1 Blutbild 

 

Vor der Euthanasie der Tiere wurde den Mäusen unter Narkose (wie in Abschnitt 6.1.3 be-

schrieben) retroorbital Vollblut entnommen. Für die Blutentnahme wurden EDTA Microvetten 

(Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, Deutschland) verwendet, die nach der Blutentnahme so-

fort mehrfach gemischt wurden, um eine Agglutination zu vermeiden. Die Proben wurden im 

Anschluss, bis zur Analyse, auf Eis zwischengelagert. Für die Bestimmung des kleinen Blutbil-

des wurden die Vollblutproben mehrfach invertiert und an einem Hämatologie-Analysesytem 

gemessen (Sysmex Kx-21N, Sysmex, Köbe, Japan oder VetScan HM5, Abaxis Inc., Union City, 

CA, USA). In den Vollblutproben wurde die Anzahl der Leukozyten (LEU), Erythrozyten (ERY) 

und Thrombozyten (THRO) sowie das Hämoglobin (HB) und der Hämatokrit (HK) bestimmt. 

Vollblutproben, die Anzeichen von Makro- oder Micro-Gerinnseln aufwiesen, wurden für wei-

tere Analysen oder Auswertungen exkludiert. Um die für spätere Analysen benötigten Plas-

maproben zu gewinnen, wurden die Vollblutproben für 10 min, bei 6 °C und 1200 rcf, zentri-

fugiert, der Überstand abpipettiert und die Plasmaproben bei -80 °C gelagert. 

 

6.4.2 Multiplex-Zytokinanalyse 

 

Für die Beurteilung der Auswirkung der KAP Therapie auf die Sezernierung pro- und anti-

inflammatorischer Zytokine im murinen s.c. Tumormodell wurde eine Multiplex-Zytokin-Ana-

lyse mit dem Plasma der NSG Mäuse nach der finalen Blutentnahme unter Verwendung eines 

Bead basierten Sandwich Assays für mehrere Analyten durchgeführt. Die Multiplex-Zyto-

kinanalyse erfolgte durch das Leibniz-Institut für Plasmaforschung und Technologie e.V. (INP) 

in Greifswald unter der freundlichen Hilfe von Frau Lea Miebach nach Herstellerangaben. Da-

für wurde der LEGENDplex™ Multiplex Assay (BioLegend, San Diego, CA, USA) eingesetzt, der 

Beads gegen die folgenden Zytokine enthielt: Interferon-γ (INFy), Tumornekrosefaktor-alpha 

(TNFα), IL2, IL4, IL5, IL6, IL9, IL10, IL13, IL17A, IL17F, IL21 und IL22. Die Beads wurden im An-

schluss mit fluoreszierenden Antikörpern (AK) markiert und die Proben mittels Durchflusszy-

tometrie analysiert. Für die Analyse wurden im Vorfeld vier bis sechs Plasmaproben von Tieren 

einer Gruppe gepoolt, von diesen gepoolten Plasmen wurden jeweils biologische Replikate 
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einer Gruppe als technische Quadriplikate gemessen. Da für die in vivo Versuche NSG Mäuse 

mit einer ausgeprägten Immundefizienz verwendet wurden, wurden die Ergebnisse bereits im 

Vorfeld differenziert betrachtet. Da bekannt ist, dass einige Zytokine, wie z. B. IL6, IL10, IL15 

und IL17 [80], auch von Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen sezerniert werden können, 

wurden am ehesten bei diesen IL Veränderungen durch die KAP Behandlung erwartet. Zudem 

ist bekannt, dass IL2, IL4, IL9 und IL21 bei NSG Mäusen selbst noch vorhanden sind, obwohl 

die Signalwege durch den Knockout der Il2rg unterbunden werden [75]. 

 

6.4.3 Histologie und Immunhistochemie 

 

Nach Abschluss der in vivo Versuche wurden die Tumoren exzidiert und eine Hälfte eines 

jeden Tumors wurde im Anschluss für mindestens einen Tag in 4 %igen gepufferten Formafix 

(stabilisiert mit Methanol; Grimm med. Logistik GmbH, Torgelow, Deutschland) fixiert und in 

einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert. Danach wurden die Tumore in Paraffin einge-

bettet. Für die Hämatoxylin- und Eosinfärbung (H&E) und die immunhistochemischen Färbun-

gen wurden die Tumoren in einer Dicke von 4 µm geschnitten und auf Objektträger aufgezo-

gen. Nach der Entparaffinierung wurden die Färbungen durchgeführt und die Gewebeschnitte 

routinemäßig histologisch untersucht. Apoptotische Zellen wurden mit dem ApopTag®-Assay 

(Merck, Darmstadt, Deutschland) durch enzymatische Markierung der DNA-Fragmente 

apoptotischer Zellen, basierend auf der TUNEL-Methode, nachgewiesen. Die Färbung erfolgte 

gemäß der Gebrauchsanweisung des Herstellers, gefolgt von einer Gegenfärbung der Zell-

kerne mit Mayer's Hämalaun-Lösung (Merck, Darmstadt, Deutschland). Ki-67 als Marker für 

proliferierende Zellen wurde mit einem polyklonalen Kaninchen-Anti-Ki-67 (1:200, Abcam, 

Cambridge, UK) und einem sekundären polyklonalen Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG mit alkali-

scher Phosphatase (AP)-Konjugat (1:100, Agilent Dako, Santa Clara, CA, USA) gefärbt, gefolgt 

von einer Gegenfärbung der Zellkerne mit einer Permanentrot-Lösung (Agilent Dako). Die Fär-

bung von CD31-positiven Endothelzellen erfolgte mit einem polyklonalen Ratten-Anti-CD31 

(PECAM-1, 1:50, Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA), einem sekundären polyklo-

nalen Ziegen-Anti-Ratten-IgG mit Meerrettichperoxidase (HRP)-Konjugat (1:200, Abcam, 

Cambridge, UK) und dem Chromogen DAB (Agilent Dako), gefolgt von einer Gegenfärbung der 

Zellkerne mit Mayer's Hämalaun-Lösung (Merck). Makrophagen wurden mit einem monoklo-
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nalen Ratten-Anti-F4/80 (1:10, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) und einem se-

kundärem polyklonalem Ziegen-Anti-IgG mit AP-Konjugat (1:100, Abcam) nachgewiesen. Nach 

der spezifischen Markierung wurden die Objektträger mit einer Permanentrot-Lösung (Agilent 

Dako) gegengefärbt. Zum Nachweis von Granulozyten wurden die entparaffinierten Objekt-

träger mit Chloracetat-Esterase (CAE) angefärbt. Dazu wurden die Objektträger mit Naphthol 

AS-D Chloracetat (Sigma-Aldrich), gemischt mit Diazoniumsalz (Sigma-Aldrich), angefärbt und 

mit Mayer's Hämalaun-Lösung gegengefärbt. Alle Objektträger wurden in X-TRA Kitt® (ME-

DITE, Burgdorf, Deutschland) eingebettet. Ki-67, ApopTag®, F4/80 und CAE positiv gefärbte 

Zellen wurden bei 400 facher Vergrößerung mit dem Mikroskop Axiskop 40 (Zeiss, Jena, 

Deutschland) quantifiziert. Dafür wurden 5 × 100 Zellkerne pro Tumor in fünf repräsentativen 

Bereichen entlang der invasiven vitalen Front des Tumors ausgewertet und als positive Zellen 

[%] angegeben. Die Anzahl der CD31-positiven Gefäße wurde in fünf Gesichtsfeldern gezählt 

und als Anzahl Gefäße/Feld angegeben. 

 

6.4.4 Molekularbiologie 

 

Für die Analyse der Proteinexpression wurde je eine Hälfte der Tumoren unmittelbar nach 

der Resektion in flüssigem Stickstoff (N2; -196 °C) eingefroren und bei -80 °C gelagert. Je Tumor 

wurden 30 mg Tumorgewebe manuell homogenisiert, um danach die Proteine mittels eines 

Lysispuffers (1 M Tris pH 7,5, 5 M NaCl, 250 mM EDTA, 10 % Triton-X-100, 4 % NaN3, 100 mM 

PMSF (ein Proteaseinhibitorcocktail)) zu isolieren. Nach Auftrennung von 20 µg bzw. 60 µg (für 

Cleaved-Caspase-3) Protein durch die SDS-PAGE auf einem Tris-Glycin-Gel wurden die Prote-

ine auf Polyvinyldifluorid-Membranen (Bio-Rad Laboratories) übertragen. Die Membranen 

wurden mit 1× TBS-T plus 2,5 % BSA bei 4 °C über Nacht blockiert und mit folgenden AK inku-

biert: einem monoklonalen Maus-Anti-PCNA-AK (1:5000, Abcam, Cambridge, UK), einem po-

lyklonalen Kaninchen-Anti-Caspase-3-AK (1:1500, Stressgen Biotechnologies, San Diego, CA, 

USA), einem polyklonalen Kaninchen-Anti-Cleaved-Caspase-3-AK (1:1000, BD Heidelberg, 

Deutschland) und einem monoklonalen Maus-Anti-ß-Aktin-AK (1:20.000; Sigma-Aldrich). An-

schließend wurden sekundäre Peroxidase konjugierte Anti-Maus-AK (PCNA; 1:10.000; ß-Aktin; 

1:60.000) oder Anti-Kaninchen-AK (Caspase-3, 1:8000; Cleaved-Caspase-3, 1:2000) verwen-

det. Der Proteinnachweis erfolgte durch Luminol verstärkte CL (ECL plus; Thermo Fisher Sci-

entific). Die Darstellung der Proteinexpression wurde mit dem ChemiDocTM XRS+ System (Bio-
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Rad Laboratories) erfasst. Die Lumineszenzsignale wurden mit der Image LabTM Software 

(v6.0.0 build 25, Bio-Rad Laboratories) ausgewertet, auf ß-Aktin normalisiert und anschlie-

ßend relativ quantifiziert. 

 

6.5 Versuchsablauf 

 

6.5.1 Therapie mit KAP 

 

Die Tiere (NSG, N = 50) wurden in insgesamt vier Gruppen eingeteilt, je Tumorentität eine 

Gruppe für KAP behandelte und nicht-KAP behandelte (Kontrollgruppe) Mäuse mit jeweils 12 

bis 13 Tieren pro Gruppe und Tumorzelllinie. Die Mäuse wurden entsprechend dem Alter und 

dem Körpergewicht der KAP- und nicht-KAP-behandelten Gruppen alloziert. Die nicht zufällige 

Zuweisung ergab sich daraus, dass ein Teil der Tiere aus der Kontrollgruppe bereits bei der 

Auswahl der Tumorzelllinien in den Versuch genommen wurde, sodass für den Hauptversuch 

mit der KAP Behandlung weniger Kontrolltiere in den Versuch genommen werden mussten. 

Die s.c. Injektion von jeweils 1 × 106 humanen Tumorzellen der PEK Zelllinie A431 bzw. der 

MM Zelllinie A375 in die rechte und linke hintere Flanke erfolgte an Tag null. Die KAP Behand-

lung begann am vierten Tag nach der Injektion der Tumorzellen und wurde alle vier Tage bis 

zum Tag 20 wiederholt. An den gleichen Tagen wie der KAP Behandlung wurde die CL-Mes-

sung durchgeführt. Die Calipermessung erfolgte ab Tag drei bzw. vier und wurde alle drei bis 

vier Tage wiederholt. Die MRT und PET/CT Untersuchungen begannen eine Woche nach Tu-

morzellinjektion und wurden danach jeweils in Woche zwei und drei wiederholt. Am Ende des 

Tierversuches nach drei Wochen wurden die Mäuse euthanasiert, Vollblut entnommen und 

die Tumoren für weitere Analysen exzidiert (Abbildung 3). 

Tumoren, die nicht s.c. lokalisiert waren, wurden aus der Studie ausgeschlossen (n = 4 in 

der PEK + KAP-Gruppe und n = 2 in der MM + KAP-Gruppe). Eine Verblindung war aufgrund 

der KAP Behandlung nicht möglich. Alle nachfolgenden Analysen und Bewertungen der CL-, 

MRT-, PET/CT-Messungen, immunhistochemischen und molekularbiologischen Proben und 

der daraus resultierenden Daten wurden verblindet durchgeführt.  
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Abbildung 3: Schematischer Versuchsablauf für die Behandlung mit KAP. Bei NSG Mäusen wurden 1 × 106 PEK oder MM 

Tumorzellen s.c. in die linke und rechte hintere Flanke injiziert. Die NSG Mäuse wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP 

behandelt. Die KAP Behandlung begann vier Tage nach der Injektion der Tumorzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. 

Die Messung der CL erfolgte an den gleichen Tagen wie die KAP Behandlung. Während der dreiwöchigen Beobachtungszeit 

wurde das Tumorvolumen mittels Caliper alle drei bis vier Tage erfasst, das anatomische Tumorvolumen wurde mittels MRT 

und das MTV wurde mittels PET/CT bestimmt. Die Messungen wurden eine, zwei und drei Wochen nach der Implantation der 

Tumorzellen durchgeführt. Nach der in vivo Charakterisierung wurden die Tumoren an Tag 21 exzidiert. Grafik erstellt mit 

BioRender. 

 

Am Ende der Analysen, nach Auswertung und Erhebung der Daten, wurden die Mäuse an-

hand ihrer individuellen Registrierungsnummer, wieder ihren Gruppen zugeordnet. Um stö-

rende Einflussgrößen zu reduzieren, wurden alle Tierversuche mindestens zweimal und zeit-

unabhängig voneinander durchgeführt. 

 

6.5.2 Therapie von Langzeit KAP stimulierten Zellen 

 

Die NSG Mäuse (N = 31) wurden vor dem Beginn des Tierversuches einer von vier Gruppen 

zugeordnet. Die Zuordnung in die Gruppen erfolgte durch Generierung von zufälligen Zahlen 

(Random Number Generator, Stat Trek, https://stattrek.com/statistics/random-number-ge-

nerator.aspx, Zugriff am 7. Mai 2021 um 10:31 Uhr). Für die in vivo Versuche wurden die 

Mäuse entweder der Gruppe mit WPB A431 Zellen zugeordnet oder der Kontrollgruppe mit 

unbehandelten WT Zellen der PEK Zelllinie A431. Die beiden Zelllinien wurden jeweils aufge-

teilt in KAP behandelte oder nicht-KAP behandelte Gruppen mit 7 bis 8 Tieren je Gruppe. 



Material und Methoden 

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

- 31 - 

An Tag null erfolgte die s.c. Injektion von jeweils 1 × 106 humanen Tumorzellen, entweder 

WT oder WPB der PEK Zelllinie A431, in die rechte und linke hintere Flanke. Die KAP Behand-

lung begann am vierten Tag nach der Injektion der Tumorzellen und wurde alle vier Tage bis 

zum Tag 20 wiederholt. Die Calipermessung erfolgte ab Tag vier und wurde alle drei bis vier 

Tage wiederholt. Die MRT Messung erfolgte drei Wochen nach Tumorzellimplantation. Am 

Ende des Tierversuches nach drei Wochen wurden die Mäuse euthanasiert, Vollblut entnom-

men und die Tumoren für weitere Analysen exzidiert (Abbildung 4). 

 
 

 

Abbildung 4: Schematischer Versuchsablauf für die Behandlung von Langzeit KAP stimulierten Zellen. Bei NSG Mäusen 

wurden entweder 1 × 106 WT oder WPB A431 PEK Zellen s.c. in die linke und rechte hintere Flanke injiziert. Die NSG Mäuse 

wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt. Die KAP Behandlung begann vier Tage nach der Injektion der Tu-

morzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. Während der dreiwöchigen Beobachtungszeit wurde das Tumorvolumen mit-

tels Caliper alle drei bis vier Tage erfasst. 20 Tage nach Tumorzellimplantation wurde das anatomische Tumorvolumen mittels 

MRT bestimmt. Nach der in vivo Charakterisierung wurden die Tumoren an Tag 21 exzidiert. Grafik erstellt mit BioRender. 

 

Eine Verblindung war aufgrund der KAP Behandlung nicht möglich. Alle nachfolgenden Aus-

wertungen und Analysen wurden verblindet durchgeführt. 

 

6.5.3 Therapie mit small molecules mit und ohne KAP 

 

Für die Behandlung mit small molecules und/oder kaltem Atmosphärendruckplasma wur-

den insgesamt N = 48 NSG Mäuse verwendet. Die Mäuse wurden in sechs Versuchsgruppen 
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zu je 8 Tieren aufgeteilt. Die Tiere wurden den Gruppen durch Generierung von Zufallszahlen 

zugewiesen (Random Number Generator, Stat Trek, https://stattrek.com/statistics/random-

number-generator.aspx, Zugriff auf die Website am 7. Mai 2021 um 10:31 Uhr). Damit erga-

ben sich folgende Gruppen für die small molecules: IS112, SM837 und als Vehikel die Gruppe 

mit dem LsgM. Die small molecules oder das Vehikel wurden alleine oder in Kombination mit 

KAP verabreicht. 

An Tag null erfolgte die s.c. Injektion von jeweils 1 × 106 humanen A375 MM Tumorzellen 

in die rechte und linke hintere Flanke. Die KAP Behandlung begann am vierten Tag nach der 

Injektion der Tumorzellen und wurde alle vier Tage bis zum Tag 20 wiederholt. Die i.p. Injek-

tion der small molecules IS112, SM837 oder dem Vehikel begann eine Woche nach der Im-

plantation der Tumorzellen und wurde jeden zweiten Tag bis zum Tag 21 wiederholt (insge-

samt 8 Injektionen pro Tier). Die Calipermessung erfolgte ab Tag drei und wurde alle drei bis 

vier Tage wiederholt. Am Ende des Tierversuches nach drei Wochen wurden die Mäuse eu-

thanasiert, Vollblut entnommen und die Tumoren für weitere Analysen exzidiert (Abbildung 

5). 

 

  

Abbildung 5: Schematischer Versuchsablauf für die Behandlung mit small molecules mit oder ohne Behandlung mit KAP. 

Bei NSG Mäusen wurden 1 × 106 A375 MM Zellen s.c. in die linke und rechte hintere Flanke injiziert. Die KAP Behandlung 

begann vier Tage nach der Injektion der Tumorzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. An Tag 7 nach Tumorzellimplanta-

tion begann die Injektion der small molecules bzw. des LsgM und wurde alle zwei Tage wiederholt. Während der dreiwöchigen 

Beobachtungszeit wurde das Tumorvolumen mittels Caliper alle drei bis vier Tage erfasst. Nach der in vivo Charakterisierung 

wurden die Tumoren an Tag 21 exzidiert. Grafik erstellt mit BioRender. 
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Eine Verblindung war aufgrund der Behandlung mit KAP und den small molecules nicht 

möglich. Alle nachfolgenden Auswertungen und Analysen wurden verblindet durchgeführt. 

 

6.6 Statistische Auswertung 

 

Die Werte wurden als Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (SD) für die angegebene 

Anzahl von Proben angegeben. Datenvisualisierung und Statistik wurden mit GraphPad Prism 

Software (v8.4.3 (686), GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) durchgeführt. Die Daten wurden 

mittels Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung analysiert. Für die Bewertung der Veränderun-

gen innerhalb einer Gruppe im Laufe der Zeit wurde eine Zweiweg-Varianzanalyse (ANOVA) 

für wiederholte Messungen mit anschließender Geisser-Greenhouse Korrektur durchgeführt. 

Vergleiche zwischen behandelten und unbehandelten Gruppen wurden unter Verwendung 

der Zweiweg-ANOVA oder des gemischten Modells für Gruppen mit fehlenden Werten durch-

geführt, mit einem anschließendem Post-hoc Bonferroni Test, um die p-Werte zu korrigieren. 

Um behandelte und unbehandelte Gruppen miteinander zu vergleichen, bei denen mindes-

tens für einen Zeitpunkt keine Werte vorlagen, wurde der multiple ungepaarte t-Test verwen-

det, gefolgt von einem Holm-Sidak Post-hoc Test für Mehrfachvergleiche. Vergleiche mehre-

rer zeitunabhängiger Gruppen wurden mit Hilfe der Einweg-ANOVA durchgeführt, gefolgt von 

einem Tukey's Post-hoc Test für Mehrfachvergleiche. Für Gruppen, die nicht normal verteilt 

waren, wurde der nicht-parametrische Kruskal-Wallis Test mit anschließendem Dunn´s Post-

hoc Test durchgeführt. Zum Vergleich von zwei Gruppen, wurde der ungepaarte zweiseitige t-

Test verwendet bzw. für Gruppen, die nicht normal verteilt waren, wurde der Mann-Whitney 

U Test verwendet. p-Werte von ≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Die Signi-

fikanzniveaus werden wie folgt abgekürzt: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 

0,0001. 
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7 Ergebnisse 

 

7.1 Auswahl der Tumorzelllinien 

 

Um den Einfluss von KAP und small molecules auf PEK und MM in vivo charakterisieren zu 

können, wurde zu Beginn des Versuchsvorhabens, aus insgesamt vier Tumorzelllinien, jeweils 

eine PEK und eine MM Zelllinie ausgewählt. Dafür wurden die PEK Zelllinien A431 und SCL-2 

sowie die MM Zelllinien A375 und SK-MEL-29 in vitro kultiviert. Im Anschluss erfolgte die s.c. 

Injektion von 1 × 106 Tumorzellen in die rechte und linke hintere Flanke von NSG Mäusen. 

Nach s.c. Tumorzellinjektion bildeten alle Entitäten innerhalb der folgenden Tage makrosko-

pisch sichtbare Tumoren aus (Anwachsrate = 100 %). Alle Mäuse aus den Gruppen mit MM 

Zelllinie überlebten den Versuchszeitraum, während zwei Mäuse aus der Gruppe mit der PEK-

Zelllinie A431 und zwei Mäuse mit der Zelllinie SCL-2 verstarben. Nach eingehender Untersu-

chung konnten systemische Metastasen als Todesursache bei allen Mäusen ausgeschlossen 

werden. 

Am Ende der drei wöchigen Versuchsreihe wurde für die Bestimmung des kleinen Blutbil-

des den NSG Mäusen Vollblut entnommen und dieses an einem Hämatologie-Analysesytem 

gemessen. Nach drei Wochen zeigte sich bei Mäusen mit Tumoren der PEK Zelllinie A431 ein 

signifikanterer Anstieg der Leukozyten im Vergleich zu Mäusen mit SCL-2 Tumoren. Der An-

stieg der Leukozyten fiel im Verhältnis bei der Zelllinie A375 zu der Zelllinie SK-MEL-29 nicht 

so groß aus (Tabelle 2).  

 

Tabelle 2: Blutbilder für die Auswahl der Tumorzelllinien. NSG Mäuse mit zwei s.c. Flankentumoren, entweder mit der PEK 

Zelllinie A431 bzw. SCL-2 oder der MM Zelllinie A375 bzw. SK-MEL-29. Die Daten sind als MW ± SD (n = 7-10) angegeben. 

Analyse mit ungepaarten zweiseitigem t-Test bzw. Mann-Whitney U Test für nicht-normalverteilte Proben. ** p ≤ 0.01; *** 

p ≤ 0.001; **** p ≤ 0.0001 

Blutbild (MW ± SD) 

 LEU [Gpt/L] ERY [Tpt/L] HB [mmol/L] HK THRO [Gpt/L] 

PEK 
A431 9,1 ± 2,9 6,5 ± 0,5 6,7 ± 0,6 0,36 ± 0,03 645 ± 275 

SCL-2 0,6 ± 0,6 **** 7,7 ± 0,6 ** 7,8 ± 0,4 ** 0,43 ± 0,03 *** 652 ± 253 

MM 
A375 2,9 ± 1,3 7,3 ± 0,4 7,4 ± 0,3 0,40 ± 0,02 1044 ± 148 

SK-MEL-29 1,3 ± 0,8 ** 7,5 ± 0,5 7,5 ± 0,5 0,40 ± 0,02 412 ± 92 **** 
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Auch zeigten Mäuse, die die Zelllinie A431 s.c. injiziert bekamen, eine Erniedrigung der 

Erythrozyten, des HB und des HK im Vergleich zu Tieren, die die Zelllinie SCL-2 appliziert be-

kommen haben. Bei den Tieren mit dem MM als Tumorzellentität kam es nur bei der Zelllinie 

SK-MEL-29 zu einem signifikanten Abfall der Thrombozyten im Vergleich zu der Zelllinie A375. 

Während der dreiwöchigen Beobachtungszeit wurden die Tumoren longitudinal mittels 

MRT und PET/CT Bildgebung kontrolliert (Abbildung 6 A und B). Ausnahme stellte die Tumor-

zelllinie SCL-2 dar, bei dieser konnte fast keine Zunahme des Tumorvolumens über den Ver-

suchszeitraum verzeichnet werden. 
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Abbildung 6: Repräsentative MRT, PET/CT und histologische Bilder und quantitative Bestimmung der Zellzahl, des anato-

mischen und metabolischen Tumorvolumens, sowie immunhistochemische Auswertung. Repräsentative MRT (A; T2-ge-

wichtet, axial, dritte Woche) und PET/CT-Bilder (B; [18F]FDG; axiale Ebene, dritte Woche) sowie quantitative Bewertung der 

Zellzahl, des anatomischen und metabolischen Tumorvolumens (C). Repräsentative histologische und immunhistochemische 

Bilder der H&E-, Ki-67- und CD31-Färbung (D) und quantitative Bewertung (E) zur Charakterisierung der Tumorbiologie. Bei 

NSG Mäusen wurden 1 × 106 Tumorzellen entweder der PEK Zelllinie A431 bzw. SCL-2 oder der MM Zelllinie A375 bzw. SK-

MEL-29 s.c. in die linke und rechte hintere Flanke injiziert. Während der dreiwöchigen Beobachtungszeit wurden das anato-

mische Tumorvolumen mittels MRT gemessen und das MTV mittels PET/CT bestimmt. Die Messungen wurden eine, zwei und 

drei Wochen nach der Implantation der Tumorzellen durchgeführt. Nach der in vivo Charakterisierung wurden die Tumoren 

exzidiert und für die histologische Analyse aufbereitet. Sternchen markieren die zentrale Tumornekrose. Pfeile weisen auf 

CD31-positive Gefäße hin. Die Daten sind als MW ± SD ((C; Zellzahl) n = 4 Proben pro Zeitpunkt; (C; anatomisches und meta-

bolisches Tumorvolumen) n = 16-20 Proben pro Zeitpunkt; (E) n = 6-14 Proben)) angegeben. Analyse (C) mit Zweiweg-ANOVA 

gefolgt vom Bonferroni Post-hoc Test für Mehrfachvergleiche. A431 ***p ≤ 0.001; ****p ≤ 0.0001 vs. SCL-2. A431 +++p ≤ 0.001; 

++++p ≤ 0.0001 vs. A375. A431 §§p ≤ 0.01; §§§p ≤ 0.001; §§§§p ≤ 0.0001 vs. SK-MEL-29. SCL-2 &&p ≤ 0.01; &&&&p ≤ 0.0001 vs. A375. 

SCL-2 #p ≤ 0.05 vs. SK-MEL-29. A375 $$p ≤ 0.01; $$$p ≤ 0.001; $$$$p ≤ 0.0001 vs. SK-MEL-29. Analyse (E) mit Kruskal-Wallis Test 

für nicht-normalverteilte Proben mit Dunn´s Post-hoc Test. A431 ***p ≤ 0.001 vs. SCL-2. A431 *p ≤ 0.05 vs. A375. 

 

Beide bildgebenden Verfahren zeigten, dass es zu einer raschen Vergrößerung des Tumor-

volumens kam und die Tumoren teilweise eine inhomogene Struktur ausbildeten. Die einzige 

Insbesondere die PEK-Zelllinie A431 wies eine eher inhomogene Struktur auf mit einem mas-

siven zentralen Nekrosebereich, wohingegen lebensfähige Tumorzellen eher in der Peripherie 

auszumachen waren. Im Gegensatz dazu kam es bei der PEK-Zelllinie SCL-2 zu keinerlei solchen 

Veränderungen. 

Um einen Vergleich zwecks des Wachstumsverhaltens der Tumorzelllinien zwischen in vitro 

und in vivo Bedingungen vorzunehmen, wurden die zwei PEK Zelllinien A431 und SCL-2 sowie 

die zwei MM Zelllinien A375 und SK-MEL-29 in vitro für vier Tage kultiviert und die Zellzahl an 

jedem Tag bestimmt. Es zeigte sich, dass die PEK Zelllinie A431 signifikant schneller wuchs als 

die PEK Zelllinie SCL-2. Ein ähnliches Bild zeigte sich bei der MM Zelllinie A375, diese wuchs 

ebenfalls innerhalb der vier Tage signifikant schneller als die MM Zelllinie SK-MEL-29 (Abbil-

dung 6 C). Ein ähnliches Bild des Wachstumsverhaltens der verschiedenen Tumorzelllinien 

konnten mittels der MRT Bildgebung verifiziert werden. Hier zeigte sich, wie schon in der Zell-

kultur, dass die PEK Zelllinie A431 signifikant der Zelllinie SCL-2 überlegen war. Das anatomi-

sche Tumorvolumen betrug in Woche drei ca. 1160 mm³ bei A431, bei SCL-2 lediglich ca. 30 

mm³. Die MM Tumorzelllinie A375 erreichte in Woche drei ein Volumen von ca. 570 mm³. 

Somit war das Tumorvolumen von A375 ebenfalls signifikant größer als das erreichte Volumen 



Ergebnisse 

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

- 37 - 

der MM Zelllinie SK-MEL-29 von ca. 230 mm³ (Abbildung 6 C). Dieses überlegene Wachstums-

verhalten der Zelllinien A431 und A375, im Vergleich zu ihrem Pendant SCL-2 bzw. SK-MEL-29, 

konnte mit dem MTV bestätigt werden. Das MTV wurde mittels [18F]FDG PET/CT erhoben. 

Hier war das MTV von A431 ca. 10 mal so groß wie das von SCL-2. Das von A375 war ungefähr 

3 mal so groß wie das von SK-MEL-29 (Abbildung 6 C). Diese Beobachtungen konnten in der 

H&E-Färbung des Tumorgewebes am Ende der in vivo Experimente verifiziert werden (Abbil-

dung 6 D). Dementsprechend fanden sich Ki-67-positive Zellen hauptsächlich in der Peripherie 

der Tumoren sowie dünne Gefäße mit geringem Durchmesser, die von CD31-positiven Zellen 

gebildet wurden (Abbildung 6 D). Insbesondere die Zelllinie A431 wies einen signifikant höhe-

ren Anteil an Ki-67 positiver Zellen auf im Vergleich zu der Zelllinie SCL-2 und A375. Es konnten 

bei der Anzahl der CD-31 positiven Gefäße keine Unterschiede zwischen den einzelnen Tu-

morzelllinien ausgemacht werden (Abbildung 6 E).  

Um eine Aussage über die Zellularität der einzelnen Tumoren treffen zu können, wurde 

zusätzlich zu dem T2 gewichten MRT ein diffusionsgewichtetes MRT durchgeführt. Als Zeichen 

der Maturierung nahm bei allen vier Tumorzelllinien die zelluläre Dichte des Tumors über den 

Versuchszeitraum zu. Dies ist durch eine Reduktion des freien Wassers innerhalb des Tumor-

gewebes, welches über ein Absinken der ADC Werte über die drei Wochen verifiziert werden 

konnte, gekennzeichnet (Tabelle 3). Einzig die PEK Zelllinien A431 und SCL-2 zeigten von Wo-

che zwei zu drei keinen weiteren Anstieg der Zelldichte, was bei der Zelllinie A431 auf eine 

ausgeprägte zentrale Nekrose zurückgeführt werden kann und damit einhergehend mit einem 

Anstieg des freien Wassers in diesem Bereich sowie bei der Zelllinie SCL-2 auf eine mangelnde 

Zunahme des Tumorvolumens. Bei den PEK Zelllinien zeigte die Zelllinie SCL-2 lediglich in Wo-

che eins eine geringere Zelldichte als die Zelllinie A431, während bei den MM Zelllinien die 

Zelllinie SK-MEL-29 nach drei Wochen eine geringere Zellularität innerhalb des Tumorgewebes 

aufwies im Vergleich zu der Zelllinie A375. 
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Tabelle 3: Diffusionsgewichtete MRT Bildgebung für die Auswahl der Tumorzelllinien. Daten des ADC, bewertet mit diffusi-

onsgewichteter MRT Bildgebung. NSG Mäuse mit zwei s.c. Flankentumoren, entweder mit der PEK Zelllinie A431 bzw. SCL-2 

oder der MM Zelllinie A375 bzw. SK-MEL-29, wurden über einem Zeitraum von drei Wochen, einmal die Woche gemessen. 

Die Daten sind als MW ± SD (n = 16-20 Proben pro Zeitpunkt) angegeben. Analyse mit gemischten Modell gefolgt vom Bon-

ferroni Post-hoc Test für Mehrfachvergleiche. A431 **** p ≤ 0.0001 vs. SCL-2; A375 * p ≤ 0.05 vs. SK-MEL-29. ## p ≤ 0.01; ### 

p ≤ 0.001; #### p ≤ 0.0001. 

scheinbarer Diffusionskoeffizient [× 10−3 mm2/s] 

 A431 (MW ± SD) SCL-2 (MW ± SD) 

PEK 

Woche 1 1.13 ± 0.17  1.42 ± 0.12 **** 

Woche 2 1.01 ± 0.18  zu Woche 1 ## 1.14 ± 0.23 zu Woche 1 #### 

Woche 3 1.07 ± 0.26  1.11 ± 0.11 zu Woche 1 #### 

  A375 (MW ± SD) SK-MEL-29 (MW ± SD) 

MM 

Woche 1 1.35 ± 0.23  1.38 ± 0.12  

Woche 2 1.02 ± 0.19 zu Woche 1 #### 1.10 ± 0.18 zu Woche 1 #### 

Woche 3 0.84 ± 0.09 
zu Woche 1 ####; 
zu Woche 2 ### 

0.97 ± 0.18 
zu Woche 1 ####; 
zu Woche 2 ###; * 

 

Aufgrund der gewonnenen Daten, insbesondere des größeren Tumorvolumens nach drei 

Wochen innerhalb der Zelllinien einer Tumorentität, wurden für die weiteren Versuche mit 

KAP, small molecules oder einer Kombination dieser beiden Behandlungsoptionen die Zelllinie 

A431 für das PEK und die Zelllinie A375 für das MM ausgewählt. 

 

7.2 Auswirkung von KAP auf das Tumorwachstum und den -metabolismus 

 

Im ersten Schritt sollte die Wirksamkeit der genutzten KAP Quelle und des gewählten Be-

handlungszeitraumes verifiziert werden. Davon ausgehend, dass die RS Bildung eine der 

Hauptwirkmechanismen bei der Vermittlung von antikanzerogenen Effekten bei der Behand-

lung mit KAP ist [59], sollten diese RS nachgewiesen werden. Dazu wurde getestet, ob es durch 

die Behandlung der s.c. Tumoren mit KAP zu einem Anstieg von RS innerhalb des Tumorgewe-

bes kommt. 

Um die unter der KAP Behandlung entstehenden RS nicht invasiv und in vivo im Tumorge-

webe indirekt nachweisen zu können, wurde die CL-Sonde L-012 verwendet. Die Lumines-

zenzintensität wurde sowohl bei unbehandelten als auch bei KAP-behandelten Mäusen ge-

messen. Bei Letzteren wurde die CL-Intensität sowohl vor als auch nach der KAP Behandlung 
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gemessen (Abbildung 7 A - D). Bei beiden Tumorentitäten führte die KAP Behandlung zu einer 

signifikanten Erhöhung der RS im Tumor. Im Gegensatz dazu waren unbehandelte Tumoren 

und Tumoren vor der KAP Behandlung durch ein vernachlässigbares CL-Signal nach Verabrei-

chung von L-012 gekennzeichnet (Abbildung 7 B, D). 

 

 

Abbildung 7: Lumineszenzmessung reaktiver Spezies induziert durch KAP Behandlung. Repräsentative Lumineszenzbilder 

(A, C; Lumineszenzsonde: L-012) und quantitative Bewertung der relativen Lumineszenzintensität (B, D). NSG Mäuse mit zwei 

s.c. Flankentumoren, entweder PEK oder MM, wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt. Die KAP Behandlung 

begann vier Tage nach der Injektion der Tumorzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. L-012 wurde i.p. injiziert und die 

Lumineszenzintensität wurde vor und nach der KAP Behandlung gemessen. Die Messung wurde zwei Stunden vor und unmit-

telbar nach der KAP Behandlung durchgeführt. Die Daten sind als MW ± SD (n = 10-15) angegeben. Analyse mit Einweg-

ANOVA gefolgt vom Tukey‘s Post-hoc Test für Mehrfachvergleiche. *** p ≤ 0,001 im Vergleich zu unbehandeltem PEK bzw. 

MM oder vor der KAP Behandlung von PEK bzw. MM. 

 

Um festzustellen, ob die KAP Behandlung die Tumorprogression durch lokale Erwärmung 

beeinflussen könnte, wurde die Temperatur der Hautoberfläche der Tumoren vor und unmit-

telbar nach der Behandlung gemessen. Während der KAP Behandlung stieg die mittlere Haut-

temperatur um 4,5 ± 2,0 °C im Vergleich zur normalen Hauttemperatur von 32,2 ± 2,5 °C und 

erreichte ein Maximum von 37,8 ± 2,8 °C. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine 

leichte Hyperthermie zu der antikanzerogenen Wirkung von KAP beigetragen haben könnte. 

Im nächsten Schritt wurde die Tumorprogression der zwei Tumorentitäten unter der Be-

handlung mit KAP beurteilt. Wie in Abschnitt 6.5.1 beschrieben, begann die KAP Behandlung 
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am vierten Tag nach der s.c. Tumorimplantation und wurde alle vier Tage bis zum Versuchs-

ende nach drei Wochen wiederholt. Um die Wirkung der KAP Therapie auf das Tumorwachs-

tum zu beurteilen, wurden die Tumorvolumina sowohl mit Caliper, für eine initiale Beurteilung 

des Tumorvolumens, als auch mit MRT gemessen. Die Caliper Daten sind im Anhang aufge-

führt (Abbildung A 1 A, B).  

In der T2 gewichteten MRT Bildgebung so wie in der Caliper Messung zeigte sich eine sig-

nifikante Zunahme des Tumorvolumens beider Tumorentitäten in der KAP-behandelten und 

der unbehandelten Gruppe während des Beobachtungszeitraums (jeweils p ≤ 0,05). Die Be-

handlung der s.c. gelegenen Tumoren mit KAP bewirkte eine signifikante Verringerung des 

anatomischen Tumorvolumens in Woche eins, zwei und drei bei beiden Tumorentitäten im 

Vergleich zu den nicht behandelten Tumoren. Das Tumorwachstum war sowohl beim MM als 

auch beim PEK in Woche drei durch die KAP Behandlung um etwa 50 % verringert (Abbildung 

8 A-D). 

 
 

 

Abbildung 8: Bestimmung des anatomischen Tumorvolumens mittels MRT. Repräsentative MRT-Bilder (A, C; T2-gewichtet, 

axial) und quantitative Bewertung des Tumorvolumens (B, D). NSG Mäuse mit s.c. Flankentumoren, entweder PEK oder MM, 

wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt. Die KAP Behandlung begann vier Tage nach der Injektion der Tu-

morzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. Die KAP Behandlung führte zu einer signifikanten Verringerung des Wachs-

tums von PEK und MM während der dreiwöchigen Beobachtungszeit. Leere Symbole stehen für unbehandelte Tumoren, 

gefüllte Symbole für KAP behandelte Tumoren. Die Daten sind als MW ± SD (n = 20-24 Proben pro Zeitpunkt) angegeben. 

Analyse mit Zweiweg-ANOVA gefolgt vom Bonferroni Post-hoc Test für Mehrfachvergleiche. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; **** p ≤ 

0,0001 im Vergleich zu unbehandeltem PEK oder MM. Die gestrichelte Linie markiert das rechte Tumorvolumen. 
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Bereits bei der Auswahl der endgültigen Tumorzelllinien (Abschnitt 7.1) für die jeweilige 

Tumorentität fiel das inhomogene Wachstum, insbesondere die Ausbildung einer zentralen 

Nekrose, bei einiger der Zelllinien auf. Um einen Einfluss der zentralen Nekrose auf die Be-

stimmung der Tumorvolumina und somit eine potentielle Verfälschung des Behandlungsef-

fektes mit KAP zu beurteilen, wurden alle Tumoren in der T2 gewichteten MRT Bildgebung 

jeweils einmal mit zentraler Nekrose und einmal ohne zentrale Nekrose (ozN) ausgewertet. 

Beim PEK zeigte sich ein deutlicher Unterschied des Tumorvolumens zwischen der Auswer-

tung mit oder ohne zentrale Nekrose sowohl bei unbehandelten als auch bei KAP-behandelten 

Tumoren (Abbildung 9 A). Signifikant größer war das Tumorvolumen durch die Ausbildung ei-

ner zentralen Nekrose jedoch nur in Woche 2 bei PEK unbehandelten Tumoren. Beim MM 

konnten keine Unterschiede bei der Auswertung, hinsichtlich der Ausbildung einer zentralen 

Nekrose, gemacht werden (Abbildung 9 B). Aufgrund des nicht signifikanten Unterschiedes 

der Tumorvolumina, mit Ausnahme von Woche 2 beim unbehandelten PEK, wurden das ge-

samte Tumorvolumen, einschließlich der zentralen Nekrose, für die Bewertung des anatomi-

schen Tumorvolumens für alle weiteren Versuche herangezogen. 

 

 

Abbildung 9: Bestimmung des anatomischen Tumorvolumens mittels MRT mit und ohne zentrale Nekrose. Quantitative 

Bewertung des Tumorvolumens des PEK (A) und des MM (B). NSG Mäuse mit s.c. Flankentumoren, entweder PEK oder MM, 

wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt. Die KAP Behandlung begann vier Tage nach der Injektion der Tu-

morzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. Die Auswertung ohne der zentralen Nekrose (ozN) ergab beim PEK einen 

deutlichen Unterschied zu den Tumoren mit zentraler Nekrose. Leere Symbole stehen für unbehandelte Tumoren, gefüllte 

Symbole für KAP behandelte Tumoren. Die Daten sind als MW ± SD (n = 20-27 Proben pro Zeitpunkt) angegeben. Analyse mit 

Zweiweg-ANOVA gefolgt vom Bonferroni Post-hoc Test für Mehrfachvergleiche. * p ≤ 0,05 im Vergleich zu PEK mit zentraler 

Nekrose. 
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Um die Zelldichte innerhalb der Tumoren zu beurteilen, wurde zusätzlich zu dem T2 ge-

wichteten MRT ein diffusionsgewichtetes MRT durchgeführt. Beide Tumorentitäten zeigten 

im Laufe der Zeit leicht abnehmende ADC Werte (Tabelle 4), was die Entwicklung zu soliden 

Tumoren widerspiegelt. Interessanterweise wiesen die mit KAP-behandelten Tumoren zu al-

len drei Zeitpunkten (Woche eins, zwei und drei) tendenziell höhere ADC Werte auf als die 

unbehandelten Tumoren (Tabelle 4). Diese Daten deuten auf eine Verringerung der zellulären 

Dichte bei gleichzeitiger Zunahme des freien Wassers hin, was auf eine therapeutische Wirk-

samkeit von KAP schließen lässt. 

 

Tabelle 4: Diffusionsgewichtete MRT Bildgebung. Daten des ADC, bewertet mit diffusionsgewichteter MRT Bildgebung. NSG 

Mäuse mit zwei s.c. Flankentumoren, entweder PEK oder MM, wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt. Die 

KAP Behandlung begann vier Tage nach der Injektion der Tumorzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. Die Daten sind 

als MW ± SD (n = 12-20 Proben pro Zeitpunkt) angegeben. Analyse mit gemischten Modell gefolgt vom Bonferroni Post-hoc 

Test für Mehrfachvergleiche. **** p ≤ 0.0001 vs. unbehandeltes MM. # p ≤ 0.05; ## p ≤ 0.01; ### p ≤ 0.001; #### p ≤ 0.0001. 

scheinbarer Diffusionskoeffizient [× 10−3 mm2/s] 

 - KAP (MW ± SD) + KAP (MW ± SD) 

PEK 

Woche 1 1.13 ± 0.17  1.16 ± 0.16  

Woche 2 1.01 ± 0.18  zu Woche 1 ## 1.07 ± 0.10  

Woche 3 1.07 ± 0.26  1.19 ± 0.18  

MM 

Woche 1 1.35 ± 0.23  1.44 ± 0.30  

Woche 2 1.02 ± 0.19 zu Woche 1 #### 1.15 ± 0.19 zu Woche 1 # 

Woche 3 0.84 ± 0.09 
zu Woche 1####; 
zu Woche 2 ### 

1.03 ± 0.13 
zu Woche 1###; 
zu Woche 2##; **** 

 

Um die Wirkung von KAP auf das MTV der beiden Tumorentitäten zu beurteilen, wurden 

als nächstes PET/CT Untersuchungen mit dem Radiotracer [18F]FDG durchgeführt (Abbildung 

10 A-D). Die Untersuchung wurde durchgeführt, weil angenommen werden konnte, dass die 

Reduktion der Tumorprogression durch die Behandlung mit KAP, wie durch die MRT Bildge-

bung bestätigt, eventuell auf eine Reduktion von metabolisch aktiven Tumorzellen zurückzu-

führen ist. 

Diese Annahme wurde über den Beobachtungszeitraum falsifiziert. Drei Wochen nach der 

KAP Behandlung konnte beim PEK keine Wirkung auf das MTV festgestellt werden (Abbildung 

10 B). Im Gegensatz dazu reduzierte die KAP Behandlung das MTV tendenziell beim MM im 

Verlauf des dreiwöchigen Versuchszeitraumes (Abbildung 10 D). 
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Abbildung 10: Bestimmung des MTV mittels [18F]FDG PET/CT. Repräsentative PET/CT-Bilder von [18F]FDG (A,C; axiale Ebene) 

und quantitative Bewertung des MTV (B,D). NSG Mäuse mit zwei s.c. Flankentumoren, entweder PEK oder MM, wurden drei 

Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt. Die KAP Behandlung begann vier Tage nach der Injektion der Tumorzellen und 

wurde alle vier Tage wiederholt. Die Daten sind als MW ± SD (n = 6-20 Proben pro Zeitpunkt) angegeben. Analyse mit ge-

mischten Modell gefolgt vom Bonferroni Post-hoc Test für Mehrfachvergleiche. Die gepunktete Linie mit den langen Strichen 

markiert das manuell eingezeichnete VOI. Die gepunktete Linie mit den kurzen Strichen markiert das rechte MTV. 

 

7.3 Auswirkung von KAP auf die Tumorbiologie 

 

Weiterführend sollten die Auswirkungen der Behandlung von heterotopen s.c. Flankentu-

moren mit KAP, nach der Beendigung der in vivo Versuche, hinsichtlich immunhistochemi-

scher, molekularbiologischer Aspekte und unter verschiedenen hämatologischen Gesichts-

punkten betrachtet und beurteilt werden. 

Dafür wurde wie bereits in Abschnitt 7.1 das kleine Blutbild nach der Vollblutentnahme 

analysiert. Auch hier zeigte sich, dass es zu einer Erhöhung der Leukozytenzahl im peripheren 

Blut von Tieren kam, die die PEK Zelllinie A431 trugen (Tabelle 5). Die Anzahl der Leukozyten 

wurde durch die Behandlung mit KAP zwar tendenziell reduziert, dieses Absinken war aber 

nicht signifikant. Zudem konnte einem Absinken der Erythrozytenzahl bei Tieren, die mit KAP 

behandelt wurden, bei beiden Tumorentitäten entgegengewirkt werden. Dies war beim MM 

auch signifikant (p ≤ 0.001) mit 9,0 ± 0,7 Tpt/L bei KAP-behandelten Tieren im Vergleich zu 7,8 

± 0,9 Tpt/L bei unbehandelten Tieren. Ebenfalls wurde das HB bei KAP-behandelten Tieren mit 

dem MM positiv beeinflusst (** p ≤ 0.01). Hingegen kam es bei beiden Tumorentitäten nach 

der Behandlung mit KAP zu einem signifikanten Absinken der Thrombozyten. 
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Tabelle 5: Blutbild nach der Behandlung mit KAP. NSG Mäuse mit zwei s.c. Flankentumoren, entweder PEK oder MM, wurden 

drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt. Die KAP Behandlung begann vier Tage nach der Injektion der Tumorzellen 

und wurde alle vier Tage wiederholt. Die Daten sind als MW ± SD (n = 13-18) angegeben. Analyse mit ungepaarten zweiseiti-

gem t-Test bzw. Mann-Whitney U Test für nicht-normalverteilte Proben. * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01; *** p ≤ 0.001; **** p ≤ 

0.0001. 

Blutbild (MW ± SD) 

 LEU [Gpt/L] ERY [Tpt/L] HB [mmol/L] HK THRO [Gpt/L] 

PEK 9,7 ± 3,0 7,3 ± 1,5 7,1 ± 1,3 0,40 ± 0,10 559 ± 220 

   PEK + KAP 8,8 ± 4,7 8,2 ± 0,6 7,3 ± 0,6 0,38 ± 0,03 387 ± 129 * 

   MM 2,7 ± 1,1 7,8 ± 0,9 7,6 ± 0,4 0,41 ± 0,02 882 ± 283 

   MM + KAP 2,7 ± 1,0 9,0 ± 0,7 *** 8,2 ± 0,6 ** 0,42 ± 0,02 476 ± 138 **** 

 

Für die Beurteilung des Einflusses von KAP auf die Proliferation, Apoptose, Neoangiogenese 

und Inflammation wurden nach Beendigung der in vivo Experimente die Tumoren exzidiert. 

Die immunhistochemische Auswertung ergab eine signifikante Verringerung der Ki-67-positi-

ven Zellen nach KAP Behandlung beim PEK (p ≤ 0,01 im Vergleich zur unbehandelten Gruppe) 

(Abbildung 11 A). Im Gegensatz dazu wurden keine Unterschiede in Bezug auf das Vorhanden-

sein von apoptotischen Zellen, CD31-positiven Gefäßen, CAE-positiven Granulozyten und 

F4/80-positiven Makrophagen zwischen unbehandelten und KAP-behandelten Tumoren fest-

gestellt (Abbildung 11 A, B). Im Einklang mit diesen Ergebnissen zeigte die Analyse der Protei-

nexpression von PCNA, Caspase-3 und Cleaved-Caspase-3 keine signifikanten Veränderungen 

zwischen behandelten und unbehandelten Tumoren (Abbildung 11 C-F). 
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Abbildung 11: Analyse der Tumorbiologie. Quantitative immunhistochemische Bewertung der Ki-67-, ApopTag®-, CD31-, 

CAE- und F4/80 Expression (A, B) sowie repräsentative Bilder (C, D) und quantitative Western-Blot-Analyse von PCNA, 

Caspase-3 und Cleaved-Caspase-3 (E, F) von PEK bzw. MM Tumoren. NSG Mäuse mit zwei s.c. Flankentumoren, entweder 

PEK oder MM, wurden drei Wochen lang mit oder KAP behandelt. Die KAP Behandlung begann vier Tage nach der Injektion 

der Tumorzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. Nach drei Wochen wurden die Tumoren exzidiert und für immunhisto-

chemische und molekularbiologische Analysen aufbereitet. Die Daten sind als MW ± SD angegeben (Immunhistochemie: n = 

8-14; Molekularbiologie: n = 5-8). Analyse mit ungepaarten zweiseitigem t-Test. ** p ≤ 0,01 vs. unbehandeltem PEK. 

 

Mithilfe eines Bead-basierten Multiplex Assays wurde anschließend die Zytokinfreisetzung 

im Plasma von KAP-behandelten und unbehandelten Tieren gemessen (Abbildung 12 A, B). Es 

konnte festgestellt werden, dass sowohl die Plasmaspiegel von IL9 und IL17F signifikant bei 

Tieren der Gruppe mit KAP-behandelten PEK Tumoren erhöht waren. Im Gegensatz dazu war 

nach der Behandlung mit KAP bei der Gruppe mit den MM Tumoren lediglich IL2 signifikant 

erhöht, während die Plasmaspiegel der anderen Zytokine nicht durch die KAP Behandlung be-

einflusst wurden. 
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Abbildung 12: Zytokinbestimmung nach der Behandlung mit KAP (A und B). Quantitative Bewertung des Zytokinprofiles (A, 

B) vom Plasma von NSG Mäusen mit PEK bzw. MM Tumoren. NSG Mäuse mit zwei s.c. Flankentumoren, entweder PEK oder 

MM, wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt. Die KAP Behandlung begann vier Tage nach der Injektion der 

Tumorzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. Nach drei Wochen wurde Vollblut entnommen und das Plasma mittels 

Bead-basierter durchflusszytometrischer Multiplex Analyse untersucht. Die Daten sind als MW ± SD angegeben (n = 4-6). 

Analyse mit ungepaarten zweiseitigem t-Test. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001 vs. unbehandeltem PEK oder MM. Gestri-

chelte Linie ist die unterste Detektionsgrenze. 

 

7.4 Auswirkung von KAP auf Langzeit KAP stimulierte Tumorzellen 

 

In einem nächsten Schritt sollte in Kooperation mit dem INP in Greifswald untersucht wer-

den, ob eine wiederholte Behandlung von Tumoren mit KAP zur Ausbildung einer Resistenz 

gegen die KAP Behandlung führt. Dafür wurden im INP in Greifswald A431 PEK Tumorzellen in 

vitro, über einen Zeitraum von 8 Wochen, einmal wöchentlich mit KAP behandelt. 

Um die Behandlungsreaktionen der PEK Tumorzelllinie A431 in vivo zu bewerten, wurde 

wie in Abschnitt 7.1 und 7.2 das Xenograft Modell mit NSG Mäusen für die Experimente ver-

wendet. Dafür wurden den Mäusen 1 × 106 Tumorzellen der WT und der WPB Zelllinie s.c. in 

beide hintere Flanken injiziert. Die tumortragenden Mäuse wurden alle vier Tage, ab Tag vier, 

mit KAP behandelt oder blieben für die Kontrolle unbehandelt. Die Tumorprogression wurde 
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anhand des Tumorvolumens über den gesamten Versuchszeitraum mit dem Caliper erfasst 

und am Ende der Beobachtungszeit, für eine exakte Bestimmung des anatomischen Tumorvo-

lumens, mittels der MRT Bildgebung verifiziert (Abbildung 13 A-D).  

 

 

Abbildung 13: Bestimmung des anatomischen Tumorvolumens mittels MRT und Caliper. Repräsentative MRT-Bilder (A, B; 

T2-gewichtet, axial) und quantitative Bewertung der Tumorvolumen bestimmt mit Caliper (C) und MRT (D). NSG Mäuse mit 

s.c. PEK Flankentumoren, entweder mit WT oder WPB A431 Zellen, wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt. 

Die KAP Behandlung begann vier Tage nach der Injektion der Tumorzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. Die KAP 

Behandlung führte zu einer signifikanten Verringerung des Wachstums der WT und WPB Tumoren während der dreiwöchigen 

Beobachtungszeit. Leere Symbole stehen für unbehandelte Tumoren, gefüllte Symbole für KAP behandelte Tumoren. Die 

Daten sind als MW ± SD (n = 14-16 Proben pro Zeitpunkt) angegeben. Analyse (C) mit Zweiweg-ANOVA gefolgt vom Bonferroni 

Post-hoc Test für Mehrfachvergleiche. WT *p ≤ 0.05; ***p ≤ 0.001; ****p ≤ 0.0001 vs. WT+KAP. WT +p ≤ 0.05; ++p ≤ 0.01 vs. 

WPB. WT §§§§p ≤ 0.0001 vs. WPB+KAP. WT+KAP &&p ≤ 0.01 vs. WPB. WBP $$$p ≤ 0.001; $$$$p ≤ 0.0001 vs. WPB+KAP. 

Analyse (D) mit Kruskal-Wallis Test für nicht-normalverteilte Proben mit Dunn´s Post-hoc Test. ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001; 

**** p ≤ 0,0001. Die gestrichelte Linie markiert das rechte Tumorvolumen. 

 

Die KAP Behandlung verringerte das Tumorwachstum bei Mäusen, die mit WT und WPB 

Zellen transplantiert wurden, im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen, wobei jedoch kein 

signifikanter Unterschied in der Wachstumsverringerung nach der KAP Behandlung zwischen 

den beiden PEK Zelllinien festgestellt werden konnte (Abbildung 13 C). Interessanterweise 

zeigten die unbehandelten WPB A431 Zellen eine deutlich verlangsamte Wachstumsrate im 

Vergleich zu den WT Zellen. Dieses verlangsamte Wachstum war ab Tag 15 signifikant (p ≤ 

0,05) zwischen den beiden Zelllinien. Ähnliche Ergebnisse lieferte die MRT Bildgebung am 

Ende der Beobachtungszeit nach drei Wochen (Abbildung 13 A, B und D). Im Unterschied zu 
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den WT A431 Zellen war das Tumorvolumen der WPB A431 Zellen nach drei Wochen um ca. 

55 % kleiner bei den Kontrollgruppen und um ca. 64 % geringer bei der in vivo KAP-behandel-

ten Gruppe. 

Um die Reaktion der KAP Behandlung der WT und WPB PEK Zelllinien auf das Blutbild der 

NSG Mäuse zu bewerten, wurde dieses am Ende der Beobachtungszeit analysiert. Auch hier 

zeigte sich, dass es durch die Behandlung mit KAP zu einer Reduktion der Leukozyten im peri-

pheren Blut kam (Tabelle 6). Der Abfall der Leukozyten war durch die KAP Behandlung bei der 

WT Zelllinie signifikant, wohingegen die Anzahl der Leukozyten durch die Behandlung mit KAP 

bei WPB Zellen zwar tendenziell reduziert war, aber aufgrund der hohen Daten Varianz und 

des niedrigen Stichprobenumfanges nicht die statistische Signifikanz erreichte. Zudem konnte 

einem Absinken des HK bei Tieren, die mit KAP behandelt wurden, bei beiden Zelllinien ent-

gegengewirkt werden. Dies war bei der Zelllinie WPB wieder nur tendenziell sichtbar, bei den 

WT Zellen hingegen signifikant (p ≤ 0,05). Interessanterweise kam es, im Gegensatz zu den 

Versuchen mit KAP und A431 Zellen im Abschnitt 7.3, bei beiden Tumorentitäten nach der 

Behandlung mit KAP zu einem signifikanten Anstieg der Thrombozyten. 

 

Tabelle 6: Blutbild von WT oder WPB A431 Tumorzellen nach KAP Behandlung.  NSG Mäuse mit zwei s.c. Flankentumoren, 

entweder WT oder WPB A431 Zellen, wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt. Die Daten sind als MW ± SD 

(n = 7-8 Proben) angegeben. Analyse mit ungepaarten zweiseitigem t-Test bzw. Mann-Whitney U Test für nicht-normalver-

teilte Proben. * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01. 

Blutbild (MW ± SD) 

 LEU [Gpt/L] ERY [Tpt/L] HB [mmol/L] HK THRO [Gpt/L] 

WT 11,2 ± 3,4 8,9 ± 0,2 8,0 ± 0,2 0,41 ± 0,01 724 ± 86 

   WT + KAP 5,3 ± 1,5 ** 9,1 ± 0,3 8,1 ± 0,3 0,43 ± 0,02 * 774 ± 33 * 

   WPB 12,9 ± 3,7 8,2 ± 0,5 7,2 ± 0,5 0,38 ± 0,02 589 ± 102 

   WPB + KAP 9,6 ± 3,7 8,3 ± 1,0 7,8 ± 0,7 0,41 ± 0,03 696 ± 107 * 

 

7.5 Auswirkung von small molecules und KAP auf das Tumorwachstum 

 

Als letztes wurde in einer weiteren Versuchsreihe untersucht, ob es zu einem synergisti-

schen antikanzerogenen Effekt kommt, wenn die KAP Behandlung durch den zusätzlichen Ein-

satz von small molecules ergänzt wird. Hierfür wurde die MM Tumorzelllinie A375 verwendet, 

da das MM, im Vergleich zum PEK, die malignere Tumorzellentität repräsentiert. Bei den zwei 
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eingesetzten small molecules IS112 und SM837 handelt es sich um Chromon-Derivate, die 

vom Institut für Organische Chemie (Universität Rostock) neu synthetisiert wurden. 

Wie bereits in den vorangegangenen Versuchen wurden dafür die MM Tumorzellen hete-

rotop s.c. in die Flanken von NSG Mäusen injiziert. Die Tumorprogression wurde über das Tu-

morvolumen mit dem Caliper erfasst und bewertet (Abbildung 14 A, B).  

 

 

Abbildung 14: Bestimmung des Tumorvolumens mit Caliper und Überleben der Mäuse.  Quantitative Bewertung des Tu-

morvolumens nach Behandlung mit small molecules, KAP oder einer Kombination der beiden mit dem Caliper (A und B) sowie 

Überleben der Mäuse (C). NSG Mäuse mit s.c. MM Flankentumoren mit der Zelllinie A375 wurden drei Wochen lang mit oder 

ohne KAP behandelt und erhielten zusätzlich ein LsgM bzw. das small molecule IS112 oder SM837. Die KAP Behandlung be-

gann vier Tage nach der Injektion der Tumorzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. An Tag 7 nach Tumorzellimplantation 

begann die Injektion der small molecules bzw. des LsgM und wurde alle zwei Tage wiederholt. Die KAP Behandlung ebenso 

wie die Kombinationstherapie mit einem der beiden small molecules führte zu einer signifikanten Verringerung des Wachs-

tums der MM Zelllinie A375 während der dreiwöchigen Beobachtungszeit. Die leeren Symbole stehen für unbehandelte Tu-

moren, die gefüllten Symbole für KAP behandelte Tumoren. Die Daten sind als MW ± SD (IS112 n = 2-16 Proben pro Zeitpunkt; 

LsgM/SM837 n = 16 Proben pro Zeitpunkt). Analyse (A; IS112) mit multiplen ungepaarten t-Test gefolgt vom Holm-Sidak Post-

hoc Test für Mehrfachvergleiche. LsgM $p ≤ 0.05; $$p ≤ 0.01 vs. IS112+KAP. IS112 §§§§p ≤ 0.0001 vs. IS112+KAP. LsgM ****p ≤ 

0.0001 vs. KAP. LsgM &&&&p ≤ 0.0001 vs. IS112. Analyse (B; SM837) mit Zweiweg-ANOVA gefolgt vom Bonferroni Post-hoc 

Test für Mehrfachvergleiche. LsgM $$$p ≤ 0.001; $$$$p ≤ 0.0001 vs. SM837+KAP. SM837 §§§p ≤ 0.001; §§§§p ≤ 0.0001 vs. 

SM837+KAP. LsgM ****p ≤ 0.0001 vs. KAP. KAP #p ≤ 0.05; ###p ≤ 0.001; ####p ≤ 0.0001 vs. SM837+KAP. Zur besseren Darstellung 

wurden in (A) IS112 und (B) SM837 dieselben Kontrollen LsgM und LsgM+KAP verwendet. 

 

Die Behandlung der MM Zelllinie A375 mit KAP resultierte in der Gruppe, die das LsgM 

erhalten hatte, in einer Wachstumsinhibierung, nachweisbar durch eine Größenreduktion des 

Gesamttumorvolumens um ca. 70 % an Tag 21. Eine alleinige Behandlung mit dem small 

molecule SM837 führte zu keiner Veränderung der Tumorprogression im Vergleich zu der Kon-

trollgruppe, welche nur das LsgM erhielt. Interessanterweise kam es zu einer massiven Reduk-

tion des Tumorvolumens um ca. 96 % bei der Gruppe, die eine Kombination von SM837 und 
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KAP erhielt, im Vergleich zu der Gruppe, die nur mit SM837 behandelt wurde. Diese Inhibie-

rung des Tumorwachstums könnte auf einen synergistischen Effekt von dem small molecule 

SM837 und KAP zurückzuführen sein. Der Einsatz von IS112 erwies sich in der alleinigen Ver-

abreichung in der eingesetzten Dosis von 30 mg/kg Körpergewicht bei NSG Mäusen als toxisch. 

Bis zum Abschluss des Beobachtungszeitraumes überlebte nur eine Maus (Abbildung 14 C). 

Die Mortalität nahm durch die Behandlung mit KAP zu. In der Gruppe mit IS112 in Kombination 

mit KAP erreichte kein Tier das geplante Versuchsende und die Tiere verstarben bereits zu 

einem früheren Zeitpunkt. 

 

7.6 Auswirkung von small molecules und KAP auf Blutbild und Tumorbiologie 

 

Um die Auswirkung der KAP Behandlung und der small molecules bzw. des LsgM auf das 

Blutbild der NSG Mäuse zu bewerten, wurde dieses am Ende der Beobachtungszeit gemessen 

und bewertet, zumindest wo dies möglich war. Von Tieren, die IS112 erhalten haben, konnten 

auf Grund des frühen Versterbens der Tiere keine Vollblutproben gewonnen werden. Wie be-

reits in den vorangegangenen Abschnitten zeigte sich unter der Behandlung mit KAP bei der 

Gruppe mit dem LsgM und bei SM837 eine signifikante Reduktion der Leukozyten im Blut (Ta-

belle 7).  

 

Tabelle 7: Blutbild nach Behandlung mit SM837 oder in Kombination mit KAP.  NSG Mäuse mit s.c. MM Flankentumoren 

mit der Zelllinie A375 wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt und erhielten zusätzlich ein LsgM bzw. das 

small molecule IS112 oder SM837. Die Daten sind als MW ± SD (n = 7-8) angegeben. Analyse mit ungepaarten zweiseitigem 

t-Test bzw. Mann-Whitney U Test für nicht-normalverteilte Proben. * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.01. 

Blutbild (MW ± SD) 

 LEU [Gpt/L] ERY [Tpt/L] HB [mmol/L] HK THRO [Gpt/L] 

LSG 6,3 ± 2,7 8,8 ± 0,2 8,1 ± 0,2 0,41 ± 0,01 758 ± 70 

   LSG + KAP 3,4 ± 1,3 * 8,5 ± 0,5 7,4 ± 0,6 ** 0,39 ± 0,02 * 642 ± 73 ** 

   SM837 5,1 ± 1,9 9,1 ± 0,3 8,3 ± 0,2 0,42 ± 0,01 702 ± 49 

   SM837 + KAP 2,7 ± 1,5 * 9,3 ± 0,3 8,7 ± 0,2 * 0,43 ± 0,01 665 ± 67 

 

Interessanterweise kam es in der LsgM Gruppe, die mit KAP behandelt wurde, zu einem 

Abfall des HB wertes, wohingegen es in der SM837 Gruppe, die mit KAP behandelt wurde, zu 



Ergebnisse 

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

- 51 - 

einem Anstieg des HB Wertes kam. Signifikant (* p ≤ 0.05) fiel auch der HK in der KAP-behan-

delten LsgM Gruppe ab. Auch kam es bei beiden Gruppen, die zusätzlich mit KAP behandelt 

wurden, zu einem Abfall der Thrombozyten im peripheren Blut, was bei der KAP-behandelten 

LsgM Gruppe statistisch signifikant war, bei der SM837 Gruppe, die mit KAP behandelt wurde, 

nur tendenziell. Nach den in vivo Experimenten wurde, wie in vorherigen Abschnitten, eine 

Hälfte des Tumors für immunhistochemische Untersuchungen entnommen und aufbereitet. 

In den IS112 Gruppen konnten auf Grund des frühen Versterbens der Tiere keine Tumoren 

entnommen werden. Die Tumoren wurden unter dem Aspekt der Apoptose aufbereitet und 

gefärbt, da hier am ehesten Effekte durch die Kombinationsbehandlung von small molecules 

und KAP zu erwarten waren. Diese Annahme wurde falsifiziert. Es kam zu keinem signifikanten 

Anstieg der Apoptose innerhalb der behandelten Gruppen mit LsgM oder SM837. Es war le-

diglich eine Tendenz zwischen den in Kombination mit KAP-behandelten und den LsgM bzw. 

SM837 Gruppen auszumachen. Nach den drei Wochen zeigte die KAP behandelte Gruppe mit 

dem LsgM eine signifikant erhöhte Apoptose im Vergleich zu der Gruppe, die mit SM837 al-

leine behandelt wurde. 

 

 

Abbildung 15: Analyse der Apoptose nach Behandlung mit SM837 oder in Kombination mit KAP. Repräsentative immunhis-

tochemische Bilder (A) und quantitative Bewertung der ApopTag®-Expression (B). NSG Mäuse mit s.c. MM Flankentumoren 

mit der Zelllinie A375 wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt und erhielten zusätzlich ein LsgM bzw. das 

small molecule SM837. Die Daten sind als MW ± SD (n = 4–8) angegeben. Analyse mit Kruskal-Wallis Test für nicht-normal-

verteilte Proben mit Dunn´s Post-hoc Test. *** p ≤ 0,001. 
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8 Diskussion 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die KAP Behandlung die Vo-

lumenzunahme bei kutanen Hauttumoren im Verlauf von drei Wochen verringert. Parallel 

dazu wurde die Tumorzellularität bei MM reduziert. Die durchgeführten Analysen lassen den 

Schluss zu, dass diese Effekte hauptsächlich durch die Bildung von ROS während der KAP The-

rapie vermittelt wurden. Durch die Kombination von KAP und des small molecules SM837 

konnte das Vermögen von KAP, die Tumorprogression beim MM zu verringern, über das Maß 

der Monotherapie gesteigert werden. Die wiederholte KAP Behandlung von PEK Zellen in vitro 

führte zu einem verlangsamten Wachstum in vivo, wobei das Ansprechen auf KAP erhalten 

blieb. Trotz einer verringerten Proliferation beim PEK beeinflusste KAP weder die Apoptose, 

die Entzündung, die Angiogenese noch die Stoffwechselaktivität beim MM bzw. PEK. 

 

8.1 Material und Methoden 

 

Für die Beantwortung der in der Promotionsarbeit adressierten Fragestellungen fiel die 

Wahl auf ein gut etabliertes Mausmodell für das Anwachsen von xenogenen Tumoren. Die 

Verwendung von solchen Mausmodellen zur Bewertung der Effektivität von neuen Therapie-

ansätzen sind in der Lage sehr aussagekräftige Informationen zu generieren. Dies lässt sich 

dadurch begründen, dass die Versuche an intakten Organismen durchgeführt werden und so-

mit das komplexe Zusammenspiel verschiedener physiologischer Prozesse abgebildet werden 

kann. Im Gegensatz dazu sind in vitro Versuche momentan nur in der Lage, Teilaspekte physi-

ologischer Vorgänge darzustellen und können somit nur begrenzte Informationen über die 

Wirksamkeit von Arzneimitteln vermitteln [81,82]. Bei der Einordnung der Ergebnisse dieser 

Arbeit muss zudem das Tier „Maus“ als ein individueller Faktor berücksichtigt werden. Bei den 

hier verwendeten NSG Mäusen liegen gleich zwei Mutationen vor, die die Funktionalität des 

Immunsystems einschränken. Bei dem gezielten Knockout des Gens, welches für IL2rg kodiert, 

kommt es zu einer vollständigen Nullmutation des Gens. Da die IL2rg ein integraler Bestandteil 

mehrerer IL-Rezeptoren ist, werden die Signalwege von IL2, IL4, IL7, IL9, IL15 und IL21 unter-

bunden [77,83]. Diese Signalwege sind für die Differenzierung und Funktion vieler hämatopo-

etischer Zellen essentiell. Dies führt unter anderem dazu, dass keine funktionsfähigen NK-Zel-

len und Makrophagen ausreifen. Als Vorteil der Mutation sei hier genannt, dass insbesondere 
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die Reduktion der NK-Zellen dazu führt, humane Zellen transplantieren zu können [84]. Die 

Scid Mutation ist eine Loss-of-Function-Mutation für das Gen, welches normalerweise für ein 

Protein kodiert was dafür verantwortlich ist während der V(D)J Rekombination in sich entwi-

ckelnden T- und B-Lymphozyten DNA Strangbrüche hervorzurufen [85]. In der Folge kommt 

es zu einer stark reduzierten Anzahl reifer T- und B-Lymphozyten, wodurch die adaptive Im-

munantwort praktisch zum Erliegen kommt [75,84]. Durch diese beiden Mutationen entwi-

ckeln NSG Mäuse keine Immunreaktionen gegen Tumoren [77,86]. Daher ist es auch unmög-

lich, die möglichen Einflüsse des Immunsystems, wie z. B. Induktion von Apoptose über zyto-

toxische T-Zellen oder NK-Zellen [87], auf die Tumorentwicklung in diesem Modell zu beurtei-

len. In einem Modell mit humanisierten NSG Mäusen konnte gezeigt werden, dass es zu einer 

Infiltration der allogenen Leukozyten in den xenogen Tumoren ohne Einfluss auf die Tumor-

progression im Vergleich zu unveränderten NSG Mäusen kam. Bei einer Behandlung mit einem 

PD-1 Immuncheckpointinhibitor (Pembrolizumab) kam es bei den humanisierten NSG Mäusen 

zu einer signifikanten Inhibierung der Tumorprogression, während kein Einfluss bei NSG Mäu-

sen zu verzeichnen war. Die Tumordepletion wurde hierbei hauptsächlich durch humane CD8+ 

zytotoxische T-Zellen vermittelt [88]. Die Verwendung dieser immuninkompetenten Mäuse 

für die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche war jedoch unerlässlich, um humane Tumor-

zelllinien in einem Fremdorganismus anwachsen zu lassen. Die Fokussierung auf männliche 

immundefiziente NSG Mäuse hat zwar einerseits den Vorteil, dass eventuelle zyklusbedingte 

Effekte auf die Tumorprogression bei weiblichen Mäusen entfallen und die Anzahl der benö-

tigten Tiere dadurch verringert wird. Andererseits stellt die Festlegung auf ein Geschlecht 

auch eine mögliche Einschränkung da, insbesondere wegen der fehlenden Diversität, und 

sollte deshalb bei der Interpretation der Daten beachtet werden. In diesem Zusammenhang 

konnte in einem Lungenkarzinom Mausmodell, induziert durch einen adenoviralen Vektor, 

gezeigt werden, dass die Substitution von Östradiol, bei ovarektomierten und männlichen 

Mäusen, zu einem Anstieg der Anzahl von Tumoren führte, was in diesem Modell eine Abhän-

gigkeit von Östrogen und Tumorprogression nahelegt [89]. In der vorliegenden Arbeit wurden 

die Tumorzellen den Mäusen s.c. injiziert, obwohl die Hauttumoren intrakutan wachsen wür-

den. Für das Anwachsen von xenogenen Tumoren ist das s.c. Injektionsmodell weitverbreitet, 

da es zum einen den Vorteil bietet eine größere Anzahl an Zellen zu applizieren und zum an-

deren, die Technik der Injektion der Tumorzellen relativ einfach ist, auch wenn in diesem Mo-

dell nicht die genaue Tumorwachstumsumgebung wiedergespiegelt werden kann [90]. Für 
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eine bessere Evaluation der Angiogenese während der Tumorprogression und unter der Be-

handlung mit KAP hätte auch das Modell der Rückenhautkammer verwendet werden können. 

Bereits zu Beginn des 19. Jahrhunderts kam die Idee auf, die Mikrozirkulationsprozesse im 

Kaninchenohr durch eine transparente Kammer zu untersuchen [91]. Diese Methode wurde 

bis zur Rückenhautkammer weiterentwickelt, die heute in der Forschung weit verbreitet ist 

[92]. Mit dem Modell der Rückenhautkammer können eine Vielzahl von Forschungsfragen im 

Bereich der Implantate, Gerinnungsstörungen, Mikrozirkulationsstörungen, Wundheilung und 

Tumorprogression mittels intravitaler Multi-Fluoreszenz-Mikroskopie analysiert werden [93–

98]. Dieses Modell ermöglicht eine kontinuierliche in vivo Analyse hämodynamischer Parame-

ter wie Flußgeschwindigkeit und Gefäßdichte über 2 bis 3 Wochen [99,100]. Dieser kurze Zeit-

raum stellt gleichzeitig eine Limitierung für diese Methode im Vergleich zum s.c. Flankentu-

mor-Modell dar. Im Modell der Rückenhautkammer wurden mit KAP bisher lediglich Versuche 

zur Wundheilung durchgeführt [101]. Noch nicht veröffentlichte Ergebnisse aus der eigenen 

Arbeitsgruppe zeigen, dass die Therapie von Tumoren mit KAP im Modell der Rückenhautkam-

mer durch Nekrosen der tumortragenden Haut unter der Behandlung stark limitiert wird. 

Die Beurteilung der Tumorprogression in in vivo Modellen kann in unterschiedlichen An-

sätzen durchgeführt werden. Zum einen könnten zu mehreren definierten Zeitpunkten die 

Tiere in unterschiedlichen Stadien des Beobachtungszeitraum euthanasiert werden, um die 

Tumore zu exzidieren, damit unter anderem die Tumorgröße exakt bestimmt werden kann 

oder, um die Tumore auf ihr Proliferationsverhalten hin zu untersuchen. Dieser Ansatz hat 

zum Nachteil, dass für die Versuche sehr viele Tiere eingesetzt werden müssten. Zudem sind 

die erhobenen Ergebnisse für einen Zeitpunkt über den Versuchszeitraum immer von unter-

schiedlichen Tieren, sodass z. B. von einer Maus, die in Woche drei aufbereitet wird, keine 

Ergebnisse aus Woche eins vorliegen. Um diese Nachteile zu umgehen, können modernste 

nicht invasive Bildgebungsverfahren verwendet werden. In dieser Arbeit wurden das erste Mal 

multimodale Bildgebungsverfahren wie das MRT und das PET/CT eingesetzt, um das Fort-

schreiten von PEK und MM Tumoren in vivo longitudinal und nicht invasiv zu bewerten und 

die therapeutische Effizienz von KAP zu überwachen. Multimodale Bildgebungsverfahren eig-

nen sich aufgrund ihrer nicht invasiven Natur ideal für die Bewertung der antitumoralen the-

rapeutischen Wirksamkeit in Tiermodellen [102]. Zu den weiteren Vorteilen gehört die lon-

gitudinale in vivo Bildgebung der Wachstumskinetik, des Metabolismus, der Metastasierung 
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und der Zellularität von Tumoren. Daher spielen diese Bildgebungsverfahren eine entschei-

dende Rolle bei der Verringerung der Anzahl der benötigten Tiere und ihrer Belastung, was 

dem 3-R-Prinzip der internationalen Tierschutzempfehlungen entspricht. Neben den Bildge-

bungsverfahren wurde auch der Caliper verwendet, um eine initiale Beurteilung des Tumor-

volumen vornehmen zu können. Dabei muss beachtet werden, dass durch die Berechnung des 

Tumorvolumens aufgrund von Messwerten, die mittels Caliper erhoben wurden, zum einen 

auf Grund der s.c. Lage der Tumoren Abweichungen entstehen können, was zu einem nicht 

exakten Vermessen führen kann. Zum anderen wird das Volumen nur annährungsweise an-

hand einer Formel berechnet und kann deshalb nicht so exakt sein wie Volumen, die durch 

eine MRT Messung erhoben wurden [102]. 

Neben dem Anwachsen der Tumoren und der Beurteilung der Tumorprogression ist es von 

essentieller Bedeutung zu verifizieren, ob die gewählte Behandlungsoption auch wirksam ist. 

Bei der Behandlung von Tumoren mit KAP wird davon ausgegangen, dass der Haupteffekt 

durch ROS und RNS vermittelt wird. Um diesen Wirkmechanismus durch den Nachweis der RS 

in vivo zu bestätigen, wurde in der vorliegenden Arbeit die CL-Sonde L-012 verwendet. Durch 

RS wird die Oxidation von L-012 induziert, was in der Folge zu einem Anstieg der CL führt [103]. 

Im Vergleich zu anderen Sonden, insbesondere Luminol, weist L-012 eine höhere Sensitivität 

gegenüber ROS und RNS auf, was bereits in mehreren Studien [104,105] bestätigt werden 

konnte und auch in verschiedenen in vivo Experimenten [106,107] Anwendung fand. 

Für die vorliegende Arbeit wurde für die Behandlung der s.c. Flankentumoren der Hochfre-

quenz-Plasmajet kINPen™ IND verwendet [78], der aufgrund seines Aufbaus zu den indirekten 

Systemen für die Generierung von Plasma zählt im Gegensatz zu Geräten für die direkte Plas-

maentladung wie die dielektrische Barriereentladung [51]. Für die Behandlung der s.c. gele-

genen Flankentumoren wurde das Plasma direkt auf die Haut aufgebracht. Alternativ hätte 

das Plasma auch indirekt, durch sogenannte Plasma-aktivierte Flüssigkeiten (PAF), für die The-

rapie verwendet werden können. Dabei werden Flüssigkeiten mit KAP behandelt und die PAF 

s.c. in der unmittelbaren Umgebung der Tumoren oder intratumoral injiziert [108]. Die anti-

kanzerogene Wirksamkeit der PAF konnte bereits in in vitro [109,110] und in vivo [108] nach-

gewiesen werden. Für die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden keine PAF verwendet, um 

die direkten Effekte der KAP Behandlung auf die Tumorprogression beurteilen zu können. 
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Auch sollte bei der Interpretation der Ergebnisse von Proliferation, Apoptose, Inflammation 

und Angiogenese, die mittels Immunhistochemie und Proteinexpression bestimmt wurden, 

beachtet werden, dass der gesamte Tumor analysiert wurde. Eine Fokussierung auf Tumorab-

schnitte, die der KAP Behandlung direkt ausgesetzt waren, hätte eventuell ein exakteres Bild 

der tatsächlichen Situation wiedergegeben. Da insbesondere für die histologische Auswertung 

relativ viel Tumorgewebe benötigt wurde und die Tumoren durch die Behandlung teilweise 

ein sehr niedriges Volumen aufwiesen, hätte die Durchflusszytometrie verwendet werden 

können, um an Einzelzellsuspensionen des verdauten Tumors die Tumorzellen und die Tumo-

rumgebung besser charakterisieren zu können. Da das Auftreten dieser Einschränkungen erst 

zu einem wesentlich späteren Zeitpunkt der Probenaufbereitung und praktischen Experi-

mente in den Fokus rückte, konnten keine Aufbereitungen der Tumoren für durchflusszyto-

metrische Analysen mehr erfolgen, da kein natives Probenmaterial zur Verfügung stand. 

 

8.2 Ergebnisse 

 

In dieser Arbeit konnte durch den longitudinalen Einsatz der MRT Bildgebung zum einen 

festgestellt werden, dass das anatomische Tumorvolumen über einen Zeitraum von drei Wo-

chen bei allen Tumorentitäten zunahm. Zum anderen konnte die therapeutische Effektivität 

der KAP Behandlung durch Nachweis eines reduzierten Tumorvolumens bei behandelten Tu-

moren und somit eine Wachstumsinhibierung der PEK und MM Tumoren durch Plasma bestä-

tigt werden. Diese Annahme wird durch die konstant höheren, wenn auch nicht signifikanten, 

ADC Werte in KAP-behandelten Tumoren gestützt. Die therapeutische Wirksamkeit der KAP 

Behandlung bei MM wurde durch die Verringerung der Zellularität in der dritten Woche be-

legt, d. h. durch einen signifikanten Anstieg der ADC Werte, während die ADC Werte bei KAP-

behandelten PEK Mäusen nur leicht anstiegen. Dies steht im Einklang mit Daten einer Studie, 

die ebenfalls zeigten, dass eine Tumortherapie mit BRAF- und CDK 4/6-Inhibitoren die ADC 

Werte von MM in Mäusen im Vergleich zu unbehandelten Tumoren erhöhte [111]. Darüber 

hinaus ist eine verringerte Zellularität in Tumoren, d. h. ein Anstieg der ADC Werte, ein etab-

lierter Parameter für die Bewertung eines therapeutischen Ansprechens beim Menschen 

[112]. 
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In dieser Arbeit zeigte das mittels [18F]FDG-PET/CT bestimmte MTV unter der KAP Behand-

lung keine signifikante Abnahme. Eine Reduktion des MTV hätte ein Hinweis auf die therapeu-

tische Wirkung der KAP Behandlung sein können, ähnlich wie der Anstieg der ADC Werte nach 

der KAP Behandlung. In einer in vivo Studie mit MM konnte bereits gezeigt werden, dass das 

Ansprechen auf die Behandlung durch erhöhte ADC Werte und auch eine verringerte Auf-

nahme von [18F]FDG angezeigt wurde [111]. Trotz des Nachweises eines stark reduzierten Tu-

morvolumens in dieser Arbeit konnte durch die Behandlung kein Effekt auf das MTV nachge-

wiesen werden. Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass partielle Volumeneffekte 

oder die begrenzte räumliche Auflösung der PET eine Abnahme der MTV nach der KAP Be-

handlung überdeckt haben könnten. Um diese partielle Beeinflussung des Volumens, wie z. B. 

Spill-in- und Spill-out-Effekte, zu minimieren, wurden nur 40 % der hotest Voxel im Tumor VOI 

miteinbezogen. Zudem konnte durch Anwendung eines SUVmax von 60 % potentiell nekroti-

sche Areale des Tumors ausgeschlossen werden. Darüber hinaus könnte die Auswahl der VOI 

aufgrund der manuellen Platzierung verzerrt gewesen sein. Um eine Verzerrung durch den 

Beobachter zu vermeiden, wurden für die VOI Platzierung jedoch fusionierte PET- und CT-Bil-

der verwendet. Zudem fand für die Positionierung der VOI eine visuelle Inspektion in allen drei 

Ebenen statt.  

Gleichwohl die KAP Behandlung nicht zu einer Tumorremission führte, war das Wachstum 

von MM und PEK nach einer, zwei bzw. drei Wochen deutlich reduziert. Es ist anzunehmen, 

dass diese Wachstumshemmung mit der ROS und RNS Bildung im Tumor nach der KAP Be-

handlung zusammenhängt, was durch einen deutlichen Anstieg des Lumineszenzsignals von 

L-012 bestätigt wurde. Tatsächlich kam es direkt nach der KAP Behandlung zu einem massiven 

RS Anstieg innerhalb des behandelten Tumorgewebes, indirekt nachgewiesen durch einen An-

stieg des CL-Signales, wohingegen in unbehandelten Tumoren und Tumoren direkt vor der 

KAP Behandlung fast keine RS nachgewiesen werden konnten. Interessanterweise konnte 

hierdurch auch bestätigt werden, dass die gebildeten RS sich über einen Zeitraum von vier 

Tagen komplett abbauten, da das CL-Signal auf fast dasselbe Basallevel wieder abfiel wie bei 

den unbehandelten Tumoren. Unter Umständen hätte ein höheres Basallevel der RS bei Tu-

moren direkt vor der KAP Behandlung erwartet werden können, als im Vergleich zu unbehan-

delten Tumoren. Diese Annahme stützte sich darauf, dass postuliert wird, L-012 imitiert auch 

bei Gewebe Lumineszenz, welches durch Inflammation gekennzeichnet ist [104,106]. Somit 

konnte unseres Wissens nach in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass die CL-
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Sonde L-012 ideal für den nicht invasiven Nachweis von RS im Tumorgewebe während der KAP 

Behandlung in lebenden Mäusen ist. Darüber hinaus konnte die vorliegende Arbeit durch den 

Nachweis von RS bestätigen, dass RS, die aus der KAP Behandlung resultieren, befähigt sind, 

Gewebebarrieren zu überwinden und zur Tumorkontrolle beitragen. Dies deckt sich mit Er-

gebnissen einer Studie, die in vitro zeigen konnte, dass ROS und RNS befähigt sind, einen 1 

mm dicken Gelatinefilm zu penetrieren [113], während in vivo gezeigt wurde, dass vom KAP 

stammende ROS und RNS in der Lage sind, das Stratum corneum zu oxidieren und zu passie-

ren, um anschließend intrakutane Reaktionen hervorzurufen [114,115]. Zum jetzigen Zeit-

punkt der Forschung besteht die allgemein anerkannte Hypothese, dass Tumorzellen, auf-

grund eines basal erhöhten Spiegels von ROS [116], welche sich unter anderem auf einen er-

höhten Stoffwechsel und eine relative Hypoxie zurückführen lassen, wesentlich sensitiver und 

selektiver auf eine Behandlung mit KAP ansprechen als gesunde Zellen. Dies erklärt, warum 

besonders Tumorzellen empfindlich auf eine zusätzliche Exposition durch KAP generierte ROS 

reagieren [13,116,117]. Im Gegensatz dazu besitzen gesunde Zellen sehr wirkungsvolle antio-

xidative Mechanismen, wie die Katalase, Superoxiddismutase und Peroxidase, um mit oxida-

tiven Stress umzugehen [118,119]. Neben dem Stoffwechsel und dem antioxidativen System 

werden auch Unterschiede hinsichtlich der Aquaporine und dem Cholesterin für die gestei-

gerte Sensitivität von Tumorzellen gegenüber ROS diskutiert [46,118]. Bei dem Einsatz von RS 

sollte immer bedacht werden, dass eine langanhaltende erhöhte Exposition von Hautzellen 

gegenüber ROS zur Entstehung von Hautkrebs beitragen kann [120], wohingegen kurzfristig 

erhöhte ROS Spiegel, wie bei der photodynamischen Therapie, bereits heute zugelassen sind 

und eingesetzt werden, um oberflächlich gelegene Hauttumoren schonend zu behandeln 

[121]. Es besteht die Hypothese, dass für die Vermittlung der antikanzerogenen Wirkung bei 

der Behandlung mit KAP sich am ehesten H2O2 und NO2
- unter den RS dafür verantwortlich 

zeichnen [122], obwohl eine in vitro Studie zeigen konnte, dass der alleinige Einsatz von H2O2, 

im Vergleich zur KAP Behandlung, eine geringere antikanzerogene Wirkung auf Tumorzellen 

vermittelte. Dieses Ergebnis legt nahe, das neben H2O2, sich noch andere RS für die Wirkver-

mittlung verantwortlich zeichnen müssen oder diese zusammen synergistisch wirken [123]. 

Um zu verifizieren, dass tatsächlich ROS und RNS die antikanzerogene Wirkung von KAP her-

beiführen, konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die Behandlung von MM mit KAP in 

Gegenwart eines Glycerin und Natriumbicarbonat-Geles, welches RS, Radikale und Ionen bin-

den kann, die Fähigkeit des Plasmas hemmt, Tumoren zu depletieren, was wiederum zu einer 
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Tumorremission führte [123]. Es wird weithin davon ausgegangen, dass die Toxizität auf Tu-

morzellen während der KAP Behandlung hauptsächlich durch ROS vermittelt wird und dies zur 

Apoptose der Tumorzellen führt [124,125]. In einer Studie konnte nachgewiesen werden, dass 

es nach der KAP Behandlung von humanem Melanomgewebe zu einer erhöhten Anzahl 

apoptotischer Zellen kam [126]. Eine weitere Studie bestätigte einen Zellzyklusarrest nach KAP 

Behandlung [127]. Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit, da 

hier, durch die eingesetzten Methoden, keine apoptotischen Effekte auf die Tumorzellen 

nachgewiesen werden konnten. Diese widersprüchlichen Ergebnisse hätten eventuell, wie be-

reits erwähnt, durch die Analyse von Tumormaterial, welches der KAP Behandlung direkt aus-

gesetzt war oder durch den Einsatz von alternativer Methoden, wie der Durchflusszytometrie, 

umgangen werden können. 

Es wird postuliert, dass bei dem Einsatz von KAP nicht nur RS entstehen, sondern unteran-

derem auch Ionen, Elektronen und elektromagnetischer Strahlung sowie Wärme freigesetzt 

wird [50]. Hierbei kann das Plasma durchschnittliche Temperaturen von 25 bis 45 °C erreichen 

[49] und somit eventuell die Tumorprogression durch Hyperthermie beeinflussen. Da die Hy-

perthermie in vitro und in vivo eine direkte krebshemmende Wirkung bei lokalen Temperatu-

ren zwischen 41 °C und 47 °C gezeigt hat [128], wurde auch die durch die KAP Behandlung 

induzierte Erwärmung der Haut untersucht. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass 

der leichte Temperaturanstieg nach der Behandlung mit KAP, der in dieser Arbeit nachgewie-

sen wurde, zu der beschriebenen Hemmung des Tumorwachstums beigetragen haben könnte. 

Des Weiteren könnten die Tumorzellen durch die kumulative Wirkung von ROS/RNS, UV-

Strahlung sowie elektrischen Feldern, die unter der Behandlung mit KAP generiert wurden, 

beeinflusst worden sein und eine Vielzahl von Zelltodformen wie Nekrose oder regulierte Zell-

todformen wie intrinsische oder extrinsische Apoptose, Nekroptose, Pyroptose und andere 

durchlaufen haben [129], die durch das methodisches Spektrum in dieser Arbeit aber nicht 

explizit erfasst wurden. In Bezugnahme auf die Apoptose wurde gezeigt, dass die Lebensfähig-

keit von mesenchymalen Stammzellen der Maus, nach einer Behandlung mit KAP, in vitro ver-

ringert wurde. Hier wurde die Zelllyse durch das Einwirken von RS und geladene Partikel durch 

die Behandlung als einer der primären Mechanismen für den Zelltod angesehen [130]. Ferner 

besteht die Vermutung, dass die Behandlung mit KAP den Zellzyklus von Tumorzellen stärker 

beeinträchtigt als den von gesunden Zellen, da die Reporter für oxidativen Stress in der S-
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Phase verstärkt werden [131]. Eine Erklärung für diese scheinbare Diskrepanz in der vorlie-

genden Arbeit und anderen Studienergebnissen könnte in der Eindringtiefe von ROS begrün-

det sein. In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass RS, die durch KAP 

erzeugt wurden, nur eine kurze Distanz von Gewebebarrieren überwinden können [132]. So-

mit könnte das s.c. heterotope Tumormodell in dieser Arbeit und die nicht intrakutane ortho-

tope Lokalisation der Tumorzellen erklären, dass typische ROS-assoziierte Effekte, wie eine 

erhöhte Apoptose der Tumorzellen, nicht nachgewiesen werden konnten. Eine gezielte Ana-

lyse von Tumorbereichen, die direkt von der KAP Behandlung betroffen waren, hätte womög-

lich umfassendere Informationen über die tatsächlichen Auswirkungen der Behandlung auf 

das Tumorgewebe liefern können als die Beurteilung der potentiell KAP-vermittelten Effekte 

auf den gesamten Tumor. 

Obwohl das Immunsystem und damit einhergehend die Immunantwort von NSG Mäusen 

sehr stark eingeschränkt ist, konnte in der vorliegenden Arbeit, im peripheren Blut der tumor-

tragenden Mäuse mit der Zelllinie A431 und A375, wider Erwarten ein Anstieg der Gesamtleu-

kozytenzahl nachgewiesen werden. Die Anzahl der Leukozyten beträgt normalerweise bei 

NSG Mäusen 1,23 ± 0,5 Gpt/L [133]. In Übereinstimmung mit diesen Referenzwerten konnte 

eine ähnliche Anzahl an Leukozyten bei Tieren nachgewiesen werden, die die PEK Zelllinie SCL-

2 bzw. die MM Zelllinie SK-MEL-29, welche beide durch ein stark reduziertes Tumorvolumen 

im Vergleich zu den Tumorzelllinien A431 und A375, gekennzeichnet waren. Bei PEK-tragen-

den Tieren kam es unter der Behandlung mit KAP tendenziell zu einer Reduktion der Leukozy-

ten, ebenso bei Tieren mit dem MM, die mit dem small molecule SM837 und KAP behandelt 

wurden. Dies könnte darauf hindeuten, dass das reduzierte Tumorvolumen durch die Behand-

lung zu einer Normalisierung der Leukozytenzahl im peripheren Blut führt und - trotz der Im-

munsuppression - die humanen Tumorzellen die vermehrte Proliferation von Leukozyten in-

duzierten. Welche Leukozytensubpopulationen expandierten konnte mit unserem verwende-

ten Hämatologie-Analysesytem nicht diskriminiert werden. Trotz des Nachweises einer erhöh-

ten Anzahl von Leukozyten im Blut konnte kein Anstieg von Granulozyten oder Makrophagen 

im Tumorgewebe nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang befasste sich eine klini-

sche Studie mit dem immunvermittelten Zelltod und die Involvierung von myeloischen Zellen 

bei der Behandlung von Tumoren mit KAP. Es wurde festgestellt, dass die Anzahl der CD11b+ 

myeloischen Zellen in einer Biopsie von Patienten mit plasmabehandeltem Tumorgewebe im 

Vergleich zu unbehandelten Patienten abnimmt, was mit einem besseren Ergebnis verbunden 
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war [45]. Dies führte zu der Hypothese, dass es zusätzlich zu den direkten antikanzerogenen 

Wirkmechanismen der KAP Behandlung eine Beteiligung des Immunsystems geben muss, wo-

bei die adaptive Antitumorimmunität durch myeloische Antigenpräsentierende Zellen forciert 

wird [134,135]. In Übereinstimmung mit dieser Hypothese konnte in vivo eine erhöhte Infilt-

ration mit myeloischen und lymphoiden Zellen in einem mit KAP-behandelten syngenen MM-

Modell nachgewiesen werden [136], während eine Checkpoint-Immuntherapie die therapeu-

tische Wirksamkeit in einem ähnlichen Tumormodell, jedoch unter Verwendung einer ande-

ren Plasmaquelle, verstärkte [137]. Eine in vitro Studie zeigte, dass auch angeborene Immun-

zellen, wie NK-Zellen und nicht nur das adaptive Immunsystem, nach einer KAP Behandlung 

antikanzerogene Wirkungen vermitteln kann und dies zu einer gesteigerten Apoptose von Tu-

morzellen führte, was wiederum auf einer Modulation der Expression von aktivierenden und 

hemmenden Rezeptoren von Tumorzellen nach der Behandlung mit KAP zurückzuführen war 

[138]. 

Ungeachtet der vielversprechenden Erfolge eines potentiellen Einsatzes von KAP in der on-

kologischen Therapie dürfen mögliche zukünftige Herausforderungen nicht außer Acht gelas-

sen werden. Eines der größten Probleme bei der Therapie von Krebserkrankungen stellt die 

Ausbildung von Resistenzen gegen die verwendete Behandlung dar [139]. Dies führt zu einem 

mangelhaften Ansprechen zuvor wirksamer Arzneimittel und ist meist mit einer erhöhten Rate 

an Rezidiven, Ausbildung von Metastasen und damit einhergehend einer höheren Mortalität 

verbunden [140]. Ein Tumorrezidiv aufgrund einer erworbenen Resistenz bei einem ursprüng-

lichen Ansprechen kann somit in einigen Fällen eine große Herausforderung für die betroffe-

nen Patienten und ihre behandelnden Ärzte darstellen. Eine Erforschung der dafür zugrunde-

liegenden Mechanismen ist daher unerlässlich, um Strategien zu entwickeln, damit man letzt-

lich den möglichen Anpassungsprozessen entgegenwirken kann. In den letzten Jahren haben 

sich mehrere verschiedene mögliche Mechanismen abgezeichnet, die zu einer Resistenzbil-

dung beitragen können, wie die Inaktivierung des Arzneimittels, Multi Drug Resistance, Unter-

drückung der Apoptose, spezifische genetische oder epigenetische Veränderungen, epitheli-

ale-mesenchymale Transition sowie Tumorstammzellen [139–141]. Für die Behandlung von 

multiresistenten Krebsentitäten haben sich ROS vermittelte Therapieansätze, wie unter ande-

rem die Behandlung mit KAP, als sehr vielversprechend abgezeichnet [116]. Allerdings ist be-

reits bekannt, dass chronischer oxidativer Stress oder hohe Spiegel von ROS die Ausbildung 

eines Tumorphänotyps begünstigen können [120,142], sowie die Resistenz gegen Arzneimittel 
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auslösen oder verstärken [143]. Bei onkologischen Therapiestrategien, wie der Bestrahlung, 

die ebenfalls ein Teil ihres antikanzerogenen Wirkspektrums über einen Anstieg von RS in den 

Tumorzellen vermitteln, konnte festgestellt werden, dass ruhende Tumorstammzellen eine 

erhöhte Resistenz gegenüber der Behandlung haben und sehr wahrscheinlich mitverantwort-

lich sind für Rezidive und die Bildung von Metastasen nach der Behandlung [144,145]. Dieser 

ruhende Charakter, der unter anderem durch ein langsames Proliferationsverhalten, einen la-

tenten Metabolismus und die Fähigkeit der Selbsterneuerung gekennzeichnet ist, ermöglicht 

im Vergleich zu stark proliferierenden Tumorzellen eine höhere Resistenz gegen verschiedene 

Behandlungen und einem Wiederauftreten nach der Behandlung [140,144]. Ähnliche Be-

obachtungen konnten in dieser Arbeit gemacht werden: Die WPB A431 Zellen zeigten in vivo 

ein verlangsamtes Wachstumsverhalten im Vergleich zu den WT A431 PEK-Zellen. Das redu-

zierte Wachstum zeigte sich sowohl bei unbehandelten als auch bei KAP-behandelten WPB 

A431 in Gegenüberstellung mit den WT A431 Zellen, wobei die Empfindlichkeit gegenüber der 

KAP Behandlung während des dreiwöchigen Versuchszeitraumes erhalten blieb. Dies könnte 

darauf hindeuten, dass die kumulative Plasmabehandlung und damit einhergehender chroni-

scher oxidativer Stress in vitro einen Stammzellähnlichen Charakter induzierte [145,146]. Um 

die Akkumulation und Ausprägung der Veränderungen durch die wiederholten Plasmabe-

handlungen besser verstehen und einordnen zu können, werden weiterführende Untersu-

chungen benötigt, um mögliche Resistenzmechanismen der Tumorzellen gegenüber RS aufzu-

decken. 

Um der Entwicklung von Resistenzen vorzubeugen oder um die Wirkung einer Behandlung 

zu verstärken, können in der Medizin Kombinationen verschiedener Therapien eingesetzt 

werden. Durch den Einsatz verschiedener Medikamente, wie die Kombination unterschiedli-

cher Immuncheckpointinhibitoren oder dieser mit Chemotherapeutika, konnte beim MM ge-

zeigt werden, dass das Ansprechen auf die Therapie erhöht wurde und somit auch das pro-

gressionsfreie Überleben [147]. Durch die Kombination verschiedener Arzneimittel können 

aber nicht nur die gewollten Effekte überwiegen, es kann auch zu einer Steigerung der Neben-

wirkungen kommen, so geschehen bei der Kombination von Antikörpern gegen die Immun-

checkpointinhibitoren CTLA-4 (Ipilimumab) und PD-1 (Nivolumab) [148]. Das Gesamtüberle-

ben wurde gegenüber der Ipilimumab Monotherapie verbessert, gleichzeitig aber die Toxizität 

gesteigert. Patienten mit einer BRAF-V600 Mutation profitieren durch den Einsatz von BRAF 
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Inhibitoren [149]. Die Monotherapie wird jedoch durch die Ausbildung von sekundären Resis-

tenzen gegen BRAF Inhibitoren limitiert. Eine Kombination von BRAF und MEK Inhibitoren 

kann das Ansprechen, das progressionsfreie Überleben und das Gesamtüberleben der Patien-

ten verbessern [147]. Trotz dieser vielversprechenden neuen Therapieansätze besteht weiter 

ein Bedarf an effektiven Behandlungsoptionen, da insbesondere bei vorgeschrittenen Stadien 

beim MM oder Auftreten von Metastasen, die Mortalität nach wie vor sehr hoch ist. In diesem 

Zusammenhang konnten experimentelle Arbeiten durch die Kombination von Nanopartikeln 

und KAP bereits vielversprechende Ergebnisse erzielen. Der Einsatz von KAP erhöhte die Auf-

nahme von Goldnanopartikeln in Glioblastom und MM-Zellen, was zu einer gesteigerten 

Apoptose der Tumorzellen, induziert durch die Nanopartikel, führte [150–152]. Ein Ansatz um 

einer potentiellen Resistenzbildung gegenüber einer Monotherapie mit KAP zu umgehen, 

wäre die Kombination mit anderen Therapieoptionen wie der chirurgischen Resektion, des 

gemeinsamen Einsatzes mit Chemotherapeutika oder wie in dieser Arbeit erörtert, die Kom-

bination von KAP mit small molecules.  

Synergistische Effekte bei der Kombination von KAP und small molecules konnten in der 

vorliegenden Arbeit bei der MM Zelllinie A375 in vivo verzeichnet werden. Eine Kombination 

der beiden Monotherapien führte zu einer Verlangsamung der Tumorwachstumskinetik, 

nachgewiesen durch eine Verringerung des Tumorvolumens im Vergleich zu der jeweiligen 

Monotherapie. Bei dem Einsatz der beiden Chromon-Derivate als Monotherapeutikum zeig-

ten die Tumoren ein sehr unterschiedliches Ansprechen auf IS112 und SM837. Es konnte nach-

gewiesen werden das SM837 als Monotherapeutikum keinen Einfluss auf die Tumorprogres-

sion hatte, wohingegen IS112 auch alleine das Tumorvolumen reduzieren konnte. Neben dem 

unterschiedlichen Ansprechen der Tumoren auf die Chromon-Derivate zeigten IS112 und 

SM837 zudem ein konträres Toxizitätsprofil. Bei der eingesetzten Dosis von IS112 zeigte sich 

eine letale Toxizität bei der kumulativen Verabreichung, gesteigert durch die Kombination mit 

Plasma. Die Verbindung SM837 erwies sich in der Monotherapie und in Kombination mit KAP 

als nicht toxisch im Tiermodell. Chromone und seine Derivate sind für ihre antikanzerogenen 

Eigenschaften bekannt. Daneben weisen sie ein breites Wirkspektrum verschiedener biologi-

scher Aktivitäten auf. Sie können antimikrobiell, antiviral, antiinflamatorisch und antioxidativ 

wirken [153,154]. Ihre onkologischen Effekte können sie entfalten, in dem sie als Alkylierungs-

mittel, Topoisomerase-Inhibitoren, RNA/DNA-Antimetabolite oder antimitotische Mittel wir-

ken [153]. Chromone sind in der Natur weit verbreitete Verbindungen, zeichnen sich z. B. für 
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die Pigmentierung von einigen Pflanzen verantwortlich und sind heterozyklisch aufgebaut 

[154]. Es ist bekannt, dass Chromone eine antikanzerogene Wirkung gegen multiresistente 

Krebszelllinien aufweisen [155–157]. Ein Chromon-Derivat war in der Lage bei resistenten 

K562 Zellen die Multi Drug Resistance in vitro zu modulieren und somit die Zytotoxizität von 

Daunorubicin zu verstärken [158]. Neben der Möglichkeit Chromone und seine Derivate in 

Kombination mit bereits bekannten Arzneimitteln zu verwenden, können diese ihre antikan-

zerogene Wirkung als Monotherapie über Vermittlung von Zytotoxizität, Anti-Metastasierung, 

Anti-Angiogenese und Immunregulation entfalten [159]. Welche Wirkmechanismen den in 

dieser Arbeit verwendeten Chromon-Derivaten zugrunde lag, wurde nicht tiefergehend eva-

luiert. Insbesondere für die Aufklärung der synergistischen Wirkungsweise von SM837 und 

KAP in Kombination, da sehr vielversprechend, sind weiterführende Arbeiten notwendig. Eine 

ex vivo Analyse der Apoptose in den behandelten Tumoren ergab kein Unterschied zwischen 

SM837 und KAP-behandelten Tumoren im Vergleich zu unbehandelten Tumoren. Dies könnte 

eventuell auf eine Inhibierung der Proliferation hindeuten. 

 

8.3 Ausblick und potentielle klinische Anwendungsfelder 

 

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass KAP eine vielversprechende Be-

handlungsoption für die Krebstherapie darstellt und die Möglichkeit bietet, topisch lokalisierte 

Tumoren zu behandeln. Ferner bietet die Kombinationstherapie von KAP und small molecules 

das Potential, der Entstehung von sekundären Therapieresistenzen durch synergistische Wirk-

verstärkung entgegen zu wirken. Die gewonnenen Daten zeigen auch, dass die Bildung RS in 

Tumoren nach KAP Behandlung mit der CL-Sonde L-012 direkt in vivo nachgewiesen werden 

kann. Aufgrund der reduzierten Wachstumskinetik beider Tumorentitäten kann davon ausge-

gangen werden, dass die Wirkung von KAP lokal vermittelt wird, so dass diese Technologie als 

Behandlungsoption für oberflächliche Tumoren oder, was eher wahrscheinlich wäre, als ad-

juvante Therapie zusätzlich zu etablierten Standardtherapien, wie der lokalen Resektion von 

Hautkrebs, eingesetzt werden könnte. Zudem wäre vorstellbar, dass nach der Resektion ent-

sprechender Tumorareale KAP auch zur Behandlung des Resektionsrandes eingesetzt werden 

könnte, um eine vollständige lokale Entfernung der malignen Zellen zu erreichen. Eine weitere 

potentielle Einsatzmöglichkeit von KAP wäre die Behandlung von Präkanzerosen des Haut-

krebses, wie die aktinische Keratose, die in ihrem Verlauf zu einem Plattenepithelkarzinom 
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entarten kann. In diesem Zusammenhang konnte bereits in einer Patientenstudie gezeigt wer-

den, dass es nach der mehrmaligen KAP Behandlung der betroffenen Areale zu einer positiven 

Abnahme des Krankheitsbildes ohne Auftreten von Nebenwirkungen kam [160].  

Um KAP als Behandlungsoption zu den bestehenden Krebstherapien hinzuzufügen, müssen 

jedoch weitere präklinische und klinische Studien durchgeführt werden. Ein erster Schritt 

könnte darin bestehen, orthotope Mausmodelle mit intaktem Immunsystem und lokalen 

Hauttumoren zu verwenden, um den Einfluss der Behandlung auf die durch das Immunsystem 

vermittelte antikanzerogene Wirkung besser zu untersuchen und zu verstehen. Eine Möglich-

keit hierfür wäre die Humanisierung von NSG Mäusen mit Zellen der lymphoiden und myeloi-

schen Reihe. In Anbetracht des immerwährenden Bedarfs an neuartigen, innovativen Thera-

pien zur Behandlung von Hautkrebs, insbesondere mit Blick auf mögliche Resistenzen bei Mo-

notherapien, müssen die zugrundeliegenden synergistischen Mechanismen der vielverspre-

chenden Wirkstoffkombination von SM837 und KAP in weiterführenden Arbeiten evaluiert 

werden. 
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15 Anhang 

 

15.1 Abbildungen 

 
 

 

Abbildung A 1: Quantitative Bewertung des Tumorvolumens mit dem Caliper (A und B).  NSG Mäuse mit s.c. Flankentumo-

ren, entweder PEK oder MM, wurden drei Wochen lang mit oder ohne KAP behandelt. Die KAP Behandlung begann vier Tage 

nach der Injektion der Tumorzellen und wurde alle vier Tage wiederholt. Die KAP Behandlung führte zu einer signifikanten 

Verringerung des Wachstums von PEK und MM während der dreiwöchigen Beobachtungszeit. Die leeren Symbole stehen für 

unbehandelte Tumoren, die gefüllten Symbole für KAP behandelte Tumoren. Die Daten sind als MW ± SD (n=20-24 Proben 

pro Zeitpunkt) angegeben. Zweiweg-ANOVA gefolgt vom Bonferroni Post-hoc Test für Mehrfachvergleiche. **p ≤ 0,01; ****p 

≤ 0,0001 im Vergleich zu unbehandeltem PEK bzw. MM.  
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