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Abkulrzungsverzeichnis und Glossar

Abktirzung Bedeutung

°C Grad Celsius

pHm Mikrometer

UM Mikromolar

pl Mikroliter

-A -area (engl.: Flache; Analysemethode, bei der die
Signalflache berechnet wird)

AC Adenylatcyclase

ADP Adenosindiphosphat

ANOVA analysis of variance (engl.: Varianzanalyse)

ATP Adenosintriphosphat

BAPTA 1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N'-tetraacetic acid
tetrakis(acetoxymethyl ester)

BF brightfield (engl.: Hellfeldaufnahme)

BL Blut-Lysat

Ca? Kalziumion

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat

Cy Cyanine (Farbstoff)

DAG Diacylglycerin

DAPI 4¢,6-Diamidin-2-Phenylindol

DBD dielectric  barrier  discharge (engl.: dielektrische
Barriereentladung), Bautyp einer Gas-Plasma Quelle

ddH.0 doppelt destilliertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid (engl.: Desoxyribonukleinsdure)

EGFR epidermal growth factor receptor (engl.: Rezeptor des
Epidermiswachstumsfaktors)

engl. englisch

et al. et alii (lat.: und andere)

FCCP Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone

FL

Fluoreszenzkanal



FSC forward scatter (engl.: Vorwartsstreulicht)

g Lastvielfaches (Vielfaches der Fallbeschleunigung)

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

-H -height (engl.: HOhe/GroRe; Analysemethode, bei der die
Hohe des Signals berechnet wird)

H202 Wasserstoffperoxid

Hb H&moglobin

HBDDE 2,2',3,3',4,4'-Hexahydroxy-1,1'-biphenyl-6,6'-dimethanol
dimethyl ether

INEK Institut fir das Entgeltsystem im Krankenhaus

IP impact plate, Mikrotiterplatte mit kleinerem Fullvolumen

IP-Rezeptor Prostacyclin-Rezeptor

IP3 Inositoltriphosphat

IU International Unit (Einheit der biologischen Aktivitat)

KHENtgG Krankenhausentgeltgesetz

lat. lateinisch

LED light-emitting diode (engl.: Leuchtdiode)

MFI Mittlere Fluoreszenz Intensitat

min Minute

ml Milliliter

MLCK Myosin-leichte-Ketten-Kinase

MLCP Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase

ms Millisekunden

MT MitoTracker (Farbstoff)

mTOR mechanistic target of rapamycin

mw Milliwatt

NAC N-Acetylcystein

NO Stickstoffmonooxid

NOS Stickstoffmonooxid-Synthase

ns nicht signifikant

NUB neue Untersuchungs- und Behandlungsmethode

PAR Protease-aktivierter-Rezeptor



PBS

PDE
PE
PG I,
PI3K
PIP,
PKA
PKC
PKG
PLA,
PLC
PPP

PRP

RNS
ROS

SD
SEM
sGC
sim
SOD
SsC
Syk
syn.
TP
TXA2
VB

Well

phosphate-buffered saline (engl.: Phosphatgepufferte
Salzlésung)

Phosphodiesterase

Phycoerythrin

Prostaglandin I2 (syn.: Prostacyclin)
Phosphoinositid-3-Kinasen
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

Proteinkinase-A

Proteinkinase-C

Proteinkinase-G

Phospholipase-Az

Phospholipase-C

platelet poor plasma (engl.: thrombozytenarmes
Blutplasma)

platelet rich plasma (engl.: thrombozytenreiches
Blutplasma)

reactive nitrogen species (engl.: reaktive Stickstoff Spezies)
reactive oxygen species (engl.: reaktive Sauerstoff Spezies)
Sekunden

standard deviation (engl.: Standardabweichung)

standard error of the mean (engl.: Standardfehler)

soluble guanylate cyclase (engl.: 16sliche Guanylcyclase)
Standard-Liter pro Minute (Einheit des Gasmengenstroms)
Superoxiddismutase

side scatter (engl.: Seitwartsstreulicht)

spleen tyrosine kinase

synonym

Thromboxan-Rezeptor

Thromboxan-A:

Vollblut

von-Willebrand-Faktor

Einbuchtung einer Mikrotiterplatte



WPA weighted platelet aggregation (engl.: gewichtete
Thrombozytenaggregation)
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1. Einleitung

1.1. Blut und Blutgerinnung

Blut ist eine Korperflussigkeit und wird als flissiges Gewebe bezeichnet. Neben den Blutzellen
enthalt es Proteine, Lipoproteine, Kohlenhydrate und Mineralien. Die Zellen nehmen einen
Volumenanteil von 45 % des Blutes ein und in einem Mikroliter befinden sich ca. vier
Millionen Erythrozyten (rote Blutzellen, 93 %), 300.000 Thrombozyten (Blutplattchen, 7 %)
und 8.000 Leukozyten (weilRe Blutzellen, 0,1 %). Blut Gbernimmt eine wichtige Funktion als
Transportmedium. Beispielsweise transportiert es Sauerstoff von der Lunge in die Peripherie
des Kdrpers, Glucose von der Leber zum Gehirn und Immunzellen zum Entzindungsherd [1].
Eine weitere Funktion ist die Aufrechterhaltung einer geschlossenen Koérperoberflache bei
Verletzungen. Dies wird durch die Blutgerinnung (syn.: Koagulation) ermdglicht. Der Verlauf
der Blutgerinnung héngt jedoch stark davon ab, in welchem Teil des Kreislaufs sich die Lésion
befindet. Bei Schadigung von vendsen Gefalen bildet sich ein fibrinreicher Thrombus, in
welchem viele Erythrozyten eingeschlossen werden. Dies wird durch Protein-Protein-
Wechselwirkungen ermdglicht, welche final Fibrinogen zu Fibrin umwandeln.

Wird das arterielle Stromgebiet ladiert, bildet sich ein Gerinnsel aus Thrombozyten. Der

Prozess wird durch den Kontakt zu extravasalen Bereichen initiiert [2, 3].



1.2. Der Thrombozyt

1.2.1. Allgemeine Informationen und Struktur

Thrombozyten sind eine besondere Zellart im menschlichen Kérper. Die Zellen entstehen aus
der Abschniirung von Megakaryozyten im Knochenmark sowie in der Lunge und werden in
den Blutkreislauf abgegeben [4, 5]. Ihre Lebensdauer betragt ca. 10 Tage. Sie weisen eine
GroRe von 1,5-3 uM auf und sind diskoidal geformt [6].

Sie besitzen keinen Zellkern, enthalten jedoch Ribosomen, mRNA aus den Megakaryozyten
und Mitochondrien mit mitochondrialem Genom. Sie sind dadurch zu einer eigenen
Proteinsynthese befahigt [7].

Im Zentrum der Zelle befinden sich zahlreiche Vesikel, die zusammengefasst als Granulomer!
bezeichnet werden [8]. Die Vesikel werden in o- und dense-Granula? geteilt, weithin kommen
Peroxisomen und Lysosomen vor.

Der AuBenbereich der Zelle ist frei von Organellen und wird Hyalomer genannt [8]. Hier
befinden sich zahlreiche Aktinfilamente und ein zirkumferentielles Band aus Mikrotubuli [11].
Die Zellmembran besitzt Einstilpungen bis zum Granulomer ins Innere der Zelle. Diese
Invaginationen werden zusammen als offenes kanalikuldres System (OCS, engl.: open
canalicular system) bezeichnet und enthalten Extrazellularlumen sowie eine Glykokalyx [12].
Das OCS dient als Reserve fiir Plasmamembran, zur direkten Ausschittung des Inhalts von
Vesikeln und wird verwendet, um Pathogene aufzunehmen[13].°

Daneben gibt es ein weiteres Membransystem, welches sich im Inneren des Thrombozyten
befindet und sich aus dem glatten endoplasmatischen Retikulum des Megakaryozyten bildete.
Das sogenannte ,,dichte Rohrensystem* (engl.: dense tubular system) speichert Kalziumionen
(Ca?*), welche ins Intrazellularlumen abgegeben werden kénnen [14].

Reste des Golgi-Apparates des Megakaryozytens befinden sich in weniger als 1% der
Thrombozyten und raues endoplasmatisches Retikulum kommt nur pathologisch in
Thrombozyten vor [3].

! Die Unterteilung zwischen Granulomer und Hyalomer wird (iberwiegend in der deutschsprachigen Literatur
vorgenommen.

2 Die Einteilung intrazellularer Membrankomplexe wurde nach der Elektronendichte in der
Elektronenmikroskopie vorgenommen und die Bezeichnung wurde mit Hilfe des griechischen Alphabet festgelegt:
a-Granula (Speichervesikel), B-Granula (Mitochondrien), y-Granula (kleine Vesikel: Lysosomen, Peroxisomen),
d-Granula (syn.: dense-Granula, Speichervesikel) [9, 10].

3 Da die Bakterien nicht intrazellular aufgenommen werden, sondern im OCS verharren, werden Thrombozyten
analog zu ,,phagocytes“ auch ,,covercytes“ genannt [13].
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1.2.2. Thrombozyten im Kontext der Blutgerinnung und deren Aktivierung

Die Thrombozyten sind durch ihre Struktur stark an ihre Funktionen angepasst. Sie besitzen
eine Rolle in der Blutgerinnung, Immunabwehr und Steuerung der Inflammation [15].

Bei einer arteriellen GefaRlasion kommt es zu einer Interaktion von ,,von-Willebrand-Faktor*
(VWF) und Kollagen aus extravasalen Regionen [16]. Durch die Stromungsgeschwindigkeit des
Blutes werden Bindungsstellen am vVWF fiir Thrombozyten freigelegt [17-19].

Im arteriellen Stromgebiet werden die Blutplattchen aufgrund ihrer kleineren GroRRe, verglichen
mit den anderen Blutzellen, nahe der GefalBwand transportiert. Dadurch kénnen Thrombozyten
bei einer GefaRlasion Kontakt zu den Bindungsstellen des VWF erhalten.* Es bildet sich eine
erste Schicht aus Thrombozyten, welche durch die Interaktion mit VWF und Kollagen aktiviert
werden [20].

Die Thrombozytenaktivierung ist eine Antwort der Thrombozyten, die die Blutgerinnung
einleitet. Dabei bedingen komplexe biochemische Reaktionen innerhalb des Thrombozyten
vielseitige Veranderungen, unter anderem die Ausbildung von Pseudopodien, Veranderung der
Plasmamembran und die Ausschittung von Vesikeln [21].

Dies dient der Rekrutierung von weiteren Thrombozyten, welche sich an die erste Schicht von
Thrombozyten anheften und der Schaffung einer stromungsarmen Umgebung, in welcher die
Ausbildung von Fibrin stattfinden kann, um den sich bildenden Thrombus weiter zu festigen.
Zu den ausgeschutteten Vesikeln der Thrombozyten gehdéren unter anderem a- und
dense-Granula. Die alpha-Granula enthalten beispielsweise Plattchen Faktor 4 (PF4) sowie
P-Selektin (CD62P) und die dense-Granula Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat
(ADP), Ca?* und Serotonin [9, 19, 22]. Somit werden nicht nur Signalmolekile in die
Umgebung abgegeben, sondern auch Rezeptoren auf der Oberflache der Thrombozyten
externalisiert, die sonst nicht vorhanden sind. Der Nachweis der Rezeptoren, wie z. B. CD62P,
wird laborchemisch genutzt, um den Umfang der aktivierten Thrombozyten zu quantifizieren
[23].

4 Die Offenlegung der Bindungsstellen des vVWF mit der Bindung des Thrombozyten ist ein zentraler Prozess der
Blutgerinnung im arteriellen System. Bei den hohen Strdmungsgeschwindigkeiten des Blutes ist eine alleinige
Bildung eines fibrinreichen Thrombus, aufgrund eines Auswascheffektes der I8slichen Komponenten, nicht
mdoglich. Auf diesen Mechanismen ist es zuriickzufiihren, dass Antikoagulantien, die die Thrombozyten betreffen,
vor allem in GefaRen mit hohen Strémungsgeschwindigkeiten des Blutes wirken [19].
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1.2.3. Signalwege der Thrombozytenaktivierung

Im Folgenden wird auf verschiedene Signalwege eingegangen, welche eine Aktivierung der
Thrombozyten hervorrufen.®
Im Allgemeinen werden Uber Rezeptoren Signaltransduktionsprozesse im Thrombozyten
ausgelost, welche verschiedene Reaktionen des Thrombozyten zur Folge haben.
Rezeptorgruppen, die der Thrombozyt exprimiert, sind unter anderem G-Protein gekoppelte
Rezeptoren [25-32], Liganden-abhéngige lonenkanale [33, 34], ITAM-Rezeptoren [35, 36] und
Rezeptoren, welche aus verschiedenen Glykoproteinen zusammengesetzt sind [37-39].
Die an der Aktivierung der Thrombozyten beteiligten Signalkaskaden lassen sich in finf
wichtige Komponenten einteilen:

1. Aktivierung der Proteinkinase-C (PKC-Signalweg)

2. Aktivierung des monomerischen G-Proteins Rho (Rho-Signalweg)

3. Reduktion der zyklischen Adenosinmonophosphat Konzentration (CAMP-Signalweg)

4. Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (P13K-Signalweg)

5. Stickstoffmonooxid und dessen Folgereaktionen (NO-Signalweg).
Es ist unbedingt zu beachten, dass die verschiedenen Signalwege durch mehrere Rezeptoren
beeinflusst werden kdnnen, die teilweise unterschiedliche Isoformen des gleichen Enzyms
aktiveren und stark miteinander wechselwirken. Die Signaltransduktion wird h&ufig tber G-
Proteine initiiert, welche mehrere Untereinheiten besitzen, die unterschiedlich reagieren
kénnen. Die wichtigsten G-Proteine sind Gq, Gi, G12%, G, und Gs [40].
In der Arbeit wurden einzelne Abschnitte von Signalkaskaden mittels Inhibitoren gehemmt und
zu den Wirkstoffen wurde eine Tabelle erstellt (Tabelle 1). Die wichtigsten Schritte der

jeweiligen Signalkaskaden wurden in einer Abbildung festgehalten (Abbildung 1).

° Die Vielzahl an physiologischen und synthetischen Agonisten sowie die Mdglichkeit der Beschreibung von
genausten Proteinwechselwirkungen fiihrt dazu, dass eine Ubersicht tber die Signalwege des Thrombozyten
immer eine Vereinfachung beinhaltet. Es wurden nur die wichtigsten Zwischenschritte, Agonisten und die fir das
Verstdndnis wichtigen Reaktionen thematisiert. Eine Generalisierung der dargestellten Reaktionen ist nicht
uneingeschrankt maéglich, da es unterschiedliche Isoformen der Enzyme gibt, die teilweise andere Wirkungen
bedingen kdnnen [24].

6 Gi3 gehort zur Gio-Familie. Innerhalb der Gio-Familie kommt Gi3 die hochste Bedeutung in der Physiologie des
Thrombozyten zu, weshalb von Gis gesprochen wird. G, gehdrt zur Gi-Familie [40].
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1.2.3.1.  Aktivierung der Proteinkinase-C

Die a-Untereinheit von Gq oder die B/y-Untereinheit von G; sorgen fir eine Aktivierung der
Phospholipase-C  (PLC B). Die PLC f bildet aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (P1P2),
Diacylglycerin (DAG) und Inositoltriphosphat (1P3) [40].

Das DAG aktiviert nachfolgend die Proteinkinase-C (PKC) [41]. Das Enzym beeinflusst tiber
Phosphorylierung weitere Reaktionen, wie die Thromboxan-A: (TxA2) Synthese, die Sekretion
von Vesikeln und die Aktivierung der Phosphodiesterase (PDE) [24, 42, 43].

IP3 flihrt Gber Bindung an IP3-Rezeptoren des dense tubular system zu einer Ausschittung von
intrazellularem Ca2*. Das Ca?" selbst vermittelt intrazellulir vielfaltige Reaktionen, wie einen
Ca?*-Influx von extrazellular tiber Stim1-Orail-Wechselwirkung oder der Aktivierung von
Integrinen [44, 45].

1.2.3.2.  Aktivierung des monomerischen G-Proteins Rho

Die a-Untereinheit vom Gais-Protein sorgt fur eine Aktivierung von Rho. Das monomerische
G-Protein Rho vermittelt tber mehrere Zwischenschritte eine Aktinpolymerisierung und eine
Hemmung der Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP). Dies hat eine relative Erhthung
der Aktivitat der Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) zur Folge, wodurch ber vermehrte
Aktin-Myosin-Interaktionen eine Formveranderung des Thrombozyten erreicht wird [40, 41].
Bei der Formveranderung kommt Ca?* ebenfalls eine Rolle zu, worauf nicht weiter eingegangen

werden soll.

1.2.3.3.  Reduktion der zyklischen Adenosinmonophosphat Konzentration

Die a-Untereinheit vom Gs-Protein vermittelt eine Aktivierung der Adenylatcyclase (AC),
welche die Reaktion von Adenosintriphosphat (ATP) zum zyklischen Adenosinmonophosphat
(cAMP) katalysiert. Durch die Bindung von cAMP an der Proteinkinase-A (PKA) wird die
enzymatische Aktivitdt des Enzyms ermdglicht [46]. Die PKA vermittelt vielféltige
Reaktionen, wie die Reduktion der intrazellularen Ca?*-Konzentration und der Verringerung
der Formveranderung des Thrombozyten [47, 48]. Die Erh6éhung der cAMP-Konzentration
uber die AC mit den nachfolgenden Reaktionen wirde die Aktivierung der Thrombozyten
verringern. Die AC kann jedoch inhibiert werden, was eine relative Reduktion der cCAMP-

Konzentration zur Folge hat und dadurch zu der Thrombozytenaktivierung beitragt [49].



1.2.3.4.  Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase

Die B/y-Untereinheit von G; kann eine Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (P13K)
vermitteln [50]. Die Aktivierung der PI3K ist ebenfalls durch das Glykoprotein-VI (GPVI) und
den Rezeptorkomplex GPIb-1X-V mdglich [39, 51]. In der weiteren Signalkaskade des GPVI
kommt mTOR (mechanistic target of rapamycin) eine Rolle bei der Thrombozytenaktivierung
zu [52].

Die PI3K verursacht eine Aktivierung der PLC v, spielt in der Integrin-Aktivierung eine Rolle
und kann Uber Akt die vermehrte Bildung von Stickstoffmonooxid (NO) durch die
NO-Synthase (NOS) bewirken [53-55].

1.2.3.5.  Stickstoffmonooxid und dessen Folgereaktionen

NO kann als ungeladenes Gas tber Zellmembranen diffundieren [56]. Die Wirkung von NO
und dessen Folgereaktionen wirken biphasisch. Initial wirkt es aktivierend, wéhrend es bei
fortschreitender Blutgerinnung die Aktivierung verringert [57].

Im Folgenden wird auf die aktivierende Wirkung der Thrombozyten eingegangen. NO wirkt an
der l6slichen Guanylcyclase (sGC), dadurch wird die Bildung vom zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) katalysiert [58].

cGMP bewirkt ber eine PDE einen Abbau von cAMP und die Aktivierung von der
Proteinkinase-G (PKG), welche iber mehrere Zwischenschritte p38 aktiviert [41]. Die Kinase
p38 bewirkt eine Integrinaktivierung und uber die Phospholipase-A> (PLA2) mit dessen
Folgereaktionen eine TxA2-Synthese [59, 60].

1.2.3.6.  Auswirkungen der Thrombozytenaktivierung

Die Ausschuttung von Vesikeln dient dazu, weitere Thrombozyten zu aktivieren, neue
Thrombozyten zu rekrutieren und einen Inflammationsprozess zu steuern. Die TxA2-Synthese
dient ebenso der weiteren Aktivierung von Thrombozyten. Bei diesem Prozess werden
Rezeptoren externalisiert und Integrine aktiviert, die die Vernetzung der Thrombozyten
untereinander fordern. Weiterhin bedingt die Formveranderung eine bessere Anhaftung an den
sich bildenden Thrombus [61].



Tabelle 1: Inhibitoren und deren Wirkort

Inhibitor Wirkort Komponente der Signalkaskade
BAPTA intrazellulares Ca?* [62] e PKC-Signalweg

e Rho-Signalweg

e CAMP-Signalweg

e PI3K-Signalweg

e NO-Signalweg
BML-257 Akt (1, 2, 3) [63] e PI3K-Signalweg

D-Erythro-Sphingosine
GF 109203X

HBDDE

Ly294002

MK-2206

Piceatannol
Rapamycin

Rotterlin

SB-203580

Staurosporin

Tricibin
Wortmannin

Z-VAD-FMK

PKC [64]

PKC (a, 1&I1, y) [65]
PKC (a, y) [66]

PI3K [67]

Akt (1, 2, 3) [68]

Syk [69]

mTOR [70]

PKC (3) [71]

P38 0 & B [72]

Kinasen (nicht spezifisch) [73]

Akt (1, 2, 3) [74]
PI3K [75]

Caspasen [76]

s PKC-Signalweg
e PKC-Signalweg
e PKC-Signalweg
e PI3K-Signalweg
e PI3K-Signalweg
e GPVI-vermittelter Signalweg
o  GPVI-vermittelter Signalweg
s PKC-Signalweg

e PI3K-Signalweg
e NO-Signalweg

e PKC-Signalweg
e Rho-Signalweg

e CAMP-Signalweg
e PI3K-Signalweg
o NO-Signalweg

e PI3K-Signalweg
o PI3K-Signalweg

e  Apoptose
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Abbildung 1: Schema der Signaltransduktion der Thrombozytenaktivierung

Es wurde eine Ubersicht zu den Signaltransduktionsprozessen der Aktivierung des Thrombozyten erstellt. Das Schema
wurde in die Bereiche Agonist, Rezeptor, Signaltransduktion und Wirkung unterteilt. Dabei wurden die Agonisten
uber dem Rezeptor und die jeweiligen Initiatoren der intrazelluldren Wirkung unterhalb des Rezeptors platziert. Es
wurden nur wichtige Zwischenreaktionen der Signaltransduktion in die Abbildung mit aufgenommen und die jeweilige
Kaskade farblich hervorgehoben. Die Signaltransduktion wurde im FlieBtext erklart. Alle Reaktionen, an welchen Ca?*
beteiligt ist, wurden durch ein eigenes Symbol beschriftet. Ein spitzer Pfeil kennzeichnet eine Erh6hung und ein
stumpfer Pfeil die Verringerung der Wirkung der nachfolgen Einheit. Die Bezeichnung ,,Durchgefiihrte Blockade*
beschreibt eine Inhibition, welche in dieser Arbeit vollzogen wurde. Folgende Abkirzungen sind nicht im Flief3text
enthalten: IP Prostacyclin-Rezeptor, PAR Protease-aktivierter-Rezeptor, PGl Prostaglandin-l,, TP Thromboxan-
Rezeptor, Syk (engl.: spleen tyrosine kinase). Ein Teil der Abbildung wurde mit Hilfe eines Motifolio-Illustration-
Toolkits (www.motifolio.com) erstellt.


http://www.motifolio.com/

1.3. Kaltes physikalisches Plasma

Die Bezeichnung des physikalischen Plasmas stammt von Irving Langmuir [77]. Es beschreibt
ein energiereiches Gas, in welchem ionisierte Atome vorliegen. Aufgrund der Wortgleichheit
zwischen Blutplasma und physikalischem, gasférmigen Plasma wird das kalte physikalische
Plasma nachfolgend als Gas-Plasma bezeichnet. Gas-Plasma wird hdaufig als vierter
Aggregatzustand aufgefasst, welcher mittels Energiezufuhr zu der gasformigen Phase erreicht
werden kann [78]. Im Allgemeinen wird der Plasmazustand erst durch sehr hohe Energiezufuhr
und Temperatur realisiert. Es ist jedoch mdglich durch unterschiedliche Bauvarianten, wie dem
Plasmajet oder der dielektrisch behinderten Entladung (engl.: dielectric barrier discharge,
DBD), Gas-Plasma zu erzeugen, welches eine Anwendungstemperatur im Bereich von 35-40°C
besitzt [79]. Gas-Plasma wechselwirkt mit seiner Umgebung. Die Komponenten, die die
Wirkung entfalten sind: UV- und Warmestrahlung, elektrische Felder, Temperatur sowie
reaktive Sauerstoff- und Stickstoff-Spezies (ROS, RNS)[79].” Zu Letztgenannten gehéren unter
anderem Ozon, Superoxidanion, Hydroxylradikale, Wasserstoffperoxid, Stickstoffmonooxid,
Nitrit und Nitrat [80-82].

Biomedizinische Anwendungsfelder vom Gas-Plasma sind in der Wundheilung und Hygiene
zu finden [83, 84]. Weiterhin wurde die Verwendung im Bereich der Onkologie und der

Blutgerinnung untersucht [85, 86].
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Abbildung 2: Plasmaquelle und dessen Spezies

Es wurde ein repréasentatives Bild der verwendeten Plasmaquelle abgebildet. Es ist eine Quelle vom Typ des
Plasmajets. Durch den Plasmajet wird Argon geleitet, welches zu Gas-Plasma angeregt wird. Das Gas-Plasma
wird durch eine Keramikdise nach auflen gefiihrt und wird als Effluent sichtbar (A, links). Die Behandlungsart
wird in ein freies und ein ableitendes Regime unterteilt. Beim ableitenden Behandlungsregime hat der Effluent
direkten Kontakt zur Probe. Es wurden Aufnahmen mit unterschiedlichen Entfernungen zur behandelten
Oberflache abgebildet (A, rechts). Weiterhin wurde eine schematische Abbildung erstellt, die die reaktiven
Spezies im Gas und in der Flussigkeitsphase beschreibt (B).

7 Es wurde eine Ubersicht der ROS und RNS erstellt sowie nomenklatorische Schwierigkeiten in dem Appendix
angesprochen.
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1.4. Blutgerinnung durch Gas-Plasma

Es wurde eine Tabelle mit den wichtigsten Erkenntnissen zur Gas-Plasma-vermittelten
Blutgerinnung erstellt (Tabelle 2).

Die Koagulation durch Gas-Plasma wurde zuerst im Jahr 2005 beschrieben [87]. Zunéchst
wurde der gerinnungsfordernde Effekt auf die Bereitstellung von Ca?* zuriickgefiihrt [88]. Die
Hypothese wurde fur kirzere Behandlungszeiten widerlegt und es wurde beschrieben, dass
Fibrinogen direkt zu Fibrin gespalten wird. Der Nachweis erfolgte durch die Aggregatbildung
einer Fibrinogenlosung im Puffermedium nach Behandlung mit Gas-Plasma. Gleichzeitig
wurde der Einfluss der Temperatur (durch Abschirmung mit einer dunnen Alufolie) und von
elektrischen Feldern (mit Hilfe einer diinnen Glasscheibe) negiert®, sodass als Vermittler der
Plasmawirkung reaktive Spezies vermutet wurden [89].

Unter der Verwendung von Scanning-Elektron-Mikroskopie (SEM) und makroskopischer
Begutachtung an thrombozytenreichem Blutplasma (engl.: platelet-rich-plasma, PRP) wurde
eine gerinnungsfordernde Wirkung auf Thrombozyten festgestellt [89, 90]. Im Zuge der
Untersuchung der Nebenwirkungen von Gas-Plasma wurde beschrieben, dass Gas-Plasma
Blutzellen lysiert, wobei die Zellarten unterschiedlich stark betroffen scheinen [91]. Daneben
ist bekannt, dass Hamolyse zu einer Aktivierung von Thrombozyten fiihren kann [92, 93].
AnschlieBend wurde eine Membranbildung nach Behandlung mit Gas-Plasma festgestellt und
eine Proteinaggregation beschrieben [94, 95]. Dabei wurde als weiterer Wirkmechanismus,
neben den physiologischen Gerinnungsprozessen, eine Membranbildung aus lysierten
Erythrozyten dargestellt. Die Membranbildung ist jedoch abhéngig von der verwendeten
Plasmaquelle [96].

Die blutstillende Wirkung von Gas-Plasma wurde bereits in einigen Tiermodellen untersucht.
Dazu gehort die suffiziente Blutstillung an der Vena saphena von Mausen [97], Lebern von
Ratten und Mausen [85, 94, 98], sowie der Milz von Hasen [99].

In den letzten Jahren finden sich einzelne Fallberichte, bei welchen Gas-Plasma in der Chirurgie
am Menschen eingesetzt wurde. Es wurde in der plastischen Gesichtschirurgie, zur
chirurgischen Behandlung eines Rhinophyms und Basalzellkarzinoms sowie zur
Endarteriektomie der Carotis verwendet [100, 101].

Bei in-vitro Untersuchungen an murinem Blut wurden Thrombozyten als wesentlicher
Mediator der Blutgerinnung durch Gas-Plasma identifiziert, weshalb sich die Arbeit primér den

humanen Thrombozyten widmet [85]. Im Mausmodell wurde unter Medikation mit neuen

8 Bei den Experimenten diente die Abschirmung dazu, ausschlieRlich die Temperatur, bzw. die elektrischen Felder,
wirken zu lassen, wodurch sich keine Blutgerinnung erzeugen lieR.
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oralen Antikoagulantien (NOAC) bei der Verwendung von Gas-Plasma eine suffiziente
Blutgerinnung erreicht und dadurch riickte Gas-Plasma naher in den Fokus der chirurgischen
Gerinnungsforschung und im Interesse ist nun der Transfer der Grundlagenforschung in den
klinischen Alltag (,,bench-to-bedside-transfer) [85]. Daher werden nun in-vitro
Untersuchungen an menschlichem Blut durchgefuhrt, um einen Wirkungsmechanismus zu

demaskieren.

Tabelle 2: Ubersicht wichtiger Publikationen zur Blutgerinnung mit Gas-Plasma nach Jahr

Jahr/ Autor Plasmaquelle | Modell Ergebnisse

2005/ DBD-Plasma | - e Vorstellung von Gas-Plasma zur Blutgerinnung

Fridman[87] (Konferenz)

2006/ DBD-Plasma | in-vitro: e Koagulation an humaner Milz

Fridman[88] humanes Blut, | ¢  Erhdhung des freien Ca?* aus plasmagebundenen
ex-vivo: Proteinen durch pH-Verringerung
entnommene e Hypothese: Katalyse der Gerinnungskaskade durch
humane Milz Caz*

2007/ DBD-Plasma | in-vitro: ¢ Negation von Ca? als Katalysator (Anderung der

Kalghati[89] humanes Blut Ca®*-Konzentration erst bei langen Gas-Plasma-

Behandlungen)

e Koagulation von antikoaguliertem Blut (Citrat)

e Negation der pH-Wert-Verringerung als Mediator
der Koagulation (Anderung des pH-Wertes erst bei
langen Behandlungen)

e Negation der Gas-Plasma-Temperatur als
Wirkungskomponente

e Negation des elektrischen Feldes als
Wirkungskomponente

e  Aushildung von Pseudopodien der Thrombozyten
(Nachweis mittels SEM)

e Fibrinnachweis im Thrombus (Nachweis mittels
SEM)

o Direkte Konversion von Fibrinogen zu Fibrin
(Fibrinogenspaltung in gepufferter Losung nach Gas-
Plasma-Behandlung)

2008/ DBD-Plasma | in-vivo: e Suffiziente Koagulation von Venen im Mausmodell

Fridman[97] Maus, o  Koagulation von antikoaguliertem Blut (Heparin,
Vena saphena EDTA)

2009/ Plasmajet in-vitro: e Blutgerinnung nur in thrombozytenreichem

Chen-Yen[90] humanes Blut Blutplasma (PRP) nicht in thrombozytenarmen

Blutplasma (engl.: platelet-poor-plasma, PPP)

2012/ Nicht in-vitro: e  Toxizitatsnachweis des Gas-Plasmas auf Blutzellen

Baik[91] spezifiziert canines Blut o  Feststellung eines Suszeptibilitatsunterschieds der
(Hund) toxischen Gas-Plasma-Wirkung auf Leukozyten

(Friihe Schadigung: Monozyten, spate Schadigung:
basophile, neutrophile Granulozyten, Nachweis
durch Volumenénderung der Zellen)

o Nachweis der Lyse von Erythrozyten (Hdmolyse)
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Jahr/ Autor
2013/
Ikehara[94]

2016/
Miyamoto[96]

2017/
Bekeschus[85]

2017/
Aleinik[98]

2018/

Bekeschus[102]

2018/
Aleinik[99]

2018/
Yan[103]

2018/
Gentile[101]
2020/
Filis[100]

Plasmaquelle
Plasmajet
(Sakakita)
Plasmajet
(He),
BPC-HP1,

PN-110/120
TPG

Plasmajet
Argon

DBD-Plasma

Plasmajet

DBD-Plasma

Plasmajet

J-Plasma

J-Plasma

Modell
in-vivo:
Maus,
Leber-OP
in-vitro:
humanes Blut

in-vitro:
Mausblut,
in-vivo:
Maus,
Leber-OP

in-vivo:
Ratte,
Leber-OP

in-vitro:
humanes Blut

in-vivo:
Hase,
Milz-OP

in-vivo:
Ratte,
Leber-OP
in-vivo:
Mensch
in-vivo:
Mensch

Ergebnisse

Mau
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Beschreibung von Membranen bei Koagulation
durch Gas-Plasma (Lichtmikroskopie)

Hypothese: Bildung von Membranen aus dem

Lysat von Erythrozyten

Abhéngigkeit der Hdmolyse von Stromstarke des

Plasmagerates

Bildung der Membranen nur bei hoher Stromstérke

und langer Behandlungszeit

Hypothese: Proteinmembranen aus Erythrozyten als

weitere Komponente neben plasmatischer und

zellularer Gerinnung

Blutplasma-Parameter nach Gas-Plasma-

Behandlung: Ca?* konstant, pH bei langer

Behandlung erniedrigt, Fibrinogen konstant

(heparinisiertes Blut)

smodell:

Gas-Plasma-Koagulation dhnlich schnell, wie

Elektrokauterisation

Wenig Gewebeschaden, oberflachliche

Thrombozytenaggregation, oberflachliche

Fibrinogen-Ablagerung

Keine Wirkung des Gas-Plasmas bei Clopidogrel-

Antikoagulation

Identifikation von Thrombozyten als

Hauptmediator der Gas-Plasma-vermittelten

Blutgerinnung

Beschreibung des Heilungsprozesses im Verlauf:

o 0d: Nekrosen nachweisbar

o 30d: Heilung im Sinne eines restitutio ad
integrum (Nachweis: Lichtmikroskopie)

Leber-Blutparameter nach OP: normgerechte

Cholestase- und Syntheseparameter, keine

Einschrankung der Syntheseleistung der Leber

Schwankungen der Glukosekonzentration

Untersuchung der Gaszusammensetzungen auf die

Wirkung des Gas-Plasmas

Nachweis der Aggregation von Thrombozyten

Mikropartikelnachweis (Exosomen)

Thrombozytenaktivierung in heparinisiertem Blut

groRer als in EDTA-antikoaguliertem Blut

Beschreibung des Heilungsprozesses im Verlauf:

o Entziindungsprozess der Gas-Plasma-Gruppe
ohne exsudative Phase

o Physiologische Gewebestruktur wird
wiedererlangt

o 90d: Heilung im Sinne eines restitutio ad
integrum

Beschreibung einer Membran aus Thrombozyten

auf mit Gas-Plasma behandeltem Blut

Fallberichte zur Anwendung von Gas-Plasma in der
plastischen Gesichtschirurgie

Fallbericht zur Anwendung von Gas-Plasma bei
einer Endarteriektomie



2. Zielsetzung der Arbeit

In der vorgelegten experimentellen Arbeit am humanen Blut sollen die gerinnungsfordernden
Mechanismen von kaltem physikalischem Plasma (Gas-Plasma) untersucht werden. Dabei wird
ein besonderer Fokus auf die Physiologie des Thrombozyten gelegt. Diese wurden in
vorangegangenen Arbeiten als Hauptmediator der durch Gas-Plasma initiierten Koagulation
erkannt [85].
In dieser Arbeit werden reaktive Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS) hinsichtlich
derer Wirkungsweise auf die Forderung der Blutgerinnung untersucht. Wir postulieren, dass
ROS und RNS malgeblich an der Thrombozytenaktivierung beteiligt sind. Die
Thrombozytenaktivierung erfolgt jedoch sekundér, indem die ROS und RNS mit der
Umgebung des Thrombozyten wechselwirken.
Bei den Experimenten werden die Thrombozyten im Vollblut untersucht, damit die
Interaktionen der ROS und RNS im natirlichen Medium beschrieben werden kénnen.
Als Ziele der in-vitro-Untersuchungen wurden folgende Inhalte definiert:
e die Spezifikation der Mechanismen, wodurch Gas-Plasma eine Wirkung auf
Thrombozyten entfaltet,
e die Eingrenzung der reaktiven Spezies, welche als Vermittler der Gas-Plasma-Wirkung
in Frage kommen,
e die Quantifizierung von physikalischen Faktoren (Temperatur, Evaporation) einer Gas-
Plasma-Behandlung und
e die Beschreibung der Physiologie der Thrombozytenaktivierung, welche durch Gas-

Plasma hervorgerufen wird.
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3. Materialien

3.1. Laborgerate

Autoklav Systec, Linden, Deutschland
Durchflusszytometer, Cytoflex S Beckman-Coulter, Brea, USA
Fahrtisch, High-Z S-150T CNC-Step, Geldern, Deutschland
Fahrtisch, High-Z S-400 CNC-Step, Geldern, Deutschland
Gefrierschrank HERAfreeze Thermo Scientific, Waltham, USA
Imaging-Cytometer, Amnis Image Stream* Luminex, Austin, USA

Mark 11

Infrarotkamera, Optris P1450 G7 Optris GmbH, Berlin, Deutschland
Messschieber, IP 54 Preciva, Shenzen, China
Multiplate Reader, Infinite F200 Pro Tecan, Mannedorf, Schweiz
Multiplate Reader, Infinite M200 Pro Tecan, Mannedorf, Schweiz

Optisches Emissionsspektroskop, AvaSpec Avantes, Apeldoorn, Niederlande
ULS2048x64-2-USB2

Pipetten, Research Plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipettierhilfe, Pipetboy Integra, Biebertal, Deutschland
Plasmajet, kINPen 11 Neoplas tools GmbH, Greifswald, Deutschland
Préazisionswaage, Memmert ED 124S Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Reinstwasseranlage, GenPure Pro Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Thermometer, TFA 30.1040 TFA Dostmann, Wertheim- Reicholzheim,
Deutschland
Reagenzglasschittler, Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New York, USA
Wasserbad Memmert, Schwabach, Deutschland
Zellkulturinkubator Binder, Tuttlingen, Deutschland
Zentrifuge, 5430 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge, 5810 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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3.2.Verbrauchsmaterialien

96 well Rundboden-Mikrotiterplatte Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danemark
96 well Impact Plate Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich
96 well schwarze, flache Mikrotiterplatte, BD BD, Franklin Lakes, USA

Falcon Flat Black

96 well flache TC-Mikrotiterplatte Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Blutabnahmeset, BD Vacutainer Safety Lok  BD, San Jose, USA

Blutrohrchen, Lithium Heparin, 6 ml, BD BD, San Jose, USA

Vacutainer

FACS-Rohrchen Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Konische Zentrifugenrohrchen 15; 50 ml, Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Falcon Deutschland

Petrischalen, 35x10 mm, Falcon BD, Franklin Lakes, USA
Pipettenspitze; 10; 200; 1000 pl Eppendorf, Hamburg, Deutschland
ReaktionsgefaR 0,5; 1,5; 2 mi Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Reaktionsgefal 1,7 ml Costar, Corning, USA
Reaktionsgefal 5 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland
serologische Pipettenspitzen Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

3.3. Chemikalien und Puffer

Adenosindiphosphat (ADP) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
BAPTA® Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danemark
BML-257 Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland
D-Erythro-Sphingosine Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

FCCpO Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

GF 109203X Enzo Life Sciences GmbH, Loérrach, Deutschland
HBDDE! Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland
histological marking colors-black WAK-Chemie Medical GmbH, Steinbach,

Deutschland
Hypochlorige Séure, 12 % Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

9 1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N'-tetraacetic acid tetrakis(acetoxymethyl ester)
10 Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone
112,2',3,3',4,4'-Hexahydroxy-1,1"-biphenyl-6,6'-dimethanol dimethyl ether
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JC-1 ultra-pure

Katalase

Ly294002

Mitotempo

MitoTracker Deep Red FM
MK-2206

N-Acetylcystein
Oligomycin A
Paraformaldehyd
phosphate-buffered saline (PBS)
Piceatannol

Rapamycin

SB-203580

Staurosporin
Superoxiddismutase
Tricibine
Wasserstoffperoxid
Wortmannin
Z-VAD-FMK

3.4. Antikorper

Antigen Konjugat

CD42b PE-Cy7

CD62P BV 421
3.5. Gase

Argon

3.6. Assay Kits

hemoglobin colorimetric detection kit

Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland
Enzo Life Sciences GmbH, Lérrach, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danemark
Selleckchem, Minchen, Deutschland

Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
PanBiotech, Aidenbach, Deutschland

Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland
Enzo Life Sciences GmbH, Lérrach, Deutschland
Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland
Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland
Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland

Enzo Life Sciences GmbH, Lorrach, Deutschland

Enzo Life Sciences GmbH, Lérrach, Deutschland

Hersteller
BioLegend, San Diego, USA
BioLegend, San Diego, USA

Air Liquide, Paris, Frankreich

Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danemark
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3.7. Software, Datenbanken

AvaSoft 7.6.1

CytExpert 2.0

EndNote x8.2

Feature Extraction Software 12.1.1.1
IDEAS 6.2.187.0

INSPIRE 200.1.620.0

Kaluza 2.1

Maxima 17.10.1

Microsoft Office suite 2016
NanoDrop 2000c Software 1.4.1
Optris Pl Connect 2.9.2147.0

Prism 8.3

Python 3.9.0

Scholar

Scan Control Software, SureScan 8.3
WinPC-NC 2.50/17

Avantes, Apeldoorn, Niederlande
Beckman-Coulter, Brea, USA

Thomson Reuters, Toronto, Kanada
Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Amnis, Luminex, Austin, USA

Amnis, Luminex, Austin, USA
Beckman Coulter, Brea, USA
Sourceforge

Microsoft, Redmond, USA

Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Danemark
Optris GmbH, Berlin, Deutschland
Graph Pad Software, La Jolla, USA
Python Software Foundation

Google, Mountain View, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA

Burkhard Lewetz, Meckenbeuren, Deutschland
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4. Methoden

4.1. Experimentelle Ubersicht und Methoden

1. Thrombozytenaktivierung

* Durchflusszytometrie
* Imaging Cytometry

2. Temperatur

* Infrarotkamera

3. Untersuchung der reaktiven Spezies

* Optische Emissionsspektroskopie
* Durchflusszytometrie

4. Mitochondriales Membranpotential

* Durchflusszytometrie

5. Untersuchung der Signalkaskade

* Durchflusszytometrie

6. Hdmoglobin-Experimente

* Spektroskopie des Hamoglobins

7. Hamolyse

* Durchflusszytometrie
v + Spektroskopie des Hamoglobins

Abbildung 3: Logischer Aufbau und Methodenibersicht
Es wurde ein Schema zu den Ergebnissen und den jeweils spezifischen Methoden erstellt.
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4.2. Blutabnahme und Probandenbeschreibung

Die vengse Blutabnahme erfolgte bei Patienten der Klinik und Poliklinik fur Allgemeine
Chirurgie, Viszeral-, Thorax- und Gefachirurgie, der Station fiir Allgemeine Chirurgie und der
Thoraxchirurgie, die in stationdrer Behandlung waren. Ausschlusskriterien waren
Schwangerschaft, Minderjahrigkeit, Geschaftsuntuchtigkeit, fehlende rechtskréftige
Einwilligung und eine gesicherte oder vermutete blutiibertragbare Krankheit. Eingeschlossen
wurden Patienten, die die Einwilligungserklarung unterschrieben haben und eine medizinische
Indikation zur Blutabnahme besaRen. Mit Hilfe eines Blutabnahmesets (BD Vacutainer Safety
Lok) wurde am Ende der routinemafigen Blutabnahme das Blut in einem Entnahmerdhrchen
(BD Vacutainer) zur angegebenen Fullhohe aufgefullt und fir die weitere Untersuchung
verwendet. Das Blut wurde mit Lithium Heparin (17 1U/ml) antikoaguliert. Die Dissertation ist
Teil der am 28.11.2017 von der Ethikkommission der Universitdtsmedizin Greifswald
bewilligten Studie zur Oxidantien-basierten Blutstillung (positives Ethikvotum liegt vor,
interne  Reg. Nr.. BB166/17). Daneben wurden anonymisierte Blutproben der
Transfusionsmedizin Greifswald verwendet, wobei die Abnahme des Blutrohrchens vor der
Abnahme der Blutkonserve durchgefiihrt wurde. Alle Blutproben wurden bei Raumtemperatur
gelagert und es wurde bis zur Probenaufbereitung ein maximaler Zeitrahmen von 30 min

eingehalten.
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4.3. Probenaufbereitung

Das abgenommene Blut wurde entweder als Vollblut (VB), PRP, Blut-Lysat (BL), isotones BL
oder Uberstand zur weiteren Untersuchung genutzt. Das VB wurde aus dem befillten
Blutréhrchen entnommen.

Die Gewinnung von PRP erfolgte nach haufig durchgefiihrtem Protokoll [104]. Zur
Aufbereitung des PRP wurde das VB in ein Zentrifugenréhrchen (Thermo Fisher Scientific)
transferiert und bei 800 g fir 8 min zentrifugiert. Es wurde die obere Blutplasmafraktion bis
zum Leukozytenfilm (ohne den Leukozytenfilm selbst) entnommen und in einem zweiten
Schritt bei 900 g fir 10 min zentrifugiert. Danach wurden die oberen zwei Drittel des
Blutplasmas entfernt und das entstandene Zellpellet durch leichtes Auf- und Abpipettieren in
der Flussigkeit gelost.

Fur die Herstellung von BL wurde das VB zunéchst bei 500 g fir 10 min zentrifugiert, das
Blutplasma und der Leukozytenfilm entfernt und zwei Mal mit isotonischer
phosphatgepufferter Salzlosung (engl.: phosphate-buffered saline, PBS, PanBiotech)
gewaschen. Danach wurde die Probe aus der Fraktion der roten Blutzellen entnommen und 1:10
in doppelt destilliertem Wasser (ddH20) aus einer Reinstwasseranlage (Fisher Scientific)
gelost. Nach einer Inkubationszeit von 60 min wurde das Lysat zwei Mal bei 2000 g fiir 10 min
zentrifugiert und stets der Uberstand weiterverwendet.

Fur die Herstellung von isotonen BL wurde das VB bei 500 g fir 10 min zentrifugiert, 500 pl
aus der Fraktion der Erythrozyten entnommen und mit 8,5 ml ddH2O fir 30 min inkubiert.
AnschlieBend wurde die Lésung mit 1 ml 10-fach konzentriertem PBS vermischt.

Der Uberstand wurde nach Gas-Plasma-Behandlung aus fiinf Proben zu je 50 pl VB gepoolt
und bei 500 g fur 10 min zentrifugiert. Danach wurde die Fraktion des Blutplasmas entnommen

und ausreichend Abstand zum Buffy-Coat und der Schicht der Erythrozyten gelassen.
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4.4. Behandlung mit Gas-Plasma

Mit Hilfe des Plasmajets kINPen 11 (Neoplas tools GmbH) wurde aus dem Trégergas Argon
(Air Liquide) das Gas-Plasma fir die Behandlung erzeugt [105]. Es wurden zweli
Behandlungsregime etabliert, wofiir die Proben (VB, PRP oder BL) in unterschiedliche
Mikrotiterplatten versetzt wurden.

Das Testsystem zur Behandlung von groReren Volumina (50-100 pl) wurde in 96 well
Rundboden-Mikrotiterplatten (Thermo Fisher Scientific) vollzogen. Hier war die Entfernung
von Flussigkeitsoberfliche und Keramik der Duse des Plasmajets 15 mm. Der
Gasmengenstrom betrug 2 Standard-Liter pro Minute (sIm) und die Standardbehandlungszeit
30s.

Fur kleinere Volumina (20 pl) wurden die Proben in eine 96 well Impact-Plate (IP, Greiner bio-
one) versetzt. Die IP besitzt ein kleineres Fullvolumen und eine geringere Einbuchtung,
wodurch eine direkte und ableitende Gas-Plasma-Behandlung maglich ist.*? Die Entfernung
zwischen Flussigkeitsoberflache und Keramik der Duse des Plasmajets betrug stets 7 mm. Der
Gasmengenstrom war 1 sim und die Standardbehandlungszeit 5 s.

Gemessen wurden die Entfernungen mit einem [P54-Messschieber (Preciva) und der
Gasmengenstrom in dem im KINPen 11 integrierten Messgerét. Eine standardisierte Gas-
Plasma-Behandlung wurde durch die Fahrtische High-Z S-400 und High-Z S-150T (CNC-Step)
gewahrleistet. Die Software zur Bedienung war WinPC-NC 2.50/17 (Burkhard Lewetz). Die
Software liest die Behandlungskoordinaten, Schrittfolge und die Zeiten aus einer Datei. Fir die
Erstellung dieser von den Fahrtischen lesbaren Datei wurde eigens ein Programm geschrieben,
welches in dem Appendix erwéhnt wird.

Als Kontrolle wurde eine gleichartige Behandlungsweise vorgenommen, wobei die

Plasmaquelle ausgeschaltet wurde, sodass nur Argongas auf die Probe geleitet wurde.

4.5. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde am Cytoflex S Durchflusszytometer (Beckman-Coulter)
durchgefiihrt. Wahrend der Messung wird die Zellsuspension aufgenommen und jede Zelle
einzeln an vier Lasern vorbeigeleitet (405 nm, 488 nm, 561 nm, 638 nm). Anschliel3end wird
das Licht mit Hilfe eines optischen Systems zu Photodioden geleitet (insgesamt 15) und in eine

Spannung umgewandelt. Durch die Anordnung des optischen Systems kann Uber Beugung,

12 Bei den Gas-Plasma-Behandlungen im Testsystem der kleinen Volumina wurde grundsétzlich ein weiteres Well
als Mindestabstand zwischen den Proben eingehalten, um den Einfluss der Gas-Plasma-Behandlung auf
umliegende Proben zu minimieren.
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Streuung und Lichtemission Informationen ber die Zellen gewonnen werden. Die ZellgréRe
ist als Surrogat im Vorwaértsstreulicht reprasentiert (engl.: forward scatter, FSC), ebenso die
Zellgranularitat im Seitwartsstreulicht (engl.: side scatter, SSC). AulRerdem lassen sich mit
fluoreszierenden Farbstoffen  zellphysiologische Parameter (z. B.: mitochondriales
Membranpotenzial) und Oberflachenmarker (z. B.: CD42b) erfassen. Das Hinlbertreten eines
Emissionsspektrums von einem fluoreszierenden Farbstoff in den Aufnahmebereich eines
anderen Farbstoffes (engl.: spill-over) wurde digital herausgerechnet (kompensiert), wenn
mehrere Farbstoffe gleichzeitig verwendet wurden. Erméglicht wurde dies durch Experimente,
bei denen die Messungen komplett ohne Farbstoff und nur mit jeweils einem der gewéhlten
Farbstoffe verglichen wurden. Somit werden von jeder einzelnen Zelle mehrere
Spannungsimpulse aufgenommen, die je nach Anordnung im optischen System
unterschiedliche Eigenschaften reprasentieren und sich in einem Koordinatensystem darstellen
lassen [106]. Die Intensitatsmessungen einer gesamten Zellpopulation wurden als
geometrischer Mittelwert erfasst und zur statistischen Auswertung verwendet. Die Software zur
Messung am Durchflusszytometer war CytExpert 2.0 (Beckman-Coulter) und zur Analyse der

Daten wurde Kaluza 2.1 (Beckman-Coulter) genutzt.

45.1. Messung der Thrombozytenaktivierung

Um die Aktivierung der Thrombozyten zu messen wurde auf ein bestehendes Testsystem
zuriickgegriffen und dieses optimiert [102]. Die Aufbereitung erfolgte direkt aus der Probe (VB,
PRP), ohne Zentrifugation und Waschschritte mit minimaler mechanischer Erschitterung.
Eswurden 5 pl der Probe fiir 15 min mit insgesamt 20 pl Antikdrperlésung im Dunkeln geférbt.
Die Tragerlosung der Antikorper war PBS.

Folgende Antikoérper wurden verwendet:

Antigen Konjugat (Hersteller) Klon Konzentration
CD42b PE-Cy7 (BioLegend) HIP1 0,16 pg/100ul
CD62P BV421 (BioLegend) AK4 0,04 pg/100ul

AnschlieBend wurde der gefarbten Probe 225 pl einprozentiger Paraformaldehydlésung (Carl
Roth GmbH) in PBS hinzugefligt. Die Paraformaldehydlésung wurde in vierprozentiger Form
bei -20 °C gelagert und vor den Experimenten auf Zimmertemperatur gebracht und verdinnt.
Die anschlieBende Messung erfolgte automatisiert aus einer 96 Well Rundboden-
Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur.

Die CD42b Antikorper dienten der Identifikation der Thrombozyten, an deren Fluoreszenz die
Auswahl der Thrombozytenpopulation (engl.: gating, Abbildung 4, C) und die

Aufnahmebedingung gekniipft wurden. Das Ende einer einzelnen Messung (ein Well) wurde
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bei der Aufnahme von 10.000 Thrombozyten oder bei einer Messdauer von einer Minute
festgelegt. Die Flussgeschwindigkeit der Losung im Kapillarsystem betrug 10 pl/min.

Das Ausmal’ der Thrombozytenaktivierung wurde anhand der Rezeptordichte von CD62P der
Thrombozyten bestimmt, dessen mittlere Fluoreszenzintensitit (engl.: mean fluorescence
intensity, MFI) ermittelt wurde (Abbildung 4, D).

Das Zeitintervall von Blutabnahme, uber Probenaufbereitung und Gas-Plasma-Behandlung zur
Fixierung der Zellen, lag bei VB zwischen 30 und 45 min und bei PRP zwischen 45 und 60 min.
Nach der Fixierung wurden die Proben fiir maximal 4 h kihl (4-8 °C) gelagert. Als
Positivkontrolle diente der Agonist ADP (100 uM), welcher zum Startzeitpunkt der
Behandlung mit Gas-Plasma zu den Proben hinzugegeben und fir 10 min inkubiert wurde.
Bei allen weiter aufgefiihrten experimentellen Bedingungen wurde stets eine maximale

Zeitspanne von 60 min bis zur Fixierung angestrebt.

B N = 10,000 Thrombozyten D Thrombozyten
Experimenteller Ablauf 1Thrombozyten Gas Plasma
0 —— Blutabnahme " ' ; : _/\—
c Plasma | . @ @ Unbehandelt
@ _— = g
= Behandlung 3 e = _’//’\_—
£ - &
E —— Farbung S Gas Plasma
= ¢ 7 * Ungefarbt
N <60 —— Fixierung : R
Unbehandelt
>60 Messung Ungefarbt
i ; 2
10 10* 100 100 10 10° 10
CD62P BV421

Abbildung 4: Ubersicht einer reprasentativen Messung der Thrombozytenaktivierung in Vollblut

Es wurde eine Ubersicht der experimentellen Schritte zur Erhebung der Thrombozytenaktivierung erstellt (A). Bei
kleinen Volumina wurde ein ableitendes Behandlungsregime vorgenommen (B). Die Thrombozyten wurden
anhand ihrer GroRe und an ihrem Rezeptorprofil (CD42b) erkannt (C). Fir die ausgewéhlte Population wurde die
Fluoreszenzintensitit von CD62P bestimmt (D).
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4.5.2. Thrombozytenaktivierung bei unterschiedlichen Konditionen

45.2.1. Intrazellulare Inhibition in VB

Bei diesem Versuchsaufbau wurde das VB nach der Blutabnahme fiir 30 min mit einem
Inhibitor inkubiert. Es wurden folgende Inhibitoren verwendet: BAPTA, BML-257, D-Erythro-
Sphingosine, GF 109203X, HBDDE, Ly294002, MK-2206, Piceatannol, Rapamycin, Rotterlin,
SB-203580, Staurosporin, Tricibin, Wortmannin und Z-VAD-FMK. In allen Proben wurden
stets 90 pl des VB mit 10 ul Inhibitor vermengt. Die Tragerlosung des Inhibitors war PBS. Die
genaue Konzentrationsfindung der Inhibitoren wird gesondert im Ergebnisteil erklart. Nach der
Inkubation erfolgte die Behandlung mit Gas-Plasma nach dem Testsystem der kleinen
Volumina und die Messung der Proben. Pro Probanden wurden je Inhibitor jeweils drei
Replikate gefertigt, die einzeln mit Gas-Plasma behandelt wurden und getrennt in die Analyse
eingingen. Der Versuchsaufbau wurde so gestaltet, dass jegliche mechanische Manipulation
zwischen den einzelnen Spendern und experimentellen Gruppen identisch war. Es wurde in der
Gas-Plasma-Gruppe pro Messung auf mit Gas-Plasma behandeltes VB ohne Zusatz (=100 %)
normiert. In der unbehandelten Gruppe wurde pro Messung auf unbehandeltes VB (=100 %)

ohne Zusatz normiert.

45.2.2. Thrombozytenaktivierung mit Blut-Lysaten

Bei diesem Behandlungsregime wurde aus dem VB des Spenders isotones BL hergestellt, dem
VB vor der Behandlung mit Gas-Plasma®® hinzugegeben und 10 min inkubiert. Das isotone BL
wurde entsprechend mit PBS verdiinnt, sodass es dieselbe Hdmoglobin (Hb)-Konzentration
aufwies, die bei diesem Behandlungsregime durchschnittlich freigesetzt wird. Die Hb-

Konzentration des BL wurde spektroskopisch bestimmt.

4.5.2.3.  Wirkung von Antioxidantien

Es wurden Antioxidantien zu dem VB hinzugegeben und 10 min inkubiert, bevor eine
Behandlung mit Gas-Plasma nach dem Testsystem der kleinen VVolumina begonnen wurde. Die
Antioxidantien, die verwendet wurden, waren N-Acetylcystein (NAC, 2 mM), Katalase (CAT,
20 pg/ml), Superoxiddismutase (SOD, 100 UE) und Mitotempo (100uM, 200uM).

4.5.2.4. Behandlung mit Oxidantien

Vor der Messung der Thrombozytenaktivierung wurde dem VB Wasserstoffperoxid und

hypochlorige S&ure zugesetzt. Bevor die Oxidantien hinzugegeben wurden, erfolgten vier

13 Die Gas-Plasma-Behandlung erfolgte nach dem Testsystem der groRen Volumina.
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Verdlnnungsschritte in einem 1:1 Verhéltnis in PBS. Die hochste finale Konzentration des
Wasserstoffperoxids betrug 30 uM und der hypochlorigen Sdure 1 mM. Nach einer

Inkubationszeit von 10 min wurde die Messung gestartet.

45.3. Messung der Erythrozytenanzahl

Fur die Erhebung der Anzahl der Erythrozyten wurde das VB 1:100 in PBS gel0st.
AnschlieBend wurden vier Verdunnungsschritte in einem Verhaltnis von 1:1 durchgefihrt.
Danach wurden die Proben durchflusszytometrisch gemessen. Die Identifikation der
Erythrozyten erfolgte anhand charakteristischer Merkmale im FSC/SSC.

Durch eine im Durchflusszytometer integrierte Messung des aufgenommenen Volumens wurde

die Konzentration der Erythrozyten pro pl bestimmt.

A B Zellen

6000

Zellen

&
FSC-Width
g

r—

10 Erythrozyten

10° 10* 2 4 6 8

FSC-H (x 10%)
FSC-A

Abbildung 5: Repréasentative Messung der Erythrozytenanzahl

Bei der ungefarbten Probe wurden zuerst groRere Zellen identifiziert (A) und danach die Population der einzelnen
roten Blutzellen bestimmt (B). In den Diagrammen ist die Zelldichte in Farben repréasentiert, wobei der Wechsel
von Grau zu Dunkelrot, eine Erhéhung der Zellzahl beschreibt.

Die Messung wurde mit einer spektroskopischen Hb-Messung kombiniert. Daftir wurden die
Proben vor der durchflusszytometrischen Messung halbiert, zentrifugiert (10 min, 500 g), der
Uberstand restlos entfernt und im selben Volumen mit ddHO lysiert. Die weitere Aufarbeitung

ist identisch mit der der Hb-Messung.

-25-



45.4. Mitochondriales Membranpotenzial

Fur die Bestimmung des mitochondrialen Membranpotenzials wurden JC-1 (Enzo Life
Sciences GmbH) und MitoTracker Deep Red (MT Deep Red, Thermo Fisher Scientific)
verwendet. Die Messungen mit Hilfe von JC-1 orientierten sich an einem publiziertem
Protokoll, welches leicht abgewandelt wurde [107]. Die Probenaufbereitung mit MT Deep Red
erfolgte in gleicher Weise. Es wurde das VB mit JC-1 (50 uM) und MT Deep Red (10 puM)
gefarbt und 35 min bei 37 °C inkubiert. Nach der Behandlung der Proben mit Gas-Plasma*
wurden in einem zweiten Farbungsschritt 5 pl der Proben mit einem Antikdrpermix, bestehend
aus CD42b PE-Cy7 und CD62P BV421, gefarbt. Nach 15 min Inkubationszeit wurden jeweils
225 ul PBS zu den Proben hinzugefiigt und die Messung gestartet.

Das Reagenz JC-1 diffundiert abh&ngig vom Membranpotenzial tber die mitochondriale
Membran. JC-1 bildet in hoherer Konzentration rot fluoreszierende J-Aggregate. In geringerer
Konzentration fluoresziert JC-1 tiberwiegend griin [108]. Aus dem Verhéltnis zwischen roter
und griner Fluoreszenz ist es mdglich das mitochondriale Membranpotential relativ zu
ermitteln. Zur Kontrolle dienten die Reagenzien FCCP*® und Oligomycin, welche im Anschluss
nach der Farbung mit JC-1 hinzugegeben und weitere 10 min inkubiert wurden, bevor die
Messung gestartet wurde (Abbildung 6).

MT Deep Red reichert sich in hyperpolarisierten Mitochondrien an, weshalb die Zellen eine
erhohte Fluoreszenz aufweisen [109].

A M = 10,000 Thrombozyten B c
10?1TW—_\ /™ Gas Plasma Gas Plasma
M“n—___
1ot = Unbehandelt Unbehandelt
g / @ /(@ |
W 10°4 [ ih : § A\ FCCP E FCCP
é o \\\?/_,f 2 . i a'% /\\—\.__
8 4 Oligomycin Oligemycin
o Ungefirbt Ungefirbt
10 10* o et g5 o 107 T T PRt
FSC-H JC-1 Green JC-1 RED

Abbildung 6: Messung des mitochondrialen Membranpotenzials mit JC-1

Thrombozyten wurden anhand spezifischer Oberflachenmarker und anhand ihrer GroRe identifiziert (A). Es wurde
die griine (B) und die rote (C) Fluoreszenz von JC-1 ermittelt. Dargestellt wurde jeweils ein reprasentatives
Overlay mit den jeweiligen Kontrollen FCCP und Oligomycin (C).

14 Die Gas-Plasma-Behandlungen erfolgten im Testsystem der groRen Volumina (50 pl).
15 Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone
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4.6. Imaging-Cytometry

Die Methode des Imaging-Cytometry mit dem Amnis Image Stream* Mark 11 (Luminex) lasst
sich mit der Durchflusszytometrie vergleichen. Die Erfassung der Zellparameter erfolgt jedoch
nicht Gber Messung von Spannungsimpulsen an Photodioden, sondern (ber eine Bildgebung
im entsprechenden Spektralbereich. Das System besitzt drei Laser (violett: 405 nm; blau:
488 nm; rot: 642 nm) und sechs Aufnahmebereiche (Channel) in denen die Bildgebung mdglich
ist.

Fur die Messung wurde die Software Inspire (Amnis, Luminex) und fur die Auswertung wurde
die Software Ideas (Amnis, Luminex) verwendet. Die Darstellung und Analyse der Bilder wird
uber Auswertungsalgorithmen ermdglicht, die die morphologischen Kennzeichen der Zellen
(engl.: features) quantifizieren und dadurch in einem Koordinatensystem darstellbar machen.
Die Kompensation wurde uUber eine integrierte Software durchgefiihrt, bei der jedes

Fluorochrom einzeln betrachtet wurde.

4.6.1. Messung der Thrombozytenaktivierung

Fur dieses Experiment wurde das VB mit Gas-Plasma® behandelt und 5 pl Probe mit 20 pl
Antikorperlosung in PBS fir 15 min im Dunklen inkubiert. Folgende Antikdrper wurden

verwendet:
Antigen Konjugat (Hersteller) Klon Konzentration
CD42b PE-Cy7 (BioLegend) HIP1 0,48 pg/100ul
CD62P BV421 (BioLegend) AK4 0,12 pg/100ul

Danach wurde den Proben 975 ul PBS hinzugefiigt. Flr die Experimente wurden spezifische
Reaktionsgefale verwendet (Costar).

Die Flussgeschwindigkeit wéhrend der Messung betrug 0,1 pl/min. Die Leistung des violetten
Lasers (405 nm) betrug 120 mW und die des blauen Lasers (488 nm) 200 mW. Es wurden pro
Messung 2500 Thrombozyten aufgenommen und analysiert (Abbildung 7, A).

16 Die Behandlung erfolgte nach dem ableitenden Behandlungsprotokoll mit 20ul VB.
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4.6.2. Messung der gewichteten Thrombozytenaggregation

Die Messbedingungen waren identisch mit denen zur Messung der Thrombozytenaktivierung,
es wurden jedoch 5000 Thrombozyten pro Messung aufgenommen.

Die gewichtete Thrombozytenaggregation (engl.: weighted platelet aggregation, WPA) stellt
einen eigens eingefuhrten Parameter zur Beschreibung von kleinsten Thrombozytenaggregaten
dar [110].

Dieser Wert wird dadurch bestimmt, dass aufgenommene Bilder von Thrombozyten anhand
ihrer Aggregatgrolle klassifiziert werden. Die einzelnen Klassen sind: einzeln, doppelt,
dreifach, multipel (gréRRer drei) und geben die Anzahl der Thrombozyten in dem Aggregat
wieder. Die Klassen wurden nach physiologischen Gesichtspunkten festgelegt und werden in
dem WPA-Parameter anhand der Aggregatgrélie gewichtet (Abbildung 7, C, D).

Diese Auswertung ist bisher nicht durch kommerzielle Software moglich. Es wurde zu diesem
Zweck eigens ein Programm implementiert, welches auf Algorithmen des maschinellen
Lernens beruht'” und die Analyse kleinster Aggregate ermoglicht. Genauere Spezifikationen
zum Aufbau des Programms und der Analyse sind in der Patentschrift zu diesem Parameter

enthalten [111]. Es besitzt eine Genauigkeit bei der Aggregatklassifikation von ca. 98 % [112].

7 Dieses Programm basiert auf neuronalen Netzen (convolutional neural networks), die die Hellfeldaufnahme der
Thrombozyten klassifizieren. Durch einen Ausschluss von Erythrozyten wird die Leistung zusétzlich erhoht.

-28-



AR B copeor BF CD42b
=
=
[a)
w
o
=]
=]
3
O+ C
WPA — (m1+2mu+3mn;+4mw)_1
20 100 150 00 254 N
Anzahl Pixel BF m, - Anzahl der klassifizierten Objekte (m) der Klasse (c)
N : Gesamtfanzahl aller klassifizierten Objekte
D Thrombozyten-
166 *Thrombozyten anzah! pro Bild Klasse c || Wichtung
~ ;.3 ....... & |V E
bl v 4]
' ] o
w i =
[ ©
: HIES - (Mm
1e4 = .
o ]
< llﬁkcb [] l!
1e3 i T T T i Tk o
0 50 100 150 200 m
Anzahl Pixel BF

Abbildung 7: Messung und Auswertungsstrategie

Es wurden Thrombozyten anhand ihres Rezeptorprofils wahrend der Messung identifiziert und nur diese
Population zur weiteren Analyse verwendet (A). AnschlieBend wurden die Objekte bestimmt, welche
ausschlieRlich aus Thrombozyten bestehen. Dafir wurde die GréRRe (Anzahl Pixel) in der Hellfeldaufnahme (engl.:
bright field, BF) genutzt (D, links). Die Auswertung des Oberflachenmarkers CD62P BV421 erfolgte mit dem
arithmetischen Mittelwert der Fluoreszenzintensitat des entsprechenden Aufnahmekanals aller Thrombozyten. Die
Bestimmung der gewichteten Thrombozytenaggregation (WPA) wurde mit Hilfe des reprasentativen Gatings
veranschaulicht (D, rechts). Mit steigender Signalintensitat des Oberflachenrezeptors CD42b, bzw. mit steigender
Pixelanzahl ~ (GroRe), steigt die Aufenthaltswahrscheinlichkeit von  Aggregaten innerhalb  der
Thrombozytenpopulation. Jedoch ist es nicht mdglich mit Hilfe von konventioneller Auswertungssoftware die
genauen AggregatgroRen zu bestimmen, da die Eigenschaften zwischen den Aggregaten flieRend sind. Fir die
Klassifikation wurde eine auf maschinelles Lernen beruhende Auswertungssoftware verwendet. Pro Bild befindet
sich jeweils ein einzelner, bzw. ein abgeschlossener Komplex aus Thrombozyten. Fiir die Analyse wurden alle
Bilder zu einer Klasse zugeordnet. Die Gesamtanzahl der Bilder pro Klasse fir alle vier Klassen wurden in dem
WPA-Parameter prozentual zusammengefasst. In dem WPA-Parameter finden die einzelnen Klassen gewichtet
Betrachtung. Die Einheit der WPA ist % und kann einen Wert zwischen 0 (keine Aggregate) und 300 %
(ausschlieBlich multiple Aggregate) einnehmen (C). Es wurden représentative Aufnahmen des Imaging-
Cytometry abgebildet (B).

-29.-



4.7. Temperaturmessung mittels Infrarotkamera

Es wurde die Temperatur bei der Behandlung mit Gas-Plasma unter zur Hilfename einer
Infrarotkamera untersucht. Vor dem Experiment wurde das VB mit histologischer Farbe
(WAK-Chemie Medical GmbH) schwarz gefdrbt. Dabei wurden 200 pl histologische
Féarbeldsung mit 2,8 ml VB in einer Petrischale (Falcon ,,Easy Grip“, BD Franklin Lakes)
vermengt.® Die Erhebung der korrekten Temperatur des VB wurde mit einem digitalen
Thermometer TFA Wertheim 30.1040 (TFA Dostmann, Wertheim-Reicholzheim) Uberprift
und bestétigt.

Die Behandlung mit Gas-Plasma wurde mit dem Fahrtisch High-Z S-400 durchgefiihrt, wobei
genau 1 cm Abstand zwischen Oberflache des VB und der Keramik der Diise des kINPen 11
gelassen wurde. Die Distanz wurde mit einem IP54 Messschieber (Preciva) auf einem zehntel
Millimeter genau bestimmt. Der Gasmengenstrom betrug 1 slm. Fiur die thermographische
Messung der Temperatur wurde die P1450 G7-Infrarotkamera (Optris GmbH) verwendet. Es
wurde die komplette Behandlung in farbkodierter Falschfarbendarstellung aufgezeichnet. In der
Darstellung ist in der Farbe Blau eine kihlere Temperatur repréasentiert, wahrend rétliche
Farben wéarmere Temperaturen darstellen.

Die Behandlung mit Gas-Plasma wurde wie folgt durchgefihrt: Der Fahrtisch fuhr
automatisiert in horizontaler Richtung tber die Petrischale und senkte sich zuletzt in vertikaler
Richtung bis zur Endposition herab. Das Erreichen der Endposition des Plasmajets wurde als
Zeitpunkt 0 s festgelegt. Der Mittelpunkt tUber der Petrischale in horizontaler Ausrichtung
wurde bei -3 s erreicht, danach senkte sich der Plasmajet mit einer konstanten Geschwindigkeit
von 20 mm/s herab.

Zur Analyse wurde die Temperatur bei -5; -2,5; -1; 0; 1; 2,5; 5; 10; 20 und 30 s bestimmt. Die
Messung erfolgte im Behandlungszentrum, weshalb der jeweilige Messwert das Extremum der
Temperatur wiedergibt. Das fur das menschliche Auge sichtbare Gas-Plasma konnte mit der
Kamera nicht aufgezeichnet werden und verfalschte nicht die Messung. Die Experimente

wurden in beleuchtungsarmer Umgebung durchgefiihrt.

18 Dies ist notwendig, um den Emissionsgrad € gleich eins anzunehmen, damit bei der Berechnung der Temperatur
mit Hilfe des Stefan-Boltzmann-Gesetzes die realen Temperaturen bestimmt werden [113].
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4.8. Optische Emissionsspektroskopie

Die Beschreibung des Gas-Plasmas kann mit Hilfe von optischer Emissionsspektroskopie
(OES) durchgefuhrt werden. Bei dieser Technik werden Emissionsspektren von Gasen in einem
Bereich von 300-1000 nm detektiert. Peak-férmige Intensitaten lassen Rickschlisse auf die
lonisation des Gas-Plasmas zu, wodurch eine qualitative Aussage Uber die chemischen Spezies
in der Gasphase moglich ist. Es wurde das optische Emissionsspektroskop
AvaSpec ULS2048x64-2-USB (Avantes, Apeldoorn) mit Hilfe der Software AvaSoft 7.6.1
(Avantes, Apeldoorn) verwendet. Die Messungen erfolgten 3 mm tber der Oberflache des VB

bei einem ableitenden Behandlungsregime.
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4.9. Spektroskopie des Hamoglobins und dessen Analyse

Es wurde eine Methode zur spektroskopischen Messung der Hb-Konzentration mit einer
Unterteilung in dessen Derivate (Oxyhdmoglobin, Desoxyhamoglobin, Methdmoglobin)
etabliert. Die Methode wurde bereits in abweichender Form durchgefiihrt [114]. Die Kernidee
ist die Messung der Extinktion einer Probe bei verschiedenen Wellenlangen und die Analyse
der Messwerte in einem linearen Gleichungssystem, welches auf dem Lambert-Beer‘schen
Gesetz beruht (1).
1) Ey= g -d-c

Dabei ist Ey die Extinktion bei der Wellenlénge 4, ¢; der Extinktionskoeffizient eines Stoffes
bei der Wellenlange 4, d die durchstrahlte Dicke eines Mediums und c die Konzentration eines
Stoffes in dem Medium. Fur die Messung der Hb-Konzentration nimmt man an, dass die
gesamte Extinktion (tiefgestellt ges) an einer Wellenldange die Summe der Einzelabsorptionen
der Derivate Methamoglobin (tiefgestellt M), oxygeniertem Hb (tiefgestellt O) und
desoxygeniertem Hb (tiefgestellt D) ist (2, Abbildung 8).

(2) Eges =E0+ED+EM
A B C
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Abbildung 8: Charakteristische Absorptionsspektren des Hamoglobins und dessen Derivate

Jedes Hb-Derivat besitzt ein charakteristisches Absorptionsspektrum (A, modifiziert nach [115]). Es wurde ein
représentatives Absorptionsspektrum von lysiertem Blut im Intervall von 500 bis 700 nm dargestellt (B). Man
kann das gemessene Spektrum als Addition der einzelnen Hb-Derivate betrachten, dessen Erscheinungsbild
mafgeblich von den Konzentrationen der Hb-Derivate bestimmt wird. Charakteristische Absorptionsmaxima von
oxygeniertem Hb liegen bei 541 und 576 nm, von desoxygeniertem Hb bei 560 nm und von Methdmoglobin bei
630 nm. Zur Kalibrierung der theoretischen Messmethode an laboreigene Bedingungen wurde ein kommerziell
verfugbares Nachweiskit verwendet. Die Standardabweichung der Messpunkte ist zu gering, um dargestellt zu
werden. Mit Hilfe eines erstellten Standards (roter Punkt) wurde der theoretische Wert mit dem Messwert des
kommerziell erhdltlichen Kits verglichen (C).
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Die Absorptionsmessungen an drei verschiedenen Wellenléangen (541, 560 und 630 nm) liefern
ein lineares Gleichungssystem (3).
Ass1: Eges = Eg + Ep + Ey
(3)  Aseo: Eges =Eo+Ep +Ey
As76: Eges = Eo + Ep + Ey

Das Einsetzen des Lambert-Beer‘schen Gesetzes (1) liefert:
Asa1’ €ges(s541) " A Cges = €o(s41) "d " Co + Ep(s41) " d - Cp + EM(541) " d " Cy
(4)  Aseo: Eges(560) " Cges = €0(560) " d " Co + En(se0) " Cp + Em(s60) " d - Cy

As76t Eges(576) * A Cges = €0(576) *d " Co + Ep(s76) " A Cp + EpM(576) " Cy

Im Folgenden wird d eliminiert und % fur €, c auf der linken Seite des Gleichheitszeichens

eingesetzt (5).

Ess1
Asar: 7 — €o(s41) " Co T €p(541) " Cp T EM(541) " Cm

E
(5)  Aseo: 260 = €0(560) " Co T €D(560) " Cp T EM(560) * CM

Es76
As76: 2~ €o(s76) "Co T €p(576) " Cp T EM(576) M

Die entsprechenden Extinktionskoeffizienten wurden der Literatur entnommen [115].

Mgy =2 = 1554mM ™ - ¢p + 11,6mM ™1 - ¢ + 7,05mM ™1 - ¢y

(6) Aseo: = = 9,35mM~1-co +13,8mM ™1+ cp + 4,64mM ™1 - ¢y

As76: Ejf =16,6mM™!-c, + 10,44mM™1 - cp + 4,81mM ™1 - ¢,

Da sich in der Praxis die Messbedingungen von Labor zu Labor unterscheiden und Gerate
unterschiedliche Resultate liefern, ist eine Justierung dieses theoretischen Gleichungssystems
an die eigenen Bedingungen notwendig. Die Anpassung der Messabweichung wird

reprasentiert durch einen konstanten Faktor k, der in die Gleichungen eingeht.

Assa: k=22 = k(15,54mM ™ - ¢o + 11,6mM ™" - ¢ + 7,05mM ™ - ¢y )

(1) Aseo: k Efj" = k(9,35mM™! - ¢, + 13,8mM ™! - ¢p + 4,64mM ™1 - ¢ )
A5z KZZ5 = k(16,6mM™" - co +10,44mM ™" - ¢ + 4,81mM ™" - ¢}y)
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Die Kalibrierung erfolgte mit Hilfe eines H&moglobin-Nachweiskits (Thermo Fisher
Scientific). Die Messung der Konzentration erfolgt Uber eine kolorimetrische
Absorptionsmessung, nachdem alle Hb-Derivate in eine einheitliche Spezies umgewandelt
worden sind [116].

Die Justierung erfolgte mit Hilfe dieser Formel:

(8) k = Eges Kontrollmessung

Eges errechnet

Das auf Laborbedingungen justierte und gerundete Gleichungssystem lautet:
Assn: =21 =17,0908mM ™" - o + 12,7576mM - ¢, + 7,7536mM -

(9)  Aseo: % =10,2831mM™1 ¢y + 15,1771mM~ - ¢ + 5,103mM~1 - ¢,

As76: % =18,2566mM™1 - ¢, + 11,4819mM™t - ¢y + 5,29mM 1 - ¢,

Die Dicke d ist in einem standardisierten Zylinder tber folgende Formel definiert:
(10) d=—
All diese Berechnungen und die Losung des linearen Gleichungssystems wurden mit dem
Computeralgebrasystem Maxima 17.10.4 (Sourceforge) durchgefiihrt. Die Absorption wurde
mit dem Infinite M200 Pro Mikroplattenphotometer (Tecan, Mé&nnedorf) bestimmt. Dabei
wurden 110 pl je Probe in einer flachen 96 well Mikrotiterplatte (Sarstedt, Numbrecht) versetzt
und die Absorption jeder Probe bei 541, 560 und 576 nm gemessen. Zusétzlich wurde ein
Absorptionsspektrum gemessen, wobei die Absorption einer Probe im Bereich von 500 bis
700 nm in Abstdnden von 2 nm bestimmt wurde. Die gemessenen Werte der Extinktionen
wurden jeweils vom Leerwert (ddH-O) der entsprechenden Wellenldnge abgezogen, bevor sie
in die Analyse mitaufgenommen wurden. Dieses Verfahren liefert die Konzentrationen der
Subspezies in mM, wobei sich die Stoffmengenkonzentration auf die Hb-Untereinheiten
bezieht. Dies ist die Variante, welche haufig bei spektroskopischen Messungen Anwendung
findet [117]. Es wurde eine Hb-Losung gleicher Konzentration zur Kontrolle der
Messgenauigkeit tber mehrere Messungen mitgefiihrt.
Wenn mehrere Absorptionsspektren miteinander verglichen werden sollten, dann wurden diese

mit der Konzentration aller Hb-Derivate der jeweiligen Probe normalisiert.
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4.10. Statistik

Die Statistiksoftware prism 8.3 (GraphPad Software) wurde zur Erstellung der Graphen und
der statistischen Auswertung genutzt. Die Formatierung der Rohdaten wurde mit Excel
(Microsoft) vorgenommen. Dargestellt wurden Daten aus drei bis sieben unabhéngigen
Experimenten, mit minimal drei Messwerten pro Gruppe, wobei jeder Einzelmesswert einer
individuellen Behandlung entsprach (wenn es nicht anders beschrieben wurde).

Bei einem Vergleich zwischen zwei unabhdngigen Stichproben, einer gegebenen
Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test p>0,05) und homogenen Varianzen (Bartlett-Test auf
homogene Varianzen p>0,05) wurde ein ungepaarter T-Test durchgefiihrt. Bei inhomogenen
Varianzen wurde ein Welch-Test vollzogen. Wenn diese Voraussetzungen (homogene
Varianzen und Normalverteilung) nicht erflllt wurden, wurde ein Mann-Whitney-U-Test
angewandt.

Bei einem Vergleich zwischen drei oder mehr unabhdngigen Stichproben wurde bei
anzunehmender Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test p>0,05) und homogenen Varianzen
(Bartlett-Test auf homogene Varianzen p>0,05) eine -einfaktorielle Varianzanalyse
durchgefuhrt (engl.: analysis of variance, ANOVA 1), dabei diente als Post-Hoc-Test der
Tukey-Test. Bei inhomogenen Varianzen diente die Welch-ANOVA mit dem Games-Howell-
Post-Hoc-Test als statistischer Vergleich. Wenn diese Bedingungen nicht gegeben waren,
wurde ein Kruskal-Wallis-Test durchgefihrt. Als Post-Hoc-Test wurde dabei der Dunn-Test
verwendet. Fur Varianzanalysen wurde mit angegeben, welche Gruppen im statistischen Test
beachtet wurden.®

In manchen Fallen wurden zwei Gruppen selektiv miteinander verglichen, obwohl der
experimentelle Aufbau mehr als zwei Gruppen umfasst.?® Der Alpha-Fehlerkumulierung bei
wiederholtem Testen einer Stichprobe wurde mit der Bonferroni-Korrektur entgegengewirkt.
Mit Hilfe der ROUT-Methode (Q=10 %) wurden AusreiBer identifiziert und entfernt, bevor
statistische Tests angewandt wurden. Die Angaben im FlieRtext bezeichnen stets den
Mittelwert. Das Signifikanzlevel wurde wie folgt festgelegt: * a=0,05; ** 0=0,01; *** a=0,001.

Da die Varianzanalyse die Quersumme aller Gruppen einbezieht, wird der Vergleich der interessierenden
Gruppen beeinflusst. Konkret bedeutet das, dass Kontrollgruppen bei statistischen Tests ausgeschlossen wurden.

Dies wird damit begriindet, dass haufig nur der Vergleich dieser zwei Gruppen von Bedeutung ist oder einzelne
Gruppen die Voraussetzungen zu einem parametrischen Testsystem nicht erfillen. In diesem Fall wiirde die Wahl
eines nicht-parametrischen Testverfahrens, welches alle Gruppen des Experiments einbezieht, die Teststarke des
Vergleiches verringern.
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5. Ergebnisse

5.1. Gas-Plasma-vermittelte Thrombozytenaktivierung

5.1.1. Nachweis der Thrombozytenaktivierung mittels Durchflusszytometrie

Es sollte untersucht werden, ob die Gas-Plasma-Applikation Thrombozyten aktiviert und sich
diese Aktivierung mit einprozentiger PFA-LGsung fixieren l&sst. Dies wurde
durchflusszytometrisch anhand der Fluoreszenzintensitdt des Oberflaichenmarkes CD62P
ermittelt und in zwei Behandlungsregimen durchgefihrt.

Die Gas-Plasma-Gruppe zeigte eine um ein Vielfaches hohere Aktivierung der Thrombozyten
als die Gas-Argon und die unbehandelte Gruppe. Im Testsystem mit kleinen Volumina und
einer ableitenden Behandlung mit Gas-Plasma wurde eine 36-fache hohere Aktivierung im
Vergleich zur unbehandelten Gruppe (MFI(Gas-Plasma): 10181, MFI(Unbehandelt): 282,
p=0,0006) und eine 3-fach héhere Aktivierung zur Gas-Argon behandelten Gruppe gemessen
(MFI(Gas-Argon): 3524, p=0,008). Die Kontrollgruppe ADP bewirkte eine ahnlich hohe
Wirkung wie die Behandlung mit Gas-Plasma (Abbildung 9 A, MFI(ADP): 7970; p=0,412).
Mit grolReren Behandlungsvolumina und einer nicht ableitenden Behandlung mit Gas-Plasma
wurden die vorherigen Ergebnisse bestétigt. Die Aktivierung der Thrombozyten war bei der
Gas-Plasma-Gruppe geringer (Abbildung 9 B, MFI(Gas-Plasma): 5532). Dennoch wurde der
Vergleich zu Gas-Argon (MFI(Gas-Argon): 3230, p=0,0342) und zur unbehandelten Gruppe
signifikant (MFI(Unbehandelt): 283, p<0,0001).

Es sollte die Behandlungszeit bestimmt werden, welche benétigt wird, um eine
Thrombozytenaktivierung hervorzurufen. Hierfur wurden unterschiedliche Behandlungszeiten
zwischen 0,5 und 10 s verwendet. Es wurde eine Regression angewandt?!, um den Zeitpunkt
der halbmaximalen Aktivierung zu bestimmen. Die Zeit betrégt t1,,=0,708 s. Fir 90 % der
Maximalaktivierung wurden t=1,978 s ben6tigt (Abbildung 9, C).

Durch die Anwendung von einprozentiger PFA-LOsung war es moglich die
Oberflachenexpression von CD62P zum Zeitpunkt nach der Behandlung mit Gas-Plasma zu
fixieren (Abbildung 9, D).

2L Weiterfuhrende Informationen zur statistischen Analyse befinden sich in dem Appendix.
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Abbildung 9: Aktivierung von Thrombozyten in Vollblut durch Gas-Plasma

Gas-Plasma aktiviert im Testsystem der kleinen (A) und grofRen VVolumina (B) Thrombozyten. Um den Einfluss
der Behandlungszeit zu ermitteln, wurden die gemessenen Fluoreszenzintensitaten zur unbehandelten Gruppe
normalisiert. Das Maximum der Gas-Plasma-vermittelten Thrombozytenaktivierung ist das ca. 22,5-fache der
unbehandelten Gruppe (C). Es wurde die fixierende Wirkung von einprozentiger PFA-LOsung auf die
Thrombozytenaktivierung nachgewiesen. Die Zeit kennzeichnet die Differenz zum Beginn der ersten Messung.
Dabei wurden Proben der gleichen Behandlung mit Gas-Plasma, jedoch nicht dieselben Proben mehrmals
gemessen. (D). In C wurde der Mittelwert + SEM, bei allen anderen Abbildungen der Mittelwert

Standardabweichung dargestellt.
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5.1.2. Nachweis der Thrombozytenaktivierung mittels Imaging-Cytometry

Es wurde die aktivierende Wirkung des Gas-Plasmas mittels Imaging-Cytometry
nachgewiesen. Dies wurde zunéchst anhand des Oberflachenrezeptors CD62P bestétigt. Die
Behandlung mit Gas-Plasma erhohte die Fluoreszenzintensitat um das ca. 11-fache (MFI(Gas-
Plasma): 9451, MFI(Unbehandelt): 884, p<0,0001), wahrend die Argon-Behandlung eine 4-
fache Erhohung zur Folge hatte (MFI(Gas-Argon): 3495, p=0,045) (Abbildung 10 A).

Es wurde auBerdem die Thrombozytenaggregation bestimmt. Fir die Analyse wurde eine
eigens implementierte Software verwendet, die auf kinstlichen neuronalen Netzen beruht. Es
wurden die Thrombozyten anhand ihrer Grolie (1, 2, 3, >3 Thrombozyten) klassifiziert und
deren prozentuale Verteilung an allen aufgenommenen Aggregationen? dargestellt
(Abbildung 10, B).

Die prozentuale Verteilung wurde in dem Parameter der WPA zusammengefasst. Dabei wurden
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt. Der Vergleich der
Thrombozytenaggregation zwischen Gas-Plasma und dem Agonisten ADP wurde nicht
signifikant (Abbildung 10, C).

Um eine Vorstellung dariber zu bekommen, wie die Thrombozytenaggregation und
Aktivierung zusammenhéngen, wurde die Fluoreszenzintensitat des Oberflachenrezeptors
CD62P gegen die WPA aufgetragen (Abbildung 10, D).

22 Eine Aggregation bezeichnet eine Aufnahmeeinheit. Eine Aggregation kann die GroRen 1, 2, 3, >3 annehmen.
Somit beschreibt die Darstellung nicht die Anteile an allen Thrombozyten, sondern an deren einzelnen und
aggregierten Erscheinungsformen.
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Abbildung 10: Nachweis der Thrombozytenaktivierung und -aggregation mittels Imaging-Cytometry

Mit dem Nachweis des Oberflachenrezeptors CD 62P wurde verifiziert, dass Gas-Plasma Thrombozyten aktiviert
(A). Ebenso befordert es die Bildung von Thrombozytenaggregaten, welche anhand ihrer Grolie klassifiziert
wurden (B). Mit Hilfe des WPA-Parameters lassen sich die GroRe der Thrombozytenaggregate sowie deren
H&ufigkeiten beschreiben und vergleichen (C). Es wurde die Thrombozytenaktivierung gegen die
Thrombozytenaggregation aufgetragen (D).
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5.2. Temperatur

Es wurde die Temperatur wahrend der Behandlung mit Gas-Plasma untersucht. Zur Messung
der Temperatur mittels Infrarotkamera musste das Blut zundchst schwarz gefarbt werden
(Abbildung 11, A). Bei der Behandlung wurde der Plasmajet mithilfe eines Fahrtisches an das
Blut angendhert. Als Distanz wurde die Entfernung von der Flussigkeitsoberflache und der
Keramikdise festgelegt (Abbildung 11, B). Es wurde die komplette Behandlung von Gas-
Plasma und Gas-Argon in Falschfarbendarstellung aufgezeichnet (Abbildung 11, C).

Es konnte eine kiihlende Wirkung von Gas-Argon nachgewiesen werden. Gas-Argon bewirkte
eine Verringerung der Temperatur um ca. 2 °C. Dies gilt fur die Standardbehandlungszeit von
5s, beginnend vom Zeitpunkt, als die Endposition erreicht wurde.

Die Behandlung mit Gas-Plasma fiihrte innerhalb von 5s zu einer Temperaturerhéhung um
4,8 °C (Abbildung 11, D).

Die Temperaturdnderung war jedoch von der Entfernung abhéngig. Wéhrend der Annaherung
des Plasmajets besitzt das Plasma zun&chst eine abkiihlende und in kirzerer Distanz eine
erwarmende Wirkung. Fir die Abhéngigkeit der Temperatur von der Behandlungszeit wurde
im Bereich von -5 bis 1 s eine Regression dritten Grades durchgefiihrt. Es wurde der Tiefpunkt
der Regressionsgrade ermittelt, um mit Hilfe der Absinkgeschwindigkeit die Entfernung zu
ermitteln, bei welcher die Behandlung mit Gas-Plasma keine Anderung der Temperatur
aufweist.?® Das Minimum der Regression befindet sich bei t=-1,937 s (Abbildung 11, E).
Damit wurde eine temperaturneutrale Entfernung von 48,74 mm ermittelt (Abbildung 11, F).
Die Mittelwerte der erhobenen Temperaturen aus 8 Messungen pro Gruppe wurden in einer
Tabelle dargestellt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Temperaturen bei jeweiliger Behandlungszeit

Gruppe | Zeit

-55s -25s -1s 0s 1ls 25s 5s 10s 20s 30s
Gas- 246°C | 23,6°C | 235°C | 250°C | 27,0°C | 27,8°C | 29,8°C | 33,3°C | 36,0°C | 36,6 °C
Plasma

Gas- 259°C |240°C | 228°C|220°C|214°C|208°C|199°C|186°C |17,1°C | 16,3°C
Argon

2 Weitere Informationen zu der Auswertung befinden sich in dem Appendix.

-40 -



w/o 5s 30s

Gas Argon

Gas Plasma

D« P T o———© E 30 i : F omm
o L g O 28 -
T ¥ o0 = Ry
= e‘“é\o 3 26 : ! 48@»"“
‘6 2 . n“'; = © : /
g’- ’ e g 24 s ==l Ilomm
£ —es £ : : -
A 10 BT e GasPlasma| e : : e
V98 -e- Gas Argon 20 T T T _
° \ y y y 6 -4 2 0 2
0 ° 19 20 30 Zeit (s)
Zeit (s)

Abbildung 11: Temperaturmessung mittels Infrarotkamera

Fur die Temperaturmessung musste das Blut zunéchst gefarbt (A) und die Behandlungskonditionen definiert
werden (B). Es wurde die komplette Behandlung mit Gas-Argon und Gas-Plasma in Falschfarbendarstellung
aufgenommen und im Zentrum der Behandlung gemessen (C). Die Temperatur wurde in Abhéngigkeit von der
Zeit abgebildet (D). AnschlieBend wurde die Temperatur bei der Annéherung des Plasmajets genauer betrachtet.
Bis zum Zeitpunkt von -3 s wurde die Plasmaquelle in horizontaler Richtung ber die Petrischale bewegt und
danach bis zum Zeitpunkt 0 s herabgesenkt. Zu der Messung wurde eine Regression erstellt, dessen Tiefpunkt mit
einer gestrichelten, roten Linie gekennzeichnet ist (E). Die Ergebnisse wurden in einer Grafik dargestellt, welche
die Behandlungskonditionen beschreibt und die Entfernung von 48,7 mm ohne thermischen Einfluss kennzeichnet
(F). Verwendete Abkiirzungen: w/o: entspricht keiner Behandlung (engl.: without)
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5.3. Untersuchung der reaktiven Spezies

Eine Wirkkomponente des Gas-Plasmas sind reaktive Spezies [81].

Es wurden die Spezies der Gasphase mittels optischer Emissionsspektroskopie untersucht und
die einzelnen Wellenléngen der reaktiven Spezies der Literatur entnommen [118]. ES wurden
reaktive Stickstoff-, Sauerstoff- und Argonspezies in der Gasphase des Plasmajets
nachgewiesen (Abbildung 12, A).

AnschlieBend wurde versucht die Gas-Plasma-vermittelte Thrombozytenaktivierung mit Hilfe
von Antioxidantien zu verringern.

Die Vergleiche von VB mit Zusatz von Katalase (CAT, MFI(CAT): 30231, p=0,999), NAC
(MFI(NAC): 24183, p=0,434) und SOD (MFI(SOD): 32192, p=0,797) zu Gas-Plasma ohne
Antioxidans (MFI(Gas-Plasma w/0): 28305) ergaben keine statistische Signifikanz. Es wurde
jedoch eine Verringerung bei der Hinzugabe von NAC zu Gas-Plasma um ca. 15 % bestimmt
(Abbildung 12, B).

AnschlieRend wurde versucht mit Hilfe von Wasserstoffperoxid und hypochloriger S&ure
Thrombozyten zu aktivieren, um die Gas-Plasma-Wirkung mittels langlebiger und chemisch
definierter ROS nachzustellen. Es konnte jedoch bei den hdochsten Konzentrationen (HCIO:
1 mM und H20.: 30 mM) sowie allen kleineren Konzentrationen keine Wirkung nachgewiesen
werden (Abbildung 12, C).

Zuletzt wurde ein intrazellular wirkendes Antioxidans verwendet, um die Wirkung des Gas-
Plasmas zu  reduzieren und den  Nachweis der  ROS/RNS-vermittelten
Thrombozytenaktivierung zu  erbringen. Dabei  konnte eine  Abnahme  der
Thrombozytenaktivierung bei steigender Konzentration von Mitotempo beobachtet werden und
ist bei Hinzugabe von 200 uM Mitotempo signifikant (p=0,0392) (Abbildung 12, D).

Da Mitotempo sich auch in Mitochondrien anreichert, wurde die Wirkung des Gas-Plasmas auf

das mitochondriale Potential untersucht [119, 120].
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Abbildung 12: Einfluss von reaktiven Spezies bei der Gas-Plasma-vermittelten Thrombozytenaktivierung

Zum Nachweis der reaktiven Spezies in der Gasphase des Plasmajets wurde eine optische Emissionsspektroskopie
durchgefiihrt (A). Mit Hilfe von Antioxidantien konnte keine Verringerung der durch Gas-Plasma-vermittelten
Thrombozytenaktivierung erreicht werden (B). Die Oxidantien Wasserstoffperoxid und hypochlorige Séure hatten
keinen Einfluss auf die Thrombozytenaktivierung (C). Mit Hilfe des intrazellular wirkenden Antioxidans
Mitotempo konnte die Wirkung des Gas-Plasmas reduziert werden.
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5.4.Veranderungen des mitochondrialen Membranpotentials

Fur die Messung des mitochondrialen Membranpotentials mit JC-1 wurde die rote Fluoreszenz
mit der griinen Fluoreszenz in ein Verhéltnis gesetzt. Eine Abnahme dieses Quotienten
kennzeichnet eine Depolarisation und eine Zunahme beschreibt eine Hyperpolarisation.

Die mit Gas-Plasma behandelte Gruppe besitzt ein Verhéltnis von 3,95 und die unbehandelte
Gruppe ein Verhaltnis von 4,16. Es konnte zwischen diesen beiden Gruppen kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (p=0,537) (Abbildung 13, A). Zur Kontrolle der
Depolarisation wurde ein Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette, FCCP, und fiir die
Hyperpolarisation Oligomycin verwendet.

MT Deep Red diffundiert abhangig vom Membranpotenzial durch die mitochondriale
Membran und die Fluoreszenzintensitat steigt mit dem Membranpotenzial (Abbildung 13, B).
Es konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p<0,0001), wodurch nachgewiesen

wurde, dass die Behandlung mit Gas-Plasma zu einer Hyperpolarisation der Mitochondrien von

Thrombozyten fihrt.
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Abbildung 13: Messung des mitochondrialen Membranpotentials von Thrombozyten

Es wurde das mitochondriale Membranpotential mittels JC-1 (A) und MT Deep Red (B) durchflusszytometrisch
bestimmt. Als Kontrolle dienten FCCP und Oligomycin. Es wurde jeweils der Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt.
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5.5. Untersuchung der Signalkaskade

55.1. Konzentrationsfindung von Inhibitoren der Signaltransduktion

Um herauszufinden, welche Signalkaskaden bei der Gas-Plasma-vermittelten
Thrombozytenaktivierung eine Rolle spielen, wurde das VB vor der Behandlung mit
Inhibitoren inkubiert. Es mussten zundchst Konzentrationen fur die Inhibitoren gefunden
werden. Fur die Konzentrationsfindung wurde die Startkonzentration der Literatur entnommen.
Die ZielgroRe war die durchflusszytometrisch ermittelte Oberflachenexpression von CD62P.
Weiterhin wurde ein einheitliches experimentelles VVorgehen zur Titration der Inhibitoren
geschaffen (Abbildung 14).

Inhibitor-Titration

Kriterien:
|. — Inhibitor beeinflusst Gas-Plasma-Behandlung um mindestens 15%
|I. — Inhibitor beeinflusst Unbehandelt weniger als 300%

Drei verschiedene Startkonzentrationen:

— ¢, Literatur Konzentration J ¢, mit hochstem Effekt
1 wurde genutzt

— 32 10 - Literatur Konzentration

=

) ) ] x Individuelle
— 3. 20 - Literatur Konzentration Titrationsschritte

Abbildung 14: Experimentelle Strategie zur Titration der Inhibitoren

Fur die Experimente wurden unbehandelte und mit Gas-Plasma behandelte Gruppen betrachtet.
Es wurden zwei Kriterien definiert, um zu ermitteln, welche Inhibitoren mit welcher
Konzentration flr weitere Experimente verwendet werden.
I.  Der Inhibitor muss den Mittelwert der Gas-Plasma-Behandlung um mindestens 15 %
beeinflussen.
II.  Die Anderung der unbehandelten Probe darf bei Zugabe des Inhibitors nicht mehr als
300 % betragen.
Die Kriterien wurden so definiert, um sicherzugehen, dass ein messbarer Effekt vorliegt (1) und
dass die Inhibitoren nicht selbst eine Wirkung auf die Umgebung oder sekundare Prozesse zur

Folge haben, die die Messungen beeintréchtigen (I1).
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Neben der Literaturkonzentration wurde die zehn- und zwanzigfache Konzentration tberprift.
Es war anzunehmen, dass die Inhibitoren in VB, aufgrund hoher Zellzahlen, hoher konzentriert
werden mussen. Wurden zwei Konzentrationen gefunden, die beide Kriterien erfillen, wurde
die genommen, die die groRere Anderung in der Gas-Plasma-Behandlung vorweist.

Wenn das I. Kriterium nicht erfllt worden ist, wurde hoéher konzentriert. Wenn das 1I.
Kriterium nicht erfallt wurde, wurde niedriger konzentriert. Dies geschah durch Annéherung,
zundchst in  Vielfachen der Literaturkonzentration, spater durch individuelle
Konzentrationsstufen.

Es wurden zu jeder Konzentration jedes Inhibitors drei Messungen fir jeweils die mit Gas-
Plasma und die unbehandelte Gruppe erstellt, dessen Mittelwert mit Gas-Plasma-Gruppe ohne
Zusatz, bzw. der unbehandelten Gruppe ohne Zusatz verglichen wurde.

Es konnte nicht zu jedem Inhibitor eine passende Konzentration ermittelt werden, welche die
Kriterien erfiillte (Abbildung 15). Folgende Inhibitoren wurden nicht weiter untersucht: D-

Erythro-Sphingosine, HBDDE, Piceatannol und Rotterlin.

Unbehandelt Plasma
610% 67% -HBDDE 100pM
1166% 91% -rHBDDE 200puM
52% 94% -Rotterlin 10puM
853% 104% -Rotterlin 100uM
14% 111% -Piceatannol 40pM
N% 90% -Piceatannol 400uM

[ T .

0% 300% 600% 900% 1200% 25% 50% 75% 100% 125%

Abbildung 15: Reprasentative Inhibitoren, welche die Auswahlkriterien nicht erfullten
Es wurden repréasentative Inhibitoren der Signaltransduktion in einer heatmap dargestellt, welche nicht die
Auswahlkriterien erftllten.
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Es wurde eine Ubersicht der untersuchten Inhibitoren und deren Konzentrationen erstellt

(Tabelle 4).

Tabelle 4: Inhibitoren der Signaltransduktion

Inhibitor Ziel Literatur Genutzte
Konzentration Konzentration
BAPTA intrazellulares Ca?* 10 uM [62] 100 uM
BML-257 Akt (1,2, 3) 12.5 uM [63] 12.5 uM
D-Erythro-Sphingosine PKC 50 uM [64] -
GF 109203X PKC (a, BI&II, 7) 10 UM [65] 10 uM
HBDDE PKC (a, 7) 100 pM [66] -
Ly294002 PI3K 1 uM [67] 1mMm
MK-2206 Akt (1, 2, 3) 1 pM [68] 10 uM
Piceatannol Syk 10 pg/ml [69] -
Rapamycin mTOR 200 nM [70] 200 uMm
Rotterlin PKC (8) 10 uM [71] -
SB-203580 P38 0 &P 30 UM [72] 30 UM
Staurosporin Kinasen 1-400 pM [73] 10 uM
Tricibin Akt (1,2, 3) 5 uM [74] 5uM
Wortmannin PI3K 100 nM [75] 50 uM
Z-VAD-FMK Caspasen 1-300 uM [76] 100 uM
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55.2. Inhibition der Signaltransduktion

Fur die Untersuchung der Signalkaskade wurden die Inhibitoren mit dem VB vor der
Behandlung mit Gas-Plasma inkubiert und anschlie}end durchflusszytometrisch gemessen. Es
wurden die zwei Gruppen Unbehandelt und Gas-Plasma getrennt voneinander betrachtet.

Die Wirkung von Gas-Plasma konnte durch Ly294002 (A=-56,4 %; p<0,0001), Rapamycin
(A=-42,8 %; p=0,0004), Wortmannin (A=-40,0 %; p=0028), Z-VAD-FMK (A=-36,7 %;
p=0,0084) und SB-203580 (A=-32,2 %; p=0,0392) signifikant verringert werden. Dies sind
Inhibitoren der PI3-Kinase, mTOR, Caspasen und p38 o/ .

Die Wirkung wurde nicht veréndert durch BAPTA (A=4,7 %; p>0,999), BML-257 (A=-4,0 %;
p>0,999), GF 109203X (A=3,2 %; p>0,999), MK-2206 (A=22,3 %; p>0,999), Staurosporin
(A=-6,9 %; p>0,999) und Tricibin (A=-10,67 %; p>0,999) (Abbildung 16, A).

Die Inhibitoren hatten tUberwiegend keinen Einfluss auf die unbehandelten Proben. Deswegen
ist davon auszugehen, dass die Reaktionen der Inhibitoren selbst eine untergeordnete Rolle
spielen.

Die Probe von BAPTA hatte eine starke Anderung der unbehandelten Gruppe zur Folge. Weil
der Inhibitor selbst die Thrombozytenaktivierung beeinflusst hat und nicht nur auf den Teil der
Gas-Plasma-vermittelten Aktivierung gewirkt hat, sind die Resultate von BAPTA limitiert
verwertbar (Abbildung 16, B).
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Abbildung 16: Inhibition der Signaltransduktion

Es wurde die Wirkung der Inhibitoren auf die Gas-Plasma-vermittelte Thrombozytenaktivierung untersucht. Die
Fluoreszenzintensitit des Oberflachenmarkers CD62P wurde pro Messung zu mit Gas-Plasma behandeltem VB
(A) bzw. unbehandeltem VB (B) normalisiert und an der Abszisse aufgetragen. Die Gruppen der unterschiedlichen
Inhibitoren wurden an der Ordinate aufgetragen. Jede Einzelmessung ist als Punkt dargestellt und der Mittelwert
durch einen roten Strich gekennzeichnet. Als Vehikel diente PBS. Der Hintergrund kennzeichnet die jeweilige
Behandlungsgruppe. Bei den statistischen Tests wurden die Gruppen mit Inhibitor mit der Gruppe ohne Inhibitor
verglichen.
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5.6. Hamoglobin-Experimente

5.6.1. H&moglobin-Untersuchungen in Blutiiberstanden

Es ist bekannt, dass Gas-Plasma zu einer Lyse von Erythrozyten flihrt. Dies wurde jedoch noch
nicht fur die verwendete Plasmaquelle nachgewiesen. Um dies zu untersuchen wurde das freie
Hamoglobin (Hb) im Uberstand (nach Zentrifugation) als Surrogat fiir lysierte Erythrozyten
quantifiziert.

Fur die Messung wurden Absorptionsspektren zwischen 500 und 700 nm der
Behandlungsgruppen aufgenommen. Es sind charakteristische Absorptionsspektren des Hb und
dessen Derivate erkennbar, wobei das Spektrum des Uberstands der Gas-Plasma-Gruppe auf
oxygeniertes Hb hinweist. Dies ist an den Absorptionsmaxima bei 541 und 576 nm erkennbar.
Die niedrige Absorption und die fehlenden Maxima bei 541 bzw. 576 nm kennzeichnen eine
niedrige Konzentration von freien oxygeniertem Hb, in der mit Gas-Argon behandelten und
unbehandelten Gruppe (Abbildung 17, A).

Fur die Messung der Hb-Konzentration wurde ein Verfahren etabliert, welches auf einem
Gleichungssystem des Lambert-Beer’schen Gesetzes beruht, wodurch es mdglich ist, die
Konzentrationen der einzelnen Hb-Derivate zu berechnen.?*

Die freie Konzentration aller Hb-Spezies im Uberstand war in der Gas-Plasma-Gruppe
(c=173,8 uM) signifikant hoher als in der Gas-Argon (c=37,7 uM, p=0,0006) und der
unbehandelten Gruppe (c=35,3 uM, p=0,0005) (Abbildung 17, B). Dies beweist die lysierende
Wirkung der Gas-Plasma-Behandlung auf die Erythrozyten im VB.

Bei Betrachtung der Hb-Subspezies, féllt ein grofler Anteil an Methamoglobin bei der
unbehandelten und Gas-Argon-Gruppe auf (Abbildung 17, C). Dies ist das Resultat eines
physiologischen Methdmoglobin-Anteils im menschlichen Blut, welcher sich unter anderem
durch Autoxidation des Hb erklaren lasst [121].

Obwohl deutlich mehr Hb aus Erythrozyten freigesetzt wurde, gibt es bei den Hb-Spezies der
Gas-Plasma-Gruppe einen erhéhten Anteil von Methdmoglobin. Aufgrund dieser Erkenntnis

wurde die Wirkung von Gas-Plasma auf Hb untersucht.

24 Die Genauigkeit des Verfahrens wird im Abschnitt 5.7 zusatzlich validiert.
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Abbildung 17: Hamoglobin-Spezies im Blutplasma nach Gas-Plasma-Behandlung

Es wurden Absorptionsspektren des Blutiiberstandes nach Gas-Plasma-Behandlung aufgenommen (A). Aus der
Extinktion bei den Wellenlangen 541, 560 und 576 nm wurde die Hb-Konzentration im Uberstand ermittelt (B).
Durch eine mathematische Analyse ist eine Unterteilung in die Hb-Spezies: Methd&moglobin, oxygeniertes Hb und
desoxygeniertes Hb mdglich (C).
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5.6.2. Untersuchung der Wirkung von Gas-Plasma auf Blut-Lysate

Es wurde die Wirkung von Gas-Plasma auf Hdmoglobin (Hb) untersucht. Dafur wurden Blut-
Lysate (BL) hergestellt und jeweils 100 ul BL unterschiedlich lange mit Gas-Plasma
behandelt.?® Darauf folgte eine spektroskopische Untersuchung der Proben.

Die Gas-Plasma-Behandlung bewirkte eine Abnahme von oxygeniertem Hb und eine Zunahme
von Methamoglobin. Wahrend einer einminitigen Behandlung sank der Anteil des
oxygeniertem Hb von ca. 69 auf 21 %. Umgekehrt erhéhte sich der Anteil von Methdmoglobin
von ca. 28 auf 75%. Somit konnte eine oxidierende Wirkung des Gas-Plasmas auf
oxygeniertem Hb nachgewiesen werden, welches eine Bildung von Methamoglobin zur Folge
hat (Abbildung 18, A).

Wahrend der Behandlung mit Gas-Plasma findet eine Verdunstung der Flussigkeit statt. Dabei
nimmt die Konzentration des Hb zu, wodurch es moglich ist, die Evaporation zu berechnen.
Waéhrend einer einmindtigen Behandlung mit Gas-Plasma verdunsteten bei diesem Regimen
17,22 pl. Dieser Wert wurde als Steigung einer linearen Regression der Verdunstung tber der
Zeit ermittelt (Abbildung 18, B).%®

Es wurden die Absorptionsspektren nach unterschiedlich langen Behandlungszeiten gemessen.
Bei Zunahme der Behandlungszeit lasst sich eine Abnahme der Absorption bei 541 und 576 nm
beobachten, welches durch eine relative Abnahme des oxygenierten Hb begriindet wird.
Wahrenddessen steigt die Absorption bei 630 nm, welches das Absorptionsmaximum des
Methdmoglobins darstellt (Abbildung 18, C).

Die Anderungen der Hb-Spezies wurden optisch sichtbar (Abbildung 18, D).

2 Es wurde das gleiche Behandlungsregimen wie fiir groRe Volumina verwendet, jedoch mit 100 pl BL anstelle
von 50 pl VB.

% Es ist anzunehmen, dass sich die Verdunstung bei langerer Gas-Plasma-Behandlung verringert. Die lineare
Regression dient jedoch als Richtwert.
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Abbildung 18: Gas-Plasma veranderte die Anteile der Hb-Spezies

Zunachst wurden die Anteile der Hb-Derivate betrachtet. Dabei ist eine Umwandlung des oxygenierten Hb zum
Methadmoglobin zu betrachten, wahrend das desoxygenierte Hb weitgehend konstant blieb (A). Bei langeren
Behandlungszeiten tritt eine relevante Evaporation auf. Hierbei ist zu betonen, dass dies in BL und nicht in VB
untersucht wurde (B). Die Anderungen der Anteile der Hb-Derivate lassen sich im normalisierten
Absorptionsspektrum (C) und optisch darstellen (D). Die Kennzeichnung ,,*“ weist auf die Normalisierung der

Extinktion mit der Konzentration aller Hb-Derivate des jeweiligen Spektrums hin.

-53-



5.7.Hamolyse

5.7.1. Quantifizierung der Hd&molyse und Stimulation der Thrombozyten

Um die Ergebnisse zur Lyse von Erythrozyten weiter zu untersuchen, wurde die
spektroskopische Hb-Messung mit der durchflusszytometrischen Quantifizierung von
Erythrozyten kombiniert.

Es wurde eine Verdunnungsreihe erstellt und eine lineare Regression der Erythrozytenanzahl
zur Hb-Konzentration durchgefiihrt. Das Bestimmtheitsmal der linearen Regression lautet:
R?=0,997. Damit konnte der MCH (engl.: mean corpuscular hemoglobin, Mittlerer
H&moglobin-Gehalt pro einzelnen Erythrozyten) ermittelt werden. Der ermittelte Wert betragt
ca. 32 pg und liegt im Referenzbereich von 28 bis 33 pg, wodurch die Prézision der Methode
bestatigt wird (Abbildung 19, A) [122].

Mit Hilfe der Standardkurve wurde die Anzahl der lysierten Erythrozyten bestimmt. Der
Median der lysierten Erythrozytenanzahl ist bei der Gas-Plasma behandelten Gruppe ca. 5
Millionen und bei der Gas-Argon bzw. unbehandelten Gruppe ca. 1 Million (Abbildung 19,
B).

Nachfolgend wurde dem VB die gleiche Konzentration isotones BL hinzugegeben, welches bei
diesem Gas-Plasma-Behandlungsregime durchschnittlich freigesetzt wurde und mit der Gas-
Plasma-Behandlung kombiniert.?” Durch die Zugabe des BL wurde in jedem Fall die
Aktvierung der Thrombozyten erhéht. Weiterhin ergab die Vergleiche zwischen Gas-Plasma
und einer Gruppe, bei welcher das BL hinzugegeben wurde, keinen signifikanten Unterschied.
Die Aktivierung der Gas-Argon-Gruppe mit Zugabe von BL war im selben MaRe erhoht, wie
die des Gas-Plasmas (MFI(Gas-Argon BL): 37971; MFI(Gas-Plasma): 36496; p>0,999)
(Abbildung 19, C).

27 Es wurde das Behandlungsregime der groRen Volumina genutzt. Das Volumen, welches hinzugegeben wurde,
war 10 % des Gesamtvolumens.
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Abbildung 19: Quantifizierung der Lyse von Erythrozyten und Thrombozytenaktivierung durch Blut-
Lysat

Es konnte mit Hilfe einer kombinierten spektroskopischen und durchflusszytometrischen Messung (A) die genaue
Anzahl der lysierten Erythrozyten je Behandlungsgruppe ermittelt werden (B). AnschlieRend wurde Uber eine
konzentrationsgleiche Zugabe von isotonen BL die Lyse-Eigenschaft des Gas-Plasmas néher untersucht. Dabei
wurde ein &hnliches AusmaR der Aktivierung der Gas-Argon-Gruppe mit BL, wie durch Behandlung mit Gas-
Plasma erreicht (C).
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5.7.2. Gas-Plasma-Wirkung in PRP

Um die Ergebnisse zur Hamolyse weiter zu bekraftigen und den Einfluss des VB besser
einschatzen zu konnen, wurde die Wirkung des Gas-Plasmas in PRP untersucht.

Bei den Experimenten stammte jeweils das VB und PRP vom selben Spender. Der
experimentelle Prozess zwischen den Gruppen war, bis auf die Herstellung des PRP aus VB,
komplett identisch. Die Thrombozyten wurden durchflusszytometrisch identifiziert
(Abbildung 20, A) und deren Aktivierung anhand der Oberflachenexpression von CD62P
ermittelt (Abbildung 20, B).

Allgemein lassen sich in jeder Behandlungsgruppe signifikante Unterschiede zwischen PRP
und VB feststellen. Zwischen den unbehandelten Gruppen wird durch die Aufarbeitung des
PRPs ein signifikanter Unterschied in der Aktivierung der Thrombozyten erreicht (p<0,0001).
Die Gas-Argon-Gruppe hatte in VB eine hohere Signalintensitiat fur CD62P als in PRP
(p=0,0312). Der Grad der Aktivierung veranderte sich in PRP bei Gas-Argon-Behandlung
unwesentlich (MFI(Unbehandelt): 1145; MFI(Gas-Argon): 1018).

Es konnte ein groBer Unterschied in der Gas-Plasma-Wirkung zwischen VB und PRP
festgestellt werden (MFI(VB): 11971; MFI(PRP): 3046; p=0,004).
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Abbildung 20: Vergleich der Gas-Plasma-Wirkung in VB und PRP

Es wurden Thrombozyten anhand ihres Rezeptorprofils erkannt (A). Anschliefend wurde ein Overlay der
Aktivierung der Thrombozyten der unterschiedlichen Gruppen vergleichend dargestellt (B). Die mittleren
Fluoreszenzintensitaten der Behandlungsgruppen wurden als Balkendiagramm dargestellt und jeweils VB mit PRP
verglichen.

Wenn die Gruppen in Relation zu Gas-Plasma VB gesetzt werden, lassen sich Aussagen daruber
treffen, wie sich die einzelnen Wirkkomponenten der Gas-Plasma-Behandlung in der

Thrombozytenaktivierung widerspiegeln (Abbildung 21).%

28 Dieser Betrachtungsweise liegt eine lineare Beziehung zugrunde, in welcher sich die einzelnen Komponenten
aufaddieren und sich nicht gegenseitig beeinflussen, was jedoch nicht der Physiologie der Thrombozyten
entspricht. Es kann jedoch dazu dienen, sich ein Uberblick iiber die Komponenten der Gas-Plasma-Wirkung zu
verschaffen.
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Die Voraktivierung der Thrombozyten spiegelt die physiologische Grundaktivierung bzw. die
Manipulation durch die Blutentnahme wider und macht 2 % aus (Abbildung 21 1, entspricht
MFI(Unbehandelt VVB)). Die mechanische Manipulation, welche durch die Zentrifugation bei
der PRP-Aufbereitung bzw. der Argon-Behandlung von PRP zustande kommt, hat auf
Thrombozyten allein einen Effekt wvon 7% (Abbildung 21 2, entspricht
MFI(Argon PRP)-MFI(Unbehandelt VB)). Dies wird auch dadurch unterstiitzt, dass Argon
PRP und Unbehandelt PRP sich nicht wesentlich unterscheiden.

Die Plasmawirkung auf Thrombozyten ohne VB Einfluss lasst sich mit 16% beziffern
(Abbildung 21 3, entspricht MFI(Plasma PRP)-MFI(Argon PRP)). Die mechanisch
ausgeldsten Nebeneffekte in VB machen einen Anteil von ca. 20 % aus (Abbildung 21 4,
entspricht MFI(Argon VB)-MFI(Argon PRP)).

Der Grofiteil der Gas-Plasma-Wirkung mit 55 % l&sst sich auf die Mechanismen zurickfthren,
die in VB ausgelost werden (Abbildung 21 5, entspricht MFI(Plasma VB)-MFI(Argon VVB)).

3: Gas-Plasma Wirkung
auf Thrombozyten allein
~16%

Gas-

Plasma
VB
=100%

4: mechanisch initiierte
Nebeneffekte in VB, die
auf Thrombozyten
wirken ~20%

5: Gas-Plasma
initiierte Prozesse in
VB ~55%

Abbildung 21: Ubersicht zu den Wirkungskomponenten Gas-Plasma-vermittelter Thrombozytenaktivierung
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6. Diskussion

6.1. Hamolyse als Mediator der Gas-Plasma-vermittelten

Thrombozytenaktivierung

Ziel dieser Arbeit war es, die Mechanismen herauszufinden, wie Gas-Plasma auf die
Physiologie des Thrombozyten wirkt, sodass eine gerinnungsférdernde Antwort des
Thrombozyten folgt. Der Arbeit ging eine Untersuchung im murinen Modell voraus, die
Thrombozyten als Hauptmediator in der durch Gas-Plasma-vermittelten Blutgerinnung
diagnostizierte [85]. Somit wurde der Fokus der Arbeit auf die Mechanismen gelegt, wie die
Thrombozyten aktiviert werden.

Der Grof3teil der Aktivierung der Thrombozyten lie3 sich auf die Hamolyse zuruckfihren, die
durch Gas-Plasma verursacht wurde. Dies wurde dadurch gezeigt, dass die Gas-Plasma-
Wirkung in VB groRer ist als in PRP. Weiterhin konnte mit einer Zugabe von einer gleichen
Konzentration isotonen Hamolysat zu VB und einer Behandlung mit Argongas eine ahnliche
Wirkung wie durch Gas-Plasma-Behandlung erreicht werden.

Die Bedeutung der Hamolyse zur Gas-Plasma-vermittelten Blutgerinnung wurde schon vorher
betont [96]. Jedoch wurde hierbei eine Membranbildung aus dem Lysat der Erythrozyten als
Mechanismus angesehen und nicht weiter auf die Bedeutung der Thrombozyten eingegangen.
Wahrend der Hamolyse werden verschiedene Stoffe (engl.: damage-associated molecular
pattern) freigesetzt, wie Hb, Ham, ATP und ADP [93, 123].

Die Freisetzung von Hb wurde in dieser Arbeit genutzt, um die Hohe der Hamolyse zu
ermitteln. Dabei wurden nach 30 s Behandlung mit Gas-Plasma 174 uM Hb in die Umgebung
abgegeben. In einem vergleichbaren Experiment wurden bei einer Minute Behandlungszeit
15 uM Hb freigesetzt [96].2° Somit ist die Hamolyse, welche mit dem kINPen 11 vermittelt
wird, um einiges hoher als die von vergleichbaren Plasmageraten. Dadurch, dass die Hdmolyse
als Hauptmediator der Gas-Plasma-vermittelten Thrombozytenaktivierung erkannt worden ist,
ist anzunehmen, dass es groRe Unterschiede zwischen den Geréten in Bezug auf Blutgerinnung
allgemein und deren Wirkung auf Thrombozyten gibt.

Weiterhin wurde eine Verdinnungsreihe von VB erstellt und eine spektroskopische Hb-
Messung mit einer durchflusszytometrischen Z&hlung von Erythrozyten kombiniert. Dabei
wurde ein Hb-Referenzwert fur einen einzelnen Erythrozyten bestimmt (MCH) und eine genaue
Anzahl der lysierten Erythrozyten ermittelt. Es wurden ca. 5 Millionen Erythrozyten bei einer

2 Die Angaben zur Hb-Konzentration in der zitierten Quelle, als auch in dieser Arbeit, beziehen sich auf das
einzelne Hb-Monomer, wie es haufig bei der spektroskopischen Messung von Hb vorgenommen wird [117].
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30-seklindigen Behandlung mit Gas-Plasma lysiert, welches der Zellzahl in ca. einem pl reinem
VB und 2 % des Gesamtvolumens bei diesem Regime entspricht.*® Als Vergleich fiir den
Untergang von 5 Millionen Zellen kann die Minderversorgung bei einem Schlaganfall dienen.
Es entspricht der Anzahl von Neuronen, die innerhalo von 2,5min bei totaler
Sauerstoffdepletion zerstort werden [125].

Die Hamolyse als Mediator der Thrombozytenaktivierung wurde schon vorher thematisiert und
in der Pathogenese von vaso-okklusiven Erkrankungen diskutiert [93, 126].

Dadurch, dass die Lyse von Blutzellen als Wirkungskomponente erkannt wurde, wére es
maoglich, Plasmagerate anhand dieses Parameters zu optimieren. Denkbar ware beispielsweise

eine Anderung der Gaszusammensetzung [102].

30 Die Rechnung bezieht sich auf eine Konzentration von 5 Millionen Erythrozyten/ pl VB [124].
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6.2. Untersuchung der Signaltransduktion der Thrombozyten

Die freigesetzten Nukleotide ATP und ADP konnen direkt an Rezeptoren des Thrombozyten
wirken [25, 26, 34]. Zuvor wurde eine Hemmung der Gas-Plasma-Wirkung durch Clopidogrel
beschrieben, dessen aktiver Metabolit®! den ADP-Rezeptor P2Y 12 inhibiert [85, 127].

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe von verschiedenen Inhibitoren der Signaltransduktion eine
PI3K/ Akt/ p38-vermittelte Signalkaskade nachgewiesen. Dies gibt den Teil der Signalkaskade
wieder, welcher von der B/y-Untereinheit von Gj vermittelt wird, welches an P2Y12 gekoppelt
ist [41, 50].

Bei der Verwendung von Ly294002, einem PI13K-Inhibitor, wurde eine maximale Hemmung
von ca. 56 % nachgewiesen, welches dem prozentualen Anteil entspricht, welcher auf die
Héamolyse zuriickgefihrt wurde [67]. Die Hemmung von Akt konnte jedoch nicht dazu fiihren,
dass die Thrombozyten weniger aktiviert wurden, obwohl die verwendeten Inhibitoren Tricibin
und MK-2206 an allen bekannten Akt-Isoformen (1,2,3)% wirken [128, 129]. Die
Plasmawirkung konnte durch den mTOR-Inhibitor Rapamycin reduziert werden. Die Rolle von
MmTOR wurde anhand von ADP- und Kollagen- induzierter Thrombozytenaktivierung
untersucht [130, 131]. Trotz widersprichlicher in-vitro Ergebnisse kann bei dem Einsatz von
mit Rapamycin beschichteten Stents eine verringerte Thrombozytenaggregation beobachtet
werden [132].

Weiterhin war es nicht mdglich, mit den verwendeten Inhibitoren verschiedener Isoformen der
PKC eine signifikante Reduktion der Thrombozytenaktivierung hervorzurufen, sodass
Folgereaktionen von Gq wenig bedeutsam scheinen [40].

Fur die Konzentrationsfindung und Vorauswahl der untersuchten Inhibitoren wurden zwei
Kriterien definiert. Das erste Kriterium, welches die minimale Beeinflussung der
Thrombozytenaktivierung von 15% bei Gas-Plasma-Behandlung beinhaltet, sollte
einschrénken, dass nur Inhibitoren untersucht werden, die einen relevanten Einfluss auf die
dominierende Signaltransduktion haben. Dies liegt darin begriindet, dass Thrombozyten durch
Ausschuttung von Mediatoren andere Signalkaskaden initialisieren und diese untereinander
stark interagieren [40, 41].

Das zweite Kriterium beinhaltet, dass die Hinzugabe des Inhibitors die
Thrombozytenaktivierung um nicht mehr als 300 % variieren darf, bevor davon ausgegangen
werden muss, dass das Experiment durch Hinzugabe des Inhibitors verféalscht wurde. Dadurch,

dass die Untersuchungen in VB vollzogen wurden und viele unterschiedliche Zellen

3L Clopidogrel ist ein Prodrug [127].
32 Es sind bisher nur die Isoformen Akt 1 & 2 in Thrombozyten nachgewiesen worden [53].
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nebeneinander vorliegen, muss die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass die Zellen
sich gegenseitig beeinflussen und unterschiedlich auf den Inhibitor reagieren konnen. Die
unterschiedliche Antwort der Umgebung auf den Inhibitor wirde sich als Fehler in den
Messungen widerspiegeln. Deshalb wurde das zweite Kriterium gewahlt, um den Einfluss von
sekundéren Effekten zu reduzieren bzw. einschétzen zu kénnen.

Das zweite Kriterium war fiir den intrazellularen Ca?*-Chelator BAPTA von Nutzen [62].
Dadurch, dass es eine aktivierende Wirkung auf Thrombozyten vermittelt hat, ist es eine
Beeinflussung der Aktivierung durch Gas-Plasma wahrscheinlich.

Es wurde zuvor beschrieben, dass extrazellulires Ca?* die Gas-Plasma-vermittelte
Thrombozytenaktivierung beeinflusst. Dies wurde mit der erhdhten Aktivierung bei Heparin-
im Vergleich zu EDTA-antikoagulierten Blutproben erkannt [102]. Das EDTA senkt die
Konzentration des freien Ca?* durch Chelation [133]. Die Wirkung des freien Ca?* auf
Thrombozyten kann unter anderem Uber den ligandenabhéngigen lonenkanal P2X; vermittelt
werden, dessen Offnungswahrscheinlichkeit durch ATP kontrolliert wird [33, 34]. In einer
anderen Studie wurde beschrieben, dass Schwankungen der Ca2*-Konzentration erst bei
langeren Behandlungszeiten auftreten und damit nicht zu den frihen Prozessen der
Blutgerinnung beitragen kénnen, da sichtbare Gerinnungsprozesse schon vorher eintreten [89].
Somit koénnte der Einfluss der Ca?*-Konzentration zu einem spateren Moment der Gas-Plasma-
vermittelten Aktivierung eine Bedeutung zukommen. Das Ca?* kénnte unter anderem aus den
dense-Granula stammen, welche in Folge der Thrombozytenaktivierung ausgeschittet wurden
[22].

Neben dem Einfluss des Hamolysats gibt es die Mdéglichkeit, dass NO uber Diffusion selbst
eine Reaktion auf die Thrombozyten vermitteln kann [56, 57]. Es ist nachgewiesen, dass der
Gas-Plasmajet NO produziert [134]. NO hat eine Aktivierung der sGC, nachfolgend der PKG
und p38, zur Folge, welche auch Mechanismen der Thrombozytenaktivierung vermitteln [41,
57, 58]. Dies konnte die Gas-Plasma-Wirkung auf die Thrombozyten allein begriinden, auf
welche ca. 16 % entfallen. Die Wirkung von NO ist friih aktivierend und subsequent inhibierend
[57]. Weiterhin reagiert NO mit freiem oxygeniertem Hb zu Methdmoglobin und Nitrat,
wodurch das freie NO reduziert wird [135]. Die Oxidation von oxygeniertem Hb zu
Methamoglobin als Teil der Gas-Plasmawirkung wurde in dieser Arbeit Uber ein
spektroskopisches Verfahren nachgewiesen, welches auf einem linearen Gleichungssystem und
dem Labert-Beer‘schen Gesetz aufbaut [114, 115]. Durch die Freisetzung von Hb und die

Signaltransduktionsprozesse im Thrombozyten ist die aktivierende Wirkung von NO auf den
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Beginn der Gas-Plasma-Behandlung limitiert. Dass freies Hb die Bioverfligbarkeit von NO
reduziert, wurde an VB von Patienten mit Sichelzellerkrankung nachgewiesen [136].

Mit Hilfe eines Imaging-Cytometers konnte die Aggregatbildung der Thrombozyten
quantifiziert werden. Flr die Auswertung wurde ein eigens entwickeltes Programm verwendet,
welches auf kinstlichen neuronalen Netzen aufbaut und durch die Unterteilung in
unterschiedlichen Aggregatgréfien eine hohere Genauigkeit im Vergleich zu bestehenden
Auswertungstechniken bietet [112, 137, 138]. Bei diesen Experimenten konnte eine
Aggregation nachgewiesen werden, die der von 100 uM ADP entspricht. Ahnliche Ergebnisse
konnten mit einem Durchflusszytometer in Vergleich zu Convulxin®® nachgewiesen werden,
welches jedoch nicht die Aufldsung in unterschiedliche AggregatgroRen bietet [85]. Die
Aggregatmessung in dieser Arbeit wurden mit antikoaguliertem Blut produziert und betrachten
Mikroaggregate aus einzelnen wenigen Thrombozyten. Deshalb ist es nicht mit einer
Thrombozytenaggregation, wie sie durch ein Aggregometer gemessen wird, vergleichbar [140].
Die Bildung von Mikroaggregaten der Thrombozyten kann Uber den Einfluss der
Thrombozytenaktivierung auf Integrin allbp3 erklart werden [141]. Wahrend der Aktivierung
erhoht das Integrin die Affinitat flr Fibrinogen oder VWF [142, 143]. An diesen Molekilen
konnen wieder andere Thrombozyten binden, wodurch die Aggregation resultiert.

Bei der Untersuchung von mechanistischen Aspekten der Blutgerinnung muss das Modell, in
welchem die Untersuchungen stattfinden, beachtet werden. Bei in-vitro-Studien muss zunéchst
eine primdre Antikoagulation des Blutes erreicht werden, um es weiter zu untersuchen. Die
Wahl des Antikoagulans allein kann einen groRen Effekt auf die Ergebnisse haben [102].
Jedoch ist der Umstand, dass die Gas-Plasma-Behandlung antikoaguliertes Blut zur Gerinnung
bringen kann, ein Indiz dafir, wie stark die gerinnungsfordernde Wirkung ist [89, 97, 102].
Fur die durchflusszytometrische Erhebung der Thrombozytenaktivierung wurde der
Oberflachenrezeptor CD62P (P-Selektin) genutzt, da es als Goldstandard fiir in-vitro-
Untersuchungen gilt [23, 144]. Fir die Messung wurde ein Verfahren weiterentwickelt,
wodurch viele Messungen in kurzer Zeit moglich wurden und welches die Wirkung der
Thrombozyten zu einem gewdinschten Zeitpunkt fixiert [23, 102]. Weiterhin wurde durch die
Verwendung von motorisierten Fahrtischen eine hohe zeitliche und 0rtliche Prézision bei der
Gas-Plasma-Behandlung erreicht.

In dem Modell wurde darauf geachtet, dass maglichst VB verwendet wurde, um die Antwort

der Thrombozyten im natlrlichen Milieu zu untersuchen und um die mechanische Manipulation

33 Convulxin ist das Gift der Schauer-Klapperschlange (crotalus durissus terrificus), welches seine Wirkung am
GPVI Rezeptor der Thrombozyten entfaltet [139].
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maoglichst gering zu halten [23, 145]. Haufig finden Untersuchungen zu der Physiologie von
Thrombozyten in PRP statt [90]. Jedoch gibt es viele verschiedene Aufbereitungsvarianten zur
Herstellung von PRP, wodurch sich die Zellzahlen und der Gehalt von Thrombozyten stark
unterscheiden [104]. So wird in der Literatur je nach Anzahl der Thrombozyten im Blutplasma
zwischen platelet-poor plasma (PPP) und platelet-rich plasma (PRP) differenziert [104]. In
Bezug auf Blutgerinnung durch Gas-Plasma wurde ein Effekt auf PRP, aber nicht auf PPP
berichtet [90].
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6.3. Reaktive Spezies als Vermittler der Wirkung von Gas-Plasma

Hauptmediator der Gas-Plasma-Wirkung sind reaktive Spezies, wobei neben NO, unter
anderem Wasserstoffperoxid, hypochlorige Saure, Superoxidanion, atomares Sauerstoff und
Singulett-Sauerstoff vorkommen [81, 146].

Wasserstoffperoxid und hypochlorige Séure konnte bei alleiniger, direkter Zugabe zu VB keine
Thrombozytenaktivierung bewirken. Weiterhin konnte die Gas-Plasma-Wirkung nicht mit
Katalase reduziert werden, welches Wasserstoffperoxid neutralisiert [147]

Es gab zwar eine Reduktion der Thrombozytenaktivierung in Anwesenheit des Antioxidans
NAC, jedoch war diese nicht signifikant.3* NAC neutralisiert vielfaltige ROS-Entitaten, vor
allem Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale [148, 149]. Deshalb kann eine Beteiligung von
diesen ROS vermutet werden.

Es wurde nachgewiesen, dass Singulett-Sauerstoff, wenn es einzeln auf Erythrozyten wirkt,
eine Hamolyse verursachen kann [150]. Singulett-Sauerstoff wurde als Wirkkomponente des
kKINPen-Gas-Plasmas identifiziert und kommt als Initiator der Gas-Plasma-vermittelten
Thrombozytenaktivierung in Frage [80]. Weiterhin ist bekannt, dass Singulett-Sauerstoff aus
einer Reaktion von Wasserstoffperoxid und hypochloriger Séure hervorgehen kann [151].
Somit liel3e sich die vermutete Beteiligung von Wasserstoffperoxid oder hypochloriger Séure
begriinden, die nicht auf das jeweilige Agens allein zurlickgefuhrt werden konnte.

Es ist eine Bedeutung von Superoxidanionen bei der Thrombin-vermittelten
Thrombozytenaktivierung dokumentiert, welche ebenfalls von der Gas-Plasmajet-Quelle
produziert werden [152, 153]. Da die Experimente im heparinisiertem VB stattfanden, wurde
die Wirkung von Thrombin gehemmt [154]. Durch den Einsatz von Superoxiddismutase
(SOD), welches Superoxidanionen neutralisiert, konnte die Gas-Plasma-vermittelte
Thrombozytenaktivierung nicht reduziert werden [155]. Somit kommt Superoxidanionen bei
der Gas-Plasma-vermittelten Thrombozytenaktivierung ein geringer Stellenwert zu. Es wurde
ebenfalls kein Anhaltspunkt in der Signalkaskade gefunden, die aus einer Thrombin-ahnlichen
Wirkung resultiert.

Die Teilchendichte von Ozon im Gas-Plasma-Effluenten ist verglichen mit anderen Spezies
sehr hoch [80, 81]. Ozon reagiert unter anderem mit ungesattigten Fetten aus dem Blut zu
Wasserstoffperoxid ~ [156].  Weiterhin ~ wurde  schon 1999 eine  vermehrte
Thrombozytenaggregation beobachtet, wenn Ozon als Gas auf PRP geleitet wurde.

Bemerkenswerterweise wurde zu diesem Zeitpunkt schon eine Ca?*-Abhangigkeit der Ozon-

34 Als Begleiterkenntnis dieser Arbeit wurde festgestellt, dass NAC selbst Reaktionen mit Hb eingeht, die jedoch
nicht weiter untersucht wurden. Diese werden in dem Appendix vorgestellt.
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induzierten Thrombozytenaggregation publiziert [157]. Weiterhin wurde eine ozonabhangige
H&molyse beschrieben, welche zu diesem Zeitpunkt als unerheblich eingestuft wurde, da die
Ozonkonzentrationen bei diesen in-vitro-Experimenten fur deren eigentliche Intention viel zu
hoch war [158, 159]. Die Mechanismen, wie die Hdmolyse chemisch zu erklaren ist, wurden
nicht aufgeklart. Fir die Behandlung mit Ozon wurde eine sehr geringe Bildung von
Methdmoglobin beschrieben. Jedoch l&sst sich damit nicht das Ausmal der Methdmoglobin-
Bildung erklaren, welches in dieser Arbeit erhoben wurde [158].

Eine weitere reaktive Spezies ist atomarer Sauerstoff [80]. Die Herstellung von atomarem
Sauerstoff als einzelne Entitat ist sehr schwierig, wodurch es einen Mangel an Literatur gibt,
die potenzielle Reaktionsweisen erkl&ren kdnnten.

Mitotempo akkumuliert in der mitochondrialen Membran und wurde zur Neutralisation von
intrazellularen ROS genutzt [119, 120]. Dadurch, dass es die Wirkung des Gas-Plasmas
reduzieren konnte, wurde eine Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials
angeschlossen. Dabei wurde nach einer 35-minutigen Inkubation eine Hyperpolarisation
festgestellt. Eine friihe Hyperpolarisation wurde schon flr andere Agonisten beschrieben [160].
Bei Patienten mit Sichelzellerkrankung konnte freies Hb, zu einer Thrombozytenaktivierung
fiihren, welche mit einer Hyperpolarisation der mitochondrialen Membran und erhdhten
intrazelluldrer ROS-Produktion vergesellschaftet ist. Dies wurde auf eine Hemmung von der
Aktivitdt von Komplex-V der Atmungskette zuriickgefiihrt [161]. Ob eine d&hnliche
Wirkungsweise fiir die Gas-Plasma-induzierte Thrombozytenaktivierung in Frage kommt, ware

Gegenstand weiterer Forschung.
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6.4. Physikalische Anderungen bei Gas-Plasma-Behandlung

Bei der Untersuchung der Mechanismen von Gas-Plasma kommt der Veranderung der
Temperatur eine besondere Rolle zu, da die bereits klinisch eingesetzte Argon-Plasma-
Koagulation mit heiBen Plasmen arbeitet [162, 163]. In dieser Arbeit wurde eine Messung
mittels einer Infrarotkamera durchgefiihrt. Fur die Untersuchung wurde das VB schwarz
gefarbt, um die Temperatur an der Oberflache des VB bei der Gas-Plasma-Behandlung zu
ermitteln. Dies war notwendig, damit bei der Berechnung der wahren Temperatur der
Emissionsgrad e des Stefan-Boltzmann-Gesetzes gleich eins angenommen werden kann, was
nur fr schwarze Korper der Fall ist [113].

Dies war die erste Infrarot-Temperatur-Messung der behandelten Flissigkeit bei einer Gas-
Plasma Anwendung. Die Methode liefert bei der Gas-Plasma-Behandlung eine ortsaufgeltste
Temperatur der Oberflache der Flissigkeit in Abhéngigkeit der Behandlungszeit. Es wurden
geringe Temperaturdnderungen nachgewiesen, welche sich bei der Standardbehandlung mit
Gas-Plasma im Bereich von +5°C beliefen. Fur die Argon-Kontrolle konnte ein kihlender
Effekt nachgewiesen werden. Durch diesen Unterschied ware es in Zukunft sinnvoll, erwarmtes
Argongas als Negativkontrolle zu nutzen, da die kiihlenden Effekte des Argongases eventuell
andere Reaktionen bedingen.

Gleichzeitig konnte mit diesem Experiment eine temperaturneutrale Entfernung des Plasmajets
ermittelt werden, welche sich auf ca. 49 mm belduft.

Die bisherigen Experimente zum Ausschluss der Temperatur im Bereich der Gas-Plasma-
vermittelten Blutgerinnung wurden mit einer Abschirmung durch Alufolie und einem
Heilluftfohn mit anschlielender makroskopischen Begutachtung vollzogen [89, 90]. Bei der
Abschirmung mit Alufolie, sollte nur die Temperaturkomponente des Gas-Plasmas wirken,
wodurch sich die Wirkung des Gas-Plasmas nicht reproduzieren lief.

Bei der Untersuchung der Temperatur an PBS bei Gas-Plasma-Behandlung Uberwog der
abkiihlende Effekt, wobei eine Verringerung von 1,5°C bei 120 s Behandlung nachgewiesen
wurde. Dabei wurde die Gesamttemperatur der Flissigkeit erhoben. Dieser Effekt wurde mit
der erhohten Evaporation der Flussigkeit begriindet [81]. Dass die Temperatur in VB ansteigt,
lasst sich auf die Blutgerinnung und die Entstehung eines Blutgerinnsels zuriickfuhren,
wodurch eine Oberflache entsteht, die erwarmt werden kann.

Die Evaporation wurde in dieser Arbeit nicht an VB, sondern an einer Hb Ld&sung
nachgewiesen. Uber dem Anstieg der Konzentration in der Losung wurde eine Verdunstung
von ca. 17 pl/min nachgewiesen. Somit ist die Verdunstung bei einer Standardbehandlungszeit

von 5 s und einer Evaporation von 0,85 ul als gering einzuordnen.
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Die Verdunstung wahrend der Gas-Plasma-Behandlung scheint jedoch stark von dem Gasfluss
abzuhdngen. So wurde bei einem Gasmengenstrom von 5 slm und destilliertem Wasser eine
Verdunstung von ca. 1400 pl nach 20 min Behandlung festgestellt. Dies entspricht 70 pl/min
[164]. In dieser Arbeit wurden 1 sIm verwendet. Die Evaporation bei 5 slm war 4,1-mal hoher.
Die Plasmaquelle war mit der zitierten identisch [164].

Gas-Plasmajets generieren Ultraviolettstrahlung (UV) [165]. Weiterhin ist bekannt, dass UV-
Strahlung in hohen Dosen DNA-Doppelstrangbriiche verursachen kann, die nachweislich
karzinogen sind. Fur den kINPen Gas-Plasmajet wurde die UV-Strahlung, die bei einer
medizinischen Anwendung abgegeben wird, mit der UV-Strahlung verglichen, die bendtigt
wird, um einen Sonnenbrand auszuldsen. Dabei wurde ein Bruchteil der benétigten UV-
Strahlung an die Haut abgegeben [83].

Die definierten Grenzwerte mussen jedoch kritisch betrachtet werden. Bei der Anwendung an
Wunden und Narben wird aufgrund von fehlenden Schutzmechanismen (Melanosomen)
weniger UV-Strahlung benétigt, um bleibende Schéden hervorzurufen.

Die Mutagenitdt von Gas-Plasma wurde (ber die Bildung von Micronuklei in einem
Zellkulturmodell untersucht. Micronuklei gelten als Surrogat fir DNA-Schéden [166]. Es
konnte nur ein gering erhohtes Auftreten von Micronuklei nachgewiesen werden, welche
jedoch nicht signifikant waren. Dadurch ist die karzinogene Wirkung des Gas-Plasmas als sehr
gering zu werten [167].

In klinischer Anwendung wird Gas-Plasma als nebenwirkungsarm und gut vertraglich
beschrieben [168, 169].
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6.5. Gas-Plasma zur Blutgerinnung in klinischer Praxis

Die Blutgerinnung mit Gas-Plasma besitzt hohes klinisches Potential. Die Vorteile sind eine
punktgenaue Applikation ohne Korperkontakt, eine gleichzeitige Desinfektion und eine
Forderung der Wundheilung [83, 170, 171]. Im Gegensatz zur héufig angewandten
Kauterisation wird das Gewebe weniger tief zerstort [85, 172]. Somit stellt es eine schonende
Methode zur Blutgerinnung dar.

Es wurde im Tiermodell die suffiziente Blutstillung an Lebern von Ratten und Mausen
beschrieben [85, 94, 98, 103]. Weiterhin konnte bei Hasen eine Blutung der Milz gestoppt
werden [99]. Am Menschen wurde die Blutgerinnung an einer entnommenen Milz untersucht
und es wurden in einem Case-Report an 9 Patienten intraoperative Erfahrung im Rahmen einer
Endarteriektomie der Carotis gesammelt [88, 100]. Damit wurde der Hauptfokus in der
Viszeral- und GefaRchirurgie gelegt. Dabei war es moglich, Blutungen zu stillen, welche als
schwierig behandelbar gelten.

Einen weiteren moglichen Nutzen konnte die Anwendung von Gas-Plasma bei akuten,
unsterilen Hautwunden bieten. Die klinische Praxis sieht vor, dass unsterile Wunden haufig
offen belassen oder mit einer Drainage versorgt werden missen [173]. Durch die
desinfizierende Wirkung, die Blutgerinnung und die Wundheilungsférderung ware es denkbar,
eine geschlossene Wundversorgung vorzunehmen [174]. Es wurde bereits die Koagulation von
Hautwunden und von Venen im Tiermodell beschrieben, welche steril versorgt wurden. Die
Untersuchungen haben sich nur der akuten Blutstillung, jedoch nicht dem kompletten
Heilungsprozess gewidmet [95, 97, 175].

Langzeituntersuchungen nach Blutgerinnung mit Gas-Plasma an der Leber und Milz haben eine
Wiederherstellung der physiologischen Gewebestruktur und nebenwirkungsarme Verlaufe
offengelegt [98, 99]. Ebenso wurde auf eine positive Modulation des Heilungsprozesses
eingegangen, wobei einzelne Phasen des physiologischen Entziindungsprozesses verkirzt
scheinen [99].

Die Nachteile von Gas-Plasma sind tUberwiegend in der Anwendungspraxis, der Geréate selbst
und im wirtschaftlichen Bereich zu finden. Fir Jet-Systeme muss eine kontinuierliche
Versorgung mit einem Edelgas (z. B.: Argon) gewéhrleistet werden, was zu laufenden Kosten
und zusétzlichen personellen Aufwand fiihrt.

Daneben gibt es hohe Unterschiede in der Plasmaqualitat der verfugbaren Geréte [82, 174].
Beispielsweise ist die Chemie des kINPen MED (neoplas tools GmbH, Deutschland) von O*/O3
dominiert und die des SteriPlas (Adtec Healthcare, GroR Britannien) von NO [80, 81, 176].
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Somit sind die untersuchten Wirkungen und Anwendungen von einem Gerat nur bedingt auf
ein anderes Ubertragbar.

Ebenso spielt der Wirkradius des Plasmagerates eine Rolle. Die Wirkungsflache des kINPen
MED st auf 1cm? beschrankt [174]. Somit ergibt sich fur groRere Wunden eine lange
Behandlungszeit und die Handhabung gestaltet sich als schwierig, um eine gleichmaRige
Applikation von Gas-Plasma zu gewéhrleisten.

Fir den Einsatz im chirurgischen Bereich ist die Sterilisation der Gas-Plasma-Applikatoren eine
zwingende Grundlage, um eine breite Anwendung zu finden. Bisher gibt es jedoch keine
Empfehlungen zur Sterilisation des KINPen MED-Plasmagerétes und keine Untersuchung dazu,
wie sich eine wiederkehrende Sterilisation auf die Langlebigkeit auswirkt.

Eine Ausnahme unter den Plasmageréten ist der J-Plasma (Apyx Medical, USA), ein fir die
Chirurgie optimiertes Kaltplasmageréat, welches mit Helium als Trégergas arbeitet [177]. Es
kombiniert einen Plasmajet mit den bekannten Funktionen eines monopolaren Elektrokauters
[101]. In dem Gerat wird eine Elektrode gleichzeitig zum Schneiden, zum Kauterisieren und
zur Herstellung von Gas-Plasma zum Koagulieren verwendet. Ermoglicht wird dies durch eine
verschiebliche Elektrode, die eine auf die jeweilige Funktion abgestimmte Spannung,
Stromstarke und einen entsprechenden Gasfluss aufweist [178, 179]. Dies ist in offenen und
laparoskopischen Regimen mdglich [179]. Mit diesem Gerét wird die Anwendung von Gas-
Plasma sinnvoll in das bestehende Instrumentarium des Chirurgen integriert. Eine Sterilisation
wird nach der Verwendung nicht vorgenommen, da das Handstiick zum Einmalgebrauch
vorgesehen ist [179]. Als hervorzuhebende Nebenwirkung wird von Hersteller eine Helium-
Embolie genannt, die durch das Einbringen von Tragergas in GeféaRe entstehen kann [180]. Die
Plasmaquelle wurde bisher insbesondere im Bereich der asthetischen Chirurgie angewandt. Es
sind weitere Studien nétig, um eine ausreichende Sicherheit des Gerates im klinischen Umfeld
zu demonstrieren [181].

Bei Betrachtung von wirtschaftlichen Aspekten, ist anzumerken, dass die Gas-Plasma-
Behandlung im Bereich der chronischen Wunden bisher nicht erstattungsfahig ist, obwohl seit
2010 positive klinische Erfahrungen gemacht wurden und die bessere Wirkung in einer
prospektiven, randomisierten Studie im Vergleich zur Standardtherapie gesichert wurde [168,
169, 171, 182, 183]. Eine Aufnahme als neue Untersuchungs- und Behandlungsmethode 8§ 6
Abs. 2 KHEntgG) wurde zuletzt 2021 vom Institut fir das Entgeltsystem im Krankenhaus
(InEK) abgelehnt [184].

Im Februar 2023 wurde eine Richtlinie zur Erprobung der Kaltplasmabehandlung bei

chronischen Wunden vom gemeinsamen Bundesausschuss (GBA) herausgegeben. In der
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Richtlinie wird ein Studienprotokoll zur Behandlung von chronischen Wunden beschrieben,
welches eine Standard-Wundbehandlung mit Kaltplasmatherapie und eine Standard-
Wundbehandlung ohne Kaltplasmatherapie vergleichen soll. In dieser Studie sollen GBA die
notwendigen Erkenntnisse fiir die Bewertung des Nutzens der Methode gewonnen werden
[185]. Die Anwendung des fir die Chirurgie entwickelten Plasmagerats, J-Plasma, gilt als Off-
Label-Prozedur in Deutschland [180].

Der Einsatz von Gas-Plasma fir die Blutgerinnung besitzt groRes Potential mit vielen Vorteilen
gegeniber bestehenden Verfahren. Es gibt konkrete Anwendungsgebiete, welche umfangreich
untersucht wurden und die Mechanismen der Koagulation werden zunehmend besser
verstanden. In Hinblick darauf, dass Thrombozyten als Mediator der Blutgerinnung durch Gas-
Plasma erkannt wurden, sollte die Indikation zur Verwendung von Gas-Plasma zur
Blutgerinnung bei Patienten, die Thrombozytenaggregationshemmern einnehmen, vorsichtig
erfolgen und es ware in diesem Bereich weitere Forschung nétig [85, 110].

Ein ndchster mdglicher Schritt wére der Vergleich zwischen der Gas-Plasma-Anwendung und
der Standardtherapie zur intraoperativen  Blutungskontrolle, bzw. chirurgischen
Wundversorgung am Menschen im Rahmen einer klinischen Studie. Es sollten die Méngel in
der Anwendungspraxis bei den bestehenden Argon-Systemen beseitigt werden, damit die
Uberfiihrung in den Operationssaal und zur sterilen Wundversorgung erleichtert wird. Daneben
sollte eine Untersuchung der Wirtschaftlichkeit erfolgen, damit Gas-Plasma breite Anwendung

im Bereich der chirurgischen Blutgerinnung finden kann.
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7. Zusammenfassung

Im Jahr 2020 wurden die 50-hdufigsten Operationen insgesamt 15.823.464 mal durchgefiihrt
und das entspricht rechnerisch ca. einer Operation auf funf Einwohnern in Deutschland [186].
Bei jeder dieser Operationen ist die Blutungsstillung eine therapeutische Notwendigkeit.
Intraoperativ wird dafir haufig die Elektrokauterisierung verwendet, die aber mit einem Risiko
der Nachblutung, Perforation und Gewebezerstorung einhergeht [187—-189]. Eine neue Variante
zum Blutungsmanagement kann kaltes physikalisches Plasma (Gas-Plasma) darstellen. Dies ist
ein energiereiches Gas, welches durch verschiedene Mechanismen, wie Temperatur, angeregte
chemische Spezies, UV- und Warmestrahlung, wechselwirkt. Zuvor wurde im Mausmodell bei
der Verwendung von Gas-Plasma eine suffiziente Blutgerinnung erreicht und es wurden
Thrombozyten als Hauptmediator der Koagulationswirkung identifiziert [85]. Daneben finden
sich einzelne Fallstudien zur intraoperativen Anwendung von Gas-Plasma [100, 101]. Dies
kennzeichnet den Beginn des Transfers der Grundlagenforschung in den klinischen Alltag
(,,bench-to-bedside-transfer®). Es wurden in-vitro Untersuchungen an menschlichem Blut
durchgefuhrt, um einen Wirkungsmechanismus von Gas-Plasma zu demaskieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass ein Grofteil der Thrombozytenaktivierung
durch Gas-Plasma (ca. 55 %) auf eine Lyse der Erythrozyten zurlickzufuhren ist. Die Hdmolyse
wurde spektroskopisch nachgewiesen und in Abhéngigkeit von der Behandlungszeit
quantifiziert. Die Thrombozyten reagieren mit einer PI3K/Akt/p38-vermittelten Signalkaskade,
welche schlieBlich zu deren Aktivierung fihrt. Bei der Signaltransduktion wurde eine
Bedeutung von intrazellularen ROS und eine Hyperpolarisation der Mitochondrien der
Thrombozyten festgestellt. Die Signaltransduktion kann tber den Einfluss von ADP auf den
P2Y12-Rezeptor erklart werden [85]. Es wurde ein auf kilnstliche Intelligenz basierender
Auswertungsalgorithmus  angewandt, welcher den  Nachweis von vermehrten
Thrombozytenaggregaten nach Applikation von Gas-Plasma erbrachte. Gas-Plasma wirkt tiber
eine Vielzahl an reaktiven Spezies und es wurde ein alleiniger Einfluss von Wasserstoffperoxid,
hypochloriger Sdure und Superoxidanionen ausgeschlossen [81]. Die Erklarung der Hamolyse
wurde auf Singulett-Sauerstoff und Ozon zurtickgefihrt [150, 158, 159]. Daneben kann NO
direkt auf Thrombozyten wirken [57, 136]. Es wurde die erste Messung der oberflachlichen
Temperatur einer Flussigkeit bei Behandlung mit Gas-Plasma vollzogen. Dabei wurde eine
geringe Anderung der Temperatur festgestellt. Weiterhin wurde der Einfluss der Evaporation
als gering gewertet. Da die Anwendung von Gas-Plasma korpereigene
Gerinnungsmechanismen beschleunigt, desinfizierend wirkt und nebenwirkungsarm ist, besitzt

Gas-Plasma groRes klinisches Potential im Bereich der chirurgischen Blutgerinnung [170, 171].

-71-



8. Appendix

8.1. Nomenklatorische Hinweise und Ubersicht der reaktiven Spezies

In diesem Abschnitt sollen einige nomenklatorische Schwierigkeiten von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) besprochen werden.

Die Bezeichnung ROS bezieht sich auf Sauerstoffverbindungen, welche reaktiver® sind als O
[191]. Radikale sind Atome oder Molekule mit mindestens einem ungepaarten Elektron, welche
in der schriftlichen Bezeichnung durch einen ,,Punkt® gekennzeichnet werden [192, 193].

In der Literatur wird h&ufig betont, dass alle Sauerstoffradikale ROS, aber nicht alle ROS
Radikale des Sauerstoffs sind [191].

Diese Vereinfachung ist jedoch nicht allgemeingltig, da Disauerstoff (O, ,,Normalform* des
Sauerstoffs) selbst durch eine besondere Elektronenkonfiguration im Grundzustand zwei
ungepaarte Elektronen besitzt und damit ein Diradikal ist. Weiterhin ist es nicht besonders
reaktiv [194].

Ozon (O3) ist selbst kein Radikal, aber sehr reaktiv. So kénnen bei Folgereaktionen mit Ozon
Radikale entstehen [195]. Somit sollte der Begriff Radikal nur verwendet werden, wenn eine
chemische Eigenschaft gemeint wird.

Durch Energiezufuhr zum Disauerstoff lasst sich Singulett-Sauerstoff herstellen. Dieser
Singulett-Sauerstoff kann nun in zwei unterschiedlichen Elektronenkonfigurationen vorliegen:
02! =g* und Oz Ag. Dabei ist O,' Xg* radikalisch und wandelt sich in Oz Ag um. Deswegen
wird meist bei der Bezeichnung Singulett-Sauerstoff auf Ozt Ag referenziert [196].
Singulett-Sauerstoff®® ist jedoch nicht zu verwechseln mit atomarem Sauerstoff, welches aus

einem einzelnen Sauerstoffatom besteht.

% Reaktivitat ist ein qualitativer Ausdruck dafiir, welches Vermdgen ein Stoff besitzt, chemische Reaktionen
einzugehen [190].

% Singulett-Sauerstoff erhalt seine Bezeichnung aus der Betrachtung der Elektronenzustande. Wobei der
Elektronenzustand ,,singlet state“ bezeichnend fiir Singulett-Sauerstoff ist [197]. Fur weitere Informationen zu
diesem Thema werden folgende Quellen empfohlen [191, 196, 198].
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Es wurden zwei tabellarische Ubersichten zu reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und reaktiven
Stickstoffspezies (RNS) erstellt®’.

Tabelle 5: Ubersicht wichtiger ROS und Sauerstoffverbindungen

Spezies Radikalisch Deutsche Bezeichnung
o) Ja Atomarer Sauerstoff
Ot xg* Ja Singulett-Sauerstoff
O2tAg Nein Singulett-Sauerstoff
02~ Ja Superoxid-Anion/ Hyperoxid Anion
O3 Nein Ozon

HO® Ja Hydroxy-Radikal
HOO* Ja Hydroperoxyl-Radikal
H202 Nein Wasserstoffperoxid
HOCI Nein Hypochlorige Saure
R-O* Ja Alkoxyl-Radikal
R-OO* Ja Peroxyl-Radikal

Tabelle 6: Ubersicht wichtiger RNS und Stickstoffverbindungen

Spezies Radikalisch Deutsche Bezeichnung
NO* Ja Stickstoffmonooxid
NOy Ja Stickstoffdioxid
NOs* Ja Nitrat-Radikal
NO2 Nein Nitrit

NOgz Nein Nitrat

HNO: Nein Salpetrige Saure
HNOs3 Nein Salpeter Séure

NO* Nein Nitrosylkation
ONOOr Nein Peroxinitrit-Anion
0O:NOO- Nein Peroxinitrat-Anion

37 Die Tabellen wurden modifiziert nach [191].
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8.2. Fahrtischprogramm

Fur die wissenschaftliche Auseinandersetzung mit Gas-Plasma zur Anwendung an lebender
Materie ist eine standardisierte und reproduzierbare Behandlung notwendig. Dies wird durch
Fahrtische (engl.: XYZ-Table), wie dem Fahrtisch High-Z S-400 oder High-Z S-150T (CNC-
Step), gewdhrleistet. Zur Bedienung dient die Software WinPC-NC 2.50/17 (Burkhard Lewetz).
Die Software entnimmt die Behandlungskoordinaten, in diesem Fall die Wells, auf der
Mikrotiterplatte und die Schrittfolge sowie die Zeiten aus einer Datei.

Zur Erstellung dieser Datei wurde ein Programm implementiert, dass es dem Anwender
erleichtert, schnell und fehlerlos ein Behandlungsregime fiir Mikrotiterplatten zu entwerfen
(Abbildung 22).

IEEEEHHHHHHH 96 © inside bench info

B1|B2| B3| B4 | B5| B6 | BT | B& | B9 [ BID| B11| B12 48 * inside bench
|| G| |G| |7 o(dn|c|cz 24" inside bench
D1 | D2|D3|D4|D5|D6|D7|D&|D9|DIO|DN|DI2 96 © on bench
E1 | E2 | E3 | E4 | E5 | E6 | E7 | E8 | E9 | E10 | E11 | E12 48 © on bench
FI | 2| F3| F4|F5 | F6| F7 | F8 | F9|FIO|FIT|Fi2 24 ° on bench
Gl | G2 | G3|G4|G5)|Go|GT|GEB|GY|GID|GI|GI12 delete last well
H1 | H2 | H3 | H4 | H5 | H6 | H7 | H8 | HI | H10| H11| H12

time: {20000

} {R1l 5000} {A2 5000} {A3 5000} {R4 5000} {

} {A5 10000} {A6 10000} {A7 10000} {A8 10000} {

} {A9 20000} {Al0D 20000} {All 20000} {AlZ 20000} {
} {Al2 20000} {

i

.‘. .I. .I. .I. .‘ .I. .I. .‘ )
<

{
{
i
{

Abbildung 22: Programm zur Erstellung von Behandlungsregimen

Das Programm ist in der Programmiersprache Python (Version 3.9.0) geschrieben. Die
Kernidee des Programmes ist eine Listenbearbeitung tber eine graphische Benutzeroberflache
(engl.: graphical user interface, GUI) des Tk ToolKkits.

Resultat des Programmes ist eine Textdatei, welche den G-Code zur Ansteuerung der CNC-
Maschine enthalt und fir die Software lesbar ist. Dadurch wird eine standardisierte Behandlung

(in ms Bereichen) gewdhrleistet.
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8.3. Erweiterte statistische Informationen

8.3.1. Zeitabhéngigkeit der Thrombozytenaktivierung

Fur die Analyse der Zeitabh&ngigkeit wurde eine Regression des Typs der einphasigen
exponentiellen Assoziationsfunktion erstellt.
Die Regression wird durch folgende Gleichung beschrieben:

MFI(CD 62P) = 22,51(1 — e~ %9779t) 4+ 1

Die Zeit t wird in Sekunden angegeben. Die Regression startet bei y=1, weil sie normalisiert
wurde und der Wert y=1 der Fluoreszenzintensitat der unbehandelten Gruppe entspricht.
Zur Berechnung der halb-maximalen Aktivierung wurde folgende Formel verwendet:

B In(2)
20,9779

t

8.3.2. Untersuchung der Temperatur bei Behandlung mit Gas-Plasma

Fur die Abhangigkeit der Temperatur von der Behandlungszeit wurde im Bereich von -5 bis 1 s
eine Regression dritten Grades durchgefuhrt. Dieser Regressionstyp wurde ausgewahlt, weil es
mdoglich ist, damit die gemessenen Werte in diesem Bereich ausreichend gut anzunéhern.
Die Kurve wird mit folgender Gleichung beschrieben (t in s):

9 (in°C) = 0,04771t3 + 0,5586 t%2 + 1,627 t + 24,83

Es wurde der Tiefpunkt der Regressionsgrade ermittelt, um mit Hilfe der
Absinkgeschwindigkeit die Entfernung zu ermitteln, bei welcher der Gas-Plasmajet keinen
Temperatureffekt aufweist. Der Tiefpunkt dieser Gleichung befindet sich bei t=-1,937 s. Der
Tiefpunkt wurde mit Hilfe des Computeralgebrasystems Maxima 17.10.4 (Sourceforge)
kontrolliert.

Der Fahrtisch High-Z S-400 besaR eine konstante Absenkungsgeschwindigkeit von 20 mm/s.
Es wurde noch die Entfernung der Flissigkeitsoberflache zum Gas-Plasmajet berlcksichtigt.

Die Néherung zur temperaturneutralen Entfernung betragt 48,74 mm.

75



8.4. Einfluss von N-Acetylcystein auf Hamoglobin

Es wurde wahrend der Experimente eine Wirkung von NAC auf Hb nachgewiesen, die einen
Einfluss auf die Untersuchungen zur Verringerung der Gas-Plasma-Wirkung durch
Antioxidantien gehabt haben kénnte.

Es wurde jeweils 100pl BL mit unterschiedlichen Konzentrationen NAC versetzt, 10 min
inkubiert und anschlieRend das Absorptionsspektrum gemessen. Es wurden die Werte aus drei
Einzelmessungen je Konzentration NAC gemittelt und aufgetragen (Abbildung 23, A).

Dabei wurde eine konzentrationsabhdngige Wirkung des NAC festgestellt. Die
Absorptionsspektren lassen durch die Zunahme im Bereich von 630 nm eine Umwandlung des
Hb in Methamoglobin vermuten.

Die Veranderung der Absorption konnte optisch durch die Verédnderung der Farbe des BL

wahrgenommen werden (Abbildung 23, B).

1.0
— Hb
< 0.8 0,625mM
2 os 1,25mM
< 2,5mM
2 0.41 — 5mM
w 0.2 x‘ — 10mM |
0.0 : . .  0,625mM
500 550 600 650 700 ~ ddH,0

Wellenlange in nm

Abbildung 23: NAC-Wirkung auf Hb
Es wurden die Absorptionsspektren von 500 bis 700 nm von BL nach Hinzugabe unterschiedlicher Konzentration
von NAC dargestellt (A). Es wurde eine optisch sichtbare Verfarbung des BL ins braun-grinliche wahrgenommen

(B).
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