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Zusammenfassung

Chronische Wunden gehoren zu den hiufigsten Erkrankungen in Deutschland und
entstethen durch Stérungen der physiologischen Wundheilung, z.B. durch eine
verminderte  Durchblutung und  bakterielle  Besiedlung. Der langwierige
Heilungsprozess fiihrt nicht nur zu groBem Leid bei den Betroffenen, sondern ist auch
eine enorme 0konomische Belastung fiir das Gesundheitssystem. Physikalisches kaltes
Plasma ist Gegenstand aktueller Forschung zur Therapie von chronischen Wunden. Es
ist ionisiertes Gas, welches bei Raumtemperatur generiert wird und u.a. reaktive
Sauerstoff- und Stickstoffspezies beinhaltet. Stickstoffmonoxid und seine Derivate
(Nitrit und Nitrat) sind wichtige Mediatoren der Wundheilung. Sie fordern die
Durchblutung und sind an der Immunabwehr beteiligt. Diese Arbeit untersucht die
Wirkung von Kaltplasma generierten Stickstoffderivaten auf menschliche Haut und
Fibroblasten. Es wurde ein direktes Kaltplasma benutzt, welches mittels eines DBD-
(dielelectric barrier discharge)-Gerites aus der Umgebungsluft direkt an der zu
behandelnden Oberfliche generiert wird. Nach Ausschluss einer DNA-Schiadigung
mittels des TUNEL Assays, werden in dieser Arbeit die plasmainduzierten
Stickstoffderivate (NOD) durch Chemilumineszenz-Detektion quantifiziert und
qualifiziert. Es wird nachgewiesen, dass diese in Fliissigkeiten und in menschlicher
Haut akkumulieren und stabil sind. So konnte eine signifikante Erhéhung der NOD in
Plasmabehandelter Haut nach 10miniitiger Plasmabehandlung gemessen werden (Nitrat:
5,70 vs 40,31 pM/mg; Nitrit: 0,72 vs. 49,53 uM/mg). Erginzend zeigen
Franzdiffusionszellen, dass plasmaerzeugte Stickstoffderivate die Epidermis
durchdringen konnen. Auf zelluldrer Ebene weisen Fibroblasten nach einer
Plasmabehandlung ein bis zu 30%ig langsameres Wachstum auf und differenzierten
vermehrt zu wundheilungsrelevanten Myofibroblasten. Zusammenfassend kann gezeigt
werden, dass plasmagenerierte Stickstoffspezies und weitere Komponenten in die Haut
eindringen, dort akkumulieren und Einfluss auf zellulire Prozesse, wie das
Wachstumsverhalten und die Differenzierung nehmen koénnen. Diese Ergebnisse geben
einen Ausblick auf die Wirkungsmoglichkeiten auf menschliche Haut und Zellen und
zeigen, dass Kaltplasma und die entstehenden Stickstoffderivate das Potenzial haben,
den Wundheilungsprozess zu beeinflussen. Es wird aber auch deutlich, dass vor der
klinischen Anwendung weitere Grundlagenforschung notwendig ist, um das Plasma und
seine Komponenten vollends zu verstehen und eine sichere und effektive Anwendung

zu gewahrleisten.
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Abstract

The chronic wound is one of the most common diseases in Germany and is a result of
impaired wound healing e.g. by reduced perfusion and bacterial colonisation. The
tedious healing process brings not only great suffering to the concerned patients but is
also a great economic burden for the health care sector. Physical cold plasma can be
generated at room temperature and is subject of current studies of the therapy of chronic
wounds. It is ionised gas and contains among other components reactive oxygen and
nitrogen species. The sterilizing effect of the so called cold atmospheric plasma is led
back to these species. Nitric oxide and its derivatives are important mediators of the
wound healing process. The objectives of this work are to obtain an improved
understanding of the impact of cold plasma generated nitric oxide and its derivatives
(nitrite and nitrate) on humane fibroblasts and skin. The plasma source was a
dielelectric-barrier-discharge device (DBD), which generates cold atmospheric plasma
using ambient air directly on the treated surface. After excluding potential DNA-
damage by using this plasma source through the TUNEL Assay, derivatives of nitric
oxide are quantified and qualified by chemiluminescent detection and proven that the
species are accumulating and stable after treatment in liquids and in human skin. It is
shown that there is a significant increase of NODs in human skin after a 10minute
treatment with cold atmospheric plasma (nitrate: 5,70 uM/mg vs. 40,31 uM/mg, nitrite:
72 vs. 49,53 uM/mg). Furthermore it is demonstrated that the reactive nitrogen species
can penetrate the epidermis by using Franz diffusion cells. At the cellular level human
fibroblasts show a diminished growth of 30 percent and a differentiation into
myofibroblasts, a relevant cell line in wound healing. In summary, it can therefor be
concluded, that plasma generated nitric oxide derivatives penetrate into humane skin
and can influence cellular processes. Cold atmospheric plasma leads to direct cellular
reactions in changing the growth habit and provokes a cell differentiation. These results
show the potential effects of the cold plasma on human skin and fibroblasts and give an
expectation how it could become a tool in treating chronic wounds. But it demonstrates
as well, that there is a lot more basic research needed for a deep understanding of the
functional principles and the plasma components before a safe and effective clinical

application is possible.
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1. Einleitung

Die Wundheilung ist ein komplexer Prozess, der essentiell fiir die korperliche Unversehrtheit
ist. Damit eine Wunde heilt und die wichtige Barrierefunktion der Haut wieder unseren Koper
vor dufleren Einfliissen schiitzt, miissen komplexe Prozesse auf molekularer und zellulédrer
Ebene stattfinden. Kommt es durch Stérung dieser Prozesse zur Ausbildung eines chronischen
Geschehens, erhoht sich nicht nur der Leidensdruck des Patienten massiv, sondern droht auch
eine Gefahr flir das komplette Organsystem. Eine chronische Wunde kann zu Immobilisation,
starksten Schmerzen, systemischen Infektionen und zur Amputation von Extremititen fithren
[1]. Warum eine Wunde chronifiziert und welche Faktoren einen pathologischen Einfluss auf
den Wundheilungsprozess haben ist Gegenstand aktueller Forschung. Dabei spielen vor allem
Grunderkrankungen wie der Diabetes mellitus und die periphere arterielle
Verschlusskrankheit (pAVK), sowie Umgebungsfaktoren wie eine Besiedlung mit
multiresistenten Keimen eine wesentliche Rolle [2, 3].

Ein essentieller Faktor ist das 1987 entdeckte Molekiil Stickstoffmonoxid (NO). Dieses
Molekiil und seine Derivate spielen eine wichtige Rolle als Mediatoren in allen Phasen der
physiologischen Wundheilung. Ausschlaggebend fiir die Wirkung der Molekiile ist ihre
Konzentration. Fehlt NO im physiologischen Wundheilungsprozess, kommt es zu einer
Verzogerung der Wundheilung, ist die Konzentrationen zu hoch, wirkt es zytotoxisch [4, 5].
Den positiven Effekt des NO in der Behandlung von chronischen Wunden identifizieren und
nutzen zu kdnnen, wire ein grofler Fortschritt.

Eine der Quellen, welche NO exogen liefern kdnnte, wére physikalisches Plasma. Diese vierte
Form der Materie, neben Feststoffen, Fliissigkeiten und Gasen, ist definiert als ionisiertes Gas
und ist sehr energiereich. Abhdngig von seiner Beschaffenheit kann es neben den
Stickstoffspezies wie NO, weitere verschiedene Ionen und reaktive Sauerstoffspezies
enthalten und UV/VIS-Strahlung emittieren [6]. Der limitierende Faktor der Anwendung war
bisher die Wéarme (>80 °C), die auf Grund der physikalischen Prozesse entsteht. Dieses
sogenannte heiBle physikalische Plasma wird bereits seit mehreren Jahrzehnten in der Medizin
erforscht und angewendet und ist z.B. in der Chirurgie zur intraoperativen Blutstillung
(Kauterisieren) und zur Sterilisierung von chirurgischen Instrumenten gut etabliert [7]. Mit
der Moglichkeit der Generierung von kaltem Plasma, eroffneten sich viele neue
Anwendungsmoglichkeiten. Nun konnte physikalisches Plasma direkt auf vulnerablen
Geweben, wie z.B. der menschlichen Haut angewendet werden. Die Applikationsmethodik,

die Steuerbarkeit, die genaue Zusammensetzung und die verschiedenen Einflussgroflen sind
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bisher nur in Teilen erforscht und eréffnen ein komplett neues Forschungsgebiet der Medizin.
Die Zielsetzung dieser Arbeit war die Erprobung eines DBD-Gerits (dielectric barrier
discharge), einer direkten Quelle des kalten Plasmas. Diese wurde auf Fliissigkeiten, Zellen
und menschlicher Haut angewendet. Gemessen wurden, vor dem Hintergrund der mdglichen
Anwendung zur Therapie von chronischen Wunden, die erzeugten Konzentrationen von
Nitrat und Nitrit (Stabile und bioaktive Derivate des Stickstoffmonoxid). Des Weiteren
wurden die direkten Effekte auf Fibroblasten untersucht, insbesondere das
Wachstumsverhalten und die Differenzierung. Hintergrund ist die bereits in der klinischen
Erprobung befindliche Anwendung von indirekten und direkten Kaltplasmaquellen, welche
einige positive Ergebnisse in Bezug auf eine antimikrobielle Wirkung und eine verbesserte
Wundheilung zeigen [8]. Trotz der positiven Wirkung ist bisher noch immer nicht klar, wie
genau das Plasma zusammengesetzt ist, wie es auf den Wundstoffwechsel wirkt, welche
Komponenten eine Rolle spielen und welche toxischen Wirkung eventuell als Spatfolgen
auftreten konnten. Diese Arbeit mochte mit Grundlagenforschung einen Beitrag zum besseren

Verstiandnis der Wirkung des kalten Plasmas leisten.

1.1 Aufbau der Haut

Das grofite Organ des Menschen ist mit 1,4 bis 2 m” die Haut. Ihre Dicke liegt zwischen 1,4
und 4 mm. Sie ilibernimmt verschiedenste Funktionen, wichtig sind der Schutz gegen
schddliche Einflisse wie UV-Strahlen und Bakterien, die Wahrnehmung von
Umgebungsreizen und die Thermoregulation. Die bis zu 0,1 mm dicke Epidermis als oberste
Deckschicht setzt sich aus mehreren Schichten verhornenden Plattenepithels zusammen.
Vorherrschend in dieser Schicht sind die Keratinoblasten und Keratinozyten, die sich von
basal bis zur Oberfldche von initial unreifen Blasten zu Hornzellen in einem streng regulierten
Prozess differenzieren. Dadurch ldsst sich die Epidermis von oberflachlich nach basal in
verschiedene Schichten unterteilen: Stratum corneum (Hornschicht), Stratum granulosum
(Kornerschicht), Stratum spinosum (Stachelzellschicht) und Stratum basale (Basalzellschicht)
(siehe Abb.1). Jede Schicht markiert einen Differenzierungsschritt.

In der Epidermis liegen auch die Melanozyten, die primdr dem UV-Schutz dienen und die
Langerhanszellen, welche die periphersten Zellen des Immunsystems sind.

Unter dem Stratum basale liegt eine Basalmembran, die die Epidermis von der Dermis trennt
und als Barriere fiir grofBere Molekiile dient. Die unter dem Stratum basale gelegene
gefaBBreiche Dermis misst ca. 6 mm. Sie wird in ein Stratum papillare und ein Stratum

reticulare aufgeteilt (sieche Abb.1). Das Stratum papillare besteht aus lockerem kollagenem
2



Bindegewebe und den verschiedenen Sinneskorperchen. Die Papillen ragen in die basalen
Schichten der Epidermis hinein, verzahnen die beiden Gewebsschichten miteinander und
beinhalten die Kapillaren und Venolen, die zur Versorgung der Epidermis wichtig sind.
Darunter liegt das derbere Stratum reticulare, das der Haut ihre Dehnbarkeit, aber auch ihre
Festigkeit gibt. Die Stiitzfunktion {ibernehmen hier starke Kollagenfaserbiindel aus Kollagen
Typ I und Typ II, fir die Dehnbarkeit sind die FElastinfasern verantwortlich. Die
Hauptkomponenten der Bindegewebsmatrix sind neben Kollagen, Proteoglykane und
Hyaluronsdure. Diese dienen als Wasserspeicher und sind wichtige fiir die
Zellkommunikation. In diese Matrix eingebettet liegen die Fibroblasten, welche die
Komponenten der Matrix produzieren. Der stirkste Promoter zur Bildung von Kollagen ist
das TGF-f (Transforming growth factor beta). Die ebenfalls in der Dermis liegenden
Mastzellen  sind  ubiquitir =~ vorkommende  Effektorzellen @ und  vermitteln
Entziindungsreaktionen, z.B. widhrend der Wundheilung. Weitere Zellen sind
Elastoblasten/Elastozyten, und Histiozyten (sesshafte Makrophagen). Mobile Makrophagen
und Lymphozyten konnen auch in der Dermis vorliegen, wandern aber vermehrt erst bei einer
Verletzung in das Gewebe ein.

Die Subkutis stellt die Verbindung zwischen der Haut und der Korperfaszie her. Sie besteht
vor allem aus Fettzellen und straffen Bindegewebsziigen (Retinacula cutis) und ist je nach
Geschlecht, Korpergewicht und Hormonstatus unterschiedlich ausgeprigt. In der Subkutis

liegen die makroskopisch sichtbaren Gefd3e und Nerven [9-11].

Stratum corneum —>»
Stratum lucidum —>
Stratum granulosum—>>
Stratum basale

Papille
Stratum papillare 7
Stratum reticulare —

Epidermis

Dermis

Haarfollikel Subcutis

Abb. 1: Schematischer Aufbau der Haut (enthnommen aus www.carecreations.basf.com

BASF Personal Care and Nutrition GmbH, Illustration: Julius Ecke, Miinchen. Modifiziert)[12].
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1.2 Die Wundheilung

Die kutane Wundheilung ist ein dynamisch ablaufender Prozess, der auf molekularer und
zelluldrer Ebene ablauft. Die Wiederherstellung der dermalen Barriere ist essentiell, um den
Koper vor Infektionen und Dehydratation zu schiitzen und muss schnell und effektiv
ablaufen. Ein komplexes System aus Botenstoffen orchestriert die Einwanderung von Zellen
des Immunsystems und sorgt dafiir, dass Gewebsschidden repariert werden. Dieser Prozess ist
allerdings sehr sensibel und abhéngig von vielen Faktoren.

Chronische Wundheilungsstorungen entstehen sehr oft durch Durchblutungsstérungen und
Infektionen. Diese konnen zu starken Schmerzen, systemischen Infektionen und einer
dauerhaften Behinderung fithren. Neben dem extremen Leid der Betroffenen und der
Einschrinkung der Lebensqualitdt, stellen chronisch Wunden auch eine erhebliche
Kostenbelastung fiir das Gesundheitssystem dar. In den Vereinigten Staaten sind 6,5
Millionen Menschen betroffen, was zu Kosten von mehreren Millionen US-Dollar fiihrt [13,
14]. Am héaufigsten tritt ein Ulcus cruris bei Patienten mit chronisch venéser Insuffizienz und
peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) auf. Auch Patienten mit Diabetes mellitus
haben ein erhdhtes Risiko an einer Wundheilungsstérung zu erkranken. Diese drei
Krankheitsbilder sind die Erkrankungen mit den hochsten Inzidenzen in der modernen
Gesellschaft [14, 15]. Dies macht deutlich, welche groBBe Relevanz das Verstindnis der
Wundheilung und die Erforschung ihrer Grundlagen und Storfaktoren sowie die Entwicklung

von neuen Behandlungsmethoden hat.

1.2.1 Die Phasen der Wundheilung

Kommt es zu einer Verletzung der Haut, wird der komplexe Vorgang der Wundheilung in
Gang gesetzt. Dabei werden verschiedene Phasen mit individuellen Prozessen und

Milieubedingungen durchlaufen.

- Exsudative Phase
- Proliferative Phase

- Reparative Phase

Die exsudative Phase beginnt mit der Vasokonstriktion und Blutgerinnung (in einigen
Veroffentlichungen wird hier noch zwischen der Hédmostase und der exsudativen Phase

unterschieden). Nach Sistierung der Blutung durch Aktivierung der Gerinnungskaskaden und
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Ausbildung eines Fibrinnetzes in der Wunde, schiitten Thrombozyten und Leukozyten
Wachstumsfaktoren (z. B. epidermal growth factor, EGF und insulin like growth factor, IGF)
und Zytokine (z. B. transforming growth factor beta, TGF-p) aus. Neben diesen Faktoren
orchestrieren auch die Komponenten der Gerinnungskaskade und des Komplementsystems
die folgenden Phasen der Wundheilung. Im Folgenden kommt es zu einer zunehmenden
Permeabilitit der Gefdlle, wodurch Blutplasma austritt und die Wundoberflache bedeckt.
Schon nach 6 Stunden immigrieren neutrophile Granulozyten, angelockt durch die zuvor
ausgeschiitteten Zytokine, in das geschidigte Gewebe um Bakterien zu phagozytieren und
abgestorbene Zellen zu entfernen. Zuséatzlich konnen sie durch die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies Bakterien auch direkt abtdten. Makrophagen, als wichtige Koordinatoren
der Immunabwehr, werden von der freiliegenden extrazelluliren Matrix aktiviert und
beginnen Zelldetritus aufzunehmen, zu proteolysieren und weitere Botenstoffe auszuschiitten
[3]. Dabei spielen vor allem die Interleukine 1, 6, 8 und 10 eine grof3e Rolle. Diese initiieren
die weitere Einwanderung und Aktivierung von Leukozyten und Lymphozyten und wirken
damit lokal inflammatorisch. Die Makrophagen phagozytieren auch die nun apoptotischen
Neutrophilen, die die Bakterien aufgenommen und zerstort haben. Im weiteren Verlauf
transformieren sie und stimulieren nun Fibroblasten, Keratinozyten und die Angiogenese um

die proliferative Phase der Wundheilung einzuleiten [16, 17].

Am 3-10. Tag, wihrend der proliferativen Phase, kommt es zur Ausbildung eines stark
vaskularisierten Granulationsgewebes, bestehend aus einwandernden Fibroblasten und
Endothelzellen. Die Neovaskularisation wird durch Hypoxie und einen erniedrigten pH-Wert
ausgelost und durch den VEGF (vascular endothelial growth factor) gesteuert. Die Zellen
wachsen vom Wundrand her in die Gewebeliicke ein und verringern damit nach und nach die
WundgroBe und Wundtiefe. Parallel dazu laufen weiterhin die Aufriumprozesse der ersten
Wundheilungsphase ab und schaffen Platz fiir das neue Gewebe. Im Verlauf bilden die
Fibroblasten die neue extrazellulire Matrix durch Produktion von Kollagen und
Proteoglykanen, welche dem Gewebe die Stabilitdt wieder zuriickgeben. Durch einsprie3ende

Keratinozyten kommt es zur Reepithelisierung.

In der letzten Phase der Wundheilung (Reparative Phase) kommt es zum endgiiltigen
Verschluss der Wunde durch Wundkontraktion und Auflockerung der Matrix. Die
Kontraktion wird primér durch die Myofibroblasten bewirkt. Diese differenzieren sich aus
Fibroblasten, stimuliert u.a. durch TGF-f, welches zuvor von Makrophagen ausgeschiittet

wurde. Myofibroblasten haben kontraktile Elemente in ithrem Zytoskelett und kénnen somit
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sich selber und das mit ihnen konnektierte umgebende Gewebe zusammenziehen [18, 19].
Durch Kollagenasen und Elastasen, freigesetzt von Leukozyten, kommt es zu Lockerungen
der sehr straffen interzelluliren Verbindungen. Die Keratinozyten wachsen vom Wundrand
ein und bilden Integrin-Rezeptoren aus, mit denen sie mit Fibrin und Fibronectin in der
Extrazelluldren Matrix in Kontakt treten konnen und sich somit im Gewebe bewegen konnen.
Die Verbindung zum Fibrin ermdglicht den Keratinozyten auch eine feste Verbindung zur
darunter liegenden Dermis [20]. Diese letzte Phase kann mehrere Jahre dauern. Die
Myofibroblasten, die den Hauptteil des Granulationsgewebes ausmachen treten nach und nach
in die Apoptose ein. Dadurch wird das Gewebe zellirmer, die Gewebsspannung nimmt ab
und die nun vorherrschenden Fibroblasten bilden die typische extrazelluldre Matrix [21, 22]

Beziiglich der Art der Wundheilung wird die epitheliale von der priméren und sekunddren
Wundheilung unterschieden. Die epitheliale Wundheilung zeichnet sich durch eine narbenlose
Regeneration von oberflichlichen Schiirfwunden aus. Primdre Wunden werden
komplikationslos chirurgisch verschlossen und heilen durch die direkte Adaption der
Wundréinder mit vorwiegend geringer Narbenbildung aus. Demgegeniiber steht die sekundére
Wundheilung bei Wunden, die nicht primér verschliebar sind und durch Granulation aus der

Tiefe zuheilen und eine Narbe hinterlassen [23-25].

1.2.2 Die chronische Wunde

Die Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaft e.V.
(AWMF) definiert in ihrer S3-Leitlinie von 2015 zur Lokaltherapie chronischer Wunden die
chronische Wunde als einen ,,Integrititsverlust der Haut und einer oder mehrerer darunter
liegender Strukturen mit einer fehlenden Abheilung innerhalb von acht Wochen.“ [1].
Wunden chronifizieren, weil sie nur einen Teil der oben beschriebenen Phasen der
Wundheilung durchlaufen und hiufig in der exsudativen Phase stagnieren [26]. Die
haufigsten Krankheitsbilder, die durch eine prolongierte Wundheilung definiert sind, sind das
Ulcus cruris, der Dekubitus und das diabetische FuBBsyndrom [3]. All diesen Erkrankungen
liegt in eine gestorten Blutzirkulation und die damit einhergehenden Gewebshypoxie
zugrunde [27]. Insbesondere bei Diabetikern kommt es durch die Stoffwechselstorungen mit
andauernder Hyperglykdmie und Glykosylierung von Proteinen zu einer gestorten
Autoregulation der kleinsten Blutgefde, was zu einer Kombination aus Mikroangiopathie
und Neuropathie fiihrt. Sie verlieren unter anderem die Fihigkeit der adiquaten

GefdBdilatation, was zu einer verminderten Durchblutung der peripheren Stromgebiete fiihrt



[28-30]. Kleine, zunichst unbedeutende Verletzungen z.B. durch StoBe oder Schnitte bei der
FuBpflege, konnen so zu sehr schmerzhaften und schlecht heilenden Wunden werden.
Zusatzlich ist durch die Hypoxie des Gewebes die Immunantwort und die Zellkommunikation
gestort sind. So konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten, welche aus an Diabetes mellitus
erkrankten Mausen isoliert wurden, weniger VEGF produzieren, welches essentiell fiir die
Proliferation von BlutgefdBlen ist [31]. Eine eher iiberschieBende Immunantwort zeigt sich
durch die gesteigerte Einwanderung von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten und
einer vermehrten Aktivierung von Proteasen, welche zu einer Zerstérung der extrazelluldren
Matrix fithren [32]. Erschwerend kommt hinzu, dass das feuchte Milieu einer offenen Wunde
optimale Bedingungen fiir eine bakterielle Besiedlung mit Bildung eines Biofilms schafft.
Dieser bietet den Bakterien den perfekten Lebensraum, geschiitzt vor der kopereigenen
Immunabwehr und vor lokaler und systemischer Antibiotikatherapie [33, 34].

Im klinischen Alltag sind eine Vielzahl von Therapieoptionen verfiigbar, um chronische
Wunden zu behandeln. Diese reichen von speziellen Wundverbdnden iiber chirurgisches
Debridement bis hin zur elektrischen Vakuumpumpe. Ein zufriedenstellendes
Therapiekonzept ist bisher noch nicht gefunden worden, so dass sich immer noch eine
Vielzahl der Patienten am Ende doch einer Akren-Amputation unterziehen muss [35].

Auch der wirtschaftliche Faktor von chronischen Wunden ist nicht zu unterschétzen.
Insgesamt sind in den USA mehr als 6,5 Millionen Menschen durch gestorte
Wundheilungsprozesse betroffen [13, 14]. In Deutschland leiden laut einer Studie aus dem
Jahr 2015 der Forschungsgruppe der Primdrmedizinischen Versorgung (PVM) allein 2,7
Millionen Menschen an einer komplizierten oder chronischen Wunde [36]. Ahnlich wie in
den USA ist die Behandlung dieser Patienten auch in Deutschland sehr teuer und aufwendig
und kostet mehr als 5 Milliarden Euro/Jahr. In den nichsten 30 Jahren wird eine Verdopplung
der Anzahl der Behandlungsbediirftigen chronischen Wunden erwartet, ausgelost durch den
demografischen Wandel [37]. Insbesondere eine gesteigerte Pravalenz des Diabetes mellitus
Typ II durch eine lingere Lebenserwartung, Bewegungsmangel und Fettleibigkeit wird zu
einem gehduften Auftreten des diabetischen Fullsyndroms fiihren. In Deutschland waren 2018
bereits 6,5 Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt, 95 % davon an Typ II [38].
Ungefdhr 15 % dieser Patienten entwickeln ein diabetisches Fullsyndrom (ca. 900.000
Patienten). Neben der Epidemiologie und den wirtschaftlichen Faktoren der Versorgung,
miissen aber auch die korperlichen und psychischen Auswirkungen der Erkrankung beachtet

werden. Die Dbetroffenen Menschen leiden sehr wunter dauerhaften Schmerzen,



Mobilitatseinschrankungen und sozialer Ausgrenzung, z.B. auf Grund von Arbeitsunfahigkeit

[39, 40].

1.3 Physikalisches Plasma

Physikalisches Plasma wird neben fest, fliissig und gasformig als der vierte Materiezustand
bezeichnet und hat in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung in der medizinischen
Forschung gewonnen. Seitdem Plasma bei Raumtemperatur generiert werden kann, ist es
auch auf empfindlichem Gewebe anwendbar. Das, was Plasma so auflergewohnlich und
gleichzeitig so kompliziert macht, sind seine verschiedenen, vielfdltigen Bestandteile und

deren Effekte auf Zellen, Gewebe und Lebewesen.

1.3.1 Eigenschaften

Plasma wurde erstmals 1928 von Irving Langmuir beschrieben. Er bezeichnete es damals als
»strongly ionized gas at low pressure® [6]. Durch Zufuhr von Energie werden lonen, Atome
und vor allem Elektronen eines Gases in Bewegung versetzt. Durch StoBionisation werden die
Elektronen beschleunigt und aus ihren Umlaufbahnen katapultiert. Diese freien Elektronen
reagieren mit anderen Teilchen und es entstehen unter anderem radikale Stickstoff- und
Sauerstoffspezies. Weitere Bestandteile wie UV-Strahlen (UVA, UVB, UVC), lonen, neutrale
Atome und Wirme werden innerhalb des elektrischen Feldes generiert. Diese Komponenten
bestimmen die Wirkung des Plasmas.

Komplex wird das Plasma durch die verschiedenen Faktoren, die Einfluss auf seine
Zusammensetzung und damit auf seine Wirkung nehmen. Charakterisiert wird es unter
anderem durch seine Teilchenzusammensetzung, Temperatur, Art der Erzeugung, rdumliche
Verteilung und Stirke des elektrischen Feldes. Diese Faktoren konnen individuell ,,designt*
und so passend zum Anwendungsgebiet optimiert werden [41]. Vor allem der Faktor
Temperatur war bislang limitierend fiir den Einsatz von Plasma an lebendem Gewebe. Bei
heilem Plasma (> 80 °C) haben alle Bestandteile die gleiche relative Temperatur und geben
diese an ihre Umgebung ab. Diese Plasmaform wird schon seit vielen Jahren in der
Sterilisation [7] und chirurgischen Kauterisation [42] benutzt. Bei kaltem Plasma wird nur so
viel Energie hinzugefiigt, dass die kleinsten Bestandteile des Gases, ndmlich die Elektronen,
in Bewegung gebracht werden, wihrend die sehr viel groBBeren lonen sich nicht bewegen. Der
GroBenunterschied zwischen lonen und Elektronen ist so grof3, dass die thermische Energie

der Elektronenbewegung keinen Einfluss auf die Gesamttemperatur des Plasmas hat. So



entstechen maximal Temperaturen von 40 °C [43]. In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich

Kaltplasma verwendet.

1.3.2 Plasmaquellen

Kaltes Plasma wird immer durch einen Energiefluss zwischen zwei Elektroden erzeugt. Der
Begriff direktes bzw. indirektes Plasma bezieht sich auf die Art, wie das Plasma auf die
Oberfliache geleitet wird und ob ein neutrales Trdgergas oder die Umgebungsluft benutzt
wird. Hieraus ergeben sich die Unterschiede in der Zusammensetzung und der

Anwendungsmoglichkeiten des Kaltplasma.

1. Direktes Plasma

Bei dieser Methode ist die zu behandelnde Oberfliche die Gegenelektrode und die aktiven
Teilchen werden direkt an dieser Oberfliche erzeugt [44]. Die energieerzeugende erste
Elektrode ist mit Keramik iiberzogen, so dass es zu einer abgeschwéchten Entladung kommt,
die sich homogen, in Form von vielen kleinen Blitzschligen an einer ungleichmifBigen
Oberfliche entlddt (siche Abb. 2). Wichtig ist, dass der Abstand zwischen Elektrode und
Oberflache gleichmiBig ist und nicht mehr als 1-2 mm betrigt. Als Gas wird die
Umgebungsluft benutzt. Das hierfiir benutzte Gerdt wird als ,,dielectric barrier discharge®,
kurz DBD bezeichnet. Durch die direkte Entladung trifft die gesamte Bandbreite der
erzeugten Teilchen auf die Oberfliche, auch die geladenen Teilchen. [43]. Bei der
Anwendung am Patienten kann es nachteilig sein, dass die Elektrode so nah an der Haut
eingesetzt werden muss. Hautfalten oder Haare konnen die homogene Entladung des Plasmas

storen.

2. Indirektes Plasma

Indirekte Plasmen werden an zwei gleich aufgebauten Elektroden erzeugt und dann mit einem
Gasstrom (z.B. Helium, Argon oder Umgebungsluft) auf die zu behandelnde Oberflache
transportiert. Das Plasma wird dabei als schmaler Gas-Strahl sichtbar [45]. Die behandelte
Oberfldache ist hierbei nicht Teil eines elektrischen Feldes, wodurch vor allem ungeladene
Teilchen transportiert werden. Ein bereits in der klinischen Anwendung etabliertes Gerit ist
der Plasmajet (skINPen® MED, neoplas tools GmbH, Greifswald). Anhand dieses Gerits
wurde eine DIN-Spezifikation festgelegt, um das diese Art der Plasmaerzeugung vergleichbar
zu machen und einen Standard festzulegen [46]. Aufgrund der homogenen Verteilung durch
das Tragergas kann der Abstand der Elektroden individuell angepasst werden und auch

unebene Oberflichen werden gut erreicht. Zusétzlich wird eine individuelle Anpassung an die
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Grofe der zu behandelnden Oberflache ermoglicht. Nachteilig ist, dass durch das Fehlen von
geladenen Molekiilen weniger Mdoglichkeiten zum Verdndern der Plasmazusammensetzung
bestehen [43] und es scheint dadurch ineffektiver bei der Abtdtung von Bakterien zu sein

[47].

Abb. 2: Blitzformige Entladung an der Keramikelektrode eines DBD-Plasmasticks

(aus Heuer ef al., The topical use of non-thermal dielectric barrier discharge (DBD): Nitric oxide related effects

on human skin, Nitric Oxide 44 (2015) 52-60 2014)[48]

1.3.3 Allgemeine Effekte von Kaltplasma

Das am grundlegendsten erforschte Gebiet in der Plasmamedizin ist die Sterilisation. Schon
eine kurze Plasmaanwendung von einigen Sekunden fiihrt zu einer signifikanten Reduktion
der Bakteriendichte [45, 49-51]. Dabei wird angenommen, dass die Zerstérung der
bakteriellen DNA durch UV-Strahlen und die Aufnahme von reaktiven Spezies und die damit
einhergehende Modifizierung und Destruktion von Proteinen die toxischen Effekte bedingen
[7, 52, 53]. Auch bisher schwer zu behandelnde Biofilm-bildende und multiresistente Keime
konnten durch eine Plasmabehandlung signifikant reduziert werden [54-57]. Es konnte zwar
noch keine wirksame Bekdmpfung von Prionen mittels Plasma nachgewiesen werden,
allerdings wurde die Reduzierung eines Prionen-Protein-Modells durch Plasma beschrieben
[58, 59]. Der Vorteil des Kaltplasmas im Gegensatz zu bisherigen Sterilisationsmethoden ist

die kontaktlose, normotherme, schmerzlose und einfache Anwendung. Bereits kurze
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Behandlungszeiten sind ausreichend. AuBerdem konnen selbst inhomogene und pordse
Oberfldachen gut erreicht und dekontaminiert werden.

Viele Studien beschiftigten sich auch mit den Effekten von Plasma auf gesunde
Saugetierzellen wie Endothelzellen, Fibroblasten und Keratinozyten, um die zelluldren
Effekte zu erkldren und die potenzielle Toxizitdt zu bestimmen.

Es wurde nachgewiesen, dass die Plasmaeffekte zeit- und dosisabhidngig sind (siche Abb. 3)
[47, 60-63]. Studien zeigten, dass lingere Behandlungszeiten bzw. héhere Dosen zu einem
Absterben der behandelten Zellen fiihren konnen, kiirzere Behandlungszeiten kdnnen
hingegen eine gesteigerte Proliferation auslosen. In diesem Fall fiihrt die Plasmabehandlung
zu einer erhohten Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus den Fibroblasten, fiihrend ist
hierbei der Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (FGF-2). Initiiert wird die vermehrte Freisetzung

von FGF-2 durch reaktive Sauerstoffspezies [47, 64-66].
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Abb. 3: Zusammenfassung der Effekte verschiedener Plasma-Dosen auf menschliche
Zellen (entnommen aus Dobrynin et al. 2009 [47], modifiziert) Die Grafik zeigt, dass es im Bereich der
Energie (bis 1,95 J/cm:,) die zur effektiven Sterilisation notig ist, lediglich zu einer geringen Apoptoserate

kommt und DNA-Briiche reparabel sind. Hohere Dosen fiihren zur Steigerung der Apoptoseraten und verringern
das Uberleben der Zellen.

Diese konnen allerdings auch bei humanen Zellen DNA-Schéaden auslosen, wie Blackert et al.
mit einem DBD-Plasmastick in HaCaT Keratinozyten (permanente epitheliale humane
Zelllinie) festgestellt haben. Durch Austausch des Zellkulturmediums direkt nach der

Behandlung, kam es zu viel geringeren Effekten auf die Zellen, als wenn die Zellen in ithrem
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Medium belassen wurden. Daraus ldsst sich schlieen, dass einige langlebige ROS in
fliissigem Medium akkumulieren und so zu einer weiteren Steigerung der Plasmaeffekte
fiihren. Erginzend konnten Blackert ef al. zeigen, dass sich die behandelten Zellen nach 24
Stunden vor allem in Phase G1 und G2/M befanden, also in dem Teil des Zellzyklus in dem
es zu DNA- Kontrollen und Reparaturen kommt. Dabei scheinen die DNA-Schédden bei
moderaten Behandlungszeiten reversibel zu sein, siche Abb. 3 [62, 63]. Trotzdem sind die
Behandlungsmodi, die bakterizid sind, zu mindestens in der aktuellen Studienlage bisher nicht
schidlich fiir Sdugetierzellen [47, 67].

Auch in der Tumorforschung wird Plasma als Therapiealternative untersucht. Dabei scheint
Plasma ebenfalls selektiv auf die Tumorzellen zu wirken, ohne gesunde Zellen zu
beschéidigen. So konnte gezeigt werden, dass Lungenkrebszellen (SW900-Zelllinie) nach der
Plasmabehandlung vermehrt apoptotisch werden, wihrend gesunde Bronchialzellen kohérent
und vital blieben [68]. Weitere Studien unterstiitzen diese Ergebnisse und haben gezeigt, dass
es Uiber spezifische Gen-Aktivierung zu einer Phosphorylierung von MAP-Kinasen (mitogen-
activated-protein-Kinasen) kommt und dadurch eine Kaskade ausgelost wird, die zur
Apoptose von Melanomzellen fiihrt [69]. Ursdchlich fiir die Toxizitdt scheinen wiederum
auch hier die reaktive Sauerstoffspezies zu sein, unterstiitzt durch die Tatsache, dass
Tumorzellen als schnellproliferierende Zellen sensibler auf oxidativen Stress reagieren [68,
70, 71].

Als Ursache fiir die selektive Wirkung von Kaltplasma auf Tumorzellen und Bakterien

scheinen mehrere Faktoren wichtig zu sein:
1) Bakterien haben ein kleineres Volumen bei einer groBeren Oberfliche, so dass schon
geringe Dosen zu einer schnelleren intrazellularer Akkumulation von reaktiven Spezies

fihren.

2) Bakterien und auch Tumorzellen haben einen schnelleren Metabolismus und nehmen

toxische Stoffe eher und schneller auf.

3) Bakterielle DNA und Tumorzell-DNA sind nicht kondensiert und dadurch anfilliger fiir
die oben beschriebenen DNA-schddigenden Substanzen [47, 72].
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Diese Effekte auf menschliche Zellen, Tumorzellen und Bakterien wurden sowohl bei der
Behandlung mit einem DBD-Plasmastick [43, 47, 60-62], als auch bei der Behandlung mit
Helium- oder Argon-Plasmajets [63, 72, 73] beobachtet.

Zusitzlich kann Kaltplasma das Migrationsverhalten von Fibroblasten und Endothelzellen
fordern [66, 73, 74]. Dabei fiihrt schon eine 30-sekiindige Behandlung zu einem 2-fach
schnelleren Verschlieen eines 500 um breiten Spalts innerhalb einer Fibroblastenkultur [74].
Endothelzellen wuchsen im selben Assay 40-fach schneller aufeinander zu und erreichten
auch in einer 3D-Gel-Matrix schneller den Boden nach einer DBD-Plasmabehandlung als die
unbehandelten Zellen [66].

Einen weiteren essentiellen Effekt konnten Leduc et al. nachweisen, indem sie zeigten, dass
kaltes Plasma Zellen permeabilisieren kann. Uber einen noch unklaren Mechanismus entstand
nach der Plasmabehandlung eine 6,5 nm groB3e Pore in der Zellmembran. Durch diese Pore
war eine Plasmid-Transfektion moglich [75]. Dadurch ergibt sich ein Erkldrungsansatz, wie
auch groBere, potenziell toxische Stoffe in die Zelle gelangen konnen.

Insgesamt wird deutlich, dass es eine Vielzahl von Kaltplasmaeffekten auf Zellen und
Gewebe gibt und ein GroBteil dieser Effekte bisher nur in Ansétzen erklart werden konnte. Zu
beachten sind, neben den durch die reaktiven Spezies ausgelosten Effekten, auch die direkten
Auswirkungen einer Plasmaanwendung. Eine Behandlung mit einem Plasmajet kann aufgrund
des Luftstroms zu einer Austrocknung der Zellen in der Zellkultur und damit zu einem
Absterben der Zellen fiihren [76]. Diesem Effekt wurde durch eine Benetzung der Zellkultur
mit flissigem Medium entgegen gewirkt. Allerdings kann dieses Medium, je nach
Zusammensetzung die Plasmaeffekte verstirken oder inhibieren [77]. Dieser Punkt macht
auch die Ubertragung der Ergebnisse auf in vivo Studien schwieriger und zeigt, dass die
Steuerbarkeit von kaltem Plasma nicht nur von der Plasmaquelle, sondern auch von

umgebenden Faktoren abhédngig ist.

1.3.4 Wirkung von Kaltplasma auf die Wunde

Neben der in Kapitel 1.2.3 beschrieben Dekontamination der Wunde durch Kaltplasma, spielt
auch die Beeinflussung von zelluldiren Prozessen eine grofle Rolle. Wundheilung ist ein
komplexer dynamischer Prozess, bei dem viele Faktoren wie Zellkommunikation,
Zellaktivierung, pH und Durchblutung zusammen wirken. Plasma kann auf viele dieser
Faktoren einen regulierenden Einfluss haben, welcher bislang noch kaum verstanden ist.

In einigen Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass Kaltplasma neben der

Reduktion der Bakterienlast in der Wunde, auch zu einer schnelleren Reduktion der
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WundgroBe fiihrt [8, 56, 78, 79]. Xu et al. konnten an 50 Méusen nachweisen, dass eine
Behandlung von 30 s mit einem Argon Plasmajet zu einem signifikant schnelleren
Wundverschluss als bei einer natiirlich heilende Wunden fiihrt. Dabei zeigte sich zusétzlich,
dass eine verldngerte Behandlungszeit von 50 s zu einer langsameren Wundheilung fiihrt [80].
Andere Studien stiitzen die dort gestellte These, dass eine hohere Plasma-Dosis zu einer
Verschlechterung der Wundheilung fiihren kann. Es wurde auch gezeigt, das verschiedene
Bakterienspezies unterschiedlich sensibel auf die Plasmabehandlung reagieren [56].
Verantwortlich fiir einen eher schnelleren Wundverschluss scheinen die schon in Kapitel
1.2.3. beschriebene erhohte Proliferation und stimulierte Migration von Fibroblasten und
Keratinozyten zu sein, die beide eine wichtige Rolle im Wundverschluss spielen [81]. Welche
genauen molekularen Signalwege zu diesen Effekten fiihren ist noch nicht vollstindig geklart
[64, 74, 82]. Allerdings basieren die Studien mit signifikanten Ergebnissen bisher nur auf
Mausmodelle. Die Anwendung von Plasmageréten an menschlicher Haut und Wunden wurde
bis dato nur an sehr kleinen Patientenkollektiven durchgefiihrt und zeigte zwar einen teilweise
schnelleren Wundverschluss und eine antiseptische Wirkung, allerdings waren diese
Ergebnisse nicht signifikant [83].

Immer wieder wird auf die bedeutende Rolle der reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies
(ROS und RNOS) hingewiesen, die Einfluss auf den Zellstoffwechsel nehmen. In vielen der
hier zitierten Studien wurde nachgewiesen, dass die Plasmaeffekte durch eine artifizielle
Hemmung der reaktiven Sauerstoff-und Stickstoffspezies geringer sind bzw. nicht mehr
nachweisbar sind. Die reaktiven Spezies konnen z.B. iiber direkte Interaktion mit der DNA
die beschriebenen Effekte auslosen. Arndt er al. konnten zeigen, dass nach einer
Kaltplasmabehandlung von Fibroblasten mit einer indirekten Plasmaquelle eine erhohte
Genexpression von Schliisselgenen der Wundheilung vorliegt. Dazu zdhlen sowohl Gene, die
die Ausschiittung von Zytokinen als auch die Produktion von Wachstumsfaktoren steuern.
Neben IL-6 und IL-8, als Zytokine der inflammatorischen Phase der Wundheilung, wurde
auch a-SMA vermehrt gebildet. Es induziert die Differenzierung der Fibroblasten zu
Myofibroblasten. Sie sind essentiell fiir die Bildung der extrazelluldren Matrix und fiir die
Wundkontraktion. Dies unterstiitzend wurde eine erhohte Bildung von Kollagen Typ I nach
Plasmabehandlung nachgewiesen [74]. Ahnliche Effekte wurden auch bei Osteoblasten nach
einer Behandlung mit einer DBD-Elektrode gesehen [84]. Eine Regulierung, welche Gene
verdndert werden und ob die Verdnderungen wieder reversibel sind, wurde bisher nicht

beschrieben. Der Mechanismus der Gen-Manipulierung scheint iiber die Oxidation und
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dadurch bedingte Modulierung von Proteinen und durch direkte Oxidation der DNA gesteuert
zu werden [85].

Die Neoangiogenese, ein wichtiger physiologischer Prozess in der Wundheilung, wird durch
Sauerstoffmangel und verschiedenste Faktoren, wie Zytokine und Wachstumsfaktoren aber
auch durch ROS und RNOS gefordert [82]. Arjunan et al. konnten zeigen, dass die
Plasmabehandlung mit einer DBD-Elektrode zu einer erhdhten Proliferation und Formation
von in vitro Endothelzellen aus der Schweineaorta fiihrt. Ursdchlich dafiir scheint erneut das
FGF-2 zu sein, welches durch plasmagenerierte ROS freigesetzt wird [66]. Es zeigte sich, das
fiir die Angiogenese relevante Zytokine durch die Plasma-Behandlung vermehrt von
Fibroblasten und Keratinozyten ausgeschiittet werden und die Neoangiogenese in
plasmabehandelten Wunden von Miusen erhoht ist [8]. Zuséitzlich fiihrt Kaltplasma im
Gegensatz zu HeiBlplasma {iber einen nicht-thermischen Weg zu einer schnelleren
Blutgerinnung. Hierfiir scheint eine Anderung der Proteinzusammensetzung und eine
Aktivierung von Gerinnungsfaktoren verantwortlich zu sein, unabhéngig davon, ob das Blut
zuvor antikoaguliert wurde oder nicht [43, 47]. Dies ist ein wichtiger Mechanismus, um eine
Wunde frithzeitig zu verschlieBen und den Wundheilungsprozess zu beschleunigen.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass NO-Derivate die Wundheilung durch direkten
Einfluss auf verschiedenste zellulire Mechanismen, wie z.B. die Kollagenproduktion,
Zellproliferation, -aktivierung und -migration fordern [5, 86-88]. Als wichtiges Bestandteil
von Kaltplasma konnte nachgewiesen werden, dass plasmageneriertes NO, im Fall der
zitierten Studie generiert aus heilem Plasma mit einer anschlieBenden Abkiihlung auf
Raumtemperatur, zu einem signifikant schnelleren Wundverschluss bei septischen und
aseptischen Wunden von Ratten fiihrte (800-1000 ppm NO). Zusétzlich konnten die Verfasser
nachweisen, dass sich im behandelten Gewebe mit einigen Minuten Verzogerung Nitroso-
Eisen-Komplexe bilden und so die Bioverfiigbarkeit von NO im Gewebe auch mehrere
Minuten nach der Behandlung erhoht bleibt [89]. Doch alle beschriebenen Studien sehen die
Effekte bedingt durch ein Zusammenspiel von reaktiven Sauerstoff- und Stickkstoffspezies,

die regulatorisch auf die zelluldren Prozesse der Wundheilung Einfluss nehmen.

1.4 Stickstoffmonoxid

Die Entdeckung, dass Stickstoffmonoxid (NO) ein wichtiges Signalmolekiil im Korper ist,
bescherte 1998 Robert Furchgott, Louis Ignarro und Ferid Murad den Nobelpreis der
Medizin. Uber 18 Jahre zuvor entdeckten Furchgott und Zawadzki ein Molekiil, welches nach

Acetylcholin-Gabe Einfluss auf die Kontraktilitit von Blutgefilen nahm [90]. Es wurde
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zunéchst endothelium-derived relaxing factor (EDRF) genannt. Ignarro et al. identifizierten es

dann 1987 als NO, in dem sie die Eigenschaften des EDRF mit denen von NO verglichen
[91]. Seitdem wurden immer mehr Funktionen und Wirkungen von NO in der
Saugetierphysiologie erforscht.

1.4.1 Eigenschaften

Stickstoffmonoxid ist ein anorganisches farbloses Gas, das, trotz seiner radikalen
Eigenschaften, nur eine Halbwertszeit von 2-3 s in biologischen Systemen hat. Im Korper
liegt es in Konzentrationen im pM-Bereich vor. Dort kann es durch seine geringe Masse und
seine hydrophoben Eigenschaften gut durch Zellmembranen diffundieren. In der Zelle
fungiert es als multifunktionelles Signalmolekiil und nimmt Einfluss auf viele
Stoffwechselwege [92, 93]. In vivo wird NO durch die NO-Synthasen (NOS) produziert,
wobei man die konstitutiven endothelialen NO-Synthasen (eNOS) und neuronalen NO-
Synthasen (nNOS) von den induzierbaren NO-Synthasen (iNOS) unterscheiden muss. Sie
katalysieren alle die Freisetzung von NO aus L-Arginin unter Verbrauch von Sauerstoff und
NADPH. Der NO-Metabolismus {iber die NO-Synthasen ist abhéngig von der Arginin-
Konzentration, denn die Aminoséure ist das einzige Substrat zur endogenen NO-Produktion.
Die neuronalen und endothelialen NOS liegen in verschiedenen Zelltypen vor, wie z. B.
Muskelzellen, Fibroblasten und Myokardzellen [94-97], sind aber nach den Zellen benannt,
aus denen sie zuerst isoliert wurden. Sie werden durch Kalziumionen aktiviert. Die
induzierbare NOS wird ebenfalls aus einer Vielzahl von Zellen freigesetzt, unter anderem
auch aus Makrophagen. Sie wird durch Zytokine (z.B. TNFa) oder bakterielle Endotoxine
wihrend einer Inflammation stimuliert und bendtigt keine Aktivierung durch Kalzium [92].
Die aktivierte iNOS produziert NO im mikromolaren Bereich wihrend die konstitutiven NO-
Synthasen nanomolare Konzentration erzeugen [98].

NO besitzt ein freies Elektron und reagiert dadurch schnell mit anderen Molekiilen. Die
direkten Effekte beruhen auf der Bindung von NO an Metallkomplexen. Dabei kommt es zu
einer Reduktion des Metallkomplexes (1). Diese Reaktion wird Nitrosylierung genannt. Ein
Grof3teil der Eisenverbindungen existiert in Form von Hamproteinen. Im Wesentlichen
befinden sich Hadmproteine in Guanylatzyklasen, Cytochrome P450-Komplexen und im
Hamoglobin (2). Durch die Bindung von NO an diese Komplexe kommt es zu einer
Aktivierung dieser Komplexe, was verschiedene Effekte auslost. Im Falle der
Guanylatzyklase kommt es zu einer Vasodilatation, andere Effekte sind die Aktivierung der
Thrombozytenaggregation und weitere Signalinduktionen [99, 100].

Fegll + NO — Feq)ll- NO (1)
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Hb (Fe — 05) + NO — met Hb (Fe(Ill)) + NO;~  (2)

Neben der direkten Reaktion von NO mit Metallkomplexen, gibt es ebenso schnell ablaufende

Reaktionen mit freien Radikalen. Erwdhnenswert ist hier die Reaktion von NO mit einem

Superoxid (O, ). Superoxide entstehen im oxidativen Stoffwechsel oder als Substrat der

Superoxide-Dismutase. Als Produkt der Reaktion von NO und O, entsteht Peroxynitrit

(ONOO), (3). Als starkes Oxidans wirkt Peroxynitrit iiber die Oxidation von verschiedenen
Molekiilen zytotoxisch, unter anderem durch die Hemmung der Atmungskette in den
Mitochondrien [98, 101]. In physiologischen Verhéltnissen kommt Peroxynitrit nur in
geringen Konzentrationen vor und es besteht ein Gleichgewicht zwischen dem Oxidator und
dem Antioxidans, in diesem Fall Gluthation (GSH) [102]. Kommt es allerdings zu einer

Inflammation und Einwanderung von Bakterien, wird mehr Peroxynitrit gebildet. In den
Phagosomen von aktivierten Makrophagen konnte ein erhohter Verbrauch von NO und O,

gemessen werden und gezeigt werden, das das dadurch generierte Peroxynitrit phagozytierte

Bakterien abtotete [103, 104].
NO +0,— ONOO 3)

Die Synthese von Peroxynitrit wird als indirekte Reaktion bezeichnet, da die Anwesenheit
von Sauerstoff notig ist. Dabei werden neben dem Peroxynitrit auch Stickoxide wie
Distickstofftrioxid (N,Os) oder Distickstofftetroxid (N,O4) unter Verbrauch von Sauerstoff
gebildet. Uber diesen etwas langsameren und ebenfalls sauerstoffabhiingigen Weg, nimmt NO
Einfluss auf verschiedene Stoffwechselwege in der Zelle [105]. Diese Prozesse werden im
Wesentlichen durch die Bildung von S-Nitrosothiolen (SNO) gesteuert. S-Nitrosothiole
entstehen durch die Nitrosilierung von Thiolgruppen der Aminosdure Cystein. Durch die
Nitrosilierung kommt es zu posttranslationalen Proteinmodifikationen [106, 107]. Dabei
werden sowohl Kinasen (z.B. GAPDH) als auch ATPasen (Na/Ka-ATPase) und Ionenkanéle
nitrosiliert [108]. Insgesamt haben nitrosilierte Verbindungen eine viel ldngere Halbwertszeit
(Nitrosothiole: ca. 40 min) als freies NO und wirken iiber Inhibierung, Aktivierung und
Modulation [101]. Gleichzeitig dienen sie als NO-Donatoren und erhéhen so die biologische
Verfiigbarkeit von NO, unabhingig von der enzymatischen Synthese [109]. Die reversible
Modifizierung von Enzymen durch NO scheint im Zellstoffwechsel einen &hnlichen
Stellenwert wie die Phosphorylierung und Acetylierung zu haben [110]. Aber auch die

Denitrosylierung erfiillt eine wichtige Regulatorfunktion und kann z.B. Apoptose induzieren
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aber auch vor nitrosativem Stress schiitzen [111].

Weiter Produkte der Oxidation von NO sind neben Peroxynitrit und Distickstofftrioxid auch
die stabileren Verbindungen Nitrit (NO, ) und Nitrat (NO3) (4-6). Nitrat entsteht durch die

Oxidation von Oxyhdmoglobin mit NO (2). Sie sind beide relativ stabile Molekiile und
konnen sowohl endogen produziert. als auch exogen aufgenommen werden. Interessant ist
thre Funktion als NO-Donatoren: in hypoxischen Zustdnden wird aus Nitrit und Nitrat {iber
eine Reduktions-Reaktion NO generiert und kann damit gefdhrliche NO-Defizienzen
ausgleichen und den Sauerstoffmangel beheben, z.B. durch eine NO-induzierte Vasodilatation

[112].

4NO+0,+2H,0 -4 H +4NO, 4)
ONOO_ + Oz_ - N02 + 02 + NOz_ (5)
2NO + O, — 2 NO, + NO — N,0O; + H,0 — 2NO, +2H" (6)

Geringere Konzentrationen von NO fiihren eher zu direkten Reaktionen mit Him-Molekiilen

[98]. Hohere Konzentrationen fiihren zu einem erhohten Aufkommen von reaktiven
Molekiilen im Zuge der indirekten Reaktionen, welche langfristig zu extremeren und
toxischeren Effekten auf den Zellstoffwechsel fithren. Die spezifische Wirkung von NO wird
also im Wesentlichen von seiner Konzentration und dem Vorkommen von Sauerstoff

bestimmt [100, 105].

1.4.2 Wirkung in der Haut

In der Haut wird NO hauptsichlich in den Fibroblasten und Endothelzellen gebildet. In den
Fibroblasten wird die eNOS exprimiert, die sich vor allem perinukledr nachweisen ldsst und
im Vergleich zu Endothelzellen eher wenig NO freisetzt. Durch Inflammation stimuliert, wird
auch die iNOS aktiviert und setzt NO frei [94]. In den Endothelzellen der kleinen Hautgefdal3e
wurden die beiden NO-Synthasen ebenfalls nachgewiesen [113, 114]. Bemerkenswert ist,
dass bei chronischen Hauterkrankungen wie z. B. Psoriasis die normalerweise nur zeitweise
nachweisbare iINOS, auch langfristig exprimiert wird [115, 116]. Dies ist nur einer von vielen
Indikatoren, die auf eine essentielle Funktion von NO im Stoffwechsel der Haut schlieBen

lassen [117].
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Die vasodilatatorische Funktion des NO wird primédr durch erhdhte, blutflussinduzierte
Scherkriafte am Endothel vermittelt [118]. Zusétzlich fiihren auch andere chemische,
humorale und physikalische Reize zu einer NO-Freisetzung im Endothel [119]. Die NOS wird
durch einstromendes Ca’" angeregt. Das daraufhin freigesetzte NO aktiviert die 1dsliche
Guanylatzyklase (sGC), was zur Bildung von cGMP fiihrt und die senkt die zelluldre Ca®'-
Konzentration. Das fiithrt zu einer Entspannung der Gefafmuskulatur. Aber auch unabhéngig
von der cGMP-Aktivierung kommt es zu einer Relaxation der GefaBmuskulatur iiber die
direkte Regulierung von Ca’"-abhingigen K -Kanilen, orchestriert iiber die in Kapitel 1.3.1
beschriebene S-Nitrosylierung von Thiolgruppen [120, 121].

In der Haut kommt es durch UV-Strahlung zur Irritationen, sichtbar durch Roétung und
Uberwirmung an den betroffenen Stellen. Ursichlich dafiir ist die Hochregulierung der eNOS
und der damit verbundenen und oben schon beschriebenen Vasodilatation durch die Bildung
von cGMP. Dieses Phdnomen beschrieben erstmals Deliconstantinos und Kollegen 1992,
nachdem sie die NO- und cGMP-Konzentrationen sowie die Aktivitdt der eNOS in humanen
Endothelzellen nach der Bestrahlung mit UV-B-Licht (60 mJ/cm?®) bestimmt hatten [122].
Durch weitere Studien konnte festgestellt werden, dass nicht nur der gesteigerte Blutfluss
[123], sondern auch die, auf eine UV-B-Bestrahlung folgende Inflammation in der Haut durch
NO vermittelt wird, spezifischer durch das schon in Kapitel 1.3.1 beschriebene Peroxynitrit
[124]. Durch UV-B-Bestrahlung wurde ebenfalls eine gesteigerte Aktivierung der iNOS in
Maus- und humanen Keratinozyten nachgewiesen. Das vermehrt synthetisierte NO wirkt nach
UV-Bestrahlung durch Hemmung der Apoptose schiitzend auf die Keratinozyten. Dabei muss
betont werden, dass dieser Effekt vor allem bei einer ldngeren und nur gering erhéhten NO-
Konzentration auftritt [125]. Paradoxerweise zeigt sich, dass bei UV-B-Bestrahlungen in
geringerer Intensitit (2,5-25 mJ/cm?) eine Inhibierung der Zytokin-induzierten Aktivierung
der iNOS in murinen Keratinozyten und Makrophagen nachzuweisen ist, wobei die direkte
Aktivierung der konstitutiven NOS nicht inhibiert wird [126, 127]. Ergdnzend konnte
nachgewiesen werden, dass die endogene NO-Produktion auch Einfluss auf die gesteigerte
Melanogenese hat, welche ebenfalls durch die Bestrahlung mit UV-Licht induziert wird.
Dabei wurde neben der erhdhten Produktion von Melanin auch eine gesteigerte Aktivitédt der
iINOS in Keratinozyten nach UV-B-Bestrahlung festgestellt, was auf eine Verbindung dieser
beiden Prozesse schlieBen ldsst [128]. Insgesamt scheint NO eine wichtige Rolle in der
physiologischen Schutzreaktion der Haut auf UV-Strahlung zu spielen.

Allerdings zeigen Beispiele von iiberschieBender Aktivierung der NO-Synthasen, dass das

Gleichgewicht zwischen Protektion und toxischer Wirkung sehr sensibel ist. Ein Beispiel
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dafiir sind das Steven-Johnson-Syndroms (SJS) und die toxische epidermale Nekrose (TEN),
beides Symptomkomplexe deren Hauptmerkmal die am ehesten medikamenteninduzierte
Ablosung der Epidermis ist und sehr schwere und komplikative Verldufe zeigen [129]. Es
zeigte sich, dass in Hautbiopsien von Patienten mit diesen Erkrankungen die Expression der
iINOS extrem hochreguliert war [130]. Unterstiitzend konnte nachgewiesen werden, dass NO
in hohen Konzentrationen auf die Haut aufgetragen, zu einer Erhohung der Apoptoserate und
einer Akkumulierung des p53-Proteins, ein Transkriptionsfaktor zur Apoptoseregulation,
fiihrt [131]. Weitergehend flihrt eine Akkumulation von NO in der Zelle nach Aktivierung der
iINOS zur Hemmung der antiapoptotischen Bcl-2-Proteine und Aktivierung der Apoptose-
assoziierten Caspasen [132, 133].

Wie in allen physiologischen Systemen gibt es auch im NO-Stoffwechsel
Feedbackmechanismen, die eine zu hohe Akkumulation verhindern sollen. Einer davon fiihrt
tiber den Transkriptionsfaktor NF-kB. Dieser wird durch eine S-Nitrosilierung inhibiert, was
zu einer Hemmung der Transkription der iNOS fiihrt [134]. Unabhéingig davon zeigt es aber
auch, dass NO in der Lage ist, Einfluss auf die Transkription zu nehmen und die Expression
von Proteinen gezielt zu beeinflussen. Hemish et al. haben 2003 die Funktion einer Vielzahl
von Genen nach Einsatz des NO-Donors S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP) bestimmt
und konnten darstellen, das NO im Prinzip auf alle wesentlichen Prozess des
Zellstoffwechsels Einfluss nimmt (siche Abb. 5) [135]. Nach Aktivierung der iNOS konnten
dhnliche Ergebnisse gesehen werden. NO reguliert unter anderem auch die Proliferation von
Zellen. Diese Effekte sind allerdings stark dosisabhingig. Mit Hilfe des Vasodilatators und
NO-Donors SNAP konnten Garg et al. nachweisen, dass die Proliferation und Zellteilung von

Fibroblasten bei hohen NO-Konzentrationen gehemmt ist [136]
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Abb. 6: Verteilung der funktionell aktiven Gruppen von Genen iiber die Zeit nach Stimulierung
mit einem NO-Donor (Hemish, J., ef al., Nitric oxide activates diverse signaling pathways to regulate gene
expression. J Biol Chem, 2003. 278(43): p. 42321-9.)

Die unterschiedlichen Farben reprisentieren verschieden funktionelle Gruppen von Genen, die nach der

Stiumlation durch NO aktiviert werden [135].

An der gleichen Zelllinie konnten Du et al. =zeigen, dass bei geringeren SNAP-
Konzentrationen die Fibroblasten tendenziell schneller wachsen [137].
Das Molekiil NO nimmt also auf vielfdltige Weise Einfluss auf die zelluldren Prozesse und ist

damit essentiell flir die physiologischen Funktionen in der Haut.

1.4.3 Wirkung in der Wunde

In der Wundheilung spielt NO eine wesentliche Rolle, was an folgender Studie deutlich wird:
Yamasaki et al. zeigten, dass die Wundheilung bei iNOS-Knock-out-Miusen verzogert und
insuffizient ablduft. Als sie die iNOS aber mittels eines Vektors transfizierten und damit das
Defizit beseitigten wurde, kam es zu einem verbesserten und schnelleren Wundverschluss
[138]. Im klinischen Alltag sind speziell Diabetiker von schlecht heilenden Wunden
betroffen. In dieser Art von Wunde wurde ein Mangel an NO-Derivaten und eine verminderte
Aktivitdt der iNOS nachgewiesen, was auf einen gestorten NO-Metabolismus schlieBen lédsst
[139]. Es konnte sowohl am Mausmodell, als auch in klinischen Studien gezeigt werden, dass
eine Erndhrung mit vermehrter Arginin-Aufnahme iiber den dadurch angeregte NO-

Metabolismus zu einer Verbesserung der Wundheilung fiihrt [140-143].
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Schon in den ersten 24 h nach der Verletzung kommt es zu einem signifikanten
Aktivitdtsanstieg der iNOS und auch im Wundsekret werden vermehrt NO, Nitrit und Nitrat
nachgewiesen, wobei das Maximum der NOS-Derivate erst an Tag 10 erreicht wird [4, 144].
In dieser ersten Phase der Wundheilung sind NO und seine Derivate fiir die in Kapitel 1.3.1
beschriebene Vasodilatation, Erhohung der vaskuldren Permeabilitit [145] sowie die
antibakteriellen Effekte relevant [146]. Als Produktionsort werden die Makrophagen
diskutiert, die im Zuge einer Inflammation in das Wundgebiet einwandern. Eine NO-Synthese
in Fibroblasten konnte bisher nur in in vitro nachgewiesen werden [4]. Die Chemotaxis der an
der Wundheilung beteiligten Zellen wird ebenfalls von NO iiber die Ausschiittung von IL-8
aus Endothelzellen und wahrscheinlich auch direkt gesteuert [147, 148]. Das die gesteigerte
NO-Synthese nur direkt im Wundgewebe eine Rolle spielt, zeigen die parallel gemessenen
unverdnderten NO-Blutplasma-Spiegel [4].

Schiffer et al. konnten darstellen, dass in Wunden spezialisierte Wundfibroblasten induziert
werden, die vermehrt die iNOS exprimieren, mehr Kollagen synthetisieren, geringere
Proliferationsraten zeigen aber dafiir kontraktile Eigenschaften entwickeln [144]. Diese
spezialisierten Zellen sind am ehesten Myofibroblasten [149, 150], allerdings wurde bisher
noch keine Verkniipfung zwischen den Funktionen der Myofibroblasten und der Induktion
der iNOS nachgewiesen. Es zeigte sich allerdings, das nach Transfektion von iNOS-DNA in
Maiusewunden eine gesteigerte Induktion der Kollagensynthese gemessen werden konnte
[151]. Es muss aber auch hier das Dosis-Wirkungsprinzip kritisch betrachtet werden, denn
eine zu hohe NO-Konzentration (im Mausmodell ca. 60 uM NO) bedingt wiederum eine
verringerte Kollagensynthese [152].

Die Angiogenese ist ein weiterer wichtiger Schritt in der Wundheilung und wird mafgeblich
durch den vascular endothelial growth factor (VEGF) reguliert. Eine ausreichende
Ausschiittung von VEGF wihrend der Wundheilung scheint nur durch eine intakte iNOS und
die damit verbundene Produktion von NO mdglich zu sein [153, 154]. Xiong et al. nehmen
an, dass NO zusitzlich als Trigger fiir die Konversion von einer inaktiven Form des VEGF in
eine aktive Form dient [155].

Die Proliferation der Zellen ist in Wunden ebenfalls, wie bereits oben beschrieben, von der
NO-Konzentration abhingig. In Fibroblasten, die aus hypertrophem Narbengewebe gewonnen
wurden, konnte weniger NO und eine geringere Aktivitdit der NOS nachgewiesen werden.
Dies bestitigen auch die Ergebnisse von Schiffer et al. und Krischel et al., die zeigen, dass
die physiologisch generierte NO-Konzentration in der Wunde einen hemmenden Einfluss auf

iiberschieendes Zellwachstum hat und damit einer extremen Narbenbildung vorbeugt [144,
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156, 157]. An diesem Beispiel wird erneut klar, wie fein der NO-Metabolismus in der Wunde
reguliert werden muss, um nachteilige Effekte zu verhindern.

Aber nicht nur Zytokine der Inflammation und der Proliferation, sondern auch fiir die
folgende Phase der Reepithelisierung werden durch NO gesteuert: ein Beispiel dafiir ist
Interleukin 1 (IL-1), welches unter anderem bei der Rekrutierung von Keratinozyten eine
wichtige Rolle spielt. Keratinozyten sind fiir den endgiiltigen Wundverschluss verantwortlich
und bilden die schiitzende, verhornende letzte Epithelschicht. Die Ausschiittung von IL-1
wird maBgeblich durch die Aktivitdt der iNOS in Makrophagen gesteuert [158]. Auch das
Wachstum der Keratinozyten ist von der Aktivitit der iNOS abhingig, dariiber hinaus
konnten auch hier Anderungen des Phinotyps der Zellen festgestellt werden. Induziert durch
NO entwickeln Keratinozyten demnach in Wundgeweben zusitzlich eine hohere
Bewegungsfahigkeit [154, 159]. Aber auch hier spielt die NO-Konzentration eine
regulierende Rolle, denn bei hoheren Konzentrationen neigen die Keratinozyten eher dazu,
sich zu differenzieren und stellen das Wachstum und die Migration ein, was zu einem
langsameren und unvollstindigem Wundverschluss fiihrt [157].

All diese verschiedenen Wege auf denen NO in die Wundheilung involviert ist, zeigen die

vielfdltigen Angriffspunkte auf, wie dieses Molekiil therapeutisch genutzt werden kann.
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2. Fragestellung

In dieser Arbeit erfolgte die Erforschung von Grundlagen des kalten physikalischen Plasmas,
welches durch eine DBD-Plasmaquelle erzeugt wird. Hintergrund dieser Arbeit ist die
Moglichkeit der Anwendung von kaltem Plasma auf chronischen Wunden. Es wird vermutet,
dass ein individuell designtes kaltes Plasma eine Verbesserung der Wundheilung erreicht. In
vielen Studien konnte bereits in vitro eine sterilisierende Wirkung bewiesen werden [49, 160].
In Tierexperimenten wurden ein schnellerer Wundverschluss und am Menschen eine erhohte
Hautdurchblutung gesehen [161, 162]. Allerdings ist die genaue Wirkungsweise des kalten
Plasmas noch nicht grundlegend erforscht und verstanden. Bisher sind nur wenige
Komponenten quantifiziert und niher untersucht worden. Welche Stoffe die oben genannten
Effekte auslosen und welche Nebenwirkungen und Langzeiteffekte eine Plasmabehandlung
hat, ist nur in Ansdtzen erkldrt. Die genauen Mechanismen und Einflussgréfen, sowie die
Frage der Toxizitdt sind allerdings noch nicht entschliisselt [163]. Diese Arbeit fokussiert sich
auf die Plasmainduzierten NO-Derivate Nitrat und Nitrit, welche wichtige Funktionen in der
physiologischen Wundheilung haben und potenzielle Hauptregulatoren der Plasmaeffekte

seien konnten.

Die Fragestellungen und Zielsetzungen dieser Arbeit waren:

- Identifizierung einer moglichen Schiddigung der Zell-DNA durch die DBD-
Plasmabehandlung

- Quantifizierung und Qualifizierung der Anreicherung von NO-Derivaten in
Fliissigkeiten als eine mogliche klinische Applikationsform

- Quantifizierung und Qualifizierung der Anreicherung von NO-Derivaten in
menschlicher Haut zur Erklarung der beschriebenen Effekte auf die Wundheilung

- Beobachtung des Wachstums- und Differenzierungsverhalten von plasmabehandelten

Fibroblasten
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Alle Gerite, allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialen sind mit den Herstellern

unten aufgelistet.

3.1.1 Chemikalien
Chemikalien

Acrylamid 30 %
Adenosinphosphosulfat
Sodium-L-Asccorbat
bisBenzimide H 33342 trihydrochloride
Bromphenol

Calciumchlorid

CellTiter Blue

Collagenase I

Complete Mini

Cupfer-II-Chlorid

DAPI

Dispase 11

DMEM 4,5g/L Glucose

ECL Western Blot Substrate
Essigsédure (96 %)

FCS

Formaldehyd (4 %, Methanol-frei)
Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase
Glucose

Glycerol

Glycin

Hydrogenchlorid 1M

HEPES Buffer Solution 1M
Hoechst 3342

Iodid (>99,5 %)

Jod (99,8 %)
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Hersteller
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Promega
Biochrom
Roche

Merck

Dako

Roche

PAN Biotech,
Thermo Fisher
Merck

PAN Biotech
Aplichem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth
Reagecon
PAN

Hoechst
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Mercaptoethanol
Methanol

Milchpulver

Mounting Zellmedium
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Na-deoxycholat-P40
N-Ethymaleimid
Nonidet-P40
Paraformaldehyd 4 %
Phosphatgepufferte Salzlosung
w/o CA*, Mg*"
Penicillin, Streptomycin
Polysorbat 20

PonceauS

SDS

Sodium Nitrit
Sulfalinamid

Tween 0,1 %
Tetramethylethylendiamin
TritonX 100
Tromethamin

Polysorbat 20

Trypanblau
Trypsin/EDTA 0,05 %/0,02 % in
PBS w/o CA*", Mg
Vanadiumchlorid

Western Blot Entwicklersubstanzen
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Roth

Roth

Roth
Merck
Roth
Vectashield
Braun
VWR

Roth
Sigma-Aldrich
Biomol

Sigma Aldrich

PAN Biotech
BioChemica
Sigma-Aldrich
Serva

Roth

VWR
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich

Promega

Biochrom
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher



3.1.2 Gerite

Gerite

Allegra 6kr Zentrifuge

Axioskop 40

Axiovert

Brutschrank NU-4750

CLD 88 und 88e

DBD Plasmastick
Dispergiermaschine Ultra-Turrax
Einbettsystem TPS- 1 EVO 11
Elektrophoresekammer
Franz-Diffusionszellen
Intrarotthermometer IR 260-8S
Mikrotom Cut 6062
Neubauerzdhlkammer
Transferkammer fiir Western Blot
Shandon Citadell 1000 (Fixierapparat)
Spektrometer QE 65000
Ultraschallprozesssor UPS0H

Victor 3 Photometer +Fluroeszenzmessgerit

3.1.3 Kits

Kits

CellTiter Blue Assay Kit
Pierce BCA Protein Assay Kit

Pierce S-Nitrsosylation Western Blot Kit
Deadend TUNEL Fluormetric Assay Kit

3.1.4 Losungen und Puffer

Dispase I1- Losung 0,1 % Dispase Typ II

Hersteller
Beckmann Coulter
Zeiss

Zeiss

Nuaire
Ecophysics
Cinogy

Welabo
Pathisto

Bio Rad
PermeGear
Voltcraft

SLEE

Karl Hecht

Bio Rad

Fisher Scientific
Ocean Optics,
Welabo

Perkin Elmer

Hersteller
Promega

Thermo Scientific
Thermo Scientific

Promega

5 % HEPES Buffer Solution 1M

Kollagenase —Losung 0,001 M CaCl




0,005 M Glucose

0,1 M HEPES Buffer Solution
0,12 M NaCl

0,05 M KClI

0,2 % Collagenase |

1,5 % BSA

Laufpuffer 10x 25 mM Tris, pH 8,3-8,8
192 mM Glycin
0,1 % SDS

Lammlipuffer 4x 250 mM Tris, pH 6,8
8 % SDS
40 % Glycerol
0,1 % Bromphenolblau

RIPA-Puffer 50 mM Tris, pH 8
150 mM NacCl
1 % NP-40
0,5 % Na-desoxycholat
0,1 % SDS
1 Tablette Complete, Mini (Proteaseinhibitor)

TBS 10x 7,7 mM Tris, pH 6,8
150 mM NaCl
TBS-T 1x TBS

0,01 % Tween 20

Transferpuffer 10x 25 mM Tris, pH 8,0-8,15
192 mM Glycin
Trenngelpuffer 4x 1,5 mM Tris
0,4 % SDS
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Sammelgelpuffer 4x 0,5 mM Tris, pH 6,8
0,4 % SDS

Zellmedium DMEM

10 % FCS

5 % Penicillin/Streptomycin

1 % Pyruvat/Glutamat

3.1.5 Antikorper

AntikSrper

1. Alexa Fluor 488-conjugated Donkey
monoclonal to mouse IgG

2. Anti-alpha SMA Antibody

3. Anti-Fluorescin Antibody

4. Anti-S-nitrosocysteine Mouse monoclonal

Antibody
5. Goat Anti-Mouse Immunoglobin

6. Goat Anti-Rabbit Immunoglobin

3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Material

Biospiestanze (8 mm)
Hamiltonpipette
Mikroreaktionsgetaf3
Nitrocellulosemembran (0,2 mm)
Stripetten

Spritzen

Pipette

Pipettenspitze

Whatman-Paper, Filterpapier (2,5 mm)
Zellsiebe

Zentrifugenrohrchen, Wellplatten,
Petrischalen, Zellkulturflaschen
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Hersteller

Abcam
Abcam
Abcam

Abcam
Dako
Dako

Hersteller

pfm medical
Hamilton
Eppendorf Research
Bio Rad
Costar
Luer
Eppendorf Research
Starlab
Sigma-Aldrich
Corning

Greiner Bio



3.1.7 Zellen und biologisches Material

Fibroblasten Priméarkultur aus Hautexplantaten

Hautexplantate Bauchhaut- und Brusthautexplantate

(Genehmigung der Ethik-Kommission der Universitédt Diisseldorf, Antrag Nr. 3634)

3.1.8 Software

Software Hersteller

Axio Vision, Mikroskopsoftware Zeiss

Excel, Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft

Graph Pad Prism, Statistikprogramm Graph Pad

Imagel, Bildbearbeitungsprogramm National Instituts of Health, USA
Image Studio Lite Licor Bioscience

Origin, Datenanalyse- und Grafiksoftware Additive

3.2 Methoden

3.2.1 Plasmaquelle

Die 10 mm messende Elektrode des DBD-Plasmasticks besteht aus einem Kupferzylinder,
welcher mit Aluminium Oxid beschichtet ist. Die Spannung betrdgt 14 kV, bei einer Frequenz
von 120 Hz. Mit Hilfe eines Spektrometers wurde die durchschnittliche Wellenlidnge
bestimmt (1,3 nm bei einer Wellenldnge zwischen 200-800 nm). Die UV-Strahlung betrug fiir
UV-A 7.6 +£23 x 10-3 mW/cm2 und UV-B 1.3 £ 0.4 x10-3 mW/cm2, die Elektronendichte
war 2.6 =+ 0.9 x 1014 cm-3 und die Ozonkonzentration 210 = 10 ppm. Der Abstand zur
behandelten Oberfliche betrug immer 1 mm. Die Gastemperatur betrug ca. 390 Kelvin
(entspricht 116°C), die behandelten Fliissigkeiten, Haut und Zellen zeigten allerdings
konstante Umgebungstemperaturen auch nach ldngerer Plasmabehandlung. Dies liegt an dem
Aufbau der Elektrode, welche durch ihre Beschichtung die Spannung und die Entladung
verringert, und zusétzlich pulsatil arbeitet, als auch an dem behandelten Gewebe und
Untergrund mit einer eher geringen Warmeleitfahigkeit. Diese Effekte wurden auch in

anderen Arbeiten mit dieser Plasmaquelle beschrieben [164, 165].
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Abb. 7: DBD-Plasmastick, fixiert in einer linear verstellbaren Aufhingung iiber einer Wellplatte
in der Sterilwerkbank mit Erdung (Gelb-Griine Elektrode im Hintergrund). Typischer

Versuchsaufbau zur Behandlung von Zellkulturen. Fotografiert wiahrend der Forschungen fiir diese Arbeit im

LifeScienceCenter,, Merowingerstr. 1a Diisseldorf.

3.2.2 Behandlungsschemata
1. DBD-Behandlung von Blutplasma und PBS
Material Behandlung | Kontrollen
- Blutplasma: 200 pl, 500 pl, 3 ml 30s;60s; Negativkontrolle: keine
- PBS: 500 pl und 3 ml 180 s; DBD-Behandlung
- 24- Wellplatten/ 360 s; 600 s
Franzdiffusionskammer

2. Toxizititsnachweis

Material Behandlung | Kontrollen

- Hautexplantate 30s; 60 s; Positivkontrolle: Zugabe
- 12- Wellplatten 180 s; des DNAse Puffer (1:100)

31



- 3 ml Zellkulturmedium 360 s; 600 s Negativkontrolle: Keine
Zugabe von rTdT-Enzym

3. Vitalititsmessung

Material Behandlung | Kontrollen

- Fibroblasten 30 s; 60 s; Negativkontrolle: keine

- 24- Wellplatten 180 s DBD-Behandlung

- 500/270 pl Blutplasma Positivkontrolle:
Zugabe von 1,2 mM
Nitrat, 300 uM Nitrit, 200
uM H202

4. Migrationsassay

Material Behandlung | Kontrollen

- Fibroblasten 30s; 60 s; Negativkontrolle: keine

- 24- Wellplatten 180 s DBD-Behandlung, aber

- 270 pl Blutplasma Kultivierung in
Blutplasma
Positivkontrolle:
Zugabe von 1,2 mM
Nitrat, 300 uM Nitrit, 200
uM H202

5. Fluoreszenzmikroskopie

Material Behandlung | Kontrollen

- 1. AK.: a-SMA-Mouse-AK, 1:200 in | 30 s; 60 s; Negativkontrolle: keine

TBS-T mit 3 % BSA 180's DBD-Behandlung, aber

- 2. AK.: Alexa Fluor 488-conjugated
Donkey monoclonal to mouse 1gG,
1:500 in TBS-T mit 3 % BSA

- Aus DBD-behandelter und

unbehandelter Haut isolierte

Kultivierung in
Zellkulturmedium/
Blutplasma
Positivkontrollen:

Zugabe von TGF-$ (10
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Fibroblasten
- 12- Wellplatten/ 24- Wellplatten

- Zellkulturmedium/ Blutplasma

ng/ml) und
1,2 mM Nitrat, 300 pM
Nitrit, 200 uM H202

6. Proteinbiochemische Methoden

Material Behandlung | Kontrollen

- 1. AK.: a-SMA-Mouse-AK, 1:200 in | 30s; 60 s; Negativkontrolle: keine
TBS-T mit 3 % BSA 180 s; DBD-Behandlung

- 2. AK.: Alexa Fluor 488-conjugated Positivkontrollen:
Donkey monoclonal to mouse IgG, Zugabe von TGF-f
1:500 in TBS-T mit 3 % BSA (10ng/ml) und

- GAPDH 1,2 mM Nitrat, 300 uM

- Aus DBD-behandelter und Nitrit, 200 uM H202
unbehandelter Haut isolierte
Fibroblasten

- 12- Wellplatten/ 24- Wellplatten/ 8-
Well Chamber Slides

- Zellkulturmedium/ Blutplasma

7. NO-Penetration der Haut

Material Behandlung | Kontrollen

- Spalthaut (0,3 und 0,7 mm dick) 2,5 min; 5 Negativkontrolle: keine

- Franzdiffusionskammer

min; 10 min s

DBD-Behandlung

8. NO-Akkumulation in der Haut

Material Behandlung | Kontrollen
- DBD-behandelte Epidermis- und 60 s; 180 s; Negativkontrolle: keine
Dermisproben 360 s DBD-Behandlung
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3.2.3 DBD-Behandlung von PBS und Blutplasma

Gewinnung der Blutplasmaproben

Die Blutproben wurden den freiwilligen und gesunden Probanden (aus der Arbeitsgruppe) aus
einer Kubitalvene entnommen. Die Probanden haben zuvor schriftlich in die Blutentnahme
und die anonyme Verwendung eingewilligt. Es wurde Blut von 2 Miénnlichen und 2
Weiblichen Spendern verwendet, das Durchschnittsalter betrug 27,3 J. Die Blutentnahme
wurden mit Vacutainer®-Safety-Lok™-Sicherheits-Blutentnahmeset 21 G (Kaniile 0,8x19
mm) durchgefiihrt. Es wurden pro Blutentnahme 5 - 6 Heparinrohrchen mit jeweils 6 ml Blut
abgenommen. Das Hématokrit wurde abzentrifugiert und das Blutplasma gepoolt, direkt
verwendet oder bei -20 °C eingefroren. Fiir alle Versuche wurde gepooltes Blutplasma

benutzt.

Messung der NO- und Nitrit-Konzentration

Zur Bestimmung der entstehenden NO-, Nitrit- und Nitratkonzentrationen in DBD-
behandeltem PBS und Blutplasma wurden 50 pl je behandelter Probe (Behandlungsschema
siche 3.2.2, Punkt 1) in die vorbereiteten CLDs injiziert und die NO-, Nitrit- und
Nitratkonzentration im Blutplasma gemessen. Im Abstand von 5 und 10 min wurden erneut

Proben der behandelten Fliissigkeit entnommen und in der CLD gemessen.

Messung der S-Nitrosokonzentration

Zur Bestimmung der S-Nitrosoverbindungen in DBD-behandeltem Blutplasma wurde das frei
vorliegende Nitrit mit Sulfanilamid reduziert und dadurch nicht mehr in der CLD
detektierbar. So wurden ausschlieBlich die S-Nitrosoverbindungen gemessen.

Von dem behandelten Blutplasma (Behandlungsschema siehe 3.2.2, Punkt 1) wurden je Well
200 pl in eine 5 % Sulfanilamid/HCL-Losung im Verhiltnis 1:1 gegeben, 10 min auf Eis

inkubiert und dann in die CLD injiziert. Zuvor war eine Eichkurve fiir Nitrit erstellt worden.

3.24 DBD-Behandlung der Haut

Spendercharakteristika
Die Hautexplantate wurden wihrend Hautstraffungsoperationen den aufgeklirten Patienten
entnommen (Genehmigung der Ethikkomission der Universitéit Diisseldorf, Antrag Nr. 3634).

Es wurde Haut von einem ménnlichen und 8 weiblichen Spendern entnommen. Die Spender
34



der Hautexplantate waren im Mittel 49,83 Jahre alt (SD = 13,87).

Vorbereitung und Behandlung der Haut

Es wurden Bauch- und Brusthautexplantate verwendet, bei einigen Hautstiicken wurde mit
einem Dermatom in 0,3 und 0,7 mm Tiefe die Epidermis entfernt. Die dabei gewonnene
Spalthaut wurde ebenfalls weiterverwendet.

Die Haut wurde unter sterilen Bedingungen vom Unterhautfett befreit, auf einer Metallplatte
aufgespannt und mit dem DBD-Plasmastick behandelt. Dabei wurde der Plasmastick ca. 1
mm {iber der Haut positioniert. Nach der Behandlung wurden die behandelten Hautareale mit
einer Biopsiestanze (Durchmesser 8 mm) ausgestanzt und in vorbereiteten 12-Wellplatten fiir

24 h im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

3.2.5 Zellisolierung aus der Haut

Isolierung ohne Behandlung

Die kleingeschnittene Haut wurde in 5 ml Dispase II-Losung iiber Nacht bei 4°C auf dem
Taumelrollenmischer inkubiert. An Tag 2 der Isolation wurde die Dispase-Losung
abzentrifugiert und die Hautstlicke in 5 ml Kollagenase I-Puffer fiir 1 h im Wasserbad unter
Schiitteln inkubiert. Das Gewebe wurde in einem Sieb gestempelt, mit 1 ml PBS gespiilt und
erneut gestempelt. Das Filtrat wurden zentrifugiert und das Zellpellet mit Zellmedium
resuspendiert und dann auf Petrischalen ausgesdt. Am ndchsten Tag erfolgte ein

Mediumswechsel.

Isolierung nach der Behandlung

Die Haut wurde wie in Punkt 3.2.2 beschrieben behandelt, ausgestanzt und fiir 24 h in
Zellkulturmedium im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Hautstanzen in 50 ml
Falcons mit 1%-iger Dispase II/Kollagenase I-Losung gegeben, sortiert nach
Behandlungszeit, und fiir 2 h im Wasserbad geschiittelt. Pro Hautprobe wurden 1,5 ml der
Dispase/Kollagenase-Losung angesetzt. Dann wurden die Hautstlicke gesiebt, gestempelt, mit
2 ml PBS gespiilt und erneut gestempelt. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 4.000 G
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Nach Resuspension in Zellmedium wurde die
Zellzahl mittels Neubauerkammer bestimmt und 7.692 Zellen/cm® auf eine 12-Well-Platte

ausgesat.
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3.2.6 Zellkultur

Die Fibroblasten wurden im Zellkulturmedium kultiviert. Alle 3 Tage erfolgte ein Wechsel
des Zellmediums. Zum Trypsinieren der Zellen wurden sie zundchst mit PBS gewaschen und
kurzzeitig mit 0,5 %iger Trypsin/EDTA-LOsung inkubiert. Die Reaktion wurde mit der
doppelten Menge FCS gestoppt und das Trypsin/FCS-Gemisch abzentrifugiert. Nach
Resuspension des Zellpellets mit frischem Zellmedium wurden die Zellen auf neue T-175-
Zellkulturflaschen bzw. nach Bestimmung der Zellzahl auf 24-Well-Platten aufgesplittet.
Zum Bestimmen der Zellzahl wurde eine Neubauerzihlkammer benutzt. Die Zellkulturen

wurden bei 37 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und einem CO; von 5 % im Brutschrank inkubiert.

3.2.7 Vitalititsmessung

Das CellTiter Blue System kann die Vitalitdt von Zellen fluorometrisch darstellen und wurde
zur Erstellung einer Wachstumskinetik benutzt. Es beruht auf der Umsetzung des
Indikatorfarbstoffes Resazurin, der in den Mitochondrien metabolisch aktiver Zellen zu
Resofurin umgewandelt wird. Im Fluorometer (Extinktion 560 nm/Emission 590 nm) wird
dann ein Farbumschlag von blau zu rosa gemessen. Tote Zellen setzten dagegen keinen
Farbstoff mehr um. Die Menge an produziertem Resofurin ist laut Hersteller proportional zu
der Zellzahl.

Pro Well wurden 15.789 Zellen/cm® auf 24-Wellplatten ausgesit und 24 h im
Zellkulturmedium inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und nach einem
Waschschritt mit PBS, wurden pro Well 500 ul/270 ul Blutplasma hinzugegeben. Nach 24 h
Inkubation im Brutschrank wurde das Blutplasma entfernt und durch 250 pl CellTiterblue-
Losung/Zellmedium (1:20) ersetzt. Die Zellen wurden 2 h im Brutschrank inkubiert und
anschliefend wurden pro Well 100 pl der Celltiterbluelosung auf einem 96-Well im
Fluorometer gemessen. Die Vitalititsmessung wurde alle 3 Tage durchgefiihrt iiber max. 20

Tage.

3.2.8 Migration-Assay

Um das Migrationsverhalten der Fibroblasten nach der DBD-Plasmabehandlung
nachzuvollziehen, wurden die Zellen in spezielle 24-Wellplatten mit einem mittigen
Plastikeinsatz definierter Grofle ausgesit. Innerhalb des Plastikeinsatzes befanden sich 2
gleich grofle Kammern. Nach Entfernung des Einsatzes an Tag 2 nach der Aussaat, befand

sich zwischen den angewachsenen Zellen ein 500 um breiter Spalt. Pro Einsatz wurden 5 x
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10" Fibroblasten ausgesit. Die DBD-Behandlung erfolgte unter den in 3.2.2, Punkt 4
angegeben Parametern. Nach 1 h Inkubation wurde das Blutplasma durch Zellkulturmedium
ersetzt. Pro Well wurden ein Foto mit dem Programm Axio Vision in 10facher VergroBerung
unter dem Mikroskop gemacht. Dies geschah nach 1, 8, 24 und 48 h. Bevor die Wellplatten
fotografiert wurden, wurde das Zellmedium jedes Mal durch PBS ausgetauscht. Die Fotos

wurden mit dem Programm Imagel ausgewertet.

3.2.9 Fluoreszenzmikroskopie

Alpha-SMA-Nachweis

Myofibroblasten sind gekennzeichnet durch das Protein alpha-smooth muscle actin in ihrem
Zytosol [166]. Sie sind wichtige Zellen in der Wundheilung und koénnen aus Fibroblasten
durch bestimmte Stimuli differenziert werden.

Die Fibroblasten wurden nach der DBD-Behandlung (siehe 3.2.2, Punkt 5) und 24 h im
Blutplasma kultiviert. Dann erfolgte ein Vitalitdtsassay (siehe 3.2.4).

Nach 10, 14 und 19 Tagen wurden die Zellen zunéchst dreimal mit PBS gewaschen und dann
fiir 15 min in Paraformaldehyd fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden
die Zellen (mit PBS bedeckt) bei 4°C gelagert oder direkt weiter bearbeitet. Die Zellen
wurden zunichst mit TBS-T und 3 % BSA fiir 1 h bei RT geblockt. Der erste Antikorper (o-
SMA-Mouse-AK, 1:200 in TBS-T mit 3 % BSA) wurde dann auf die Zellen gegeben und fiir
2 h bei RT auf dem Schiittler inkubiert. Nach einem Waschschritt wurde der zweite AK
(Alexa Fluor 488-conjugated Donkey monoclonal to mouse IgG, 1:500 in TBS-T mit 3 %
BSA) auf die Zellen gegeben und fiir 1 h lichtgeschiitzt auf dem Schiittler inkubiert. Nach
nochmaligem Waschen folgte eine 30 miniitige Inkubation mit 1 ng/ml bisBenzimide-H
33342-trihydrochloride in PBS, einem DNA-Fluoreszenzfarbstoff zur Darstellung der
Zellkerne durch Interkalierung. AbschlieBend wurden die Zellen bei einer 10fachen
VergroBerung unter einem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet, dabei wurden pro Well je

zwei Bilder mit dem Programm Axio Vision aufgenommen und mit Imagel ausgewertet.

3.2.10 Toxizitatsnachweis

Aufbereitung der Hautproben
Die DBD-behandelten Hautproben (sieche 3.2.1) wurden fiir weitere 24 h in je 3 ml
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Formaldehyd (4%, Methanol-frei) bei Raumtemperatur und lichtgeschiitzt fixiert. Die
fixierten Hautproben wurden dann innerhalb von 12 h in einer aufsteigenden Alkoholreihe
paraffiniert. Danach wurden die Proben in Paraffin gegossen und mit einem Mikrotom in 4
pm dicke Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden auf Objekttrager gelegt und 24 h im
Brutschrank bei 37°C, 5 % CO, inkubiert.

Die Deparaffinierung erfolgte durch mehrere Waschschritte in Xylol und Alkohol in
absteigender Konzentration fiir 10 bzw. 5 min. Zur abschlieBenden Fixierung wurden die
Schnitte 15 min mit Formaldehyd (4 %, Methanol-frei) behandelt und abschlieend zweimal

mit PBS gewaschen.

TUNEL-Assay

Zur Darstellung einer Schidigung der DBD-behandelten Fibroblasten durch Einzel- und
Doppelstrangbriichen der DNA wurde das Deadend Flurometric TUNEL System von der
Firma Promega benutzt. Der TUNEL-Assay stellt DNA-Schéden dar, indem die rekombinante
terminale Desoxynucleotidyltransferase (rTdT) die 3'OH- Enden von Einzel- oder
Doppelstrangbriichen mit markierten Nukleotiden (dUTP-Digoxegin) koppelt und dadurch
unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar macht. Der komplette Assay wird bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Schnitte wurden mit je 100 pl ProteinNase-K-Losung
(ProteinNase K gelost in Puffer, 1:500 mit PBS verdiinnt) fiir 8-10 min bedeckt. Nach einem
Waschschritt mit PBS folgte eine Nachfixierung mit Formaldehyd (4 %, Methanol-frei) fiir 5
min und ein weiterer Waschschritt. Die Positivkontrolle wurde nach Vorinkubation mit dem
DNAase-Puffer mit DNAase I (1:100 in DNAase-Puffer) behandelt. Dann wurden die
Schnitte fiir 10 min mit dem Equilibrierungspuffer vorbehandelt und anschlieBend mit der
Nukleotid-Mischung und dem rTdT-Enzym (insgesamt 50 pul) bedeckt. Bei der
Negativkontrolle wurde kein rTdT-Enzym hinzugegeben. Die Schnitte wurden in der
Feuchten Kammer fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Zuletzt wurden die Schnitte mit 2 x SSC-Puffer
behandelt und dreimal mit PBS gewaschen. Nach der Eindeckelung mit Mounting
Zellmedium und DAPI wurden die Schnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop mikroskopiert.
Pro Schnitt wurden dabei mit Axio Vision zwei Bilder aufgenommen (10x VergroBerung) und

die Fluoreszenzdichte mittels ImageJ ausgewertet.
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3.2.11 Proteinbiochemische Methoden

Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration vor Durchfiihrung eines Western Blots wurde das
Bicinchoninsdure-Assay benutzt. Dabei reagieren zweiwertige Kupferionen quantitativ mit
Proteinen zu einwertigen Kupferionen. In einem zweiten Reaktionsschritt reagieren die
einwertigen Kupferionen mit der Bicinchoninsdure zu einem Komplex mit violetter Farbe.
Dessen Absorption kann bei einer Wellenldnge von 562 nm photometrisch gemessen werden.
Die Proteinmenge wird proportional zu einer BSA-Standardkurve ermittelt. Vor
Durchfiihrung der Proteinbestimmung wurden die DBD-behandelten Fibroblasten trypsiniert
und in RIPA-Puffer sonofiziert. Je 10 ul vorverdiinnte Probe wurde in einer 96-Well-Platte
vorgelegt und mit 200 pl einer Reaktionslosung aus BCA Reagent A und B (Verhéltnis 50:1)
gemischt. Die Auswertung erfolgte nach 30 min Inkubation bei 37 °C im

Mikroplattenphotometer.

Western Blot

Zur Vorbereitung eines Western Blots werden zunichst die Proteine per Elektrophorese in
einem Gel nach ihrer GroBe aufgetrennt. Nach dem eigentlichen Blotten der Proteinbanden
auf eine Membran, konnen bestimmte Proteine mit Hilfe von Antikérpern markiert und

nachgewiesen werden.

SDS Gelelektrophorese

Die Proben wurden 4:1 mit Laemmlipuffer/ 20 % Mercaptoethanol versetzt und fiir 5 min auf
95 °C erhitzt. Nach Installation des SDS-Gels in der Lautkammer, wurde diese mit Laufpuffer
aufgefiillt und die Taschen des Gels mit den Proben beladen. Zur Bestimmung des
Molekulargewichts der Proteine wurde zusétzlich ein Proteinmarker eingesetzt. Fiir 15 min

wurde eine Spannung von 60 mV angelegt, dann wurde mit 110 mV weiter gearbeitet.

Transfer von Proteinen

Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurden zwei Whatmanpaper, die Membran und das
Gel zunédchst in Transferpuffer &dquilibiert und dann im Blottingapparat iibereinander
geschichtet. Es wurde mit 25 mV, 30 min geblottet. Zur Kontrolle der Proteiniibertragung
wurde die Ponceau-S-Farbung benutzt, bei der Ponceau S reversibel an die positiv geladenen
Aminosduren der Proteine bindet. Die Membran wurde sorgfaltig mit TBS-T gewaschen und

anschliefend in TBS-T mit 3 % BSA fiir 1 h bei Raumtemperatur geblockt.
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Antikorpermarkierung
Die Antikorpermarkierung wurde wie in 3.2.2, Punkt 6 beschrieben durchgefiihrt und mit dem

Auswertungsprogramm Image Studio Lite ausgewertet.

3.2.12 Reduktive Gasphasen-Chemilumineszenz

Zur Detektion der Nitrat- und Nitritkonzentration der DBD-behandelten Gewebe und
Fliissigkeiten wurde ein NO-Analysator verwendet, dessen Messprinzip auf der Detektion von

Lichtquanten im roten bis infraroten Bereich durch die Reaktion von NO mit Ozon (O3)

beruht [167].

NO +0; DNO** + 0, & NO* + hv

Die Detektion liegt im Bereich von 1 nM und ist damit eine der sensitivsten Methoden zur
Bestimmung von NO-Derivaten.

Durch Zusetzen einer geeigneten Reaktionslosung kann aus Nitrit und Nitrosothiolen, sowie
Nitrat stochiometrisch NO freigesetzt werden.

Die Reaktionslosung zur Bestimmung des Nitritgehalts besteht aus Kaliumjodid (45 mM),
Jodine (10 mM) und Essigsédure (96 %ig).

Eine zweite verwendete Reaktionslosung zur Bestimmung von Nitrat setzte sich aus 1 %
Vanadiumchlorid in 1 M HCL zusammen. Es wurden jeweils 25 ml Losung verwendet. Durch
ein Heizaggregat wurde der untere Teil des Kolbens mit der Reaktionslosung auf eine
Temperatur von 65 °C (Nitrit-Bestimmung) bzw. 95 °C (NO-Bestimmung) erhitzt. Die

Losungen setzten nach folgender Reaktionsgleichung NO aus der injizierten Probe frei:

NO"+T+2H 22NO+ % F + H0
2NO* + 3 V" + 2H,0 & 2NO + 3 VO,+ + 4 H [168]

Ein inertes Gas (hier Stickstoff, N,) durchstromte die Reaktionslosung und transportierte das
gasformige NO durch den gekiihlten oberen Teil des Kolbens [169]. Nachgeschaltet in einem
Behilter befand sich eine 1 M NaOH-Losung auf Eis. Das Kiihlaggregat und die gekiihlte
NaOH-Losung verhinderten ein Eindringen von Chemikalien und Wasserpartikeln in den
Analysator. Die Proben wurden mit einer gasdichten Glasspritze durch eine

Kunststoffmembran in die Reaktionslosung injiziert. Das Probenvolumen betrug 50 pul bzw.
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200 pl (S-Nitrosomessung). Vor jeder Messung wurde eine Eichkurve mit definierten

Konzentrationen NaNO? erstellt.

3.2.13 NOD- Penetration der behandelten Haut

Um nachzuweisen, dass die Stickstoffspezies, die bei der DBD-Plasmabehandlung entstehen
auch in tiefere Hautschichten vordringen, wurden Franzdiffusionszellversuche durchgefiihrt
[170].

Hierbei wurde die Spalthaut (0,3 und 0,7 mm dick) kreisformig ausgeschnitten (Durchmesser

ca. 3 cm) und auf die oberen Offnungen der Franzdiffusionszelle aufgespannt, sieche Abb. 8.

DBD-Elektrode

4/ Probenentnahme

Spalthaut —\

g Wasserabfluss

Wasserbad

Wasserzufluss

Magnetriihrer

Abb. 8: Schematische Darstellung einer Diffusionszelle, auch Franzkammer genannt
(Modifizierung der urspriinglichen Darstellung in Thomas J. Franz, Percutaneous absorption
on the relevance of in vitro data. J Invest Dermatol 64, 190-195 (1975)) [170]

Es stellt eine Glaskammer mit einer glasernen Auflenhiille, in der Wasser einer definierten Temperatur zirkuliert,
dar. In die Glaskammer wurde PBS gefiillt und iiber die obere Offnung die Spalthaut gelegt und mit der DBD-
Elektrode behandelt. Nach Beendigung der Behandlung konnte aus der seitlichen Offnung eine Probe des PBS

zur Messung in der CLD entnommen werden.
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In der Franzdiffusionszelle befanden sich 3 ml PBS. Die Diffusionszellen waren in einem
Wasserbad (37,6°C) mit Magnetrithrern installiert. Zur Ableitung der Ladung wurde ein
metallener 5 cm langer Spatel in der vorderen Offnung der Diffusionszelle positioniert und
mit der Ableitungselektrode des DBD-Plasmasticks verbunden. Der Plasmastick wurde 1-2
mm iiber der Haut positioniert und es wurde, wie in 3.2.2., Punkt 7 beschrieben, behandelt.

Direkt nach der Behandlung und dann alle 10 Minuten wurde aus der vorderen Offnung der
Franzdiffusionszelle mit der Hamiltonpipette 50 ul PBS entnommen und in die vorbereitete
CLD gegeben. So wurde die Konzentration von Nitrit und Nitrat nach Penetration der

Spalthaut bestimmt.

3.2.14 NOD-Akkumulation in der Haut

Um die Konzentration von NO und seinen Derivaten in der Haut nach der DBD-Behandlung
nachzuweisen, wurden die Haut, wie in 3.2.3 beschrieben, vorbereitet und mit dem DBD-
Plasmastick behandelt (Behandlungsschema siehe 3.2.2., Punkt 8). Die Epidermis- und
Dermisstanzen wurden in Stickstoff tiefgefroren und mit dem Kryosstat in 4 uM diinne
Schnitte geschnitten. Es wurden je Probe 6 mm abgetragen. Die Schnitte wurden gewogen
und in PBS sonofiziert. AnschlieBend wurden die Nitrit-, Nitrat-, und S-Nitroso-

Konzentrationen des Hauthomogenisats in der CLD bestimmt.

4. Ergebnisse

4.1 Toxizitdtsnachweis

Die Anwendung des DBD-Plasmasticks am Menschen setzt voraus, dass die Zellen der Haut
nicht geschiadigt werden. Dies wurde mit dem TUNEL-Assay untersucht. Mit dieser Methode
werden Doppelstrangbriiche der DNA durch Immunfluoreszenzmarkierung nachgewiesen.
Die Behandlungszeit der Hautstiicke betrug maximal 6 min und zeigte keine signifikanten
Doppelstrangbriiche der DNA.

Die unbehandelten Hautstiicke zeigten eine zu der Kernfiarbung relative Zahl positiver
TUNEL-Zellen von 0,17 %. Die Hautproben, die 360 s, also 6 min mit dem Kaltplasma
behandelt wurden, hatten 0,21 % positive TUNEL-Zellen. Die Positivkontrolle, die mit einer
DNAase behandelt wurde, zeigte 59,86 % TUNEL-positive Zellen, siche Abb. 9 und 10.
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Damit konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlungszeiten, die in dieser Arbeit benutzt

werden, keinen toxischen Effekt auf die DNA der Zellen in der Haut hat.

K 360 s Positivkontrolle

Abb. 9 Fluoreszenzfirbung des TUNEL-Assays

Zur Untersuchung einer potenziellen Toxizitdt des kalten Plasmas fiir menschliche Zellen wurden Hautproben
360 s lang mit dem DBD-Plasmastick behandelt und anschlieBend mit Hilfe des TUNEL-Assays auf DNA-
Doppelstrangbriiche untersucht. K bedeutet unbehandelte Kontrolle, die Positivkontrolle wurde mit einer
DNAase behandelt. Die Zellkerne wurden mit der DAPI-Féarbung sichtbar gemacht. Eine signifikante Toxizitét

bis 360s wurde nicht nachgewiesen.

70%

60%

50%

40%

30%

20%

K 360s Positivkontrolle
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Abb. 10: Darstellung der relativen Zellzahl mit Doppelstrangbriichen in mit Kaltplasma
behandelter Haut

Mit dem TUNEL Assay wurden DNA-Doppelstrangbriiche in mit dem DBD-Plasmastick behandelter Haut
untersucht. Die im folgenden als TUNEL-positive Zellen bezeichneten Zellen mit nachgewiesenen DNA-
Doppelstrangbriichen wurden in Relation zu allen, per DAPI-Kernfarbung sichtbar gemachten Zellkernen
gesetzt. K bedeutet unbehandelte Kontrolle, die Positivkontrolle wurde mit einer DNAase behandelt, um

Doppelstrangbriiche zu erzeugen. Es zeigte sich keine signifikante Toxizitdt. N = 5.

4.2 NOD-Konzentration in plasmabehandelten Fliissigkeiten

4.2.1 Kaltplasmabehandlung von PBS

Die ersten Anwendungen des DBD-Plasmastick fanden mit PBS statt, um zu evaluieren, wie
viel NO-Derivate sich in Fliissigkeiten bilden kdnnen, welche proteinfrei und pH neutral sind.
Dabei konnte festgestellt werden, dass es stets eine positive Korrelation zwischen der
Behandlungszeit und der Konzentration von NO-Derivaten in der Fliissigkeit gibt. Die
Messung in der CLD ergab, dass bereits in unbehandeltem PBS eine geringe Menge NOD
gelost sind, (31,69 + 23,19 uM). Eine Behandlung von 3 ml PBS {iiber 2,5 min zeigte einen
Anstieg auf 356,79 + 65,19 uM NOD, dieser Wert blieb in den Folgemessungen nach 5 und
10 min nahezu stabil (5 min nach Behandlung: 358,54 + 50,68 pM, 10 min nach Behandlung:
359,19 + 50,14 uM,). Eine Verdopplung der Behandlungszeit zeigt auch eine Verdopplung
der NOD-Werte im PBS (5 min Behandlung insgesamt: 774,99 + 133,29 uM, 10 min
Behandlung insgesamt: 1654,55 + 213,31 uM). Auch bei hohen Konzentrationen von NO im
PBS nach der Kaltplasmabehandlung bleiben die Konzentrationen auch nach erneuter
Messung nach 5 und 10 min weiter nachweisbar und zeigen noch keine signifikanten
Veranderungen, siche Abb. 11.

Im folgenden wurden 500ul PBS mit kiirzeren Behandlungszeiten mit dem DBD-Plasmastick
behandelt. Es zeigen sich aber bereits nach 10 Sekunden Behandlung eine signifikante
Erhohung der Nitrit und Nitrat-Konzentration (Nitrit: 19,22 + 7,0 uM; Nitrat 14,49 + 7,72
uM) zur unbehandelten Kontrolle (Nitrit: 0,01 £ 0,01 uM, Nitrat: 5,27 £ 2,18 uM). Wird fiir
60 Sekunden behandelt, steigen sowohl die Nitrit, als auch die Nitrat-Konzentration weiter an
(Nitrit: 52,5 + 12,18 uM, Nitrat: 80,1 + 50,4 uM). Nach einer Behandlung von 360 Sekunden
haben sich die Konzentrationen 1im Vergleich zur wunbehandelten Kontrolle

verfiinthundertfacht (Nitrit: 378,68 £ 57,65 uM, Nitrat: 476,18 £295,9 uM), siehe Abb. 12.
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Abb. 11: Behandlung von 3 ml PBS und Messung der NOD-Konzentration im Verlauf
Die Konzentration der NO-Derivate in 3 ml PBS nach Behandlung mit Kaltplasma bleibt auch nach 10 min noch
stabil. Zusitzlich zeigt sich, dass eine ldangere Behandlungszeit zu einer erhohten Akkumulation von NO-

Derivaten im PBS fithrt. N =3
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Abb. 12: Behandlung von 500ul PBS und Messung der Nitrit und Nitrat-Konzentration
Plasmabehandlung von 500ul PBS fiihrt zu einer signifikanten Erhohung der Nitrit- und Nitrat-Konzentrationen

abhingig von der Behandlungsdauer. K = unbehandelte Kontrolle. N = 5, * Signifikanzniveau p < 0,05
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4.2.2 Kaltplasmabehandlung von humanem Blutplasma

Im néchsten Schritt wurde das Blutplasma gesunder Probanden mit Kaltplasma behandelt und
in der CLD gemessen. Da das Blutplasma natiirlicherweise ein wichtiges Medium des
feuchten Milieus einer Wunde ist, wurde es hier und in den folgenden Untersuchungen fiir
den Versuchsautbau genutzt. Im folgenden Kapitel wurden die Nitrit-, Nitrat- und S-Nitroso-
Konzentrationen gemessen. Zusammenfassend wurde im Vergleich zu den Messungen im
PBS weniger NO-Derivate nachgewiesen. Es zeigte sich jedoch eine dhnliche Korrelation
zwischen Behandlungszeit und Konzentration der Derivate im Blutplasma.

Die initiale Konzentration der NO-Derivate im humanen Blutplasma liegt im niedrigen uM-
Bereich (Nitrit: 0,07 £ 0,17 uM, Nitrat: 34,73 + 19,08 uM), dhnlich wie beim neutralen PBS
(siche Abb.12). Bereits nach einer kurzen Behandlungszeit von 10 s steigen die Werte der
NO-Derivate signifikant an (Nitrit: 8,65 &+ 8,72 uM, Nitrat: 47,22 &+ 23,95 uM). Da das Nitrit
zunidchst nur in geringsten pM-Konzentrationen vorliegt, sind bei dieser geringen
Behandlungszeit die Standardabweichungen noch sehr hoch. Nach einer Behandlungszeit von
60 Sekunden zeigt sich eine Verdreifachung der Nitrat- Werte (121,53 + 90,45 uM) und sogar
eine Vervierzigfachung der Nitrit-Werte (45,91 + 2,38 uM).
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Abb. 13: Messung der NOD-Konzentrationen in DBD-Behandeltem humanem Blutplasma
Eine Kaltplasmabehandlung von humanem Blutplasma fiihrt dosisabhéingig zu einer signifikanten Erhdhung von

Nitrit und Nitrat. K bedeutet unbehandelte Blutplasmaprobe. N =9, * Signifikanzniveau p < 0,05
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Die Nitrit-Werte sind dhnlich wie die zuvor gemessenen Werte in 60 Sekunden behandeltem
PBS, die Nitrat-Werte sind etwas hoher als im PBS, sieche Abb.12. Die maximale
Behandlungszeit in dieser Versuchsreihe war 300 Sekunden, nach dieser Zeit steigen Nitrit
und Nitrat weiter signifikant an (Nitrit: 188,89 + 86,42 uM, Nitrat: 308,72 +2 08,26 uM),
siche Abb. 13.

Zur Detektion von S-Nitrosoverbindungen wurde der Sulfalinamid-Assay benutzt und zeigte,
dass es im Blutplasma nach DBD-Behandlung zu einer Anreicherung von proteingebundenem
NO kommt. Abhingig von der Linge der Behandlungsdauer wurde eine hohere
Konzentration in der CLD detektiert. Im Gegensatz zu den NOD-Konzentrationen im hohen
dreistelligen Bereich, waren nun nur geringere RXNO-Konzentrationen bis 2,63 M messbar.
Im Vergleich zur unbehandelten Blutplasmaprobe (0,04 = 0,009 uM) zeigte sich nach DBD-
Behandlung eine signifikante Erhohung der RXNO-Konzentration, sowohl bei 30sekiindiger
Behandlung (0,077 + 0,022 uM), als auch nach 60 s (0,36 = 0,13 uM) und 300 s (1,78 = 0,53
uM), Signifikanzniveau jeweils p < 0,05, siche Abb. 14.
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Abb. 14: Messung der RXNO-Konzentrationen in DBD-behandeltem humanen Blutplasma
Eine Kaltplasmabehandlung von humanem Blutplasma zeigt eine signifikante, dosisabhidngige Steigerung von
proteingebundenem NO in Form von S-Nitroso-Verbindungen. K bedeutet unbehandelte Blutplasmaprobe.

N = 6, * Signifikanzniveau p < 0,05.
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4.3 Kaltplasmabehandlung von Hautexplantaten

4.3.1 NOD-Penetration der Epidermis

Um nachzuweisen, ob durch eine Kaltplasmabehandlung eine ausreichend hohe NOD-
Konzentration generiert werden kann, damit diese auch die Epidermis der Haut iiberwinden
und in tieferen Hautschichten eindringen kann, wurde Spalthaut definierter Dicke (0,7 mm
und 0,3 mm) iiber einer Franzkammer mit Kaltplasma behandelt. Es wurde direkt nach der
Behandlung und dann im Abstand von 10 Minuten die NOD-Konzentration im PBS der
Franzkammer gemessen. Es zeigte sich, dass bei einer Hautdicke von 0,7 mm direkt nach der
Behandlung iiber 10 Minuten noch kein Nitrit oder Nitrat im PBS nachweisbar ist. 10
Minuten nach der Behandlung steigen die Nitrit- und Nitratkonzentrationen langsam an (Nitrit
0,69 + 0,77 nmol, Nitrat 5,61 + 5,52), nach weiteren 10 Minuten steigen die Werte weiter an.
Sie sind nun nahezu verdreifacht (Nitrit 3,26 + 2,12 nmol, Nitrat 25,89 + 16,43 nmol). Nach
insgesamt 50 min ist der maximale Wert erreicht: Nitrit 11,72 + 2,87 nmol und Nitrat 29,69 +
8,72 nmol). Nach einer Behandlung von 5 Minuten kommt es ebenfalls zu einer langsam
steigenden Penetration durch die Epidermis in das PBS (nach 10 Minuten: Nitrit 0,44 + 0,51
nmol, Nitrat 2,33 + 2,42). Die maximale Nitrat-Konzentration im PBS wurde 30 Minuten
nach der 5 miniitigen Behandlung gemessen. Die Werte steigen auf 11,37 £ 8,0 nmol, im
weiteren Verlauf fallen sie etwas ab auf 6, 97 + 4,95 nmol. Die Nitritwerte hingegen steigen
kontinuierlich an auf maximal 3,21 £ 1,71 nmol 50 Minuten nach einer Sminiitgen
Behandlungzeit, siche Abb. 15.

Bei einer Behandlung von 2,5 Minuten zeigt nur einen geringen Anstieg im PBS unter der
behandelten Spalthaut. Die Nitrit-Konzentration erreicht 40 Minuten nach der
Plasmabehandlung maximal 1,2 + 0,41 nmol. Die Konzentration des Nitrats hat ihren
Hohepunkt nach 30 Minuten, dhnlich wie nach einer 5 miniitigen Behandlung, bei einem
Wert von 4,58 £ 1,58 nmol, in den weiteren Messungen féllt der Wert wieder ab (siche
ebenfalls Abb. 15). In den Messungen an einer diinneren Spalthaut (0,3 mm) wurden
erwatungsgemdll deutlich hohere Werte im PBS gemessen. Nach einer 10miniitigen
Behandlung wurden nach 20 Minuten bereits 9,90 + 2,81 nmol gemessen und der
Maximalwert nach 40 Minuten erreicht (10,87 £2,75 nmol), in der Messung nach 50 Minuten
blieb die Nitrit-Konzentration nahezu stabil bei 10,3 = 3,39 nmol. Der Nitratwert nach 10
Minuten Plasmabehandlung ist 20 Minuten nach der Behandlung mit 34,41 + 4,41 nmol
deutlich hoher, genau wie bei der 0,7mm messenden Spalthaut. Nach 30 und 40 Minuten

bleibt auch die Nitrat-Konzentration stabil bei 52,08 + 41,4 nmol bzw. 54,05 + 47,37 nmol.
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Abb. 15: NOD-Penetration durch 0,7 mm dicke Spalthaut
Mit einem Dermatom abgetrennte humane Haut mit einer Dicke von 0,7 mm wurde iiber eine Franzkammer
gespannt und 10, 5 und 2,5 Minuten mit Kaltplasma behandelt. In der Franzkammer befand sich 3 ml PBS in

dem direkt nach der Behandlung und dann alle 10 Minuten die NOD-Konzentration gemessen wurde. N =5
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Abb. 16: NOD-Penetration durch 0,3 mm dicke Spalthaut
Mit einem Dermatom abgetrennte humane Haut mit einer Dicke von 0,3 mm wurde iiber eine Franzkammer
gespannt und 10, 5 und 2,5 Minuten mit Kaltplasma behandelt. In der Franzkammer befand sich 3 ml PBS in

dem direkt nach der Behandlung und dann alle 10 Minuten die NOD-Konzentration gemessen wurde. N =5
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Weitere 10 Minuten spéter, bei Minute 50 nach Behandlung kommt es zu einer Verdoppelung
der Nitrat-Konzentration auf 92,87 + 31,12 nmol. Eine Sminiitige Behandlungszeit zeigt einen
dhnlichen Kurvenverlauf der Nitrit-Konzentration wie nach einer 10miniitigen Behandlung
mit einem Anstieg bis auf 7,41 + 4,4 nmol nach 30 Minuten und dann einen langsamen Abfall
auf 6,26 = 5,7 nmol 50 Minuten nach der Plasmabehandlung. Der Verlauf der Nitrat-
Konzentration nach Sminiitiger Behandlung stellt sich folgendermaflen dar: nach 20 Minuten
wird die hochste Konzentration von 24,03 £ 8,34 nmol gemessen, dieser Wert bleibt in den
weiteren Messungen stabil. Einen erneuten Anstieg wie nach 10 Minuten Plasmabehandlung
wird nicht gemessen. Nach einer 2,5 miniitigen Behandlung kommt es nur zu geringen Nitrit-
und Nitratkonzentrationen. Der Peak der maximalen Nitrit-Konzentration wird nach 40
Minuten bei 1,11 + 1,35 nmol erreicht. Die Nitratkonzentration steigt ebenfalls zunichst
langsam an auf 13,93 +27,8 nmol nach 30 Minuten. Nach 50 Minuten kommt es zu einer
Verdoppelung des Wertes auf 28,71 + 4,15 nmol (siche Abb. 16).Die Daten sind nicht
signifikant, zeigen aber das Nitrit und Nitrat in die Epidermis aufgenommen werden und von
dort nach einer bestimmten Latenzzeit freigesetzt werden. Nitrat kommt in hoheren

Konzentrationen vor als Nitrit.

4.3.2 NOD-Nachweis in Hauthomogenisaten

Weitergehend wurden vollstdndige Hautexplantate, bestehend aus Epidermis und Dermis
behandelt. Diese behandelten Explantate wurden anschlieBend fiir die NOD-Messung
homogenisiert. Das Homogenisat entsprach einer Hauttiefe von 6 mm und einem
Durchmesser von 8mm. Behandelt wurden sowohl Hautexplantate mit intakter Epidermis als
auch Hautexplantate, bei der zuvor mit einem Dermatom die Epidermis entfernt wurde (im
Weiteren als Dermis-Proben bezeichnet). Da die Daten nicht normalverteilt waren, wurde
nach Wilcoxon getestet. Die Nitritkonzentration in intakter Haut ohne Behandlung betragt
0,72 uM/mg Haut (£ 0,94, p <0,05) und steigt nach 10miniitiger Behandlung auf
49,53uM/mg Haut (= 72,59, p <0,05). Vor der Plasma-Behandlung wurde eine
Nitratkonzentration von 5,06 uM/mg Haut (£ 3,86) gemessen, die Konzentration stieg in
Abhéngigkeit der Behandlungszeit nach einer 10miniitigen Behandlungszeit auf 40,31
uM/mg Haut ( 25,39, p <0,05), dhnlich wie bei dem zuvor beschriebenen Nitrit, siche Abb.
17.
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Abb. 17: Messung der NOD-Konzentrationen in DBD-behandelter Haut

Hautexplantate wurden mit dem DBD-Plasmastick behandelt und anschliefend homogenisiert. In der CLD
wurden die NOD-Konzentrationen der Homogenisate gemessen. Die Behandlungszeiten waren 2,5 min, 5 min
und 10 min. K bedeutet unbehandelte Kontrolle. Es zeigte sich eine dosisabhingige Zunahme der NO-Derivate

in der Haut. N = 5, * Signifikanzniveau p < 0,05.

Die Behandlung der Dermis-Proben ergaben Basiswerte von 1,22 pM Nitrit/mg Haut (+ 1,36)
und 10,03 pM Nitrat/mg Haut (+ 4,33). Wie auch bei der intakten Haut beschrieben, stiegen
die NO-Derivatkonzentration in der Dermis in Abhéngigkeit von der Behandlungszeit an. Im
Vergleich zur Kontrolle konnten nach 2,5-miniitiger Behandlung Konzentrationen von 3,76
uM Nitrit/mg Haut (£ 3,60) und 16,39 uM Nitrat/mg Haut (+ 8,47) gemessen werden. Eine
langere Behandlung von 5 min fiihrt zu einer Verdopplung der Nitrit-Konzentrationen (Nitrit:
M = 6,85 £ 4,76 uM/mg,). Die Nitrat-Konzentration verdreifachte sich nahezu (M = 42,01 +
22,81 uM/mg,). Die maximale Behandlungszeit von 10 min fiihrte zu einer Erh6hung der
Nitrit-Konzentration auf 4,33 uM/mg Haut (£ 1,95) und der Nitrat-Konzentration auf 72,88
uM/mg Haut (+ 27,90), siche Abb. 18.
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Abb. 18: Messung der NOD-Konzentrationen in DBD-behandelter Dermis

Plasmabehandelte Dermispraparate wurden homogenisiert und die NOD-Konzentrationen gemessen. Die
Behandlungszeiten waren 2,5 min, 5 min und 10 min, K bedeutet unbehandelte Kontrolle. Es zeigte sich eine

dosisabhédngige Zunahme der NO-Derivate. N = 3.

Um die NO-Bindungen an Proteinen nachzuweisen, wurde das Sulfalinamid-Assay benutzt.
Dabei wird das freie Nitrit gebunden und in der CLD nur noch die Proteingebundenen NO-
Verbindungen nachgewiesen. In der Haut =zeigten sich Basiswerte von RXNO-
Konzentrationen von 0,07 pM/mg Haut (+ 0,11), welche sich nach 2,5miniitiger Behandlung
auf 0,11uM/mg Haut (+ 0,05) und nach 5 min auf 0,24 pM/mg Haut erhohten. Bei einer
Behandlungszeit von 10 min zeigten sich Werte von 0,47 pM/mg Haut (= 0,12). In
Hauthomogenisaten von Haut, bei der die Epidermis mit einem Dermatom entfernt wurde,
zeigten sich ohne Behandlung RXNO-Konzentrationen von 0,01 uM/mg Haut (£ 0,008) und
nach 2,5 min Behandlung eine Konzentration von 0,20 uM/mg Haut (£ 0,13).

Eine Verdopplung der Behandlungszeit auf 5 bzw. 10 min ergab RXNO-Konzentrationen von
0,34 uM/mg Haut (+ 0,27) bzw. 0,55 uM/mg Haut (+ 0,37), siche Abb. 19.
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Abb. 19: Messung der RXNO-Konzentration in DBD-behandelter Haut

Hautexplantate wurden entweder direkt (Vollhaut) oder nach Entfernung der Epidermis mit einem Dermatom
(Dermis) mit dem DBD-Plasmastick behandelt und anschlieBend homogenisiert. Zur Detektion der RXNO-
Konzentration wurde das Sulfalinamid-Assay angewendet und das Homogenisat in die CLD injiziert und die
RXNO-Konzentration bestimmt. Es wurde 2,5 min, 5 min und 10 min behandelt. Es zeigte sich eine

dosisabhéngige Zunahme der S-Nitroso-Verbindungen. K bedeutet unbehandelte Kontrolle. N = 5.

4.4 Einfluss von Kaltplasma auf Fibroblasten

4.4.1 Einfluss von Kaltplasma auf die Zellviablitat

Unter Zellviabilitdt versteht man die Aktivitit der Gesamtheit einer Zellpopulation. Die
Aktivitdit bzw. indirekt das dadurch dargestellte Wachstumsverhalten von humanen
Fibroblasten nach der Behandlung mit Kaltplasma auf der Haut wurde mit dem CellTiter Blue
Assay untersucht. Die adhdrenten Zellen wurden in 250ul humanem Blutplasma inkubiert und
behandelt. AnschlieBend wurde jeden zweiten Tag eine Bestimmung der Zellviabilitit
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle (K+) wurde Nitrat, Nitrit und Wasserstoffperoxid bei
einem pH zwischen 5,5 und 6,5 in den in den Methoden genannten Konzentrationen
hinzugefiigt. Die Zugabe von TGF-f3 (10 ng/ml) in das Medium erfolgte, um eine Induktion

der Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten herbei zu fiihren.
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Abb. 20: Zellviabilititsmessung von humanen Fibroblasten, die in Blutplasma mit Kaltplasma
behandelt wurden

Es zeigte sich eine Stagnation der Zellviabilitét, insbesondere ab Tag 5 nach der Behandlung mit kaltem Plasma
und in den Proben, denen TGF-B hinzugefiigt wurde. K bedeutet unbehandelte Kontrolle, K+ bedeutet eine
Positivkontrolle mit 1,2 mM Nitrat, 300 uM Nitrit, 200 uM H202, TGF+ bedeutet eine Zugabe von TGF-§ (10
ng/ml), N =4

Damit sollte untersucht werden, inwiefern die Differenzierung Einfluss auf die Zellviabilitét
hat und ob diese Beobachtungen mit den Effekten der Kaltplasmabehandlung korreliert.

Abbildung 20 zeigt, dass die Aktivitit der Zellen (gemessen als Fluoreszenzsignal nach
Anwendung des CellTiter blue Assays) in den ersten 5 Tagen zundchst keine Unterschiede
zeigen. Die Plasmabehandelten Zellen und die Positivkontrollen wachsen geringfiigig aber
nicht signifikant schneller. Ab Tag 7 kommt es zu einer Stagnation des Wachstums der 60 s
lang behandelten Zellen (34,17'°+ 0,8'™®an Tag 7, 33,31'™® + 0,7'™® an Tag 10), sowie der
Positivkontrolle (36,48'™°+ 0,6'™ an Tag 7, 35,53'"¢ + 0,7'™° an Tag 10) und der Zellen,
die zusitzlich TGF-B als Mediumszusatz erhielten (33,90'™¢ + 0,9'™® an Tag 7, 31,1'™® +
0,9'® an Tag 10), gegeniiber der unbehandelten Kontrolle (39,73'™¢ + 0,7'%® an Tag 7,
45,60'"%° + 0,1'%° an Tag 10). An Tag 5 zeigt sich ein Riickgang der Zellaktivitit, allerdings
spricht das folgende weitere Wachstum gegen eine Toxizitdt. Eine Fehlerquelle fiir diesen

Abfall der Zellaktivitdt konnte nicht gefunden werden, ist aber wahrscheinlich. Der weitere
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Verlauf der Zellaktivitdt zeigt eine stagnierende bis leicht abfallende Aktivititstendenz aller
behandelten Zellen im Gegensatz zu den gut weiter wachsenden Zellen der Kontrolle. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass diese behandelten Zellen nun nicht mehr proliferieren,
sondern beginnen sich zu differenzieren oder die Zellteilung einstellen. Diese erste Theorie
wird dadurch unterstiitzt, dass die Positivkontrollen mit dem Differenzierungsinduktor TGF-f3
ebenfalls eine verminderte Aktivitit zeigten. Zur Klidrung dieser Hypothese wurde die
Differenzierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten mit Hilfe des Western Blots untersucht

(sieche hierzu Kapitel 4.4).

4.4.2 Einfluss von Kaltplasma auf die Zellmigration

Im Zuge der Wundheilung kommt es zu einer gewissen Bewegung der Fibroblasten, um den
Hautdefekt zu verschlieBen. In diesem Versuchsaufbau sollte untersucht werden, inwieweit
Kaltplasma diese Migration beeinflusst. Dafiir wurde ein definierter Spalt zwischen den
Zellen auf einer Wellplatte installiert und die Zellen nach Plasmabehandlung in humanem
Blutplasma beobachtet.

Dieser Versuch wurde etabliert, nachdem eine Differenzierung der Fibroblasten zur
Myofibroblasten durch Plasmabehandlung nachgewiesen wurde. Es wurde nun untersucht, ob
gegebenenfalls die differenzierten Myofibroblasten mit ihrem kontraktilen Elementen einen
Spalt schneller verschlieBen konnen, als unbehandelte Fibroblasten. Es zeigten sich kein
signifikanter Unterschied zwischen plasmabehandelten Zellen und nicht plasmabehandelten
Zellen beziiglich der Verkleinerung dieses Spaltes, siche Abb. 21. Uber die insgesamt 2 Tage
verkleinert sich in allen Wellplatten der Spalt um durchschnittlich 80 % durch Einwachsen
der Fibroblasten. Damit konnte eine erhohte Migration nach Plasmabehandlung in diesem

Versuch nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 21: Messung der Migration von kaltplasmabehandelten Fibroblasten
Es zeigt sich keine relevante Anderung der SpaltgroBe in der beobachteten Zeit, unabhingig von
Behandlungsldnge und Zusammensetzung der Kontrollen. K+ bedeutet eine Positivkontrolle mit 1,2

mM Nitrat, 300 uM Nitrit, 200 uM H202 bei einem pH von 5,5 bis 6,5, N =4

4.4.3 Einfluss von Kaltplasma auf die Differenzierung von Fibroblasten

Um nachzuweisen, dass Fibroblasten durch die Behandlung mit Kaltplasma zur
Differenzierung angeregt werden, wurde Alpha-SMA detektiert. Dieses Protein wird von
Myofibroblasten exprimiert, einer Differenzierungsstufe von Fibroblasten, welche vor allem
in Wundgewebe vorkommen. Es wurden Hautexplantaten mit dem DBD-Plasmastick
behandelt und nach 24 h Inkubationszeit Zellen aus diesen Hautproben isoliert und in Kultur
genommen. Es sollte gezeigt werden, dass schon der einmalige Reiz des Kaltplasmas auf die
Fibroblasten im intakten Zellverband der Haut reicht, um eine Differenzierung auszuldsen

(Methode siehe Kapitel 3.2.4 und 3.2.5).

Immunfluoreszenzmessung von Alpha-SMA in Fibroblasten

Mit einem Alpha-SMA-Maus-Antikorper, gekoppelt an einen Fluoreszenzsekundérantikorper
wurde nach der DBD-Behandlung die Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten
nachgewiesen. Es wurden sowohl Zellen aus dem Hautverband, als auch Fibroblasten in

Kultur mit Kaltplasma behandelt und dann untersucht. Es zeigte sich das 60 Sekunden und
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180 Sekunden Kaltplasma-Behandlung zu einem signifikanten Anstieg der Alpha-SMA-
Konzentration in den Zellen fiihrt (Kontrolle: M = 11629,22 + 15004,37; 60 s: M =
150772,22 +£82175,87; 180 s M = 106172,27 + 78253,76,

p <0,01). Eine Behandlung von nur 30 Sekunden fiihrt zu keinem signifikanten Anstieg (M =
11467,37 = 10163,27), siche Abb. 22. Die Positivkontrolle sind Fibroblasten, die mit TGF-3
(10 ng/ml) und 1,2 mM Nitrat, 300 uM Nitrit, 200 uM H202) behandelt wurden. Da die
Daten nicht normalverteilt waren, wurde die Signifikanz mit Hilfe des Wilcoxon-Tests
bestimmt. In Abbildung 23 werden exemplarische Bilder der Fluoreszenzfarbungen gezeigt,
auf denen die ASMA-positiven Zellen griin fluoreszieren. Die Zellkerne wurden mit Hoechst

angefarbt und stellen sich blau dar.

500000 &
450000
400000

350000

300000

250000

200000

Fluoreszenzsignal

150000
100000

50000

0 | —

30s 60s 180s Positivkontrolle

Abb. 22: Alpha-SMA Fluoreszenzdetektion in Fibroblasten nach DBD-Behandlung

Die Fibroblasten wurden aus Hautexplantaten isoliert, die 24 h zuvor mit dem DBD-Plasmastick behandelt
wurden. Im Anschluss an die Isolation wurden die Zellen in Kultur genommen, nach 20 Tagen fixiert und mit
einem a-SMA-Fluoreszenzfarbstoff angefarbt. Es zeigte sich eine signifikante Expression von Alpha-SMA.

K bedeutet unbehandelte Kontrolle. Positivkontrolle bedeutet die Zugabe von TGF-f (10 ng/ml)* Signifikant zur
Kontrolle, p<0,01. N =4
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Abb. 23: Immunfloreszenznachweis der Alpha-SMA -Expression nach 60 sekiindiger
Behandlung von Fibroblasten mit dem DBD-Plasmastick (Axioskop, Zeiss, 400x Vergofierung).
Es zeigt sich eine sichtbare Erhdhung des Fluoreszenzsignals der Alpha-SMA-Expression im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle (K). Der Positivkontrolle wurde TGF-f (10 ng/ml) hinzugefiigt. N =4

Alpha-SMA Nachweis mittels Western Blot

Zur Bestdtigung der Ergebnisse der Alpha-SMA-Immunfluoreszenzfiarbung wurde zusétzlich
ein Western Blot durchgefiihrt. Daflir wurden adhérente Fibroblasten in 250 pl humanem
Blutplasma mit dem DBD-Plasmastick behandelt und im Anschluss genauso kultiviert wie die
isolierten Fibroblasten aus der Plasmabehandelten Haut fiir die zuvor beschriebene
Immunofluoreszenzfarbung. Um nachzuvollziehen, ob allein die Kaltplasmabestandteile eine
Differenzierung initiieren, wurde eine Kontrolle mit einem pH von 7,0 und Nitrit-, Nitrat- und
Wasserstoffperoxidkonzentrationen entsprechend den zuvor gemessenen Werten angesetzt.
Dabei zeigte sich, dass diese hier als Positivkontrolle bezeichnete Kontrolllosung zu einer
erhohten Expression des Alpha-SMA-Proteins fiihrt (Kontrolle: M = 0,01 + 0,00;
Positivkontrolle: M = 1,01 + 1,08, p < 0,07). Eine Kaltplasmabehandlung der Fibroblasten
ergab schon nach 30 Sekunden einen signifikanten Anstieg der Alpha-SMA-
Proteinkonzentration (30 s: M = 0,84 £+ 0,75, p < 0,07), bestitigt durch eine weitere Erhohung
nach 60 s und 180 s Behandlungszeit (60 s: M = 0,78 + 0,81; 180 s: M = 1,08 = 1,29, p <
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0,07). Die mit TGF-p behandelten Fibroblasten, welches als Induktor der Differenzierung von
Fibroblasten in Myofibroblasten benutzt wurde, wurden nicht mit Kaltplasma behandelt, aber
auch in Blutplasma kultiviert. Hier zeigte sich die erwartete Erhohung der Alpha-
Konzentration mit einem Wert von 4,16 (= 1,70). Da die Werte bei kleiner n-Zahl nicht
normalverteilt waren, wurde nach Wilcoxon getestet und fiir diese Messung ein p-Wert von

0,07 festgelegt, siche Abb. 23.
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Abb. 23 Alpha-SMA-Detektion mittels Western Blot in DBD-behandelten Fibroblasten

Nach der Behandlung mit dem DBD-Plasmastick kommt es zu einer signifikanten Expression von Alpha-SMA.
Positivkontrolle mit 1,2 mM Nitrat, 300 uM Nitrit, 200 uM HO2 (K+), Die letzte Kontrolle im Diagramm (TGF)
enthielt TGF-B (10 ng/ml) und wurde ebenfalls nicht mit Kaltplasma behandelt. N = 4,* p <0,07 (nach

Wilcoxon)
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5. Diskussion

In vielen bereits verdffentlichen Arbeiten erhofft man sich einen nahen Durchbruch in der
Anwendung von Kaltplasma in der Medizin zur Bekdmpfung von bis dahin unheilbaren oder
chronischen Erkrankungen unter anderem als Therapieoption von chronischen Wunden [72,
171]. Die Hoffnung ist, ein individuell designbares Plasma zu erschaffen, was leicht
anzuwenden und ohne Nebenwirkungen einsetzbar ist. Allerdings ist bisher noch nicht
ausreichend verstanden, welche Komponenten des Kaltplasmas, was fiir biologische Effekte
auf welches Gewebe haben und wie diese Effekte zu steuern sind. Umso wichtiger ist es,
Grundlagenforschung zu betreiben und jede einzelne Komponente alleine zu betrachten und
zu untersuchen, um eine Nutzung so sicher und effektiv wie moglich zu gestalten. Ziel dieser
Arbeit ist es, einen weiteren Beitrag zum besseren Verstindnis des kalten Plasmas und seiner
Wirkungsweise zu geben. Speziell wurden dabei das im Kaltplasma entstehende
Stickstoffmonoxid und seine Derivate bzw. dessen Oxidationsprodukte und ihre
Einflussfaktoren auf menschliche Zellen und Gewebe in den Fokus genommen. Hintergrund
ist die klinische Anwendung von Kaltplasma auf chronische Wunden, da das
kaltplasmagenerierte ~ Stickstoffmonoxid und seine Derivate iiber eine verbesserte
Durchblutung und als wichtige Modulatoren im Wundheilungsprozess eine neue

Therapieoption bieten konnten.

5.1 Toxizitiit des Kaltplasma

Der limitierende Faktor jeder neuen Technologie in der Medizin ist die Sicherheit der
Anwendung. Es muss deshalb gewihrleistet sein, dass keine akuten Schiden und keine
Spétfolgen auftreten. Da bei Plasmaanwendungen immer reaktive Spezies entstehen, ist es
wichtig zu wissen, ab wann diese Spezies zu irreversiblen Schiden an der DNA fiihren. Durch
Anwendung des TUNEL-Assays wurde untersucht, ob die Behandlung von menschlicher
Haut mit dem DBD-Plasmastick zu DNA-Schiden fiihrt. Es zeigte sich, dass eine maximale
Behandlungszeit von 6 min keine DNA-Einzel- oder Doppelstrangbriiche in menschlichen
Hautzellen bewirkt. In weiteren Experimenten der Forschungsgruppe konnte gezeigt werden,
dass auch ein artifizielles Epidermis-Model (Episkin) keine signifikante erhdhte Apoptoserate
nach einer einstiindigen Behandlung zeigt [48]. Diese Ergebnisse sind allerdings nur mit der
hier benutzten Plasmaquelle reproduzierbar, in anderen Studien wurden bei kiirzeren
Behandlungszeiten Apoptoseinduktionen gesehen. Obwohl auch hier mit einer DBD-
Elektrode gearbeitet wurde, sind die Ergebnisse nur bedingt vergleichbar, denn der
Versuchsaufbau, die Beschichtung der Elektrode und die Energiedosis (J/cm®) unterscheiden
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sich [60]. Ausgehend von diesen Ergebnissen konnte nun fiir alle folgenden Versuche die
maximale Behandlungszeit fiir die verwendete Plasmaquelle festgelegt werden. Es wurden
Zellen und Gewebe bis zu 5 Minuten behandelt. Da es bereits bei diesen Behandlungszeiten
zu relevanten Effekten kam, wurde die Behandlungszeit nicht verldngert. Der Vergleich mit
anderen Studien und Versuchsaufbauten zeigt aber, wie wichtig es ist, die Grundeinstellungen
der Plasmaquelle zu kennen, um die Effekte wirklich verstehen und reproduzieren zu konnen.
In der ersten Phase der Beurteilung der Plasmaquelle ist es also essentiell, die Dosis und
Behandlungszeit zu kennen, in der es noch nicht zu Schiaden der DNA kommt.

Die potenziell toxische Wirkung des Plasmas bietet aber auch Optionen in der Bekdmpfung
von Bakterien. Dieser Aspekt ist besonders interessant vor dem Hintergrund, dass eine
chronische Wunde hdufig bakteriell besiedelt ist, nicht selten auch durch multiresistente
Keime [34]. Napp ef al. zeigten in einer in vitro Studie das insbesondere diese Keime sensibel
auf eine wenige Sekunden dauernde DBD-Plasmabehandlung reagieren [172]. Der toxische
Effekt wird ausgelost durch reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies und kann auch mit
anderen Plasmaquellen gezeigt werden [53, 173]. Es muss also die spezifische Dosis evaluiert
werden, die toxisch fiir Bakterien ist, aber noch unschidlich fiir humane Zellen. Eine
maximale Behandlungsdauer von bis zu 6 Minuten, welche in dieser Arbeit gezeigt wurde,
bietet also ausreichend Spielraum, um an Bakterienkulturen die genaue bakterizide Dosis zu
definieren. Kritisch muss allerdings hinterfragt werden, ob nicht langfristig Schdden aus einer
Plasmabehandlung resultieren. Hierzu gibt es auf diesem sehr jungen Forschungsgebiet noch
keine Daten, da die klinische Anwendung erst seit einigen Jahren und auch nur an einem

kleinen Patientenkollektiv stattfindet.

5.2 Anwendung in Fliissigkeiten und auf der Haut

Stickstoffmonoxid und seine Derivate spielen in vielen Stoffwechselwegen eine wichtige
Rolle. Eine Wundheilungsstorung kann entstehen bzw. aggraviert werden, weil ein Defizit
von NO und seinen Derivaten vorliegt [138]. Dieses wurde schon in den 1990er Jahren
erkannt und in den folgenden Jahren wurden einige Methoden entwickelt, um die NO-
Konzentration in chronischen Wunden zu beeinflussen. Dazu zdhlen unter anderem eine
Arginin-Didt um eine Verbesserung der iNOS-Expression zu erreichen [140, 174], Polymere,
welche als Wundauflage benutzt werden und NO freigeben [175, 176] und eine Therapie mit
gasformigem NO [177]. Bisher ist keine dieser Methoden in der Praxis angekommen. In
dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass der DBD-Plasmastick die NO-Derivate
Nitrit und Nitrat in Konzentrationen bis zu 1654,55 uM (+ 213,31 puM) in neutralen

Flissigkeiten (PBS) nach 10 miniitiger Behandlungszeit und bis zu 774,99 + 133,29 uM nach
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5 Minuten Behandlung freisetzt. Interessant ist, dass die Konzentrationen der geldsten NO-
Derivate liber einen gewissen Zeitraum stabil messbar sind und in gleichbleibender
Konzentration in der Fliissigkeit vorliegen. Dies ldsst darauf schlieBen, dass die Effekte der
NO-Derivate auch unabhingig von der direkten Anwendung des Plasmasticks z.B. in Form
von Plasma-behandelten Fliissigkeiten anwendbar sind. Und es zeigt, dass die NO-
Verbindungen in fliissigem Milieu, wie z.B. im Bereich einer Wunde stabil und damit ldnger
wirksam sein konnten. Gemessen wurden hier immer Nitrat und Nitrit, welche als NO-
Speicher und Donatoren fungieren, da NO selbst sehr fliichtig ist und nur eine Halbwertszeit
von wenigen Sekunden hat. Die klinische Relevanz, nicht nur im Bereich der Wundheilung,
dieser Ergebnisse wird unterstiitzt durch Studien, in denen Krebszellen nach Behandlung mit
Plasma-aktiviertem Medium (PAM) eine erhohte Apoptoserate zeigten [178]. Dabei wurde
auch gezeigt, dass die Effekte nahezu dquivalent zu einer reinen Exposition der Zellen mit
Wasserstoffperoxid und Nitrit ohne Plasmabehandlung sind. Dies bedeutet, dass es noch
weitere reaktive Spezies im Plasma gibt, die einen Effekt auf die behandelten Zellen haben
[179]. Die Apoptose wird ausgeldst durch die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies, die
durch die Zellmembranen diffundieren und wie bereits mehrfach beschrieben, durch
Oxidation von wichtigen Héamproteinen in der Atmungskette, die Freisetzung von
proapoptotischen Faktoren auslosen. Zusitzlich wird durch die oxidative Schidigung der
DNA der proapoptotische Faktor PARP-1 (Poly(ADP-ribose)-Polymerase 1) freigesetzt.
Insbesondere Tumorzellen sind, anders als gesunde Zellen, aufgrund ihrer erhdhten
Zellteilungsrate anfdlliger fiir oxidativen Stress [180-182]. Dieser Exkurs in die Anwendung
von Plasma-aktivierter Fliissigkeit in der Tumorforschung zeigt, dass die freigesetzten
Radikale zwar potenziell toxisch fiir humane Zellen werden konnen, aber gesunde Zellen
durch die Hochregulation von Antioxidantien geschiitzt sind. Zudem werden damit die
Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzt, die zeigen, dass die Effekte der Kaltplasmabehandlung
im feuchten Milieu einer Wunde iiber eine ldngere Zeit auch nach Beendigung der
Behandlung ablaufen. Auf Wunden wurde bisher vor allem die Anwendung von Plasmasticks
untersucht, da hier die direkte Anwendung des Plasmas gut mdoglich ist. Allerdings ist es
vorstellbar, dass auch in der Behandlung von chronischen Wunden PAM eingesetzt werden
konnen, z.B. bei schwer erreichbaren Wundgebieten oder wenn ein Plasmastick nicht
anwendbar ist (bettldgerige Patienten zuhause oder im Altenheim). Da der Durchmesser der
hier verwendeten Elektrode mit 1 cm relativ klein ist, muss fiir die Behandlung
grof3flichigerer Wunden die Entwicklung gréBerer Elektroden erfolgen, oder eben eine

Plasma-aktivierte Fliissigkeit zur Wundbehandlung entwickelt werden. Zu beachten ist, dass
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die Bezeichnung Plasma-aktiviertes Medium viele, verschieden zusammengesetzte Losungen
beinhaltet, unter anderem auch Medien mit fetalem Kaélberserum (FBS). Je nach
Zusammensetzung kann es zu unterschiedlicher Effektstirke des Plasmas kommen, da z.B.
das FBS als Radikalfanger wirkt [183].

In dieser Arbeit wurde deshalb neben PBS auch Blutplasma mit dem DBD-Plasmastick
behandelt. Die Behandlung von Blutplasma ergab eine ebenfalls streng Behandlungszeit-
abhédngige Akkumulation von NO-Derivaten. Allerdings sind die Messergebnisse insgesamt
minimal geringer als in der neutralen Fliissigkeit PBS. Dies kann dadurch erklért werden, dass
im Blutplasma verschiedenste Proteine (v.a. Albumin 60%) vorliegen, mit denen das NO,
aber auch das Nitrit und Nitrat reagieren und dadurch gebunden sind. Dass solche Prozesse
stattfinden, zeigt die Messung der S-Nitroso-Verbindungen. Hier zeigt sich nach der
Behandlung ein Anstieg des proteingebundenen NO. Dies unterstiitzt die These, dass
Plasmaproteine als Radikalfinger die Effekte des Plasmas abmildern konnten. Allerdings
waren die Konzentrationen im nano- bis einstelligen Mikromolaren Bereich, so dass die
Verminderung der Wirkung in den hier untersuchten Versuchsautbauten wohl marginal sein
wird. Zusitzlich wurde aber auch nachgewiesen, das z.B. S-Nitrosoalbumin nicht nur als NO-
Akzeptor fungiert, sondern auch als NO-Speicher und Donator [184]. Damit kann der
verlangerte Effekt der Plasmawirkung auch durch die Entstehung dieser Verbindung erklért
werden. Das Blutplasma wurde in den folgenden Zellversuchen als Medium genommen, um
das feuchte Milieu einer Wunde nachzubilden.

Bakterien, die in der feuchten Umgebung einer Wunden wachsen und einen Biofilm bilden,
sind vor allem Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa. Diese aeroben
Bakterien sind héufig resistent gegen eine antibiotische Therapie [2, 185]. Durch
physikalisches Kaltplasma konnte eine signifikante Reduktion dieser Bakterien erreicht
werden. Der genaue Mechanismus ist bisher nicht bekannt, allerdings wird eine
multifaktorielle Wirkung auf die bakterielle DNA, wichtige Proteine und die Zellmembran
beschrieben [186]. Das in dieser Arbeit untersuchte Stickstoffmonoxid, sowie seine Derivate
sind einige der potenziellen bakteriziden Komponenten. Es konnte in Studien gezeigt werden,
dass Nitrit das Wachstum genau dieser Bakterien hemmt und sie abtdten kann, indem es
Héamproteine der Atmungskette oxidiert [187]. Dieser Mechanismus fiihrt dazu, dass noch
mehr Sauerstoffteilchen in das Bakterium diffundieren und dort zu Superoxiden und
Wasserstoffperoxid oxidieren. Durch das NO werden aber die bakteriellen antioxidativen
GSH-Proteine bereits oxidiert und damit inaktiviert. Im Folgenden kann das

Wasserstoffperoxid iiber Oxidation der DNA und wichtiger Proteinen dem Bakterium weiter
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schaden und zum Zelltod fiihren. Fiir menschliche Zellen kann diese Kombination aus
Wasserstoffperoxid und NO-Derivaten ebenfalls toxisch sein, allerdings sind mehr
Antioxidantien und weniger eisenhaltige Proteine vorhanden. Damit wird eine hohere Dosis
notwendig, um zu einem Zellschaden zu fiihren [188].

Aber auch weitere positive Effekte wie eine Vasodilatation und eine Induktion der
Immunreaktion konnten ausgeldst werden. Immunreaktionen werden v.a. von NO direkt
durch Induktion und Steuerung der Aktivitit von Cytokinen (v.a. IL-1, IL-8 und TNF-a)
kontrolliert [87, 153]. Allerdings muss noch untersucht werden, wie viel NO wirklich in den
Zellen nach Plasmabehandlung ankommt, denn es hat nur eine kurze Halbwertszeit und ist
sehr reaktiv. Das NO zum Teil in Wundgewebe eindringen kann und dort messbar ist,
konnten Shekhter et. al. nach Behandlung von Wunden mit gasformigem NO nachweisen
[89]. Die NO-Derivate Nitrit und Nitrat sind weniger reaktiv und stabilere Verbindungen, die
aber auch in das Gewebe diffundieren kdnnen und als NO-Donatoren fungieren. Nitrit hat
alleine keine vasodilatatorischen Effekte [189], aber iiber die Oxidation von Hidmproteine,
v.a. Himoglobin unter Anoxie und Hypoxie kommt es zur Generierung von NO. Dies ist eine
wichtige Reaktion zum Ausldsen einer hypoxischen Vasodilatation im Blutkreislauf [190,
191]. Bei der Oxidation entstehen, wie schon zuvor beschrieben, die freien Radikale
Superoxid und Peroxid und Methdmoglobin [192]. Diese sind toxisch, ihre Wirkung kann
aber durch Ascorbat gemindert werden und das Methdmoglobin durch die
Methdmoglobinreduktase wieder reduziert werden. Nitrit und Nitrat, welches in
Plasmabehandelten Medien gelost wird, kann per Diffusion in das Gewebe und Zellen
eindringen und teilweise auch iiber membranstindige Transporter in die Zellen eindringen
[193]. Diese Mechanismen konnten im hypoxischen Wundmilieu zu einer verbesserten
Perfusion flihren und den Effekt des meist nur wenige Sekunden stabilen NO-Molekiils
prolongieren.

Nachdem nachgewiesen wurde, dass sich NO-Derivate in relevanten Konzentrationen in
neutralen Fliissigkeiten und in Blutplasma 16sen und dort iiber mehrere Minuten stabil sind,
wurde menschliche Haut mit dem DBD-Plasmastick behandelt. Es wurde intakte Haut und
Haut behandelt, bei der die Epidermis entfernt wurde. Nach der Behandlung wurde die
behandelte Hautprobe homogenisiert, um zu messen, wie hoch die Konzentrationen der NO-
Derivate in der Haut sind. Die Hautdicke betrug 6 mm. Die Ergebnisse zeigen, dass NO,
Nitrit und Nitrat in der Haut akkumulieren und ihre Konzentrationen nach Plasmabehandlung
signifikant ansteigen. Damit ist bewiesen, dass die Plasmaeffekte sich nicht nur an der

Oberfliche und im Fliissigkeitsfilm auf der Haut abspielen, sondern das die reaktiven
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Stickstoffspezies in die Haut eindringen und dort reagieren konnen. Dies wird dadurch
unterstiitzt, dass sich auch ein Anstieg der S-Nitrosoverbindungen nach Plasmabehandlung
zeigte. In der Dermis, also in den Hautstiicken bei denen die Epidermis zuvor entfernt wurde,
war die Konzentration etwas, aber nicht signifikant hoher. Damit zeigt sich, dass in der Haut
NO an Proteine gebunden wird. In der plasmabehandelten Dermis fiel auf, dass die Nitrit-
Konzentrationen viel geringer sind, als in der vollstindigen Haut. In der intakten Haut (mit
Epidermis) wird eine deutlich hohere Konzentration von Nitrit als von Nitrat gemessen.
Diesen Effekt kann man dadurch erkliren, dass die Halbwertszeit von NO extrem divergiert,
je nach Umgebungszusammensetzung (Nitrit-Konzentration,  Sauerstoffpartialdruck,
u.a.)[101]. NO konvertiert in fliissigem Medien hauptsdchlich zu Nitrit, teils durch
Reaktionen mit Sauerstoff, teils durch Autooxidation [194]. Da die Dermis ohne die
schiitzende Epidermis sehr schnell austrocknet, kann es sein, dass NO schneller zur Nitrat
oxidiert ist und Nitrit nur sehr kurz nachweisbar ist. Nitrat ist im Gegensatz zum Nitrit eine
stabilere Verbindung und hat eine Halbwertszeit von mehreren Stunden [189]. Es wurde
bereits mehrfach nachgewiesen, dass eine erhdhte Nitratkonzentration im Blut zu einer
verbesserten Gewebsdurchblutung und Senkung des Blutdrucks fiihrt. Es wird
geschlussfolgert, dass Nitrat eine alternative NO-Quelle ist, wenn die NO-Synthase nicht
ausreichend NO produziert [195]. Hieraus kann abgeleitet werden, dass der
Feuchtigkeitsgehalt der zu behandelnden Oberfliche eine mafigebliche Rolle in der
Wirkungsweise des Plasmas spielt. Eine trockene Oberfliche fithrt zu einer anderen
Zusammensetzung und wahrscheinlich auch Wirksamkeit der NO-Derivate als eine feuchte
Oberflache. Darauf deuteten auch die zuvor beschriebenen Konzentrationen von Nitrat und
Nitrit in PBS und Blutplasma hin. Zudem kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden,
dass physikalisches Plasma ldngere und stirkere Effekte hat, wenn es auf feuchten
Oberflachen angewendet wird, da hier die reaktiven Spezies akkumulieren und {iber einen
langeren Zeitraum in die Haut aufgenommen werden konnen. Diese Akkumulation fiihrt zu
einer Verschiebung des pH-Werts der Fliissigkeit in einen sauren Bereich. Die pH-Wert
Veranderungen wéhrend der Wundheilung sind bisher sehr selten untersucht worden,
allerdings ist gesichert, dass der pH-Wert der Haut und der Wunde ein wichtiger Faktor ist
[196]. In weiteren Versuchen im Vorfeld zu dieser Arbeit konnte gezeigt werde, dass der
DBD-Plasmastick den pH Wert von gesunder Haut auf minimal 2 absenken kann [48].
Abhingig vom Feuchtigkeitsgehalt und der Akkumulation der reaktiven Komponenten des
Plasmas ist der pH-Wert sehr variabel und schwer einzustellen. Damit ist er ein weiterer

Faktor, der bei der Qualifizierung und Quantifizierung des kalten Plasmas eine Rolle spielt.
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Welche Effekte die Anpassung des pH-Werts auf die Plasmaeffekte hat, muss noch weiter
untersucht werden. Nitrit und Nitrat hingegen haben dhnliche Funktionen z.b. als NO-
Donatoren oder auch als direkte Einflussfaktoren auf den Zellstoffwechsel. Allerdings sind
die unterschiedlichen Konzentrationen in der intakten Haut und der Dermis signifikant und es
muss weiter untersucht werden, ob dies andere Effekte auslost. Hier wird demonstriert, wie
wichtig es ist, dass alle Parameter der Anwendung, insbesondere der Feuchtigkeitsgehalt der
behandelnden Oberfliche stets einheitlich seien miissen, um die Plasmaeffekte vergleichen zu
konnen. Die Akkumulation von NO und seinen Derivaten sowohl in der Dermis, als auch in
der intakten Haut zeigt, dass durch die Plasma-Behandlung die aktiven Molekiile nicht nur an
der Oberfliche gelost werden, sondern auch tiefer in das Gewebe eindringen koénnen und
somit die bereits zuvor beschriebenen Effekte der Vasodilatation und Immunmodulation
auslosen konnten.

Ergidnzend zu den oben beschriebenen Untersuchungen, die mit Messungen aus
Homogenisaten der Haut durchgefiihrt wurden, wurde die Penetration von Spalthaut
(Epidermis einer definierten Dicke: 0,7 und 0,3 mm) untersucht. Es wurden deutlich geringe
NOD-Konzentrationen gemessen (nmol), als in den Hauthomogenisaten, was sich dadurch
erkldren lésst, dass natiirlich ein Teil der Derivate in der Haut akkumuliert und dort gebunden
wird. Trotzdem zeigen die Messwerte sehr gut, dass ein Durchdringen der obersten
Hautschicht durch die NO-Derivate nach Kaltplasmabehandlung moglich ist. Zusitzlich
wurde nachgewiesen, dass eine ldngere Behandlung zu einer héheren Konzentration von NO-
Derivaten in der Trigerlosung unter der Haut fiihrt. Das bedeutet, dass die notwendige
Konzentration um den Benefit der NO-Freisetzung in der Haut zu erreichen zeitabhingig ist
und tliber die Behandlungsdauer gesteuert werden kann. Zudem wurde durch Messungen nach
der eigentlichen Behandlung gezeigt, dass es noch 50 Minuten nach der Plasmabehandlung zu
einem Anstieg der Nitratkonzentration in der Losung unter Haut kommt. Damit wird
demonstriert, dass es erst nach Beendigung der Plasmabehandlung das nitrat und auch das
Nitrit in tiefere Hautschichten eindringt. Mogliche Effekte konnten also erst verzogert
auftreten. Anzumerken ist, dass das Nitrit in sehr geringen Dosierungen im einstelligen bis
niedrigem zweistelligem Nanomol-Bereich die Spalthaut durchdrungen hat. Das Nitrat konnte
Konzentrationen bis fast 100 nmol erreichen. Im Vergleich zu den Messungen in der
homogenisierten Haut geben diese Ergebnisse einen Hinweis auf die Verteilung von Nitrit
und Nitrat in der Haut nach einer Plasmabehandlung. Nitrat scheint einfacher durch die
Hautschichten in die Tiefe eindringen zu konnen, wéhrend Nitrit wahrscheinlich in der

Epidermis akkumuliert. Ob die Konzentrationen, die bis dorthin durchdringen, ausreichend
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sind, um relevante Effekt zu erzielen, muss noch weiter untersucht werden. Diese
Experimente zeigen aber, dass die Plasmawirkungen nicht nur auf der Oberfliche der Haut
stattfinden, sondern auch tiefer in das Gewebe eindringen koénnen. Es ist nun wichtig
herauszufinden, welche Dosierung den maximalen Effekt in welcher Hautschicht hervorruft,
ohne an der Oberfldche zu toxischen Reaktionen zu fiihren. Beriicksichtigt man das spezielle
Milieu einer chronischen Wunde, kann es durchaus von Vorteil sein, wenn die NO-Derivate
in tiefere noch intakte Hautschichten eindringen und dort zu einer Vasodilatation und
Immunmodulation fithren kénnten. Denn wiirden sie nur an der Oberfliche akkumulieren,
konnte es sein, dass die Wirkung auf eine reine Sterilisation durch Auslosung von
Oxidationsreaktionen begrenzt ist. Die NO-Derivate benétigen, wie bereits zuvor beschrieben,
bestimmte Proteine um wirken zu konnen. Speziell fiir die Vasodilatation ist es relevant, dass
Kapillaren durch das NO erreicht werden kdnnen. In chronischen Wunden miissen dafiir
zundchst die oberflachlichen Zellschichten durchdrungen werden. Diese Ergebnisse erginzen
die zuvor beschriebenen Messungen aus den Hauthomogenisaten und zeigen deutlich, dass
die reaktiven Stickstoffspezies in die Haut eindringen.

Zusammenfassend wird gezeigt, dass plasmainduzierte NO-Derivate (spezieller Nitrat und
Nitrit, und auch NO selbst) in Fliissigkeiten akkumulieren und dort auch iiber einen Zeitraum
von mehreren Minuten nachweisbar sind. Im Weiteren konnte gezeigt werden, das die NO-
Derivate in homogenisierter Haut nachweisbar sind und somit auch in die Haut eindringen
konnen. Essentiell scheint eine ausreichende Feuchtigkeit des Gewebes zu sein, um eine
groBBtmogliche Reaktivitit zu erreichen. Die tatsdchliche Diffusionsfahigkeit wurde am
Beispiel von Epidermisprdparaten nachgewiesen. Hier konnte gezeigt werden, dass Plasma-
induzierte NO-Derivate durch die Epidermis penetrieren konnen. Welche genauen
Mechanismen sie dort auslosen und welche Konzentrationen notwendig sind, muss in

weiteren Versuchen untersucht werden.

5.3 Anwendung auf Zellen und Beeinflussung des Wachstums- und

Differenzierungsverhaltens

Nach den quantitativen Untersuchungen von Plasmainduzierten Stickstoff-Derivaten in
Fiissigkeiten und in menschlicher Haut, folgten Versuche zur Wirkung des Plasmas auf

Fibroblasten.
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Es wurde die Zellviabilitdt (Anteil lebender Zellen in einer Gesamtzellpopulation) untersucht,
da bereits bekannt ist, dass die Plasmaanwendung das Wachstum hemmen kann bzw. in
humanen Zellen Apoptose und teilweise sogar nekrotische Prozesse auslosen kann [77, 197,
198]. Unter den hier durchgefiihrten Versuchsbedingungen zeigte sich die Zellviabilitdt ab
einer Behandlungszeit von 60 s bereits vermindert. Wichtig ist hier die Unterscheidung zu
dem oben beschriebenen TUNEL-Assay, welcher gezeigt hat, dass die Fibroblasten, die in der
intakten Haut Plasmabehandelt wurden, keine DNA-Strangbriiche zeigten und somit nicht
geschédigt wurden (bei einer Behandlungsdauer bis zu 6 min). Somit ist zu vermuten, dass die
Fibroblasten im Zellverband der Haut weit aus lingere Behandlungszeiten ohne toxische
Schiden iiberstehen. Dies ist bei der Ubertragung von Anwendungsschemata von in vitro auf
in vivo zu beachten. In den Versuchen zur Zellviabilitit wurden Fibroblasten direkt in der
Zellkultur behandelt. Hier ist das Milieu feuchter als auf der Haut, da es ohne einen
Fliissigkeitsfilm zur Austrocknung der Zellen wihrend der Behandlung kommen wiirde. Wie
bereits in Kapitel 5.2 beschrieben, kommt es in Fliissigkeiten zu einer Akkumulation der NO-
Derivate und somit auch zu prolongierten Effekten ebendieser. Es akkumulieren aber nicht
nur NO-Derivate, sondern auch andere Radikale, wie z.B. Wasserstoffperoxid in der
Fliissigkeit. Dies konnte ein Erkldrungsansatz fiir die gezeigte verringerte Zellviabilitdt nach
60 s Behandlung sein. Die Toxizitit des Plasmas ist v.a. bedingt durch die reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffspezies, wie bereits mehrfach in dieser Arbeit beschrieben.
Allerdings sind die Fibroblasten als Monolayer auf der Wellplatte angeziichtet und damit
sensibler gegeniiber dufleren Einfliissen. Durch die Behandlungszeit von 60 Sekunden kommt
es zu einer geringen Verdunstung des Blutplasma mit dem die Zellen bedeckt waren. Dies
kann zur erhohten Akkumulation der reaktiven Sauerstoff - und Stickstoffspezies fiihren, aber
auch einfach zu einer Austrocknung der Zellen. Ahnliche Beobachtungen wurden auch in
anderen Studien gemacht [46]. Ein Hinweis, dass die Sauerstoff- und Stickstoffspezies
ursdchlich fir die verminderte Zellviabilitét sind, zeigt die Kontrolle, in die Nitrit, Nitrat und
Wasserstoffperoxid in den Konzentrationen, die bei einer Behandlungszeit von 60 s entstehen,
hinzugefiligt wurden. Hier bot sich ebenfalls eine verringerte Zellviabilitdt. Damit kann zu
mindestens ein toxischer Einfluss der UV-Strahlung und des Spannungsfelds in diesem
Versuchsaufbau wahrscheinlich ausgeschlossen werden. Interessant ist auch, dass der Zusatz
von TGF-f eine dhnliche verminderte Zellviabilitit aufweist. TGF- ist ein wichtiger Faktor
fiir die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten [199]. Die im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle niedrigerer Zellviabilitit kann durch eine Differenzierung der

Fibroblasten zu Myofibroblasten erklart werden. Die dadurch verminderte bzw. langsamere

69



Zellteilungsrate erkldrt den Unterschied zur unbehandelten Kontrolle. In weiteren
Untersuchungen der Forschungsgruppe wurde in in vitro-Studien das Wasserstoffperoxid als
auslosender Faktor identifiziert, allerdings ist der genaue Mechanismus und weitere
Einflussfaktoren noch nicht endgiiltig geklart [162]. Obwohl im Gegensatz zur unbehandelten
Kontrolle die Zellviabilitit niedriger ist, wird aber auch hier deutlich, dass die Fibroblasten
trotzdem weiter wachsen, denn nach 10 Tagen ist ihre Stoffwechselaktivitit um 50%
gestiegen.

Um zu sehen, ob die These der Differenzierung der Zellen und damit einhergehenden
verminderten Zellviabilitit korrekt ist, wurden die Fibroblasten auf die Expression von Alpha-
SMA untersucht. Dies ist ein Protein, welches in Myofibroblasten exprimiert wird. Es ist Teil
des Zytoskeletts und kann durch Kontraktion die Zellwénde zusammenziehen. Mehrere dieser
spezialisierten Zellen nebeneinander in einer Matrix konnen zusammen so eine Kontraktion
z.B. von einem Wundrand auslésen. Dadurch wird der Wundschluss beschleunigt [ 149, 200].
Die Hypothese war, dass aufgrund der Plasma-Behandlung die Fibroblasten in
Myofibroblasten differenzieren. Alpha-SMA Proteine konnten dann sowohl in
Fluoreszenzfiarbungen, als auch per Western Blot in Plasma-behandelten Fibroblasten
nachgewiesen werden. Dabei fiihrte schon eine Behandlung iiber 30 Sekunden zu einem
signifikanten Anstieg der Alpha-SMA Expression im Western Blot. Die ldngeren
Behandlungszeiten fiihrten zu keinem weiteren Anstieg der Expression, sondern blieben auf
einem &dhnlichen Niveau. Das zeigt, dass bereits eine kurze Behandlungszeit zu einem
zelluldren Effekt fiihrt. Dieser Effekt kann sowohl positiv, als auch negativ sein. In der
physiologischen Wundheilung spielen Myofibroblasten eine wichtige Rolle, allerdings kann
eine liberschieBende Differenzierung zu ausgepréigter Narbenbildung und Entstehung von
Kontrakturen fithren [201, 202]. Auch in diesem Versuch differenzierten die Zellen unter
Zugabe von Nitrit, Nitrat und Wasserstoffperoxid, so dass einer dieser Faktoren die
Differenzierung ausgelost hat. Es zeigte sich, dass eine alleinige Zugabe von
Wasserstoffperoxid ebenfalls zu einer erhdhten Alpha-SMA Expression fiihrte [162]. Der
genaue Mechanismus dieser Ergebnisse ist nicht bekannt. Allerdings wurde in anderen
Veroffentlichungen nachgewiesen, dass reaktive Sauerstoffspezies einen Einfluss auf die
Differenzierung von Zellen haben [203]. Andere Untersuchungen zeigen, dass auch reaktive
Stickstoffspezies (z.B. Peroxynitrit) eine erhohte TGF-f-Produktion in humanen Fibroblasten
auslosen und zur Gewebsmodellierung durch Kontraktion fithren [204]. Dass physikalisches,

kaltes Plasma zu einer Differenzierung von Zellen fiihrt, ist eine erstaunliche Entdeckung, die
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vielversprechend auch fiir andere klinischen Bereich au3erhalb der topischen Anwendung auf
Wunden ist, z.B. in der Stammzellforschung.

Es wurde im Folgenden untersucht, ob aufgrund der beschriebenen Differenzierung von
Fibroblasten in Myofibroblasten das Migrationsverhalten ebenfalls verdndert ist. Dabei wurde
gemessen, ob die Fibroblasten nach Plasmabehandlung schneller einen artifiziellen Spalt auf
einer Well-Platte verschlieBen. Die Untersuchung zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen der unbehandelten Kontrolle und den behandelten Zellen. Grundlage fiir diesen
Versuch war ,neben den oben beschriebenen Erkenntnissen, auch die These, dass NO zu einer
erhohten Migration fiihrt. Dies konnte bereits durch Anwendung von NO-Nanopartikel auf
humanen Fibroblasten und in vivo am Mausmodel nachgewiesen werden [205]. Dass die
Kaltplasma-Behandlung keinen Effekt auf die Migration gezeigt hat, konnte durch eine zu
kurze Behandlungszeit und damit zu geringen NO-Konzentration erkldrt werden. Zu
bedenken ist auch, dass in den zuvor durchgefiihrten Versuchen prinzipiell zunichst von einer
Stagnation des Wachstums auszugehen ist. Somit kann es sein, dass die Zellen durch den
oxidativen Stress, wie oben beschrieben, in der beobachteten Zeit nach der Behandlung
zunidchst nicht in der Lage sind zu migrieren, sondern entweder in die Differenzierung gehen,
apoptotisch ~ werden oder in einem Ruhezustand verweilen. Ein lédngerer
Beobachtungszeitraum bei einem groBeren Spalt konnte Aufschluss geben, ob dies der Fall

1st.

6. Kritik

Insgesamt ist die Arbeit mit der Plasmaquelle sehr diffizil, da es multiple Storfaktoren gibt.
Die Elektrode muss absolut trocken sein, der Abstand von 1 mm tiber dem zu behandelnden
Gewebe muss immer eingehalten werden, auch wenn wie z.B. bei der Behandlung von
menschlicher Haut minimale Dellen und Vertiefungen bestehen. Selbst der Atem des
Forschenden kann die Zusammensetzung des erzeugten Spannungsfeldes beeinflussen. Trotz
grofBer Sorgfalt und optimierter und sehr aufwendiger Untersuchungsaufbauten, kann eine
Storung nie ausgeschlossen werden. Somit ist die Verbesserung der Anwendungsgenauigkeit
von Plasmaquellen ein weiterhin spannendes und notwendiges Forschungsfeld bevor eine
klinische Anwendung erfolgreich, reproduzierbar und sicher erfolgen kann und insbesondere
in der Forschung eine valide Reproduzierbarkeit erreicht wird. Die Ubertragbarkeit der in
vitro - FErgebnisse auf die Anwendung im klinischen Umfeld ist dann die néchste

Herausforderung.
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Einige der Versuchsaufbauten in dieser Arbeit waren sehr aufwendig und wurden so bisher
noch nicht durchgefiihrt. Dadurch haben diese Methoden durch Modifikationen und
Erweiterungen durchaus noch Optimierungspotenzial fiir folgende Forschungen. Insbesondere
die Festlegung der optimalen Behandlungszeiten ist wichtig vor jeder Arbeit mit dem DBD-
Plasmastick. Die Unterschiede der Behandlungszeiten in dieser Arbeit resultieren aus den
unterschiedlichen Geweben und Zellen. Intakte Haut mit Epidermis kann sehr lange behandelt
werden, wihrend Zellen in der Zellkultur sehr schnell austrocknen, wenn sie zu lange
ungeschiitzt unter dem Plasmastick stehen. Dies ist nicht durch eine Temperaturerhohung
durch den Plasmastick, sondern durch Verdunstung bedingt. Haut, bei der die Epidermis
entfernt wurde, zeigt bereits makroskopisch nach wenigen Minuten trockene Stellen
unabhéngig von der Behandlung, so dass dies zu einer verdnderten Diffusionsfdhigkeit und
Akkumulation der reaktiven Plasmaprodukte fiihrt. Dies spiegelt sich in den gemessenen
Nitrit und Nitrat Konzentrationen wieder. Da eine Wunde unterschiedlichste
Oberflachenstrukturen aufweist, ist es umso wichtiger, die genauen Wirkprozesse und
Einflussfaktoren des Plasmas zu kennen, um eine optimale Wirkung erzielen zu kénnen und
toxischen Effekten vorzubeugen.

Die Plasmaquelle ist in dieser Arbeit eine DBD-Plasmaelektrode. Wie in der Einleitung
beschrieben gibt es mehrere Mdoglichkeiten kaltes Plasma zu erzeugen. Es gibt bereits viele
Studien, die die Effekte der unterschiedlichen Plasmaquellen vergleichen. Und auch die
Ergebnisse dieser Arbeit miissten mit einer indirekten Plasmaquelle validiert werden, um eine
Vergleichbarkeit zu erreichen. In der klinischen Anwendung sind bisher 2 Plasmaquellen
zugelassen: der PlasmaDerm® (eine DBD-Elektrode der Firma Cinogy GmbH, Duderstadt)
und der kINPen MED® (ein Plasmajet mit Argon als Tridgergas der Firma neoplas tools
GmbH, Greifswald). Weitere Geréte sind bereits zugelassen oder kurz vor der Marktreife.
Doch bisher sind noch viele Fragen beziiglicher der genauen Wirkmechanismen der
Plasmaquelle ungel6st und miissen weiter untersucht werden. Trotz einiger positiver
Ergebnisse in der Behandlung und Sterilisation von chronischen Wunden, zeigt diese Arbeit,
dass es dringend notwendig ist, weiter Grundlagenforschung zu betreiben, um eine sichere
und effektive Anwendung zu ermoglichen. Beide genannten Plasmaquellen werden auf
Wunden verschiedener Ursache angewendet, allerdings ist weiterhin nicht klar, welche
genauen Einfliisse die Oberflachenfeuchtigkeit und die Zusammensetzung des Wundmilieus
auf die Heilung haben. Zudem sind die Plasma-Gerdte bisher nur an sehr kleinen
Patientenkollektiven = angewendet worden und nicht gegeniiber herkdmmliche

Wundbehandlungen als Kontrollen getestet worden. Die Bakterienreduktion zeigte auch eher
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selektive Ergebnisse bei bestimmten Bakterienstimmen. Ergdnzend muss untersucht werden,
ob jede Wunde mit jedem Plasmastick behandelt werden kann, oder ob eine individuell, an
die Charakteristika der Wunde und der Grunderkrankung angepasste Plasmatherapie zu einem
verbesserten Outcome fiihrt. Daflir muss weiterhin untersucht werden, welche
Plasmafaktoren- und Zusammensetzungen relevant fiir die Wundheilung sind. Diese
Erkrankungen konnen ebenfalls von einem individuell ,,designten* Plasma profitieren, denn
sie haben andere Ursachen und Pathomechanismen als eine chronische Wunde. Auch die
Folgen einer hdufigen und langfristigen Anwendung sind noch nicht absehbar. Aufgrund der
multiplen Einsatzmoglichkeiten, nicht nur in der Medizin, sondern auch in der
Kosmetikindustrie birgt die Plasmamedizin ein enormes 6konomisches Potenzial, umso mehr
muss auf eine validierte und sichere Anwendung der Gerite geachtet und weiter
Grundlagenforschung betrieben werden. Zu schnelle erfolgsverheilende Versprechungen
konnen dieses junge Forschungsfeld schnell in Verruf bringen. Dies wurde bereits 2012 in
einem Konsensuspapier von deutschen Plasma-Forschern angemerkt und gilt auch noch im

Jahr 2020 [206].

7. Schlussfolgerung

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Kaltplasma relevante
Konzentrationen von NO-Derivaten erzeugt und diese in fliissigem Medium aber auch in
menschlicher Haut nachgewiesen werden konnen. Im Vordergrund dieser Arbeit steht die
Grundlagenforschung zur klinischen Anwendung des Plasmas in der Behandlung von
chronischen Wunden, somit liegt der Fokus insbesondere auf den Effekte des
Stickstoffmonoxids und seiner Derivate, die zu einer Verbesserung der Wundheilung fiihren
konnten. Dazu gehort unter anderem eine verbesserte Durchblutung durch den
vasodilatatorischen Effekt des NO, als auch die Abtétung von Bakterien durch reaktive
Stickstoff- und Sauerstoffspezies, die Aktivierung einer Angioproliferation und die Induktion
von Immunreaktionen. Es ist bewiesen, dass NO und seine Derivate in all diesen Prozessen
eine wichtige Rolle spielen und diese Prozesse in chronischen Wunden nicht ausreichend
funktionieren [4, 86]. In dieser Arbeit konnte eine messbare und signifikant von der
Behandlungszeit abhingige Akkumulation von NO-Derivaten in der menschlichen Haut
nachgewiesen werden. Daraus folgt, dass die Effekte des Plasmas sich nicht nur an der
Oberfldache abspielen, sondern die reaktiven Spezies in das Gewebe eindringen kénnen. Dies

ist der Beweis, dass Plasmakomponenten in Gewebe eindringen und hier bestimmte Effekte
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auslosen konnen. Hier konnen sie als NO-Donatoren Einfluss auf die Durchblutung nehmen.
Dieser Effekt wurde im Vorfeld dieser Arbeit bereits an freiwilligen Probanden nach einer
DBD-Plasmabehandlung von 90 s nachgewiesen. Der Blutfluss und die kapilldre
Sauerstoffkonzentrationen waren signifikant erhoht, eine Negativkontrolle zeigte, dass dieser
Effekt durch die Gaskomponenten des Plasmas bedingt wird und nicht durch die UV-
Strahlung [48].

Neben der Akkumulation in der Haut wurden auch die Konzentrationen von NO-Derivaten in
Fliissigkeiten nach Plasmabehandlung gemessen. Auch hier zeigt sich eine signifikanter
behandlungszeitabhéngige Zunahme von Nitrit und Nitrat und zwar sowohl in Blutplasma, als
auch in neutralen Fliissigkeiten. Da eine Wunde immer ein feuchtes Milieu hat, konnen die
reaktiven Stickstoffspezies in Kombination mit den ebenfalls entstehenden Sauerstoffspezies
eine wirksame bakterizide Wirkung entfalten. Die Anreicherung von Fliissigkeiten mit
plasmainduzierten reaktiven Spezies bietet nicht nur in der Anwendung auf Wunden eine
zunehmend wichtigere Rolle in der Plasmaforschung, sondern auch in der gezielten
Bekdmpfung von Tumorzellen. Dass eine Plasmabehandlung, unabhéngig aus welcher Quelle,
effektiv bakterizid wirken kann, wurde bereits in vielen Studien nachgewiesen. Es zeigt sich
auch, dass gesunde menschliche Zellen hohere Dosen des Plasmas ohne Schaden {iberleben,
allerdings sind die genauen Mechanismen der Bakterientdtung noch nicht bekannt [207]. Es
wird immer wieder gezeigt, dass die reaktiven Stickstoff- und Sauerstoffspezies hier eine
wichtige Rolle spielen. Umso wichtiger ist es, genau zu wissen, wie hoch die Konzentrationen
in den unterschiedlichen Medien sind, die behandelt werden und welche Einflussfaktoren die
Zusammensetzung der reaktiven Spezies verdndern. Dabei spielt der pH-Wert wahrscheinlich
eine essentielle Rolle, welche bisher kaum wahrgenommen wurde [208].

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in intakter Haut viel mehr Nitrit gemessen wird, als wenn
die Epidermis entfernt wird und direkt die Dermis-Schicht behandelt wird. In diesem Fall
wurde ein deutlich hoherer Nitrat-Wert gemessen. Der Unterschied macht deutlich, wie
anfillig die Konzentrationen der erzeugten Teilchen gegeniiber Anderungen der Feuchtigkeit
oder der Oberfliche sind. Das allgemeine Ziel der Plasmamedizin ist es, ein speziell
,designtes® Plasma fiir den jeweiligen Anwendungszweck zu gestalten. Die vielen
Anwendungsmoglichkeiten, aber auch die aktuell noch schwierige Steuerbarkeit der einzelnen
Komponenten, machen diesen Schritt notwendig aber duflerst schwierig.

In dieser Arbeit konnten zu den quantitativen Ergebnissen aber auch qualitative Effekte auf
Zellebene gezeigt werden. Die Behandlung von Fibroblasten mit Kaltplasma fiihrt zu einer

Differenzierung der Zellen zu Myofibroblasten. Damit hat die Kaltplasmabehandlung einen
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direkten Effekt auf den Zellzyklus und kann die Funktion von Zellen verdndern. Gerade in der
Wundheilung ist dieser Prozess auBlerordentlich wichtig. Ausgelost wird dieser Effekt
wahrscheinlich von Wasserstoffperoxid, was in zu dieser Arbeit erginzenden Versuchen
belegt wurde. Es zeigt, dass die Komponenten des Kaltplasmas noch viel Potenzial haben, um
weitere Effekte der Behandlungen zu erkldren. Und es zeigt, was fiir ein Potenzial die
Anwendung von Kaltplasma birgt, nicht nur in Bezug auf die Wundheilung, sondern auch in
vielen weiteren Bereichen, z.B. in der Tumorforschung oder allgemeinen Pharmazie.
Allerdings muss nach Aufzidhlung der multiplen Plasmaeffekte und der immer wieder
erwahnten schwierigen Steuerbarkeit aufgrund der multiplen Komponenten auch kritisch
hinterfragt werden, ob die Effekte nicht auch durch die Anwendung von Fliissigkeit versetzt
mit Nitrat, Nitrit und Wasserstoffperoxid erreicht werden konnen. Nicht nur diese Arbeit hat
gezeigt, dass Kontrollen mit den oben genannten reaktiven Stoffen dhnliche Effekte auf die
Proliferation, Differenzierung und Bakterienabtotung haben. Diese Uberlegung muss vor dem
Hintergrund erfolgen, dass das physikalische Plasma auch einen hohen Kostenfaktor in
Entwicklung und Ausfiihrung hat und es bisher keine ausreichende Grundlagenforschung
gibt, die alle moglichen Bestandteile charakterisiert und untersucht hat. Bei der Anwendung
der oben genannten Kontrollfliissigkeiten wire die Dosierung und Uberwachung der Effekte
einfacher und kostengiinstiger.

Zusammengefasst mochte diese Arbeit einen weiteren Teil zum besseren Verstidndnis der
Kaltplasmawirkung beitragen. Dies ist allerdings nur ein kleiner Ausschnitt der mdglichen
Wirkungen und es braucht noch weitergehende Grundlagenforschung und vor allem eine
Vergleichbarkeit der benutzten Plasmaquellen, um alle Effekte des Kaltplasmas zu verstehen.
Um die Ergebnisse dieser Arbeit zu vervollstindigen und weiter zu fiihren, empfehlen sich
ergianzende Untersuchungen zur definitiven Eindringtiefe der NO-Derivate, der Aktivierung
von GefdBproliferation und Vasodilatation in der Haut und genauere Evaluation der
auslosenden Faktoren der Differenzierung. Ob und wann sich Kaltplasmagerdte in der
klinischen Praxis sicher etablieren, ist weiter unsicher. Wie in dieser Arbeit mehrfach gezeigt,
haben die multiplen Stoérfaktoren einen schwer zu kontrollierenden Einfluss auf die Effekte
des Plasmas. Um eine sichere und effektive Anwendung zu garantieren, miissen diese
Faktoren definiert und normiert werden. Dies ist aber gerade im Bereich der klinischen
Anwendung auf chronischen Wunden extrem schwierig. Ein an diese divergenten
Bedingungen angepasstes Plasma zu erschaffen, ist die Herausforderung der weiteren

Forschung.
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