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1 Einleitung

Mit der zunehmenden Lebenserwartung der Bevdlkerung in den
Industrielandern nehmen Wundheilungsstérungen besonders bei é&lteren
Menschen stark zu (Elsharkawi-Welt et al. 2008). Angesichts der
demographischen Entwicklung sowie der Lebens- und
Ernahrungsgewohnheiten der Bevdlkerung ist von einer steigenden Inzidenz
und damit einhergehend einer gesteigerten medizinischen Bedeutung
chronischer Wunden auszugehen. Ursachen flr chronische Wunden wie Ulcera
cruris oder Decubiti stellen u. a. der Diabetes mellitus, die chronisch vendse
Insuffizienz und die periphere arterielle Verschlusskrankheit dar (Nelson u.
Jones 2008). Eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung schlecht heilender
Wunden spielen durch Bakterien und Pilze hervorgerufene Wundinfektionen
(Siddiqui u. Bernstein 2010). Im Klinischen Alltag stehen eine Reihe
hochwirksamer Antiseptika zur Verfligung, die als Flussigkeit, Creme oder Gel
appliziert werden (Hirsch et al. 2011). Da die antiseptischen
Wundbehandlungsmethoden empirisch entstanden sind, unterliegen sie derzeit
der kritischen Uberpriifung. So erfolgte die Einfiihrung neuer Wirkstoffe und
Materialien nicht immer mit einer schlissigen Risikobewertung - ein Beispiel ist
der Einsatz von silberfreisetzenden Wundauflagen (Vermeulen et al. 2007,
Beam 2009) - bzw. es fehlen evidenzbasierte Studienergebnisse. Hinzu
kommt, dass durch die Antiseptik bei infizierten Wunden nur die Therapie der
Infektion im Fokus steht, im Ubrigen aber gemaR der Zytotoxizitat
wirkstoffabhangig eine gewisse Wundheilungshemmung in Kauf genommen
wird. Insofern ist die Suche nach neuen Behandlungskonzepten eine
Herausforderung, um der Polypragmasie in der Wundbehandlung zu begegnen
(Kramer et al. 2009).

Plasmaentladungen werden seit langerer Zeit zur Dekontamination und
Sterilisation von Materialoberflachen im Bereich der Medizin, z.B. in der
Implantatsterilisation und der Lebensmitteltechnik eingesetzt (Hauser et al.
2008; Kim et al. 2011). Eine Anwendung am Menschen war bisher jedoch
ausgeschlossen, da die Temperaturen dieser Plasmen im Bereich von einigen
100 °C lagen. Erst seit wenigen Jahren ist es moglich, derartige
Plasmaentladungen im Niedertemperaturbereich von ca. 30 °C - 50 °C zu
erzeugen (Moreau et al. 2008; Morfill 2009b; Nosenko 2009b).



Diese Niedertemperaturplasmen (Tissue Tolerable Plasmen - TTP) eroffnen
neue Madglichkeiten fir die Anwendung dieser Technologie am lebenden
Gewebe (Kramer et al. 2009). Aus der Literatur ist bekannt, dass TTP
antiseptisch wirksam sind. Die Untersuchungen hierzu wurden bisher in den
meisten Fallen an Zellkulturen oder Gewebemodellen durchgefuhrt (Shimizu
2008).

1.1 TTP - Wirkung und Anwendungsbeispiele

Es existieren drei Typen von Plasmen, die in der Biomedizin eingesetzt werden.
Unterschieden werden ein direktes, ein indirektes und ein Hybridplasma (Kong
et al. 2009b). Das direkte Plasma nutzt die Haut als Elektrode, wobei der Strom
den Korper passieren muss. Im Gegensatz dazu wird beim indirekten Plasma
der Strahl durch 2 Elektroden erzeugt und durch den Gasfluss zum
Applikationsort transportiert. Das Hybridplasma stellt eine Kombination beider
Techniken dar.

In der Literatur werden drei antiseptische Wirkmechanismen des Plasma-Jets
beschrieben (Morfill et al. 2009a; Nosenko et al. 2009a). Am bedeutendsten fur
die antiseptische Wirkung erscheint die Induktion reaktiver Spezies wie z.B.
Stickstoffradikale, Sauerstoffradikale und Wasserstoffperoxid (Hammann et al.
2010). Diese wirken wachstumshemmend auf mikrobielle Populationen, haben
aber keinen schéadigenden Einfluss auf die menschliche Hautstruktur (Morris et
al. 2009). Als zweiter Mechanismus wird der elektrostatische Effekt des
elektrischen Feldes diskutiert, das durch die Plasmabehandlung auf der
Hautoberflache generiert wird (Vasenkov u. Kushner 2002). Dieses fihrt zu
Veranderungen in  der Oberflachenstruktur der zu eliminierenden
Mikroorganismen. Als dritte Wirkkomponente wird die UV-Strahlung
angenommen, die DNA-Schadden und damit das Absterben von
Mikroorganismen induziert (Shimomura et al. 1995). Dabei scheinen Faktoren
wie Basenschéadigung der DNA, Veranderung der Protein- und Peptidstruktur,
oxidativer Stress und die Induktion der Bildung reaktiver Spezies eine
wesentliche Rolle zu spielen.

Es existieren viele Vorstellungen zur Anwendung nicht-thermischer Plasmen im
Bereich der Koérpertemperatur. Ein wichtiger Bereich ist die Anwendung zur

Desinfektion und Sterilisation. Ein neuer Aspekt ist die antiseptische



Anwendung auf der Korperoberflache. Dabei kann TTP besonders im Bereich
des Wundmanagements eine bedeutende Rolle zukommen, wie die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit zeigen. Fur eine effiziente Wundbehandlung muss die
Wunde antiseptisch behandelt und nekrotisches Gewebe abgetragen werden.
Durch die antiseptische und debridierende Wirkung des Plasmas steht der
Medizin eine weitere Komponente zur Foérderung der Wundheilung sowie zur
Behandlung chronischer Wunden und infektiéser Schleimhauterkrankungen zur
Verfigung (Kramer et al. 2009). Auch die Biofiimbekampfung und die
Pravention der Biofilmentstehung z.B. in der Zahnheilkunde (Kramer et al.
2009), bei infizierten Implantaten oder an weichen Kontaktlinsen (Kramer et al.
2009) erscheinen vielversprechend. Andere mdgliche Anwendungsgebiete sind
die Verhinderung der Entstehung hypertropher Narben einschlie3lich von
Keloiden durch Hemmung tberschie3ender Fibroblastenproliferation (Kramer et
al. 2009), ein Einsatz in der refraktiven Chirurgie im Rahmen der
Augenheilkunde sowie die Forderung der Implantateinheilung durch
Oberflachenveranderung des Implantats mit Hemmung der Biofilmbildung
(Kramer et al. 2009). Des Weiteren ist ein Einsatz im Rahmen der
Tumortherapie vorstellbar (Kramer et al. 2009). Dabei kénnen Dysplasien
eliminiert oder das Tumorwachstum zumindest verlangsamt werden.
Hintergrund ist die Induktion von Apoptose in malignen Zellen bei Schonung
des umliegenden gesunden Gewebes (Sander 2011). Auch der intraoperative
Einsatz im Rahmen einer R1-Resektion erscheint durchfiihrbar (Kramer et al.
2009). Dabei soll bei begrenzter Radikalitat eine Schonung der umgebenden
Strukturen wie GefalRe und Nerven erreicht werden. Auch die Mdglichkeit der
schonenden Blutkoagulation durch Stimulation der Umwandlung von Fibrinogen
in Fibrin statt der bisher auf hohen Temperaturen basierenden Denaturierung
der Proteinstrukturen des Blutes ist denkbar (Kong et al. 2009a).

1.2 Zielstellung der Untersuchungen

In der vorliegenden Studie sollte die Plasma-Gewebe-Wechselwirkung mit dem
Ziel untersucht werden, die Wirkung von TTP bei Gewebekontakt zu klaren und
eine Sicherheitsbewertung dieser neuen Technologie vorzunehmen. Dartber
hinaus sollten die Vorteile der Plasmabehandlung gegenitber dem Einsatz

klassischer Antiseptika analysiert werden. Als drittes Teilanliegen sollte



untersucht werden, inwieweit eine Plasmabehandlung die Penetration topisch
applizierter Substanzen durch die Haut beeinflusst. Die Ergebnisse der

Untersuchungen sind in 7 Publikationen zusammengefasst.

Im Mittelpunkt des ersten Teils der Untersuchungen stand die Analyse der
Plasma-Gewebe-Wechselwirkung mit dem Schwerpunkt einer Risikobewertung
der TTP-Technologie beim In-vivo-Einsatz des kinpen09, eines so genannten
Plasma-Jets, bei Anwendung auf der Haut. Hierbei wurden fir den eingesetzten
Plasma-Jet mdgliche Risikofaktoren wie  UV-Strahlung, thermische
Gewebeschadigung und Einfluss auf das antioxidative Schutzsystem des

Gewebes untersucht.

Im zweiten Teil der Untersuchungen wurden die Besonderheiten der TTP-
Technologie gegeniber konventioneller Hautantiseptik mit  flissigen
Zubereitungen speziell auf die Wirkung in den Haarfollikeln untersucht, weil aus
der Literatur bekannt ist, dass die Haarfollikel ein Reservoir fir Bakterien und
Pilze darstellen und topisch applizierte Substanzen diese Zielstruktur nur
schwer erreichen (Lange-Asschenfeldt et al.).

Im dritten Teil der Untersuchungen wurde der Einfluss der Plasmabehandlung
auf die Penetration topisch applizierter Substanzen untersucht. Auch hierbei
sollten sowohl die Perspektiven als auch die Risiken der Plasmatechnik
analysiert werden. Die Untersuchungen zur Stimulation der Penetration topisch
applizierter, nicht partikularer Substanzen erfolgten mit dem Ziel, die
Moglichkeiten der Plasmabehandlung bei Wirkstoffzufuhr in das Gewebe zu
demonstrieren. Die analogen Untersuchungen zur Penetration partikularer
Substanzen hatten das Ziel, eine Risikobewertung der TTP-Technologie
beziglich der Moglichkeiten eines Einschleusens von Bakterien und Pilzen

wéahrend der Behandlung durch die Barriere der Haut zu analysieren.



2 Material und Methoden
In diesem Abschnitt werden die im Rahmen der Studie eingesetzten
Untersuchungsmethoden und Gewebemodelle zusammengefasst. Eine

detaillierte Beschreibung ist den beigefligten Publikationen zu entnehmen.

2.1 Plasma-Jet

Der verwendete Plasma-Jet kinpen09 wurde vom Leibnitz-Institut fur
Plasmaforschung und Technologie e.V. (INP) in Greifswald entwickelt und von
der Neoplas GmbH Greifswald produziert. Durch die CE-Zertifizierung erfullt er
die Standards fur elektrische Sicherheit beim Einsatz am Menschen. Als
Entladungsmedium wird Argongas eingesetzt. Der Plasma-Jet vereinigt die
Vorteile eines handlichen, leicht zu transportierenden Formats mit hoher
Zielgenauigkeit und niedriger Temperaturentwicklung auf der Haut. Im Rahmen
der Studie wurde der kinpen09 sowohl im kontinuierlichen als auch im
gepulsten Modus eingesetzt. Welcher Modus bei welchen Anwendungen zum

Einsatz kam, ist in den entsprechenden Publikationen beschrieben.

2.2 In vitro Untersuchungen am Gewebemodell
Als ein anerkanntes Gewebemodell fir die menschliche Haut wurden
Schweineohren verwendet (Meyer et al. 2003). Sie wurden schlachtfrisch von
einem ortlichen Metzger bezogen und innerhalb von 6 h nach der Schlachtung
experimentell genutzt. Vor den Untersuchungen wurden die Ohren mit kaltem
Wasser gewaschen und vorsichtig mit Papierhandtichern abgetrocknet. Das
Modellgewebe hatte den Vorteil, dass eine gro3e Zahl von Biopsien
entnommen werden kann, um z. B. thermische Effekte zu analysieren. Auch fur
die Untersuchung zur Follikelpenetration ist das Modellgewebe des
Schweineohrs am besten geeignet (Lademann et al. 2009). Fir die
Fragestellung sind In-vivo-Untersuchungen am Menschen aufgrund der hohen
Anzahl zu entnehmender Biopsien ausgeschlossen. Ebenso kann keine
exzidierte Humanhaut fir diese Untersuchungen eingesetzt werden, da sich
die Haarfollikel nach der operativen Gewebeentnahme zusammenziehen und
selbst durch Strecken der Gewebeproben nicht gedffnet werden kodnnen
(Lademann et al. 2009).
Die  In-vivo-Untersuchungen  an Probanden  zum Einfluss  der
Plasmabehandlung auf das antioxidative Schutzsystem des menschlichen
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Organismus erfolgten, nachdem die Untersuchungen zur Risikobewertung der
Plasmabehandlung abgeschlossen waren, die die Grundlage der Genehmigung
der In-vivo-Studie am Menschen durch die Ethikkommission (EA1/010/10 vom
04.03.2011) darstellten.

2.3 Laser-Scan-Mikroskopie (LSM)

Die Analyse der Hautoberflachenstruktur erfolgte mit Hilfe des In-vivo-Laser-
Scan-Mikroskops Stratum (Optilas Melbourne, Australien). Das System besteht
aus einem Handstuck, das das Abbildungssystem und die Steuerung der
Fokuslage enthalt. Dieses Handstiick ist mit Lichtleitfasern mit der Basisstation
verbunden, in der sich der Anregungslaser (Argonlaser) und das Spektrometer
befinden. Das LSM wurde im Fluoreszenzmodus betrieben. Hierzu wurden
nach der Plasmabehandlung 50 pl einer 0,1%igen Natriumfluoreszeinlésung auf
die Gewebeoberflache aufgetragen. Die ersten Penetrationsuntersuchungen
nach Plasmabehandlung erfolgten ebenfalls mit dieser Losung, wahrend in der
zweiten Penetrationsstudie fluoreszierende Partikel mit einem Durchmesser von

70 und 700 nm eingesetzt wurden (Lademann et al. 2011c).

2.4 Biopsien zur Histologie

Im Rahmen der Risikobewertung in Bezug auf die durch das Plasma erzeugte
Temperatur auf der Haut und einer eventuell damit einhergehenden
Schadigung wurden Biopsien aus den Schweineohren entnommen und durch
einen Facharzt fur Pathologie histologisch untersucht. Herrn PD Dr. med. S.
Koch, Institut fur Pathologie, HELIOS Klinikum Bad-Saarow, gilt mein Dank fur
die histologische Befundung und Zusammenarbeit. Der Biopsiedurchmesser
betrug 0,6 cm bei einer Dicke von 0,3 cm. AnschlieRend erfolgten eine
Fixierung in 4 %igem Formaldehyd, eine Wachseinbettung und der
Mikrotomschnitt. Als histologische Farbung wurde Hamatoxylin-Eosin (HE)

verwendet (Lademann et al. 2010a).

2.5 Verschiebetisch

Im Rahmen der Untersuchungen zur Risikobewertung des Plasma-Jets wurden
definierte Bearbeitungsgeschwindigkeiten durch einen X-Y-Verschiebetisch
(Laser- und Medizin-Technologie GmbH, Berlin) erzeugt, wie er in der

Lasermaterialbearbeitung Anwendung findet. Der Plasma-Jet wurde hierzu fest
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fixiert und die Gewebeproben wurden in definierter Weise unter dem
Plasmastrahl verschoben (Lademann et al. 2010c).

2.6 Hautparameter

Die Hautoberflachentemperatur wurde mit dem Digitalthermometer GTH 1200A
(Greisinger Electronics GmbH, Regenstauf, Deutschland) bestimmt. Die
Spektralanalyse erfolgte mit einem fasergekoppelten Spektrometer (EPP 2000
S| Scientific Instruments GmbH, Gliching, Deutschland).

2.7 Bestimmung der bakteriellen Besiedelung der Haut

Ein steriler Ring aus rostfreiem Stahl mit einem Durchmesser von 20 mm wurde
auf jedes markierte Hautareal aufgebracht. Anschlieend wurde 1 ml einer
Basislosung in den Ring pipettiert die zu je 50 % aus einem Phosphatpuffer
(Dulbecoo’s PBS, Laboratory GmbH, Graz, Osterreich) und aus Eigelb
bestand. Ein steriler Applikator ermoglichte die homogene Verteilung der
Lésung innerhalb des Rings. Nach einer Kontaktzeit mit der Hautoberflache von
1 min wurden 0,5 ml der Lésung mittels Pipette zurick gewonnen und die
entnommene Probe mit 4,5 ml der Basislésung verdunnt. Nun lag eine 1:10
verdiinnte Basislosung vor. Danach erfolgte die Homogenisierung der neuen
Losung durch 30 s Schiitteln und die sich anschlieRende Ubertragung von 0,5
ml der neuen LAsung auf eine Agarplatte (AppliChem GmbH, Darmstadt), die
fur 24 h bei 36 °C inkubiert wurde. Danach erfolgte die Fotodokumentation und
Auszahlung der bakteriellen Kolonien. Fir die statistische Auswertung der

Ergebnisse wurden Microsoft Excel und SPSS 18.0 genutzt.



3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Risikobewertung zur Anwendung eines kdrperwarmen elektrischen
Plasmas in der Dermatologie

Die Ergebnisse sind in den nachfolgend aufgefuhrten Publikationen dargestellt:

e J. Lademann, H. Richter, A. Alborova, D. Humme, A. Patzelt, A. Kramer,
K. D. Weltmann, B. Hartmann, C. Ottomann, J. W. Fluhr, P. Hinz, G.
Hubner, O. Lademann. Risk assessment of the application of a plasma
jet in dermatology J Biomed Opt 14(5), 054025-1-054025-6 (2009)

e O.Lademann, H.Richter, A. Patzelt, A. Alborova, D. Humme, K. D.
Weltmann, B. Hartmann, P. Hinz, A. Kramer, S. Koch. Application of a
plasma-jet for skin antisepsis: analysis of the thermal action of the
plasma by laser scanning microscopy Laser Phys Lett 7(6), 458-462
(2010)

e J. W. Fluhr, S. Sassning, O. Lademann, M.E. Darvin, S. Schanzer, A.
Kramer, H. Richter, W. Sterry, J. Lademann. The influence of skin
treatment with tissue tolerable plasma on the antioxidant concentration in
human skin J Exp Dermatol, (21), 130-134 (2012)

3.1.1 Untersuchung der Rolle von Temperatur und UV-Strahlung in der
Anwendung eines Plasma-Jets - Kurzdarstellung der Verdffentlichung

von Lademann et al. (2010a)

Die mit einem Digitalthermometer (GTH 1200 A, Greisinger electronics GmbH,
Regenstauf, Deutschland) am Schweineohr ermittelte Temperatur in der
Plasma-Gewebe-Wechselwirkungszone betragt bei einer Kontaktzeit von 5 s 43
°C. Wird eine mittlere Bearbeitungsgeschwindigkeit der Hautoberflache von 10
mm/s zu Grunde gelegt, betragt die Kontaktzeit des Plasmas mit dem Gewebe
< 1 s. Daraus folgend, stellt die Temperaturerh6hung keinen Risikofaktor bei
der Anwendung am Menschen dar.

Bei der Spektralanalyse des Plasmas stellten sich eine intensive Bande bei 310
nm sowie wesentlich kleinere Banden im Spektralbereich von 330-450 nm dar.
Unterhalb von 300 nm lie3en sich keine Emissionsbanden detektieren. Die
Intensitat der Plasmaemission wurde hinter einer 200 pum dicken

Spalthautprobe vom Schweineohr gemessen. Beim Emissionsmaximum von
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310 nm betrug die Strahlenintensitat hinter der Spalthaut nur 1 % der
ursprunglichen Dosis. Untersuchungen an Klebefilmabrissen (Tesafilm Nr.
5529, Beiersdorf AG, Hamburg, Deutschland), bei denen jeweils einzelne
Zelllagen von Korneozyten von der Hautoberfliche entnommen wurden, zeigten
einen Abfall der Plasmaemission von ca. 25 % je Korneozytenlage. Da das
Stratum corneum 15 bis 20 Lagen Korneozyten enthalt, stellt die
Plasmaemission des untersuchten Plasma-Jets keinen Risikofaktor fir eine
klinische Anwendung dar.

Des Weiteren liegt die bei 310 nm durch den Plasma-Jet erzeugte
Strahlendosis eine Groélenordnung unter der minimalen Erythemdosis (MED),
die notwendig ist, um einen Sonnenbrand zu induzieren.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass weder die Plasmaerzeugung
noch die Plasmastrahlung oder die Temperaturerhbhung in der Plasma-
Gewebe-Wechselwirkungszone eine Gefahrdung fur Probanden oder Patienten

darstellten.

3.1.2 Einfluss der Vorfahrgeschwindigkeit durch Analyse der thermischen

Plasmawirkung mittels Laser-Scan-Mikroskopie und Gewebshistologien -

Kurzdarstellung der Veroffentlichung von Lademann et al. (2010b)

Als Modellgewebe kamen wiederum Schweineohren zum Einsatz. Das Gewebe
wurde auf einem X-Y-Verschiebetisch unter dem fest eingestellten Plasma-Jet
fixiert. Als Bearbeitungsgeschwindigkeiten wurden 2 mm/s, 4 mm/s, 6 mm/s, 8
mm/s, 10 mm/s und 12 mm/s untersucht. Aus dem Gewebe wurden
anschlie3end Hautstanzbioptate aus der Plasma-Gewebe-
Wechselwirkungszone entnommen. Parallel erfolgte die Untersuchung der mit
Plasma behandelten Hautoberflache der Schweineohren mittels Laser-Scan-
Mikroskopie.

Histopathologisch zeigten sich an den Bioptaten aller Geschwindigkeiten keine
pathologischen Veranderungen, die mit der Plasmabehandlung in Verbindung
gebracht werden konnten. Durch die Laser-Scan-Mikroskopie wurde bei
geringen Fahrgeschwindigkeiten (2mm/s) eine oberflachliche Schadigung des
Stratum corneum detektiert. Dabei handelte es sich um Einschmelzungen der
oberen Lipidschicht und Schadigungen der oberflachlichen Korneozytenlagen.

Da nur die ersten 5 des 20 Lagen umfassenden Stratum corneum betroffen
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waren, ist von einer geringen oberflachlichen Hautschadigung auszugehen. Da
die Fahrgeschwindigkeit des Plasmas tber der Haut in der Praxis bei etwa 10
mm/s liegt und dabei mit dem Laser-Scan-Mikroskop keine L&sionen
nachgewiesen werden konnten, ist eine Unbedenklichkeit der Plasma-Jet-

Anwendung in Bezug auf thermische Schéden auf der Haut festzustellen.

3.1.3 Einfluss auf das antioxidative Potenzial - Kurzdarstellung der
Veroffentlichung von Fluhr et al. (2011)

Ausgehend von der Risikobewertung, die keine Gefahrdung in Bezug auf eine
maogliche thermische Schadigung oder UV-Strahlenbelastung der Haut ergab,
genehmigte die Ethikkommission der Charité die Durchfiihrung einer In-vivo-
Studie zur Analyse der Plasma-Gewebe-Wechselwirkung unter dem
Gesichtspunkt des Einflusses der Plasmaeinwirkung auf das antioxidative
Potenzial der menschlichen Haut. Derartige Untersuchungen kénnen nur In-vivo
durchgeflihrt werden, da in totem Gewebe die Sauerstoffkonzentration deutlich
reduziert ist und freie Sauerstoffradikale (Reactive Oxygen Species, ROS) die
Grundlage fur die Radikalbildung im Gewebe darstellen. Die Untersuchungen
erfolgten mit Hilfe eines Raman-Mikroskops, mit dem die Carotinoide in der
Haut mit einer Tiefenaufldsung von 5 um nachgewiesen werden kénnen. Neben
den Raman-mikroskopischen Untersuchungen wurden zusatzlich die
Hautparameter transepidermaler Wasserverlust (TEWL), Hydration und
Temperatur gemessen.

Auch hierbei bestatigte sich, dass die Temperatur der Hautoberflache im
Bereich von 30 °C bis 50 °C liegt. Eine Erhéhung der TEWL-Werte um 25 %
wurde nachgewiesen. Weiterhin war eine Abnahme der Hydration speziell in
den oberen Zelllagen des Stratum corneum feststellbar. Die Konzentration der
Carotinoide, die Markersubstanzen fir das antioxidative Potenzial des
menschlichen Organismus darstellen, nahm in den oberen Zelllagen des
Stratum corneum um bis zu 50 % ab. Das ist ein deutlicher Hinweis darauf,
dass es wahrend der Plasma-Gewebe-Wechselwirkung zu starker Bildung freier
Radikale kam. Die Konzentration dieser Radikale hat offensichtlich eine
kritische Konzentration Uberstiegen, da eine Abnahme der
Carotinoidkonzentration, das heild3t eine Zerstérung der Antioxidantien,

nachgewiesen werden konnte. Damit erweist sich der
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Radikalbildungsmechanismus als der entscheidende Parameter fur die in der
Literatur beschriebene antiseptische Wirkung der Plasmabehandlung. Da der
Grolteil der gemessenen Reduktion von Carotinoiden in den obersten Lagen
des Stratum corneum stattfand, besteht keine Gefahrdung tieferer
Hautstrukturen durch den Radikalbildungsmechanismus des Plasma-Jets.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die im Rahmen der Studie
durchgefiihrten Untersuchungen keine Hinweise auf eine Gefahrdung beim
Einsatz des Plasma-Jets kinpen 09 In-vivo am Menschen ergaben, was
letztendlich zu einer Genehmigung von In-vivo-Untersuchungen an Probanden

durch die Ethikkommission der Charité fiihrte.

12



3.2 Untersuchung der antiseptischen Wirkung von kdrperwarmem
elektrischem Plasma

Die Ergebnisse sind in den nachfolgend aufgeflihrten beiden Publikationen
dargestellt:

e O. Lademann, A. Kramer, H. Richter, A. Patzelt, M.C: Meinke, J.
Rowert-Huber, V. Czaika, K. D. Weltmann, B. Hartmann, S. Koch.
Antisepsis of the follicular reservoir by treatment with tissue
tolerable plasma (TTP). Laser Phys Lett 8 (4) 313-317 (2011)

e O. Lademann, A. Kramer, H. Richter, A. Patzelt, M. Meinke, V. Czaika,
K. D. Weltmann, B. Hartmann, S. Koch. Skin Disinfection by Plasma
Tissue Interaction: Comparison of the effectivity of tissue tolerable
plasma and a standard antiseptic. J Skin Pharmacol 24 (5) 284-288
(2011)

3.2.1 Antiseptische Behandlung des mikrobiellen Reservoirs in den
Haarfollikeln mit TTP - Kurzdarstellung der Vero6ffentlichung von
Lademann et al. (2011d)

Antiseptika in Form von Loésungen erreichen oft nicht die Bakterien und
Pilzsporen in den tiefen Haarfollikelstrukturen, sondern entfalten ihre
antiseptische Wirkung vorwiegend auf der Hautoberflache (Lademann et al.
2006). Im Rahmen der Untersuchungen sollte daher untersucht werden,
inwieweit ein korperwarmes Plasma eine antiseptische Wirkung in
Follikelstrukturen aufweist. Dazu wurden auf 6 Schweineohren je ein 3 x 3 cm
groBes Feld A und B markiert. Anschlie3end wurde eine Losung aus 80 %
Ethanol und 20 % Chlorophyll mit starken Fluoreszenzeigenschaften auf die
markierten Areale aufgetragen. Die Einwirkzeit betrug 30 min.

Es konnte gezeigt werden, dass das Chlorophyll durch Einwirkung freier
Radikale zerstort wird und seine Fluoreszenzeigenschaften verliert. Damit stellt
das Fluoreszenzsignal einen direkten Marker fur die Wirkung freier Radikale
dar. Die Hautareale ,B* wurden anschlielRend mit einer Fahrgeschwindigkeit
von ca. 10 mm/s mit Plasma exponiert. Die ,A“-Areale blieben unbehandelt.
Danach erfolgte die Entnahme von einem 3 mm Stanzbioptat aus jedem der
markierten Hautbezirke. Die Beurteilung der Bioptate mittels Laser-Scan-

Mikroskopie erfolgte im Hinblick auf die Frage der Fluoreszenzverteilung
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zwischen Hautoberflache und Haarfollikeln im Vergleich der beiden Gruppen.
Es wurden je Hautareal 20 Haarfollikel durch Laser-Sacan-Mikroskopie
begutachtet.

Bei der Analyse der Bioptate zeigte sich in den nicht durch Plasma
behandelten Arealen (A) eine deutliche Fluoreszenz auf der Hautoberflache
sowie in den Haarfollikeln. In den mit dem Plasma-Jet behandelten B-Arealen
konnten kleine fluoreszierende Farbstoffinseln auf der Hautoberflache, aber
keine Fluoreszenz in den Haarfollikeln gefunden werden. Diese Ergebnisse
lieRen sich an allen 6 Schweineohren reproduzieren.

Vermutlich wirkt das Haar als Leiter, Uber den das Plasma in den Haarfollikel
eindringt. Die einzelnen unbehandelten Inseln auf der Hautoberflache lassen
sich durch den geringen Durchmesser des Plasmastrahls von 2 mm erklaren.
Das ist ein Nachteil gegenuber flissigen Antiseptika und erfordert technische
Verbesserungen der Plasmatechnologie.

Diese Untersuchung zeigt, dass der Plasma-Jet eine Radikalbildung bis in die
tiefen Follikelstrukturen der Haut initiiert. Damit ist ein korperwarmes Plasma in
der Lage, zusatzlich zu seiner oberflachlichen antiseptischen Wirkung
Mikroorganismen auch in den Haarfollikeln, die zur Rekolonisation von Wunden

beitragen, zu erreichen und zu eliminieren.

3.2.2 Vergleich der antiseptischen Wirkung eines kdrperwarmen
elektrischen Plasmas mit der eines Standardantiseptikums -
Kurzdarstellung der Veroffentlichung von Lademann et al. (2011b)
Wundschorf sowie fibrinbelegte und verklebte Wunden kbénnen eine
Penetrationsbarriere fir ein in flissiger Form appliziertes Antiseptikum
darstellen. Kdrperwarmes elektrisches Plasma, das auch das Erregerreservoir
in den Haarfollikeln erreicht, bietet eine interessante, wirkungsvolle Alternative
zu den bisher als Antiseptika eingesetzten Standardsubstanzen. In dieser
Studie sollte ein Vergleich der antiseptischen Eigenschaften eines Plasma-Jets
mit einem Standardantiseptikum erfolgen.

Als Modellgewebe wurden 6 Schweineohren genutzt, auf denen jeweils 3
Areale mit einer Flache von 3 x 3 cm (A bis C) markiert wurden. Die A-Areale
wurden nicht antiseptisch behandelt (Kontrolle). Die B-Areale wurden mit
Octenisept® (Schuelke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland) als Beispiel
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fur ein Standardantiseptikum und die C-Areale mittels Plasma-Jet mit einer
Fahrgeschwindigkeit von ca. 10 mm/s behandelt.

In der Auswertung lasst sich sowohl fur Octenisept® als auch fir das Plasma
eine deutliche Reduktion der bakteriellen Besiedlung der
Schweinehautoberflache nachweisen. Die Unterschiede zwischen beiden
Methoden sind gering, aber signifikant. Durch die Behandlung mit Octenisept®
erfolgte eine starkere Reduktion der bakteriellen Hautflora als durch das
Plasma.

Die gute antiseptische Wirkung des Plasmas auf Bakterien, Pilze und Sporen
sowie die Elimination der bakteriellen Besiedlung der Haarfollikel konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden. Als Ursache fir das schlechtere
Abschneiden des Plasmas im Vergleich zu Octenisept® kann der geringe
Wirkradius des Plasma-Jets von ca. 2 mm diskutiert werden. Durch die
inhomogene Wirkverteilung besteht die Mdglichkeit, kleine Hautareale nicht zu
erfassen bzw. unzureichend lange zu exponieren. Diesem Nachteil stehen
jedoch viele Vorteile des Plasmas im Vergleich zu flissigen Antiseptika
gegenuber wie die Wirkung in tieferen Schichten der Epidermis, die
Durchdringung von Penetrationsbarrieren bei chronischen Wunden und die
Nachhaltigkeit der Hautantiseptik durch die Elimination des mikrobiellen

Reservoirs in den Haarfollikeln.
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3.3 Stimulation der Penetration topisch applizierter Substanzen durch das
TTP
Die Ergebnisse sind in den nachfolgend aufgefuhrten beiden Publikationen
dargestellt:
e O. Lademann, H. Richter, M. Meinke, A. Patzelt, A. Kramer, P. Hinz, K.
D. Weltmann, B. Hartmann, S. Koch. Drug delivery through the skin
barrier enhanced by treatment with tissue tolerable plasma. J Exp
Dermatol.; 20 (6) 488 -490 (2011)
e O. Lademann, H. Richter, A. Kramer, A. Patzelt, M. Meinke, C. Graf,
Qi Gao, E. Korotianskiy, E. Ruehl, K. D. Weltmann, J. Lademann, S.
Koch. Stimulation of the penetration of particles into the skin by
plasma tissue interaction. Laser Phys Lett 8 (10) 758-764 (2011)

Sowohl im Zusammenhang mit der Risikobewertung als auch mit der Analyse
der antiseptischen Wirkung der Plasmabehandlung wurde die Struktur der
Hautoberflache mit Hilfe der Laser-Scan-Mikroskopie untersucht. Hierfir wurde
ein fluoreszierender Farbstoff auf die Schweinehaut gegeben und dessen
Verteilung laserscanmikroskopisch analysiert.

Es zeigte sich, dass der Farbstoff die Hautbarriere durchdrang und auch in
tieferen Bereichen der menschlichen Haut (Dermis, Epidermis) nachweisbar
war. Dieser Effekt trat nur bei der Plasmabehandlung auf. Eine Penetration
durch die nicht behandelte Haut konnte ausgeschlossen werden. Im Rahmen
der Sicherheitsbewertung, aber auch bei der Analyse des Einflusses des
Plasmas auf das antioxidative Potenzial, konnte nachgewiesen werden, dass es
bei der Plasmabehandlung zu einer oberflachlichen Schéadigung der
Hautoberflache speziell in den oberen Lagen der Korneozyten kommt. Eine
gestorte Barriere ist eine wichtige Voraussetzung fur die Penetration topisch
applizierter Substanzen. Die hohe Intensitat des Fluoreszenzsignals, das auch
in tieferen Hautschichten und selbst im Bereich der papillaren Dermis detektiert
wurde, weist darauf hin, dass die Penetration des Farbstoffs durch die
Hautbarriere ein effektiver Prozess ist. Die Untersuchungen erfolgten unter In-
vitro-Bedingungen, so dass eine Regeneration der Barriere ausgeschlossen
werden kann. In den vorliegenden Studien wurden die Substanzen nach
Plasmabehandlung topisch appliziert. Es ist im Rahmen weiterer

Untersuchungen unter In-vivo-Bedingungen zu klaren, ob eine Penetration
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topisch applizierter Substanzen auch nach Plasmabehandlung unter In-vivo-
Bedingungen erfolgen kann oder ob sich die Barriere so schnell regeneriert,
dass keine verstarkte Penetration stattfindet. In diesem Falle ware es
erforderlich, die Substanzen vor der Plasmabehandlung auf die Hautoberflache
zu applizieren. Hierbei besteht jedoch das Risiko, dass Wirkstoffe durch das
Plasma chemisch verandert werden. Ein moglicher Ausweg hierfur wéare der
Einsatz partikularer Systeme, die den Wirkstoff aufnehmen, ihn aber vor der
Zerstorung durch das Plasma schitzen.

Im Rahmen dieser Untersuchungen sollte daher untersucht werden, ob auch
Nanopartikel die Hautbarriere nach Plasmabehandlung durchdringen kdnnen.
Daher erfolgten Untersuchungen an partikularen Systemen mit einem
Durchmesser von 70 und 700 nm. Im Ergebnis zeigte es sich, dass die 70-nm-
Partikel nicht durch die unbehandelte Hautbarriere dringen. Nach der
Plasmabehandlung durchdringen sie jedoch sehr gut die Hautbarriere und
selbst in tieferen Schichten der Epidermis kénnen sie nachgewiesen werden.
Die groRReren Partikel mit einem Durchmesser von 700 nm hingegen
penetrierten nicht durch die Hautbarriere. Diese Beobachtung ist auch unter
Sicherheitsaspekten von besonderer Bedeutung, da sie belegt, dass
biologische Strukturen wie Pilze und Bakterien, die einen Durchmesser > 1 um
aufweisen, durch die Plasmabehandlung nicht die Barriere durchdringen
kénnen. Damit weist die Plasmabehandlung ein hohes Sicherheitspotenzial auf
und verhindert wahrend der Behandlung das Eindringen von Bakterien und
Pilzsporen durch die Haut.

Auf der anderen Seite kdnnen Nanopartikel mit einem Durchmesser < 70 nm
gut eingesetzt werden, um Wirkstoffe durch die Hautbarriere nach

Plasmabehandlung zu transportieren.

17



4 Zusammenfassung

Durch die vorgestellten Studien konnte gezeigt werden, dass Temperatureffekte
und UV-Strahlung, die bei der Plasma-Gewebe-Wechselwirkung entstehen,
keine Gefahrdung fur den Menschen darstellen. Die hohe antiseptische
Wirkung des Plasmas ist offensichtlich auf die Bildung grof3er Mengen freier
Radikale speziell an der Hautoberflache, aber auch in den Haarfollikeln
zurUckzufuhren. Die Tatsache, dass das Plasma in die Haarfollikel eindringen
kann, stellt einen deutlichen Vorteil gegentber der Anwendung flussiger
Antiseptika dar. Um jedoch eine effektive Antiseptik der Hautoberflache zu
erreichen, ist es notwendig, Plasma-Jet-Systeme mit einem Durchmesser des
Plasmastrahls von =2 5 mm zu entwickeln. In diesem Fall ist zu erwarten, dass
die Plasmabehandlung mindestens ahnliche Ergebnisse wie die Behandlung
mit Octenisept® aufweist. Es ist wahrscheinlich, dass Temperatureffekte, UV-
Strahlung und Radikalbildung Synergieeffekte in der menschlichen Haut
bewirken, die die antiseptische Wirkung der freien Radikale als
Einzelkomponente Ubersteigen. Damit kommt der Plasmatechnologie in Zukunft
eine besondere Bedeutung bei der Wundbehandlung zu. Darlber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die Plasmabehandlung die Penetration von
Partikeln und Agentien stimuliert. Damit erdffnen sich neue Mdglichkeiten fur
eine Plasmaanwendung im Bereich der Wirkstoffzufuhr in und durch die Haut.
Inwieweit diese Wirkstoffe vor oder nach der Plasmabehandlung auf die
Hautoberflache aufgetragen werden miuissen, ist Zielsetzung weiterer
Untersuchungen.

Generell kann festgestellt werden, dass es sich bei TTP um eine neue
Technologie handelt, die ein hohes Potenzial fur den klinischen Einsatz
aufweist. Es ist zu erwarten, dass die Anwendung von TTP im medizinischen

und biotechnischen Bereich in den nachsten Jahren stark zunehmen wird.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde eine wichtige Grundlage zur Risikobewertung
der Anwendung von TTP in der Medizin geschaffen und ein Beitrag zur Klarung
des Wirkungsmechanismus von Plasmen im Gewebe geleistet. Dartiber hinaus
konnte ein neues Anwendungsgebiet der Plasmabehandlung in Form der
Stimulation der Penetration von topisch applizierten Substanzen aufgezeigt

werden.
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5 Summary

In the present studies it was demonstrated that temperature effects and UV
radiation did not represent a risk for humans during plasma-tissue interaction.
The high efficiency of the plasma seems to be based on the production of high
amounts of free radicals, especially on the skin surface and in the hair follicles.
The fact that the plasma is penetrating into the hair follicles is a strong
advantage of this technology compared to the application of liquid disinfectants.
Highly efficient plasma treatment on the skin surface requires a plasma beam of
= 5 mm in diameter. In such case the results achieved with plasma treatment
can be expected to be similar and even superior to those achieved with
Octenisept®. It can be expected that the temperature effects, the UV radiation
and the radical formation generate synergy effects in the human skin, which
exceed the disinfectant action of the free radicals as a single component.
Consequently, plasma technology proves to be very promising for wound
treatment in the future. Also, it could be demonstrated that the penetration of
particles and substances into the skin can be stimulated by plasma treatment of
the skin. This effect is highly interesting for delivery of topically applied
substances. It is a topic of further research whether the substances, the
penetration of which should be stimulated by the plasma, should be applied
prior to or after plasma treatment.

Generally it can be stated that tissue-tolerable plasma is a new technology with
a high potential for clinical and pharmacological application. It can be expected
that the application of tissue-tolerable plasma in medicine and in biotechnology
will increase strongly in the next few years.

The present thesis contains results which strongly contributed to the risk
assessment of plasma application in medicine. It helps to explain the
mechanisms of plasma action in human tissue. In addition, a new field of
plasma application was demonstrated, which is related to the stimulation of the
penetration of topically applied substances through the skin barrier.
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3.2.1 Antiseptische Behandlung des mikrobiellen Reservoirs in den
Haarfollikeln mit TTP.

3.2.2 Vergleich der antiseptischen Wirkung eines kdrperwarmen elektrischen

Plasmas mit der eines Standardantiseptikums.

3.3 Stimulation der Penetration topisch applizierter Substanzen durch das
TTP (zwei Publikationen).
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