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1 EINLEITUNG

INHALT DES ERSTEN KAPITELS

1.1 Historischer Rickblick Seite 2
1.2 Derzeitiger Stand der Forschung Seite 3
1.3 Ziele der Arbeit Seite 7

1.1 Historischer Riickblick

Die Technik der minimalinvasiven Chirurgie hat sich bis heute in vielen operativen Dis-
ziplinen etabliert. So werden in der Gynidkologie, der Viszeral- ebenso wie in der Tho-
raxchirurgie schon seit langerer Zeit endoskopische Operationen durchgefiihrt.

Die Grundlagen der endoskopischen Technik wurden bereits vor mehr als einem Jahr
hundert gelegt. Im Jahre 1805 inspizierte der in Frankfurt geborene Arzt Philipp Bozzini
erstmals Urethra und Harnblase (1). Durch eine Vorrichtung, bestehend aus einer Kerze
als Lichtquelle, einem Spiegelsystem und einem Tubus, der in die Harnréhre eingefiihrt
wurde, konnten Harnblasensteine und Tumoren unter direkter Sicht diagnostiziert wer-
den. Von den Zeitgenossen Bozzinis wurde seine Erfindung allerdings als Spielerei ab-
getan (2, 3). Die weiteren Entwicklungen bedienten sich jedoch ebenfalls Bozzinis Prin-
zip. So entwickelten in den Jahren um 1850 der Amerikaner Fisher und der Franzose Se-
gales unabhéngig voneinander Optiken zur Inspektion der Vagina. Eine Weiterentwick-
lung dieser Systeme stellte eine Erfindung des Franzosen Desormeaux dar. Dieser setzte
eine Sammellinse in eine Réhre ein und konnte somit den Strahl der Lichtquelle biin-
deln, was zu einer Verstarkung der Lichtintensitit fiihrte. Ein Brennstoff aus Alkohol
und Terpentin sollte zudem fiir eine nochmals bessere Beleuchtung sorgen. Komplikatio-
nen wie schwere innere Verbrennungen, die den Patienten mit diesen Sammellinsen zu-
gefiligt wurden, verhinderten die weitere Verbreitung der Methode (1).

Den néchsten Schritt hin zur Entwicklung moderner Endoskope tat 1877 Nitze. Er be-
diente sich nicht nur einer mittels elektrischen Stromes zum Glithen gebrachten Platin-
spirale, sondern er sorgte auch durch die permanente Spiilung mit Eiswasser fiir eine
ausreichende Kiihlung des optischen Systems. Damit konnte er die zuvor so haufig auf
getretenen Verbrennungen vermeiden. Auch diese Konstruktion wurde zunéchst fiir die
Zystoskopie eingesetzt (4).

1889 erweiterte der Franzose Biosseau de Rocher den urspriinglich einfachen optischen
Kanal zu einem doppelldufigen System mit getrenntem Arbeits- und Sichtkanal. Damit
war neben der Inspektion einer Korperhohle auch die Manipulation darin moéglich. So
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waren jetzt auch endoskopische Eingriffe an Oesophagus, Trachea, Kehlkopf und End-
darm durchfiihrbar (5, 6, 7).

Die erste laparoskopische Untersuchung der Bauchhohle nahm 1901 Georg Kelling vor.
In seinen ersten Versuchen, die zundchst noch an Hunden stattfanden, benutzte er zur In-
sufflation Luft, die er zuvor mit Hilfe steriler Watte filterte. Am Menschen wurde die
Methode nur eingesetzt, um durch Erhdhung des intraperitonealen Druckes intraabdomi-
nelle Blutungen zum Stillstand zu bringen (8, 9) Weiterentwickelt wurde Kellings Me-
thode durch Hans Christian Jacobaeus (2, 3). In der Miinchener Medizinischen Wochen-
schrift veroffentlichte er 1912 seine Erfahrungen, die er an einem Kollektiv von 69 Pa-
tienten in insgesamt 109 laparoskopischen Eingriffen gesammelt hatte (10). Immer noch
stand jedoch der diagnostische Zweck im Vordergrund.

In der Mitte der fiinfziger Jahre des 20. Jahrhunderts kam es zu Verbesserungen der me-
chanischen und optischen Geréte. Waren die friiheren Optiken auf im Inneren der zu un-
tersuchenden Korperhohle platzierte Lichtquellen angewiesen, so war es nun mit der
Glasfasertechnik moglich, mittels externer Lichtquellen den Situs zu beleuchten. Dies
bedeutete nicht nur eine deutliche Platzersparnis im Operationsgebiet. Auch die Hitze-
schidden durch die ehemals internen Lichtquellen traten nun nicht mehr auf. Ab 1957 ka-
men erstmals auch flexible Endoskope zum Einsatz (2, 3, 5).

Der womdoglich bedeutendste Beitrag fiir die Entwicklung der laparoskopischen Operati-
onstechnik stammt von dem Kieler Gyndkologen Kurt Semm. Die wichtigsten Instru-
mente und Techniken, die auch heute noch Verwendung finden, wurden von ihm in den
siebziger Jahren entwickelt. Auch die erste laparoskopische Appendektomie wurde 1983
durch Semm durchgefiihrt (2, 4).

Seit der Mitte der achtziger Jahre hat sich die endoskopische Technik in der Chirurgie
immer mehr etablieren konnen. Im Jahr 1992 wurden in den USA mehr als die Hélfte al-
ler Cholezystektomien laparoskopisch durchgefiihrt. In Deutschland lag der Anteil lapa-
roskopischer Cholezystektomien 1991 bei 24,9% (11). In mehreren Studien wurden di-
rekte Vergleiche zwischen der konventionellen und der laparoskopischen Technik der
Cholezystektomie angestellt (12, 13). In den Ergebnissen erwies sich die minimalinvasi-
ve Variante als der konventionellen teilweise iiberlegen. Vor allem die kiirzeren Liege-
zeiten und die geringere postoperative Beeintrdchtigung der Patienten spielen hier eine
Rolle.

1.2 Derzeitiger Stand der Forschung

Die vormals ausschlieBlich diagnostisch genutzte Technik der Laparoskopie hat sich im
Laufe der Jahre auch als Methode der operativen Therapie durchgesetzt. Wurden zu-
néchst nur kleinere Eingriffe wie Appendektomien oder Cholecystektomien laparosko-
pisch durchgefiihrt, kommt die minimalinvasive Technik nun auch zunehmend bei Ope-
rationen wie beispielsweise Darmresektionen zum Einsatz (14, 15, 16, 17, 18, 19). Mog-
liche Vorteile konnen sein:

geringeres operatives Trauma

schnellere Wundheilung

kiirzere Verweildauer

geringere Rate postoperativer Adhédsionen im Vergleich zur Laparotomie
geringere Beeintrachtigung der Immunfunktion

V V V V V
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Den hier womoglich grofiten Vorteil der minimalinvasiven Methode gegeniiber der kon-
ventionellen Laparotomie konnte die Verminderung des durch die Operation bedingten
Traumas und Stresses fiir die Patienten darstellen. Vermindertes Trauma bedeutet zum
einen weniger postoperative Schmerzen, was die postoperative Mobilisation erleichtert.
Damit koénnen gerade bei élteren Patienten zum einen das operative Risiko selbst und
zum anderen die Rate postoperativer Komplikationen (14, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
15) reduziert werden. Diese Faktoren konnen kiirzere Liegezeiten und damit dank einer
geringeren Anzahl an Krankheitstagen (25, 26, 28) eine deutliche Kostenersparnis be-
deuten. Dies gilt nicht nur fiir die Viszeralchirurgie, sondern auch fiir alle anderen Dis-
ziplinen, welche die Technik des laparoskopischen Operierens anwenden (24, 29).
Dartiber hinaus beschreiben einige Autoren fiir am Tiermodell durchgefiihrte Laparosko-
pien eine geringere Inzidenz postoperativer Adhdsionen als nach konventioneller Laparo-
tomie (22).

Eine lange bekannte Nebenwirkung eines jeden operativen Eingriffs ist dessen negativer
EinfluB} auf die systemischen Immunfunktionen des Patienten in der postoperativen Pha-
se. Das Ausmal} der systemischen Immunsuppression hingt dabei auch von dem Aus-
malf} des operativen Stresses ab. Auch hierfiir haben einige Autoren gezeigt, daB fiir ei-
nen gegebenen Eingriff die Schwere dieser Kompromittierung im Falle der laparoskopi-
schen Variante geringer sein kann als bei der Laparotomie. Dies haben verschiedene Un-
tersuchungen nicht nur fiir das Tiermodell (30, 31, 32), sondern auch klinisch (33, 34,
35, 36, 37, 38) bestdtigen konnen. Auch die mit den kleineren Inzisionen verminderten
Eintrittsmoglichkeiten fiir Bakterien diirften fiir die vergleichsweise geringere Infekti-
onsrate eine nicht unwesentliche Rolle spielen (35). Allerdings konnten diese immunolo-
gischen Vorteile nicht in allen Studien nachgewiesen werden. So fanden Vallina und Ve-
lasco (39) in der ersten postoperativen Woche auch im Falle laparoskopisch durchge-
fiihrter Operationen einen deutlichen Riickgang der T-Helferzellen im peripheren Blut,
der sich von den fiir die Laparotomiegruppe gefundenen Werten nicht signifikant unter-
schied. Hewitt et al. (40) bestimmten als immunologische Parameter IL-6, das T4/T8-
Verhiltnis und die HLA-DR-Expression bei Patienten mit colorektalem Karzinom, die
entweder eine laparoskopische oder eine konventionelle Colonresektion erhalten hatten.
Angesichts ihrer Ergebnisse kommen die Autoren zu dem Schluf3, daf3 die laparoskopi-
sche Methode keinen immunologischen Vorteil gegeniiber der konventionellen Technik
bietet. Smit et al. (41) duBBern jedoch angesichts der andernorts gefundenen Hinweise auf
die immunologischen Vorteile der Laparoskopie (s. 0.) die Ansicht, daBB wegen dieser
giinstigen Umstédnde die minimalinvasive Technik gerade fiir die Tumorchirurgie geeig-
net sei, da durch eine minimalinvasive Vorgehensweise die Eliminationsfdhigkeit des
korpereigenen Immunsystems gegeniiber metastatischen Zellen am wenigsten beein-
trachtigt werde.

Entsprechend halten Milsom et al. (42) den Einsatz der laparoskopischen Technik auch
fiir die kurative Resektion maligner Tumore fiir denkbar. Gute Ergebnisse nach laparo-
skopischer Resektion von Kolonkarzinomen beschrieben bereits im Jahre 1994 Rouffet
et al. (43).

Jedoch ist - gerade bei onkologischen Eingriffen - die Wirkung eines Pneumoperito-
neums mit Kohlendioxid speziell auf den Tumor und auf das lokale peritoneale Milieu
noch nicht hinreichend geklért. So besteht noch Unklarheit beziiglich



> der mechanischen Effekte der Laparoskopie,

> der Auswirkungen des erhohten intraabdominellen Drucks,

> des Einflusses des CO,-Pneumoperitoneums auf das intraperitoneale Milieu und

> der Auswirkung des Pneumoperitoneums auf das Wachstum intraperitonealer Tumo-
re und intraperitonealer Metastasen.

Mechanische Effekte. Bei der Anlage eines Pneumoperitoneums wird iiber eine Hautin-
zision die Verres-Nadel in die freie Bauchhohle eingefiihrt, durch Insufflation von Koh-
lendioxid die Bauchdecke angehoben und anschlieBend iiber eine weitere Inzision ein
Trokar fiir die Optik eingebracht. Nach Inspektion des Bauchraumes werden tiber zusétz-
liche Inzisionen weitere Trokare als Arbeitskanéle eingefiihrt. Mit Hilfe des COp-Insuf-
flators wird der intraperitoneale Druck wihrend der Operation bei etwa 12-14 mmHg
konstant gehalten. Die Entfernung eventueller Resektate erfolgt iiber einen der Arbeits-
kanile, entweder durch den Trokar selbst oder — nach Entfernen des Trokars — iiber die
entsprechende Inzision in der Bauchwand.

In der Vergangenheit waren mit dieser Technik auch verschiedene Patienten mit intrape-
ritoneal gelegenen malignen Tumoren operiert worden, wonach es zu einer Metastasie-
rung des Tumors in den Arbeitskanal kam. In einem Teil der Fille war ein Tumor zuvor
nicht bekannt (44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51). In den iibrigen Fillen handelte es sich um
elektive tumorchirurgische Eingriffe (52). Als mogliche Ursachen fiir die Entstehung
dieser Trokarkanal-Metastasen werden eine zu starke Manipulation und Verletzung des
Tumors (49, 53, 54, 55) und eine Verschleppung von Tumorzellen in die Arbeits- und
Trokarkandle (53, 55, 56, 57) verantwortlich gemacht. Fiir letztere Annahme finden sich
auch tierexperimentelle Hinweise (58, 59, 60, 61, 62).

Die Qualitdt der chirurgischen Technik und die personliche Erfahrung des Operateurs
werden als weitere Faktoren angesehen (55, 63, 64).

Intraabdomineller Druck. Neben den rein mechanischen Manipulationen beim Einfiih-
ren und Entfernen der Trokare und beim Manipulieren am Tumor selbst sehen andere
Autoren auch im Insufflieren des fiir das Pneumoperitoneum verwandten Gases einen fiir
die Entstehung intraperitonealer Metastasen entscheidenden Vorgang (65, 66). Hierbei
spielt sowohl die Art des eingesetzten Gases als auch die Hohe des Druckes, mit dem
dieses insuffliert wird, eine Rolle (67). Moreira (68) und Wittich (69) gingen in tierexpe-
rimentellen Arbeiten davon aus, dal3 beim Einstromen von Kohlendioxid in die Bauch-
hohle Aerosole entstehen, welche Tumorzellen enthalten konnen. Die Konzentration an
Tumorzellen in einem solchen Aerosol war dabei von der Hohe des Insufflationsdrucks
unabhéngig (68). Als Konsequenz wird daher andernorts die Verwendung niedriger Drii-
cke zur Anlage des Pneumoperitoneums oder der Einsatz der gaslosen Laparoskopie (70,
71, 72) empfohlen. Jedoch kommen Wittich und Marquet in einer weiteren Untersu-
chung zu dem Ergebnis, dal dem Phinomen der Aerosobildung in der Praxis keine Be-
deutung bei der intraperitonealen Metastasenbildung zukommt (73).

Andere Autoren sind der Ansicht, da3 auch die Art des Gases fiir die intraperitoneale
Metastasierung von Bedeutung ist. So konnte in verschiedenen Untersuchungen gezeigt
werden, dal3 es bei der Verwendung von Kohlendioxid zu einer stirkeren Tumoraussaat
kommt als beim Einsatz von Helium oder der gaslosen Technik (74, 75, 76).

5



Bislang ist jedoch noch nicht eindeutig erwiesen, daf3 die laparoskopische Resektion ma-
ligner Tumore - verglichen mit der konventionellen Technik - notwendigerweise mit ei-
nem erhohten Risiko einer intraperitonealen Metastasierung verbunden ist. In der Litera
tur finden sich hierzu widerspriichliche Aussagen.

So konnte in zahlreichen tierexperimentellen Vergleichen zwischen konventioneller La-
parotomie und Laparoskopie hinsichtlich des Ausmal3es der operationsbedingten Metas-
tasierung (77, 78, 79 80, 81, 82, 83, 84, 85) kein Unterschied festgestellt werden. Zum
Teil erwies sich die laparoskopische Methode der konventionellen sogar als tiberlegen
(86, 87). Ramos et al. (88) fanden nach Durchsicht von 208 Patientenakten nach laparo-
skopisch durchgefiihrten Darmresektionen nur in solchen Fillen ein erhdhtes Risiko ei-
ner perioperativen Metastasierung, in denen auch der Primdrtumor bereits weit fortge-
schritten war. Zu dhnlichen Ergebnissen kommen Buchmann (89) und Cook (90).

EinfluBl des CO,-Pneumoperitoneums auf das peritoneale Milieu. Jedes Trauma hat
als Reaktion des Immunsystems eine Beeintrdchtigung der systemischen Immunfunktion
zur Folge. Das Ausmal} dieser Beeintrachtigung ist von der Stirke der Traumatisierung
abhingig. Das Ausmal einer postoperativen systemischen Immunsuppression hédngt
daher auch entscheidend von der Stirke des operativen Traumas ab. Verschiedene
Untersuchungen haben gezeigt, da3 nach laparoskopischen Eingriffen die postoperative
systemische Immunkompromittierung deutlich geringer ausgeprigt ist als nach einer
Laparotomie (31, 34, 91). Zudem kann Kohlendioxid auch einen lokalen toxischen
Effekt auf intraperitoneal gelegene Tumorzellen haben (92, 93).

Das Peritoneum selbst spielt demgegeniiber eine bedeutende Rolle bei der lokalen
Reaktion des Immunsystems auf einen abdominalchirurgischen Eingriff (97, 98), jedoch
auch bei der Elimination maligner Zellen. Hierbei kommt den peritonealen Makrophagen
eine zentrale Bedeutung zu (99). Sie stellen mit tiber 90% den groBten Anteil der
peritonealen Lymphozyten dar (100). Wihrend jedoch die systemische Immunfunktion
von der minimalinvasiven Chirurgie profitiert, scheint die Funktion der peritonealen
Makrophagen durch ein CO.-Pneumoperitoneum beeintrachtigt zu werden (101). So
zeigen verschiedene Studien (102, 103, 104, 105, 106, 107), daB peritoneale
Makrophagen durch ihre Exposition gegeniiber Kohlendioxid in hohen Konzentrationen,
wie dies wihrend eines CO:-Pneumoperitoneums der Fall ist, in ithrer Fahigkeit zur
Sekretion von Zytokinen und zur Phagozytose und damit in ihrer antitumoralen Funktion
beeintrachtigt werden (100). Deren verminderte Fahigkeit zur Sekretion von TNF-o
scheint in diesem Zusammenhang eine besondere Bedeutung zu besitzen (99, 108, 109).
Bei einem Ersatz von Kohlendioxid durch Helium scheint dagegen die zellvermittelte
peritoneale Immunitét besser erhalten zu bleiben (110). AuBerdem nimmt unter
Insufflation von Kohlendioxid nicht nur die Aziditidt des Peritoneums selbst, sondern
auch die des Milieus eines intraperitonealen Tumors zu. Somit scheint dem Typ des
Insufflationsgases (Luft, Helium, Kohlendioxid oder gaslos) eine Bedeutung hinsichtlich
des Ausmalfles der peritonealen Immunkompromittierung zuzukommen. Dies konnte
auch helfen zu erkldren, weshalb nach einem CO,-Pneumoperitoneum ein stdrkeres
Tumorwachstum gefunden werden kann als nach Laparotomie (94), gasloser
Laparoskopie (95) oder bei der Verwendung von Helium als Insufflationsgas (96).

Weitere fiir die Integritdit und Funktion des Peritoneums potentiell nachteilige lokale
Einfliisse des Pneumoperitoneums konnen sein (38, 111):
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> Dehnung der Bauchwand
> intraoperativ erniedrigte Temperatur im Bauchraum
> Exsikkose des Peritoneums

Wenn auch die klinische Relevanz dieser Erkenntnisse noch nicht hinreichend geklért
ist, miissen die Auswirkungen eines COz-Pneumoperitoneums besonders auf die lokale
peritoneale Immunfunktion vor allem bei der Entscheidung fiir oder gegen den Einsatz
der laparoskopischen Technik fiir die Resektion maligner Tumore bedacht werden.

1.3 Ziele der Arbeit

Bei Durchsicht der zu dem Themenkreis Pneumoperitoneum und intraperitoneales Tu-
morwachstum veroffentlichten Literatur kann festgestellt werden, dall Arbeiten mit rei-
nen In-vitro-Versuchen (57) weniger hdufig zu finden sind als Kombinationen solcher
mit in-vivo durchgefiihrten Experimenten oder auch rein tierexperimentelle Arbeiten.
Bei letzteren werden zundchst unterschiedliche Karzinomzellen in die Versuchstiere
(meist Ratten, Mause, Hasen oder Hamster) eingebracht (22, 27, 30, 58, 60, 62, 70, 71,
72,75, 86, 87, 112, 113, 114, 115). In der Regel erfolgt dann eine Einteilung der Popula-
tion in mehrere Gruppen, beispielsweise eine Laparoskopie-, eine Laparotomie- und eine
Kontrollgruppe, welche dann z. B. nur narkotisiert, aber nicht operiert wird. Nach zuvor
festgelegten Zeitrdumen werden die Tiere getotet und auf Tumorwachstum am Inokulati-
onsort und eventuelle Fernmetastasen untersucht. Ziel ist auch hier herauszufinden, in-
wieweit einzelne Operationstechniken sowie Modifikationen einer gegebenen Technik
(z. B. durch Ersatz des fiir die Laparoskopie verwendeten Kohlendioxids durch Helium
oder durch gédnzliches Weglassen des Gases wie bei der gaslosen Laparoskopietechnik)
zu Verdnderungen der Proliferationsstirke der inokulierten Tumorzellen fiihren kdnnen.
Man kann annehmen, daB3 es bei solchen In-vivo-Experimenten zu komplexen lokalen
(116, 117, 118) und systemischen (119, 120, 121) Reaktionen des Organismus des Ver-
suchstiers kommt. Dies kann das Versuchsergebnis in mehrfacher Hinsicht beeinflussen
und die Beurteilung der gefundenen Ergebnisse erschweren.

Die vorliegende Arbeit baut ausschlieBlich auf In-vitro-Versuche, um solche Interaktio-
nen auszuschliefen und eine moglichst eindeutige Ursache-Wirkungs-Beziehung zwi-
schen Exposition der Tumorzellen gegeniiber einem Pneumoperitoneum und deren Re-
aktion darauf herstellen zu kénnen.

Zielsetzung ist hierbei, Informationen zu gewinnen iiber das proliferative Verhalten von
humanen Karzinomzellen zweier verschiedener Stimme nach deren Exposition gegen-
iiber einem in vitro simulierten Pneumoperitoneum mit Driicken von zwolf, sechs und
null Millimeter Quecksilberséule bei einer einmaligen Expositionsdauer von vier Stun-
den. Zusatzversuche sollen Aufschlufl geben iiber die Wirkung der verschiedenen For-
men des Pneumoperitoneums auf das Nahrmedium, wodurch ebenfalls eine Beeinflus-
sung des Zellverhaltens moglich sein kann, sowie iiber das Ausmal} eventueller zytotoxi-
scher Wirkungen von Kohlendioxid unter verschiedenen Driicken auf die damit behan-
delten Tumorzellen.



Die Technik des In-vitro-Pneumoperitoneums, die im Rahmen dieser Arbeit zur Anwen-
dung gekommen ist und im Folgenden beschrieben werden wird, wurde im Labor des
Zentrums fiir Chirurgie am Klinikum der Johann-Wolfgang-Goethe-Universitét selbst

entwickelt und im Verlaufe zahlreicher testweiser Kultivierungen, Behandlungen mit
Kohlendioxid und Probemessungen weiter optimiert.
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2.1 Zellen

In allen Versuchen kommen zwei humane Karzinomzell-Linien zum Einsatz. Zum einen
ist dies mit DAN-G eine Pankreaskarzinomzellinie, zum anderen mit CX-2 ein Colon-
Adenokarzinom. Die beiden Zelltypen sind sich sowohl hinsichtlich ihrer Proliferations-
kinetik als auch ihrer Kulturbedingungen sehr &hnlich. So benétigen die Zellen sowohl
von CX-2 als auch von DAN-G dasselbe Ndhrmedium und kénnen in vitro als Monolay-
er kultiviert werden. Die Zeit, welche die Zellen bendétigen, bis sie im Falle einer Kulti
vierung in Flaschen oder Platten am Boden ihres Kulturgefil3es adhidrent geworden sind,
ist ebenfalls nahezu identisch und liegt bei etwa 24 Stunden bei einer Zellzahl von 5*1(
Zellen in einer 10-Milliliter-Suspension und Kultivierung in 75-cm’-Flaschen (Falcon
Primaria®). Was die Zellkinetik betrifft, so betrdgt das Subkulturintervall fiir beide Ty-
pen drei bis fiinf Tage, und die Populationsverdoppelungszeit liegt gleichermallen bei
etwa dreiflig Stunden. Diese in den kulturtechnisch relevanten Punkten also sehr &hnli-
chen Eigenschaften der Zellen beider Linien erleichtern die Planung und Durchfiihrung
der Versuche in erheblichem Maf3e. Zudem erlauben die zellkinetischen Gemeinsamkei-
ten einen direkten Vergleich der fiir die beiden Linien gewonnenen Ergebnisse aus den
Proliferationsversuchen.



2.2 Konzeption und Durchfiihrung

2.2.1 Zellkultivierung

Die nicht fiir Experimente benétigten Zellen von CX-2 und DAN-G werden in 75-cm’-
Kulturflaschen der Firma Falcon Primaria® gehalten. Das hierfiir bendtigte Medium be-
steht aus 90% RPMI 1640 der Firma Gibco BRL und 10% fotalem Kélberserum, eben-
falls von Gibco BRL. Pro 500 ml Medium werden auflerdem 10 ml HEPES-Puffer (Gib-
co BRL) zugegeben. Optional ist der Zusatz von Penicillin/Streptomycin (Gibco BRL)
als Infektionsschutz. Zwar mufl dies im Falle einer Kultivierung in Flaschen nicht erfol-
gen, da diese dank in ihren Deckeln integrierter Bakterienfilter keimdicht verschlossen
werden konnen. Werden die Zellen dagegen in sechs- oder 96-Loch-Platten gehalten, be-
steht diese Mdoglichkeit nicht, so daB3 sich hier die prophylaktische Antibiotika-Zugabe
empfiehlt. Steriles Arbeiten unter der Werkbank ist selbstverstdndlich in allen Féllen ob-
ligat. Die pro Kulturflasche benétigte Mediummenge betrdgt 10 ml. Alle zwei Tage wird
das verbrauchte Medium unter sterilen Bedingungen unter der Werkbank aus den Kultur-
flaschen abgegossen und durch frische Néhrlosung ersetzt. Im Rahmen des zweitdgigen
Mediumwechsels erfolgt auch stets die Begutachtung der Zellen in den Flaschen unter
dem Mikroskop.

Anhand des mikroskopischen Aspektes der Zellen in den Kulturflaschen wird gegebe-
nenfalls die Indikation zum ,,Splitten®, d. h. zum Aufteilen der Zellen in einer Flasche
und dem anschlieBenden Neukultivieren in mehreren neuen Kulturflaschen, gestellt. Die-
ses Aufteilen wird durchschnittlich jeden flinften bis siebten Tag notwendig. Der Zeit-
punkt ist jedoch immer auch abhingig von der Ausgangszellzahl in der Flasche. Fiir die
Neukultivierung wird das Medium aus den Flaschen abgegossen und durch je 10 ml
PBS-Spiilpuffer ohne Calcium und Magnesium (Gibco BRL) ersetzt. Mit diesem werden
die Zellen kurz gewaschen. Danach wird der Puffer gegen je 5 ml Trypsin-EDTA (Pan-
Systems) ausgetauscht, mit welchem die Zellen fiinf Minuten lang im Kulturschrank in-
kubiert werden. Nach dieser Zeit sind die Zellen vom Boden ihrer Kulturflasche abge-
16st. Gegebenenfalls kann der Abldosevorgang durch leichtes Klopfen gegen die Fla-
schenwand unterstiitzt werden. Die Trypsin-EDTA-Zellsuspension wird dann mit weite-
ren 5 ml Nahrmedium aufgefiillt, in 50-Milliliter-Rohrchen (Falcon) tiberfiihrt und an-
schlieBend weitere fiinf Minuten lang bei 1.400 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert.
Nach dem Zentrifugieren wird der Uberstand in den Rohrchen abgegossen und das Sedi-
ment mit 5 Milliliter frischem Medium resuspendiert. Diese Suspension kann nun auf
eine variable Anzahl neuer Kulturflaschen verteilt werden, abhéngig von der Zahl der fiir
die weiteren Versuche bendtigten Flaschen. AbschlieBend wird die Suspension in jeder
neuen Kulturflasche mit der entsprechenden Menge Medium auf 10 ml aufgefiillt.

Fiir langere Zeit nicht benotigte Zellen werden in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die
Vorbereitungen hierzu sind zunichst die selben wie fiir das regelméfige Aufteilen der
Zellen. Nach dem Abgieen des Mediums aus der Kulturflasche beginnt man entspre-
chend mit dem Spiilen der Zellen mit 10 ml PBS Spiilpuffer ohne Calcium und Magnesi-
um (Gibco BRL) und dem anschlieBenden Inkubieren der Zellen mit Trypsin-EDTA
(PanSystems) {iber fiinf Minuten im Brutschrank. Wie gewohnt, wird die hierdurch ge-
wonnene Trypsin-Zell-Suspension dann mit 5 ml Medium verdiinnt, in 50-Milliliter-Fal-
con-Rohrchen tiberfiihrt und in diesen fiinf Minuten lang bei 1.400 U/min zentrifugiert.
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Bereits in dieser Phase ist darauf zu achten, dal3 die verwendeten Gefdlle und Losungen
gekiihlt sind. So empfiehlt es sich, vor allem das Medium direkt aus dem Kiihlschrank
zu nehmen und nicht aufzuwiarmen. Die Rohrchen fiir die Zentrifugation sollten eine
ausreichend lange Zeit vorher im Gefrierschrank ebenfalls gekiihlt worden sein. Diese
MaBnahmen sollen ein zu schlagartiges und damit fiir die Vitalitit der Zellen nachteili-
ges Abkiihlen verhindern. Fiir die Zentrifugation sollte daher auch eine auf 4° C einge-
stellte Kiihlzentrifuge verwendet werden. Am Ende der Zentrifugation wird der Uber
stand abgegossen. Nun folgen die fiir das Einfrieren spezifischen Arbeitsschritte. So wird
das Sediment mit 1,0 ml Dimethylsufoxid (DMSO; Serva Feinbiochemika Heidelberg)
als Einfriermedium resuspendiert und in ebenfalls gut vorgekiihlte 1,8-Milliliter-Kryo-
Rohrchen (Nunc Déanemark) tiberfiihrt. In diesen werden die Zellen zunichst in einem
-80°C-Kiihlschrank zwischengelagert. Erst am dritten Tag erfolgt dann das definitive
Einfrieren in dem nochmals kélteren fliissigen Stickstoff.

Der Auftauvorgang muf3 ebenfalls dem Prinzip der langsamen Temperaturanpassung fol-
gen. So miissen wieder kiihle Losungen und Zentrifugenrohrchen verwendet werden. Die
Temperatur in der Zentrifuge darf nun aber Raumtemperatur entsprechen.

Die gefrorene Zellsuspension in dem Kryo-Rohrchen wird zunéchst so lange in der Hand
angewdrmt, bis sich das Eis von der Wand des Rohrchens zu 16sen beginnt. Die noch
halb gefrorene DMSO-haltige Suspension wird in das kalte 50-Milliliter-Falcon-R6hr-
chen tiberfiihrt und durch griindliches Auf- und Abpippetieren mit weiteren 10 ml des
kalten Ndhrmediums vermischt. Die Zentrifugation erfolgt mit den {iblichen Einstellun-
gen. AnschlieBend wird durch das AbgieBen des Uberstandes auch das Gefriermedium
entfernt. Durch Resuspendieren des Sediments mit jetzt warmem Medium und Uberfiih-
ren der Suspension in die vorbereitete 75-cm’- Kulturflasche (Falcon Primaria®) ist der
Auftauvorgang abgeschlossen, und die Zellen kdnnen wie gewohnt weiterbehandelt wer-
den. Es ist jedoch daran zu denken, dal3 die Verdoppelungszeiten zu Beginn einer neu
eingeleiteten Kulturphase noch lédnger sind, als dies sonst der Fall ist. Fiir die weitere
Versuchsplanung kann dies von Bedeutung sein.

2.2.2 Kohlendioxidexposition als gemeinsame Ausgangsbedingung

Sdmtliche Zellen, die im Rahmen der verschiedenen Vor- und Hauptversuche (ausge-
nommen die im Kapitel "Zusatzversuche" vorgestellten Experimente) untersucht werden,
erfahren im Vorfeld die selbe standardisierte Behandlung. Diese besteht in einer sowohl
hyper- als auch isobaren Exposition gegeniiber Kohlendioxid im Falle der mit Kohlendi-
oxid zu behandelnden Zellen. Zusitzlich werden stets auch Zellen als Kontrollgruppe an-
gesetzt, welche wahrend der Zeit der Behandlung mit CO; unter Raumluftbedingungen
gehalten werden. Dieses Arrangement ist dem Autbau eines Tierversuches mit zum et
nen Laparoskopie mit Kohlendioxid unter verschiedenen Driicken, zum anderen mit
konventioneller offener Laparotomie nachempfunden. Hierdurch soll die spétere Einglie-
derung der hier gewonnenen in-vitro-Ergebnisse in einen groeren Kontext, zu dem auch
entsprechende in-vivo-Experimente gehoren, ermdglicht werden.

Zur Vorbereitung der Exposition wird vor Beginn der CO>-Behandlung das Medium al-
ler zu behandelnden Zellen ebenso wie das der Zellen der Kontrollgruppen unter sterilen
Bedingungen durch frische Nahrlosung ersetzt. Hierdurch werden hinsichtlich der Ernédh-
rungssituation gleiche Ausgangsbedingungen fiir alle Tumorzellen, der Test- ebenso wie
der Kontrollgruppen, geschaffen. Zudem wird durch den Mediumwechsel auch fiir einen
optimalen pH-Wert vor der CO»-Exposition gesorgt. Dies ist um so wichtiger, als die Be-
handlung mit Kohlendioxid selbst einen Anstieg der Aziditdt des Nahrmediums zur Fol-

11



ge hat. Dieser Anstieg wiederum ist abhéngig von der Hohe des eingestellten Gasdruckes
in dem Insufflationskasten wihrend der Behandlung der Zellen mit Kohlendioxid.

Nach dem Mediumwechsel werden die wieder verschlossenen Kulturgefafle in die Insuf-
flationskdsten eingesetzt. Die fiir die CO.-Behandlung verwandten Insufflationskisten
wurden nach eigenen Entwiirfen in den Werkstétten des Universitatsklinikums Frankfurt
am Main hergestellt. Sie haben eine Grundfldche von 30 cm*15 cm und eine H6he von 5
cm. An den einander gegeniiberliegenden schmalen Seiten der Késten befinden sich etwa
0,5 cm oberhalb des Bodenniveaus ein Einla3- und ein AuslaB3-Ansatzstiick mit Luer-
Lock. An letzterem ist ein Schlauch angeschlossen, iiber den wéihrend der Exposition der
Zellen gegeniiber dem Kohlendioxid das ausstromende Gas in den Auflenraum auf3erhalb
des Inkubators abgeleitet wird. Dies verhindert die Kontamination der Umgebungsluft
der auBlerhalb der Késten, jedoch ebenfalls im Warmeschrank befindlichen Kontrollgrup-
penzellen mit dem Gas.

Die Art und die GrofBe der Kulturgefdf3e variieren in Abhédngigkeit vom Versuchsansatz
und der geplanten MeBmethode. So kommen entweder Kulturflaschen mit 12,5 cm® oder
25 cm’ Bodenfliche (Falcon) oder Falcon-Primaria®-Platten mit sechs oder 96 Lochern
zum FEinsatz. In jedem Fall werden die Zellen bereits vor der CO.-Exposition in die end-
giiltigen Gefdfe iiberfiihrt. Damit soll vermieden werden, daB3 die Zellen zusétzlich zu
den gasbedingten Irritationen auch durch die Vorgénge des Spiilens und Abtrypsinierens,
wie dies ansonsten nach Ablauf der Expositionszeit notwendig wire, weiter geschwicht
werden. Dieses wiirde deren Proliferation mdglicherweise dimpfen und damit die spéte-
ren Ergebnisse verfdlschen.

In den Fillen, in denen Kulturflaschen zum Einsatz kommen, wird dafiir Sorge getragen,
dal} deren Deckel mit Bakterienfiltern versehen sind, durch welche das Gas auch bei an-
sonsten geschlossener Flasche zu den Zellen gelangen kann. Gegeniiber Flaschen mit fil-
terlosem Deckel hat dies den Vorteil, da3 das Aufschrauben der Flaschen, wodurch an-
sonsten der Gaseintritt ermdglicht werden miifte, vermieden werden kann. Dies mindert
das Risiko einer Kontamination der Zellen mit Pilzen oder Bakterien wihrend der Be-
handlung mit Kohlendioxid. Da jedoch im Falle der 96-Loch-Platten nicht mit Filtern
gearbeitet werden kann, ist hier bereits vor der CO>-Behandlung eine besonders sorgfal-
tige Desinfektion der Insufflationskédsten unumgénglich. Hierzu werden die Késten -
ebenfalls noch unter der Werkbank - mit siebzigprozentigem Isopropylalkohol ausge-
spritht und fiinfzehn Minuten lang fest verschlossen. Diese Zeitspanne entspricht der
Einwirkzeit des Alkohols. Abschliefend werden die Késten mit einem sterilen Tuch aus-
gewischt, um eine Irritation der Zellen durch die Ddmpfe der ansonsten noch im Kasten
verbleibenden Alkoholreste wéihrend der Kohlendioxid-Einwirkung zu vermeiden. Das
Einsetzen der Platten und das VerschlieBen der Késten erfolgen dann ebenfalls unter der
Werkbank.

Nach dem Einsetzen der Kulturgefile werden die Insufflationskdsten luftdicht ver-
schlossen und anschlieBend in den vorbereiteten Inkubator gestellt. In diesem herrschen
beziiglich Luftdruck und Luftzusammensetzung Umgebungsbedingungen. Die Lufttem-
peratur wird konstant auf 37° C gehalten. In bezug auf die Luftzusammensetzung unter-
scheiden sich die experimentellen Inkubatoreinstellungen von denen eines Inkubators zur
Zellkultivierung. In letzterem betrdgt der Anteil des Kohlendioxids fiinf Prozent. Dies
entspricht einem durchschnittlichen physiologischen Partialdruck von 5,065 kPa oder 38
mmHg (ausgehend von einem Atmosphédrendruck von 760 mmHg, bzw. 101,3 kPa).
Weiterhin entspricht dies damit dem mehr als Zehnfachen des Partialdrucks in der At
mosphére und damit auch mehr als dem Zehnfachen des Partialdrucks im fiir die Versw
che verwendeten Warmeschrank. Hinsichtlich der Temperatur im Innern der Inkubatoren
herrschen jedoch identische Bedingungen (37° C).

Die Zellen der Kontrollgruppe befinden sich fiir die Dauer der Exposition zwar im sel
ben Inkubator wie die der Testgruppen, verbleiben jedoch auBerhalb der Insufflations-
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kdsten, so daBl sie nur der reinen Umgebungsluft ausgesetzt sind. Dies wird durch die
oben beschriebene Ableitung des verbrauchten Kohlendioxids aus den Késten in den Au-
Benraum gewéhrleistet (4bbildung 1).

4 A

Kontroligruppe

AuslaR ﬁ CO,-Gruppe EinlaB
I

\_

Abbildung 1: Anordnung der Kulturgefifle im Wirmeschrank zur CO:>-Behandlung

Es wird nun der Einlastutzen des Kastens mit dem Insufflator verbunden. Der Auslal}
bleibt zunichst noch offen. Am Insufflator wird eine FluBrate von zehn Litern Kohlend#

oxid pro Minute eingestellt. Danach werden die Késten mit insgesamt 15 Litern des Ga-

ses durchflutet. Hierdurch werden die im Inneren der Késten verbliebene Umgebungsluft
sowie die Dampfe eventuell doch noch vorhandener Alkoholreste vollstindig durch das
Kohlendioxid verdriangt, und es wird eine C0,-Konzentration von 100% erreicht. Nach

diesem Schritt wird die FluBrate dann definitiv auf 1 1*min' reduziert. AbschlieBend

wird am Insufflator der gewiinschte Druck von wahlweise null, sechs oder zwolf mmHg
eingestellt. Im Falle der hyperbaren Einwirkung des Kohlendioxids mit sechs oder zwolf
Millimeter Quecksilbersdule wird der Auslal} sodann verschlossen. Im Falle der isobaren
CO,-Exposition mit null Millimeter Quecksilbersdule unterbleibt das Verschlieen des
Auslasses, so daf3 die Zellen mit Kohlendioxid lediglich bestromt werden. Der Gasdruck
im Innern der Késten entspricht damit anndhernd dem Atmosphérendruck. Die FlufBrate
betriigt auch hier einen Liter pro Minute und ist damit dieselbe wie bei den Uberdruck-

versuchen. Die Druckschwankungen wihrend der Behandlung der Zellen mit Kohlend+

oxid betragen +/- 2 Millimeter Quecksilberséule.

Der Ablauf der CO»-Behandlung soll soweit mdglich der Vorgehensweise im Rahmen
einer lingerdauernden laparoskopischen Operation nachempfunden werden. Der bei ei-

nem solchen Eingriff zu beobachtende unvermeidliche Gasverlust liber Arbeitskanéle
und Trokare soll durch das stiindliche Ablassen des Kohlendioxids aus den Insufflations-

kdsten simuliert werden. Wéhrend der hyperbaren CO,-Exposition mit sechs oder zwolf
Millimeter Quecksilbersdule wird deshalb nach jeder vollen Stunde der Auslall gedftnet,
und die Késten werden nach demselben Schema wie vor Versuchsbeginn erneut mit
Frischgas durchstromt. Im Anschlufl hieran wird der Auslal wieder verschlossen, und
der gewiinschte Druck wird erneut aufgebaut. Dieses Erneuern des Gases entfillt wieder-

um fiir die isobaren Versuche.

Bei der Laparoskopie am Menschen werden intraperitoneal hyperbare Driicke von zwolf
bis vierzehn Millimeter Quecksilbersdule aufgebaut. Die im Rahmen der beschriebenen
Experimente eingestellten Driicke liegen mit 12 +/- 2 mmHg annéhernd im selben Be-

13



reich. Dariiber hinaus erfahren die Zellen der Testgruppen zusétzlich jedoch auch die be-
schriebene Exposition gegeniiber Driicken von sechs und null Millimeter Quecksilber-
sdule. Hierdurch sollen die in der Literatur unter anderen Bedingungen (108) beschriebe-
nen Abhédngigkeiten der Tumorzellproliferation vom Gasdruck wie hier geschildert in vi-
tro untersucht werden.

Nach der vorgegebenen Expositionszeit von vier Stunden wird die Kohlendioxidzufuhr
gestoppt. Die KulturgefdBe werden aus den Kisten genommen, und das Ndhrmedium
wird erneut ausgetauscht. Dieser nochmalige Mediumwechsel mull erfolgen, weil die
mehrstiindige Einwirkung von Kohlendioxid einen starken Abfall des Medium-pH-Wer-
tes um bis zu einen Punkt bedingt, was sich auf den Zellstoffwechsel nachteilig auswirkt.
Auch dieses Mal wird das Medium in den Gefdl3en der Kontrollgruppen-Zellen ebenfalls
erneuert, um fiir die folgenden Versuche identische Ausgangsbedingungen zu schaffen.
Nach dem Mediumwechsel werden die Zellen nach Mal3gabe des jeweiligen Versuchsan-
satzes weiterverarbeitet.

2.2.3 Vorversuche

Die im Rahmen dieser Arbeit vorzustellenden Experimente gliedern sich in die Teile
"Vorversuche" und "Hauptversuche" sowie "Referenzarbeiten". Die Vor- und Hauptver-
suche unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Zielsetzung sowie Féarbe- und MeBtechnik.
Gemeinsam ist ihnen die Methode der iso- und hyperbaren Zellbehandlung mit Kohlen-
dioxid. Im Falle der beiden Referenzarbeiten werden die Zellen keinem Kohlendioxid
ausgesetzt, sondern unter Raumluftbedingungen gehalten.

Es werden zwei Vorversuche durchgefiihrt, zum einen eine Zellzdhlung in der NEU-
BAUER-Zéhlkammer analog der Vorgehensweise Jacobis (122), die im Anschluf} an die
Zellbehandlung mit iso- und hyperbarem Kohlendioxid vorgenommen wird; zum ande-
ren eine pH-Wert-Bestimmung, die ebenfalls postexpositionell nach erfolgter CO,-Be-
handlung stattfindet. Diese beiden Vorversuche dienen dazu zu iiberpriifen, inwieweit
die von Jacobi gewonnenen Ergebnisse mit den hier zu untersuchenden Zellen reprodu-
ziert und korreliert werden kénnen. Hierzu wird auf den von Jacobi geschilderten Auf
bau fiir die in-vitro-Versuche (122) zuriickgegriffen.

Dem Versuch zur pH-Wert-Bestimmung liegt die Uberlegung zugrunde, daB es bei einer
vierstiindigen Einwirkung von einhundertprozentigem Kohlendioxid auf Tumorzellen
und Medium auch zu Verdnderungen der Wasserstoffionenkonzentration im Versuchsan-
satz kommen kann. Zwar ist das Nahrmedium gepuffert (siche Abschnitt 2.2.1, ,,Zellkul-
tivierung®), jedoch ist fraglich, inwieweit die Pufferkapazitit ausreicht, um die experi-
mentellen Verdnderungen zu kompensieren. Diese Einfliisse konnen im Tierversuch ver-
nachldssigt werden, da dort die verschiedenen Mechanismen zur Regulation des Sdure-
Basen-Haushaltes zum Tragen kommen, wovon natiirlich auch die Tumorzellen profitie-
ren. Solche Regulationsmechanismen sind im In-vitro-Ansatz nicht gegeben.

Eventuelle Alterationen in der Wasserstoffionenkonzentration des Mediums miifiten da-
her nach Ende der CO»-Exposition dann einen Wechsel des verbrauchten Mediums zur
Folge haben, um eine dauerhafte Beeintrichtigung des Zellstoffwechsels und damit der
Proliferationsfahigkeit zu vermeiden.

Nicht beeinfluflt werden kdnnen dagegen die stoffwechselbedingten biochemischen Ver-
dnderungen im Zellinnern, auf welche die Versuchbedingungen ebenfalls Einflul neh-
men. Sie miissen stets als gegebene - jedoch unbekannte - GroB3e hingenommen werden.
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Zusatzlich werden zur Ergdnzung der Hauptversuche fiir jeden Zelltyp zwei verschiede-
ne Referenzmessungen durchgefiihrt. Sinn und Zweck der ersten dieser Messungen ist es
zu ermoglichen, von den photometrisch gewonnenen DNA-Fluoreszenzwerte auf die
entsprechenden realen Zellzahlen riickschlieBen zu konnen. Im Rahmen der zweiten
Messung soll die basale Proliferation der zu untersuchenden Zellen iiber die Dauer des
Beobachtungszeitraums bestimmt werden, einmal ausgehend von einer Zahl von 5.000
Zellen pro Loch, zum zweiten mit einer Ausgangszahl von 10.000 Zellen pro Loch. Dies
dient dazu, die in den spéater durchzufiihrenden Hauptversuchen gewonnenen Ergebnisse
korrekt interpretieren zu konnen. Néhere Einzelheiten zu diesen beiden Referenzmessun-
gen folgen in Abschnitt 2.2.4.

Als Vorversuche werden nach erfolgter iso- und hyperbarer Zellbehandlung mit Kohlen-
dioxid zum einen eine lichtmikroskopische Zellzdhlung in der NEUBAUER-Z&hlkam-
mer, zum anderen eine Messung der pH-Werte von Mediumproben, nachdem diese mit
Kohlendioxid unter den verschiedenen Driicken behandelt worden sind, durchgefiihrt.
Die Konzeption der ersten der beiden Experimente lehnt sich an den Versuchsaufbau Ja-
cobis an. Dieser behandelte in einem seiner in (122) beschriebenen Versuche Zellen des
Ratten-Colon-Adenokarzinoms DHD/K12/TRb mit Kohlendioxid und Helium im Falle
der Experimentalgruppen sowie Raumluft im Falle der Kontrollgruppe. Der Gasdruck
lag in allen drei Féllen zwischen null und einem Millimeter Quecksilbersiule, entspre-
chend den isobaren Druckverhéltnissen, wie sie auch in den hier zu beschreibenden eige-
nen Experimenten zu finden sind. Die Expositionszeit belief sich in Jacobis Versuchsan-
satz stets auf drei Stunden. Insgesamt wurden pro Tag und Gruppe 15 Ansétze mit je-
weils 10* Zellen pro Ansatz mit Acridin Orange angefirbt. Mittels Fluoreszenzmikrosko-
pie erfolgte die Bestimmung der Zahl der vitalen und der seit der CO,-Exposition nekro-
tisch gewordenen und damit avitalen Zellen in der NEUBAUER-Zé&hlkammer.

Das hier im folgenden zu beschreibende eigene Experiment dient der partiellen Repro-
duktion der Ergebnisse aus diesem Versuch Jacobis. Dessen Ansatz wurde, soweit dies
nach Mafigabe der eigenen Intention notwendig war, modifiziert. Entsprechend kommt
zwar als Methode ebenfalls die einfache Zellzdhlung in der NEUBAUER-Zadhlkammer
zur Anwendung. Abweichend von Jacobis Ansatz, kommen hier jedoch die bereits vor-
gestellten humanen Karzinomzellen zum Einsatz. Die Anfiarbung der Zellen erfolgt hier
anstatt mit Acridin Orange mit Trypanblau. Die Mikroskopie wird entsprechend mit ei-
nem normalen Lichtmikroskop durchgefiihrt.

Der zweite der Vorversuche hat zum Ziel aufzukliaren, inwieweit der Einflufl von Koh-
lendioxid alleine sowie die Driicke, unter denen dieses in den Versuchen mit hyperbarer
CO»-Behandlung steht, am isolierten Medium zu verdnderungen der pH-Werte der Nahr-
16sung fiihren konnen. Dies dient erstens der Abschitzung der Pufferkapazititen der Lo-
sung und der Belastung, der die Zellen wihrend der Expositionszeit ausgesetzt sind.
Zweitens soll hierdurch die Frage beantwortet werden, ob nach abgeschlossener Behand-
lung mit Kohlendioxid ein Wechsel des Narmediums erforderlich ist.
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2.2.3.1 Zellzéhlung in der NEUBAUER-Z&hlkammer

Zunichst werden die Zellen in den 75-cn’*-Kulturflaschen mit 10 ml PBS ohne Calcium
und Magnesium (Gibco BRL) gespiilt und nach dem Abgielen des PBS mit 5 ml Tryp-
sin-EDTA (PanSystems) je Flasche fiir fiinf Minuten im Brutschrank inkubiert. Die Sus-
pension mit den durch das Trypsin vom Flaschenboden abgeldsten Zellen wird anschlie-
Bend mit weiteren 5 ml Medium verdiinnt, in 50-Milliliter-Falcon-Réhrchen tiberfiihrt
und bei 1.400 U/min fiinf Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand iiber dem Sediment
wird abgegossen, und das Sediment selbst wird mit 1 ml Ndhrmedium resuspendiert. Es
mul} nun zunichst die Konzentration der vitalen Zellen in der jetzt vorliegenden Suspen-
sion bestimmt werden. Dies geschieht — nach griindlichem Durchmischen der Suspensi-
on - durch die Entnahme einer Probe von 10 ul, welche mit 90 pl Trypanblau (Sigma
SteinSteinheim) griindlich vermischt wird. Die NEUBAUER-Zihlkammer wird dann
mit 10 pl dieser Suspension beschickt. AnschlieBend werden die Zellen in den vier Qua-
dranten der Kammer unter dem Lichtmikroskop getrennt ausgezahlt. Durch die Markie-
rung mit Trypanblau imponieren die vitalen Zellen im mikroskopischen Aspekt tief dun-
kelviolett angefarbt und gut begrenzt, wohingegen die nekrotischen Zellen blafl und
schlecht begrenzt erscheinen. Dies gestattet auch schon in der Phase der Versuchsvorbe-
reitung die Unterscheidung zwischen vitalen und avitalen Zellen und ermdoglicht es da-
mit, selektiv nur die noch vermehrungsfiahigen Zellen fiir die weitere Verarbeitung zu
beriicksichtigen.. Die Moglichkeit der Trennung der vitalen von den avitalen Zellen auch
schon bevor sie dem Kohlendioxid ausgesetzt worden sind, ist insofern von praktischer
Bedeutung, als auch in einer ungestorten Zellkultur physiologische Apoptoseprozesse
ablaufen, so dal} auch hier stets ein Teil nekrotischer Zellen zu erwarten ist, welcher fiir
die weiteren Versuche jedoch unbrauchbar ist. Bei einem Intervall von durchschnittlich
fiinf bis sechs Tagen zwischen zwei Trennungen liegt dieser natiirliche Anteil an nekroti-
schen Zellen sowohl fiir CX-2 als auch fiir DAN-G erfahrungsgeméal bei etwa ein bis
zwel Prozent.

Nach dem Auszdhlen wird der Mittelwert der Einzelergebnisse gebildet. Ein Zehntel der
durchschnittlichen Zellzahl aus allen vier Quadranten entspricht der Konzentration in
Millionen Zellen pro Milliliter. Die Suspensionen von CX-2 und DAN-G werden nach-
folgend mit den entsprechenden Mengen des Néhrmediums bis auf die stets als Aus-
gangswert einzustellende Standardkonzentration von 1*10° Zellen pro Milliliter ver-
diinnt.

In der Planung fiir diesen Vorversuch sind fiinf Tage als Beobachtungszeitraum vorgese-
hen. Pro Tag und Gruppe sollen weiterhin jeweils fiinf Werte ausgezihlt werden. Zudem
soll eine Zahlung am Tag null unmittelbar nach der Behandlung mit Kohlendioxid erfol-
gen, um {iber einen Ausgangswert zu verfligen, auf welchen die Werte der spéteren Tage
bezogen werden konnen. Entsprechend werden pro Tag, Druck und Zellinie jeweils fiinf
25-cm’-Kulturflaschen vorbereitet (4bbildung 2).
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CX-2 (Kolon) und DAN-G (Pankreas)

9 9

500.000 Zellen pro Flasche

9 9

0 mmHg, 6 mmHg, 12 mmHg und
Kontrolle

Kohlendioxidexposition tliber vier Stunden

Abbildung 2: Versuchsanordnung zur Zellzihlung in der NEUBAUER-Zihlkammer

Jede dieser Kulturflaschen wird mit 0,5%10° Zellen befiillt, welche in jeweils 5 ml Néhr-
medium suspendiert sind. CX-2 und DAN-G zeichnen sich gegeniiber der Ratten-Tu
morzellinie DHD/K12/TRb durch eine wesentlich ldngere Populationsverdoppelungszeit
(in beiden Féillen etwa dreiflig Stunden) aus. Dies macht die zehnfach hohere Ausgangs-
zellzahl im Vergleich zu den Versuchen Jacobis erforderlich. Nach der Verteilung auf
die Kulturflaschen benétigen die Zellen beider Linien etwa 24 Stunden, um an den Kul-
turflaschenbdden adhérent zu werden.

Die Behandlung der hierfiir vorgesehenen Zellen mit Kohlendioxid wird daher erst am
Folgetag nach dem bereits beschriebenen Schema durchgefiihrt. Entsprechend ist unmit-
telbar am Behandlungsbeginn eine Ausgangszellzahl zu erwarten, die grofer ist als die
am Vortag eingestellte Zahl von 0,5%10° pro Flasche. Auch aus diesem Grund ist die
Auszédhlung eines Nullwertes als Referenz fiir die spateren Zahlungen unmittelbar nach
Ende der CO:-Exposition angezeigt.

Der obligate Mediumwechsel nach Abschluf3 der Behandlung erfolgt mit Volumina von
fiinf Millilitern fiir jede Flasche. Die Behandlung der Kontrollgruppenzellen ist hierbei
dieselbe wie die der Kohlendioxidgruppenzellen.

Unmittelbar nach der Behandlung mit Kohlendioxid am ,,Tag Null* selbst sowie an den
Tagen 1-5 werden die Zellen in den hierfiir vorgesehenen Flaschen ausgezéhlt. Zur Vor-
bereitung fiir die Zdhlung werden die Zellen wieder mit PBS ohne Calcium und Magne-
sium (Gibco BRL) gespiilt und durch fliinfminiitige Inkubation mit Trypsin-EDTA (Pan-
Systems) vom Flaschenboden gelost. Diese Suspension wird wieder mit jeweils 5 ml
Medium verdiinnt und bei 1.400 U/min fiinf Minuten lang zentrifugiert. Nach dem Zen-
trifugieren und Resuspendieren des Sediments mit 1 ml des Nidhrmediums erfolgt die
Bestimmung der Zahl der vitalen Zellen der jeweiligen Tagesgruppe in der NEUBAU-
ER-Zahlkammer nach der oben beschriebenen Methode. Es werden zum einen die Werte
der drei verschiedenen Kohlendioxidgruppen mit denen der Kontrollgruppe, zum ande-
ren die Werte der Kohlendioxidgruppen untereinander verglichen. Die statistische Aus-
wertung der Zidhlergebnisse beinhaltet neben der Varianz und Standardabweichung den
Whitney-Mann-Wilcoxon-U-Test fiir die Einzelvergleiche sowie den Kruskal-Wallis-
Test und den Dunn-Test mit alpha-Korrektur nach Holm fiir die Gruppenvergleiche. Fiir
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die Kreuzvergleiche kommt der Wilcoxon-matched-pairs-Test zur Anwendung. Werte
unterhalb des mit o = 0,05 angesetzten Niveaus werden als signifikant angesehen.

2.2.3.2 pH-Wert-Bestimmungen

In einem weiteren Zusatzversuch soll der Einflul des Kohlendioxids auf den pH-Wert
des Nahrmediums der Zellen wihrend der Behandlung mit Kohlendioxid bestimmt wer-
den. Hierzu werden wieder vier Gruppen gebildet. Eine Gruppe dient als Kontrolle. Die
anderen drei Gruppen bestehen aus dem mit Kohlendioxid unter den drei bekannten Drii-
cken zu behandelnden Medium.

Um eine Beeinflussung der pH-Wert-Verdnderung durch saure Produkte aus dem Zell-
stoffwechsel zu vermeiden, soll ausschlieSlich das Medium mit Kohlendioxid behandelt
werden. Hierzu wird dieses in jeweils fiinf 75-cm’-Kulturflaschen gefiillt. Auch hier sind
die Verschliisse mit einem Filter versehen, um eine Kontamination der Ansétze zu ver-
meiden. Jede Flasche wird mit 10 ml Nédhrmedium befiillt. Die CO.-Behandlung wird
analog dem Procedere bei der Zellbehandlung durchgefiihrt. Nach dem Einsetzen der
Kulturflaschen in die Insufflationskidsten werden diese also zunédchst mit 15 Litern Koh-
lendioxid gespiilt, bevor dann die verschiedenen Driicke eingestellt werden. Auch bei
diesem Versuch wird stiindlich das Gas abgelassen und nach erneutem Spiilen der Kés-
ten mit ebenfalls 15 Litern CO. der einzustellende Druck neu aufgebaut, um ein operati-
ves Pneumoperitoneum zu simulieren. Die gesamte Expositionszeit belduft sich auf vier
Stunden. Die Behandlung mit Kohlendioxid erfolgt ebenfalls im Wirmeschrank bei ei-
ner Temperatur von 37° C. Die Flaschen mit dem Kontrollmedium bleiben — analog der
Behandlung der Kontrollgruppenzellen in den iibrigen Versuchen — wihrend der Ein-
wirkzeit des Kohlendioxids auBlerhalb der Insufflationskésten und des Warmeschranks
unter Raumluftbedingungen.

Nach Ablauf der Einwirkungszeit des CO. wird das Medium der verschiedenen Flaschen
— also das der Kontrollgruppe ebenso wie das der drei CO.-Gruppen — in entsprechend
beschriftete Bechergldschen abgegossen. Es folgt die Bestimmung des pH-Wertes der
verschiedenen Ansdtze mit einem digitalen pH-Meter. Der Wert einer jeden Probe wird
dann abgelesen, wenn die Anzeige mindestens sieben Sekunden unverdndert geblieben
ist. Es werden somit also je Gruppe flinf verschiedene Werte erhalten. Aus diesen wer-
den die statistischen Basisgrolen Mittelwert, Varianz, Standardabweichung sowie die
Signifikanzwerte mit Hilfe des F-Tests, des Whitney-Mann-Wilcoxon-u-Tests, des Krus-
kal-Wallis-Tests und des Dunn-Tests mit der Alpha-Korrektur nach Holm ermittelt.
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2.2.4 Hauptversuche

2.2.4.1 Nekroseférbung mit Propidium-lodid

Bereits im Verlauf der einfachen Zellzdhlungen in der NEUBAUER-Zahlkammer im
Rahmen der Vorversuche ergeben sich Hinweise darauf, dall die isobare ebenso wie die
hyperbare Behandlung der Zellen von CX-2 und DAN-G mit Kohlendioxid zu einer er-
hohten Rate an Nekrosen in den Experimentalgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe
fiihrt (S. 31 ff.). Dieser Verdacht stellt sich aufgrund der im Aspekt des mikroskopischen
Bildes deutlich erhoht scheinenden Anzahl blaviolett angefdrbter Zellen, was als Zetr
chen des zuvor erfolgten Zellniedergangs zu werten ist. Das Ausmalf} an den zu beobach-
tenden Nekrosen scheint dabei auch von der Hohe des eingestellten Kohlendioxiddrucks
abzuhéngen. Im Rahmen der Vorversuche wird dieser Beobachtung nicht weiter nachge-
gangen, da die Methode der mikroskopischen Zellzdhlung in der NEUBAUER-Zahlkam-
mer nicht hinreichend genau scheint, um aussagekréftige Ergebnisse zu liefern. Die Ob-
jektivierung und die Quantifizierung der vermuteten zytotoxischen Effekte von Kohlen-
dioxid und Druck sollen vielmehr mit molekularen Mitteln erfolgen. Als sehr sensitive
Methode bietet sich hierfiir die Anfarbung der nekrotischen Zellen mit Propidium-Ilodid
und die nachfolgende Messung im Durchflulzytometer (FacScan, Becton Dickinson) an.

Die Methode der Markierung von DNA mit Propidiumiodid ist ein seit lingerem etab-
liertes Verfahren unter anderem zur Detektion und Differenzierung von nekrotischen und
apoptotischen Zellen mit Hilfe der Durchflulzytometrie (123, 124, 125, 126). In Kombi-
nation mit Bromdesoxyuridin kdnnen des weiteren im Sinne einer Gegenfarbung Zellen
in den verschiedenen Phasen ihres Replikationszyklus markiert werden. Dieses Verfah-
ren hat sich im Rahmen von Zellzyklusanalysen ebenfalls bereits bewéhrt (123, 127,
128). Dabei kommt der S-Phasen-Bestimmung nicht nur unter experimentellen Bedin-
gungen eine Bedeutung zu. Kitagawa et al. (129) konnten in einer klinischen Studie zei-
gen, daB3 der Hohe der S-Phasen-Fraktion innerhalb eines Tumors eine prognostische Be-
deutung hinsichtlich der Uberlebensrate von Patienten mit einem priméren kolorektalen
Karzinom zukommt. Fiir die hier gegebene Fragestellung ist jedoch die Differenzierung
in apoptotische und nekrotische Zellen ebenso wie die differenzierte Zellzyklusanalyse
von untergeordneter Bedeutung. Daher kann sich an dieser Stelle auf die einfache Far-
bung der Tumorzell-DNA mit Propidiumiodid beschrankt werden.

Die in den 75-cm’-Kulturflaschen (Falcon Primaria®) angeziichteten Zellen werden mit
10 ml PBS Spiilpuffer ohne Calcium und Magnesium (Gibco BRL) gewaschen und nach
dem AbgieBen des Puffers mit 5 ml Trypsin-EDTA (PanSystems) fiinf Minuten lang im
Brutschrank inkubiert. Nach dieser Zeit sind die Zellen vollstindig vom Flaschenboden
abgeldst und liegen in einer Suspension vor, welche mit weiteren 5 ml Medium verdiinnt
und in 50-Milliliter-Falcon-Rohrchen iiberfithrt wird. AnschlieBend werden die Zellen
fiinf Minuten lang mit 1.400 U/min zentrifugiert. Nach dem AbgieBen des Uberstandes
erfolgt wieder die Resuspendierung der Zellen von CX-2 und DAN-G in dem jeweiligem
Sediment mit einem Milliliter Medium fiir die nachfolgende Konzentrationsbestimmung
in der NEUBAUER-Zdhlkammer. Es ist bei diesem Versuch in ganz besonderer Weise
darauf zu achten, dafl der Anteil an a priori nekrotischen Zellen moglichst gering gehal-
ten wird, da diese ansonsten das spdtere Versuchsergebnis verfilschen wiirden. Deswe-
gen werden fiir die vor den Versuchen liegenden zwei Wochen kiirzere Kulturintervalle
gewdhlt, als dies sonst {iblich ist. Liegen die Intervalle {iblicherweise bei etwa sechs bis
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sieben Tagen, werden diese hier auf drei Tage verkiirzt. Das Wachstum in den Kulturfla-
schen wird zudem engmaschig durch tagliche mikroskopische Inspektion der Zellen kon-
trolliert. Hierdurch wird einem Uberwachsen der Kulturflaschen vorgebeugt. In einem
solchen Fall wiirde der Anteil nekrotischer Zellen stark ansteigen. Auch bei der Auszéh-
lung in der Zahlkammer werden nur die vitalen Zellen beriicksichtigt. Nur diese werden
letztlich am Kulturflaschenboden adhirent. Mit in die Flasche gelangende nekrotische
Zellen werden dann beim nichsten Spiilen des Zellrasens nach Abschlufl der CO:-Be-
handlung aus der Population eliminiert.

In Kenntnis der zuvor in der Zahlkammer ermittelten Ausgangskonzentrationen von CX-
2 und DAN-G werden nun wieder die 1-Milliliter-Stammsuspensionen mit Medium auf-
gefiillt, bis fiir jeden Zelltyp die Standardkonzentration von 1*10° Zellen pro Milliliter
erreicht ist. Fiir diese Versuche werden eine Positivkontrolle, eine Negativkontrolle so-
wie die Ansétze fiir die verschiedenen Driicke benétigt (Abbildung 3).

CX-2 (Kolon) und DAN-G (Pankreas)

4 b 4 \ 4

500.000 Zellen pro Loch

b 4 9 o

Positivkontrolle 0 mmHg, 6 mmHg, 12 mmHg Negativkontrolle

Kohlendioxidexposition iiber vier Stunden

Abbildung 3: Versuchsanordnung zur Fdrbung nekrotischer Zellen mit Propidiumiodid

Die Negativkontrollen entsprechen den iiblichen Kontrollgruppen, bestehend aus unbe-
handelten Zellen, die wihrend der Expositionszeit auflerhalb der Insufflationskisten un-
ter Raumluftbedingungen gehalten werden. Die Positivkontrollen bestehen dagegen
ginzlich aus mit Formalin abgetoteten Zellen. Der hier zu erwartende Anteil an nekroti-
schen Zellen betrdgt damit einhundert Prozent.

Fiir jeden Ansatz sollen Werte aus sechs Stichproben bestimmt werden. Daher kommen
sechs-Loch-Platten (Falcon Primaria®) zum Einsatz. Deren Locher werden mit jeweils
0,5*%10° Zellen von CX-2 bzw. DAN-G besetzt. Dies entspricht einem Volumen von 0,5
ml der Standardsuspension. AnschlieBend werden die Locher mit weiteren 2 ml Medium
aufgefiillt. Da die Zellen am Folgetag mit Kohlendioxid behandelt und unmittelbar da-
nach allesamt weiterverarbeitet werden, kann bei diesem Versuch auf die Zugabe eines
Antibiotikums zum Medium verzichtet werden.

Die Zellen kénnen zundchst wéahrend der ersten vierundzwanzig Stunden an den Bdden
der Locher adhdrent werden. Am néchsten Tag werden die Zellen in den Lochern aller
Platten mikroskopiert. Damit soll deren Adhdrenz noch einmal im Einzelnen {iberpriift
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werden, da nur am Boden anhaftende Zellen weiterverarbeitet werden konnen. Nach po-
sitivem Befund erfolgt in allen Platten, sowohl denen der Gas- als auch denen der beiden
Kontrollgruppen, ein kompletter Mediumwechsel. Damit soll vor allem fiir die Zellen
der Gasgruppen wieder ein mdglichst optimaler Ausgangszustand fiir die folgende Expo-
sition gegeniiber dem sauren Milieu in den Insufflationskésten geschaffen werden. Nach
griindlicher Desinfektion der Késten werden diese mit den Platten der jeweiligen Gas-
gruppenzellen besetzt und danach luftdicht verschlossen. Nacheinander erfolgt nun die
Behandlung der Zellen der isobaren, der sechs-Millimeter-Quecksilbersdule- und der
zwolf-Millimeter-Quecksilbersdule-Gruppen mit Kohlendioxid unter den entsprechen-
den Driicken iiber vier Stunden. Die Vorgehensweise zum Einstellen des Gases ent-
spricht der oben geschilderten: Zundchst werden die EinlaBstutzen der Késten mit dem
Insufflator verbunden, wihrend der Auslall noch offen bleibt. Dann erfolgt das Auswa-
schen der Raumluft aus den Késten durch Spiilen mit 15 Litern Kohlendioxid bei maxi-
maler GasfluBrate. Jetzt ist eine CO»-Konzentration von einhundert Prozent erreicht, was
die Voraussetzung dafiir ist, daB nun der GasfluB auf 1 1*min" reduziert, der gewiinschte
Druck am Insufflator eingestellt und schlieBlich auch der AuslaB3 im Falle der hyperbaren
Kohlendiioxid-Exposition verschlossen werden kann. Zur Gewihrleistung des isobaren
Druckes bleibt der Auslall wie gewohnt offen. Die Expositionszeit betrdgt auch bei die-
sen Versuchen vier Stunden. Nach jeder vollen Stunde erfolgt bei allen drei Driicken das
erneute Durchspiilen der Késten mit fiinfzehn Litern frischem Kohlendioxid bei offenem
Auslall mit maximaler Gasfluflirate. Anschlieend folgt der erneute Druckaufbau fiir die
hyperbaren Versuche. Im Falle der isobaren Versuche wird statt dessen die Flulrate wie-
der auf einen Liter pro Minute reduziert.

Nach Ablauf der vierstiindigen Expositionszeit wird das Medium aus allen Lochern ent-
fernt, und die darin befindlichen Zellen aller Gruppen werden mit jeweils 5 ml PBS
Spiilpuffer ohne Calcium und Magnesium (Gibco BRL) gewaschen. Nach Entfernung
des Spiilpuffers schlief3t sich die flinfminiitige Inkubation der Zellen mit Trypsin-EDTA
(Pan-Systems) bei einem Volumen von 2 ml pro Loch im Brutschrank an. Die hierdurch
erhaltene Trypsin-EDTA-Zellsuspension wird analog der in anderem Zusammenhang be-
reits geschilderten Vorgehensweise mit weiteren 2 ml Medium verdiinnt und dann in 5-
Milliliter-Falcon-Rohrchen tiberfiihrt. Die folgende Zentrifugation dauert wieder fiinf
Minuten bei 1.400 U/min. AnschlieBend wird der Uberstand abgegossen. Das Resuspen-
dieren der Zellen im Sediment erfolgt fiir alle Gruppen mit 1 ml Medium. Die weitere
Behandlung der Zellen im Sediment unterscheidet sich nun in Abhéngigkeit von den Er
fordernissen, die durch die verschiedenen Gruppenzugehdrigkeiten gegeben sind. Die
Zellen der Positivkontrollen werden zundchst vollstindig abgetotet. Dies geschieht durch
eine flinfzehnminiitige Inkubation mit zwei Milliliter zehnprozentigem Formalin bei
Raumtemperatur. Diese Behandlung ist ausschlieSlich den Zellen der Positivkontrollen
vorbehalten und unterbleibt fiir die Negativkontrollen und die Gasgruppenzellen. Der
ndchste Schritt stellt die gemeinsame Endstrecke fiir nun wieder alle Zellen dar. Er be-
steht in der Fluoreszenzmarkierung der durch die Inkubation mit Formalin bzw. durch
die Einwirkung des Kohlendioxids nekrotisch gewordenen Zellen. Zu diesem Zweck
wird ein Milliliter Propidium-Iodid (Sigma Miinchen) zu den Suspensionen zugegeben,
welche dann fiir weitere fiinfzehn Minuten im Brutschrank inkubiert werden. Bei diesem
letzten Arbeitsschritt vor der definitiven Messung ist darauf zu achten, daf3 - ebenso wie
in jedem anderen Fall einer Markierung mit fluoreszierenden Farbstoffen - im verdunkel-
ten Raum gearbeitet wird, um einen Fluoreszenzverlust durch vorzeitige Belichtung des
Reagens und damit spitere falsch-negative MeBergebnisse zu vermeiden.

Nach beendeter Inkubation erfolgt die Messung der Zellen im DurchfluBzytometer (Fac
Scan, Becton Dickinson). Wie bereits bei der Zellzyklusbestimmung, werden auch hier
wieder pro Ansatz und Mefvorgang jeweils 10.000 Zellen analysiert und die Gréfen der
verschiedenen Fraktionen relativ als Prozentwerte ausgewiesen.
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Die statistische Auswertung der Mefergebnisse umfafit neben Varianz und Standardab-
weichung den Welch-t-Test fiir die Einzelvergleiche sowie den Kruskal-Wallis-Test und
den Dunn-Test mit alpha-Korrektur nach Holm fiir die Gruppenvergleiche. Werte unter-
halb des mit a. = 0,05 angesetzten Niveaus werden als signifikant angesehen.

2.2.4.2 Quantitative DNA-Bestimmung mit Pico Green

Die Bestimmung des Proliferationsverhaltens der mit Kohlendioxid behandelten Zellen
der Kontrollgruppe erfolgt mittels Markierung der Tumorzell-DNA mit Pico Green als
fluoreszierendem Farbstoff und der nachfolgenden Messung der Fluoreszenz im UV-
Photometer. Diese Methode bietet sich an, da sie leicht anzuwenden ist, bei gegebenem
Aufwand die einfache Bearbeitung einer groBen Zahl an Stichproben ermdoglicht und
sich dartiber hinaus dank der ausgeprégten selektiven Affinitit gegeniiber Desoxyribonu-
kleinsdure durch eine hohe Sensitivitdt und Spezifitit auszeichnet.

Nach AbgieBen des Mediums werden die Zellen zuerst in den 75-cn’-Kulturflaschen
(Falcon Primaria®) mit jeweils 10 ml PBS-Spiilpuffer ohne Calcium und Magnesium
(Gibco BRL) gewaschen. Nach Abgie3en des Spiilpuffers und Zugabe von jeweils 5 ml
Trypsin-EDTA (PanSystems) werden die Zellen dann fiinf Minuten lang im Brutschrank
inkubiert. Anschlieend sind die Zellen vom Flaschenboden abgel6st und liegen in einer
Suspension vor, welche mit weiteren 5 ml Medium verdiinnt und in 50-Milliliter-Falcon-
Rohrchen iiberfiihrt wird. Hierin erfolgt eine fiinfminiitige Zentrifugation mit 1.400
U/min, nach deren Ende der Uberstand abgegossen und das Sediment mit einem Millili-
ter Medium resuspendiert wird. Ausgehend von dieser Suspension, erfolgt die Bestim-
mung der Ausgangskonzentration der Zellen von CX-2 und DAN-G. Hierfiir wird von
jedem Ansatz eine 10-pl-Probe entnommen und mit weiteren 90 ul Trypanblau (Sigma
Steinheim) griindlich vermischt. Von dieser Suspension werden 10 pl auf die NEUBAU-
ER-Zdhlkammer gegeben. Die Auszidhlung erfolgt fiir jeden der vier Quadranten einzeln.
Danach wird das arithmetische Mittel aus den vier Einzelwerten gebildet. Ein Zehntel
des erhaltenen Betrages entspricht der Zellkonzentration in Millionen Zellen pro Millili-
ter. In Kenntnis dieser Ausgangskonzentration werden die Stammsuspensionen von CX-
2 und DAN-G mit den fehlenden Volumina an Medium bis zum Erreichen der Standard-
konzentration von einer Million Zellen pro Milliliter aufgefiillt. Ausgehend von dieser
Standardkonzentration erfolgt die weitere Verdiinnung auf die fiir die einzelnen Ansitze
bendtigten Zellkonzentrationen. Das fiir diese Versuche verwendete Medium enthélt als
Zusatz die Antibiotika Penicillin und Streptomycin in einer Konzentration von 10 U/ml.
Als Beobachtungszeitraum sind flinfzehn Tage vorgesehen. Messungen sollen fiir die
Tage 1-5 sowie fiir die Tage 7, 9, 11, 13 und 15 im Anschlufl an die Behandlung mit
Kohlendioxid erfolgen. An jedem Tag sollen pro Zellinie und Gruppe (also isobare und
hyperbare Driicke sowie Kontrollgruppe) Werte aus zwanzig Stichproben ermittelt wer-
den. Als Kulturgefif3e fiir diese Versuchsreihe bieten sich daher 96-Loch-Platten (Falcon
Primaria®) an. Aufgrund der groflen Zahl an auf einer Platte zur Verfiigung stehenden
Locher konnen alle Zellen eines Tages und Druckes sowohl von CX-2 als auch von
DAN-G auf einer Platte untergebracht werden.

An eine geeignete Zellzahl fiir die einzelnen Locher sind zwei Forderungen zu stellen:
Zum einen miissen bereits am ersten Tag geniligend Zellen vorhanden sein, damit es
nicht zu Diskrepanzen zwischen der Sensitivitdt der MeBmethode einerseits und der
Zellzahl andererseits kommt. Zum anderen darf die Ausgangszellzahl in den Léchern je-
doch nicht so groB3 sein, daf} es bereits vor dem Ende des Beobachtungszeitraumes zu ei-
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nem Uberwachsen der Locher kommt, was die zu messende Proliferation der Tumorzel-
len verféilschen wiirde. Fiir die gesamte Dauer des gewihlten Beobachtungszeitraumes
kann keine Zellzahl gefunden werden, die geeignet wire, beide Forderungen zugleich zu
erfiillen. Es miissen somit fiir die ersten fiinf Tage hohere Zellzahlen in die Locher ein
gesetzt werden als fiir die Tage 7-15 des spiten Beobachtungszeitraumes. Im ersten Fall
werden daher in

jedes Loch 5.000 Zellen eingebracht. Im letzten Fall wird diese Zahl auf 1.000 reduziert
(Abbildung 4). Da — wie eingangs erwihnt - die Kulturintervalle und die Verdoppelungs-
zeiten fiir CX-2 und DAN-G nahezu identisch sind, kénnen fiir beide Linien dieselben
Zellzahlen pro Loch gewéhlt werden.

CX-2 (Kolon) und DAN-G (Pankreas)

9 9

Tage 1-4 Tage 5-15
5.000 Zellen pro Loch 1.000 Zellen pro Loch

b 9

0 mmHg, 6 mmHg, 12 mmHg und
Kontrolle

Kohlendioxidexposition tiber vier Stunden

Abbildung 4: Versuchsanordnung zur quantitativen DNA-Bestimmung mit Pico Green

Fiir die Platten der ersten fiinf Tage muf3 daher die Standard-Suspension mit der Konzen-
tration von 1*10° Zellen pro Milliliter weiter verdiinnt werden. Dies erfolgt bis zu einer
Endkonzentration von 100.000 Zellen pro Milliliter. Damit entspricht der fiir die ersten
fiinf Tage vorgesehenen Zahl von flinftausend Zellen pro Loch ein Suspensionsvolumen
von 50 pl. Dies liegt noch innerhalb des Bereichs, in dem die verwendeten Pipetten (Ep-
pendorf Combitips) genau arbeiten. Niedrigere Volumina flihren jedoch zu einer abneh-
menden Pipettiergenauigkeit, weswegen die bestehende Suspension fiir die Zahl von
1.000 Zellen pro Loch weiter verdiinnt werden muf3. Diese Verdiinnung erfolgt um den
Faktor fiinf auf eine Konzentration von 20.000 Zellen pro Milliliter. Damit entsprechen
nun 1.000 Zellen wiederum einem Suspensionsvolumen von 50 ul. Alle mit Zellen be-
setzten Locher werden anschlieBend mit jeweils 200 pul Medium bis auf ein Gesamtvolu-
men von 250 pl aufgefiillt. In den folgenden vierundzwanzig Stunden haben die Zellen
Gelegenheit, am Boden der Locher adhdrent zu werden. Die Adhédrenz wird am Folgetag
unmittelbar, bevor die Zellen fiir die CO»-Behandlung vorbereitet werden, durch Begut-
achtung der Platten unter dem Mikroskop tiberpriift.
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Zur Vorbereitung der CO:-Behandlung werden die Insufflationskdsten zunichst griind-
lich desinfiziert, um eine Infektion der Zellen in den Platten zu verhindern. Das Risiko
hierfiir ist im Vergleich zur in Kulturflaschen erfolgenden Exposition der Zellen gegen
iiber dem Kohlendioxid erhoht, da die Mikrotiterplatten im Gegensatz zu den Flaschen
nicht keimdicht verschlossen werden konnen. Dies ist auch der Grund fiir die Zugabe des
oben erwdhnten Antibiotikums, die bei der Verwendung von Kulturflaschen unterbleiben
kann.

Nach der Desinfektion werden die Platten mit den Zellen der CO.-Gruppen in die Késten
gelegt, welche anschlieBend fest verschlossen und in den Inkubator eingesetzt werden.
Der Inkubator ist ein reiner Warmeschrank ohne das Gas-Luft-Gemisch, das im Brut-
schrank fiir die Zellkultivierung zu finden ist. In seinem Inneren befindet sich statt des-
sen Raumluft, die mittels eines Thermostates auf einer konstanten Temperatur von 37° C
gehalten wird. Die Platten mit den nicht zu behandelnden Zellen der Kontrollgruppe be-
finden sich ebenfalls im Inkubator, verbleiben jedoch auBlerhalb der Kéisten in Raumluft-
umgebung. Nach dem ordnungsgeméfen Einsetzen aller Platten und Késten in den Wir-
meschrank wird der EinlaBstutzen der Kisten mit dem Insufflator (Aesculap) verbunden,
wihrend der Auslal noch gedffnet bleibt. Am Insufflator wird die maximale FluBrate
eingestellt, und die Késten werden mit insgesamt 15 Litern reinem Kohlendioxid ge-
spiilt, um die Raumluft komplett aus deren Innern zu entfernen. Nach diesem Spiilvor-
gang wird die FluBrate auf einen Liter pro Minute reduziert. Der gewiinschte Druck von
null, sechs oder zwolf Millimeter Quecksilbersédule kann nun eingestellt werden. Ab-
schlieBend wird im Falle der hyperbaren CO-Behandlung auch der Ausla3 der Késten
verschlossen, um einen Druckverlust zu verhindern. Bei der Behandlung der Zellen mit
Kohlendioxid unter Atmosphérendruck bleibt der Auslal offen, so daf3 die Zellen konti-
nuierlich mit dem Gas bestromt werden. Nach jeder vollen Stunde wird der AuslaB3 ge-
O0ffnet, damit unter maximalem Gasflu3 die Késten erneut mit 15 Litern Kohlendioxid
gespiilt werden konnen. Danach werden die AuslaBéffnungen wieder verschlossen und
erneut die gewlinschten Driicke am Insufflator eingestellt. Am Ende der Exposition wer
den die Platten aus den Késten genommen, und alle Zellen, auch die der Kontrollgruppe,
erfahren einen Mediumwechsel. AnschlieBend erfolgt die Lagerung im Brutschrank. An
den fiir die Proliferationsbestimmung vorgesehenen Tagen wird das Wachstum der be-
treffenden Zellen unterbrochen. Dies geschieht durch das vorsichtige Absaugen des Me-
diums aus den Lochern der fraglichen Platten. Durch die Einstellung eines minimalen
Sogs kann das versehentliche Mitabsaugen von Zellen vermieden werden. Anschlie3end
werden die Zellen dreimal mit frischem Medium gespiilt und anschlieend durch Fénen
getrocknet. Die so konservierten Zellen konnen nun bei Raumluftbedingungen mehrere
Wochen ohne Nachteile gelagert werden. Dies hat den Vorteil, daB3 erst bei Vorliegen al
ler auszuwertenden Platten eine einzige MeBreihe vorbereitet werden muf3. Alle fiir den
Féarbevorgang bendtigten Reagenzien miissen daher in nur einem Ansatz zubereitet wer-
den. Dies wiederum minimiert das Risiko von Mefifehlern durch mogliche Wige- und
Pipettierungenauigkeiten bei einer eventuell mehrfachen Zubereitung der Losungen.

Zur Vorbereitung der DNA-Markierung wird durch Zugabe von Papain (Sigma Stein-
heim) das Andauen der Tumorzellmembranen eingeleitet. Das Papain liegt in einer im
Vergleich zur Ausgangssubstanz um das Zweihundertfache verdiinnten Losung in einem
Cysteinpuffer vor. Dieser Puffer besteht aus 500 ml PBS (Gibco BRL), in dem 0,439 g
Cystein-HCL (Molmasse 1,756 g) und 0,930 g Natrium-EDTA (Molmasse 3,722 g) ge-
16st sind. Beide Substanzen liegen damit in einer Konzentration von 0,5 Mol pro Liter
vor. Von der das Papain im Verhéltnis 1:200 enthaltenden Losung werden in jedes Zek
len enthaltende Loch 100 pl gegeben. Anschliefend miissen die anzudauenden Zellen in
einem feuchtem Milieu vierundzwanzig Stunden lang bei einer Temperatur von 60° C
inkubiert werden. Zur Herstellung dieses Milieus werden alle Platten zusammen mit et
nem Gefdll mit Wasser in Folien eingewickelt. Am folgenden Tag erfolgt die Markie-
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rung der nach dem Verdau nun frei vorliegenden Tumorzell-DNA mittels Pico Green
(Molecular Probes Oregon). Dieses liegt hierfiir in einer Losung vor, in welcher es um
das Hundertfache verdiinnt ist. Das Losungsmittel ist hier ein TRIS/EDTA-Puffer, im
welchem Tris-HCI in einer Konzentration von 10 Millimol pro Liter und Natrium-EDTA
in einer Konzentration von einem Millimol pro Liter vorliegen miissen. Zur Herstellung
dieses Puffers werden zunédchst in 500 ml PBS (Gibco BRL) zuerst 1,2114 g Tris-HCI
(Molmasse 121,14 g) sowie dann 3,722 mg Natrium-EDTA (Carl Roth KG Karlsruhe)
mit einer Molmasse von 3,722 g gel0st.

Durch diese Vorgehensweise wird fiir Tris-HCI eine Konzentration von 20 Millimol pro
Liter und fiir Natrium-EDTA eine Konzentration von zwei Millimol pro Liter erreicht.
Pico Green wird hierin im Verhéltnis 1:100 geldst. Die angestrebte Endkonzentration,
die in den Lochern vorliegen soll, betrdgt jedoch - wie bereits erwdhnt - 10 Millimol
Tris-HCI und 1 Millimol Natrium-EDTA pro Liter. Pico Green soll in einer zweihun-
dertfachen Verdiinnung vorliegen. Von dem Pico Green enthaltenden Puffer werden
ebenfalls 100 pl in jedes Loch gegeben. Da jedoch diese Locher bereits dasselbe Volu-
men an Papain-Lésung enthalten, fiihrt dies notwendigerweise zu einer Verdiinnung des
Cystein-Puffers und des Pico Green im Verhéltnis 1:1, was einer Halbierung der herge-
stellten Konzentration entspricht. Daher miissen der Cystein-Puffer und das in ihm ent-
haltene Pico Green primér doppelt konzentriert werden, was durch Losung der angegebe-
nen Massen in dem Volumen von 500 ml PBS erreicht wird.

Bei der Zubereitung der Pico-Green-Losung ist ferner daran zu denken, da3 es sich um
einen fluoreszierenden Farbstoff handelt. Dies bedeutet, dal mit ihm nur im abgedunkel-
ten Raum gearbeitet werden darf, da es bei einer zu starken Lichtexposition zu einem
Verlust an Fluoreszenz kdme, was das spétere MeBergebnis verfilschen wiirde.

Die mit dem Markierungsstoff versetzten Zellen werden fiinfzehn Minuten lang im Dun-
keln bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgt die Messung im Fluores-
zenzphotometer mit einer Filtereinstellung von B/B 3 entsprechend einer Wellenlidnge
fiir die Exzitation von 485 nm und fiir die Emission von 520 nm.

Die statistische Auswertung der MeBlergebnisse umfafit neben der Varianz und der Stan-
dardabweichung den Whitney-Mann-Wilcoxon-u-Test fiir die Einzelvergleiche sowie
den Kruskal-Wallis-Test und den Dunn-Test mit alpha-Korrektur nach Holm fiir die
Gruppenvergleiche. Werte unterhalb des mit a = 0,05 angesetzten Niveaus werden als
signifikant angesehen.
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2.2.5 Zusatzversuche

2.2.5.1 Standardkurve Zellzahl/Fluoreszenz

Bei der Farbung der Tumorzell-DNA mit Propidium-Iodid und deren nachfolgender
Messung im Cytofluor werden dimensionslose Fluoreszenzwerte erhalten. Diese lassen
keinen unmittelbaren RiickschluB auf die Zahl der wirklich vorhandenen Zellen zu. Uber
den Umweg einer Zellzahl-/Fluoreszenz-Standardkurve kann jedoch - wenn auch nur
grob - von der photometrisch gemessenen Fluoreszenz auf die urspriingliche Zellzahl zu-
riickgerechnet werden. Dies hilft auch beim Vergleich der im Rahmen der quantitativen
DNA-Bestimmung gewonnenen Ergebnisse mit den Resultaten aus den Vorversuchen
mit der Zellzdhlung in der NEUBAUER-Zéhlkammer.

Ausgangsmaterial sind wieder die in den 75-cm’-Kulturflaschen (Falcon Primaria®) an-
geziichteten Zellen von CX-2 und DAN-G. Diese werden nach Abgielen des Mediums
aus den Flaschen mit 10 ml PBS-Spiilpuffer ohne Calcium und Magnesium (Gibco BRL)
gewaschen. Nach dem Abgiellen des Puffers werden in jede Flasche 5 ml Trypsin-EDTA
(PanSystems) gegeben, mit welchem die Zellen fiinf Minuten lang im Kulturschrank in-
kubiert werden. Nach dieser Zeit sind die Zellen vollstindig vom Flaschenboden abge-
16st. Die Zell-Trypsin-EDTA-Suspension wird mit weiteren 5 ml Medium verdiinnt, in
50-Milliliter-Falcon-Ro6hrchen tiberfiihrt und fiinf Minuten lang bei 1.400 U/min zentri-
fugiert. Nach dieser Zeit wird der Uberstand aus den RShrchen abgegossen, und das Se-
diment wird fiir die nun durchzufiihrende Konzentrationsbestimmung mit 1 ml Medium
resuspendiert. Die nun folgenden Arbeitsschritte sind identisch mit der weiter oben be-
reits geschilderten Vorgehensweise: 10 pl der jeweiligen Suspension von CX-2 und
DAN-G werden mit 90 pl Trypanblau (Sigma Steinheim) griindlich vermischt. Von die-
ser Suspension werden wiederum 10 pl in die NEUBAUER-Zihlkammer gegeben. Jeder
der vier verschiedenen Quadranten der Zdhlkammer wird fiir sich ausgezahlt, wobei wie-
der nur die vitalen Zellen beriicksichtigt werden. Anschlieend wird der Mittelwert der
vier Zahlergebnisse berechnet. Ein Zehntel dieses Mittelwertes entspricht der Zellkon-
zentration in der 1-Milliliter-Suspension in Millionen Zellen pro Milliliter. In Kenntnis
dieser Konzentration kann nun diese Suspension mit Medium auf die Standardausgangs-
konzentration von einer Million Zellen pro Milliliter aufgefiillt werden.

Die anzufertigenden Standardkurven von CX-2 und DAN-G sollen Fluoreszenzwerte
entsprechend Zellzahlen von 5.000 bis 90.000 Zellen pro Loch liefern. In Anlehnung an
den oben beschriebenen Versuchsansatz zur quantitativen DNA-Bestimmung mit Pico
Green erfolgt das Ausbringen der Zellen auch hier auf 96-Loch-Platten (Falcon
Primaria®), und zwar auf je eine Platte fiir jede Zellinie.
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Abbildung 5: Verteilung der Zellen auf der 96-Loch-Platte fiir die Zellzahl-Fluoreszenz-Standardkurve

Nach Herstellen der geeigneten Verdiinnungsreihen werden die acht Locher der ersten
Reihe der Platte mit jeweils 5.000 Zellen beschickt. Die Zellzahlen fiir die Locher der
folgenden Reihen steigen dann stetig an: 10.000 Zellen in den Lochern der zweiten Rei-
he, dann weiter 15.000, 20.000, 25.000 und 30.000 Zellen pro Loch bis zu Reihe sechs.
Von Reihe sechs bis Reihe zwdlf wird die Zellzahl dann in 10.000-Schritten gesteigert,
so daBl Reihe sieben 40.000 Zellen pro Loch enthélt und Reihe zwo6lf schlieBlich 90.000
Zellen pro Loch (Abbildung 5). Alle Locher werden anschlieBend mit Medium bis auf
ein Volumen von 250 ul pro Loch aufgefiillt und fiir die folgenden 24 Stunden in den
Brutschrank gestellt. Wéhrend dieser Zeit haben die Zellen Gelegenheit, am Boden der
Locher adhérent zu werden.

Nach Ablauf von 24 Stunden wird das Medium aus allen Lochern abpippetiert. Die Zel-
len werden dann dreimal mit neuem Medium gespiilt und anschlieend durch Foénen ge-
trocknet. Im néchsten Arbeitsschritt miissen nun die Zellmembranen aufgeldst werden,
um die Reaktion zwischen der Tumorzell-DNA, welche hierzu frei vorliegen muf3, und
dem im letzten Schritt zuzugebenden Pico Green zu ermdglichen. Die Lysierung der
Zellmembran erfolgt auf chemischem Weg mit Hilfe von Papain (Sigma Steinheim).
Dieses wird zuvor im Verhdltnis 1:200 in Cysteinpuffer verdiinnt. Der Puffer besteht aus
500 ml PBS (Gibco BRL), in welchem zunéchst 0,439 g Cystein-HCI entsprechend 5
Millimol (bei einem Molekulargewicht von Cystein-HCI von 1,756 g pro Mol) und
0,930 g Natrium-EDTA (Carl Roth KG Karlsruhe) entsprechend ebenfalls 5 Millimol
(bei einem Molekulargewicht von Natrium-EDTA von 3,722 g) gelost sind. Cystein-HCI
und Natrium-EDTA liegen damit in einer 0,5-molaren Losung vor. In jedes der Locher in
den Falcon-Primaria®-Platten werden 100 pl dieser Papainlosung gegeben. Alle so be-
handelten Platten werden zusammen mit einem Gefa3 mit Wasser in eine Folie eingewi-
ckelt und fiir die nachsten vierundzwanzig Stunden bei einer Temperatur von 60° C in-
kubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wird die Inkubation unterbrochen. Um die nun frei vor-
liegende Tumorzell-DNA zu markieren, bedarf es der Zugabe von Pico Green (Molecu-
lar Probes Oregon) als fluoreszierendem Farbstoff. Dieses liegt in Form einer Stamml&-
sung vor, die zunidchst um den Faktor 100 in TRIS/EDTA-Puffer verdiinnt werden muB.
Ein 500-Milliliter-Ansatz des Puffers setzt sich zusammen aus 1,2114 g Tris-HCI ent-
sprechend einer Menge von 10 mM (Molekulargewicht von Tris-HCI = 121,14 g pro
Mol) und 3,722 mg Natrium-EDTA (Carl Roth KG Karlsruhe), was bei einem Moleku-
largewicht von 3,722 g pro Mol einem Millimol entspricht. Diese Mengen werden in 500
ml PBS (Gibco BRL) geldst. Hierin wird Pico Green im Verhéltnis 1:100 gelost. Dies er-
gibt zunichst das Doppelte der Konzentration, die spéter in den einzelnen Lochern vor-
liegen soll. Diese doppelte Konzentration mul3 jedoch deshalb gewihlt werden, weil 100
ul des Puffers zur gleichen Menge der schon in den Léchern vorhandenen Papain-Lo6-
sung zugegeben werden und diese damit 1:1 verdiinnt wird, was einer Halbierung der ur-
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spriinglichen Konzentration entspricht. Diese Vorgehensweise ist damit identisch mit der
im vorigen Kapitel geschilderten. Bei der Zubereitung der Pico-Green-Losung ist wieder
darauf zu achten, dafl im verdunkelten Raum gearbeitet wird, da bei zu starker Expositi-
on des Farbstoffs gegeniiber Licht ein Fluoreszenzverlust eintreten kann, was das Mefer-
gebnis verfdlschen wiirde.

Die nun mit Pico Green versetzten Zellen werden fiinfzehn Minuten lang im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend erfolgt die Messung im Cytofluor. Bei diesem
Gerét handelt es sich um ein mit ultraviolettem Licht arbeitendes Photometer. Die Filter-
einstellungen sind variabel. Fiir die hier durchzufiihrenden Messungen lautet die Vorga-
be B/B 3. Dies entspricht einer Extitationswellenlédnge von 485 nm und einer Emissions-
wellenldnge von 520 nm. Das statistische Instrumentarium zur Auswertung der Meflre-
sultate umfaBt neben Varianz und Standardabweichung den Whitney-Mann-Wilcoxon-u-
Test fiir die Einzelvergleiche sowie den Kruskal-Wallis-Test fiir die Gruppenvergleiche.

2.2.5.2 Plateaubestimmung

Beziiglich der Unterschiede in der Dynamik, die hinsichtlich der Proliferation der Zellen
von CX-2 und DAN-G zu beobachten sind, konnen mehrere Ursachen vorstellbar sein.
So kann es sich zum einen um echte Differenzen in der Proliferationskinetik handeln, die
durch Stimulation oder Suppression der Tumorzellen unter den Experimentalbedingun-
gen verursacht sein kdnnen. Weiterhin kommen zytotoxische Effekte des Kohlendioxids
in Frage, die zudem vom eingestellten Gasdruck abhingig sein konnen und gegeniiber
denen die beiden Zelltypen auch unterschiedlich sensibel sein mogen. Was jedoch wei-
terhin in Erwégung gezogen werden muf, ist die Moglichkeit, da3 gerade zu spéteren
Zeitpunkten der Beobachtungsperiode die Locher - auch bei den fiir die spiteren Tage re-
duzierten Ausgangszellzahlen - vollgewachsen sind und die darin befindlichen Zellen
aufgrund des nun nicht mehr ausreichenden Raumes nur noch vermindert oder tiberhaupt
nicht mehr proliferieren. Dies wire, auch in Anbetracht der unter optimalen Bedingun-
gen nahezu gleichen Proliferationskinetik von CX-2 und DAN-G, im Falle des Pankreas-
karzinoms frither zu erwarten, da dessen Zellen deutlich groBer sind als die des Colon-
Adenokarzinnoms. Hinzu kommen die verschiedenen Verteilungsmuster der Zellen in
thren KulturgefdBen. So wachsen die Zellen von DAN-G als homogener, gleichmiBig
tiber das gesamte Gefdl verteilter Rasen, die von CX-2 dagegen zusammengeballt in
Form von einzelnen Kolonien.

Fertigte man eine Proliferationskurve an, so wiirde der Zustand der sistierenden Zellver-
mehrung als Plateau in den spdten Tagen imponieren. Um die gewonnenen MeBergeb-
nisse auch unter diesem Gesichtspunkt betrachten und bewerten zu konnen, ist es daher
unerldBlich, eine Standard-Proliferationskurve sowohl fiir die Zellen des Colon-Adeno-
karzinom CX-2 als auch fiir die des Pankreaskarzinoms DAN-G anzufertigen. Nur so
kann festgestellt werden, ab welchem Tag die Locher in den Platten bei einer Ausgangs-
zahl von 1.000 oder 5.000 Zellen pro Loch vollgewachsen sind und damit die Proliferati-
onskurve vom Anstieg in das erwdhnte Plateau iibergeht.

Fiir die ersten fiinf Tage im Rahmen der quantitativen DNA-Bestimmung mit Pico Green
konnen in die Vertiefungen der 96-Loch-Platten jeweils 5.000 Zellen von CX-2 und
DAN-G eingebracht werden, ohne da man ein Uberwachsen der Locher am fiinften Tag
zu befiirchten hitte. Spitestens am siebten Tag wire jedoch unter Beibehaltung dieser
Ausgangszellzahl mit genau einem solchen Uberwachsen zu rechnen. Die MeBergebnis-
se wiren damit nicht mehr verwertbar. Daher ist es notwendig, zu den spiten MeBzeit-
punkten ab Tag fiinf die Ausgangszellzahl sowohl von CX-2 als auch von DAN-G auf
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jeweils 1.000 Zellen pro Loch zu reduzieren. Auch bei der Anlage einer Proliferations-
kurve zur Plateaubestimmung fiir CX-2 und DAN-G muf} diesem Sachverhalt Rechnung
getragen werden. Der Versuchsauftbau umfaf3t dementsprechend vier Ansétze: fiir CX-2
und DAN-G jeweils einen Ansatz mit einer Ausgangszahl von 1.000 Zellen pro Loch
und einen Ansatz mit einer Ausgangszahl von 5.000 Zellen pro Loch. MeBzeitpunkte
sind zum einen die vom Hauptversuch bereits bekannten Tage 1-4 fiir die 5.000-Zell-An-
satze, zum anderen die Tage 5-15 fiir die 1.000-Zell-Ansitze. Fiir die Plateaubestimmun-
gen werden diese Zeitrdume nun verldngert. So wird die Proliferation der Zellen aus dem
frithen Ansatz bis zum neunten Tag, die der Zellen aus dem spéten Ansatz bis zum
zwanzigsten Tag beobachtet. Dies soll UngewiBheiten im Grenzbereich des letzten Ta-
ges der DNA-Bestimmung vermeiden. Denn falls sich der jeweils letzte Tag als der Tag
herausstellen sollte, an welchem der Anstieg der Kurve endet und in die stationire Phase
iibergeht, entzoge sich dieses der Beobachtung, wenn die Plateau-/Proliferationskurve
bereits hier endete.

Als Kulturgefia3e fiir die Versuche werden wieder die 96-Loch-Platten von Falcon-Pri-
maria® verwendet. Fiir jeden Tag wird eine Reihe, entsprechend zwolf Lochern, mit den
notwendigen Zellzahlen des jeweiligen Zelltyps befiillt. Hierbei entspricht der erste Tag
der Messungen dem zweiten Tag nach dem Ausplattieren der Zellen auf die 96-Loch-
Platten. Diese zeitliche Einteilung ist damit dieselbe wie die im zugrundeliegenden
Hauptversuch, in welchem vierundzwanzig Stunden nach dem Ausplattieren die Kohlen
dioxid-Exposition und weitere vierundzwanzig Stunden spiter die erste Messung erfolgt.
Zunichst miissen die Zellen beider Linien wieder, wie bereits beschrieben, gespiilt, ab-
trypsiniert und zentrifugiert werden. AnschlieBend erfolgt erneut die Konzentrationsbe-
stimmung in der NEUBAUER-Zadhlkammer unter alleiniger Beriicksichtigung der proli-
ferationsfdahigen vitalen Zellen. In Kenntnis der jeweiligen Zellkonzentrationen von CX-
2 und DAN-G im [-Milliliter-Ansatz erfolgt die Verdiinnung der Suspensionen auf fiir
das weitere Vorgehen giinstige Konzentrationen. Im Falle des Ansatzes mit 5.000 Zellen
pro Loch bedeutet dies eine Verdiinnung auf eine Konzentration von 1*10° Zellen pro
Milliliter. Von dieser Suspension werden jeweils 50 pl in jedes Loch gegeben, was einer
Zellzahl von 5.000 entspricht. Die Verdiinnung fiir den zweiten Ansatz erfolgt auf eine
Konzentration von 1*10* Zellen pro Milliliter. Ein Volumen von 100 ul entspricht in
diesem Fall einer Zellzahl von 1.000. Nach dem Ausplattieren werden alle Locher mit
Medium auf ein Volumen von jeweils 250 pul aufgefiillt.

An den im Plan vorgesehenen Tagen wird die Proliferation der betreffenden Zellen ge-
stoppt, indem das Medium aus den Lochern mit niedrigem Sog abgesaugt wird. Im An-
schlul werden die Zellen dreimal mit PBS mit Calcium und Magnesium (Gibco BRL)
gespiilt und danach durch Fonen getrocknet.

Nachdem auch die Proliferation der Zellen des zwanzigsten Tages nach der beschriebe-
nen Methode gestoppt worden ist, erfahren die Zellen in den Platten im weiteren Verlauf
die Behandlung zur Vorbereitung auf die DNA-Farbung mit Pico Green und die ab-
schlieBende Messung im UV-Photometer (Cytofluor): Zunichst folgt das vierundzwan-
zigstliindige Andauen der Zellen mit 100 pl Papain (Sigma Steinheim) pro Loch in einer
Verdiinnung von 1:200 im Cysteinpuffer. Die Inkubation selbst findet bei 60° C im
feuchten Milieu statt. Hieran schlief8t sich wieder die Markierung der nun frei vorliegen
den Tumorzell-DNA durch die zehnminiitige Inkubation der Platten mit Pico Green
(Molecular Probes Oregon) 1:100 in TRIS/EDTA [2x] in einer Menge von ebenfalls 100
ul pro Loch an. Danach erfolgt die Messung im UV-Photometer bei B/B 3 (ex=485 nm,
em=520 nm).
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2.2.6 Statistische Verfahren und Programme

Die statistischen Berechnungen in der hier vorgestellten Arbeit erfolgen computerge-
stiitzt mit Hilfe des Programmes ,,BiAS — Biometrische Analyse von Stichproben* fiir
Windows 95 in der Version 6.0 (Dr. Hanns Ackermann, Frankfurt 1997). Die tabellari-
sche und graphische Aufbereitung der Werte erfolgt mit Hilfe von Microsoft®-Excel.

Im Rahmen der statistischen Auswertung der erhobenen Daten werden in allen Féllen
zunichst die Basisgroflen Mittelwert, Varianz und Standardabweichung berechnet. In al-
len Féllen erfolgt weiterhin die Priifung der Stichprobenwerte auf Normalverteilung mit
Hilfe des F-Tests.
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3.1 Vorversuche

3.1.1 Zellzdhlung in der NEUBAUER-Zdhlkammer

Mit der im vorausgegangenen Teil beschriebenen Methode ist die Zellzdhlung in der
NEUBAUER-Zéhlkammer fiir beide Zellinien leicht durchzufiihren. Fiir jeden Tag, jede
Druckgruppe und jede Zellinie werden die Werte fiir die acht angesetzten Stichproben
ausgezihlt. Die Zdhlergebnisse werden als absolute Zellzahl in Millionen Zellen doku-
mentiert. Die statistische Auswertung schliefit die obligaten Basisberechnungen (Mittel-
wert, Varianz, Standardabweichung) sowie zur Signifikanzpriifung den F-Test, den
Whitney-Mann-Wilcoxon-u-Test, den Kruskal-Wallis-Test und den Dunn-Test mit al-
pha-Korrektur nach Holm ein. Die Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen 6 und

7 zusammengefalit.

31



Proliferationsbestimmung fiir CX-2 in der NEUBAUER-
Zahlkammer
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Abbildung 6: Proliferationsbestimmung fiir CX-2 in der NEUBAUER-Zdihlkammer
Proliferationsbestimmung fiir DAN-G in der NEUBAUER-
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Abbildung 7: Proliferationsbestimmung fiir DAN-G in der NEUBAUER-Zdhlkammer

Betrachtet man sich die Entwicklung der Durchschnittswerte der Zellzahlen eines Tages
in den drei verschiedenen Kohlendioxid-Gruppen von CX-2 und DAN-G, so kann zum
einen festgestellt werden, da3 bei beiden Zellinien die Kontrollgruppen durchgehend die
groften mittleren Zellzahlen aufweisen. Weiterhin féllt auf, da8 im Fall von CX-2 von
allen Gasgruppen in derjenigen der mit maximalem Druck behandelten Zellen iiber den
gesamten Beobachtungszeitraum die groBiten Durchschnittswerte gefunden werden kon-
nen. Die geringsten Werte fiir die mittleren Zellzahlen finden sich in der Gruppe der mit
isobarem Kohlendioxid behandelten Zellen. Dazwischen liegt die 6-mmHg-Gruppe. Bei
DAN-G verhilt es sich genau umgekehrt. Die grofiten Durchschnittswerte finden sich
hier in der isobaren Gruppe, die geringsten in der 12-mmHg-Gruppe. Ebenfalls dazwi-
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schen liegen die Werte der Gruppe mittleren Drucks. Auf diese Unterschiede wird zu ei-
nem spateren Zeitpunkt nochmals eingegangen werden.

Mit Hilfe des Whitney-Mann-Wilcoxon-u-Tests wird zunédchst der Einzelvergleich der
Stichprobenwerte der verschiedenen Druckgruppen eines jeden Tages und Zelltyps mit
den fiir die entsprechenden Kontrollgruppen gewonnenen Werten durchgefiihrt. Im Falle
des Colon-Adenokarzinoms CX-2 finden sich bereits ab dem zweiten Tag nach der CO»-
Behandlung signifikant héhere Zellzahlen in der Kontrollgruppe (nko = 2,76*10°) im
Vergleich zu denen in der jeweiligen Gasgruppe, was sich bis zum letzten Tag des Beob-
achtungszeitraumes nicht mehr dndert. Die Testwerte liegen hier in allen Féllen bei p <
0,01. Am ersten Tag nach der CO,-Exposition sind die Ergebnisse dagegen noch unein-
heitlich. So kann man bei Betrachtung der Werte beiden Gruppen, deren Zellen mit hy
perbarem Kohlendioxid behandelt worden sind, auch hier schon signifikant héhere Zell-
zahlen in der Kontrollgruppe finden (nko = 1,4*10%. Die Werte liegen in beiden Fillen
bei p < 0,01. Demgegeniiber fordert der Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und der
Gruppe mit den isobar behandelten Zellen noch keine statistisch relevanten Unterschiede
zutage. Der p-Wert aus dem u-Test liegt hier nur bei 0,1949.

Auch fiir die Zellen des Pankreaskarzinoms DAN-G liegt ein vergleichbares Datenmate-
rial vor: Ab dem zweiten Tag finden sich in den Kontrollgruppen signifikant hohere
Zellzahlen als in den verschiedenen Gasgruppen mit p-Werten, die durchgehend kleiner
als 0,01 sind. Auch hier bleiben diese Unterschiede bis zum letzten Beobachtungstag sig-
nifikant. Im Unterschied zu CX-2 sind jedoch die Unterschiede zwischen Kontrollgruppe
und Gasgruppen am ersten Tag nach Behandlung der Zellen mit Kohlendioxid im Ein
zelvergleich in nur einem einzigen Fall signifikant, ndmlich dem der Gruppe mit den iso-
bar behandelten Zellen.

Es folgt der globale Gruppenvergleich der Stichprobenwerte der drei Kohlendioxidgrup-
pen von CX-2 und DAN-G eines jeden Tages mittels des Kruskal-Wallis-Tests. Der
Kruskal-Wallis-Test liefert einen globalen p-Wert durch den Simultanvergleich aller drei
Gasgruppen eines Tages und einer Zellinie untereinander. Er macht keine detaillierte
Aussage lber spezifische Unterschiede zwischen den einzelnen Gasgruppen. Daher wird
im Anschlufl an den Kruskal-Wallis-Test der Dunn-Test durchgefiihrt, welcher die feh-
lenden Einzelvergleiche vornimmt und damit das vorherige Verfahren ergénzt.

Im Falle von CX-2 ist das globale p nach Kruskal-Wallis an allen fiinf Tagen signifikant
(am dritten Tag 0,03, ansonsten immer < 0,01). Auch im Falle des fiir die Zellen des
Pankreaskarzinoms DAN-G durchgefiihrten Globaltests lassen sich entsprechende Aus-
sagen machen. Die p-Werte liegen hier an allen Tagen unter dem 0,01-Niveau.

Betrachtet man nun fiir jede Zellinie die Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Zellzahlen der verschiedenen Tage in den einzelnen Druckgruppen, und stellt man wei-
terhin den Vergleich zwischen den einzelnen Stichprobenwerten einer Zellinie in den
drei Druckgruppen eines Tages mit Hilfe des Dunn-Tests an, so lassen sich zunichst fiir
CX-2 folgende Beobachtungen machen: Am ersten Tag findet sich die groBite mittlere
Zellzahl in der Gruppe der mit Kohlendioxid unter einem Druck von 12 mmHg behan-
delten Zellen (ni2 = 1,63*10°). Im Durchschnitt waren die geringsten Zahlen in den Fla-
schen der gegeniiber einem Druck von 6 mmHg ausgesetzten Zellen auszuzdhlen (ns =
1,14*10°). Die Unterschiede zwischen allen mdglichen Kombinationen werden vom
Dunn-Test als signifikant ausgewiesen (p < 0,05).

Am zweiten Auswertungstag von CX-2 finden sich die meisten Zellen in den Flaschen
der isobaren Gruppe (no = 2,76*10°), gefolgt von denen der 12-mmHg- und der 6-
mmHg-Gruppen (ni> = 2,56*10° und ne = 2,41*10°). Jedoch kdénnen die Unterschiede in
den Zellzahlen nur fiir den Vergleich zwischen der isobaren und der 6-mmHg-Gruppe
als signifikant bezeichnet werden (p < 0,05). Am dritten postexpositionellen Tag kann in
der Gruppe des hochsten Druckes die grofite Zellzahl ausgezéhlt werden (ni2 =
4,50*10°), gefolgt von der Gruppe des mittleren (ns = 3,86*10°) und des isobaren Drucks
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(no = 3,07*10%. Gegeniiber der Zellzahl aus der letztgenannten Gruppe erweisen sich
diejenigen aus den beiden anderen Gruppen als signifikant verschieden. Das Zahlenver
hiltnis am vierten Tag ist das gleiche wie am Tag zuvor. Signifikante Unterschiede erge-
ben sich im Vergleich der Stichprobenwerte aus der 12-mmHg-Gruppe mit denen der an-
deren beiden Gruppen, nicht jedoch zwischen der Gruppe isobaren Kohlendioxids und
der der mit 6 mmHg behandelten Zellen. Auch am flinften Tag ist die 12-mmHg-Gruppe
diejenige mit der groBten Zellzahl (ni> = 10,59*10°). Anniihernd gleiche Zahlen finden
sich in den beiden anderen Gruppen (ns = 6,32*10° und no = 6,40*10°). Entsprechend
fehlt es an signifikanten Unterschieden zwischen den Zahlen der Gruppe mit isobarer
CO:-Einwirkung und der Gruppe mit den mit Kohlendioxid unter einem Druck von 6
mmHg behandelten Zellen (p = 0,72), wohingegen sich jedoch die Zellzahlen dieser bei-
den Gruppen signifikant von denen der Gruppe maximalen Druckes unterscheiden (p <
0,01 in beiden Fillen).

Fiir den Vergleich der mittleren Zellzahlen und fiir die Einzelvergleiche zwischen den
Tageswerten der drei Kohlendioxidgruppen von DAN-G mit Hilfe des Dunn-Tests las-
sen sich die folgenden Aussagen machen: Am ersten Tag ist die 12-mmHg-Gruppe die
mit der groBten mittleren Zellzahl (ni2 = 1,65%10°), gefolgt von den Gruppen mit jeweils
niedrigerem Druck. Signifikante Unterschiede bestehen zwischen den Zellzahlen der iso-
baren Gruppe einerseits und den Zahlen der beiden anderen Gruppen andererseits. Am
folgenden Tag sind die Zahlenverhéltnisse spiegelbildlich zum Vortag mit der gréfiten
mittleren Zellzahl in der Gruppe isobaren Drucks (no = 2,68*10°), gefolgt von den Grup-
pen mit dem jeweils ndchsthoheren Druck. Die Signifikanzen fiir die Unterschiede zwt
schen den einzelnen Druckgruppen sind verteilt wie am Vortag.

Was fiir die mittleren Zellzahlen des zweiten postexpositionellen Tages von DAN-G ge-
sagt wurde, gilt auch fiir die letzten drei Tage des Beobachtungszeitraumes. Es finden
sich also die groften Durchschnittswerte in den Gruppen der mit isobarem Kohlendioxid
behandelten Zellen, gefolgt von den Mittelwerten der 6-mmHg-Gruppe und denen der
Gruppe, deren Zellen dem maximalen Druck von zwdlf Millimeter Quecksilbersdule
ausgesetzt worden sind.. Die Frage nach der statistischen Relevanz dieser Unterschiede
hilft wiederum der Dunn-Test mittels des Vergleichs der einzelnen Stichprobenwerte zu
beantworten. Demnach liegen die p-Werte am dritten Tag fiir alle drei moglichen Koh-
lendioxidgruppen-Vergleiche unter dem fiinf-Prozent-Niveau. An den letzten beiden Ta-
gen erweisen sich die Unterschiede zwischen der 12-mmHg-Gruppe einerseits und der 6-
mmHg-Gruppe sowie der isobaren Gruppe andererseits als signifikant (p < 0,05), nicht
jedoch die Unterschiede zwischen den beiden letztgenannten Gruppen (p = 0,23 am vier-
ten Tag und p = 0,89 am fiinften Tag).

Zur statistischen Auswertung der eingangs gemachten Feststellung des diametral entge-
gengesetzten Verhaltens der Zellen von CX-2 und DAN-G gegeniiber Kohlendioxid und
Druck wird zusdtzlich zu den zuvor beschriebenen Testverfahren der Wilcoxon-mat-
ched-pairs-Test angewandt. Dieser testet die an einem Tag fiir einen gegebenen Druck
gewonnenen Ergebnisse von CX-2 einerseits und DAN-G andererseits gegeneinander
und arbeitet somit zellgruppentiibergreifend.

Der Vergleich der unter isobarem Druck gewonnenen Tageswerte der drei Kohlendioxid-
Gruppen von CX-2 und DAN-G untereinander zeigt mit Werten von p < 0,01 signifikan-
te Unterschiede zwischen den beiden Zelltypen fiir den ersten ebenso wie fiir den dritten,
vierten und fiinften Tag auf. Im Falle der 6-mmHg-Gruppen von CX-2 und DAN-G sind
die Unterschiede an allen Tagen statistisch bedeutsam. Demgegeniiber kann bei den
Gruppen des groften Drucks erst ab dem dritten Tag von signifikanten Unterschieden
zwischen den Zellzahlen des Colon- und des Pankreaskarzinoms gesprochen werden.
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3.1.2 pH-Wert-Bestimmungen

Der mittlere pH-Wert des Kontrollmediums betrdgt nach vier Stunden Raumluft 7,18.
Der kleinste gemessene Einzelwert ist 7,076, der groBte 7,322. Die Werte des Mediums
der drei Kohlendioxidgruppen unterscheiden sich hiervon zum Teil deutlich. So betrigt
der mittlere pH-Wert der isobaren Gruppe 6,474 (Minimum: 6,441; Maximum: 6,521).
Der negative dekadische Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration im Medium
der 6-mmHg-Gruppe liegt bei 6,341 (Minimum: 6,326; Maximum: 6,375). Fiir die Grup-
pe des hochsten Drucks ergibt sich ein Mittelwert von 6,314. Das Minimum der Einzel-
werte liegt bei 6,305, das Maximum bei 6,339.

Die Unterschiede zwischen den Werten der drei Kohlendioxidgruppen einerseits und de-
nen der Kontrollgruppe andererseits erweisen sich im Whitney-Mann-Wilcoxon-u-Test
in allen Fillen als eindeutig (p < 0,01 fiir alle drei Vergleiche). Auch der globale Ver-
gleich der drei Kohlendioxidgruppen untereinander mittels des Kruskal-Wallis-Tests
weist die gruppeninternen Unterschiede als signifikant aus (p < 0,01). Im Einzelvergleich
der drei CO,-Gruppen untereinander mit Hilfe des Dunn-Tests wird deutlich, da3 nur der
Unterschied zwischen der isobaren Gruppe und der Gruppe des mit maximalem Druck
behandelten Mediums statistisch relevant ist (p < 0,01). Nicht signifikant dagegen sind
die Unterschiede zwischen der 6-mmHg-Gruppe einerseits und der isobaren und der 12-
mmHg-Gruppe andererseits (p = 0,09 bzw. p = 0,18).

Mittlere pH-Werte nach 4 h
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Abbildung 8: Azidometrie des Nihrmediums nach vierstiindiger Kohlendioxid-Exposition
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3.2 Hauptversuche

3.2.1Nekrosefarbung mit Propidium-lodid

Das Experiment untersucht, inwieweit dem Kohlendioxid und dessen Druck zytotoxi-
sche Effekte zugeschrieben werden konnen. Es werden hierzu Gruppen mit Zellen ver-
glichen, die zum einen entsprechend der iiblichen Vorgehensweise mit Kohlendioxid un-
ter den drei verschiedenen Driicken behandelt worden sind. Zum anderen liegt als Nega-
tivkontrolle eine Gruppe mit unbehandelten Zellen sowie als Positivkontrolle eine Grup-
pe mit zuvor mit Formalin abgetdteten Zellen vor. Die nekrotischen Zellen werden mit
Propidium-Iodid (Sigma Miinchen) markiert und anschlieBend im Durchflulzytometer
(FacScan, Becton Dickinson) gemessen. Diese Untersuchung der Zellen erfolgt unmittel-
bar im Anschluf3 an die vierstiindige Behandlung mit Kohlendioxid. An statistischen Ba-
sisgroflen werden Mittelwert, Varianz und Standardabweichung berechnet. Ferner finden
der F-Test und der Welch-t-Test als Signifikanzpriifungen fiir die Einzelvergleiche und
der Kruskal-Wallis-Test und der Dunn-Test mit der Alpha-Korrektur nach Holm fiir die
Gruppenvergleiche Anwendung.

Die zuerst durchgefiihrten Referenzmessungen mit den durch Formalin abgetdteten Zel-
len von CX-2 und DAN-G ergeben erwartungsgemill Nekroseraten von nahezu einhun-
dert Prozent (in beiden Fillen durchschnittlich 99,87% mit einer Standardabweichung
von 0,04, siche Abbildung 9).

Nekrotische Zellen nach CO2-Exposition
H CX-2 mDAN-G
120,00
100,00
< 80,00 -
8 60,00 -
o
% 40,00
=z | o ,
20,00
0,00 1 — 1 A 1 i |
Positiv-Kontr.  Negativ-Kontr. 0 mmHg 6 mmHg 12 mmHg

Abbildung 9: Anteile nekrotischer Zellen von CX-2 und DAN-G nach vierstiindiger CO:-Exposition

Betrachtet man die im néchsten Schritt gewonnenen Ergebnisse fiir das Colon-Adeno-
karzinom CX-2, so finden sich mit zunehmendem Druck des Kohlendioxids auch anstei-
gende Zahlen an nekrotischen Zellen in den Gruppen der exponierten Zellen (Tabelle 1).
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Vergleicht man die Stichprobenwerte der drei Kohlendioxidgruppen mit den Werten der
Kontrollgruppe mit Hilfe des Welch-t-Tests, so lassen sich in allen drei Fillen statistisch

relevante Unterschiede mit Werten von p < 0,01 feststellen.

CX-2 PosKontr |0 mmHg NegKontr |6 mmHg NegKontr (12 mmHg NegKontr
Wert1 99,90 4,70 3,59 4,81 3,59 10,75 3,59
Wert2 99,80 3,39 3,11 5,99 3,11 11,48 3,11
Wert3 99,80 3,79 2,87 6,23 2,87 12,21 2,87
Wert4 99,90 4,27 2,99 6,43 2,99 11,86 2,99
Wert5 99,90 4,06 3,39 5,87 3,39 12,30 3,39
Wert6 99,90 3,67 3,43 6,10 3,43 11,77 3,43
Mittelwert 99,87 3,98 3,23 5,91 3,23 11,73 3,23
Varianz 0,0022 0,1815 0,0661 0,2711 0,0661 0,2661 0,0661
StdAbwg. 0,0471 0,4260 0,2571 0,5206 0,2571 0,5158 0,2571
F-Test 0,2919 0,1476 0,1527
Welchs p < 0,01 < 0,01 < 0,01

Tabelle 1: Ergebnisse der Nekrosefirbungen mit Propidiumiodid fiir CX-2 (in Prozent)

Im Falle der beiden Ansdtze von CX-2 ergeben sich damit die folgenden absoluten Zell-
zahlen fiir den Zeitpunkt unmittelbar nach der Behandlung mit Kohlendioxid:

Ausgangszahl Pos.-Kontr. Neg.-Kontr. 0 mmHg 6 mmHg 12 mmHg
5000 5 4838 4798 4706 4414
1000 1 968 960 941 883

Tabelle 2: Zellzahlen fiir CX-2 unmittelbar nach CO,-Exposition

Die gleiche Aussage kann auch fiir den Vergleich der fiir die mit Kohlendioxid behan
delten Zellen des Pankreaskarzinoms DAN-G gemessenen Werte mit denen ihrer Kon-
trollgruppe gemacht werden (Tabelle 2).

DAN-G PosKontr [0 mmHg NegKontr |6 mmHg NegKontr (12 mmHg NegKontr
Wert1 99,90 10,22 2,53 28,65 2,53 34,19 2,53
Wert2 99,90 9,98 2,77 24,33 2,77 35,27 2,77
Wert3 99,80 11,99 2,64 23.97 2,64 33,24 2,64
Wert4 99,90 10,03 3,01 26,64 3,01 36.94 3,01
Wert5 99,90 11,21 2,08 27,47 2,08 35,89 2,08
Wert6 99,80 10,70 2,34 25,99 2,34 37,76 2,34
Mittelwert 99,87 10,69 2,56 26,62 2,56 35,27 2,56
Varianz 0,0022 0,5201 0,0887 2,0969 0,0887 2,3743 0,0887
StdAbwg. 0,0471 0,7212 0,2979 1,4480 0,2979 1,5408 0,2979
F-Test 0,0748 0,0034 0,0025
Welchs p < 0,01 0,01 < 0,01

Tabelle 3: Ergebnisse der Nekrosefdrbungen mit Propidiumiodid fiir DAN-G (in Prozent)
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Im Falle der beiden Ansdtze von DAN-G ergeben sich damit die folgenden absoluten
Zellzahlen fiir den Zeitpunkt unmittelbar nach der Behandlung mit Kohlendioxid:

Ausgangszahl Pos.-Kontr. Neg.-Kontr. 0 mmHg 6 mmHg 12 mmHg
5000 7 4872 4466 3691 3245
1000 1 974 893 738 648

Tabelle 4: Zellzahlen fiir DAN-G-2 unmittelbar nach CO>-Exposition

Fiir den gasgruppeninternen Vergleich der fiir CX-2 erhaltenen Stichprobenwerte kommt
der Globaltest nach Kruskal-Wallis zur Anwendung. Dieser weist ebenfalls signifikante
Unterschiede zwischen diesen drei Gruppen aus (p < 0,01 fiir alle moglichen Kombina
tionen). Die Einzelvergleiche mittels des Dunn-Tests weisen auch den spezifischen Un-
terschied zwischen der isobaren Gruppe und der Gruppe des maximalen Drucks von
zwoOlf Millimetern Quecksilberséule als statistisch aussagekriftig aus (p < 0,01), nicht je-
doch die Unterschiede aus den verbleibenden Kombinationsmdglichkeiten zwischen der
sechs-Millimeter-Gruppe einerseits und der null- und zwdlf-Millimeter-Gruppe anderer-
seits (p = 0,1 in beiden Fillen). Entsprechendes gilt ebenfalls wieder fiir die Auswertun-
gen der Ergebnisse fiir DAN-G.

Anhand der vorliegenden Daten kann damit davon ausgegangen werden, da3 der Einflul3
von Kohlendioxid alleine ebenso wie der Einflul verschiedener Driicke dieses Gases
quantifizierbare und mit statistischen Methoden als relevant nachweisbare zellschadigen-
de Auswirkungen auf die Zellen sowohl des Colon-Adenokarzinoms CX-2 als auch des
Pankreaskarzinoms DAN-G haben. Diese zytotoxischen Effekte miissen bei der Auswer-
tung der im Rahmen der Proliferationsmessungen gewonnenen Ergebnisse im Auge be-
halten werden.

3.2.2 Quantitative DNA-Bestimmunqg mit PICO-Green

Die Experimente zur quantitativen DNA-Bestimmung mit Pico Green stellen die um-
fangreichste aller hier vorzustellenden Versuchsreihen dar. Sie bedeuten weiterhin eine
methodische Verbesserung und eine zeitliche Ausweitung der im Rahmen der Vorversu-
che vorgestellten Proliferationsmessung durch die Zellzdhlung in der NEUBAUER-
Zihlkammer von fiinf auf flinfzehn Tage. Durch die Erh6hung der Zahl der Stichproben
pro Ansatz soll auBerdem die Aussagekraft der statistischen Resultate erhdht werden.

Pro Tag, Versuchsgruppe und Zellinie werden zwanzig dimensionslose Stichprobenwer-
te erhalten. Diese geben die Intensitét der Fluoreszenz der durch das Pico Green markier
ten Tumorzell-DNA an. Die Hohe der Fluoreszenz ist dabei in stets direkt proportiona-
lem Verhéltnis von der wirklichen DNA-Menge abhédngig.

Zunéchst werden wieder die Einzelvergleiche zwischen den fiir das Colonkarzinom CX-
2 gewonnenen Ergebnisse aus den CO,-Sitzungenen mit den Werten der unbehandelten
Kontrollgruppen-Zellen mit Hilfe des Whitney-Mann-Wilcoxon-u-Tests durchgefiihrt.
Diese ergeben bereits am ersten Tag nach der Behandlung der Zellen mit Kohlendioxid
signifikant hohere DNA-Fluoreszenzen im Falle der Kontrollgruppe mit p-Werten, die
fiir alle drei Gruppen (0, 6, 12 mmHg) deutlich unter dem Ein-Prozent-Niveau liegen.
Dasselbe kann auch fiir die Tage zwei und drei nach der Behandlung mit Kohlendioxid
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gelten. Am vierten postexpositionellen Tag 148t die isobare Gruppe mit einem Wert von
p = 0,79 die bis dahin gegebene Signifikanz allerdings vermissen (4bbildung 10). Wei-
terhin statistisch eindeutig hohere DNA-MeBwerte in der Kontrollgruppe finden sich je-
doch im Vergleich mit den beiden Gruppen mit den gegeniiber hyperbarem Kohlendi-
oxid ausgesetzten Zellen (p < 0,05 in beiden Féllen).

CX-2, Tage 14
- n(do) = 5.000 Zellen -

H Kontrolle m 0 mmHg m 6 mmHg @ 12 mmHg
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Abbildung 10: Proliferation von CX-2 fiir die Tage 1-4 nach Kohlendioxid-Eposition

Die Tage fiinf und sieben sind dagegen wieder einheitlich. Hier sind in allen drei Féllen
die Fluoreszenzwerte in der Kontrollgruppe gegeniiber denen der Kohlendioxidgruppen
signifikant erniedrigt. Die p-Werte liegen hier iiberall deutlich unter dem Niveau von
0,01. Am neunten Tag kehrt sich das Verhiltnis zwischen der Fluoreszenz der Kontrolk
zell-DNA und der der DNA aus der isobaren Gruppe wieder um, und die Werte in der
unbehandelten Gruppe sind wieder gegeniiber denen der null-mmHg-Gruppe signifikant
erhoht (p = 0,01). Dies dndert sich nicht mehr bis zum Ende des Beobachtungszeitrau-
mes. Im Falle der beiden hyperbaren Gruppen (d. h. unter 6 und 12 mmHg) sind am
neunten Tag die Zellzahlen gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht, dies jedoch nicht mehr
signifikant (p = 0,16 bzw. p = 0,26). Ab dem dreizehten Tag finden sich in den beiden
hyperbaren Kohlendioxid-Gruppen ebenso wie in der isobaren Gruppe signifikant weni-
ger Zellen als in der Kontrollgruppe.

Es darf jedoch nicht iibersehen werden, dal3 am elften Tag im Falle der Gruppe des ma-
ximalen Druckes die fiir diese gemessenen Fluoreszenzwerte noch immer {iber denen der
Kontrollgruppe liegen. (4bbildung 11). Die mittels des u-Tests erhaltenen Resultate zei-
gen fiir diese Unterschiede in allen verbleibenden Féllen eine Signifikanz mit p-Werten
von durchgehend weniger als einem Prozent.
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CX-2, Tage 5-15
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Abbildung 11: Proliferation von CX-2 fiir die Tage 5-15 nach Kohlendioxid-Exposition

Um des weiteren die Ergebnisse der drei verschiedenen Druckgruppen untereinander zu
vergleichen, werden als Globaltest wieder der Kruskal-Wallis-Test und fiir den spezifi-
schen Einzelvergleich der Druckgruppen miteinander der Dunn-Test angewandt. Am ers-
ten Tag findet sich die stirkste Fluoreszenz in der Gruppe der mit dem hdchsten Druck
behandelten Zellen (mittlerer Fluoreszenzwert Fi» = 29,05), die niedrigste in der Gruppe
mittleren Drucks (Fs = 26,8). Diese Unterschiede erweisen sich jedoch weder im Global-
test noch im Einzelvergleich als signifikant: Der Wert des Kruskal-Wallis-p betrégt 0,08,
das p im Dunn-Test in allen drei moglichen Kombinationen der Kohlendioxidwerte 0,1.
Dasselbe gilt fiir den Vergleich dieser beiden Gruppen mit der der mit dem mittleren
Druck von 6 mmHg behandelten Zellen.

Die Rangliste der mittleren Fluoreszenzen des zweiten Tages ist identisch mit der des
Vortages (maximal: Fi» = 43,8; minimal: Fs = 40,05). Der Globaltest fillt mit p = 0,05
gerade nicht mehr signifikant aus. Jedoch ergibt der spezifische Vergleich zwischen den
beiden hyperbaren Gruppen mit einem Dunn-p von 0,04 dennoch eine statistische Rele-
vanz fiir diesen Einzelfall. Die anderen beiden Signifikanzpriifungen fallen mit Werten
von p > 0,2 negativ aus.

Fiir den dritten Tag ist die maximale mittlere Fluoreszenz wieder im Falle der 12-
mmHg-Gruppe zu finden (Fi» = 60,85), die minimale in der isobaren Gruppe (Fs =
52,05). Der globale Signifikanztest nach Kruskal-Wallis féllt mit p < 0,05 positiv aus,
ebenso der spezifische Vergleich der beiden Gruppen mit maximalem und minimalem
Druck miteinander (p < 0,05). Fiir den Unterschied zwischen der isobaren und der sechs-
Millimeter-Gruppe weist der Dunn-Test mit p = 0,051 ein gerade nicht mehr signifikan-
tes Ergebnis aus.

Am vierten postexpositionellen Tag kann die maximale mittlere Fluoreszenz in der iso-
baren Gruppe gemessen werden (Fiso = 73,7), der kleinste der drei Werte ist in der Grup-
pe mittleren Drucks zu finden (Fs = 58,15). Der Kruskal-Wallis-Test gibt einen globalen
Signifikanzwert von p < 0,01 an. Im spezifischen Vergleich liegt der p-Wert nach Dunn
fiir die Vergleiche der Werte der hyperbaren Gruppen mit denen der isobar behandelten
Zellen unterhalb des 0,01-Niveaus. Die Signifikanzpriifung zwischen den beiden hyper-
baren Gruppen fillt mit p = 0,59 negativ aus.
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Ab dem nun folgenden Tag des Beobachtungszeitraumes ist von vornherein mit niedrt
geren Fluoreszenzwerten zu rechnen, da nun aus den im vorangegangenen Kapitel be-
schriebenen Griinden die Zahl der in jedes Loch eingesetzten Zellen von urspriinglich
5.000 auf 1.000 reduziert worden ist.

So entspricht am fiinften Tag der maximalen mittleren Fluoreszenz, die in der Gruppe
des maximalen Drucks zu finden ist, ein Wert von Fi, = 24,5. Der kleinste Wert kann mit
Fiso = 13,25 in der isobaren Gruppe gefunden werden. Der unspezifische Vergleich mit
tels des Kruskal-Wallis-Tests weist die Unterschiede zwischen den Gruppen global als
signifikant aus (p < 0,01). Ebenso erklirt der Dunn-Test die spezifischen Unterschiede
zwischen der 12-mmHg-Gruppe einerseits und den anderen beiden Gruppen andererseits
als statistisch relevant (p < 0,01 in beiden Féllen), nicht jedoch den zwischen den beiden
Gruppen mit den mit hyperbarem Kohlendioxid behandelten Zellen (p = 0,66).

Die Rangliste der mittleren Fluoreszenzen des siebten Tages nach CO»-Behandlung ent-
spricht der des sechsten. Auch der CO,-Gruppen-interne Globaltest nach Kruskal-Wallis
und die drei individuellen Signifikanzpriifungen nach Dunn fiihren zu denselben Aussa-
gen wie am Vortag.

Fiir den neunten Tag der Messungen ist die Situation jedoch wieder eine andere. So kann
die maximale durchschnittliche Fluoreszenz nun in der Gruppe der mit unter einem
Druck von 6 mmHg stehenden Kohlendioxid behandelten Zellen gefunden werden (Fs =
27,4). Das Minimum liegt bei Fuin = 22,6 im Falle der isobaren Gruppe. Hinsichtlich der
Ergebnisse, die der Kruskal-Wallis- und der Dunn-Test liefern, fiihrt diese gegeniiber
den beiden Vortagen verschiedene Rangfolge jedoch zu keiner Verdnderung der Tester-
gebnisse. So liegt der Wert des globalen p wieder unter dem Ein-Prozent-Niveau, ebenso
wie die Werte des Dunn-p fiir den Vergleich zwischen der isobaren Gruppe einerseits
und den beiden hyperbaren Gruppen andererseits.

Die maximale mittlere Fluoreszenz der Tumorzell-DNA am elften Tag ist in der 12-
mmHg-Gruppe auszumachen (Fi2 = 44,7), das Minimum findet sich in der Gruppe des
Ansatzes mit isobarem COs (Fiso = 25,2). Hinsichtlich der Ergebnisse der Signifikanzprii-
fungen ist dieser Tag der einzige im Beobachtungszeitraum von CX-2, an dem sowohl
der Kruskal-Wallis-Test als auch der Dunn-Test in allen drei Vergleichsmoglichkeiten
mit p-Werten, die durchgehend unterhalb des Ein-Prozent-Niveaus liegen, deutlich signi-
fikant ausfallen.

Der dreizehnte und damit vorletzte Tag der quantitativen DNA-Bestimmung fiir CX-2
bietet dieselbe Verteilung des Maximums und Minimums der durchschnittlichen DNA-
Fluoreszenz wie der Vortag (Fmax = 45,8 bei 12 mmHg, Fuin = 37,0 bei 0 mmHg). Der
Globalvergleich fallt mit p < 0,01 signifikant aus, ebenso der spezifische Vergleich zwi-
schen den Stichprobenwerten der 12-mmHg-Gruppe einerseits und den iibrigen beiden
Gruppen andererseits.

Der fiinfzehnte und letzte Tag zeigt nochmals eine verdnderte Rangfolge der mittleren
Extremwerte der Fluoreszenzen. Der grofite Mittelwert findet sich wiederum in der 12-
mmHg-Gruppe (Fi. = 48,85), der niedrigste nun aber in der Gruppe der mit Kohlendi-
oxid unter einem Druck von sechs Millimeter Quecksilbersidule behandelten Zellen (Fs =
46,35). Weder der Globaltest nach Kruskal-Wallis noch die spezifischen Signifikanzprii-
fungen nach Dunn weisen diese Unterschiede jedoch als statistisch relevant aus.

An dieser Stelle ist nochmals hervorzuheben, dal3 es, nachdem die Zellen des Colon-Ad-
denokarzinoms CX-2 Kohlendioxid unter den drei verschiedenen Driicken ausgesetzt ge-
wesen sind, ab dem fiinften Tag zu einem Umschlagen des Fluoreszenzverhiltnisses
zwischen den Kontrollwerten und den Kohlendioxidgruppenwerten des jeweiligen Tages
kommt. Dies duflert sich darin, da3 nun die Fluoreszenz der DNA der mit kohlendioxid
behandelten Zellen groBer ist als die der DNA der unbehandelten Zellen. Im Falle der
isobar behandelten Zellen hélt dieses Verhiltnis noch weitere 48 Stunden bis zum sieb-
ten Tag an, um sich am neunten Tag erneut umzukehren. Fiir die 6-mmHg-Gruppe ist die
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beschriebene Beobachtung dagegen noch zwei weitere Tage zu machen. Im Falle der
Gruppe des maximalen Druckes von 12 mmHg hélt dieser Zustand nochmals zwei weite-
re Tage an, bevor dann am dreizehnten Tag auch hier die Fluoreszenz in der Kontroll-
gruppe wieder grofer ist als die in der Kohlendioxidgruppe. Es scheint damit eine
Druckabhingigkeit dieser ab dem fiinften postexpositionellen Tag gegeniiber der Kon-
trollgruppe passager erhohten Fluoreszenzen und damit auch Zellzahlen von CX-2 vor-
zuliegen.

Die gerade fiir die Zellen des Colon-Adenokarzinoms CX-2 vorgestellte Vorgehensweise
der statistischen Analyse der erhobenen Daten findet nun auch fiir das Pankreaskarzinom
DAN-G Anwendung.

Zunéchst werden also auch hier die jeweils zwanzig Fluoreszenz-Tageswerte der drei
Kohlendioxidgruppen mit den Stichprobenwerten der Kontrollgruppe im einzelnen mit-
einander verglichen. Das statistische Instrumentarium hierzu liefert wieder der Whitney-
Mann-Wilcoxon-u-Test.

Im Falle von DAN-G finden sich bereits an den ersten beiden Tagen nach der Behand
lung der Zellen mit Kohlendioxid statistisch relevante Unterschiede zwischen den Fluo-
reszenzwerten der drei Gasgruppen gegeniiber denen der Kontrolle (p < 0,01 in allen Fal-
len). Die Fluoreszenzwerte der Kontrollgruppe sind hierbei groBer als die der mit Koh-
lendioxid behandelten Zellen (4bbildung 12). Diese Signifikanz bleibt fiir den Vergleich
der isobaren und der 6-mmHg-Gruppe einerseits mit den Kontrollgruppenwerten ande-
rerseits bis hin zum dritten Tag bestehen, ebenfalls mit hoherer Fluoreszenz im Falle der
unbehandelten Zellen (p < 0,01 am zweiten und p < 0,05 am dritten Tag). Auch am vier-
ten Tag finden sich noch hohere Fluoreszenzen in der Kontrollgruppe. Die Differenz ist
im Falle der mit 6 mmHg behandelten Zellen jedoch nur noch sehr grenzwertig signifr
kant (p = 0,49). Im Falle des Vergleichs zwischen Kontrolle und isobarer Gruppe finden
sich zwar ebenfalls noch hohere Fluoreszenzwerte im Falle der unbehandelten Zellen; je-
doch sind dort die Unterschiede so gering, da3 hier nicht mehr von einer statistisch rele-
vanten Differenz gesprochen werden kann (p = 0,383).

DAN-G, Tage 14
-n(d0) = 5.000 Zellen -
H Kontrolle m 0 mmHg m 6 mmHg @ 12 mmHg
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Abbildung 12: Proliferation von DAN-G fiir die Tage 1-4 nach Kohlendioxid-Exposition
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Vom fiinften bis zum neunten Tag kénnen nun fiir alle drei Einzelvergleiche signifikant
hohere Fluoreszenzwerte in den Kohlendioxid-Gruppen gefunden werden (p in allen Fél-
len < 0,01). Am elften Tag dagegen sind die Ergebnisse weniger einheitlich. So zeigt
sich im Falle des Vergleichs zwischen den Gruppen der mit isobarem und der unter ei-
nem Druck von 12 mmHg stehenden Kohlendioxid behandelten Zellen einerseits und der
Kontrollgruppe andererseits ebenfalls eine signifikant stirkere Fluoreszenz der DNA der
mit Kohlendioxid behandelten Tumorzellen. Allerdings unterscheidet sich nur die 12-
mmHg-Gruppe deutlich von der Kontrolle (p <0,01); die Unterschiede zwischen der iso-
baren Gruppe und der Kontrolle sind dagegen nur méBig signifikant (p = 0,04). In der 6-
mmHg-Gruppe findet sich am elften Tag eine im Vergleich zur Kontrolle verminderte
Fluoreszenz. Dies ist jedoch ohne statistische Relevanz (p = 0,231).

An den letzten beiden Tagen des Beobachtungszeitraumes iibersteigen nun wieder die
Fluoreszenzen in den Kohlendioxidgruppen die der DNA der Kontrollzellen (4bbildung
13). Es ist jedoch festzustellen, daB3 diese Unterschiede im Falle der beiden hyperbaren
Gruppen nicht signifikant sind (p fiir 6 mmHg = 0,173; p fiir 12 mmHg = 0,085). Ledig-
lich beim Vergleich zwischen den Werten der isobaren Gruppe mit denen der Kontrolle
kann von einem statistisch relevanten Unterschied gesprochen werden (p = 0,005). Erst
am fiinfzehnten Tag sind die genannten Unterschiede wieder in allen drei Féllen deutlich
signifikant (jedes p< 0,01).

DAN-G Tage 5-15
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Abbildung 13: Proliferation von DAN-G fiir die Tage 5-15 nach Kohlendioxid-Exposition

Im folgenden kommen wieder der gruppeniibergreifende Globaltest nach Kruskal-Wallis
sowie jeweils im Anschlufl die Kohlendioxid-Gruppen-spezifischen Einzelvergleiche mit
Hilfe des Dunn-Tests zur Anwendung.

Am ersten Tag kann die stirkste Fluoreszenz in der Gruppe der mit isobarem Kohlendi-
oxid behandelten Zellen gefunden werden (Fiso = 32,45), gefolgt von den Zellen der 12-
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mmHg-Gruppe (Fi2 = 31,05) und denen der 6-mmHg-Gruppe (Fs = 29,2). Der Globaltest
weist diese Unterschiede als signifikant aus (p = 0,014). Im Einzelvergleich mittels des
Dunn-Tests zeigt sich, da3 nur die Differenzen zwischen den Werten der isobaren und
denen der 12-mmHg-Gruppe als signifikant angesehen werden kénnen (p = 0,11), nicht
dagegen die Differenzen, die sich aus den iibrigen Vergleichen ergeben (p in beiden Fél-
len 0,25).

Am zweiten Tag findet sich die starkste mittlere Fluoreszenz in der Gruppe des mittleren
Drucks (Fs = 45,15), den kleinsten Wert liefert die isobare Gruppe mit Fs = 42,7. Die
Werte differieren jedoch nur gering, so dafl sowohl der Globaltest (p = 0,141) als auch
die Einzelvergleiche in allen moglichen Kombinationen an diesem Tag eine Signifikanz
vermissen lassen (p = 0,23 fiir 0 mmHg gegen 6 mmHg; p = 0,20 fiir 0 mmHg gegen 12
mmHg; p = 0,78 fiir 6 mmHg gegen 12 mmHg).

Vergleichbares gilt fiir den dritten Tag des Beobachtungszeitraumes. Den gréfiten Fluo-
reszenzwert liefert hier die Gruppe der mit CO; unter 12 mmHg behandelten Zellen (Fi2
= 64,65), den kleinsten Wert die Gruppe isobaren Kohlendioxids (Fi = 61,55). Der Glo-
baltest liefert einen nicht signifikanten Wert von p = 0,512. Auch die drei Einzelverglei-
che fallen mit Werten fiir p, die allesamt iiber 0,75 liegen, nicht signifikant aus.

Deutlich ausgeprigtere Unterschiede zwischen den drei verschiedenen Kohlendioxid-
Gruppen finden sich dagegen wieder am vierten Tag. Die stirkste Fluoreszenz kann hier
in der Gruppe der isobarem Druck ausgesetzten Zellen gefunden werden (Fiso = 74,25).
Die schwichste Fluoreszenz findet sich dagegen in der Gruppe des maximalen Drucks
(F12=65,9). Der globale Test fillt mit p < 0,01 deutlich signifikant aus. Auch die Einzel-
vergleiche zwischen der isobaren Gruppe einerseits und den beiden hyperbaren Gruppen
andererseits erkldren die jeweiligen Unterschiede als statistisch relevant (p = 0,04 fiir 0
mmHg gegen 6 mmHg sowie p < 0,01 fiir 0 mmHg gegen 12 mmHg). Nicht mehr signi-
fikant dagegen ist der Unterschied zwischen den beiden hyperbaren Gruppen (p = 0,066).
Auch am flinften Tag liefert der Globaltest ein deutlich signifikantes Ergebnis (p < 0,01).
Entsprechendes findet sich beim Vergleich zwischen der 12-mmHg-Gruppe einerseits
und den anderen beiden CO2-Gruppen andererseits. Nur dem Unterschied zwischen den
beiden Gruppen geringen Drucks kommt keine Bedeutung im statistischen Sinne zu (p =
0,77). Die stirkste Fluoreszenz kann hier in der isobaren (Fi, = 8,8), die schwéchste in
der 12-mmHg-Gruppe (Fi2 = 11,1) gemessen werden. Die im Vergleich zu den Vortagen
deutlich niedrigeren Werte ergeben sich wieder aus der Tatsache, da3 aus den oben ge-
schilderten Griinden die Ausgangszellzahlen eines jeden Loches in den Platten von 5.000
auf 1.000 reduziert worden sind.

Die Rangliste der mittleren Fluoreszenzen des siebten Tages entspricht der des filinften.
Jedoch fillt hier der Globaltest mit einem p = 0,079 nicht signifikant aus. Auch der
Dunn-Test fiir die drei Einzelvergleiche der Kohlendioxidgruppen untereinander ergibt
durchweg Ergebniswerte von p > 0,1.

Am neunten Tag kann in der Gruppe des grofiten Druckes die starkste mittlere Fluore-
senz gefunden werden (Fi2 = 26,4). Der kleinste Mittelwert findet sich in der isobaren
Gruppe (Fiso = 19,0). Der Globaltest liefert einen Wert von p < 0,01. Das gleiche Ergeb-
nis findet sich bei den Vergleichen zwischen der 12-mmHg-Gruppe einerseits und den
beiden Gruppe geringeren Druckes andererseits. Der Vergleich zwischen den beiden
letztgenannten Gruppen liefert einen Wert von p = 0,019.

Am elften Tag des Beobachtungszeitraumes ist die Fluoreszenz im Durchschnitt wieder
am starksten in der 12-mmHg-Gruppe ausgeprigt (Fi = 37,9). Der kleinste Wert ist in
der Gruppe zdes mittleren Drucks zu finden (Fs = 32,9). Wiederum ist der Globaltest mit
p < 0,01 deutlich signifikant. Dasselbe kann fiir den Vergleich der beiden hyperbaren
Gruppen untereinander sowie fiir den Vergleich zwischen der isobaren und mit der 6-
mmHg-Gruppe gefunden werden. Statistisch nicht relevant dagegen ist der Unterschied
zwischen der isobaren und der 12-mmHg-Gruppe (p = 0,51).
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An den letzen beiden Beobachtungstagen fallen sowohl die Einzelvergleiche als auch die
Globaltests durchweg nicht signifikant aus. Das globale p des dreizehnten Tages betrdgt
p = 0,136; auch die Einzelvergleiche liegen allesamt bei Werten von p > 0,1. Noch deut-
licher sind die Ergebnisse am flinfzehnten Tag. Hier liegen sowohl der Globalwert als
auch die drei Einzelwerte nahe dem Einhundert-Prozent-Niveau.

3.3 Zusatzversuche

3.3.1 Standardkurve Zellzahl/Fluoreszenz

Die folgende Grafik (4bbildung 15) gibt die Ergebnisse aus der Anlage der Fluoreszenz-
Standardkurve fiir die Zellen des Kolonkarzinoms CX-2 und des Pankreaskarzinoms
DAN-G wieder. Sie erlaubt die ungefihre Zuordnung von im UV-Photometer gemesse-
nen Fluoreszenzen zu konkreten Zellzahlen. Wie man aus der Grafik ersehen kann, sind
die beiden Kurvenverldufe entsprechend dem linearen Anstieg der Zellzahlen in jedem
Loch einer Reihe ebenfalls linear. Nur bei der Zellzahl von 30.000 tritt eine leichte Ab-
flachung des Kurvenverlaufs ein. Dies hingt jedoch damit zusammen, daf} bis hierher die
Zellzahlen in 5.000-Schritten gesteigert worden sind und ab hier die weitere Steigerung
in 10.000-Schritten bis maximal 90.000 Zellen pro Loch in der letzten Reihe erfolgt.

Standard-Fluoreszenzen fiir CX-2 und DAN-G

—&—CX-2 —=—DAN-G

30

Fluorezzenz

20

5t 10t 15t 20t 25t 30t 40t 50t 60t 70t 80t 90t

Zellzahl pro Loch

Abbildung 14: Zellzahl-Fluoreszenz-Beziehung fiir CX-2 und DAN-G
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3.3.2 Plateaubestimmung

Die folgenden Abbildungen geben die Ergebnisse aus den Plateaubestimmungen fiir CX-
2 und DAN-G wieder. Fiir jeden der beiden Zelltypen wurde eine Bestimmung mit zum
einen 5.000 Zellen pro Loch, zum anderen 1.000 Zellen pro Loch durchgefiihrt. Die An-
zahl der Wachstumstage eines jeden Ansatzes kann auf der Ordinate abgelesen werden.
Es zeigt sich, da3 im Falle des Ansatzes mit 5.000 Zellen pro Loch die Proliferationskur-
ve der Zellen des Pankreaskarzinoms DAN-G ab dem sechsten Wachstumstag abflacht.
Entsprechendes kann auch fiir die Zellen des Kolonkarzinoms CX-2 gefunden werden,
wobei hier die Abflachung des Kurvenverlaufes noch priagnanter ist als im vorgenannten
Fall von DAN-G.

Fiir die beiden Ansétze mit einer Zahl von 1.000 Zellen pro Loch kann — nach einem an-
fanglich stetigen stufenweisen Ansteigen der Kurve — ebenfalls ein Ubergang in eine Pla-
teauphase gegen Ende des Beobachtungszeitraumes gefunden werden. Im Falle des Ko-
lonkarzinoms CX-2 liegt der Zeitpunkt hierfiir etwa am neunzehnten, im Falle des Pan-
kreaskarzinoms DAN-G etwa am achtzehnten Wachstumstag.

Anhand der Proliferationskurven fiir die Anséitze mit einer Zahl von 5.000 Zellen pro
Loch ist die Notwendigkeit zu erkennen, fiir die Versuche zur quantitativen DNA-Be-
stimmung ab dem fiinften Tag die Zellzahl pro Loch zu reduzieren. Der Ubergang der
Proliferationskurve in eine Plateauphase ab dem sechsten Tag zeigt an, daf hier die L&
cher bereits vollgewachsen sind. Eine weitere Proliferation der Zellen ist damit nicht
mehr moglich, und die Ergebnisse wiren daher nicht mehr verwertbar. Demgegeniiber
kann im Falle des Ansatzes mit einer Zahl von 1.000 Zellen pro Loch gesehen werden,
daB auch am fiinfzehnten Tag — und damit am letzten Tag des Beobachtungszeitraumes
fiir die quantitative DNA-Bestimmung — in den Lochern noch immer geniigend Platz fiir
eine Proliferation der Zellen sowohl von CX-2 als auch von DAN-G vorhanden ist. Eine
Hemmung der Zellproliferation durch ein Vollwachsen der Locher und damit eine Ver-
falschung der Meflergebnisse ist damit nicht zu befiirchten (Abbildungen 15-18).
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Abbildung 15: Plateaubestimmung fiir CX-2 bei einer Ausgangszahl von 5.000 Zellen pro Loch
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Abbildung 17: Plateaubestimmung fiir DAN-G bei einer Ausgangszahl von 5.000 Zellen pro Loch
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Abbildung 18: Plateaubestimmung fiir DAN-G bei einer Ausgangszahl von 1.000 Zellen pro Loch.

3.4 Zusammenfassung

Im ersten Vorvesuch zeigt sich, daB innerhalb der ersten fiinf Tage nach der CO-
Exposition signifikante Unterschiede zwischen den Zahlen der Kontrollgruppenzellen
einerseits und denen der Kohlendioxidgruppenzellen andererseits auftreten, wobei die
Zahlen der mit Kohlendioxid behandelten Zellen gegeniiber denen ihrer Kontrollgruppe
erniedrigt sind. Auch beim Vergleich der drei Kohlendioxidgruppen einer Zellinie
untereinander ergeben sich zum Teil signifikante Unterschiede.

Im zweiten Vorversuch ist zu sehen, dal3 mit zunehmendem Druck des Kohlendioxids
nach vierstiindiger Behandlung des Mediums der entsprechenden Gruppen mit CO; die
Wasserstoffionen-Konzentration proportional zum eingestellten Druck des Gases
zunimmt, wéhrend sie in der Kontrollgruppe konstant bleibt.

Kohlendioxid fiihrt also mit steigendem Druck zu einer zunehmenden Ansiduerung des
Néhrmediums der Zellkulturen.

Im ersten der Hauptversuche konnte durch Anfiarbung nekrotischer Zellen mit
Propidiumiodid gezeigt werden, dal mit steigendem Druck Kohlendioxid auBlerdem zu
einer proportional zunehmenden Zahl an nekrotischen Zellen fiihrt.

Der zweite Hauptversuch hat die Bestimmung des Proliferationsverhaltens der mit
Kohlendioxid behandelten Zellen von CX-2 und DAN-G zum Ziel.

Bei beiden Zellinien ist an den ersten Tagen die Proliferation der mit Kohlendioxid
behandelten Zellen gegeniiber der der Zellen der Kontrollgruppe vermindert. Die
Unterschiede zur Kontrollgruppe werden hierbei bis zum vierten Tag zunehmend
geringer. Am fiinften Tag kehrt sich die Aktivitit der untersuchten Zellen um. Nun
nimmt - ebenfalls bei beiden Zellinien - das Wachstum der Kohlendioxidgruppen-Zellen
gegeniiber dem der Zellen der Kontrollgruppe weiter zu. Vor allem bei den Zellen des
Kolonkarzinoms CX-2 besteht ein Zusammenhang zwischen der Hohe des Drucks des
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Kohlendioxids und der Zeitdauer, tiber welche die mit CO, behandelten Zellen verstarkt
proliferieren. Je hoher der Druck des Gases wihrend der Exposition der Zellen gewesen
ist, desto ldnger hélt die verstirkte Proliferation der so behandelten Zellen an. Erst am
dreizehnten Tag sind die von den ersten vier Tagen bekannten Verhéltnisse wieder
hergestellt.

Im Falle des Pankreaskarzinoms DAN-G findet sich ebenfalls eine verstirkte
Proliferation der mit CO. behandelten Zellen ab dem fiinften Tag. Dies gilt fiir alle drei
Kohlendioxidgruppen. Im Gegensatz zu CX-2 éndert sich das Proliferationsverhalten bis
zum Ende des Beobachtungszeitaums nicht mehr.
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4. DISKUSSION

Die Anfinge der laparoskopischen Chirurgie liegen nunmehr beinahe zweihundert Jahre
zuriick. Im Jahre 1805 benutzte Bozzini ein einfaches selbstentwickeltes Endoskop zur
Inspektion der Harnblase (1). In den darauf folgenden einhundert Jahren kam es zu
verschiedenen Weiterentwicklungen dieses Instruments (4, 5, 6, 7), bis 1901 Kelling die
erste endoskopische Untersuchung der Bauchhdhle durchfiihrte. Dank weiterer
Verbesserungen des Instrumentariums konnten dann In der Mitte der fiinfziger Jahre des
letzten Jahrhunderts die Voraussetzungen flir die heutige endoskopische Chirurgie
geschaffen werden (2, 3, 4, 5).

Zu den vielen Vorteilen, welche die minimalinvasive Operationsmethode gegeniiber der
konventionellen Technik zu bieten hat, gehdren vor allem die aufgrund der kleineren
Schnitte gilinstigere Wundheilung (130, 131), eine schnellere Mobilisation der Patienten
und hierdurch eine geringere Rate an postoperativen Komplikationen (88) wie
Pneumonien, Thrombosen und Embolien, was sich gerade bei &lteren Patienten
bemerkbar macht (78). Damit konnen zudem verkiirzte Liegezeiten und Verweildauern
im Krankenhaus (21) einhergehen.

Hinsichtlich der operationsbedingten Beeintrachtigung der Immunfunktionen haben
Untersuchungen Vorteile der minimalinvasiven Technik gegeniiber der konventionellen
Laparotomie zeigen konnen (23, 24, 26, 28, 35, 48, 55, 75, 86, 129).

Die eingangs geschilderten Vorteile der Laparoskopie gegeniiber der Laparotomie haben
in den vergangenen Jahren zu dem Wunsch gefiihrt, nun auch onkologische Patienten
mit dieser Technik zu operieren. Auch fiir die Resektion maligner Tumoren ist die
Laparoskopie nicht nur technisch anwendbar (21), sondern sie kann auch fiir den
postoperativen Verlauf Vorteile gegeniiber dem Zugang mittels einer Laparotomie bieten
(23, 24, 39). Jedoch herrschen noch Unsicherheiten beziiglich der mechanischen Effekte
der Laparoskopie, der Auswirkungen des erhohten intraabdominellen Drucks, des
Einflusses des CO,-Pneumoperitoneums auf das intraperitoneale Milieu und der
Auswirkungen des Pneumoperitoneums auf das Wachstum intraperitonealer Tumore und
intraperitonealer Metastasen. Eine groBe Zahl an vor allem tierexperimentellen
Untersuchungen hatte in den vergangenen Jahren zum Ziel, diese Unsicherheiten, die
derzeit noch den FEinsatz der minimalinvasiven Technik fiir die Resektion maligner
Tumore limitieren, zu beseitigen.

Jedoch scheint die Reaktion des Wirtsorganismus auf die Inokulation von Tumorzellen
bereits sehr komplex zu sein. Finen weiteren Storfaktor fiir die systemischen
Immunfunktionen des Versuchstiers stellt auch die im Rahmen des Experiments
stattfindende Operation dar. Das Pneumoperitoneum selbst beeintrachtigt aulerdem auch
die lokale Immunfunktion des Peritoneums.

Angesichts dieser moglichen StorgroBen beziiglich der Interaktion zwischen
inokuliertem Tumor und dem Organismus des Versuchstiers wird es hier als um so
wichtiger erachtet, zundchst durch in-vitro-Versuche eingehende Kenntnisse iiber das
Verhalten isolierter Tumorzellen zu gewinnen. Hierdurch kann die Planung spéterer
Tierversuche effizienter gestaltet werden. Weiterhin wird es moglich, besser zwischen
primérer Reaktion der Tumorzellen einerseits und versuchsbedingten systemischen oder
lokal-peritonealen Verdnderungen andererseits zu unterscheiden. Die Validitit der so
gewonnenen Egebnisse kann auf diese Weise erhoht werden.

Ein unter ethischen Gesichtspunkten positiver Aspekt ist aulerdem die Moglichkeit, den
Verbrauch an Versuchstieren zu reduzieren.
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Die vorliegende Arbeit hat daher die Untersuchung des Proliferationsverhaltens humaner
Karzinomzellen unter einem in vitro simulierten Pneumoperitoneum zur Zielsetzung. Sie
versteht sich als Grundlagenarbeit zur Proliferationskinetik der vorgestellten
Tumorzellen. Komplexe Wechselwirkungen zwischen Tumor und Wirtssystem, wie sie
in Tierversuchen zu finden sind, sollen durch den in-vitro-Ansatz ausgeschlossen und
nur die Reaktionen der Zellen auf eine moglichst geringe Zahl an StoérgroBen beobachtet
werden.

Es werden hierzu zwei verschieden Zellinien humanen Ursprungs in die Untersuchungen
einbezogen. Zum einen ist dies das Kolonkarzinom CX-2, zum anderen das
Pankreaskarzinom DAN-G. Die beiden Zellinien sind sich in bezug auf ihre
Kulturintervalle und ihre Verdopplungszeiten sehr &hnlich. Zudem bendtigen sie
dasselbe Nahrmedium. Sie sind aufgrund dieser Gemeinsamkeiten gerade hinsichtlich
ihrer Proliferationskinetik, die ja untersucht werden soll, sehr gut vergleichbar.

Diese Arbeit besteht in den Vorarbeiten und im Hauptteil aus jeweils zwei
Experimenten. Diese werden ergéinzt durch zwei zusitzliche Versuche, die dazu dienen,
den im Hauptteil erhaltenen dimensionslosen Werten konkrete Zellzahlen zuordnen zu
konnen.

Die Vorversuche bestechen zum einen aus einer auf einen flinftigigen Zeitraum
beschrinkten einfachen Zellzéhlung in der NEUBAUER-Zihlkammer, zum anderen aus
der Bestimmung des pH-Wertes des Néhrmediums der Tumorzellen nach deren
Exposition gegeniiber Kohlendioxid.

Fir den ersten Vorversuch sind vor Beginn der Zédhlungen sowohl fiir das
Pankreaskarzinom DAN-G als auch fiir das Kolonkarzinom CX-2 vier Gruppen gebildet
worden, von denen eine aus nicht zu behandelnden Kontrollzellen besteht. Die restlichen
drei Gruppen bestehen aus Zellen, die zuvor iiber vier Stunden mit Kohlendioxid bei
Driicken von null, sechs und zwolf mmHg behandelt worden sind. Ziel dieses ersten
Vorversuchs ist es festzustellen, inwieweit Kohlendioxid alleine iiberhaupt in der Lage
ist, eine Anderung des Proliferationsverhaltens der Karzinomzellen zu induzieren, und
ob eine Verdnderung des Drucks zu einer weiter differenzierten Verdnderung des
Proliferationsverhaltens fiihrt. Es zeigt sich, dal vom zweiten bis zum fiinften Tag nach
der CO»-Exposition signifikante Unterschiede zwischen den Zahlen der
Kontrollgruppenzellen einerseits und denen der Kohlendioxidgruppenzellen andererseits
bestehen. Die Zahlen der mit Kohlendioxid behandelten Zellen sind dabei gegeniiber
denen ihrer Kontrollgruppe erniedrigt. Auch beim Vergleich der drei
Kohlendioxidgruppen einer Zellinie ergeben sich zum Teil signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Druckgruppen.

Man kann somit zu diesem Zeitpunkt davon ausgehen, daf3 nicht nur das Kohlendioxid
alleine einen Einfluf} auf die Proliferationskinetik der behandelten Zellen hat, sondern
auch der Druck, unter dem es steht. Es erscheint daher sinnvoll, diese orientierende
Kurzzeituntersuchung durch eine auf einen ldngeren Zeitraum angelegte Untersuchung
mit sensitiveren Nachweismethoden zu ergénzen.

Der zweite der beiden Vorversuche besteht in der Bestimmung des pH-Wertes des
Mediums nach erfolgter vierstiindiger Behandlung mit Kohlendioxid unter den
verschiedenen einzustellenden Driicken. Dies dient nicht der Untersuchung der
Proliferationskinetik von CX-2 und DAN-G. Vielmehr soll diese Untersuchung eine
Orientierung bieten, um die versuchsbedingten Belastungen abschitzen zu konnen,
denen die Zellen und das Ndahrmedium wihrend und unmittelbar nach der Einwirkung
des Kohlendioxids ausgesetzt sind. Der Versuchsansatz ist mit dem der iibrigen
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Versuche identisch. Auch hier werden drei Kohlendioxidgruppen und als Referenz eine
Kontrollgruppe gebildet.

Es zeigt sich, daB mit zunehmendem Druck des Kohlendioxids nach vierstiindiger
Behandlung des Mediums der entsprechenden Gruppen die Wasserstoffionen-
Konzentration proportional zum eingestellten Druck zunimmt, wéhrend sie in der
Kontrollgruppe konstant bleibt.

Die hier gefundenen Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit, sowohl unmittelbar
vor Beginn der CO:-Einwirkung als auch an den nachfolgenden Tagen einen
regelmédfigen Mediumwechsel durchzufiihren, um eine mdgliche unerwiinschte
Beeinflussung des Zellwachstums {iiber die Expositionszeit hinaus zu vermeiden.
Dariiber hinaus weisen diese Ergebnisse aber auch auf einen moglichen Storfaktor in
Form der CO:-bedingten Azidose des Kulturmediums hin, der durch die beschriebene
Vorgehensweise zwar moglichst klein gehalten, jedoch nie vollstindig ausgeschaltet
werden kann. Bei der Betrachtung der im Hauptteil gefundenen Resultate mul3 also
immer auch bedacht werden, daf3 ein reduziertes Zellwachstum zumindest zeitweise und
zum Teil auch durch ein temporér tibersduertes Medium mitbedingt sein kann.

Es ist an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dal3 es sich hierbei ausschlieSlich um
Messungen des extrazelluliren Milieus handelt. Intrazelluldre pH-Wert-Verédnderungen
werden mit dem beschriebenen Versuchsaufbbau nicht gemessen. Auch lassen
extrazelluldre Verdnderungen des pH-Wertes keinen direkten Riickschluf} auf eventuelle
intrazelluldre pH-Anstiege oder -Abfille zu. Zelleigene Regulationsmechanismen sorgen
fir die Aufrechterhaltung der intrazelluliren Homdostase und konnen so die
Auswirkungen extrazelluldrer Verdnderungen auf den Intrazelluldrraum in Grenzen
kompensieren. Dies zu messen konnte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
Durchflulzytometrische Techniken stellen hier ein vergleichsweise einfaches und
elegantes Instrumentarium dar.

In den Hauptversuchen werden Zellen des menschlichen Kolonkarzinoms CX-2 und
des humanen Pankreaskarzinoms DAN-G wieder {iber vier Stunden mit Kohlendioxid
unter Driicken von null, sechs und zw6lf mmHg behandelt. Diese drei Gruppen werden
ebenfalls mit einer Gruppe unbehandelter Zellen verglichen, die wéihrend des Zeitraums
der Exposition unter Raumluftbedingungen gehalten worden sind.

Der erste der beiden Hauptversuche besteht in der Anfarbung und Markierung
nekrotischer Zellen und hat zum Ziel, die vermuteten zytotoxischen Effekte des
Kohlendioxids und des Drucks auf die zu untersuchenden Zellen zu objektivieren.
Hierzu werden die nekrotischen Zellen der einzelnen CO.-Gruppen mit Propidiumiodid
markiert und deren Anteil an der Gesamtpopulation im DurchfluBzytometer gemessen.
Als Negativkontrolle dienen die unbehandelten Zellen, als Positivkontrolle dienen
Ansitze, deren Zellen zuvor mit Formalin abgetotet worden sind.

Als Ergebnis aus diesen Versuchen kann festgestellt werden, dal das Kohlendioxid
tatsdchlich eine zellschddigende Wirkung hat. Diese Wirkung ist direkt abhingig von
dem Druck, mit dem das Gas auf die zu behandelnden Zellen einwirkt. Die Zahl der
toten Zellen nimmt mit steigendem Druck zu.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, da3 auch wéhrend einer laparoskopischen Operation
intraperitoneal kohlendioxid- und druckbedingte zellschidigende Vorgénge ablaufen,
und dies um so mehr, als im Menschen der maximale Druck von 12 mmHg angelegt
wird. Fiir die laparoskopische Tumorchirurgie, vor deren Hintergrund diese Arbeit
durchgefiihrt worden ist, kann dies verschiedene Konsequenzen haben.

Zum einen kann davon ausgegangen werden, dafl die beschriebenen zytotoxischen
Effekte des pneumoperitonealen Milieus auch einen eventuellen intraperitoneal
gelegenen Tumor nicht verschonen. Diese Vermutung deckt sich mit den Ergebnissen,
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die andernorts im Tierversuch gewonnen werden konnten (93). Mit Kohlendioxid
behandelte Zellen zeichneten sich dort durch ein deutlich weniger invasives Verhalten
aus und waren deutlich weniger vital als Zellen, die mit Luft oder Lachgas behandelt
worden waren. Auch Takiguchi et al. (131) kommen im Tierversuch zu dem Ergebnis,
daf} ein CO,-Pneumoperitoneum einen toxischen Effekt auf Karzinomzellen hat. Es ist
allerdings fraglich, ob dieser Effekt auch klinisch bedeutsam ist. Die vorliegende Arbeit
vermag hieriiber keinen Aufschlufl zu geben.

Zum anderen muf} weiterhin bedacht werden, daB3 die zytotoxischen Effekte eines CO-
Pneumoperitoneums sich nicht nur auf die Zellen des Tumors, sondern auch auf
peritoneale Zellen auswirken konnen. Dies hétte eine Storung der peritonealen Integritét
und damit auch der peritonealen Immunfunktion zur Folge, was dann wiederum eine
Metastasierung eines Tumors begiinstigen konnte.

Neben diesen lokalen Effekten diirfen aber schlielich auch die systemischen
Auswirkungen des Pneumoperitoneums nicht auler acht gelassen werden. Verschiedene
Studien hierzu liegen bereits vor (28, 35, 45, 61, 74, 75, 132, 133). So kann bei Patienten
wihrend einer Laparoskopie mit CO,-Pneumoperitoneum eine respiratorische Azidose
auftreten. Im Tierversuch wurden im Zusammenhang mit einem CO,-
Pneumoperitoneum Einschrdnkungen der systemischen Immunfunktionen festgestellt,
die denen dhnlich sind, die man nach konventionellen Laparotomien beobachten kann
(45). Jedoch ist es auch hier wieder unklar, inwieweit diesen Verdnderungen eine
klinische Relevanz zukommt. Auch diese Frage zu beantworten, ist nicht Zielsetzung
der vorliegenden Arbeit.

Der zweite Hauptversuch stellt die umfangreichste Versuchsreihe innerhalb der
vorliegenden Arbeit dar. Mit ihm erfolgt durch den Einsatz von Pico Green zur
fluoreszenzphotometrischen DNA-Quantifizierung zum einen und durch die Ausweitung
des Beobachtungszeitraumes von fiinf auf fiinfzehn Tage zum anderen eine
Verbesserung der Nachweismethoden der Zdhlkammer-Versuche.

Durch den Einsatz von Pico Green werden seclektiv nekrotische Zellen detektiert,
apoptotische Zellen bleiben unerkannt. Damit kannn bei den vorliegenden Ergebnissen
sicher davon ausgegangen werden, daB3 die erhohte Absterberate unter mit CO;
verschiedener Driicke behandelten Zellen auf eine zytotoxische Wirkung von
Kohlendioxid zuriickzufiihren ist, die mit steigendem Druck des Gases zunimmt.
Zunehmende Driicke von Kohlendioxid fithren dagegen zu keiner beschleunigten
Apoptose.

Die Ausweitung des Beobachtungszeitraums hat Konsequenzen fiir die Zellkultivierung
in den fiir die Messungen verwandten 96-Loch-Platten: Wiirde man auch fiir die Zeit
nach dem fiinften Tag Kulturen mit einer Ausgangszahl von 5.000 Zellen pro Loch
ansetzen, wiren die LoOcher bereits vor Ende des Versuchszeitraumes so weit
iiberwachsen, dal} eine Verdnderung des Proliferationsverhaltens nicht mehr erkennbar
wire. Daher muB fiir die Zeit nach dem vierten Tag die Zellzahl auf 1.000 pro Loch
reduziert werden. Diese Zahl hat sich fiir eine Beobachtung des Proliferationsverhaltens
bis zum flinfzehnten Tag als am besten geeignetherausgestellt. Die nicht ausreichende
Sensitivitit des Nachweisverfahrens erlaubt es nicht, alle Kulturen mit einer
Ausgangszahl von 1.000 Zellen anzusetzen. Dal} dieser Bruch in der Kontinuitdt der
Zellkultivierung die spétere Auswertung beeinflussen kann, mufl dabei beriicksichtigt
werden.

Sowohl im Falle des Kolonkarzinoms CX-2 als auch im Falle des Pankreaskarzinoms
DAN-G ist an den ersten Tagen die Proliferation der mit Kohlendioxid behandelten
Zellen gegeniiber der der Zellen der Kontrollgruppe vermindert; wobei die Unterschiede
zur Kontrollgruppe bis zum vierten Tag zunehmend geringer werden. Dies entspricht
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den aus den Zahlkammer-Versuchen gewonnenen Ergebnissen. Am fiinften Tag kommt
es schlielich zu einer Umkehr hinsichtlich der Aktivitit der untersuchten Zellen. Nun
nimmt - ebenfalls bei beiden Zellinien - das Wachstum der Kohlendioxidgruppen-Zellen
gegeniiber dem der Zellen der Kontrollgruppe weiter zu. Auftillig sind hier vor allem die
fiir das Kolonkarzinom CX-2 gefundenen Ergebnisse. Es besteht ein Zusammenhang
zwischen der Hohe des Drucks des Kohlendioxids und der Zeitdauer, tiber welche die
mit CO: behandelten Zellen verstirkt proliferieren. Je hoher der Druck des Gases
wihrend der Exposition der Zellen gewesen ist, desto ldnger hilt die verstérkte
Proliferation der so behandelten Zellen an. Erst am dreizehnten Tag sind die von den
ersten vier Tagen bekannten Verhéltnisse wieder hergestellt. Im Falle des
Pankreaskarzinoms DAN-G findet sich ebenfalls eine verstdrkte Proliferation der mit
CO; behandelten Zellen ab dem fiinften Tag. Dies gilt fiir alle drei
Kohlendioxidgruppen. Im Gegensatz zu CX-2 dndert sich das Proliferationsverhalten bis
zum Ende des Beobachtungszeitaums nicht mehr. Es kann an dieser Stelle nicht
vorhergesagt werden, ob, bzw. wann es wieder zu einer Umkehr des
Proliferationsverhaltens kommen wird.

Eine Erhohung des COx-Druckes fiihrt also

> zu einer druckabhéngig erhohten Aziditdt des mit CO, behandelten Mediums

> zu einer druckabhédngig erhohten Rate an Nekrosen in der Population der mit CO;
behandelten Zellen

> zu einer druckabhingig gesteigerten Proliferation der mit CO. behandelten Zellen

Schaut man sich die Kurvenverldufe der Plateaubestimmung von CX-2 (Abb. 15 und 16)
und DAN-G (Abb. 17 und 18) an, so stellt man fest, dalB auch ohne den Einflul von
Kohlendioxid die Proliferation der Zellen beider Linien keinem linearen Verlauf folgt,
sondern innerhalb eines zwanzigtigigen Beobachtungszeitraums Phasen gesteigerter
Proliferation zu finden sind. So erfihrt CX-2 einen Proliferationsschub am fiinften,
achten und fiinfzenhnten Tag, DAN-G einen solchen am elften und sechzehnten Tag.
Vergleicht man diesen Verlauf mit dem Verhalten der Kontrollgruppen-Zellen, findet
man identische Verldaufe sowohl bei CX-2 als auch bei DAN-G. Phasenweise
Proliferationsschiibe scheinen demnach fiir beide Zellinien physiologisch zu sein.

Diskussionswiirdig ist jedoch vor allem die Frage, wie man sich die beschriebenen
druckabhéngigen Verdnderungen im Proliferationsverhalten der Zellen von CX-2 und
DAN-G zu erkldren hat.

Eine Moglichkeit konnte die Induktion eines verstirkten Zellwachstums durch die
Einfliisse von Kohlendioxid und Druck sein.

Dies ist allerding insofern fragwiirdig, als es durch eine - angenommene, hier jedoch
nicht gemessene - Erhohung der intrazelluldren Wasserstoffionen-Konzentration unter
Kohlendioxid-EinfluB3 eher zu einer Beeintrachtigung der zytoplasmatischen Homoostase
kommen miiflte. Dies diirfte zu einer Funktionsstérung zelleigener Enzyme fiihren und
miiffte damit mit einer Beeintrdchtigung der Vermehrungsfdhigkeit der behandelten
Zellen einhergehen. Mit den hier angewandten Methoden ist eine Messung
intrazelluldrer pH-Werte nicht moglich, daher kdnnen an dieser Stelle nur theoretische
Uberlegungen angestellt werden.
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Das beobachtete Verhalten der Zellen konnte statt dessen auch als eine Art
»Panikreaktion* der Zellen auf die durch die Kohlendioxideinwirkung verschlechterte
Lebensbedingungen verstanden werden. Der letztendliche Beweis hierfiir kann in dieser
Arbeit nicht gefiihrt werden, und auch in der Literatur finden sich keine Untersuchungen
iiber ein derartiges Zellverhalten. Zudem vermag diese Hypothese auch nicht hinreichend
zu erkldren, weshalb auch noch elf Tage nach erfolgter Exposition gegeniiber CO: eine
anhaltend gesteigerte Proliferation der Zellen beobachtet werden kann. Es ist schwer
vorstellbar, dal3 nach einem solchen Zeitraum im intrazellularen Bereich noch Einfliisse
des Kohlendioxids wirksam sein diirften. Auch diesbeziiglich miifiten die hier
vorgelegten Ergebnisse durch geeignete weitere Untersuchungen zum intrazelluldren
Milieu ergénzt werden. Auch Untersuchungen zum Zellzyklus kénnen unter diesem
Aspekt sinnvoll sein. So ermdglicht die Fiarbung der Tumorzell-DNA mit
Bromdesoxyuridin (BrdU) die Darstellung S-Phasenanteile in der jeweiligen Population..
Dies erlaubt sie Beantwortung der Frage, ob durch den Stimulus in Form von Gas oder
Druck wirklich die Anzahl der Mitosen steigt.

Der Umstand, dafl das Proliferationsverhalten der mit Kohlendioxid behandelten Zellen
des Kolonkarzinoms CX-2 sehr deutlich druckabhdngig ist, wihrend diese Beobachtung
fiir die Pankreaskarzinomzellinie DAN-G in dieser Form nicht gemacht werden kann,
konnte als ein Hinweis darauf gewertet werden, dafl die Zellen des letztgenannten
Tumors gegeniiber Gas und Druck weniger empfindlich sind als die des
Colonkarzinoms.

In Versuchen zur Zellnekrose nach Einwirkung von Kohlendioxid unter verschiedenen
Driicken jedoch war zu sehen, dal DAN-G gegeniiber den Versuchsvariablen
empfindlicher reagiert als CX-2, es fanden sich bei erstgenannter Zellinie deutlich mehr
Zellnekrosen als beim Kolonkarzinom. Iso- und hyperbares Kohlendioxid konnte
demnach eine Friih- und eine Spatwirkung haben. In der Akutphase wédhrend (und
moglicherweise auch noch unmittelbar nach) der CO»-Exposition scheint das
Kohlendioxid - abhdngig vom eingestellten Druck - eine unterschiedlich hohe
Zytotoxizitdt zu entwickeln. Nach dem Ende der Exposition 14t deren Wirkung dann
jedoch nach und ist am ersten Tag nach der CO: -Behandlung nicht mehr festzustellen.
Die Tumorzellen der CO.-Gruppen proliferieren stetig, allerdings weniger ausgeprégt als
die der Kontrollgruppen. Die Tatsache, dal am Ende der ersten Woche nach Exposition
die Kohlendioxidgruppen-Zellen stdrker proliferieren als die der Kontrollgruppe, kdnnte
man sich unter Hinzuziehung der Ergebnisse aus der Nekrosefdarbung erkldren.

So wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, daB3 durch den EinfluB3 des Kohlendioxids
und des Drucks eine so starke Zellschddigung eintritt, dall es zum Absterben eines Teils
der Populationen in den Lochplatten kommt. Die iiberlebenden Zellen konnten zunichst
geschwicht und damit in ihrer Vermehrungsfahigkeit voriibergehend eingeschréinkt sein,
wihrend die Zellen der Kontrollgruppen unbeeinfluBt bleiben. Die daher normal
weiterproliferierenden Kontrollgruppenzellen konnten die Locher in den Platten mit der
Zeit immer mehr ausfiillen. Da die Effektivitit der Zellvermehrung jedoch abhéngig ist
von dem den Zellen zur Verfiigung stehenden Platzangebot in den Kulturplatten., wére
dieses im Falle der Kohlendioxidgruppen-Zellen grofer als in dem der Kontrollgruppen,
da ja durch den EinfluB des Kohlendioxids Zellen abgetdtet worden sind und somit
wieder mehr Raum fiir die Zellvermehrung zur Verfiigung stehen konnte. Zudem wiirde
in den Platten mit verringerter Zellzahl den verbliebenen Zellen relativ mehr
Néhrmedium zur Verfiigung stehen, was die weitere Proilferation ebenfalls beglinstigen
kann. Zusétzlich wére auch denkbar, da3 die Kohlendioxidgruppen-Zellen in den ersten
Tagen nach COs.-Exposition noch geschwicht und in ihrer Aktivitit reduziert sind, sich
jedoch bis zum vierten Tag soweit erhohlen, da sie dann - gewissermallen
kompensatorisch - {iberschieBend proliferieren. Im Falle von CX-2 wiirde eine solche
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Hyperaktivitdt bis zum 10. Tag anhhalten. danach iiberwiegt wieder die Proliferation der
unbehandelten Zellen.

Bei DAN-G bleibt eine Wiederherstellung des Ausgangsverhéltnisses innerhalb des
Beobachtungszeitraums aus, was man angesichts der in der Akutphase stirkeren
Zellschiadigung als eine entsprechend ldnger anhaltende Kompensationsphase ansehen
kann.

Dieses Modell wiirde auch die fiir die Kulturen von CX-2 und DAN-G gemachten
Beobachtungen erkldren, wonach die Dauer der gesteigerten Proliferation mit
steigendem Gasdruck zunimmt. Denn wie die Nekrose-Messungen gezeigt haben,
nehmen mit steigendem Druck des Kohlendioxids auch dessen zytotoxische Effekte und
damit die Absterberate der damit behandelten Zellen zu. Die Dauer der folgenden
Kompensationsphase wire demnach direkt abhingig von dem Ausmall der CO.- und
druckbedingten Zellschiddigung.

Es ist hier die Frage der klinischen Relevanz dieser Ergebnisse zu stellen. Ein In-vitro-
Versuchsansatz ist ein in sich vollkommen geschlossenes System. Dies bedeutet, da3
pH-Wert-Verdnderungen, wie sie unter dem EinfluB des Kohlendioxids auftreten, nur
sehr eingeschrdnkt durch die Pufferkapazititen des Ndhrmediums und der Zellen selbst
kompensiert werden konnen. Die gemessenen Verdnderungen zeigen, daB3 durch die
Versuchsbedingungen diese Kapazititen deutlich erschopft und aufgebraucht werden,
was letztlich als Ursache fiir die erwihnten Zellschiiden und fiir die Anderungen in der
Proliferationskinetik angesehen werden muB. In vivo, sei dies nun im Versuchstier oder
im Menschen, sind die Verhiltnisse ginzlich andere. Hier existiert eine Vielzahl
verschiedener Puffersysteme, durch die in sehr viel weiteren Grenzen der systemische,
der lokale und der intrazelluldre pH-Wert im Normbereich gehalten werden kann. Hinzu
kommt noch die Mdglichkeit der respiratorischen Kompensation einer metabolischen
Azidose, zumal wihrend laparoskopischer Eingriffe der obligatorisch intubierte und
kontrolliert beatmete Patient durch den Anésthesisten so weit hyperventiliert werden
kann, wie dies zur Elimination des per diffusionem in den Blutkreislauf gelangten
Kohlendioxids notwendig ist. Somit kann, wenn nicht schon préoperativ eine
metabolisch oder respiratorisch relevante Grunderkrankung besteht, dafiir gesorgt
werden, dafl sowohl die metabolischen als auch die respiratorischen Parameter moglichst
im Normbereich bleiben. Dies kommt dann einerseits der Homoostase des Patienten -
sowohl auf systemischer als auch auf lokal-peritonealer Ebene - zugute; andererseits
konnen hiervon aber auch eventuelle Tumorzellen profitieren, deren Integritit ohne diese
Kompensationsmoglichkeit durch Verschiebungen der Wasserstoffionen-Konzentration
in den sauren Bereich ansonsten gefdhrdet wire. Auch hier sind weitergehende
Informationen nur anhand von Tiermodellen zu finden. Es ist jedoch zu fordern, dal3 es
sich bei den zu untersuchenden Tieren um Exemplare mit Tumoren identischer Masse
und identischen Volumens handelt. Zu beriicksichtigen ist hierbei, da3 das Verhalten des
inokulierten Tumormaterials und auch die Effektivitit der Auseinandersetzung des
Wirtsorganismus mit diesem nicht sicher vorhergesagt werden kdnnen. Gerade aber der
Absiedelungsort der eingebrachten Tumorzellen spielt hier eine grofle Rolle, da dieser
einen EinfluB} auf die Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen hat. Denn Unterschiede
im Antransport von Néhrstoffen und im Abtransport von Stoffwechselprodukten
bedeuten automatisch auch Unterschiede in der Reaktion des Tumorgewebes zum einen
auf die Einflisse von Kohlendioxid und Druck, zum anderen auf Maflnahmen des
Wirtsorganismus zur dessen Bekdmpfung.

Wie eingangs bereits erwédhnt, versteht sich die hier vorgestellte Arbeit als eine
Grundlagennarbeit. Ihr Ziel ist es, Informationen zu gewinnen iiber die Verdnderungen in
der Proliferationskinetik humaner Karzinomzellen nach deren Exposition gegeniiber
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einem in vitro simulierten Pneumoperitoneum. Die geschilderten Reaktionen sind
Reaktionen eines homogenen Zellverbandes und scheinen eine Folge sowohl des
Kohlendioxids als auch des eingestellten Druckes zu sein. Welche molekularen
Verinderungen auf zelluldrer Ebene hinter diesen Reaktionen stehen, kann mit den hier
zur Anwendung gekommenen Methoden nicht erhellt werden. Dies bleibt spéteren
Arbeiten tiberlassen.
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6. ANHANG

6.1 Material
6.1.1 Chemikalien

6.1.1.1 ZELLKULTIVIERUNG

RPMI 1640
Gibco BRL, Kat. Nr. 21875-034

Fotales Kilberserum
Fotales Kélberserum, hitzeinaktiviert
Gibco BRL, Kat. Nr. 10108-157

HEPES Puffer
Gibco BRL, Kat. Nr. 15630-056

6.1.1.2 TRYPSINIEREN UND ZAHLEN

PBS Spiilpuffer
PBS mit Calcium und Magnesium
Gibco BRL, Kat. Nr. 14040-091

PBS ohne Calcium und Magnesium
Gibco BRL, Kat. Nr. 14190-094

Trypsin
Trypsin-EDTA
Pan Systems GmbH, Kat. Nr. P10-023100

Trypan-Blau
Sigma, Kat. Nr. T-8154
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6.1.1.3 FUR ALLE VERSUCHE

Kohlendioxid zur Insufflation
Medizinische Kohlensaure, Messer Griesheim

6.1.1.4 NEKROSE-FARBUNG

Propidium-lodid
C27H34N4l2, 10 mg/ml
Sigma Miinchen, Kat. Nr. P 4170

6.1.1.5 QUANTITATIVE DNA-BESTIMMUNG

TRIS-Puffer

500 ml PBS (ohne Calcium und Magnesium)
1,2114 g Tris-HCI

0,3722g Na-EDTA

Cystein-Puffer

500 ml PBS (ohne Calcium und Magnesium)
0,439 g Cystein-HC1

0,930 g Na-EDTA

PICO Green
text

Papain
(1:200 im Cystein-Puffer)

6.1.2 Einwegmaterialien

Kulturgefilie
Flaschen mit 12,5 cm” und 25 cm® Bodenfliche (Falcon Primaria; Art. Nr. )

Zentrifugenrohrchen
Zentrifugengefdfie zu 25 ml und 50 ml Inhalt (Falcon Primaria; Art. Nr. )
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FACS-Rohrchen
Rohrchen fiir die Analyse von Zellsuspensionen im Durchfluzytometer mit einem Vo-
lumenvon2ml( )

Kryo-Rohrchen
VerschlieBbare Rohrchen fiir die Kryokonservierung von Zellsuspensionen mit einem
Volumen von 2 ml (Nunc; Art. Nr. )

Pipetten
Sterile Pipetten fiir Volumina von 1, 5, 10 und 25 ml (Falcon Primaria; Art. Nr. )

6.1.3 Zellinien (gemal In-vitro-Tumorsteckbrief DKFZ Heidelberg)

Kolon-Karzinom CX-2

Name: CX-2
Histologischer Typ: Adenokarzinom
Herkunft: human

Wachstum und Subkultivierung

Kultivierung Monolayer
Subkulturintervall: 4-5 Tage
Populationsverdopplung: ca. 25 Stunden
Ziichtungsmedium: RPMI 1640 90%, FKS 10%
Kryokonservierung und Duplikatsicherung
Ampullenvolumen: 2 ml

Zellzahl pro Milliliter: 2 Millionen
Gefrierschutzmittel: DMSO 10%

Herkunft des Primdrtumors

Spezies: Human

Organ: Kolon

Herkunft: NCI, USA

Etabliert: In-vitro etabliert H. Lohrke 1985

Histologische Klassifikation: Wenig differenziertes Adenokarzinom des Kolon

Pankreas-Karzinom DAN-G

Name: DAN-G
Histologischer Typ: Karzinom
Herkunft: human
Wachstum und Subkultivierung
Kultivierung Monolayer
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Subkulturintervall: 3-5 Tage

Populationsverdopplung: ca. 31 Stunden
Ziichtungsmedium: RPMI 1640 90%, FKS 10%
Kryokonservierung und Duplikatsicherung
Ampullenvolumen: 2 ml

Zellzahl pro Milliliter: 2 Millionen
Gefrierschutzmittel: DMSO 10%

Herkunft des Primdrtumors

Spezies: Human

Organ: Pankreas

Herkunft: NCI, USA

Etabliert: In-vitro etabliert H. Lohrke 1985

Histologische Klassifikation: Pankreaskarzinom

6.2 Arbeitstechniken

6.2.1 Splitten und Weiterkultivieren von Zellen

Medium aus der Kulturflasche abgie3en

Zellen mit 10 ml PBS Spiilpuffer (ohne Calcium und Magnesium) spiilen

PBS abgieBen und 5 ml Trypsin zugeben

Zellen mit dem Trypsin 5 min im Brutschrank inkubieren

AnschlieBend Zellen durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden 16sen

Die Supension mit 5 ml Medium auffiillen und in 50-ml-Falcon-R&hrchen tiberfiih-
ren

Uber 5 min bei 1.400 U/min zentrifugieren und anschlieBend Uberstand abgieBen
Resuspendieren des Sediments mit 5 ml Medium

Verteilen der Suspension auf die neuen Kulturflaschen (Anzahl nach Bedarf)

0 Auffiillen der Suspensionen mit Medium auf 10 ml je Flasche

SAAIE o e

S 0 0

6.2.2 Einfrieren von Zellen

1. Einige Stunden zuvor alle fiir die Verarbeitung bendtigten Materialien im —20°C-
Kiihlschrank vorkiihlen. Einfrierréhrchen miissen im —80°-Kiihlschrank vorgekiihlt
worden sein. Ab Schritt 7. werden auf 4° C gekiihlte Losungen verwendet

Medium aus der Kulturflasche abgieflen

Zellen mit 10 ml PBS Spiilpuffer (warm; ohne Calcium und Magnesium) spiilen

PBS abgieBen und 5 ml warmes Trypsin zugeben

Zellen mit dem Trypsin 5 min im Brutschrank inkubieren

Anschlieend die Zellen durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden l16sen

Die Supension mit 5 ml Medium auffiillen und in 50-ml-Falcon-R6hrchen tiberfiih-
ren

NNk
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8. Uber 5 min bei 1.400 U/min in der Kiihlzentrifuge bei 4° C zentrifugieren und an-
schlieBend Uberstand abgieBen

9. Das Sediment mit 1,0 ml DMSO resuspendieren.

10. Uberfiihren der Suspension in ein 1,8-ml-Einfrierrdhrchen

11. Zwischenlagern der Suspension im —80°C-Kiihlschrank fiir drei Tage

12. AbschlieBend endgiiltige Lagerung im fliissigen Stickstoff

6.2.3 Bestimmung der Zellkonzentration

Medium aus der Kulturflasche abgie3en

Zellen mit 10 ml PBS Spiilpuffer (ohne Calcium und Magnesium) spiilen

PBS abgieBlen und 5 ml Trypsin zugeben

Zellen mit dem Trypsin 5 min im Brutschrank inkubieren

AnschlieBend Zellen durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden 16sen

Die Supension mit 5 ml Medium auffiillen und in 50-ml-Falcon-Réhrchen tiberfiih-

ren

Uber 5 min bei 1.400 U/min zentrifugieren und anschlieBend Uberstand abgieRen

Resuspendieren des Sediments mit 1 ml Medium

Von der Suspension 10 pl entnehmen und mit 90 pl Trypanblau griindlich mischen

0. Von dieser Suspension 10 pl entnehmen und auf die vorbereitete NEUBAUER-Zahl-
kammer geben.

11. Quadrantenweises Auszéhlen der Zellen in der Zahlkammer

12. Ermittlung der Zellkonzentration in der 1-Milliliter-Suspension: Ein Zehntel der

durchschnittlichen Zellzahl aus allen vier Quadranten entspricht der Konzentration in

Millionen Zellen pro Milliliter

A S e

= O 0~

6.2.4 Behandlung von Zellen mit Kohlendioxid

1. Vor COz-Exposition Mediumwechsel in den Kulturgefid3en mit den zu behandelnden
Zellen und den Zellen der Kontrollgruppe

2. Einsetzen der Kulturgefdfe in die Insufflationskdsten. VerschlieBen des Deckels

Einsetzen der Insufflationskésten in den Inkubator (Raumluft, T = 37° C)

AnschlieBen des Insufflators an den Einlafstutzen des Insufflationskastens. Auslal3-

stutzen offen lassen. Ableitung des CO: in die Umgebung aullerhalb des Inkubators

Einsetzen der Kontrollgruppen-Zellen in den Inkubator (aullerhalb der Boxen)

Durchfluten der Box mit 15 1 CO: bei einer FluBrate von 15 1 * min™ (AuslaB offen)

AnschlieBend Einstellen des gewiinschten Druckes am Insufflator

Auslal} schlieBen und Zellen fiir vier Stunden mit CO; behandeln

Nach vier Stunden Stoppen der Exposition. Mediumwechsel wie in Schritt (1)

0 Weiteres Verarbeiten der Zellen entsprechend dem Untersuchungsziel

W

SR
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6.2.5 Zellzahlung in der NEUBAUER-Z&hlkammer

S e

— = oA

Medium aus der Kulturflasche abgie3en

Zellen mit 10 Milliliter PBS Spiilpuffer (ohne Calcium und Magnesium) spiilen

PBS abgieBen und 5 ml Trypsin zugeben

Zellen mit dem Trypsin 5 min im Brutschrank inkubieren

AnschlieBend Zellen durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden 16sen

Die Supension mit 5 ml Medium auffiillen und in 50-ml-Falcon-Réhrchen tiberfiih-
ren

Uber 5 min bei 1.400 U/min zentrifugieren und anschlieBend Uberstand abgieBen
Sediment mit 1 ml Medium resuspendieren

Von der Suspension 10 pl entnehmen und mit 90 ul Trypanblau griindlich mischen

. 10 ul der Suspension entnehmen und auf die Neubauer-Zéhlkammer geben
. Bestimmen der Zellkonzentration der 1-ml-Suspension:

Jeden Quadranten einzeln auszdhlen und den Durchschnitt aus der Summe aller Zel-
len in den Quadranten bilden. Division des Betrages durch 10 ergibt die Zellkonzen-
tration in Millionen pro ml. AnschlieBend wird die Ursprungssuspension standardmé-
Big um das fehlende Volumen mit Medium auf die Standardkonzentration von
1*10%ml aufgefiillt und dient als Ausgangssuspension fiir weitere Verdiinnungen

6.2.6 Nekrosefarbung mit Propidium-lodid

9.
10.

. Zellen in der Kulturflasche nach Anleitung 1 spiilen und abtrypsinieren. Gemall An-

leitung 3 die Zellkonzentration der 1-ml-Suspension bestimmen

12,5 em’-Kulturflaschen vorbereiten: Pro Ansatz und Gruppe jeweils sechs Flaschen.
Insgesamt drei Gruppen: Positivkontrolle, Negativkontrolle und mit Propidium-Iodid
gefirbte Zellen. Insgesamt flinf Ansétze: zwei Ansédtze mit unbehandelten Zellen als
Positiv- und Negativkontrollen und Zellen unter CO: bei null, 6 und 12 mmHg

Nach 24 h Exposition der Zellen der CO2-Ansétze nach Anleitung 4

Spiilen der Zellen jeder Gruppe mit 5 ml PBS Spiilpuffer und Trypsinieren mit 5 ml
Trypsin-EDTA {iber 5 min bei 37° C im Inkubator

Auffiillen der Suspensionen mit 5 ml Medium und Zentrifugieren der Zellen liber 5
min bei 1.400 U/min. AnschlieBend AbgieBen des Uberstandes

Resuspendieren der Sedimente mit Medium auf Konzentrationen von etwa 1*10°
Zellen pro Milliliter

Inkubieren der Zellen der Positiv-Kontrolle mit 5 ml Formalin 10% bei Raumtempe-
ratur zum vollstandigen Abtoten der Zellen

Nach zehn Minuten alle Proben griindlich supendieren. Von allen Proben Entnahme
von je 100 pl und Inkubation der Probenteile mit Propidium-lodid fiir 15 Minuten
bei einer Temperatur von 4°C

Nach der Inkubation Verdiinnen der Proben mit jeweils 400 ul FACS-Puffer
Abschliefend Messen im DurchfluBzytometer
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6.2.7 Quantitative DNA-Bestimmung mit Pico Green

»

SANNANE ol

* N

10.
11.

12.
13.
14.
15.
. Messung im Cytofluor bei B/B 3 (ex = 485 nm; em = 520 nm)

16

Spiilen, Abtrypsinieren und Bestimmung der Zellkonzentration gemall Anleitung 3.
Herstellen von Verdiinnungsreihen mit Konzentrationen von 1,0%¥10° und 2,0*10*
Zellen pro Milliliter

Ein Suspensionsvolumen von 50 pl entspricht einer Zellzahl von 5.000 bzw. 1.000
Zellen nach Erfordernis auf 96-Loch-Platten ausbringen

Im Falle einer Exposition unter verschiedenen Driicken procedere gemél3 Anleitung 4
Unmittelbar nach der Exposition und dann jeden Tag Mediumwechsel in allen L6
chern aller Platten

An den fiir die Messung vorgesehenen Tagen die Zellen wie folgt behandeln

Zellen in den jeweiligen Lochern mit Vollmedium dreimal spiilen

Zum Aufbewahren die Zellen durch Fonen trocknen und bei Raumtemperatur tro-
cken lagern; ansonsten gleich weiterverarbeiten wie im néchsten Schritt

Papain mit Cysteinpuffer auf 1:200 verdiinnen

100 pl der Papainlésung in jedes Loch geben und 24 h bei 60° C inkubieren. Es ist
darauf zu achten, dal} die Platten wahrend der Inkubation in einer feuchten Kammer
luftdicht verschlossen sind

Nach 24 h die Pico-Green-Stammldsung aus —20° C auftauen

Die Stammldsung in TRIS/EDTA [2x] auflésen

100 pl der so hergestellten Losung in jedes Loch geben

Die Zellen 10 min bei Raumtemperatur inkubieren

6.2.8 Standardkurve Zellzahl/Fluoreszenz

1.

2.

3.

Spiilen und Abtrypsinieren der Zellen und Konzentrationsbestimmung geméafl Anlei-
tung 3

Auffiillen der Suspension mit Medium auf die Standardzellkonzentration von
1,0¥10° Zellen pro Milliliter

96-Loch-Platten vorbereiten: Je eine Platte fiir jede Zellinie; identische Zellzahlen in
jeder der Spalten einer Platte; ansteigende Zellzahlen mit steigender Spaltennummer
(#1 - #12: Spaltennummern; nt: Zellzahl pro Loch in Tausend)

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9  #10  #11 @ #12
5t 10t 15t 20t 25t 30t 40t 50t 60t 70t 80t 90t

Zellen bis zur vollstdndigen Adhérenz am Boden der einzelnen Locher fiir 24 Stun-
den ruhen lassen. Nach 24 h lichtmikroskopische Kontrolle der Adhéirenz

Andauen und Férben der Zellen nach der Pico-Green-Methode (Anleitung 8, Schritte
8-15)

AbschlieBend Messung im Cytofluor bei B/B 3 (ex =485 nm; em = 520 nm)
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6.2.9 Plateaubestimmung

S e

10.
11.
12.

13

14.

15.

16.

Medium aus der Kulturflasche abgie3en

Zellen mit 10 ml PBS Spiilpuffer ohne Calcium und Magnesium (Gibco BRL) spiilen
PBS abgieBen und 5 ml Trypsin zugeben

Zellen mit dem Trypsin 5 min im Brutschrank inkubieren

AnschlieBend Zellen durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden 16sen

Die Supension mit 5 ml Medium auffiillen und in 50-ml-Falcon-Réhrchen tiberfiih-
ren

Uber 5 min bei 1.400 U/min zentrifugieren und anschlieBend Uberstand abgieBen
Das Sediment mit 1 ml Medium resuspendieren

Von der Suspension 10 pl entnehmen und mit 90 ul Trypanblau griindlich mischen
10 ul der Suspension entnehmen und auf die Neubauer-Zahlkammer geben
Bestimmen der Zellkonzentration der 1-ml-Suspension

Die Suspension mit Medium bis auf ¢ = 1,0*10° Zellen pro Milliliter auffiillen

. Verdiinnungsreihen herstellen: 1,0¥10°/ml (fiir 5.000 Zellen entspr. 50 pl) sowie

2,0%10*ml (fiir 1.000 Zellen entspr. 50 ul)

96-Loch-Platten beschicken: pro Zellinie eine Platte fiir Zellzahl 5.000 pro Loch so-
wie eine Platte fiir Zellzahl 1.000 pro Loch; jeweils eine Spalte pro Tag; MeBzeit-
punkte: Tage 1 bis 9 fiir die 5.000-Zell-Ansédtze sowie die Tage 5 bis 20 fiir die
1.000-Zell-Ansétze

An den angegebenen Tagen die DNA-Fluoreszenz mit der Pico-Green-Methode be-
stimmen (Anleitung 8, Schritte 8-15)

AbschlieBend Messung im Cytofluor bei B/B 3 (ex =485 nm; em = 520 nm)

6.2.10 Azidometrie des Nahrmediums

bl

Befiillen von insgesamt 20 75-cm*-Kulturflaschen mit jeweils 10 ml Nihrmedium
Aufteilen der Flaschen in vier Gruppen: Kontrolle, 0 mmHg, 6 mmHg und 12 mmHg
Einsetzen der CO.-Gruppen in die Insufflationskésten und VerschlieBen der Késten
Einsetzen der Késten in den Wérmeschrank und AnschlieBen an den Insufflator. Die
Kontrollgruppen-Flaschen bleiben im Wérmeschrank auflerhalb der Kasten
Durchspiilen der Késten mit 15 1 Kohlendioxid iiber die Dauer einer Minute bei offe-
nem Auslal3

VerschlieBen des Auslasses und Einstellen des gewiinschten Druckes fiir die hyper-
baren Gruppen. Beim isobaren Versuch bleibt der AuslaB3 offen

Stiindliches Erneuern des verbrauchten Gases bis zur vierten Expositionsstunde ge-
mal Anleitung 4

Nach vier Stunden Ablassen des Kohlendioxids und Abgieflen des Mediums in zuvor
beschriftete Becherglaser

Messung der einzelnen pH-Werte in den vier Gruppen mit dem pH-Meter
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