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. Zusammenfassung

Plasma ist ein energiereiches Gasgemisch, welches auch als der vierte
Aggregatzustand bezeichnet wird. Mit der Entwicklung des kalten Atmospharen-
druckplasmas (CAP) ist das Interesse an dem energiereichen Gasgemisch
insbesondere im medizinischen Bereich deutlich gestiegen, da neue Moglichkeiten
im Hinblick auf die Behandlung von menschlichem Gewebe eroffnet werden. Im
Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden die Effekte einer Kaltplasmaquelle,
der sogenannten Dielectric Barrier Discharge (DBD), auf humane dermale Fibro-
blasten (HDF) untersucht. Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Effekte der Variation der
Behandlungsdauer (30-600 s) und -frequenz (120-600 Hz) auf die Entstehung von
reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) sowie hinsichtlich der Viabilitat
von humanen dermalen Fibroblasten genauer zu definieren. Die Erh6hung der
Behandlungsdauer und -frequenz geht mit einem vermehrten Abfall des pH-Wertes
sowie einem starkeren Anstieg der Plasma-induzierten RONS einher. Die Effekte
der RONS sind konzentrationsabhangig. In niedriger Dosis wirkt die Plasma-
behandlung auf Fibroblasten wachstumsférdernd, wahrend héhere Dosierungen
toxische Effekte haben. Die Toxizitdt des Plasmas lasst sich jedoch nicht alleine
durch die Entstehung von RONS begriinden. Die klinische Anwendung von CAP ist
insbesondere im Hinblick auf die Behandlung von chronischen Wunden von grof3iem
Interesse. Die antibakterielle Wirksamkeit des Plasmas ist bereits nachgewiesen.
Weiterhin kann durch diese Arbeit belegt werden, dass eine kurze CAP-Behandlung
(30 s) mit einer niedrigen Behandlungsfrequenz (120 Hz) proliferationsférdernd auf
HDF wirkt. Diese Effekte kdnnen sich positiv auf die Wundheilung auswirken. Auf
Grund der Toxizitat auf HDF scheint die klinische Anwendung einer Behandlungs-
frequenz von 600 Hz mit einer Behandlungsdauer von 10 min nicht empfehlenswert.
Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um die Toxizitat und Art des Zelltodes
durch das Plasma genauer zu definieren. Neben den RONS kommen hierfir weitere
Faktoren wie beispielsweise elektromagnetische Strahlung oder UV-Licht in
Betracht. Weiterhin sollten die Effekte einer sehr kurzen Behandlungsdauer (< 30 s)
bei hoher Behandlungsfrequenz untersucht werden. Moglicherweise kénnten trotz
hoher Behandlungsfrequenz die positiven Eigenschaften des Plasmas, wie die
proliferationsfordernden und antibakterielle Effekte, bei geringer Toxizitat genutzt

werden.



Il. Summary

Plasma is an energy-rich gas mixture, which is also referred to as the fourth state of
matter. With the development of cold atmospheric pressure plasma (CAP), interest
in the high-energy gas mixture has increased significantly, especially in the medical
field, as new possibilities are opened up with regard to the treatment of human
tissue. In this dissertation, the effects of a cold plasma source, the so-called
Dielectric Barrier Discharge (DBD), on human dermal fibroblasts (HDF) were
investigated. The aim of this work is to define more precisely the effects of varying
the treatment duration (30-600 s) and frequency (120—-600 Hz) on the development
of reactive oxide and nitrogen species (RONS) and on the viability of human dermal
fibroblasts. The increase in treatment duration and frequency is accompanied by an
enhanced decrease in pH and a higher increase in plasma-induced RONS. The
effects of the RONS are concentration dependent. At low doses, plasma treatment
has a growth-promoting effect on fibroblasts, whereas higher doses have toxic
effects. However, plasma toxicity cannot be explained by the generation of RONS
alone. The clinical application of CAP is of major interest, especially with regard to
the treatment of chronic wounds. The antibacterial efficacy of the plasma has
already been proven. Furthermore, this work demonstrates that a short CAP
treatment (30 s) with a low treatment frequency (120 Hz) has a proliferation-
promoting effect on HDF. These effects may have a positive impact on wound
healing. Due to toxicity to HDF, clinical use of a treatment frequency of 600 Hz with
a treatment duration of 10 min seems not to be recommended. Further studies are
necessary to define more precisely the toxicity and type of cell death caused by the
plasma. In addition to the RONS, other factors such as electromagnetic radiation or
UV light should be considered. Furthermore, the effects of a very short treatment
duration (< 30 s) at high treatment frequency should be investigated. It is possible
that the positive properties of the plasma, such as proliferation-promoting and
antibacterial effects, could be used with low toxicity despite the high treatment

frequency.
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1 Einleitung

Neben dem festen, flussigen und gasformigen Aggregatzustand gibt es einen
weiteren Aggregatzustand, das Plasma. Hierbei handelt es sich um ein
energiereiches Gasgemisch, welches auch als der vierte Aggregatzustand
bezeichnet wird (Heinlin et al., 2011). Die Behandlung von menschlichem Gewebe
wurde durch die Entwicklung von kaltem Atmospharendruckplasma madglich.
Hiermit wuchs in den letzten Jahren das Interesse an dem ionisierten Gasgemisch,
insbesondere im Hinblick auf seine antibakterielle Wirksamkeit und die Anwendung

zur Behandlung von chronischen Wunden (Helmke, 2016).

Im Rahmen dieses Forschungsprojektes wurde eine Kaltplasmaquelle, die DBD
(Dielectric Barrier Discharge), verwendet. Die Variation von
Behandlungsparametern, wie der Behandlungsdauer und -frequenz, wurden auf die
Entstehung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) sowie ihre
Effekte auf die Viabilitat von humanen dermalen Fibroblasten hin untersucht. Diese
Grundlagenforschung soll zum besseren Verstandnis der Wirkungsmechanismen
sowie zur weiteren Verifikation von Behandlungseinstellungen bei der Verwendung

von CAP beitragen.

1.1 Die Haut des Menschen
1.1.1 Aufbau der Haut

Die Haut ist das groRte Organ des Korpers. Sie umfasst eine Flache von etwa 2 m?
und hat durchschnittlich eine Dicke von ca. 2,5 mm. Insgesamt macht das Gewicht
der Haut ungefahr 6 % des menschlichen Kdrpergewichtes aus (Tobin, 2006). Die
Haut besteht hauptsachlich aus drei Schichten: Der Epidermis, der Dermis und der
Subkutis (Held et al., 2015). Sie stellt eine wichtige physikalische Barriere dar und
schitzt den Korper vor aulReren Einflissen wie Hitze, Kalte, UV-Strahlung und
Austrocknung. Des Weiteren spielt die Haut eine wichtige Rolle bei der Abwehr von
Bakterien und der Temperierung des Korpers (Tobin, 2006; Baum und Arpey, 2005;
Hirobe, 2014).

Die Epidermis ist die aufldere Schicht und hat eine Dicke von 75—150 um. Im Bereich

der Handflachen und Fulisohlen kann die Epidermis bis zu 600 um dick sein. Es



handelt sich um ein mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel, das nicht
vaskularisiert ist, jedoch Nervenfasern enthalt. Hauptsachlich besteht die Epidermis
aus Keratinozyten, die Keratin produzieren (Tobin, 2006; Held et al., 2015). Das
Protein Keratin ist mal3geblich fur die Stabilitdt der Keratinozyten verantwortlich.
Neben der Stabilisierung haben die Keratinozyten zudem die Funktion des
Schutzes vor Pathogenen, UV-Strahlung und Austrocknung (Halprin, 1972; Hirobe,
2014).

Die Epidermis lasst sich von aulden nach innen, wie in Abbildung 1 dargestellt ist,
in verschiedene Schichten unterteilen: Das Stratum corneum, das Stratum
granulosum, das Stratum spinosum und das Stratum basale (Tobin, 2006; Aumuller,
2007).

Im Stratum basale befinden sich undifferenzierte, epidermale Stammzellen. Reifere
Zellen werden von den neusynthetisierten Keratinozyten ins Stratum spinosum
gedruckt. Die Zellen im Stratum spinosum und Stratum basale sind mitotisch aktiv.
Die im Stratum spinosum befindlichen Zellen haben allerdings ein groReres
Volumen. Keratinozyten im Stratum granulosum flachen ab, verhornen und
verlieren ihren Zellkern. Sobald die Keratinozyten ihren Zellkern verloren haben,
befinden sie sich meist im Stratum corneum, der obersten Hautschicht. Die
Differenzierung der Keratinozyten dauert vier bis sechs Wochen (Halprin, 1972;
Tobin, 2006; Held et al., 2015).

Neben den Keratinozyten befinden sich in der Epidermis weitere Zellen, wie
Melanozyten, Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen. Die Langerhans-Zellen
gehoren zum Immunsystem, die Merkel-Zellen fungieren als Druckrezeptoren. Die
Melanozyten sind in der Lage, Melanin zu produzieren, welches das Eindringen von
UV-Strahlung in tiefere Hautschichten verhindert (Quevedo und Fleischmann, 1980;
Tobin, 2006; Held et al., 2015).
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Abb. 1: Schichten der menschlichen Haut. Die Haut lasst sich in drei Schichten gliedern: Die
Epidermis, die Dermis und die Subkutis. Die Epidermis gliedert sich in weitere Schichten: Stratum
corneum, Stratum granulosum, Stratum spinosum, Stratum basale. Auch die Dermis besteht aus
zwei Schichten. Dem Stratum papillare, mit lockerem Bindegewebe und Fibroblasten, und dem
Stratum reticulare mit starken Kollagenfaserbiindeln (eigene Darstellung in Anlehnung an (Aumidiller,
2007)).

Die Dermis (auch Corium oder Lederhaut) misst etwa 2 mm, kann jedoch
beispielsweise am Rucken eines Erwachsenen auch bis zu 4 mm dick sein. Trotz
ihres grélkeren Volumens enthalt die Dermis weniger Zellen als die Epidemis.
Hauptbestandteile der Dermis sind Fibroblasten und Bindegewebe, welche in eine
gelartige Substanz, die Extrazellularmatrix, eingebettet sind. Diese besteht aus
verschiedenen Proteoglykanen wie dem Hyaluron und macht den Groldteil der
Dermis aus. Die extrazellulare Matrix wird von den Fibroblasten, die histologisch
einen langlichen Zellkérper mit einem schmalen Zellkern aufweisen, auf- und
abgebaut. Insbesondere in Bezug auf die Wundheilung besteht grof3es Interesse an
ihrer synthetischen sowie proliferativen Aktivitat. Neben den Fibroblasten befinden
sich in der Dermis Makrophagen und Mastzellen, welche Uber Histamin allergische
Reaktionen induzieren kdnnen (Held et al., 2015; Tobin, 2006).

Die Dermis liegt unter der Epidermis und kann in zwei Schichten unterteilt werden.
Das subepidermale, schmale Stratum papillare und das darunter gelegene, breite
Stratum reticulare. Diese Schichten koénnen anhand ihrer Zusammensetzung
unterschieden werden. Im Stratum papillare befinden sich Fibroblasten sowie

zahlreiche Kollagenfasern vom Typ lll, Kapillar- und Lymphgefal’e, Nerven,



Lymphozyten und Makrophagen. Kollagenfasern dienen unter anderem der
Elastizitat der Haut und sind wichtig fur die Haftung zwischen Epidermis und Dermis.
Das Stratum reticulare liegt zwischen dem Stratum papillare und der Subkutis. Es
bestent aus Kollagenfasern vom Typ |, Gefallen, Nervenfasern sowie
Hautanhangsgebilden. Zu Letzteren zahlen Drisen, Haarfollikel sowie sensorische
Nervenrezeptoren. Diese dickere und tiefer gelegene Schicht dient vor allem der
Elastizitdt sowie der Reil¥festigkeit der Haut. Im Vergleich zum Stratum papillare
sind weniger Fibroblasten enthalten (Tobin, 2006; Held et al., 2015; Bingdl, 2014).

Die Subkutis liegt unterhalb der Dermis und dient ebenfalls der Isolation. Sie kann
in Abhangigkeit von Ernahrung und Geschlecht bis zu mehreren Zentimetern dick
sein und setzt sich aus Adipozyten sowie Bindegewebe zusammen. Das
Unterhautfettgewebe dient neben der Warmeisolation ebenfalls als Energiedepot.
Die Adipozyten sind runde, grof3e Zellen mit einem an die Zellmembran gedruckten
Zellkern und lagern sich zu Fettgewebslappchen zusammen, die wiederum durch
Bindegewebssepten separiert werden (Tobin, 2006; Held et al., 2015; Bingdl, 2014).

1.1.2 Der Wundheilungsprozess mit speziellem Fokus auf den Einfluss der

Fibroblasten

Die Wundheilung Iasst sich in verschiedene Phasen unterteilen, die sich Uberlappen
und daher nicht klar voneinander abgegrenzt werden kénnen (Baum und Arpey,
2005).

Die erste Phase der Wundheilung nach einer Verletzung der Haut und Blutgefalie
beginnt zunachst mit der Blutstillung, der Hamostase. Innerhalb weniger Sekunden
lagern sich Thrombozyten an das defekte Gefald an. Durch die Ausschittung von
Gerinnungsfaktoren und die Anlagerung von Fibrin kommt es dann zur Ausbildung
eines Blutpfropfes, wodurch die Blutung gestoppt wird. Dieser Prozess lasst sich
makroskopisch erkennen. Fibrin, Blutplattchen und Blutgefalle sind als Mediatoren
an der Hamostase sowie an der Entstehung einer dynamischen Matrix beteiligt,
welche zur Blutgerinnung beitragt und ein vorlaufiges Gitter fur Entzindungszellen,
Fibroblasten und Wachstumsfaktoren bietet. Die Thrombozyten schitten aul3erdem
Wachstumsfaktoren und Zytokine wie das FGF-2, VEGF, PDGF und EGF aus,



welche unter anderem Einfluss auf Fibroblasten, Keratinozyten sowie
Endothelzellen haben. Innerhalb der ersten 10 bis 15 min nach der Verletzung ist
das Erblassen der Haut nahe der Wunde zu beobachten. Ursache hierfur ist die
Vasokonstriktion, die durch die Freisetzung von Thromboxan und Prostaglandinen
aus den verletzten Zellen induziert wird. Nach etwa 15 min ist die Hamostase
abgeschlossen und der inflammatorische Prozess schliet sich an (Baum und
Arpey, 2005; Tiede und Emmert, 2016; Lawrence, 1998).

Neben der Rotung der Haut aufert sich die Inflammation makroskopisch in
Uberwarmung, Schwellung und Schmerzen. Diese Zeichen sind auf die kapillare
Vasodilatation und die Erhdhung der Permeabilitdt zurickzufuhren, welche die
Extravasation von Serumproteinen erleichtert. Zytokine, Wachstumsfaktoren und
das Nervensystem sind an diesem komplexen Prozess beteiligt. Auf zellularer
Ebene spielen unter anderem Mastzellen, Granulozyten, T-Lymphozyten und
Monozyten eine wichtige Rolle. Die polymorphkernigen Granulozyten sind die
ersten Entzindungszellen in der Wunde. Sie schutten Zytokine und
Wachstumsfaktoren aus, dienen der Reinigung der Wunde und fordern die
Inflammation. Die zu Wundmakrophagen differenzierten Monozyten phagozytieren
Zelltriummer und Bakterien und tragen ebenfalls Uber Zytokine zum
Entziindungsprozess bei. Weiterhin stimulieren die Makrophagen tber FGF-2 und
TGF-B die Angiogenese sowie die Fibroblasten und regen diese zur
Kollagensynthese an. Im weiteren Verlauf werden die Fibroblasten tber TGF-3 zur
Differenzierung in Myofibroblasten angeregt. Ein weiterer Zelltyp der
Inflammationsphase sind die T-Zellen, die regulatorische Effekte auf die
Wundheilung haben und die Keratinozytenproliferation stimulieren (Baum und
Arpey, 2005; Tiede und Emmert, 2016; Bingdl, 2014; Lawrence, 1998).

Der Entzindungsphase schlie3t sich zwischen dem vierten und siebten Tag
posttraumatisch die Proliferationsphase an. Die provisorische Matrix wird durch
Granulationsgewebe ersetzt (Baum und Arpey, 2005; Singer und Clark, 1999;
Bingdl, 2014). Das granuléare Erscheinungsbild kommt durch das Eindringen von
Kapillaren zustande. Darlber hinaus besteht das Granulationsgewebe aus
Makrophagen, Fibroblasten und Kollagen. Die Makrophagen schaffen eine
Verbindung zwischen der Entziindungs- und Proliferationsphase. Die Migration von

Fibroblasten wird durch zahlreiche Zytokine und Wachstumsfaktoren wie unter
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anderem PDGF, TGF-B und CTGF gefdrdert. Fibroblasten reprasentieren den
wichtigsten, aus der mesenchymalen Zellreihe stammenden Zelltyp, der an der
Wundheilung beteiligt ist. Zu ihren Funktionen gehdren die Synthese der EZM, die
Beeinflussung der Keratinozytenaktivitat, die Stimulation des Einwachsens von
Nerven und Gefallen sowie die Unterstitzung der Wundrandadaptation. Die
Produktion der EZM ersetzt die vorlaufige fibrinbasierte Matrix. Neben dem
Kollagen bestent die EZM aus Glykosaminoglykan, Proteoglykanen und
Wachstumsfaktoren. Etwa 3 bis 5 Tage nach der Verletzung beginnen die
Fibroblasten mit der Kollagenproduktion, die durch verschiedene
Wachstumsfaktoren stimuliert wird (Lawrence, 1998; Baum und Arpey, 2005). Das
Kollagen dient der Starkung der Wunde und erleichtert das Einwandern von Zellen
wie Makrophagen oder Endothelzellen. Im Rahmen der frihen Wundheilung wird
ein hoherer Anteil an Kollagen Typ Il produziert, welcher etwa bei 30 % liegt. Die
unverletzte Haut besteht zu ca. 90 % aus Kollagen Typ | und nur 10 % aus Kollagen
Typ Il (Baum und Arpey, 2005; Broughton et al., 2006; Bingdl, 2014).

Die Angiogenese wird neben Zytokinen und Wachstumsfaktoren durch einen
niedrigen Sauerstoffspiegel, einen erniedrigten pH-Wert sowie einen erhdéhten
Laktatspiegel stimuliert. Beschadigte Gefalle werden durch das Einsprossen
intakter Kapillaren aus der Umgebung ersetzt (Baum und Arpey, 2005; Lawrence,
1998).

In der Reepithelialisierungsphase spielen die Keratinozyten eine wichtige Rolle. Mit
dem Ziel, eine intakte Epidermis Uber dem Granulationsgewebe auszubilden,
bewegen sich die Keratinozyten vom Wundrand aus aufeinander zu. Die
Keratinozytenaktivitat wird durch FGF2, TGF, IL-6 sowie Stickstoffmonoxid und
weitere Faktoren moduliert. In der Regel ist diese Phase der Wundheilung nach 24
bis 48 Stunden abgeschlossen. Dies gilt allerdings nur fur flache oder adaptierte
Wunden. Makroskopisch kommt es in der Reepithelialisierungsphase zu sichtbaren
Veranderungen der Wunde, wie der Abldsung des verbliebenen Schorfs sowie der
Wiederherstellung einer intakten Epidermis (Baum und Arpey, 2005; Lawrence,
1998; Broughton et al., 2006). In chronischen Wunden sind die Prozesse der
Epithelialisierung gestort, da es zu strukturellen und chemischen Veranderungen

der Keratinozyten kommt (Tiede und Emmert, 2016).



Die Reifungsphase einer Wunde kann Wochen bis Jahre dauern. In dieser Phase
der Wundheilung kommt es zur Erhéhung der Festigkeit, zur Reduktion der Rétung,
zur Verkleinerung der Wunde durch Kontraktion sowie zur Abnahme der Wunddicke
und Wundstarke. Vor allem die Fibroblasten und ihre Produkte sind an diesen
Prozessen beteiligt. Die anfanglich abgelagerten diinnen Kollagenfasern werden
zum Teil resorbiert. Dickere Kollagenblndel organisieren sich entlang der
Spannungslinien. Dies fuhrt zu einer erhdhten Zugfestigkeit. Die Rotung der Wunde
wird durch die Abnahme der Kapillardichte reduziert. Reife Wunden sind demnach
weniger kapillarisiert als frische Wunden (Baum und Arpey, 2005; Broughton et al.,
2006; Lawrence, 1998).

Die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten beginnt etwa 5 Tage nach
der Verletzung und wird durch Faktoren wie mechanischen Stress, TGF-3 und
Fibronektin stimuliert. Im Granulationsgewebe werden die Fibroblasten aktiviert und
erwerben die Expression von a-SMA (a-smooth muscle actin), wodurch sie zu
Myofibroblasten differenzieren. Die Ausbildung der kontraktilen Eigenschaften, die
zur Wundkontraktion fuhren, scheint mit dem a-SMA in Zusammenhang zu stehen.
Die Abnahme der Wunddicke und -starke wird durch die Abnahme der
Kollagenproduktion nach dem 21. Tag bedingt. Im Rahmen der normalen
Wundheilung verschwinden die Myofibroblasten, wenn die Epithelialisierung
stattgefunden hat, und die Gesamtzahl der Fibroblasten reduziert sich. Hierbei wird
vermutet, dass in den Zellen der programmierte Zelltod induziert wird. Die
verbleibende Narbe ist frei von Talgdrisen oder Haaren. Nach Beendigung der
Remodellierungsphase kann die Widerstandsfahigkeit der Haut im Vergleich zur
gesunden Haut auf bis zu 80 % ansteigen (Bingdl, 2014; Balzer et al., 2015; Baum
und Arpey, 2005; Werner und Grose, 2003; Gabbiani, 2003; Darby et al., 2014).



1.1.3 Einfluss der Myofibroblasten auf die Entstehung pathologischer

Narben

Myofibroblasten sind eine Zwischenform zwischen den Fibroblasten und den Zellen
der glatten Muskulatur (Desmouliere et al., 2005). Sie entstehen aus den
Fibroblasten des Granulationsgewebes durch Faktoren wie mechanischen Stress,
TGF-R und Fibronektin (Gabbiani, 2003). Die Myofibroblasten haben Eigenschaften
von glatten Muskelzellen und exprimieren das a-SMA, das normalerweise in
vaskularen glatten Muskelzellen enthalten ist (Desmouliere et al., 2005). Die
kontraktilen Eigenschaften der Myofibroblasten haben positive und negative Effekte
auf die Wundheilung. Ein positiver Effekt ist die Verschmalerung der Wundrander,
als nachteilig hingegen ist ihr Einfluss bei der Entstehung von Kontraktionen zu
beurteilen (Shin und Minn, 2004). Im Sinne der normalen Wundheilung wird die
Kontraktion der Myofibroblasten nach Abschluss der Epithelisierung gestoppt. Die
Apoptose der Myofibroblasten wird induziert. Dieser Prozess scheint bei der
Entstehung von pathologisch veranderten Narben, wie hypertrophen Narben,
inhibiert zu sein. Studien konnten einen Zusammenhang zwischen der Anzahl an a-
SMA-exprimierenden Zellen und der pathologischen Bildung hypertropher Narben
zeigen. Hypertrophe Wunden, die durch eine Verbrennung entstanden sind, zeigten
im Vergleich zur gesunden Haut einen hoéheren Anteil an Myofibroblasten und
Kontraktionen (Desmouliere, 1995; Desmouliere et al., 2005; Darby und Hewitson,
2007; Balzer et al., 2015).

1.2 Plasma

Im gesamten Universum bestehen mehr als 95 % der sichtbaren Materie aus
Plasma. Dazu gehdren unter anderem Blitze, Sterne, die Sonne und das Polarlicht
(Liu und Lu, 2010; Gerling und Weltmann, 2016; Heinlin et al., 2011; Hoffmann et
al., 2013).

Neben dem festen, dem flissigen und dem gasférmigen gibt es, wie in Abbildung 2
dargestellt, einen weiteren Aggregatzustand. Plasma wird auch als der vierte
Aggregatzustand bezeichnet. Um Teilchen vom flussigen in den gasférmigen

Aggregatzustand zu Uberfuhren, mussen diese energetisch angeregt werden. Die



Energie kann in Form von Warme zugefugt werden. Zur Entstehung von Plasma
aus Gas wird Energie in Form von elektrischen Entladungen bendétigt. Durch das
starke elektrische Feld kdnnen sich aus Atomen und Gasmolekulen freie Elektronen
I6sen. Die Beschleunigung von freien Elektronen und die Kollision mit
Gasmolekuilen oder Atomen kdnnen zur Entstehung von weiteren lonen und freien
Elektronen fuhren. Im Gegensatz zu den drei weiteren Aggregatzustanden sind die
lonen im Gasgemisch nicht in der Lage, sich freier zu bewegen. Fur die Entstehung
des Plasmas scheint demnach die Bildung von freien Elektronen und lonen fur die
Anderung des Aggregatzustandes verantwortlich zu sein und nicht die Zunahme der
Beweglichkeit (Yan et al., 2017; Heuer et al., 2015; Hoffmann et al., 2013; Haertel
et al., 2014; Liu und Lu, 2010; Gerling und Weltmann, 2016; Heinlin et al., 2011).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Aggregatzustande (eigene Darstellung in Anlehnung an
(Liu und Lu, 2010; Gerling und Weltmann, 2016)).

Die Komponenten des vierten Aggregatzustandes sind in Abbildung 3 dargestellt.
Das ionisierte Gasgemisch besteht aus Elektronen, lonen sowie ungeladenen
Teilchen. Zu Letzteren zahlen freie Radikale, Atome und Molekule. Reaktive
Stickstoff- und Sauerstoffspezies sind ebenfalls Bestandteile des Plasmas.
Weiterhin  werden  UV-Strahlung, elektromagnetische Strahlung sowie
Warmestrahlung emittiert (Heinlin et al., 2011; Haertel et al., 2014; Daeschlein,
2016; von Woedtke et al., 2013; Gerling und Weltmann, 2016).
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Abb. 3: Komponenten des Plasmas. Zu den verschiedenen Bestandteilen des Plasmas zahlen
Elektronen und lonen, reaktive Spezies, UV-Strahlung, elektromagnetische Strahlung,
Warmestrahlung sowie sichtbares Licht (eigene Darstellung in Anlehnung an (Heinlin et al., 2011;
Gerling und Weltmann, 2016)).

Die Forschung zum Thema Plasma lasst sich bis ins 17. Jahrhundert
zurlckverfolgen (Heuer et al., 2015; Liu und Lu, 2010). Im Jahre 1879 wurde
Plasma zum ersten Mal von William Crookes beschrieben. Er bezeichnete Plasma
als den ,strahlenden Aggregatzustand® (radient matter) (Crookes, 1883). In den
spaten 20er Jahren etablierte der Nobelpreistrager Irvin Langmuir den Begriff
,Plasma“ fur den vierten Aggregatzustand (Heinlin et al., 2011; Haertel et al., 2014;
Gerling und Weltmann, 2016; Hoffmann et al., 2013).

1.2.1 Plasmaklassifikation

Plasma besteht wie zuvor bereits beschrieben aus Elektronen, lonen und neutralen
Teilchen. Die Zusammensetzung ist unter anderem abhangig von dem Grad der
lonisierung des Gases, der Dichte sowie dem thermodynamischen Gleichgewicht.
Der Grad der lonisation kann Uber die Temperatur der Elektronen ermittelt werden.
Es kann zwischen partieller oder totaler lonisierung unterschieden werden (Liu und
Lu, 2010).
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Es existieren viele verschiedene Plasmaarten. Zunachst wurde das thermische
Plasma entdeckt, bei dem es sich um ein vollstandig ionisiertes Gas handelt. Die
Temperatur von leichten Teilchen wie Elektronen ist identisch mit der der schweren
Teilchen wie lonen und Neutronen. Ein Beispiel flur das naturliche Vorkommen des
thermischen Plasmas ist die Sonne. Thermisches Plasma wird unter anderem zum
Schweilden, zur Sterilisation von medizinischem Material und zur Kauterisation
genutzt (Hoffmann et al., 2013; Haertel et al., 2014; Heinlin et al., 2011; Liu und Lu,
2010; Metelmann et al., 2016; Metelmann et al., 2018; Bentkover, 2012).

Mit der Entdeckung des nicht thermischen Plasmas in den 90er Jahren erweiterten
sich die Anwendungsmoglichkeiten deutlich. Nicht-thermisches Plasma entsteht
dadurch, dass sich das Gas in einem Ungleichgewichtszustand befindet. Die
Temperatur der Elektronen ist hierbei hoher als die der schwereren lonen und
Neutronen, wodurch die Temperatur des Gases gesenkt werden kann. Nicht-
thermisches Plasma kann, wie in Abbildung 4 dargestellt, unter anderem zur
Dekontamination von Lebensmitteln, zur Sterilisation von labilen Materialien, zur
Reinigung von Abwassern sowie zur Aufbereitung von Medizinprodukten eingesetzt
werden. Die Behandelbarkeit von labilen Oberflachen eréffnet viele neue
Anwendungsmaoglichkeiten (Liu und Lu, 2010; von Woedtke et al., 2016; Kramer et
al., 2016; Hoffmann et al., 2013).

Kalte Plasmen

! | }
- B i R @ Y
Industrie Medizin Umwelt
. J A J A 4
o Dekontamination in o Oberflachen- o Reinigung der
der Lebensmittel- modifikation Innenraumluft
industrie o Antimikrobielle o Reinigung von
o Sterilisation Beschichtung Abwdssern und Boden
o Optimierung o Antisepsis o Sanierung von
biotechnologischer o Aufbereitung von Schimmelpilzbefall
Prozesse Medizinprodukten

i AN AN /

Abb. 4: Anwendungsbereiche kalter Plasmen in der Industrie, Medizin und Umwelt (eigene
Darstellung in Anlehnung an (Kramer et al., 2016)).
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Des Weiteren kann Plasma anhand der Dichte des Gases klassifiziert werden,
wobei zwischen Hochdruck- und Niedrigdruckplasma unterschieden wird.
Hochdruckplasma besteht aus einer gro3en Anzahl an freien Radikalen und lonen.
Es kommt meist zur Dekontamination oder Produktion von Nanomaterialien zum
Einsatz. Beim Niedrigdruckplasma ist im Vergleich zum Hochdruckplasma die
Kollision von freien Elektronen mit Atomen zu vernachlassigen. Die am haufigsten
eingesetzte Form des Niedrigdruckplasmas ist das Atmospharendruckplasma
(APP). Die Gastemperatur des APP liegt bei Raumtemperatur. Es entsteht durch
Anlegen einer Spannung zwischen zwei Elektroden. Die geladenen Teilchen
zwischen den zwei Elektroden werden vom gasformigen Aggregatzustand zum
vierten Aggregatzustand beschleunigt. Der Energietransfer von den Elektronen auf
schwerere Teilchen, wie Atome oder Molekule, fuhrt zur Entstehung von lonen und

zur Dissoziation von Molekulen (Liu und Lu, 2010; Tendero et al., 2006).

1.2.2 Kaltes Atmospharendruckplasma

Bei kaltem Atmospharendruckplasma ,Cold Atmospheric Plasma*® (CAP) (Heinlin et
al., 2010) handelt es sich um Niedertemperaturplasma, das bei Atmospharendruck
erzeugt wird. Die Temperatur der Elektronen ist hierbei hoher als die des
Neutralgases, die sich nahe der Raumtemperatur befindet (Helmke, 2016). Das
CAP flhrt zu keinen thermischen Schadigungen des Gewebes, wodurch die
Anwendungsmaoglichkeiten des Plasmas deutlich erweitert werden konnen. Als ein
weiterer Vorteil Iasst sich die nur geringe Auswirkung auf das umliegende Gewebe
nennen, bei weiterhin effizienter Desinfektion und Sterilisation. Bakterien, Pilze,
Viren und Sporen kdnnen bereits nach einer kurzen Behandlungsdauer unschadlich
gemacht werden. Auch unregelmafige Oberflachen kdnnen problemlos behandelt
werden. Nicht-thermisches Plasma bietet die Mdglichkeit, auf molekularer Ebene zu
wirken, ohne Gabe von Arzneimitteln. Insbesondere im Hinblick auf die sich schnell
vermehrenden multiresistenten Keime sollte das CAP als wichtige Alternative
bedacht werden (Heinlin et al., 2011; Heinlin et al., 2010; Isbary et al., 2013).
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Beim CAP lassen sich drei Untergruppen unterscheiden: Direkte, indirekte und
Hybrid-Plasmen (siehe Abb. 5). Direktes Plasma wird zwischen zwei Elektroden
erzeugt, wobei der Korper oder das Gewebe als Gegenelektrode fungieren kdnnen.

Somit fliel3t Strom durch den Korper oder das behandelte Gewebe.

Es wird kein Tragergas benétigt. Das Plasma entsteht zwischen den beiden
Elektroden, indem die Umgebungsluft energetisch angeregt wird. Als Beispiel fur
eine direkte Plasmaquelle ist die dielektrische Barriereentladung (DBD) zu nennen.
Diese Plasmaquelle arbeitet nach dem Prinzip der stillen Entladung, wobei ein
energiereiches Gasgemisch zwischen zwei Elektroden unter Atmospharendruck
produziert wird. Hierbei sind die Elektroden von einer nicht leitenden Schicht, einem
Dielektrikum umschlossen. Die Entladungen erfolgen in Form von vielen kleinen
Mikroentladungen (Heinlin et al., 2010; Helmke, 2016; Isbary et al., 2013).

Indirekte Plasmen, wie der Plasmajet, bilden das Plasma zwischen zwei Elektroden.
Hierbei dienen nicht der Korper oder das behandelte Gewebe als Gegenelektrode.
Das Plasma wird innerhalb des Gerates generiert und Uber ein Tragergas, wie

Argon oder Helium, zum Ziel transportiert (Heinlin et al., 2010; Isbary et al., 2013).

Eine Kombination von direktem und indirektem Plasma stellen die Hybrid-Plasmen
dar. Plasma wird hierbei wie das direkte Plasma erzeugt. Hybrid-Plasmen haben
allerdings durch eine geerdete Gitterelektrode stromfreie Eigenschaften. Ein
Beispiel fur eine Hybrid-Plasmaquelle ist die Koronarentladung. Zwischen der
Barriere und der Gegenelektrode besteht im Gegensatz zu der DBD kein Luftraum
(Heinlin et al., 2011; Helmke, 2016; Isbary et al., 2013).

13



Kaltes atmospharisches Plasma
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Abb. 5: Untergruppen des nicht-thermischen Atmospharendruckplasma /,,Cold Atmospheric
Plasma“ (CAP). Unterteilung des CAP in direkte, indirekte sowie 'Hybrid'-Plasmen (eigene
Abbildung in Anlehnung an (Heinlin et al., 2010)).

1.2.3 Dielektrische Barriereentladung

Die dielektrische Barriereentladung (,Dielectric Barrier Discharge“ (DBD);
,dielektrisch behinderte Entladung” (DBE)) wurde erstmalig im Jahre 1857 von der

Firma ,Siemens* flir Experimente genutzt (Hoffmann et al., 2013; Helmke, 2016).

Die DBD gehort zu den direkten Plasmen und erzeugt kaltes atmospharisches
Plasma (CAP) ohne Hinzufligen eines Tragergases (Heinlin et al., 2010). Das
Plasma wird zwischen zwei Elektroden erzeugt, einer Hochspannungselektrode und
einer geerdeten Elektrode (siehe Abb. 6). Mindestens eine Elektrode wird mittels
dielektrischer Barriere gegenuber einer anderen elektrisch abgeschirmt. Der
Stromfluss wird durch das Dielektrikum reduziert (Helmke, 2016). Als
Gegenelektrode kdnnen Gewebe, Zellen oder die Haut des Menschen fungieren.
Durch Spannungsimpulse wird das Plasma unter Atmospharendruck erzeugt.
Bevorzugt wird der gepulste Betrieb verwendet. Die niedrige Temperatur von unter
40 °C wird durch die Taktung der Zundung erreicht. Die DBD kann uber die
Frequenz und die Spannung gesteuert werden (Hoffmann et al., 2013; Heuer et al.,
2015; Balzer et al., 2015; Helmke, 2016; Kalghatgi et al., 2009).

14



Zellen kénnen mit der DBD sowohl direkt als auch indirekt behandelt werden. Bei
der direkten Behandlung befinden sich die Zellen zwischen der
Hochspannungselektrode und der geerdeten Elektrode. Uber die Inkubation der
Zellen mit einem behandelten Puffer/Medium kann eine indirekte Behandlung der

Zellen erfolgen (Kalghatgi et al., 2010).

Die DBD selbst arbeitet bei einem Frequenzspektrum im Bereich von 120-900 Hz.
Die angelegte Spannung liegt zwischen 6-19 kV (Kalghatgi et al., 2011; Balzer et
al., 2015).

Das ionisierte Gas, das mittels DBD generiert wird, besteht neben Elektronen und
lonen aus elektronisch angeregten Atomen, Molekulen, UV-Photonen und
Radikalen. Es sind kurz- oder langlebige, neutrale Atome und Molekile wie Ozon
und Stickstoffmonoxid sowie geladene Teilchen enthalten. Zu den geladenen
Teilchen zahlen, neben den Elektronen, positiv oder negativ geladene lonen wie
Superoxidradikale (Kalghatgi et al., 2011; Balzer et al., 2015).

a) b)

Abstandseinstellschraube

DBD Elektrode

——— Mikrotiterplatte

1 mm PBS
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ Fibroblasten

Geerdete Metallplatte

Keramikbeschichtete =
Kupferelektrode
24-Well Platte

Geerdete Metallplatte

Abb. 6: Darstellung der DBD. a) Eigene Fotografie der DBD. Behandlung von Fibroblasten auf
einer 24-Well Platte mit Plasma. b) Erzeugung des Plasmas zwischen der Elektrode, der DBD und
Gegenelektrode. Positionierung der Fibroblasten zwischen der geerdeten Metallplatte und der DBD
Elektrode, bedeckt mit PBS (eigene Darstellung in Anlehnung (Heuer et al., 2015; Hoffmann et al.,
2013)).
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Es existieren verschiedene Plasmaquellen. Die Elektroden koénnen flach oder
zylindrisch sein, wobei manchmal nur eine Elektrode mit dielektrischem Material

Uberzogen ist (Hoffmann et al., 2013).

Eine modifizierte Variante der DBD ist die Floating Electrode Dielectric Barrier
Discharge (FE-DBD). Bei dieser Variante wird das Plasma zwischen einer isolierten
Hochspannungselektrode und einer aktiven Elektrode gebildet. Die aktive Elektrode
ist im Gegensatz zur Gegenelektrode der DBD nicht geerdet. Bei der von
Fridman et al. entwickelten FE-DBD kann beispielsweise die Haut des Menschen
oder eine Probe direkt als Gegenelektrode dienen. Die FE-DBD wurde bereits in
einigen Studien auf ihre sterilisierende Wirkung sowie ihre gewunschten Effekte auf
die Blutgerinnung und Wundheilung hin untersucht (Isbary et al., 2013; Fridman et
al., 2008; Hoffmann et al., 2013).

1.3 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies
1.3.1 Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO-¢) ist ein labiles Radikal mit einem ungepaarten Elektron. Es
ist lipophil und kann sich Uber freie Diffusion durch biologische Membranen
bewegen und somit schnelle transiente Effekte vermitteln. Es hat unter anderem
Einfluss auf den programmierten Zelltod, den Gefalltonus sowie die
Signaltransduktion (Lancaster, 1997; Schmidt et al., 2010; Graves, 2012). NO+ kann

enzymatisch oder nicht enzymatisch gebildet werden (Abb. 7).

Ausgangsprodukt flr die enzymatische Synthese von Stickstoffmonoxid ist die
Aminosaure L-Arginin. Die Entstehung von NO kann Uber Synthasen katalysiert
werden, wobei aus dem Ausgangsprodukt L-Arginin NO und L-Citrullin entstehen.
Die NO-Synthasen liegen in verschiedenen Isoformen vor. Die endotheliale NO-
Synthase (eNOS) katalysiert in den Endothelzellen die Entstehung von NO aus L-
Arginin. Sie wird durch hohe Calciumkonzentrationen in den Zellen aktiviert.
Thrombin, Bradykinin und Acetylcholin erhéhen unter anderem die
Calciumkonzentration in der Zelle. Das Stickstoffmonoxid bewirkt die Relaxation der
glatten Muskelzellen und somit die Vasodilatation. Die eNOS wirkt somit regulierend

auf den Gefaltonus, den Blutdruck und die Thrombozytenfunktion (Weller et al.,
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1996; Schmidt et al., 2010; Schlossmann et al., 2003; Bredt et al., 1991; Suschek
et al., 2006; Graves, 2012).

Die neuronale NO-Synthase (nNOS) befindet sich auf neuronalen Zellen und spielt
als Neurotransmitter des zentralen und peripheren Nervensystems eine wichtige
Rolle. Die Aktivitat der nNOS wird ebenfalls Uber die Calciumkonzentration in der
Zelle reguliert (Bredt et al., 1990; Schmidt et al., 2010).

Die induzierbare NO-Synthase (iINOS) kann von Makrophagen oder glatten
Muskelzellen nach Stimulation durch Zytokine oder Endotoxine exprimiert werden.
Sie kann verglichen mit den konstitutiven Enzymen eine bis zu 1000-fach erhohte
NO-Menge bilden. Die iNOS ist unabhangig von der Calciumkonzentration. In
hohen Konzentrationen kann Stickstoffmonoxid unter anderem durch exzessive

Vasodilatation zum septischen Schock beitragen (Schmidt et al., 2010).

i ' =

Abb. 7: Umwandlung von Nitrat (NOs’), Nitrit (NO2)und NO-. Nitrat und Nitrit stammen entweder
aus Autoxidation und enzymatischer Oxidation von NO- oder aus der Nahrungsaufnahme nach
Synthese durch NO-Synthasen. Nitrat, welches im Speichel vorhanden ist, kann durch Bakterien zu
Nitrit reduziert werden. Nitrit kann enzymatisch oder durch Reduktionsmittel wie Vitamin C, UVA-
Licht oder niedrigen pH-Wert in NOs umgewandelt werden. Bei NO+ handelt es sich um ein Radikal
mit einem ungepaarten Elektron. Nitrit dient als eine der Hauptspeicherformen von NOes. NO< kann
auch durch NO-Synthasen aus L-Arginin gebildet werden (eigene Darstellung in Anlehnung an
(Suschek et al., 2006)).
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In der Haut kann Stickstoffmonoxid nicht enzymatisch uber Nitrit durch UVA-
Strahlung entstehen. Ein weiterer Weg der nicht enzymatischen NO-Bildung ist die

Entstehung von Stickstoffmonoxid aus dem Nitrit-Anion bei saurem pH-Wert. Aus
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der Nahrung stammendes Nitrat wird bei saurem pH-Wert wie im Speichel oder
Magensaft zu Nitrit und anschlieend zu NO reduziert (Graves, 2012; Suschek et
al., 2006).

NO ist instabil und schwer zu quantifizieren, Nitrat und Nitrit sind stabile
Ausgangsstoffe fur das Stickstoffmonoxid und erlauben somit Ruckschlisse auf die
NO-Konzentration. Nitrit wird auch als die Hauptspeicherform des NO bezeichnet
(Suschek et al., 2006; Rachmilewitz et al., 1995).

NO ist an vielen, sowohl physiologischen als auch pathologischen Reaktionen im
menschlichen Korper beteiligt. In hohen Konzentrationen kann NO in einer
Kombination mit Superoxidanionen zu Schadigungen von gesundem Gewebe
beitragen. Eine UbermaRige NO-Produktion wurde im Zusammenhang mit Arthritis
sowie dem septischen Schock beobachtet. Des Weiteren wurde bei Erkrankungen
wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa eine erhohte Aktivitat der NO-Synthasen
festgestellt (Rachmilewitz et al., 1995; Nathan und Xie, 1994).

NO spielt eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl von entzindlichen,
hyperproliferativen und autoimmunen Erkrankungen. In Bezug auf die entztindliche
Hautkrankheit Psoriasis wird dem NO in hohen Konzentrationen eine Hemmung der

Kreatinozytenproliferation nachgesagt (Bruch-Gerharz et al., 2003).

NO ist zudem an einer Vielzahl regulatorischer Prozesse wie der Peristaltik,
Neurotransmission und Blutdruckregulation beteiligt (Nathan und Xie, 1994). Durch
seine vasodilatatorische Wirkung schitzt es vor Hypoxie. Weiterhin hat NO
antibakterielle Effekte und dient der effektiven Abwehr von Krankheitserregern
sowie der Zerstérung von Tumorzellen. Dem Radikal wird aul’erdem eine
schitzende Wirkung von UVA- oder ROS-induziertem Zelltod nachgesagt (Suschek
et al., 2006; Liew und Cox, 1991; Rachmilewitz et al., 1995). Eine reduzierte NO-
Verflugbarkeit wurde im Zusammenhang mit Diabetes mellitus und arterieller
Hypertonie beobachtet. Weiterhin scheint eine niedrigere NO-Verflgbarkeit zu einer
erhdhten Thrombozytenaktivitdt und Vasokonstriktion sowie verstarkten
endothelialen Wachstumsprozessen beizutragen und somit das Risiko fur
Atherosklerose zu erhdhen (Schmidt et al., 2010).
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1.3.2 Entstehung reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies

Reaktive Stickstoffspezies (RNS) entstehen hauptsachlich aus der Reaktion von
Stickstoffmonoxid und Sauerstoff. Hauptprodukt ist das Peroxynitrit-Anion. Liegt
eine grolRere Konzentration an Sauerstoff als an Stickstoffmonoxid vor, so
entstehen vor allem Peroxynitrat oder Nitrit (Graves, 2012). In wassriger Losung bei
ausgeglichenem pH-Wert besteht ein Gleichgewicht zwischen Stickstoffmonoxid
und Salpetersaure. Dieses steht wiederum mit Distickstofftrioxid im Gleichgewicht,
welches anschlielRend zu Stickstoffmonoxid und Stickstoffdioxid homolysiert wird
(Abb. 8). Stickstoffdioxid besitzt eine hohe Reaktivitat. In Anwesenheit von
Wasserstoffperoxid konnen reaktive Stickoxidspezies wie Stickstofftrioxid,
Peroxynitrit bzw. andere reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen (Suschek et
al., 2006).

1)  NO,+H* S HNO,

2)  2HNO, S N,0,+H,0

3)  N,0,. S NO'+NO°,

Abb. 8: Die Entstehung von Stickstoffmonoxid (NO) aus Nitrit. Bei ausgeglichenem pH-Wert
besteht ein Gleichgewicht zwischen NO- und Salpetersaure (HNOz), welches mit Distickstofftrioxid
(N203) im Gleichgewicht steht. Dies wird in wassriger Losung anschlieRend zu NO-< und
Stickstoffdioxid (NO2¢) homolysiert (eigene Darstellung in Anlehnung an (Suschek et al., 2006)).

Reaktionsbereite Sauerstoffverbindungen und Sauerstoffradikale werden als
reaktive Sauerstoffspezies bezeichnet. Radikale sind Molekille mit ungepaarten
Elektronen. Sauerstoff besitzt zwei ungepaarte Elektronen und kann durch die
Aufnahme eines Elektrons zu dem Radikal Superoxidanion reduziert werden. Meist
entstehen die Superoxidanionen in der Atmungskette und werden u.a. von
Mitochondrien gebildet. Ein erhdhter Sauerstoffpartialdruck fihrt zu einer erhdhten
Konzentration von reaktiven Sauerstoffspezies. Eine weitere Quelle fur die
Entstehung von Superoxidanionen stellen Reaktionen durch NAD(P)H-Oxidasen
der NOX-Familie in Zellen der GefalRwand sowie in Leukozyten dar. NOX-2, das
sich in Leukozyten befindet, kann Uber Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid

hyperchlorige Saure bilden, die der Immunabwehr dient (Schmidt et al., 2010).

19



Die Aufnahme eines weiteren Elektrons des Superoxidanions, die in Mitochondrien
Uber die Superoxiddismutase erfolgt, fuhrt zur Entstehung von Wasserstoffperoxid.
Der Abbau des Wasserstoffperoxids erfolgt in Peroxisomen durch die Katalase. Als
reaktive Sauerstoffspezies werden Superoxidanion, Wasserstoffperoxid und das
besonders reaktive Hydroxyl-Radikal bezeichnet. Reaktive Sauerstoffspezies
haben eine Doppelfunktion. Sie dienen als intra- und extrazellulare Signalmolekdle,
konnen aber auch Zellmembranen schadigen und somit zu Stérungen von
Rezeptoren und Mitochondrien sowie letztendlich zu Schadigungen der DNA
beitragen. Als antioxidative Substanzen werden die Superoxiddismutase, die
Katalase und Radikalfanger wie Vitamin E und Vitamin C bezeichnet (Schmidt et
al., 2010; Graves, 2012).

Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) zeichnen sich durch ihre hohe
Reaktivitat sowie ihre begrenzte raumliche Ausdehnung aus. Zudem scheinen die
RONS unter anderem an der Entstehung kardiovaskularer sowie
neurodegenerativer Erkrankungen, Autoimmunkrankheiten, Diabetes mellitus
sowie  Lungenerkrankungen beteiligt zu  sein. Durch ultraviolette
Sonneneinstrahlung kommt es in der Haut Uber die Induktion der iINOS zur
Entstehung von RONS, welche wiederum im Zusammenhang mit chronischen
Hautentzindungen, atopischer Dermatitis, Psoriasis und Hautkrebs stehen
(Graves, 2012).

1.3.3 Effekte reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies

Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) werden unter anderem in
Makrophagen und Neutrophilen gebildet und dienen der Immunabwehr. Sie spielen
in der antimikrobiellen, antimykotischen sowie der antiparasitaren Therapie eine
zentrale Rolle. RONS fungieren bei der Wundheilung als Schlisselakteure und
konnen diese beeinflussen. Sie sind wichtig fur die Aktivierung der Thrombozyten.
Wasserstoffperoxid dient als  second-messenger  fur  verschiedene
Wachstumsfaktoren wie PDGF, TGFB und VEGF (Soneja et al., 2005; Graves,
2012). Daruber hinaus sind die RONS im Rahmen der Wundheilung maf3geblich an

Entzindungs- und Abwehrreaktionen beteiligt. Die bakterizide Wirkung von
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Antibiotika entfaltet sich ebenfalls Uber die Entstehung von RONS. Gleiches gilt fur

die antiparasitare Therapie (Graves, 2012).

Nathan und Ding sagen den RONS entzindungshemmende als auch
entzindungsfordernde Effekte nach (Nathan und Ding, 2010). Thomas et al.
beschreiben die konzentrationsabhangigen Effekte der RONS. In niedrigen
Konzentrationen kdénnen diese das Wachstum férdern und die Apoptose hemmen,
wahrend sie in hdoheren Konzentrationen die Apoptose fordern und den Zellzyklus

hemmen (Thomas et al., 2008).

Des Weiteren wird einerseits beschrieben, dass RONS zu Mutationen und der
Entstehung von Krebs beitragen konnen (Harman, 1956; Graves, 2012),
andererseits wird postuliert, dass RONS Krebszellen abtoten konnen. Die Effekte
der RONS werden bereits in der Krebstherapie genutzt. In der Strahlentherapie wird
die Tumor-DNA neben Photonen auch Uber sekundar gebildete RONS angegriffen.
Chemotherapeutika wirken ebenfalls unter anderem Uber reaktive Sauerstoff-und
Stickstoff-Spezies (Graves, 2012; Mikkelsen und Wardman, 2003).

Einige Ergebnisse deuten darauf hin, dass RONS eine besondere Rolle im
Alterungsprozess spielen (Harman, 1956; Graves, 2012; Lapointe und Hekimi,
2010). Ristow und Schmeisser postulieren, dass Kalorien- sowie Glucoserestriktion
zusammen mit Bewegung zu einem erhdhten mitochondrialen Metabolismus sowie
einer erhohten ROS-Bildung beitragen. Dies scheint zu einer erhohten
Stressresistenz, einer verbesserten antioxidativen Abwehr sowie einer verlangerten

Lebensdauer zu fihren (Ristow und Schmeisser, 2011).

RONS sind demnach sowohl an altersbedingten Krankheiten beteiligt, kdnnen
jedoch ebenfalls zu einer Verlangerung des Lebens beitragen (Ristow und
Schmeisser, 2011; Graves, 2012; Hekimi et al., 2011).

Insgesamt ist die Rolle der RONS differenziert zu betrachten. Entscheidend ist es
dabei, ein Gleichgewicht zwischen den nutzlichen und schadlichen Effekten zu
erreichen (Graves, 2012; Halliwell, 2006). In niedrigeren Konzentrationen scheinen
die Effekte der RONS auf den Organismus eher positiv zu sein, wahrend in hdheren
Konzentrationen die toxischen Effekte zu Uberwiegen scheinen (Calabrese et al.,
2004; Graves, 2012; Droge, 2002).
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1.3.4 Plasma und reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies

Wie bereits zuvor beschrieben, handelt es sich beim Plasma um ein ionisiertes
Gasgemisch, welches unter anderem aus freien Elektronen, lonen, Radikalen und
RONS besteht. Durch die Anwesenheit von Sauerstoff in der Umgebungsluft
konnen bei der Generierung von Plasma reaktive Sauerstoffspezies entstehen. Es
werden unter anderem Hxdroxyl-Radikale, Superoxide sowie Wasserstoffperoxid
gebildet (Ziuzina et al., 2013; Oehmigen et al., 2010; Arjunan et al., 2011). Des
Weiteren fihren das Vorhandensein von Stickstoff in der Umgebungsluft sowie die
Anregung mittels Plasma zur Entstehung von reaktiven Stickstoffspezies. Als durch
das ionisierte Gasgemisch entstehende RNS sind unter anderem Nitrat, Nitrit,
Stickoxid und Peroxynitrit zu nennen (Ziuzina et al., 2013; Arjunan et al., 2011,
Laroussi und Leipold, 2004).

Diese entstehenden redoxaktiven Spezies entsprechen denen, die im menschlichen
Korper selbst gebildet werden und an vielen verschiedenen physiologischen und
pathologischen Prozessen beteiligt sind. ROS und RNS gehéren zu diesen
entstehenden Produkten. Da redoxaktive Spezies auch im menschlichen Koérper
vorkommen, konnen sie Uber korpereigene antioxidative Mechanismen unschadlich
gemacht werden. Demnach kénnen mégliche, Gber redoxaktive Spezies vermittelte
toxische Effekte des Plasmas durch korpereigene Systeme unschadlich gemacht
werden (von Woedtke et al., 2016; Droge, 2002).

Eine grolle Rolle fir die antioxidative Response einer Zelle spielt der
Transkriptionsfaktor Nrf2. Schmidt et al. konnten nachweisen, dass nach einer
Plasmabehandlung von Keratinozyten der Nrf2-Signalweg aktiviert wird. Dies
bestatigt die Induktion kdorpereigener Schutzmechanismen zum Schutz gegen
Plasma-generierte redoxaktive Spezies (von Woedtke et al., 2016; Schmidt et al.,
2015). Im Sinne der Redoxbalance muss ein Gleichgewicht zwischen oxidativen
und reduzierenden Prozessen in der Zelle oder im Gewebe gewahrleistet sein. Wird
die zellulare Redoxbalance uberschritten, kann es zu Schadigungen der DNA
kommen. Diese Schaden kdénnen repariert werden oder zur Induktion des
programmierten Zelltods in der Zelle fihren. Wende etal. konnten zudem
nachweisen, dass Zellen eine unterschiedliche Empfindlichkeit gegenluber einer

Plasmabehandlung aufweisen (Wende et al., 2014).

22



Plasma wirkt demnach selektiv auf verschiedene Zelltypen. T-Lymphozyten
scheinen sehr empfindlich auf RONS zu reagieren, wahrend Keratinozyten und
Fibroblasten unempfindlicher erscheinen (von Woedtke et al., 2016; Wende et al.,
2014).

Es wurde ein Zusammenhang zwischen der zellularen Sensitivitat der Zellen und
der Teilungsrate beobachtet. Demnach reagieren Zellen, die sich schnell teilen,
empfindlicher auf eine Plasmabehandlung als Zellen mit einer niedrigeren
Verdopplungszeit. Des Weiteren spielen Faktoren wie die Behandlungsdauer und
demzufolge die Plasmadosis eine entscheidende Rolle in Bezug auf die
schadigenden Effekte (von Woedtke et al., 2016; Hasse et al., 2016; Lendeckel et
al., 2015).

RONS sind nicht nur an zellschadigenden Prozessen beteiligt. Sie spielen zudem
eine essenzielle Rolle bei der Zelleproliferation/-differenzierung und der Zell-Zell-
Kommunikation. Uber gesteigerte Genexpression von Enzymen, Zytokinen und
Wachstumsfaktoren konnte die Wundheilung mittels Plasma stimuliert werden. So
wird z. B. die Ausschuttung des Fibroblasten-Wachstumsfaktors FGF2 durch eine
kurze Plasmabehandlungsdauer erhoht. Dieser Effekt wird Uber reaktive
Sauerstoffspezies vermittelt. Neben vielen weiteren Wachstumsfaktoren wird die
Freisetzung von VEGF ebenfalls Uber ROS stimuliert. Uber diese
Wachstumsfaktoren wird die Migration und Proliferation von Endothelzellen sowie
der Angiogenese stimuliert. Diese Effekte kdnnten sich positiv auf die Wundheilung
auswirken (Arjunan et al., 2011; von Woedtke et al., 2016; Kalghatgi et al., 2010).

Die Entstehung von RONS kann durch verschiedene Parameter beeinflusst werden.
Dazu gehoren die Behandlungsdauer, die Temperatur, die Plasmaanregung sowie
der Gasdruck und die Gaszusammensetzung (Arjunan et al., 2011; Ziuzina et al.,
2013). Anhand von Studien konnte festgestellt werden, dass Zellen, die mit
niedriger Intensitat oder Einwirkdauer behandelt wurden, stimuliert werden. Eine
hohe Intensitat oder lange Behandlungsdauer bewirken hingegen eine Inaktivierung
oder Abtoétung der Zellen (von Woedtke et al., 2016; Hasse et al., 2016; Lendeckel
et al., 2015).
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Wahrend sich die stimulierenden Effekte der plasmaproduzierten RONS positiv auf
die Wundheilung auswirken koénnten, kénnen die inaktivierenden Effekte zur
Dekontamination genutzt werden. Reaktive Stickstoffspezies (RNS) sind
hauptsachlich fur die Entstehung von Nitriten und Nitraten in flissigen Medien
verantwortlich, welche wiederum zum Ansauern des Mediums beitragen (Ziuzina et
al., 2013). Die Entstehung von RONS sowie das Herabsetzen des pH-Wertes
scheinen die antibakterielle Wirksamkeit des Plasmas wesentlich zu beeinflussen,
sind jedoch auch fur die toxischen Effekte auf humane Zellen verantwortlich (Balzer
et al., 2015; Ziuzina et al., 2013; Liu et al., 2010).

Oehmigen et. al. konnten in ihren experimentellen Studien den Effekt der durch CAP
produzierten RNS auf die Ansauerung von Flussigkeiten bestatigen. Den grofdten
Einfluss auf den sauren pH-Wert scheint dabei die Salpetersaure zu haben. Diese
scheint jedoch nicht allein flr die antimikrobiellen Effekte des Plasmas
verantwortlich zu sein. Als weiterer Faktor kommt das produzierte
Wasserstoffperoxid in Betracht. Die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies
scheinen somit gemeinsam fur die sterilisierende Wirkung verantwortlich zu sein
(Oehmigen et al., 2010).

Balzer et. al. konnten nachweisen, dass reaktive Sauerstoffspezies wie das
Wasserstoffperoxid, reaktive Stickstoffspezies wie Nitrat und Nitrit sowie ein
niedriger pH-Wert wesentlich an der reduzierten Lebensfahigkeit von humanen
Zellen beteiligt zu sein scheinen. Sie vermuten jedoch, dass es weitere Faktoren

gibt, welche die Toxizitat des Plasmas begriinden (Balzer et al., 2015).

1.4 Anwendungsmaoglichkeiten von Plasma

Seit den 1960er Jahren wird Plasma bereits zur Verbesserung der Biokompatibilitat
von Implantaten eingesetzt und es wurde damit begonnen, die antibakteriellen
Effekte des Plasmas zu studieren (Gerling und Weltmann, 2016). In den 70er
Jahren kam Niedrigdruck-Radio-Frequenzplasma in der Industrie zur Aufbereitung
zum Einsatz. Die Generierung des Niedrigdruckplasmas machte allerdings das

Vorhandensein einer Vakuumkammer erforderlich, welche die Verwendung von
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Plasma kompliziert und teuer gestaltete (Gerling und Weltmann, 2016; Liu und Lu,
2010).

Thermisches Plasma wird unter anderem zum Schweilden sowie zur Herstellung
von Energiesparlampen und Plasmafernsehern genutzt (Arjunan et al., 2011).
Aufgrund seiner antibakteriellen Wirksamkeit findet das thermische Plasma im
Bereich der Sterilisation und Desinfektion Anwendung. Ein weiteres
Anwendungsgebiet ist die Oberflachenmodifikation (Hoffmann et al., 2013; Haertel
et al.,, 2014; Heinlin et al.,, 2011; Liu und Lu, 2010; Metelmann et al., 2016;
Metelmann et al., 2018).

Mit der Entdeckung von Atmospharendruckplasma konnte der Einsatz in den 90er
Jahren erweitert werden. Der Einsatz des Plasmas zur Behandlung von vitalen,
hitzeempfindlichen Zellen und Geweben wurde moglich. Dies war ein grof3er Schritt
in der Entwicklung der Plasmamedizin und eroffnete viele neue
Anwendungsmaglichkeiten des ionisierten Gasgemisches (Balzer et al., 2015; von
Woedtke et al., 2016; Helmke, 2016; Liu und Lu, 2010).

Seit 1996 wird kaltes atmospharisches Plasma zur Sterilisation eingesetzt. Ein
grofRer Vorteil ist die Unabhangigkeit von der Oberflachenbeschaffenheit: Es kann
auch in kleine Hohlraume eindringen und damit eine hohe Sterilisationsqualitat
gewahrleisten (Heinlin et al., 2011). Zu den weiteren Anwendungsbereichen von
kalten Plasmen zahlen unter anderem die Dekontamination von Lebensmitteln, die
Aufbereitung von Medizinprodukten sowie die Reinigung von Abwassern (Kramer
et al., 2016).

Aufgrund der mdglichen antimikrobiellen Wirksamkeit sowie antiinflammatorischer
Effekte des CAP liegt der Fokus der Anwendung des ionisierten Gasgemisches im
Bereich der Wundheilung sowie der Behandlung von Hautkrankheiten (Balzer et al.,
2015). Ein weiteres groles Forschungsfeld in der Plasmamedizin ist der Einsatz

von Plasma im Bereich der Tumortherapie (Liu und Lu, 2010).
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1.4.1 Antibakterielle Effekte des CAP

Bakterielle Resistenzen stellen weltweit ein zunehmendes Problem dar (Becker et
al., 2019; Nguyen et al.,, 2018). Bisher kommen zur Sterilisation verschiedene
chemische, mechanische, physikalische und thermische Verfahren zum Einsatz.
Diese Prozesse gehen allerdings mit einigen nachteiligen Effekten einher, wie die
Beschadigung von Materialien, die eingeschrankte Effektivitat der Dekontamination,
hohe anfallende Kosten sowie — in Abhangigkeit von der Oberflachenbeschaffenheit
— Schwierigkeiten bei der Anwendung (Stapelmann et al., 2013; Heinlin et al., 2011;
Rauscher et al., 2010; Song et al., 2009).

Kaltes Atmospharendruckplasma erlangte in den letzten Jahren aufgrund seiner
antibakteriellen Wirksamkeit unter nicht thermischen Bedingungen mehr und mehr
an Bedeutung. Es stellt einen alternativen Ansatz zur kostengunstigen, effizienten
und schnellen Eliminierung von Mikroorganismen und Pathogenen von
kontaminierten Lebensmitteln oder Medizinprodukten dar (Stapelmann et al., 2013;
Ziuzina et al., 2013; Song et al., 2009). In der Lebensmittelindustrie wird CAP bereits
an Stelle einer thermischen Pasteurisierung zur Aufbereitung von Milch genutzt
(Nguyen et al., 2018).

Es existieren verschiedene Parameter, welche die Zusammensetzung des Plasmas
sowie seine antibakterielle Wirksamkeit beeinflussen. Zu diesen Faktoren zahlen
die Behandlungsdauer, die angelegte Spannung, der Abstand zwischen den
Elektroden, die Gaszusammensetzung und die Art des behandelten Bakteriums.
Bei Verwendung der DBD kdnnen weitere Faktoren Einfluss nehmen, wie die
Aufbewahrungsdauer nach der Behandlung, das verwendete Medium sowie die

Position der Probe zur Plasmaquelle (Ziuzina et al., 2013).

Die antibakteriellen Effekte des Plasmas sind bedingt durch UV-Strahlung, freie
Radikale, hochaktive RONS, den sauren pH-Wert sowie die elektrostatischen Krafte
(Stapelmann et al.,, 2013; Oehmigen et al., 2010; Daeschlein, 2016). In
Untersuchungen von Ziuzina et al. konnte nachgewiesen werden, dass allein durch
einen sauren pH-Wert nicht die gleiche antibakterielle Wirksamkeit wie durch eine
Plasmabehandlung erzielt werden kann (Ziuzina et al., 2013). Der Vorteil des
ionisierten Gasgemisches liegt in der Kombination der verschiedenen Spezies,

wodurch auch bei geringeren einzelnen Konzentrationen eine gute Wirksamkeit
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gewahrleistet werden kann (Daeschlein, 2016). Nicht thermisches Plasma kann
unter anderem Uber reaktive Sauerstoffspezies zur Zerstérung von grampositiven

und gramnegativen Bakterien fuhren (Han et al., 2016; Nguyen et al., 2018).

1.4.2 Effekte des CAP auf Tumorzellen

Im Jahre 2020 wurden die weltweit an Krebs erkrankten Menschen auf 19,3
Millionen geschatzt. Es wird mit einem weiteren deutlichen Anstieg an
Krebserkrankungen in den nachsten Jahren gerechnet (Sung et al., 2021).
Erstmalig wurde im Jahre 2007 Uber die toxischen Effekte des Plasmas auf maligne
Zellen berichtet. Die Wirksamkeit des ionisierten Gases gegen viele verschiedene
Krebszellen wurde bereits in verschiedenen /n-vitro-Studien nachgewiesen. Neben
Hirntumoren sind Haut- und Brustkrebs die im Rahmen der aktuellen Forschung am
haufigsten untersuchten Malignome (Yan et al., 2017).

CAP weist eine hohe Selektivitat gegenuber Krebszellen auf, womit ein grol3er
Vorteil gegenuber herkdmmlichen Therapiemdéglichkeiten gegeben ist (Yan et al.,
2017; Van der Paal et al., 2017; Guerrero-Preston et al., 2014; Dubuc et al., 2018).
Es existieren verschiedene theoretische Ansatze zur Begrindung dieser
Selektivitat. Einer dieser Ansatze beruht darauf, dass Krebszellen im Vergleich zu
gesunden Zellen eine héhere Anzahl an Aquaporinen und weniger Cholesterin in
ihrer Zellmembran besitzen. Aufgrund dessen koénnen ROS leichter in die
Krebszellen diffundieren und sind weniger resistent gegen Peroxidation. Dies flhrt
zur Induktion von Apoptose in den malignen Zellen (Van der Paal et al., 2017; Dubuc
et al., 2018; Yan et al., 2017). Dass maligne Zellen an sich schon hdhere
intrazellulare ROS-Konzentrationen besitzen als nicht maligne Zellen, stellt einen
weiteren theoretischen Ansatz dar. Diese hohe Konzentration an ROS soll dazu
fuhren, dass die tolerable ROS-Schwelle in malignen Zellen schneller Uberschritten
wird (Yan et al., 2017; Dubuc et al., 2018; Graves, 2012). Des Weiteren wurde, wie
oben bereits beschrieben, ein Zusammenhang zwischen der zellularen Sensitivitat
der Zellen und der Teilungsrate beobachtet. Demnach reagieren Zellen mit einer
héheren Proliferationsrate empfindlicher auf eine Behandlung mit Plasma als jene
mit einer niedrigeren Verdopplungszeit (von Woedtke et al., 2016; Hasse et al.,
2016; Lendeckel et al., 2015).
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1.4.3 Einfluss des CAP auf die Wundheilung

Wunden werden als chronisch bezeichnet, wenn sie langer als zwei bis drei Wochen
bestehen. Ursachen fur die Entstehung chronischer Wunden sind arterielle oder
vendse Durchblutungsstorungen, Diabetes mellitus oder konstante Druckbelastung
(Tiede und Emmert, 2016). Insgesamt sind etwa 1-2 % der Gesamtbevdlkerung
von chronisch-vendsen Ulzerationen betroffen, die Anzahl der betroffenen
Patienten ist stetig steigend. Im Durchschnitt betragt die Heilungsdauer etwa 24
Wochen. Bei 15 % der Patienten zeigen die Wunden jedoch Kkeinerlei
Heilungstendenz. An der reduzierten Heilungstendenz von chronischen Wunden ist
eine bakterielle Besiedlung beteiligt (Isbary et al., 2012; Haertel et al., 2014, Isbary
und Shimizu, 2016), weswegen die Zunahme der bakteriellen Resistenzen, die in
der Medizin ein immer grolRer werdendes Problem darstellen, einen negativen
Einfluss auf die Heilungstendenz hat. Die Defizite in der Neuzulassung von
Antibiotika sowie der Mangel an Investitionen in die Entwicklung neuer wirksamer
Antibiotika wirken sich ebenfalls negativ auf die Therapiemoglichkeiten aus
(Daeschlein, 2016).

Kaltes Atmospharendruckplasma liefert einen vielversprechenden Ansatz im
Hinblick auf die Therapie von Wundheilungsstérungen und Hautkrankheiten. Die
antiseptischen Effekte, die Stimulation und Férderung der Migration von Hautzellen,
die pro- und antiinflammatorischen sowie pro-angiogenetischen Effekte des
Plasmas konnten sich positiv auf die Wundheilung auswirken (Haertel et al., 2014;
von Woedtke et al., 2016; Lloyd et al., 2010). Das Alleinstellungsmerkmal des
Plasmas ist die Kombination von verschiedenen Spezies, welche so bereits in
niedrigerer Dosis ihre Wirksamkeit entfalten kdnnen. Zu diesen Spezies zahlen freie
Radikale, lonen, Elektronen, RONS sowie UV-Strahlung und elektrische Felder
(Heinlin et al., 2011; Haertel et al., 2014; Daeschlein, 2016; von Woedtke et al.,
2013).

Anhand einiger Studien konnte die Effektivitdt des Plasmas in Bezug auf die
inaktivierende Wirkung auf Mikroorganismen bereits nachgewiesen werden
(Haertel et al., 2014; Becker et al., 2019; Daeschlein, 2016; Isbary et al., 2012).
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Auch in der Therapie multiresistenter Erreger auf der Haut und in Wunden erwies
sich das kalte Atmospharendruckplasma als effektiv wirksam (Haertel et al., 2014,
Daeschlein, 2016; Daeschlein et al., 2014; Maisch et al., 2012).

Die Angiogenese spielt im Rahmen der Wundheilung eine grol3e Rolle. Ziel ist es,
die Angiogenese zu fordern, um die Wundheilung zu verbessern. Faktoren, die die
Ausbildung neuer Gefalde fordern, sind Sauerstoffmangel, Wachstumsfaktoren wie
VEGF, EGF, EGE, Zytokine, NO und reaktive Sauerstoffspezies. Anhand von In-
vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass die Proliferation von Endothelzellen
durch die Behandlung mittels Plasma stimuliert werden kann. Die
Wachstumsfaktoren FGF-2 und Stickstoffmonoxid scheinen hierbei eine
entscheidende Rolle zu spielen (Haertel et al., 2014; Balzer et al., 2015; Kalghatgi
et al., 2010; Arjunan et al., 2011).

Haertel et al. beobachteten pro-angiogenetische Effekte, die mit dem, aus
Keratinozyten freigesetzten, Wachstumsfaktor VEGF in Korrelation stehen (Haertel
et al., 2014). Des Weiteren scheinen Wasserstoffperoxid und Hydroxyl-Radikale

positive Effekte auf die Angiogenese zu haben (Balzer et al., 2015).

Im Hinblick auf die Plasmatherapie sind stets die dosis- und zeitabhangigen Effekte
zu beachten. Anhand dieser kdnnen die Entstehung reaktiver Sauerstoff- und
Stickstoffspezies, die Erzeugung von Apoptose und Nekrose, die Schadigung der
Mitochondrien, die Zellproliferation und Zellmigration sowie der DNA-Abbau und -
Zyklus beeinflusst werden. Allgemein lasst sich festhalten, dass eine geringe
Plasmadosis und kurze Behandlungszeit stimulierend auf die Zellen wirken. Es
kommt zur Induktion der Proliferation, DNA-Reparatur und Migration. Bei
Verwendung einer hohen Plasmadosis und langen Behandlungsdauer lassen sich
toxische Effekte des Plasmas nachweisen. Durch Proliferationsstopp, Apoptose,
Schadigung der DNA und Zellzyklusarrest kommt es zum Zelltod (Haertel et al.,
2014; Tiede und Emmert, 2016; von Woedtke et al., 2013).

Anhand von In-vivo-Studien konnten bisher keine toxischen Wirkungen des
Plasmas nachgewiesen werden. Zudem scheint es allgemein gut vertraglich zu sein
(Nguyen et al., 2018; Metelmann et al., 2013; Heinlin et al., 2013; Isbary et al., 2012;
Isbary et al., 2010; Brehmer et al., 2015).

29



1.4.4 Anwendung von Plasma in der Klinik

Heute ist das ionisierte Gas bereits seit einigen Jahren fester Bestandteil des
klinischen Alltags. Die Argon-Plasma-Koagulation wird zur Kauterisation und zur
Abtragung von Geweben genutzt (von Woedtke et al., 2016). Die ersten Versuche
zur Kauterisation von Gewebe mittels Argon-Plasma-Koagulation im Rahmen
operativer Eingriffe begannen bereits in den 1970er Jahren (Morrison und Lagow,
1977). Des Weiteren findet der vierte Aggregatzustand Anwendung in Form von
Plasmadisplays, zur Sterilisation von Materialien im medizinischen Bereich, als
umweltfreundliche und kostengunstige Option zur Desinfektion und Entfernung von
Schadstoffen aus dem Wasser sowie in der Lebensmittelindustrie (Kramer et al.,
2016).

Anhand klinischer Untersuchungen konnten Isbary et al. eine effektive Reduktion
der bakteriellen Besiedlung bereits nach einer zweiminutigen Behandlung mittels
indirekter DBD-Gerate (MicroPlaSter alpha und MicroPlaSter beta) beobachten
(Isbary et al., 2012). Gan et al. haben weiterhin nachgewiesen, dass CAP bereits
in niedriger Dosis zur Desinfektion von Wunden eingesetzt werden kann (Gan et al.,
2019). Neben der antibakteriellen und desinfizierenden Wirkung konnten ebenfalls
durchblutungsférdernde Effekte nachgewiesen werden (Schdonebeck und Wandke,
2016; Gerling und Weltmann, 2016).

Isbary et al. bestatigten, dass die Anwendung von Plasma /n-vivo unbedenklich ist
und Plasma positive Effekte auf chronische Wunden hat (Isbary et al., 2012). Gao
et al. untersuchten in ihrer klinischen Studie die Effekte von CAP auf oberflachliche
Hautlasionen wie traumatische Wunden, Pyoderma gangraenosum, diabetische
FuRe, chronische Ekzeme sowie eine genitale Riesenwarze. Bei allen Patienten
konnte nach einer CAP-Therapie ein kompletter Wundverschluss beobachtet
werden (Gao et al., 2019), ohne dass diese negative Effekte hervorrief. Weiterhin
konnten Heinlin et al. eine signifikant verbesserte Heilung im Bereich von
Spalthautentnahmestellen am Oberschenkel nach Behandlung mittels CAP
nachweisen (Heinlin et al., 2011). Ein weiterer mdglicher Anwendungsbereich
konnte die Behandlung von Narben sein. Metelmann et al. untersuchten die Effekte
einer Therapie mit Argon-Plasma auf die mit einem ablativen Laser verursachte

Narben. Untersucht wurden die Lasionen im Hinblick auf Verkrustungen,
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Hyperpigmentierungen, Hypopigmentierungen, Prakanzerosen, Hyper- und
Hypotrophien sowie das asthetische Ergebnis. Nach zwolf Monaten wurde bei
keinem der Patienten eine prakanzerotische Lasion nachgewiesen. Der deutlichste
Effekt zeigte sich bei der Beurteilung der asthetischen Ergebnisse. Hierbei ergab
sich ein deutlich besseres Ergebnis als bei der unbehandelten Kontrolle (Metelmann
et al., 2013).

Bereits zur klinischen Anwendung zugelassen ist der kINPen®, der von
Wissenschaftlern der Universitat Greifswald entwickelt wurde. Der KINPen® wurde
in Zusammenarbeit mit der neoplas tools GmbH entwickelt und ist im Jahre 2013
als Medizinprodukt der Klasse lla erklart worden. Der Aufbau des Gerates entspricht
dem eines Plasmajets (Helmke, 2016; Helmke et al., 2013). Daeschlein et al.
konnten bereits im Jahre 2012 nachweisen, dass der kINPen® zur Dekontamination
der bakteriell besiedelten Haut beitragt, ohne dabei negative Effekte zu erzeugen
(Helmke, 2016; Daeschlein et al., 2012). Im Rahmen weiterer klinischer Studien
konnte aulRerdem gezeigt werden, dass der kKINPen® zur deutlichen Reduktion der
Wundflache beitragt und zu besseren Ergebnissen fuhrt als eine Behandlung mittels
Octenisept. Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass lediglich geringe
Mengen an Octenisept sowie eine kurze Einwirkdauer verwendet wurden, welche
nicht der klinischen Anwendung entsprachen (Helmke, 2016; Bekeschus et al.,
2016).

Auch eine Plasmaquelle des DBD-Typs, das PlasmaDerm-Gerat, ist bereits als
Medizinprodukt der Klasse lla zugelassen. Brehmer et al. bestatigten die sichere
klinische Anwendung des Plasmas zur Therapie von chronischen Ulzerationen.
Untersucht wurde die Wirkung von direktem DBD-Plasma (Plasma-Derm®) auf
chronische Wunden bei chronisch venodser Insuffizienz. Es konnte lediglich direkt
nach der Behandlung mit Plasma eine Reduktion der bakteriellen Besiedlung
nachgewiesen werden. Weiterhin konnte, verglichen mit der Kontrollgruppe, kein
signifikanter Unterschied in Bezug auf die Grolde der Ulzerationen beobachtet

werden (Brehmer et al., 2015).
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1.5 Herausforderungen in der klinischen Anwendung

Die Plasmatherapie eroffnet in der Medizin viele neue Anwendungsmaglichkeiten.
Es sind jedoch weitere Studien notwendig, um normierte Standards fur die
Einstellungen der Plasmaquellen festzulegen. Weiterhin sollten weitere
randomisierte, kontrollierte klinische Studien zur genaueren Evaluation der Wirkung

des Plasmas durchgefuhrt werden (Haertel et al., 2014).

Durch Plasma kann der programmierte Zelltod von Krebszellen induziert werden.
Daruber hinaus scheint Plasma selektiv auf maligne Zellen zu wirken. Aus diesen
Grunden konnte Plasma allein oder in Kombination mit der herkdmmlichen
Tumortherapie in Zukunft Anwendung finden. Auch im Bereich der Krebstherapie

sind jedoch weitere Studien erforderlich (Dubuc et al., 2018).

Die bisher zur klinischen Anwendung zugelassenen Plasmaquellen besitzen ein
CE-Zertifikat. Damit sind sie sicher und medizinisch-technisch leistungsfahig. Es
mussen verschiedene Komponenten untersucht werden, um die Sicherheit des
Plasmas zu gewahrleisten. Dazu =zahlen UV-Strahlung, Stromfluss und
Gasemissionen (Tiede und Emmert, 2016; Heinlin et al., 2010; von Woedtke et al.,
2013). Es existiert bereits eine Leitlinie, in der die Anforderungen an die
Plasmaquellen naher definiert werden. Dennoch steht die Plasmamedizin vor der
Herausforderung, allgemeingultige Grenzwerte flur die jeweiligen Plasmaquellen zu
entwickeln. Besonders sind hierbei die entstehenden Radikale und RONS, die
Strahlung und der Strom von Bedeutung. In Abhangigkeit von der Dosis konnten
bereits geringe Mutationsraten beobachtet werden. Es sind weitere
Untersuchungen nétig, um die schadigenden Effekte des Plasmas auf die DNA
naher beurteilen zu konnen. Eine zu starke Plasmabehandlung scheint allerdings
eher zu Apoptose zu fihren als zu Mutationen. Des Weiteren stellen
Verbrennungen und grof3e Wundflachen eine Herausforderung flr die Anwendung
des Plasmas dar (Tiede und Emmert, 2016).
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1.6 Ziele und Fragestellung

Im Rahmen dieses Forschungsprojekts wurde eine Kaltplasmaquelle, die DBD
(Dielectric Barrier Discharge), verwendet. Die Zusammensetzung des Plasmas
kann anhand der Spannung (kV), der Frequenz (Hz) und der Behandlungsdauer

moduliert werden.

Vorstudien haben bereits gezeigt, dass im Plasma bzw. zwischen den Elektroden
verschiedene Spezies wie freie Radikale, lonen, Elektronen, reaktive Sauerstoff-
und Stickstoffspezies (RONS) sowie UV-Strahlung und elektrische Felder entstehen
(von Woedtke et al., 2013). Wie oben bereits beschrieben, sind die Effekte der
RONS vielfaltig. In niedrigen Konzentrationen konnen sie positiv auf den
Organismus wirken, wahrend in héheren Konzentrationen die toxischen Effekte zu

uberwiegen scheinen (Droge, 2002).

Leider gibt es keine Studien, die den Einfluss der Variation verschiedener
Parameter der DBD auf die Entstehung der RONS sowie deren biologische Wirkung
hin untersucht haben. In diesem Zusammenhang haben befasst sich die
vorliegende Studie mit der Fragestellung, welche Effekte verschiedene
Betreiberparameter der DBD (Frequenz, Behandlungsdauer) auf die generierten
Nitrat-, Nitrit- und Wasserstoffperoxid-Konzentrationen sowie den pH-Wert haben.
Des Weiteren wurde in diesem Zusammenhang die Wirkung des energiereichen

Gasgemischs auf die Vitalitat von humanen dermalen Fibroblasten untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
211 Zellen

Humane dermale Fibroblasten

Gewonnen aus Haut-Weichteil-Gewebe

von 8 Patienten nach Abdominoplastik.
7 weibliche und ein mannlicher Patient.

39-75 Jahre, Mittelwert: 52,4 + 15,3

Jahre.

Verwendung mit Zustimmung der
Spender und Genehmigung der
Ethikkommission der Heinrich-Heine-
Universitat Dusseldorf (Studien-Nr.
3634).

Zusammenarbeit mit der Abteilung fur
Plastische und Asthetische Chirurgie des

Klinikums Koln-Merheim.

2.1.2 Geriate

Name

Hersteller

Digitales Thermometer, GMH3239

GMH GROUP - Greisinger (Regenstauf,
Deutschland)

Dielectric Barrier Discharge (DBD)

Ruhr-Universitat Bochum (Bochum,
Deutschland)

Elektrode, HI764080

Hanna Instruments (Carrollton, TA,
USA)

Fluoreszenzmikroskop, Epifluoreszenz-

Mikroskop

Carl Zeiss AG (Oberkochen,
Deutschland)

Gefrierschrank, Mr. Frosty

Schmidt ,Laborgerate und
Umweltsimulation® Cryo-rate freezer

(Pressbaum, Osterreich)
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Inkubator, NuAire DH AutoFlow CO2

Water-Jacketed Incubator

NuAire Autoflow (Plymouth, MA, USA)

Laborbank, Herasafe®

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA)

Lichtmikroskop, Axio Vert 40

Carl Zeiss AG (Oberkochen, Germany)

Multiparameter pH-Meter, HI2020-Edge

Hanna Instruments (Carrollton, TA,
USA)

NO/NOx-Analysator CLD 88

Eco Physics GmbH (Hulrth, Deutschland)

NO/NOx-Analysator CLD 88 e

Eco Physics GmbH (Hurth, Deutschland)

NO/NOx-Analysator CLD 822r

Eco Physics GmbH (Hurth Deutschland)

pH-Elektrode, InLab Micro

Mettler-Toledo GmbH (Gielen,
Deutschland)

pH-Meter, Climatic 766

Knick Elektronische Messgerate GmbH
& Co. KG (Berlin, Deutschland)

Photometer, Specord 205

Analytik Jena GmbH (Jena,
Deutschland)

Pipetten, Research® fix

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)

Pipettierhilfe, Pipetboy Accu-jet ® Pro

Brand GmbH & Co. KG (Wertheim,
Deutschland)

Spektrofluorometer, VICTOR3™ v
Multilabel Counter Model 1420

PerkinElmer Inc. (Waltham, MA, USA)

Taumel-Rollenmischer, RM5-V 1750

Ingenieurbiro CAT, M. Zipperer GmbH

(Ballrechten-Dottingen, Deutschland)

Vortexmischer, IKA® RET

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG

(Schwabach, Germany)

Warmebad, Drybath

Thermo Fisher Scientific, (Waltham, MA,
USA)

Zentrifuge, Thermo Scientific Heraeus
Megafuge 16 R

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA)
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2.1.3 Materialien

Name

Hersteller

Chirurgische Pinzette

MedicoCare (Numansdorp, Niederlande)

Chirurgische Schere

MedicoCare (Numansdorp, Niederlande)

Filter-Pipettenspitzen 50 pl, TipOne®

Starlab International GmbH (Hamburg,
Deutschland)

Filter-Pipettenspitzen 100 ul, TipOne®

Starlab International GmbH (Hamburg,
Deutschland)

Filter-Pipettenspitzen 200 ul, TipOne®

Starlab International GmbH (Hamburg,
Deutschland)

Gefrierréhrchen, Cryos™ 2 mi

GREINER Bio-One GmbH

(Frickenhausen, Deutschland)

Objekttrager, Nr. 11101

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH (Ederminde, Deutschland)

Pasteurpipette, ISO 7712

BRAND GmbH & Co. KG (Wertheim,
Deutschland)

Petrischale, Dish 100

SARSTEDT AG & Co. KG (NUimbrecht,
Deutschland)

Pipettenspitzen, TipOne®

Starlab International GmbH (Hamburg,
Deutschland)

Skalpell

MedicoCare (Numansdorp, Niederlande)

Zahlkammer, Neubauer

BRAND GmbH & Co. KG (Wertheim,
Deutschland)

Zellkulturflasche 75cm?, CELLSTAR®
Cell Culture Flasks Red Filter Cap

GREINER Bio-One GmbH

(Frickenhausen, Deutschland)

Zellkulturflasche 175cm?, CELLSTAR®
Cell Culture Flasks Red Filter Cap

GREINER Bio-One GmbH

(Frickenhausen, Deutschland)

0,5-mlI-Rdhrchen, Safe-Lock Tubes™

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)

1,5-mI-Réhrchen, Safe-Lock Tubes™

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)
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2-ml-Réhrchen, Safe-Lock Tubes™

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)

5-ml-Stripette, Costar®

Sigma-Aldrich (Bensalem, PA, USA)

10-ml-Stripette, Costar®

Sigma-Aldrich (Bensalem, PA, USA)

188171

15-ml-konisches-Rdhrchen, Art.-Nr.:

GREINER Bio-One GmbH

(Frickenhausen, Deutschland)

227261

50-ml-konisches-Réhrchen, Art.-Nr.:

GREINER Bio-One GmbH

(Frickenhausen, Deutschland)

Culture Plates

24-Well Platte, CELLSTAR® Tissue

GREINER Bio-One GmbH

(Frickenhausen, Deutschland)

Culture Plates

96-Well Platte, CELLSTAR® Tissue

GREINER Bio-One GmbH

(Frickenhausen, Deutschland)

2.1.4 Substanzen

Name

Hersteller

Aqua 1000 ml

B. Braun SE (Melsungen, Deutschland)

Bovines Serumalbumin (BSA)

PAA Laboratories GmbH (Pasching,

Osterreich)

Caliumchlorid-Dihydrat

Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, USA)

Dispase-ll-Losung

Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, USA)

DMEM 1 g/L Glucose

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach,
Deutschland)

D-(+)-Glucose

Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, USA)

Ethanol

Merck KgaA (Darmstadt, Deutschland)

Fluoresceindiacetat (FDA)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA)

HEPES

Sigma-Aldrich (Bensalem, PA, USA)

Hoechst 33258

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA)
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Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Katalase

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Kollagenase Typ CLS 255 U/mg

Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland)

L-Glutamine200 mM (100x)

Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

Natriumchlorid (0,9 %)

VWR International (Radnor, PA, USA)

Natriumhydroxid

VWR International GmbH (Darmstadt,
Deutschland)

Natriumnitrat

VWR International (Radnor, PA, USA)

Natriumnitrit

VWR International (Radnor, PA, USA)

Penicillin (100x)

PAA Laboratories GmbH (Pasching,

Osterreich)

Phosphat-gepufferte Lésung

Invitrogen AG (Carlsbad, MA, USA)

Propidiumiodid

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA)

Salzsaure (1.0 N)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Schwefelsaure (1.0 N)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Sera Plus Special Processed FBS

PAA Laboratories GmbH (Pasching,

Osterreich)

Streptomycin (100x)

PAA Laboratories GmbH (Pasching,

Osterreich)

Titaniumoxalat

Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, USA)

Trypsin/EDTA-L6sung (10x)

Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland)

Vanadium (IIl) Chlorid

Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, USA)
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Wasserstoffperoxid

Carl Roth GmbH &Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland)

Zellviabilitatsmessung, CellTiter-Blue®

Promega Corporation (Madison, WI,
USA)

2.1.5 Software

Name

Hersteller

ImageJ

Wayne Rasband, National Institutes of
Health (Bethesda, USA)

Microsoft Excel

Microsoft Corporation (Redmond, WA,
USA)

Microsoft PowerPoint

Microsoft Corporation (Redmond, WA,
USA)

Microsoft Word Microsoft Corporation (Redmond, WA,
USA)

Origin 8 OriginLab Corporation (Northampton,
MA, USA)

PowerChrom™ eDAQ Pty Ltd (Denistone East,
Australien)

PRISM 8 GraphPad Software (Boston, MA, USA)

ZeissAxioVision

Carl Zeiss AG (Oberkochen,
Deutschland)
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellisolation

Haut-Weichteilgewebe wurde operativ gewonnen und anschliel3end in modifiziertes
Medium transferiert und in gekihlten, sterilen Behéaltnissen in das Labor

transportiert. Das Ethikvotum sowie Einverstandnis der Patienten liegen vor.

Das Haut-Weichteilgewebe wurde nach Entfernung des Mediums in Petrischalen
uberfuhrt und anschlielRend mittels Skalpell portioniert. Es folgte die Inkubation der
Gewebeproben in 50 ml Falcons mit 5-10 ml Dispase-Il-Loésung Uber Nacht bei
4 °C. Die Epidermis wurde am nachsten Tag von der Dermis gelost. Die Schichten
der Haut sind in Abbildung 9 dargestellt.

Keratinozyt

Epidermis
| Fibroblast |—— *
[ L
5 e . Dermis
[ ) 2 .. L ]
[ ]
| Adipozyt |7 — @ @
e S - Subcutis
- L3 - - - =3

Abb. 9: Schichten der menschlichen Haut Die Haut lasst sich in drei Schichten gliedern. Die
Epidermis, Dermis und Subkutis. In der Epidermis befinden sich vor allem die Keratinozyten. Die
Fibroblasten sind in der Dermis lokalisiert. Adipozyten befinden sich in der Subkutis (eigene
Darstellung in Anlehnung an (Aumiiller, 2007)).

Aus der Epidermis konnten Keratinozyten isoliert werden, welche zu weiteren
Untersuchungen abgegeben wurden. Die Dermis wurde in ein 50 ml Falcon
gegeben. Es folgte die Zugabe einer Kollagenase-Puffer-Lésung und die Inkubation
fur 45-60 min bei 37 °C. AnschlieRend wurden die Dermisproben zur weiteren
Vermischung zusammen mit der Losung (Abb. 10) in einen Vortexmischer gegeben.
Um die Fibroblasten aus dem Gewebe zu isolieren, wurden diese dann in ein Sieb
(50-100 uM) Uberfuhrt.
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Zunachst wurden die Hautproben durch den Filter gepresst, anschlieRend wurde
das Siebe mittels PBS gesplilt, welches zum Abstoppen der Reaktion fuhrte. Das
gewonnene Filtrat wurde in ein neues 50 ml-Réhrchen gegeben und fur 10 min bei

300 x g zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt. Das Zellpellet wurde in 10
ml Medium (DMEM) resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Uberfuhrt. Es folgte
die Kultivierung der Zellen unter Standardinkubationsbedingungen (37 °C, 5 %
CO2) im Inkubator.

Lésung Inhaltsstoffe

Dispase-ll-Losung 0.1 % Dispase Typ Il
5 % 1 M Hepes Pufferlésung 1 M

ad. PBS

Kollagenase-Puffer 100 mM Hepes
120 mM NaCl
50 mM KCI
1 mM CaClz
5 mM Glucose
ad. Aqua dest.

Vor Gebrauch 0,2 % Kollagenase | und
1,5 % BSA dazugegeben

Abb. 10: Zusammensetzung der verwendeten Loésungen. Es werden die verschiedenen
Substanzen sowie ihre Konzentrationen in der Dispase-llI-Lésung und dem Kollagenase-Puffer
angegeben (eigene Darstellung in Anlehnung an (Balzer, 2016)).
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2.2.2 Zellkultivierung der Fibroblasten

Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % COg,
90 % Luftfeuchtigkeit) in einem CO2-Inkubator. Die Zellen wurden zur Kultivierung
in 75—-175 cm? Zellkulturflaschen (Greiner, Frickenhausen, Deutschland) gegeben.
Die Schritte der Zellkultivierung erfolgten unter sterilen Bedingungen unter der

sterilen Bank mit bei 121 °C autoklavierten Materialien.

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM), 100 U/ml Penicillin (Pen), 100 ug/ml
Streptomycin (Strep) und 10 % (v/v) fetales Kalberserum (FCS) wurden zu den
adharent wachsenden Fibroblasten gegeben. Ein Wechsel des Zellmediums

erfolgte alle drei Tage.

2.2.3 Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden regelmalig passagiert, damit sie inr Wachstum auch auf 24-Well-
Platten oder in Zellkulturflaschen fortsetzen konnten. Das verbrauchte Medium
wurde zunachst abgesaugt. Die an der Zellkulturflasche anhaftenden Zellen wurden
zweimal mit calcium- und magnesiumfreier phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
gewaschen. Es folgte das Absaugen der Salzlésung. Um die noch adharenten
Fibroblasten abzulésen folgte die Hinzugabe von 5-10 ml warmem Trypsin/EDTA.
Im  Anschluss wurden die Zellkulturflaschen  fir  5-7 min  unter
Standardkultivierungsbedingungen in den CO2-Inkubator gestellt. Um den Zelltod
zu verhindern, wurde darauf geachtet, dass die Inkubationszeit nicht Uberschritten
wird. Die Hinzugabe von fetalem Kalberserum (FCS) zu den Zellen folgte nach
mikroskopischer Kontrolle der Zellablésung, um das Trypsin/EDTA zu
neutralisieren. AnschlieRend erfolgte die Uberfihrung der Suspension in ein 50 ml
Falcon und die fiUnfminatige Zentrifugation unter 300 x g. Nach der Zentrifugation
wurde der Uberstand ber dem Pellet abgesaugt. Das Pellet wurde mit einer 1000-
ul-Pipette in 10 ml frischem FCS-Medium resuspendiert, bis eine annahernd klare
Flussigkeit entstanden war. Die Zellen konnten nun ausgezahlt oder in eine neue
Zellkulturflasche Uberfihren werden, um einen weiteren Zellwachstumsprozess zu
durchlaufen. Die Fibroblasten wurden zum Zahlen in 10 ul Zellsuspension auf eine

Neubauer-Zahlkammer gegeben und mit einem Deckglas abgedeckt. Unter dem
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Mikroskop wurde die Zellzahl durch Auszahlen der vier Quadrate bestimmt. Die Zahl
an Fibroblasten in der 10 ul Zellsuspension konnte durch Berechnung des
arithmetischen Durchschnitts aller vier Quadrate bestimmt werden. Die exakte

Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels folgender Formel:

% Zellzahl 4 104 *

Zelldichte = Verdunnungskoeffizient ml-

Anschlieend erfolgte die gleichmalige Verteilung der Fibroblasten auf eine 24-
Well-Platte. Die Zellen wurden bei unzureichender Zellzahl erneut in eine
Zellkulturflasche mit Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) Uberfuhrt und

unter Standardkultivierungsbedingungen im CO2-Inkubator gelagert.

2.2.4 Kryokonservierung

Um Fibroblasten aus einer aktuellen Zelllinien auch fur zukunftige Experimente
nutzen zu konnen erfolgte die Kryokonservierung. Zur Kryokonservierung wurden
die Fibroblasten in 2 ml Kryo-Réhrchen von Greiner mit 10 % DMSO und 90 % FCS
gegeben. Nach der Passagierung wurden 500000-1000000 Zellen in die o. g.
Suspension Uberfuhrt. AnschlieRend wurden die Rohrchen in mit Isopropanol
geflllte GefalRe gegeben, die dem vorsichtigen Einfrieren der Zellen dienen. Nach
4-stindigem Einfrieren wurden die Kryo-Roéhrchen bei -80 °C in gewodhnliche
Behaltnisse gestellt, um diese Uber einen langeren Zeitraum bei -80 °C lagern zu

kdnnen.

In einem 37 °C warmen Wasserbad konnten vorher kryokonservierte Fibroblasten
aufgetaut werden. Die Rohrchen wurden bei teilweise flissiger Suspension aus
dem Wasserbad entfernt und anschlielfiend bis zum vollstandigen Schmelzen

resuspendiert.

Modifiziertes Medium wurde hinzugegeben. Es folgte die Zentrifugation der
Réhrchen (300 x g fiir 5 min). AnschlieBend wurde der Uberstand des Mediums
abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. Nach Resuspension des Zellpellets
wurden die Zellen auf 75 cm? Zellkulturflaschen mit 30 ml DMEM gegeben und unter

den oben genannten Standardbedingungen in einem CO2-Inkubator kultiviert.
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2.2.5 Zellviabilititsmessung

Zur Bestimmung der Lebensfahigkeit (Viabilitat) von Zellen erfolgte die CellTiter-
Blue®-Messung. Als Indikatorfarbstoff enthalt die Losung Resazurin, der von
lebenden Zellen zu Resofurin metabolisiert werden kann. Die beiden Farbstoffe
unterscheiden sich anhand von verschiedenen Absorptionsmaxima. Das
verwendete Spektrofluorometer (VICTOR X Multilabel Plate Reader, Perkin Elmer,

590 nm) kann somit zwischen vitalen und avitalen Zellen unterscheiden.

Zur Bestimmung der Viabilitat von HDF nach einer Plasmabehandlung wurde die
CellTiter-Blue®-Messung durchgefuhrt. Die Mischung des Farbstoffes erfolgte im
Verhaltnis 1:20 mit DMEM. Zunachst wurde das sich auf den Zellen (24-Well-
Platten) befindliche Medium abgesaugt. Es folgte die Hinzugabe von 350 ul der
CellTiter-Blue® DMEM-Losung. Unter Standardinkubationsbedingungen wurden
die Zellen eine Stunde inkubiert. Jeweils 100 ul der Losung aus jeder Probe wurden
anschlie3end auf  zwei 96-Well-Platten transferiert  und mittels
spektrofluorometrischer Messung ausgewertet. AbschlieBend wurden die
Zellkulturen mit PBS gewaschen und mit frischem Medium versorgt, um sie fur

weitere Untersuchungen zu verwenden.

2.2.6 Fluoreszenzmikroskopie

Auf 24-Well-Platten wurden humane dermale Fibroblasten mit einer Zelldichte von
2,5 x 10* Zellen ausgesat. Am Tag nach der Aussaat erfolgte die Behandlung der
Zellen mit Plasma. Die Untersuchung der Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie
wurde am ersten sowie siebten Tag nach der Plasmabehandlung durchgefihrt. Den
Zellen auf den 24-Well-Platten wurden vorab 1,5 ul Hoechst (H), 1,5ul
Propidiumiodid (PI) sowie 0,5 ul Fluoresceindiacetat (FDA) zugefligt. H dient der
Anfarbung aller Zellkerne, welche blau fluoreszieren. Pl farbt Zellkerne rot, deren
Zellmembran perforiert ist, demnach werden avitale Zellen durch Pl kenntlich
gemacht. FDA dient der Anfarbung vitaler Zellen, welche den Farbstoff in eine grin
fluoreszierende Verbindung umwandeln. Es folgte die Inkubation unter
Standardbedingungen (37 °C, 5 % COg2) fur 3-5 min. Anschlielend wurden die
Farbstoffe durch 500 Wl PBS ersetzt und unter Verwendung des
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Fluoreszenzmikroskops (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) analysiert. Die
Ergebnisse wurden mittels Zeiss AxioVision dokumentiert und mit dem

Bildauswertungsprogramm ImageJ ausgewertet (Schneider et al., 2012).

2.2.7 Wasserstoffperoxid-Photometrie

Die Bestimmung der Wasserstoffperoxidkonzentration in einer Losung erfolgte
mittels Photometer mit einer Wellenlange von 400 nm. Eine Standardlésung aus
Kaliumtitanoxidoxalat-Dihydrat (35,4 mg/ml) und 2 M Schwefelsaure wurde
hergestellt und eine Kalibrierungskurve mit bekannten Wasserstoffperoxid-
Konzentrationen (1 uM, 10 uM, 100 uM und 1 mM) wurde erstellt (M.Sellers, 1990).
Zur Bestimmung der Wasserstoffperoxid-Konzentrationen unter Variation der
Frequenz sowie der Behandlungsdauer wurden 250 ul PBS mit verschiedenen
Einstellungen behandelt. AnschlieBend wurden 50 pul der behandelten Probe zu
150 ul PBS sowie 200 pl der Standardlosung gegeben. Ein Indikator fur die
Reaktion von Kaliumtitanoxidoxalat-Dihydrat und Wasserstoffperoxid ist der
gelbliche Farbumschlag der Losung. Die Absorption ist kongruent zu der
Konzentration des Wasserstoffperoxids. Somit konnte mittels Photometer sowie mit
Hilfe der Kalibrierungskurze die Wasserstoffperoxid-Konzentration der behandelten

Proben bestimmt werden.

2.2.8 Messung des pH-Werts

Zur Bestimmung des pH-Wertes wurden jeweils 250 ul PBS mittels DBD-Plasma
behandelt. Es erfolgte die direkte Behandlung der Zellen mit jeweils 250 ul PBS pro
Well auf einer 24-Well-Platte. Die Behandlung wurde unter Variation der
Frequenzen und Behandlungszeiten durchgefuhrt. Die Frequenzen wurden
zwischen 120 Hz und 600 Hz (120, 150, 300, 600 Hz), die Behandlungszeiten
zwischen 30 und 600 s (30, 60, 150, 300, 600 s) variiert. Anschlielend erfolgte die
Messung des pH-Wertes mittels kalibriertem pH-Meter (Climatic 766, Knick, Berlin,
Deutschland) und einer pH-Elektrode (InLab Micro, Mettler-Toledo, Gielden,
Deutschland).
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2.2.9 Reduktive Gasphasen-Chemilumineszenz

Zur Bestimmung des Nitrit-/Nitrat-Gehaltes von behandelten Proben Uber die
Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) wurden zwei NO-Analysatoren der Firma
Eco Physics (CLD 88, CLD 88e) verwendet. Der Versuchsaufbau setzt sich aus
zwei Ruckflusskiuhlern vor dem NO-Analysator zusammen. Im gasférmigen Zustand
werden die NO-Molekule in den Analysator weitergeleitet. Einer der Ruckflusskuhler
wurde mit einer Mischung aus Kaliumiodid, Jod und einer 96%igen Essigsaure
gefullt. Diese Losung kann fur die Messung von Nitrit in einer Losung genutzt
werden. Der andere Ruckflusskihler wurde mit Vanadium-Chlorid, welches in 1 M
Salzsaure (1 % VaCl) gelost ist, befullt. Diese Losung kann fur die Messung von
Nitrit und Nitrat in LOsungen genutzt werden. Die Reaktionslésungen wurden in
einem Wasserbad auf 65 °C (Jodlosung) und 97,7 °C (VaCl-Losung) erhitzt. Das
durch Reduktion des Nitrits/Nitrats entstehende gasformige NO, kann mit Hilfe von
einem Tragergas (Stickstoff, 100 ml/min) zur mit 1 M NaOH gefullten Kuhlfalle
transportiert werden. Anschliellend stromt das Gas in die Reaktionskammer des
jeweiligen Analysators.

Das NO reagiert mit Ozon und es entsteht das Reaktionsprodukt Stickstoffdioxid
(NOz2), das Energie in Form von Licht emittiert. Das Licht kann durch den NO-
Analysator detektiert werden. Zur Bestimmung der genauen Konzentration der
Proben wurde eine bekannte Menge an Nitrit und Nitrat (100 uM) mit der

Gasphasen-Chemilumineszenz quantifiziert.

Den behandelten Proben wurden mittels gasdichter 10-ul-Spritze jeweils 5 pul
entnommen und diese durch eine gasdichte Membran in die Reaktionslosung
injiziert (siehe Abb. 11). Die Datenaufzeichnung und Datenanalyse wurden unter

Verwendung der Software Origin 8 gemal des Herstellerprotokolls durchgeflhrt.
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Abb. 11: Schematischer Aufbau der Gasphasen-Chemilumineszenz. Nach Injektion der Proben,
flie3t das Edukt, mit Hilfe von Stickstoff N2, durch die Rickflusskiihler zur Kihlfalle. Im Folgenden
stromt das Gas in die Reaktionskammer des Analysators (CLD) (eigene Darstellung in Anlehnung
an (Jansen, 2021)).

2.2.10 Experimenteller Aufbau

Gewebeproben wurden im Rahmen von Straffungsoperationen in der Abteilung fur
Plastische, Rekonstruktive und Asthetische Chirurgie des Klinikums KéIn-Merheim
entnommen und zu weiteren Forschungszwecken zur Verflgung gestellt. Es folgte,
wie oben beschrieben, die Isolation von humanen dermalen Fibroblasten sowie der
Zelltransfer in Zellkulturflaschen. Nach entsprechendem Wachstum erfolgte die
Aussaat der Zellen auf 24-Well-Platten sowie die entsprechende Behandlung der
Zellen mittels Plasma. Im weiteren Beobachtungzeitraum erfolgten wiederholte

Messungen der Zellproliferation bzw. der Viabilitat (siehe Abb. 12).
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2.2.11 Dielektrische Barriereentladung

Die Behandlung der dermalen Fibroblasten sowie der flr weitere Versuche
verwendeten Losungen erfolgte mittels dielektrischer Barriereentladung (DBD). Die

DBD wurde von der Ruhr-Universitat Bochum zur Verfugung gestellt.

Zur Bestimmung von physikalischen Parametern wie dem pH-Wert, der Nitrit-/Nitrat-
sowie Wasserstoffperoxidkonzentration wurden jeweils 250 ul PBS direkt mit
Plasma behandelt. Hierbei wurden die Behandlungszeiten zwischen 30 s und 600 s
(30, 60, 150, 300, 600 s) und die verwendeten Frequenzen zwischen 120 Hz und
600 Hz (120, 150, 300, 600 Hz) variiert. Die zylinderformige Elektrode wurde in
einem Abstand von 1 mm zur Lésung positioniert, um die optimale Wirksamkeit des
Plasmas zu gewahrleisten (siehe Abb. 12). Die Plasmaquelle ist auf 14 kV

eingestellt.

Im Rahmen der Behandlung von humanen dermalen Fibroblasten erfolgte zunachst
die Aussaat von 25000 Zellen pro Well auf 24-Well-Platten. Den Zellen wurden
jeweils 500 ul DMEM zugefugt. Zwei Tage nach der Zellaussaat folgte die
Behandlung mit Plasma. Vor jeder Behandlung wurde zunachst das Medium
abgesaugt und die Zellen wurden mit 500 ul PBS gewaschen. Es folgte das
Absaugen des PBS. AnschlieBend wurden 250 pl frisches PBS auf die Zellen

gegeben. Danach wurden verschiedene Versuchsansatze durchgefihrt.

Bei der direkten Plasmabehandlung wurden die mit 250 ul PBS pro Well bedeckten
Zellen mit verschiedenen Behandlungszeiten sowie Frequenzeinstellungen
behandelt. Die Behandlungsdauer wurde zwischen 30 s und 600 s (30, 60, 150,
300, 600 s), die verwendeten Frequenzen wurden zwischen 120 Hz und 600 Hz
(120, 150, 300, 600 Hz) variiert.

Im Rahmen der indirekten Plasmatherapie erfolgte die Behandlung von jeweils
250 ul PBS mit 150, 300 sowie 600 Hz. Die mit Plasma behandelte Lésung wurde
anschlief3end fur 30, 300 und 600 s auf die Zellen gegeben. Nach der Behandlung
wurde das PBS durch 500 ul Medium ersetzt und die Zellen wurden wieder unter
Standardbedingungen in den Inkubator gestellt. Bei einem weiteren

Versuchsansatz wurde die oben beschriebene indirekte Behandlung des PBS
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durchgefuhrt. AnschlielRend erfolgte die Applikation von 240 ul behandeltem PBS

sowie 10 ul Katalase auf die Zellen, mit den entsprechenden Behandlungszeiten.

Diese verschiedenen Einstellungen wurden im Hinblick auf die produzierten
Substanzen sowie ihren Einfluss auf das Zellwachstum hin untersucht. Die weiteren
Untersuchungen der Zellen, wie die Messung der Zellviabilitat mittels CellTiter-

Blue® erfolgten am ersten, vierten und siebten Tag nach der Behandlung.

Abstandseinstellschraube

DBD Elektrode

|—— Mikrotiterplatte
Proliferation
Viabilitat

1 mmI PBS

|—— Geerdete Metallplatte

\\}—

Keramikbeschichtete
Kupferelektrode
24-Well Platte
Geerdete Metallplatte

Abb. 12: Versuchsaufbau zur Behandlung von humanen Fibroblasten mittels DBD. Zunachst
erfolgte die Isolation der Fibroblasten aus Gewebeproben. Es folgte die Kultivierung und
anschlieRend die Behandlung mittels Plasma. Bei der Darstellung der DBD, in der obenstehenden
Abbildung, handelt es sich um eine eigene Fotografie. Die Behandlung von Fibroblasten erfolgte auf
einer 24-Well Platte. Die Erzeugung des Plasmas zwischen der Elektrode der DBD und
Gegenelektrode ist schematisch in der Abbildung dargestellt. Positionierung der Fibroblasten
zwischen der geerdeten Metallplatte und der DBD Elektrode, bedeckt mit PBS (eigene Darstellung
in Anlehnung an (Balzer, 2016)).

2.2.12 Statistische Analyse

Signifikante Unterschiede wurden unter Verwendung eines gepaarten zweiseitigen
Student’s t-Tests oder ANOVA, gefolgt von einem geeigneten Post-hoc-
Mehrfachvergleichstest (Tukey-Methode) bewertet. Als signifikant wurde ein
p < 0,05 angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Physikochemische Effekte der CAP-Behandlung
3.1.1 Einfluss des CAP auf den pH-Wert

Inhalt der physikalischen Experimente war zunachst die Untersuchung des pH-
Wertes (2.2.8) unter Variation der Behandlungsdauer und -frequenz mit einer
maximalen Spannung von 14 kV. Es wurden jeweils 250 ul PBS mit Plasma
behandelt. Der pH-Wert der unbehandelten Pufferlosung lag bei 7,04. Bei
Behandlung mit einer Frequenz von 120 Hz fur 60 s zeigte sich ein Anstieg des pH-
Wertes auf 7,07 (+ 0,04), nach einer zehnminutigen Plasmatherapie fiel der pH-
Wert auf 6,94 (+ 0,05). Im Vergleich hierzu lagen die gemessenen pH-Werte bei
zehnminutiger Behandlung nach Erhdhung der Frequenz auf 300 Hz bei 6,65
(x0,24) und 600 Hz bei 4,35 (+0,71). Es zeigte sich, dass eine langere
Plasmabehandlung zu einem verstarkten Abfall des pH-Wertes fuhrte. Auch konnte
durch eine Erhdhung der Frequenz ein starkerer Abfall des pH-Wertes induziert
werden (siehe Abb. 13).

pH-Wert Messungen (n= 3)

120 Hz
- - 150 Hz
é’ -+ 300 Hz
T -+ 600 Hz
o

4-

L) ) L) ) 1
0 3060 150 300 600
Behandlungsdauer [s]

Abb. 13: Einfluss von CAP auf den pH-Wert. Messung des pH-Wertes mittels pH-Meter, von mit
Plasma behandeltem PBS, unter Variation der Frequenz zwischen 120 und 600 Hz, in Korrelation
zur Behandlungsdauer in Sekunden (n = 3).
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3.1.2 Akkumulation von Nitrit und Nitrat

Zur Bestimmung der Nitrit- und Nitratkonzentration nach Behandlung von PBS
mittels DBD wurde die Gasphasen-Chemilumineszenz (2.2.9) genutzt. Es erfolgte
die Behandlung von jeweils 250 ul PBS mit Plasma. Hierbei wurden die
Behandlungsfrequenzen  zwischen 120Hz und 600 Hz variiert. Die

Behandlungsdauern lagen zwischen 30 und 600 s.

5000-
- 120 Hz
4000 150 Hz
-+ 300 Hz
-+ 600 Hz

Nitratkonzentration [uM]

Behandlungsdauer [s]

Abb. 14: Akkumulation von Nitrat. Entstehung von Nitrat nach der CAP-Behandlung unter
Variation der Frequenz zwischen 120 und 600 Hz. Die Messung der Nitratkonzentration erfolgte
mittels CLD in uM, in Abhangigkeit von der Behandlungsdauer in Sekunden (n = 3).

In  Abhangigkeit von der Behandlungsdauer zeigte sich fur die
Behandlungsfrequenzen von 120 bis 300 Hz ein linearer Kurvenverlauf der
Nitratkonzentration. Bei einer 600-seklindigen Behandlung mittels CAP mit 120 Hz
lag die Nitratkonzentration bei 279 +22 uM. Im Vergleich hierzu stieg die
Konzentration bei gleicher Behandlungsdauer unter Erhdéhung der
Behandlungsfrequenz auf 300 Hz auf 1086 + 355 uM. Die Nitratkonzentration der
mit 600 Hz behandelten Pufferlésung zeigte bis zu einer Behandlungsdauer von
300 s ebenfalls einen nahezu linearen Anstieg. Nach einer 300-sekundigen
Plasmabehandlung mit 600 Hz lag die Konzentration im Mittel bei 1656 + 372 uM.
Eine Konzentration von 3142 + 1275 uM wurde nach einer 600-sekundigen CAP-
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Behandlung gemessen. Es prasentierte sich somit ein deutlicher Anstieg der
gemessenen Nitratkonzentration bei Verlangerung der Behandlungsdauer von 5 auf
10 min mit einer Frequenz von 600 Hz. Insgesamt zeigte sich mit der Erh6hung von
Behandlungsdauer und -frequenz ein linearer Anstieg der Nitratkonzentration (siehe
Abb. 14).

In Abbildung 15 zeigt sich bei allen gewahlten Behandlungszeiten ab einer
Behandlungsfrequenz von 150 Hz bis zu einer Frequenz von 600 Hz ein nahezu
linearer Anstieg der Nitratkonzentration. Bei Erhdhung der Behandlungsfrequenz
von 300 auf 600 Hz und einer Behandlungsdauer von 600 s verdreifachte sich die

Nitratkonzentration.
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Abb. 15: Akkumulation von Nitrat. Entstehung von Nitrat nach CAP-Behandlung unter Variation
der Behandlungsdauer zwischen 30 und 600 s. Die Messung der Nitratkonzentration erfolgte mittels
CLD (n = 3).

Nach Behandlung von PBS mit Plasma zeigte sich im Vergleich zur
Nitratentstehung eine geringere Nitritproduktion. Die hochste gemessene
Nitratkonzentration lag bei 3142 + 1275 uM (600 Hz, 600 s), die maximale
Nitritkonzentration bei 495 + 191 uM (600 Hz, 300 s). Bis zu einer 300-sekindigen
Behandlung mit einer Frequenz von 150 Hz prasentiert sich ein annahernd linearer
Anstieg der Nitritkonzentration. Bei Betrachtung der Nitritkonzentration nach einer

Behandlung der Proben mit 300 Hz, zeigte sich initial ein deutlich starkerer Anstieg

der gemessenen Nitritkonzentration, der mit steigender Behandlungsdauer
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abflacht. Die gemessene Nitritkonzentration nach einer 300-seklndigen
Behandlung mit 300 Hz betragt 263 + 108 uM, nach einer 600-seklindigen
Behandlung liegt diese bei 261 + 108 uM. Demnach zeigte sich nach einer
Behandlung mit CAP fur 5 min mit 300 Hz eine hohere Nitritkonzentration als nach
einer zehnminutigen Behandlung. Die hochste Nitritkonzentration von
495 + 191 uM wurde nach einer 300-sekindigen Plasmabehandlung mit 600 Hz
gemessen. Die Verlangerung der Behandlungsdauer auf 10 min bei einer Frequenz
von 600 Hz fuhrte zu einer deutlich geringeren Nitritentstehung von im Mittel
304 + 243 uM (siehe Abb. 16). Wie oben beschrieben, stieg die Nitratkonzentration

unter diesen Einstellungen deutlich an.
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Abb. 16: Akkumulation von Nitrit. Entstehung von Nitrit nach Behandlung mittels DBD unter
Variation der Frequenz zwischen 120 und 600 Hz. Die Messung der Nitritkonzentration erfolgte
mittels CLD (n = 3).
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3.1.3 Einfluss der Plasmaparameter auf die Wasserstoffperoxid-

Akkumulation

Die Messung der Konzentration des entstehenden Wasserstoffperoxids (H202)
erfolgte mittels Wasserstoffperoxid-Photometrie. Wie Abbildung 17 zu entnehmen
ist, steigt die H202-Konzentration in Korrelation mit der Behandlungsdauer und
Behandlungsfrequenz an. Bei den mit 120, 150 und 300 Hz behandelten Proben
zeigte sich ein linearer Anstieg der H202-Konzentration in Abhangigkeit von der
Behandlungsdauer. Nach einer zehnmindtigen Behandlung der Pufferlosung mit
150 Hz lie sich eine Konzentration von im Mittel 189 + 4 uM nachweisen. Bei
Erhohung der Behandlungsfrequenz auf 300 Hz betrug die nach 300 s gemessene
H202 Konzentration 340 £ 12 uM. In Betrachtung der mit 600 Hz behandelten
Versuchsreihe zeigte sich ein deutlicherer Anstieg der gemessenen H20»-
Konzentration ab einer Behandlungsdauer von 150 s. Nach einer 150-sekindigen
Behandlung mit CAP lag die H202-Konzentration im Mittel bei 143 £ 17 uM, nach
600 s bereits bei 813 = 14 uM.
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Abb. 17: Akkumulation von H202. Entstehung von Wasserstoffperoxid nach CAP-Behandlung
unter Variation der Frequenz zwischen 120 und 600 Hz. Messung der H202-Konzentration mittels
Photometrie (n = 3).
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Wie in Abbildung 18 zu erkennen ist, lasst sich bei einer konstanten
Behandlungsdauer von 600 s in Abhangigkeit von den Frequenzen eine mehr als
verdoppelte H202-Konzentration bei Verdopplung der Behandlungsfrequenz von
300 auf 600 Hz nachweisen.
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Abb. 18: Akkumulation von H:02. Entstehung von Wasserstoffperoxid nach CAP-Behandlung
unter Variation der Behandlungsdauer zwischen 30 und 600 s. Messung der H202-Konzentration
mittels Photometrie (n = 3).
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3.2 Proliferation von humanen dermalen Fibroblasten (HDF)
3.2.1 Viabilitat von HDF nach direkter Plasmabehandlung

Im Anschluss an die Durchfihrung der chemischen Versuchsansatze erfolgte die
Untersuchung der Effekte des CAP auf humane dermale Fibroblasten (HDF). Die
Wirkung der Plasmabehandlung auf die Zellen wurde ebenfalls unter Variation der
Frequenz zwischen 120 und 600 Hz sowie der Behandlungsdauer zwischen 30 und
600 s durchgefuhrt. Die humanen dermalen Fibroblasten wurden unter den oben
genannten entsprechenden Vorgaben mit Plasma behandelt. Die Messung der
Zellviabilitat mittels Resazurin-basiertem Assay (2.2.5) erfolgte an Tag 1, 4 und 7

nach der Plasmabehandlung.
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Abb. 19: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach Plasmabehandlung (120 Hz).
Einfluss des Plasmas auf die Zellviabilitat unter Variation der Behandlungsdauer (0—600 s), bei einer
konstanten Behandlungsfrequenz von 120 Hz. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem
Assay an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n =8; p>0,05; *= p<0,05; *=p<0,01; *** =
p <0,001).

Eine zehnminutige Plasmabehandlung der Zellen mit einer Behandlungsfrequenz
von 120 Hz fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitat im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle an Tag 1, 4 und 7. Auf der anderen Seite zeigte sich an
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Tag 7 nach der CAP-Behandlung eine signifikant hohere Zellviabilitat der HDF,
welche fur 30 s mit 120 Hz behandelt wurden (siehe Abb. 19).

Die zuvor bereits beschriebenen Effekte lie3en sich ebenfalls bei der Behandlung
humaner dermaler Fibroblasten mit einer Frequenz von 150 Hz beobachten. Auch
hier zeigte sich Uber den gesamten Beobachtungszeitraum eine signifikant
niedrigere Zellviabilitdt nach einer zehnminutigen Behandlung mit CAP. Die Anzahl
vitaler Zellen war an Tag 7 nach einer 30-sekindigen Behandlung ebenfalls

signifikant erhdht, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (siehe Abb. 20).
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Abb. 20: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach Plasmabehandlung (150 Hz).
Einfluss des Plasmas auf die Zellviabilitat unter Variation der Behandlungsdauer (0—-600 s), bei einer
konstanten Behandlungsfrequenz von 150 Hz. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem
Assay an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n=8; p>0,05; *=p<0,05 *=p<0,01;
***=p<0,001).
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In Abbildung 21 ist die Behandlung der HDF mit einer Frequenz von 300 Hz unter
Variation der Behandlungszeit dargestellt. Es konnte keine signifikant erhdhte
Zellviabilitat nach einer 30-sekindigen Behandlung der HDF an Tag 7
nachgewiesen werden. Bei Behandlung der Zellen mit 300 Hz zeigte sich Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat der
HDF, die initial fir 5 und 10 min mit CAP behandelt wurden. An Tag 4 zeigte sich
bereits nach einer 60-sekindigen Plasmabehandlung eine signifikant geringere
Lebensfahigkeit der Zellen. Sieben Tage nach der Behandlung mit CAP prasentierte
sich die Zellviabilitat der mit 150-600 s behandelten Proben als signifikant geringer,

verglichen mit der unbehandelten Kontrolle.
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Abb. 21: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach Plasmabehandlung (300 Hz).
Einfluss des Plasmas auf die Zellviabilitat unter Variation der Behandlungsdauer (0—600 s), bei einer
konstanten Behandlungsfrequenz von 300 Hz. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem
Assay an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n=8; p>0,05; *= p<0,05; *=p<0,01;
***=p<0,001).
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Ein signifikanter Effekt auf die Zellviabilitat lie sich bei der Behandlung von
humanen dermalen Fibroblasten mit einer Frequenz von 600 Hz beobachten. Hier
zeigten sich an Tag 4 und 7 signifikant niedrigere Zahlen vitaler Zellen verglichen
mit der Kontrolle. Dies gilt fir Proben, die fur 60-600 s mit CAP behandelt wurden.
Einen Tag nach der Plasmatherapie zeigte sich lediglich eine geringere Zellviabilitat
fur Zellen, die uber einen Zeitraum von 300-600 s mit 600 Hz behandelt wurden
(siehe Abb. 22).
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Abb. 22: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach Plasmabehandlung (600 Hz).
Einfluss des Plasmas auf die Zellviabilitat unter Variation der Behandlungsdauer (0—600 s), bei einer
konstanten Behandlungsfrequenz von 600 Hz. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem
Assay an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n=8; p>0,05; *=p<0,05 **=p<0,01;
***=p<0,001).
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In Abbildung 23 ist die Proliferation der humanen dermalen Fibroblasten nach einer
30-sekundigen Behandlung mit CAP unter Variation der Behandlungsfrequenz
dargestellt. Das Proliferationspotenzial der mit 120 Hz behandelten Zellen Uberstieg
im weiteren Behandlungszeitraum das der Kontrolle. An Tag 7 nach der Behandlung
mit CAP war die Zellzahl verglichen mit der unbehandelten Kontrolle signifikant
héher. Die Steigung der Zellviabilitat der mit 120 Hz behandelten Zellen war von
Tag 4 auf Tag 7 groRer als die der Kontrolle. Somit zeigen die humanen dermalen
Fibroblasten, die fur 30 s mit 120 Hz behandelt wurden, insgesamt das grofte

Proliferationspotenzial.
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Abb. 23: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach Plasmabehandlung. Einfluss des
Plasmas auf die Zellviabilitat unter Variation der Behandlungsfrequenz (120-600 Hz) bei einer
konstanten Behandlungsdauer von 30 s. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem Assay
an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n = 8).
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Die Verlangerung der Behandlungsdauer auf 60 s flhrte zunachst zu einer
Verringerung des Anteils vitaler Zellen. Auch die Zellproliferation war bis zum vierten
Tag nach der Behandlung geringer als die der Kontrolle. Es zeigte sich beim
Vergleich des Proliferationspotenzials von Tag 1 auf Tag 4, dass jenes der
behandelten HDF im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle geringer war. An Tag 7
zeigte sich jedoch, dass das Zellviabilitatssignal der mit CAP-behandelten Zellen

héher war als jenes der unbehandelten Kontrolle.

Nach der initialen Reduzierung des Proliferationspotenzial der behandelten Zellen
stieg dieses im Intervall von Tag 4 auf Tag 7 an. Dieser Effekt liel3 sich fur alle
untersuchten Behandlungsfrequenzen darstellen. Auch nach einer 60-sekindigen
Plasmatherapie war die Proliferationsrate der humanen dermalen Fibroblasten, die
mit 120 Hz behandelt wurden, am grof3ten (siehe Abb. 24).
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Abb. 24: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach Plasmabehandlung. Einfluss des
Plasmas auf die Zellviabilitdt unter Variation der Behandlungsfrequenz (120-600 Hz) bei einer
konstanten Behandlungsdauer von 60 s. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem Assay
an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n = 8).
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Wie bereits zuvor beschrieben, ist die Zellviabilitdt von humanen dermalen
Fibroblasten, die fur 150 s mit 300 Hz oder 600 Hz mit Plasma behandelt wurden,
an Tag 4 und Tag 7 nach der Plasmatherapie signifikant reduziert (siehe Abb. 21
und 22). Wie in Abbildung 25 zu erkennen ist, zeigte sich, dass auch die
Proliferationsfahigkeit der Zellen, die mit 300 und 600 Hz behandelt wurden, initial

geringer war als die der Kontrolle.
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Abb. 25 Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach Plasmabehandlung. Einfluss des
Plasmas auf die Zellviabilitdt unter Variation Behandlungsfrequenzen (120-600 Hz) bei einer
konstanten Behandlungsdauer von 150 s. Messung der Viabilitdt mittels Resazurin-basiertem Assay
an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n=8).
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Wurden die HDF fur 300 s mit Plasma behandelt, zeigte sich eine Reduktion der
Zellviabilitat. Fur die Behandlungsfrequenzen von 300 Hz (siehe Abb. 21) und
600 Hz (siehe Abb. 22) war dieser Effekt Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum signifikant. Am Tag 4 nach der Plasmatherapie liel3 sich
eine signifikant geringere Zellzahl auch nach Behandlungen mit 120 Hz (siehe Abb.
19) und 150 Hz (siehe Abb. 20) nachweisen. Wurde die Zellviabilitat der
behandelten und unbehandelten Proben an Tag 1 und Tag 4 verglichen,
prasentierte sich ein niedrigeres Proliferationspotenzial der mit Plasma behandelten
Zellen. Die weiteren Messungen belegten hingegen, dass das Zellwachstum der
behandelten humanen dermalen Fibroblasten im weiteren Beobachtungsintervall
wieder deutlich zunahm. Zellen, die mit 300 Hz Uber 300 s behandelt wurden,

zeigten von Tag 4 auf Tag 7 die groRte Wachstumsrate (siehe Abb. 26).
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Abb. 26: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach Plasmabehandlung. Einfluss des
Plasmas auf die Zellviabilitdt unter Variation der Behandlungsfrequenz (120-600 Hz) bei einer
konstanten Behandlungsdauer von 300 s. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem Assay
an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n = 8).
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Die Zellzahl wurde durch eine Plasmabehandlung tber 600 s signifikant reduziert
(siehe Abb. 27). Dies traf auf die untersuchten Frequenzen von 120 bis 600 Hz Gber
das gesamte Untersuchungsintervall zu (siehe Abb. 19-22). Im Hinblick auf die
Fahigkeit zur Proliferation konnte festgestellt werden, wie in Abbildung 26 zu
erkennen ist, dass behandelte Proben von Tag 1 auf Tag 4 im Vergleich zu solchen,
die nicht mit Plasma behandelt wurden, ein niedrigeres Wachstumspotenzial
aufwiesen. Im Intervall von Tag 4 auf Tag 7 zeigte sich fur alle verwendeten
Behandlungsfrequenzen ein Anstieg der Proliferationsrate der behandelten

humanen dermalen Fibroblasten.
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Abb. 27: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach Plasmabehandlung. Einfluss des
Plasmas auf die Zellviabilitat unter Variation der Behandlungsfrequenz (120-600 Hz) bei einer
konstanten Behandlungsdauer von 600 s. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem Assay
an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n = 8).
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In Abbildung 28 ist die Zellviabilitdt an Tag 1 nach der Behandlung in Abhangigkeit
von der Behandlungsdauer unter Variation der Behandlungsfrequenz dargestelit.
Fur Zellen, die mit einer Frequenz von 120 Hz sowie 150 Hz mit Plasma behandelt
wurden, zeigte sich bezogen auf die Zellviabilitdt zwischen einer Behandlungsdauer
von 60 s und 300 s ein Plateau. In diesem Intervall war die Zellzahl an Tag 1 nach

der Behandlung trotz Erhéhung der Behandlungsdauer annahernd konstant.

Bei einer Behandlungsfrequenz von 120Hz und einer Erhdhung der
Behandlungsdauer von 60 auf 300 s prasentierte sich sogar ein Anstieg der
Zellviabilitat. Nach 60s lag das Signal der Zellviabilitat im Mittel bei
644865 + 120970 AU und nach 300 s bei 677902 + 8904 AU.

Ein deutlicher Abfall der Zellviabilitat zeigte sich fur alle gewahlten
Behandlungsfrequenzen bei Erhdhung der Behandlungsdauer von 5 auf 10 min.
Der Kurvenverlauf von mit 120-300 Hz behandelten HDF ist hierbei annahernd

parallel. Das Gefalle bei den mit 600 Hz behandelten Zellen ist deutlich steiler.
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Abb. 28: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten am ersten Tag nach
Plasmabehandlung. Einfluss des Plasmas auf die Zellviabilitdt unter Variation der
Behandlungsfrequenz (120—-600 Hz). Messung der Viabilitédt mittels Resazurin-basiertem Assay an
Tag 1 nach der Behandlung in Abhangigkeit von der Behandlungsdauer in Sekunden (n = 8).
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3.2.2 Effekte der direkten und indirekten CAP-Behandlung auf die Viabilitat
von HDF

Zur weiteren Beurteilung der Effekte des durch die DBD erzeugten Plasmas erfolgte
die Untersuchung der indirekten Behandlung von HDF. Die indirekte Wirkung des
Plasmas auf die Zellen wurde unter Variation der Frequenz zwischen 150 Hz und
600 Hz sowie der Behandlungsdauer zwischen 30 s und 600 s durchgefuhrt.
Weiterhin wurde der Effekt von Katalase, die H.O2 abbaut, auf die Viabilitat von HDF
hin untersucht. Hierbei erfolgte zunachst die Behandlung von PBS mit CAP,
anschliel3end wurde das behandelte PBS zusammen mit der Katalase auf die Zellen
gegeben. Die humanen dermalen Fibroblasten wurden unter den entsprechenden
Vorgaben mit CAP behandelt. Die Messungen der Zellviabilitat mittels Resazurin-

basiertem Assay erfolgte an Tag 1, 4 und 7 nach der Plasmatherapie.

Wie in Abbildung 29 zu erkennen ist, lasst sich am Tag 4 nach der Behandlung eine
signifikant erniedrigte Viabilitat der Zellen feststellen, die direkt und indirekt mit
Plasma behandelt wurden.
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Abb. 29: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach direkter und indirekter CAP-
Behandlung. Einfluss des CAP auf die Zellviabilitdt unter Variation der Art der Behandlung mit einer
konstanten Behandlungsfrequenz von 150 Hz und einer Behandlungsdauer von 30 s sowie einer
Zugabe von Katalase nach CAP-Behandlung. Die Viabilitat der Zellen wurde an Tag 1, 4 und 7 nach
der Plasmabehandlung gemessen. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem Assay an
Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n = 6; p > 0,05; * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001).
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In Anwesenheit von Katalase, die im Rahmen der indirekten Behandlung zugeflugt
wurde, konnte kein signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle
festgestellt werden. An Tag 7 nach der Plasmatherapie war die Zellviabilitat der
direkt und indirekt behandelten Zellen verglichen mit der Kontrolle sowie der
indirekten Plasmabehandlung mit Katalase etwas hoher. Dies war statistisch jedoch

nicht signifikant.

Im Hinblick auf die Proliferation der Zellen (siehe Abb. 30) zeigte sich initial ein
hdéheres Wachstumspotenzial der Fibroblasten, die unter Zugabe von Katalase
indirekt mit Plasma behandelt wurden. Das Proliferationspotenzial dieser Proben
flachte jedoch im weiteren Verlauf deutlich ab. In dem Beobachtungszeitraum
prasentierte sich hingegen ein deutlicher Anstieg des Wachstumspotenzials der

direkt und indirekt behandelten Zellen, welches das der Kontrolle Ubertraf.
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Abb. 30: Proliferationspotenzial humaner dermaler Fibroblasten nach direkter CAP-
Behandlung sowie indirekter Behandlung mit und ohne Hinzugabe von Katalase. Einfluss des
CAP auf die Zellviabilitat unter Variation der Art der Behandlung mit einer konstanten
Behandlungsfrequenz von 150 Hz sowie einer Behandlungsdauer von 30s und Zugabe von
Katalase. Die Viabilitat der Zellen wurde an Tag 1, 4 und 7 nach der Plasmabehandlung gemessen.
Messung der Viabilitdt mittels Resazurin-basiertem Assay an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung
(n = 6).
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Die direkte Behandlung humaner dermaler Fibroblasten mit einer Dauer von 300 s
und Frequenzen zwischen 150-600 Hz fuhrte zu einer anfanglich deutlichen
Reduktion der Zellzahl (siehe Abb. 31, 33, 35). Insgesamt war die Zellzahl der
Proben, die direkt mit Plasma behandelt wurden, an Tag 1 nach der Behandlung
geringer als nach einer indirekten Plasmabehandlung. Hierflr ergab sich jedoch
keine Signifikanz. Verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, war die Zellviabilitat
der direkt mit Plasma behandelten Zellen (150-600 Hz) am Tag nach der
Plasmatherapie signifikant reduziert (siehe Abb. 31, 33, 35).

Indirekt mit Plasma behandelte Zellen zeigten, unter Zugabe von Katalase, an Tag
4 nach der Behandlung eine signifikant groflere Anzahl an lebenden Zellen,
verglichen mit direkt behandelten Zellen (siehe Abb. 31, 33, 35). Dieser Effekt war
an Tag 7 nach der Behandlung fur Zellen, welche mit 300 Hz und 600 Hz behandelt
wurden, nicht mehr nachweisbar (siehe Abb. 33, 35). Das grofte
Proliferationspotenzial zeigte sich von Tag 1 auf Tag 4 bei humanen dermalen
Fibroblasten, denen Katalase zugegeben wurde.

Im darauffolgenden Beobachtungsintervall, zwischen Tag 4 und Tag 7, war das
Proliferationspotenzial der unbehandelten Zellpopulation am geringsten (siehe Abb.
32, 34, 36). Das Wachstum der Zellen, die indirekt und direkt mit Plasma behandelt
wurden, war zunachst, verglichen mit der Kontrolle sowie den Zellen, denen ein
Puffer zugegeben wurde, reduziert. Zwischen Tag 4 und Tag 7 nach der
Plasmabehandlung stieg die Proliferationsrate jedoch wieder an (siehe Abb. 32, 34,
36).
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150 Hz, 300 s
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Abb. 31: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach direkter und indirekter CAP-
Behandlung. Einfluss des CAP auf die Zellviabilitat unter Variation der Art der Behandlung mit einer
konstanten Behandlungsfrequenz von 150 Hz und einer Behandlungsdauer von 300 s sowie einer
Zugabe von Katalase nach CAP-Behandlung. Die Viabilitat der Zellen wurde an Tag 1, 4 und 7 nach
der Plasmabehandlung gemessen. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem Assay an
Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n = 6; p > 0,05; * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001).
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Abb. 32: Proliferationspotenzial humaner dermaler Fibroblasten nach direkter CAP-
Behandlung sowie indirekter Behandlung mit und ohne Hinzugabe von Katalase. Einfluss des
CAP auf die Zellviabilitdt unter Variation der Art der Behandlung mit einer konstanten
Behandlungsfrequenz von 150 Hz sowie einer Behandlungsdauer von 300 s und Zugabe von
Katalase. Die Viabilitat der Zellen wurde an Tag 1, 4 und 7 nach der Plasmabehandlung gemessen.
Messung der Viabilitdt mittels Resazurin-basiertem Assay an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung
(n=6).
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300 Hz, 300 s
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Abb. 33: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach direkter und indirekter CAP-
Behandlung. Einfluss des CAP auf die Zellviabilitat unter Variation der Art der Behandlung mit einer
konstanten Behandlungsfrequenz von 300 Hz und Behandlungsdauer von 300 s sowie einer Zugabe
von Katalase nach CAP-Behandlung. Die Viabilitédt der Zellen wurde an Tag 1, 4 und 7 nach der
Plasmabehandlung gemessen. Messung der Viabilitdt mittels Resazurin-basiertem Assay an Tag 1,

4 und 7 nach der Behandlung (n = 6; p > 0,05; * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001).
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Abb. 34: Proliferationspotenzial humaner dermaler Fibroblasten nach direkter CAP-
Behandlung sowie indirekter Behandlung mit und ohne Hinzugabe von Katalase. Einfluss des
CAP auf die Zellviabilitdt unter Variation der Art der Behandlung mit einer konstanten
Behandlungsfrequenz von 300 Hz sowie einer Behandlungsdauer von 300 s und Zugabe von
Katalase. Die Viabilitat der Zellen wurde an Tag 1, 4 und 7 nach der Plasmabehandlung gemessen.
Messung der Viabilitdt mittels Resazurin-basiertem Assay an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung
(n=6).
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600 Hz, 300 s
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Abb. 35: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach direkter und indirekter CAP-
Behandlung. Einfluss des CAP auf die Zellviabilitat unter Variation der Art der Behandlung mit einer
konstanten Behandlungsfrequenz von 600 Hz und einer Behandlungsdauer von 300 s sowie einer
Zugabe von Katalase nach CAP-Behandlung. Die Viabilitat der Zellen wurde an Tag 1, 4 und 7 nach
der Plasmabehandlung gemessen. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem Assay an
Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n = 6; * = p < 0,05; ** =p <0,01; *** =p < 0,001).
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Abb. 36: Proliferationspotenzial humaner dermaler Fibroblasten nach direkter CAP-
Behandlung sowie indirekter Behandlung mit und ohne Hinzugabe von Katalase. Einfluss des
CAP auf die Zellviabilitdt unter Variation der Art der Behandlung mit einer konstanten
Behandlungsfrequenz von 600 Hz sowie einer Behandlungsdauer von 300 s und Zugabe von
Katalase. Die Viabilitat der Zellen wurde an Tag 1, 4 und 7 nach der Plasmabehandlung gemessen.
Messung der Viabilitdt mittels Resazurin-basiertem Assay an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung
(n=6).
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Die Behandlung humaner dermaler Fibroblasten fur 600 s mit 600 Hz flhrte bei
allen drei Versuchsansatzen zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitat
(siehe Abb. 37). Das Wachstumspotenzial aller behandelten Proben war uber den
gesamten Zeitraum niedriger als das der unbehandelten Kontrollen. Vergleicht man
die behandelten Zellen untereinander, ist zunachst das Proliferationspotenzial der

Zellpopulation am hochsten, der Katalase zugegeben wurde.
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Abb. 37: Proliferation humaner dermaler Fibroblasten nach direkter und indirekter CAP-
Behandlung. Einfluss des CAP auf die Zellviabilitat unter Variation der Art der Behandlung mit einer
konstanten Behandlungsfrequenz von 600 Hz und einer Behandlungsdauer von 600 s sowie einer
Zugabe von Katalase nach CAP-Behandlung. Die Viabilitat der Zellen wurde an Tag 1, 4 und 7 nach
der Plasmabehandlung gemessen. Messung der Viabilitdt mittels Resazurin-basiertem Assay an
Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung (n = 6; p > 0,05; * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001).
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Im Beobachtungsintervall von Tag 4 bis Tag 7 war das Wachstum dieses
Versuchsansatzes am geringsten (siehe Abb. 38). Die Zellviabilitat der Zellen, die
indirekt mit CAP behandelt wurden, war verglichen mit der direkten Behandlung
uber den gesamten Beobachtungszeitraum hoher, hierfur ergab sich jedoch keine
Signifikanz (siehe Abb. 37).
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Abb. 38: Proliferationspotenzial humaner dermaler Fibroblasten nach direkter CAP-
Behandlung sowie indirekter Behandlung mit und ohne Hinzugabe von Katalase. Einfluss des
CAP auf die Zellviabilitat unter Variation der Art der Behandlung mit einer konstanten
Behandlungsfrequenz von 600 Hz sowie einer Behandlungsdauer von 600 s und Zugabe von
Katalase. Die Viabilitat der Zellen wurde an Tag 1, 4 und 7 nach der Plasmabehandlung gemessen.
Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem Assay an Tag 1, 4 und 7 nach der Behandlung
(n=06).
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3.3 CAP-induzierte H202-Akkumulation und HDF

In Abbildung 39 ist die Zellviabilitdt am Tag 1 nach der Plasmabehandlung mit
150-600 Hz fur 30-600 s in Abhangigkeit der produzierten H>O2-Konzentration

dargestellt.
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Abb. 39: Zellviabilitat humaner dermaler Fibroblasten nach direkter Plasmabehandlung in
Bezug auf die produzierte H202-Konzentration. Einfluss des Plasmas auf die Zellviabilitat unter
Variation der Behandlungsfrequenz (150, 300, 600 Hz) sowie der Behandlungsdauer (30-600 s).
Die Viabilitat der Zellen wurde mit der entsprechend produzierten Wasserstoffperoxidkonzentration
korreliert. Messung der Viabilitat mittels Resazurin-basiertem Assay (n = 8).

Bei Behandlung der Zellen mit 150 Hz wurde die maximale H20O2-Konzentration
nach einer zehnminutigen Behandlung erreicht. Hierbei lag die H2O2-Konzentration
bei 189 + 4 uM. Bei dieser Konzentration wurde die Zellviabilitat um durchschnittlich
46 %, verglichen mit der Zellviabilitat vor der Behandlung, reduziert. Die hdchste
H202-Konzentration wurde bei einer Behandlungsfrequenz von 300 Hz ebenfalls
nach 600 s erreicht und lag bei 340 + 12 uM. Die Zellviabilitat reduzierte sich im
Mittel um 55 %. Bei Behandlung der Zellen mit 600 Hz wurde das Maximum der
H202-Konzentration nach 10 min erreicht und lag bei 813 = 14 uM. Insgesamt
reduzierte sich die Zellviabilitat, verglichen mit jener vor der CAP-Behandlung um
durchschnittlich 91 %.
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Die Zellviabilitat und die produzierte H.O2-Konzentration verhielten sich in Bezug
auf die Behandlungsfrequenz und -dauer nicht proportional (siehe Abb. 39). Initial
ergab sich eine starke Reduktion der Zellviabilitdt bei niedriger
Wasserstoffperoxidkonzentration. Dieser Effekt lie3 sich bei allen ausgewahlten
Behandlungsfrequenzen beobachten. Bei einer Behandlungsfrequenz von 600 Hz
reduzierte sich die Anzahl vitaler Zellen nach einer 30-sekundigen Behandlung im
Mittel um 18 %, verglichen mit der Zellviabilitdt vor der Plasmabehandlung. Die

entstandene Wasserstoffperoxidkonzentration lag bei 34 = 10 uM.

Ahnliche Effekte zeigten sich ebenfalls bei einer Behandlungsfrequenz von 150 Hz.
Bis zu einer H202-Konzentration von 40 uM sank die Zellviabilitat in Korrelation zur
produzierten H202-Konzentration deutlich. Zwischen 40 uM und 91 uM zeigte sich
ein Plateau des Kurvenverlaufes. Eine Verlangerung der Behandlungsdauer von
300 s auf 600 s fuhrte zu einer Erhéhung der H2O2-Konzentration auf 189 uM und

zeigte auch eine weitere Reduktion der Zellviabilitat.
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3.4 Life-Cell-lmaging von HDF nach CAP-Behandlung

Nach Behandlung der humanen dermalen Fibroblasten mit Plasma wurden an Tag
1 und Tag 7 nach der Behandlung Untersuchungen der Zellen mittels
Fluoreszenzmikroskopie durchgefuhrt. Die HDF wurden mit 120 Hz sowie 600 Hz
fur 300 s mit Plasma behandelt. An Tag 1 und Tag 7 nach der Behandlung wurden
die Proben sowie eine unbehandelte Kontrolle gefarbt und unter dem

Fluoreszenzmikroskop untersucht.

Nach der Behandlung von HDF fur 300 s mit 600 Hz zeigte sich anhand der Farbung
mittels FDA eine Veranderung des Zellphanotyps (siehe Abb. 40). Insbesondere an
Tag 7 nach der Behandlung fiel, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, auf,
dass die Zellen ihre fur Fibroblasten typische Form verloren haben. Die Zellen
waren deutlich kleiner und hatten eine abgerundete Form. Anhand der Pl-Farbung
konnte die Zahl an avitalen Zellen gemessen werden. An Tag 1 nach der
Behandlung lag die Zahl avitaler Zellen im Sichtfeld nach einer Behandlung mit
600 Hz fur 300 s bei 30. An Tag 7 nach der Behandlung bei 33. Am Tag 1 betrug
die Zahl avitaler Zellen im Bildausschnitt der Kontrolle 6, am Tag 7 waren es 0.
Anhand der Farbung mittels Hoechs fiel auf, dass die Zellkerne nach der

Behandlung fur 300 s mit 600 Hz vergrof3ert und zusammengelagert erschienen.

Die Zellform von HDF, die fur 300 s mit 120 Hz behandelt wurden, war verglichen
mit der unbehandelten Kontrolle sowohl an Tag 1 als auch an Tag 7 nach der
Behandlung unverandert. Die Zahl avitaler Zellen im Sichtfeld betrug 1, sowohl an
Tag 1 als auch an Tag 7 (siehe Abb. 40).
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Tag 1 Kontrolle ‘ Tag 1120 Hz300 s Tag 1600 Hz 300 s

Tag 7 Kontrolle | ‘ Tag 7 120 Hz 300 s ‘ ‘ Tag 7 600 Hz 300 s

Tag 1 Kontrolle Tag 1120 Hz 300 s Tag 1600 Hz 300 s

Tag 7 Kontrolle ‘ ‘ Tag 7 120 Hz 300 s | | Tag 7 600 Hz 300 s

100m
Hoy

Tag 1 Kontrolle ‘ Tag 1120 Hz 300 s Tag 1600 Hz 300 s

‘ Tag 7 Kontrolle ‘ ‘ Tag 7 120 Hz 300 s ‘ ‘ Tag 7600 Hz 300 s ‘

Abb. 40: Fluoreszenzmikroskopie nach Behandlung von HDF mit Plasma. HDF wurden fur
300 s mit 120 Hz und 600 Hz mit Plasma behandelt. Die Kontrolle blieb unbehandelt. An Tag 1 und
Tag 7 nach der Behandlung wurden die Zellen mit H, Pl sowie FDA angefarbt. FDA farbt vitale Zellen
grun. Durch Pl werden avitale Zellen rot angefarbt. Durch H werden Zellkerne blau angefarbt.
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Die Toxizitat des Plasmas bei einer Plasmabehandlung von HDF flir 600 s Iasst sich
mittels Fluoreszenzmikroskopie veranschaulichen (siehe Abb. 41). Eine Erhdhung
der Behandlungsdauer von 300 s auf 600 s bei einer Frequenz von 600 Hz flhrte
zu einer deutlichen Zunahme an avitalen Zellen (siehe Abb. 40, 41). Am Tag 1 nach
der Behandlung von HDF mit 600 Hz fur 300 s lag die Zahl avitaler Zellen im
Bildausschnitt bei 18. Die Erhdhung der Behandlungsdauer auf 600 s fuhrte zu einer
Zunahme der avitalen Zellen auf durchschnittlich 175 pro Sichtfeld. Es lieRen sich

anhand der FDA-Farbung kaum vitale HDF erkennen.

Tag 1 FDA 120 Hz 600 s ‘ ‘ Tag1H 120 Hz600s ‘ | Tag 1 Pi 120 Hz 600 s

Tag 1 FDA 300 Hz 600 s | | Tag 1 H 300 Hz 600 s ‘ | Tag 1 Pi 300 Hz 600 s

‘ Tag 1 FDA 600 Hz 600 s ‘ ‘ Tag 1 H 600 Hz 600 s | ’ Tag 1 Pi 600 Hz 600 s

Abb. 41: Fluoreszenzmikroskopie nach Behandlung von HDF fiir 600 s mit Plasma. HDF
wurden fir 600 s mit 120 Hz, 300 Hz und 600 Hz mit Plasma behandelt. An Tag 1 nach der
Behandlung wurden die Zellen mit H, Pl sowie FDA angefarbt. FDA farbt vitale Zellen grin. Durch
Pl werden avitale Zellen rot und durch H werden Zellkerne blau angefarbt.
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Bei einer Behandlung von HDF fur 600 s mit 300 Hz zeigte sich eine geringere
direkte Toxizitat als bei einer Behandlungsfrequenz von 600 Hz. Es prasentierten
sich 30 avitale Zellen pro Sichtfeld. Auch anhand der FDA-Farbung liel sich eine
reduzierte Anzahl an vitalen Fibroblasten erkennen. Die vorhandenen vitalen HDF

wirkten jedoch nicht formverandert (siehe Abb. 41).

Am Tag 1 nach der Plasmabehandlung von HDF mit 120 Hz fur 600 s prasentierten
sich die HDF nicht formverandert. Bei der groReren Anzahl der Zellen handelte es
sich um vitale HDF. Anhand der PI-Farbung lieRen sich lediglich 10 avitale Zellen
im Bildausschnitt feststellen. Im Vergleich zu einer Behandlungsdauer von 300 s
hatte sich die Anzahl avitaler Zellen jedoch erhoht (siehe Abb. 40, 41).
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4 Diskussion

Insbesondere mit der Entwicklung von CAP und der damit gewonnenen Mdoglichkeit,
hitzeempfindliche biologische Gewebe zu behandeln, ist das Interesse an Plasma
gewachsen. Neben der sterilisierenden Wirkung scheint Plasma ebenfalls positive
Effekte auf die Behandlung von Wunden zu haben (Brehmer et al., 2015). Flr das
bessere Verstandnis der Wirkung des Plasmas bedarf es jedoch weiterer
Grundlagenforschung. Im Rahmen dieser Studie wurde die DBD-Plasmaquelle
genutzt und es wurden die Effekte der Variation der Behandlungsdauer sowie der
Behandlungsfrequenz untersucht. Bis heute sind die Mechanismen fur die
Wirksamkeit von CAP nicht vollstandig verstanden. Insbesondere chemische
Komponenten wie RONS scheinen neben physikalischen Komponenten von
Bedeutung zu sein (Bernhardt et al., 2019). Die Effekte des CAP wurden unter
Verwendung verschiedener Behandlungsparameter hinsichtlich der Veranderungen
des pH-Wertes, der Entstehung von Wasserstoffperoxid sowie der Bildung von Nitrit
und Nitrat untersucht. Des Weiteren wurde die Viabilitat von HDF nach Behandlung
mit CAP unter verschiedenen gewahlten Einstellungsparametern gemessen. Diese
Untersuchungen sollen zur weiteren Grundlagenforschung, zum besseren
Verstandnis der Wirkungsmechanismen sowie zur weiteren Verifikation von

Behandlungseinstellungen bei Verwendung von CAP beitragen.

4.1 Entstehung von RONS nach der Behandlung mit CAP

Das Vorhandensein von Stickstoff in der Umgebungsluft sowie die Anregung mittels
Plasma fluhren zur Entstehung von reaktiven Stickstoffspezies wie Nitrit und Nitrat
(Ziuzina et al., 2013; Arjunan et al.,, 2011; Laroussi und Leipold, 2004). Nach
Behandlung eines Puffermediums mittels DBD konnten verschiedene
Konzentrationen an RNS gemessen werden. Dies wurde bereits in
vorausgegangenen Arbeiten beschrieben. Bislang wurde jedoch nur die Variation
der Behandlungsdauer untersucht, bei einer konstanten Behandlungsfrequenz
(Heuer et al., 2015; Suschek et al., 2006). NO ist instabil und schwer zu
quantifizieren, Nitrit und Nitrat sind stabile Reaktions- bzw. Endprodukte des
Stickstoffmonoxids und erlauben somit Ruckschlisse auf die NO-Konzentration
(Suschek et al., 2006; Rachmilewitz et al., 1995).
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Im Rahmen dieser Studie wurden die Effekte der Variation der
Behandlungsfrequenz sowie der Behandlungsdauer untersucht. Die Behandlung
mit CAP fluhrte zu einem deutlichen Anstieg der gemessenen Nitrit- und
Nitratkonzentration, in Korrelation mit der Behandlungsdauer und -frequenz. Die
maximal gemessene Nitratkonzentration lag bei 3142 + 1275 uM nach einer 600-
sekundigen Behandlung mittels CAP bei 600 Hz (siehe Abb. 14). Die maximal
gemessene Nitritkonzentration lag bei 495 + 191 uM, diese wurde nach einer 300-
sekundigen Plasmabehandlung mit 600 Hz gemessen. Die Verlangerung der
Behandlungsdauer auf 10 min, bei einer Frequenz von 600 Hz, fuhrte zu einer
deutlich geringeren Nitritentstehung von im Mittel 304 + 243 uM (siehe Abb. 16). Da
Nitrit instabil ist, wird es durch den Luftsauerstoff weiter zu Nitrat oxidiert oder durch
den niedrigeren pH-Wert zu NO, weswegen die Nitritkonzentration mit Dauer der

Behandlung sinkt, wahrend die Nitratkonzentration stark ansteigt.

Im Vergleich hierzu liegt die Nitritkonzentration im Blutplasma gesunder Probanden
bei 0,1-0,3 uM und die Nitratkonzentration bei 14—-30 uM. Die Nitritkonzentration
von Hautgewebe liegt bei 5,1-8,4 uM, die Nitratkonzentration bei 190-278 uM
(Suschek et al., 2010).

Nicht enzymatisch kann Stickstoffmonoxid pH-induziert, unter sauren Bedingungen,
durch Reduktion von Nitritanionen entstehen (Suschek et al., 2006; Dejam et al.,
2003). Anhand der Experimente konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von
PBS mit CAP in Abhangigkeit von der Behandlungsdauer und -frequenz zu einem
verstarkten Abfall des pH-Wertes flhrt. Sowohl die Verlangerung der
Behandlungsdauer als auch die Erhéhung der Behandlungsfrequenz flhrten zu
einem starkeren Abfall des pH-Wertes. Bei einer Behandlung mit 600 Hz fir 600 s
kam es zu einem Abfall des pH-Wertes bis auf 4,35 + 0,71 (siehe Abb. 13).

Durch die Anwesenheit von Sauerstoff in der Umgebungsluft kdnnen reaktive
Sauerstoffspezies bei der Generierung von Plasma entstehen. Es werden unter
anderem Hydroxyl-Radikale, Superoxide sowie Wasserstoffperoxid gebildet
(Ziuzina et al., 2013; Oehmigen et al., 2010; Arjunan et al., 2011). Die
Wasserstoffperoxid-Konzentration zeigte einen linearen Anstieg in Korrelation mit

der Behandlungsdauer und der Behandlungsfrequenz (120-300 Hz). Die maximal
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gemessene Konzentration lag bei 813 = 14 uM nach einer Behandlung mit 600 Hz
Uber 10 min (siehe Abb. 17 und 18).

RONS zeigen sowohl physiologische als auch pathologische Effekte (von Woedtke
et al., 2016; Droge, 2002). In hohen Konzentrationen kdnnen sie den Zelltod sowie
die Apoptose induzieren (von Woedtke et al., 2016; Hasse et al., 2016; Lendeckel
et al., 2015). Balzer et al. zeigten bereits in vorausgegangenen Studien, dass RONS
sowie ein niedriger pH-Wert an der reduzierten Lebensfahigkeit von humanen
Zellen nach Plasmabehandlung beteiligt sind. So fuhrt das gebildete
Wasserstoffperoxid zu einem Proliferationsstopp der Zellen. Es wird jedoch von
weiteren bisher nicht bekannten Faktoren ausgegangen, die zur Toxizitat beitragen
(Balzer et al., 2015).

Die Sensibilitdt von verschiedenen Zellreihen ist ebenfalls als unterschiedlich zu
erachten. T-Lymphozyten sowie Zellen, die sich schnell teilen, scheinen sehr
empfindlich auf RONS zu reagieren, wahrend Keratinozyten und Fibroblasten relativ
robust zu sein scheinen (von Woedtke et al., 2016; Wende et al., 2014; Hasse et
al., 2016; Lendeckel et al., 2015).

Die Erzeugung von RONS mit CAP kann aufgrund einer Reihe positiver Effekte im
Bereich der klinischen Anwendung von Nutzen sein. So kdnnten sie Uber eine
gesteigerte Genexpression von Enzymen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren die
Wundheilung stimulieren (Arjunan et al., 2011; von Woedtke et al., 2016; Kalghatgi
etal., 2010). Durch die antimikrobiellen Effekte des Plasmas kann die Biofilmbildung
von verschiedenen Erregern, wie dem Staphylococcus aureus oder dem
Pseudomonas aeruginosa, welche haufig in chronischen Wunden nachzuweisen
sind, effektiv gehemmt werden (Helmke, 2016; Zemke et al., 2014; Schlag et al.,
2007). Weiterhin kann durch die CAP-Behandlung der Haut NO-induziert die

Mikrozirkulation verbessert werden (Mowbray et al., 2008; Heuer et al., 2015).

Anhand der In-vitro-Experimente mit CAP konnten mit Erhéhung der
Behandlungsdauer sowie -frequenz der Anstieg der Konzentration von reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffspezies sowie die zunehmende Ansauerung des Puffers
nachgewiesen werden. RONS haben konzentrationsabhangig physiologische und

toxische Effekte auf Zellen.
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Bei niedrigen Konzentrationen scheinen die positiven Effekte zu Uberwiegen,
wahrend bei hdheren Konzentrationen die negativen Wirkungen der RONS im
Vordergrund zu stehen scheinen (Gan et al., 2018; Shi et al., 2018). Die im Rahmen
der vorliegenden Studie erzielten Ergebnisse kdonnen genutzt werden, um die
Entstehung von RONS im Hinblick auf die Behandlungsdauer sowie -frequenz zu

definieren.

4.2 Zellviabilitat
4.2.1 Effekte einer direkten Behandlung mit CAP

Humane dermale Fibroblasten wurden unter Variation der Behandlungsfrequenz
und der Behandlungsdauer mit CAP behandelt. Im Rahmen der physiologischen
Wundheilung werden Fibroblasten, die neben dem Bindegewebe Hauptbestandteil
der Dermis sind (Held et al., 2015; Tobin, 2006), uber FGF-2 und TGF- stimuliert
und zur Kollagensynthese angeregt. Im weiteren Verlauf werden die Fibroblasten
uber TGF-3 zur Differenzierung in Myofibroblasten angeregt (Baum und Arpey,
2005; Tiede und Emmert, 2016; Bingdl, 2014; Lawrence, 1998). Zu den wichtigen
Funktionen der Fibroblasten gehéren unter anderem die Synthese von
extrazellularer Matrix sowie die Unterstitzung der Wundrandadaptation (Lawrence,
1998; Baum und Arpey, 2005). Sie kdnnen jedoch ebenfalls an der Bildung von
pathologisch veranderten Narben, wie hypertrophen und keloiden Narben, beteiligt
sein (Desmouliere, 1995; Desmouliere et al., 2005; Darby und Hewitson, 2007;
Balzer et al., 2015).

Die erzielten Ergebnisse konnten zeigen, dass bei direkter Anwendung niedriger
Behandlungsfrequenzen sowie einer kurzen Behandlungsdauer ein positiver Effekt
auf die Proliferation dermaler humaner Fibroblasten induziert wurde. Eine signifikant
hdhere Zellviabilitdt der Fibroblasten prasentierte sich an Tag 7 nach der
Behandlung mit CAP flir 30 s bei einer Behandlungsfrequenz von 120 Hz (siehe
Abb. 19) sowie 150 Hz (siehe Abb. 20). Bei Behandlung der Zellen mit 300 Hz zeigte
sich Uber den gesamten Beobachtungszeitraum eine signifikante Reduktion der
Zellviabilitat von Fibroblasten, die initial fur 5 und 10 min mit CAP behandelt wurden
(siehe Abb. 21). An Tag 4 und Tag 7 nach der Behandlung von Fibroblasten mit

600 Hz zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle eine signifikant niedrigere Zahl vitaler

83



Zellen. Dies qilt fur Proben, die fur 60—600 s mit Plasma behandelt wurden (siehe
Abb. 22).

Anhand der Fluoreszenzmikroskopie kann die Reduktion vitaler Zellen nach einer
Plasmabehandlung mit 600 Hz verdeutlicht werden. Insbesondere bei einer
Behandlungsdauer von 600 s mit 600 Hz zeigte sich eine ausgepragte direkte
Toxizitat. Nach einer 600-sekundigen Behandlung mit 120 Hz zeigten sich hingegen
nur wenige avitale Zellen und keine Zellformveranderungen (siehe Abb. 41). Die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigten auch fur die Behandlung von HDF
fur 300 s mit 120 Hz verglichen mit der Kontrolle keine Zellveranderungen. Die
Plasmabehandlung von HDF fir 300 s mit 600 Hz fihrte hingegen zu einem Anstieg
der Anzahl avitaler Zellen sowie zu einer deutlichen Formveranderung (siehe Abb.
40).

Das Wachstumspotenzial war fur Zellen, die fur 30-150s und mit 120 Hz und
150 Hz mit CAP behandelt wurden, von Tag 4 auf Tag 7 am grof3ten (siehe Abb.
23-25). Bei einer Behandlungsdauer von 300 s prasentierte sich ein initial
reduziertes Wachstum der Fibroblasten. Im weiteren Beobachtungszeitraum von
Tag 4 auf Tag 7 war das Proliferationspotenzial der Zellen, die eine CAP-
Behandlung mit 300 Hz erhielten, jedoch am grofiten (siehe Abb. 26). Bei allen
Zellreihen prasentierte sich von Tag 1 auf Tag 4 nach einer zehnminttigen CAP-

Behandlung ein deutlich reduziertes Wachstumspotenzial (siehe Abb. 27).

Das erhdhte Proliferationspotenzial nach einer kurzen Behandlungsdauer mit einer
Frequenz von 120-150 Hz konnte durch die erhohte Ausschuttung des
Fibroblasten-Wachstumsfaktors FGF2 bei kurzer Plasmabehandlungsdauer
bedingt sein, welcher Uber reaktive Sauerstoffspezies vermittelt wird. Es werden
weitere Wachstumsfaktoren wie VEGF Uber ROS stimuliert. Uber diese
Wachstumsfaktoren werden ebenfalls die Migration und Proliferation von
Endothelzellen sowie die Angiogenese stimuliert (Arjunan et al., 2011; von Woedtke
et al., 2016; Kalghatgi et al., 2010). Shi et al. konnten eine signifikante Steigerung
der Proliferation von Fibroblasten, der Sekretion des epidermalen
Wachstumsfaktors sowie des TGF-3 nach einer kurzen Behandlung mit CAP
nachweisen (Shi et al., 2018).
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Bei Verwendung einer hohen Plasmadosis und langen Behandlungsdauer lassen
sich toxische Effekte des Plasmas nachweisen. Durch Proliferationsstopp,
Apoptose, Schadigung der DNA und Zellzyklusarrest kommt es zum Zelltod (Haertel
et al., 2014; Tiede und Emmert, 2016; von Woedtke et al., 2013). Eine deutliche
Reduktion der Zellviabilitat sowie des Wachstumspotenzials lassen sich nach einer
Behandlungsdauer von 600 s sowie 600 Hz mittels CAP nachweisen. Bereits nach
einer Behandlung fur 300s mit 600Hz lassen sich anhand der
Fluoreszenzmikroskopie ausgepragte Zellformveranderungen sowie ein deutlicher
Anstieg der Anzahl avitaler Zellen feststellen. Bei einer Frequenz von 120 Hz zeigen
sich  hingegen selbst bei einer langen Behandlungsdauer wenig

Zellformveranderungen.

4.2.2 Effekte der RONS auf HDF nach direkter CAP-Behandlung

Es lasst sich zusammenfassen, dass es mit einer Erhdhung der Behandlungsdauer
und -frequenz zu einer deutlichen Senkung des pH-Wertes sowie zur Entstehung
von RONS in héheren Konzentrationen kommt. Auf humane dermale Fibroblasten
bewirken eine Reduzierung des pH-Wertes und RONS in niedrigen Konzentrationen
eine Steigerung des Proliferationspotenzials, bei hohen Konzentrationen kommt es
zu einer Reduktion der Zellviabilitat sowie des Wachstumspotenzials. Diese
konzentrationsabhangigen Effekte der RONS wurden bereits in Vorarbeiten
beschrieben. In niedrigen Konzentrationen kdénnen diese das Wachstum fordern
und die Apoptose hemmen, wahrend sie in hoheren Konzentrationen die Apoptose
fordern und den Zellzyklus hemmen (Thomas et al., 2008; Graves, 2012).
Insgesamt ist die Rolle der RONS somit differenziert zu betrachten. Entscheidend
fur ihre Anwendung ist es, ein Gleichgewicht zwischen nitzlichen und schadlichen
Effekten zu erreichen (Graves, 2012; Halliwell, 2006). Wahrend sich die
stimulierenden Effekte der plasmaproduzierten RONS positiv auf die Wundheilung
auswirken konnten, konnen die inaktivierenden Effekte zur Dekontamination

genutzt werden (Ziuzina et al., 2013).

Im Hinblick auf die Variation der Behandlungseinstellungen der DBD lasst sich
anhand der erzielten Ergebnisse ableiten, dass fur die Behandlung chronischer

Wunden, mit dem Ziel der Proliferationsstimulation von HDF, niedrige
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Behandlungsfrequenzen sowie kurze Behandlungszeiten am besten geeignet zu
sein scheinen. Diese Effekte sollten in zuklnftigen Forschungsarbeiten in In-vivo-
Versuchen weiter untersucht werden. Langere Behandlungszeiten mit hdheren
Frequenzen konnten hingegen fur die effektive Dekontamination oder die
Behandlung einer Uberschiellienden Wundheilung genutzt werden. Bei einer hohen
Behandlungsdauer kommt es zu einer Abnahme der Zellproliferation und einer
Zunahme der Toxizitdt des Plasmas, Gleiches gilt fur die Erhohung der
Behandlungsfrequenz. Um die Effekte der Behandlungsdauer und der
Behandlungsfrequenz bezuglich der Toxizitat besser einordnen zu kdnnen, sollten
in zukUnftigen Arbeiten auch sehr kurze Behandlungszeiten wie 5s bei hohen

Behandlungsfrequenzen wie 600 Hz untersucht werden.

4.2.3 Vergleich zwischen direkter und indirekter CAP-Behandlung und die
Effekte von Katalase

Im Weiteren wurde neben der Variation der Behandlungsfrequenz und -dauer die
Art der Behandlung verandert. Proben wurden direkt oder indirekt mit Plasma
behandelt. Weiterhin wurden die Effekte bei Hinzugabe von Katalase nach einer

indirekten Behandlung mit Plasma untersucht.

Nach einer CAP-Behandlung von humanen dermalen Fibroblasten fir 30 s mit einer
Frequenz von 150 Hz prasentierte sich initial sowohl bei einer indirekten als auch
direkten Behandlung eine starkere Reduktion der Zellviabilitat als in Anwesenheit
von Katalase (siehe Abb. 29). Im weiteren Verlauf zeigte sich im Vergleich mit den
Zellen, denen Katalase zugegeben wurde und zur unbehandelten Kontrolle jedoch
eine hdhere Proliferationsrate der Zellen, die direkt und indirekt mit Plasma
behandelt wurden. Am Tag 4 nach einer Behandlung fur 300 s mit 150—-600 Hz und
am Tag 7 nach einer Behandlung mit 150 Hz fur 300 s prasentierte sich eine
signifikant hohere Viabilitdt der Zellen, denen nach einer indirekten Behandlung
Katalase zugegeben wurde, verglichen mit den Zellen, die direkt mit Plasma
behandelt wurden (siehe Abb. 31, 33, 35). Es fallt jedoch auf, dass sich die direkt
mit Plasma behandelten Zellen durch das héhere Wachstumspotenzial von Tag 4
auf Tag 7 den Zellen, denen Katalase zugeben wurden, annahern. Am Tag 7 nach

einer Behandlung mit 300-600 Hz ergab sich keine signifikant hohere Viabilitat der
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Zellen, denen Katalase zugegeben wurde. Werden die indirekt mit Plasma
behandelten Zellen mit den Zellen verglichen, denen Katalase zugegeben wurde,
prasentierte sich lediglich am Tag 4 nach einer Behandlung fur 300 s mit 150 Hz
eine signifikant hdhere Viabilitat der HDF, denen Katalase zugegeben wurde (siehe
Abb. 31).

Die Zellviabilitat der indirekt behandelten Zellen war meist groRer als die der direkt
behandelten Zellen, hierfur ergab sich jedoch keine Signifikanz. Insgesamt zeigten
die Zellen, denen keine Katalase zugegeben wurde, von Tag 4 auf Tag 7 ein
groReres Wachstumspotenzial als Zellen, denen Katalase hinzugeflgt wurde. Bei
den Zellen, denen Katalase zugegeben wurde, prasentierte sich initial eine hohere
Zellviabilitat. Das Proliferationspotenzial dieser Proben flachte jedoch im
Beobachtungsintervall insbesondere von Tag 4 auf Tag 7 deutlich ab (siehe Abb.
30, 32, 34, 36, 38).

Die Erhohung der Behandlungsdauer auf 10 min fuhrte, verglichen mit der Kontrolle,
unabhangig von der Art der Behandlung zu einer signifikanten Reduktion der
Zellviabilitat. Die Viabilitat der Fibroblasten, welche indirekt mit Plasma behandelt
wurden, war verglichen mit den direkt behandelten Zellen sowie den Zellen, denen
Katalase zugegeben wurde, am hdchsten. Hierflr konnte jedoch keine Signifikanz

festgestellt werden.

Fir die initiale Toxizitdt des CAP kommt das ROS Wasserstoffperoxid in Betracht,
das durch die Katalase zu H20 und O gepuffert wird (Balzer, 2016), wodurch die
initiale Reduktion der Toxizitat durch Katalase erklart werden konnte. Im weiteren
Verlauf zeigt sich jedoch ein groReres Wachstumspotenzial der direkt und indirekt
behandelten Zellen. Dies konnte durch die wachstumsférdernden Effekte von
RONS bei niedriger Konzentration verursacht werden. Schon in vorausgegangenen
Studien mit Keratinozyten wurde das Wasserstoffperoxid als Schltsselfaktor fur die

Wachstumsregulation beschrieben (Balzer, 2016).

Bei Erh6hung der Behandlungsdauer und der Behandlungsfrequenz zeigte sich bei
allen Proben eine deutliche Reduktion der Zellviabilitat, die mit der hdheren
Konzentration von Wasserstoffperoxid, Nitrat, Nitrit sowie mit dem niedrigeren pH-

Wert zu korrelieren scheint. Ebenfalls scheint die Wirkung der Katalase bei einer
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Behandlungsdauer von 10 min flr 600 Hz durch die hohe Konzentration an RONS

sowie den niedrigen pH-Wert inhibiert zu werden.

FUr weitere klinische Untersuchungen kénnen sowohl die direkte als auch die
indirekte CAP-Behandlung von Interesse sein. Die direkte Behandlung scheint
gemall den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit toxischer als die indirekte
Behandlung zu sein. Als Grund hierfur kommen unter anderem Strom und UV-
Strahlung als Ursachen fur die direkte Toxizitat des Plasmas in Betracht. Ein Vorteil
der indirekten Behandlung konnte neben der niedrigeren direkten Toxizitat unter
anderem in der besseren Behandlung von grofieren Wundflachen liegen. Der
Einsatz von Katalase zur Inhibierung moglicher toxischer Effekte scheint nicht von
Vorteil zu sein, da diese insbesondere die gewlnschten Effekte der RONS zu

reduzieren scheint.

4.2.4 Toxizitat des CAP und Wasserstoffperoxidkonzentration

Anhand der vorherigen Untersuchungen prasentierte sich insbesondere eine initiale
Toxizitat fur mit CAP behandelte Zellen. Fir diesen Effekt kommt das
Wasserstoffperoxid in Betracht. Anhand der Abbildung 39 Iasst sich die Zellviabilitat
an Tag 1 nach der Plasmabehandlung mit 150-600 Hz fir 30-600 s in Abhangigkeit
der produzierten Wasserstoffperoxidkonzentration ablesen. Es zeigt sich, dass sich
die produzierte = Wasserstoffperoxidkonzentration in Bezug auf die
Behandlungsfrequenz und die Behandlungsdauer nicht proportional verhalt.
Wahrend sich initial eine starke Reduktion der Zellviabilitat bei niedriger
Wasserstoffperoxidkonzentration zeigt, prasentiert sich bei weiterem Anstieg der
Wasserstoffperoxidkonzentration ein flacherer Kurvenverlauf. Dies kdnnte die initial
positiven Effekte der Zugabe von Katalase auf die Zellviabilitat erklaren. Es lasst
sich jedoch ebenfalls ableiten, dass die Toxizitat des Plasmas neben der Bildung
von Wasserstoffperoxid noch auf weiteren Faktoren zu basieren scheint. Hierfur
kommen neben der steigenden Nitrit-/Nitrat-Konzentration der niedrigere pH-Wert
oder weitere Faktoren wie beispielsweise elektromagnetische Strahlung oder UV-
Licht in Betracht (Balzer, 2016).
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4.3 Klinische Anwendung von Plasma

Anhand der erzielten Ergebnisse kann gezeigt werden, dass es mit Erhdhung der
Behandlungsdauer und der Behandlungsfrequenz bei einer CAP-Behandlung zu
einem Abfall des pH-Wertes sowie einem Anstieg an RONS kommt (siehe Abb.
13-18). Weiterhin zeigt sich bei einer kurzen Behandlungsdauer sowie einer
niedrigen Behandlungsfrequenz ein positiver Effekt auf die Proliferation von
Fibroblasten (siehe Abb. 19, 20). Die proliferationsfordernden Effekte einer kurzen
CAP-Behandlung konnten Shi et al. anhand ihrer Untersuchungen ebenfalls
nachweisen, wonach eine kurze Behandlung von Fibroblasten mit CAP zu einer
Aktivierung von Fibroblasten beitragt, die Zellproliferation fordert und schlie3lich zu
einer Verbesserung der Wundheilung fuhrt (Shi et al., 2018). Diese Effekte konnten
bereits durch klinische Untersuchungen bestatigt werden. Heinlin et al. zeigten eine
signifikant verbesserte Heilung im Bereich der Spalthautentnahmestellen am
Oberschenkel nach Behandlung mittels CAP (Heinlin et al., 2013). Anhand einer
Studie von Chuangsuwanich et al. konnten eine verbesserte Heilung von
Druckgeschwiren sowie eine Reduktion der Keimbesiedelung nach CAP-
Behandlung nachgewiesen werden (Chuangsuwanich et al., 2016). Bereits in
niedrigerer Dosis kann CAP zur Desinfektion von Wunden beitragen (Gan et al.,
2019).

Fir die antibakteriellen Effekte scheinen insbesondere die RONS sowie ein
niedriger pH-Wert verantwortlich zu sein. Diese sind jedoch auch an den toxischen
Effekten auf humane Zellen beteiligt (Balzer et al., 2015; Ziuzina et al., 2013; Liu et
al., 2010). Eine hohe Behandlungsfrequenz sowie eine lange Behandlungsdauer
korrelieren mit einer Reduktion des pH-Wertes sowie einem Anstieg an RONS,
welche zu einer deutlichen Reduktion der Viabilitat von humanen dermalen

Fibroblasten beitragen.

Fibroblasten, die 300 s mit 300 Hz behandelt wurden, erholen sich von der
Behandlung mit CAP, wie sich an dem Anstieg des initial reduzierten
Wachstumspotenzials nachweisen lasst (siehe Abb. 26). Diese Effekte konnten sich
positiv auf die Behandlung hypertropher Narben auswirken. Wang et al. konnten
einen beschleunigten Wundheilungsprozess sowie eine reduzierte Narbenflache

nach Behandlung mit Plasma zeigen (Wang et al., 2020). Von grof3em Interesse
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waren zukunftige klinische Studien mit Blick auf die Effekte einer direkten CAP-

Behandlung von beispielsweise hypertrophen Narben.

In hoéherer Dosierung konnte CAP aufgrund seiner proliferationshemmenden
Effekte flr die Behandlung von proliferativen Erkrankungen von Interesse sein (Gan
et al., 2019). Durch die zellspezifische Reaktion auf CAP kdnnte es in Zukunftin der
Tumortherapie eine grolde Rolle spielen. Anhand einer murinen Melanom-B16/F10-
Zelllinie wurde in vitro bereits ein Verlust der Lebensfahigkeit von fast 100 % der
Zellen 48 Stunden nach einer dreiminttigen CAP-Behandlung gezeigt (Bernhardt et
al., 2019; Mashayekh et al., 2015).

4.4 Empfehlungen fiir die Wahl der Behandlungsdauer und der

Behandlungsfrequenz

Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte der Behandlungsfrequenz und
Behandlungsdauer einer CAP-Behandlung genauer zu untersuchen und zu
differenzieren. Es zeigte sich, dass Frequenzen zwischen 120-150 Hz sowie eine
kurze Behandlungsdauer von 30 s aufgrund ihrer proliferationsférdernden Effekte
fur weitere klinische Untersuchungen unter anderem in Bezug auf die Behandlung
von schlecht heilenden, chronischen Wunden von grof3em Interesse sein kénnen.

Zur Behandlung einer uberschielienden Wundheilung, wie es beispielsweise bei
hypertrophen Narben der Fall ist, kdnnte sich aufgrund der initialen Reduktion der
Zellviabilitat und des im weiteren Verlauf wieder ansteigenden Wachstumspotenzial
eine Behandlungsfrequenz von 300 Hz eignen. Die genannten Effekte lassen sich

insbesondere bei einer Behandlungsdauer von 300 s beobachten.

Alle Frequenzen (120-600 Hz) zeigen bereits an Tag 1 nach einer 600-sekiindigen
CAP-Behandlung eine signifikante Reduktion der Anzahl vitaler Zellen. Dieser
Effekt lasst sich Uber den gesamten Beobachtungszeitraum nachweisen. Anhand
der Aufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie lasst sich eine deutliche Veranderung
der Zellform sowie eine Zunahme avitaler Zellen nach einer Behandlung von 600 Hz
fur 600 s erkennen. Demnach scheint eine zehnminutige Behandlungsdauer fur

weitere klinische Untersuchungen weniger empfehlenswert zu sein.

Die vorgestellten Ergebnisse mussen kritisch evaluiert werden. Sie basieren auf

standardisierten Einstellungen mit einer definierten Plasmaquelle und wurden in-
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vitro gewonnen. Bei Kklinischen Untersuchungen missen unter anderem
Veranderungen des Abstandes zum Wundgrund sowie groRRere Oberflachen
bedacht werden. Es ware wunschenswert, kunftig fur die verschiedenen
Plasmaquellen sowie die vielfaltigen Anwendungsmadglichkeiten einen Rahmen fur
die Behandlungseinstellungen festzulegen. Weiterhin kdnnten die Effekte einer sehr
kurzen Behandlungsdauer (<30s) bei hoher Behandlungsfrequenz weitere
Erkenntnisse ergeben. Moglicherweise konnten trotz hoher Behandlungsfrequenz
bei einer sehr kurzen Behandlungszeit die positiven Eigenschaften des Plasmas,
wie die proliferationsfordernde sowie antibakterielle Effekte, bei geringer Toxizitat

genutzt werden.

4.5 Schlussfolgerung

CAP stellt einen vielversprechenden neuen Behandlungsansatz in der Medizin,
insbesondere in der Behandlung von chronischen Wunden, hypertrophen Narben,
bakterieller Besiedlung sowie in der Tumortherapie, dar. In der Plastischen
Chirurgie bietet das CAP eine innovative Moglichkeit der Behandlung von
Problemwunden. Insbesondere die Kombination der antibakteriellen Wirksamkeit
mit den proliferationsfordernden Effekten auf Zellen der Haut wie Keratinozyten und
Fibroblasten tragen zu dem grofien Interesse an CAP bei. In den letzten Jahren
wurde im Bereich der Plasmamedizin viel an Forschungsarbeit geleistet. Es sind
bereits verschiedene Plasmaquellen fir die klinische Anwendung zugelassen.
Dennoch ist das komplexe Gasgemisch im Hinblick auf die Mechanismen fir seine
Wirksamkeit noch nicht vollstandig verstanden. Verschiedene Komponenten wie
UV-Strahlung, RONS und elektrischer Strom spielen eine Rolle (Bernhardt et al.,
2019). Es wird deutlich, dass es vor allem im Hinblick auf die Begrindung der
Toxizitat des Plasmas noch weiterer Studien bedarf. Es konnte gezeigt werden,
dass die Bildung von Wasserstoffperoxid zu der CAP-induzierten Toxizitat beitragt.
Daneben haben jedoch noch weitere Faktoren einen Einfluss auf die Zellviabilitat.
Die Korrelation zwischen der Entstehung von RONS und der Behandlungsdauer
und -frequenz ermdglicht eine Grundlage, um die Behandlungseinstellungen der
DBD zu definieren. Fir die Ubertragbarkeit in die klinische Anwendung sind jedoch

weitere Studien notwendig.
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