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1 Zusammenfassung

Die Wundheilung stellt einen komplexen und sensiblen Prozess dar, wobei neben Kerati-
nozyten auch besonders Immunzellen eine wesentliche Rolle spielen. Besonders in der
Medizin ist die Behandlung von Wunden eine zentrale Aufgabe und erfordert immer mehr
Techniken, um diesen Prozess effizienter ablaufen zu lassen. Seit einigen Jahren steht die
Behandlung von Wunden mittels Niedertemperatur Plasma immer mehr im Fokus der Wis-
senschaft. Dabei besteht Plasma aus zahlreichen Komponenten, wobei jede Komponente
die Zelle unterschiedlich beeinflussen kann. Da auch jede Wunde einzigartig im Hinblick
auf Beschaffenheit und Erregerspektrum ist, sollte dies auch mit einer individuellen Ab-
stimmung der Plasamkomponenten einhergehen um so die Wundheilung noch effizienter
zu gestallten. Ziel dieser Arbeit ist die Modifizierung der Plasma-Komponenten durch
einen Gasmantel, um herauszufinden, welche Modifizierung am effektivsten auf Immun-
zellen und somit auch auf die Wundheilung wirkt. Dafiir wurde in der vorliegenden Arbeit
die Auswirkungen von fiinf Gaszumischungen im Mantelgas eines argonbetriebenen kal-
ten Atmospharendruckplasmajets (kINPen 11) auf die Generierung von reaktiven Spezies
in Fliissigkeiten und auf Monozyten in vitro untersucht. Der kINPen (ein Gerat der Firma
neoplas, zur Erzeugung von Niedertemperatur-Plasma) war dabei auf 5 sIm (Standardliter
pro Minute Argon) und Burstmodus eingestellt. Die Gaszusammensetzung variiert von
100 % [Stickstoff (N,)]und 0 % [Sauerstoff (O,)]in 25iger Schritten zu 100 %[0;]und 0 %[N,
Dabei entstehen abhingig von der[O;} und [N} Zufuhr im Gasmantel unterschiedliche
reaktive Spezies. Als reprasentativ fiir die Bildung von [reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)|
wird [Wasserstoftperoxid (H,O,){und fiir [reaktiven Stickstoffspezies (RNS) werden Nitrit
(NO,") und Nitrat (NO;") erfasst. Die Experimente wurden nach Fliissigkeitsanalytik und

zellphysiologischen Aspekten gegliedert. Es wurde die THP-1-Monozytenzelllinie verwen-
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det. Zu den Methoden der Flussigkeitsanalytik gehoren die Bestimmung des pH-Werts,
die Detektion der NO, -, NO; - und H,0,-Konzentration. Zellphysiologisch wurde die
Zellviabillitat, die Apoptoserate, der Wachstumsfaktor HB-EGF, sowie die Zytokinsekreti-
on detektiert. Zudem wurde die direkte und indirekte Plasma-Behandlung verglichen. Bei
der direkten Plasma-Behandlung stehen die Zellen mit dem Plasmaeffluenten im direkten,
kontinuierlich Kontakt, wohingegen bei der indirekten Behandlung nur das Zellkulturme-
dium behandelt wird und anschlieflend auf die Zellen gelangt. Die Zellen haben keinen
Kontakt mit dem Plasmaeffluenten. Zu der Fliissigkeitsanalytik gehort die gezielte Mes-
sung der durch das Plasma entstehenden[ROS|und[RNS|in phosphatgepufferte Salzlssung
(PBS) und Zellkulturmedium (RPMI-Medium, Roswell Park Memorial Institute). Es konn-
ten keine pH-Wert-Veranderungen durch die Plasma-Behandlung gemessen werden, aber
mit Zunahme der Behandlungszeit stieg die Menge an reaktiven Spezies. Der Gasmantel
hat besonders Auswirkungen auf den Gehalt der Flussigkeiten an reaktiven Spezies. Die
niedrigsten |Nitrat-Anion (NO, ") und|Nitrit-Anion (NO,”)-Konzentrationen ergaben sich
bei der 100 % und 0 %[N,} Mantelgaszumischung. Die 75 %[N } Mantelgaszumischung zeig-
te die hochste NO, -Konzentration in PBS. Die H,0,-Konzentration nahm mit dem Anteil
an[O0,]im Mantelgas zu und erreicht ihr Maximum bei der 0 % [N} Mantelgaszumischung.
Die groften Effekte der Mantelgaszumischungen auf Monozyten konnte bei der 50 % und

100 % N,-Mantelgaszumischung gezeigt werden. Alle anderen Mantelgaszumischungen
zeigten zwar bei der Fliissigkeitsanalytik deutliche Unterschiede, doch durch die Anwesen-
heit von THP-1-Zellen wurde der Einfluss deutlich geringer. Die Gaszumischungen hatten
trotz unterschiedlicher Bildung von reaktiven Stickstoff- und Sauerstoffspezies keinen

grofien Effekt auf die Zelltoxizitat. Die 50 %-N,-Mantelgaszumischung bewirkte die hochs-

ten Konzentrationen an [reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS), was mit einer

erhohten frithen und spaten Apoptose einherging und mit niedrigen IL-8-Werten. Die
100 % [N,FMantelgaszumischung zeigte die groiten Effekte auf die Zytokinsekretion. Die

IL-6-Konzentration sank sowohl bei den direkt als auch indirekt mit Plasma behandelten

und mit|Lipopolysaccharid (LPS)Fstimulierten Proben. Gleichzeitig wurde fur die unsti-

mulierte, indirekte Plasma-Behandlung ein deutlicher Anstieg der IL-8-Konzentration

gemessen.

Neben den erwahnten Ergebnissen konnten weitere zellulare Effekte unabhéngig

von den Mantelgaszumischungen gemessen werden. Zum Einen zeigten sich deutliche



Unterschiede zwischen der direkten und indirekten Plasma-Behandlung. Die indirekte
Plasma-Behandlung, d.h. die Plasma-Behandlung von Zellkulturmedium und die anschlie-
8ende Inkubation der Zellen, zeigte eine starke Erhohung der IL-8-Konzentration, die mit
der N,-Konzentration im Mantelgas anstieg. Auch fiir die IL-6- und IL-8-Konzentrationen
nach LPS-Stimulation zeigten sich Unterschiede zwischen der direkten und indirekten
Behandlung. Die indirekte Plasma-Behandlung zeigte eine stark reduzierte Zellviabilitat
gegeniber der direkten Plasma-Behandlung (1 min), die eher aktivierend wirkte. Zum
Zweiten zeigte sich nach der Plasma-Behandlung, dass die Zellen im Durchflusszytome-
ter eine Erhohung des Volumens und der Granularitat nach langen Behandlungszeiten
aufwiesen und scheinbar erhohte Zellviabilitat. Eine Detektion des Wachstumsfaktors
[HB-EGF| mit Hilfe der FACS-Analyse konnte nicht gezeigt werden. Drittens, konnte durch
Zugabe von Katalase ein Anstieg der NO, -Konzentration im RPMI im Vergleich zur
Behandlung ohne Katalase gezeigt werden. Somit spiegelt die Flussigkeitsanalytik nicht
die Stituation in Gegenwart von Zellen in vitro wieder.

Erstmalig konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Modifizierung der Um-
gebungsgase bei der Plasma-Behandlung einen Einfluss auf die Bildung von
und Zytokinen hat. Besonders die 50 % N,-Mantelgaszumischung hat mit der Reduktion
der IL-8-Konzentration und damit der Reduktion eines fiir die Angionese relevanten
Faktors moglicherweise einen negativen Effekt auf die Wundheilung. Im Gegensatz dazu
bewirkt die 100 % N,-Mantelgaszumischung durch Abnahme von IL-6 eine Verringerung
der Entziindungsmediatoren und durch die Erhéhung von IL-8 eine Zunahme eines fir
die Angiogenese in Wunden wichtigen Parameters. Gleichzeitig konnte gezeigt werden,
dass der Einfluss durch die Behandlungszeit und der direkten und indirekten Behandlung
einen weitaus grofleren Effekt auf Monozyten haben konnte als bisher angenommen.
Somit leistet diese Arbeit einen zusatzlichen Beitrag fiir das weitere Verstandnis bei
der Aufklarung der zellularen Effekte durch die Plasma-Behandlung. Es kamen aber
auch neue Fragen auf, die noch nicht hinreichend geklart wurden: Erstens, welcher Me-
chanismus steht hinter der Zunahme der Granularitat und des Volumens nach langen
Plasma-Behandlungen. Zweitens, in wie weit sind die ohne Katalase-Behandlung gemes-
senen NO, -Konzentrationen aussagekraftig. Drittens, haben die indirekte und direkte
Plasma-Behandlung den gleichen Effekt in vivo wie in vitro. Um diese Fragen weiter zu

klaren ist weitere Forschung notig.






2 Einleitung

2.1 Plasma

Unter Plasmaphysik versteht man die Physik ionisierter Gase. Der Begriff Plasma wurde
im physikalischen Kontext zum ersten Mal von Irving Langmuir 1929 erwahnt. Das Ur-
sprungswort kommt aus dem Griechischen und bedeutet tibersetzt ,Gebilde“[62]]. Neben
der physikalischen Bedeutung hat das Wort Plasma einen grof3en Stellenwert in der
Biologie und wird zur Bezeichnung des fliissigen Bestandteils der Zelle verwendet, dem
Zytoplasma. In der Medizin wird Plasma allgemein als Blutplasma verstanden. Dabei
stellt das Blutplasma den fliissigen Bestandteil des Blutes ohne die korpuskularen Be-
standteile dar [105]. Laut physikalischer Definition liegt Plasma vor, wenn einem Gas
Energie zugefiihrt wird und somit freie Ladungstrager im Gas entstehen [62]. Bei der
Generierung von Plasma entstehen folgende Bestandteile: Elektronen, lonen, neutra-
le und geladene Molekiile, freie Radikale, UV-Strahlung, sichtbares Licht, elektrische-
und magnetische Felder. Aufgrund letzterer wird physikalisches Plasma als neutral an-

gesehen, [Abbildung 2.1] verdeutlicht diese Zusammenhange [[129]. Bedingt durch die

Zusammensetzung und die dadurch resultierenden Eigenschaften, wird Plasma oft als
vierter Aggregatzustand bezeichnet (Abbildung 2.2) [62]

2.1.1 Plasmaarten

In der Physik kdnnen Plasmen unterschiedlich eingeteilt werden. Eine moglich Klassifizie-
rung ist die Unterscheidung in thermische und nicht-thermische Plasmen. Thermisches
Plasma weist im Gegensatz zu nicht-thermischem Plasma hohe Temperaturen auf. Bei

der Bildung von thermischem Plasma entstehen Elektronen und lonen, welche die gleiche
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Abbildung 2.1. Bestandteile und Interaktionspotential von Plasma. Die generierten Bestand-
teile konnen auf Zellwande, DNA und Proteine wirken. Bild vom INP Greifswald
eV.
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Abbildung 2.2. Plasma als Aggregatzustand. Schematisch dargestellt sind die Eigenschaften
der Teilchen bei den verschieden Aggregatzustanden. Bild vom INP Greifswald e.V.
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Energie besitzen. Dieser Energiezustand wird als thermisches Gleichgewicht bezeichnet.
Hingegen liegt beim Niedertemperaturplasma ein sehr geringer lonisierungsgrad vor, das
bedeutet, dass die zugefuihrte Energie grof3tenteils auf die Elektronen transferiert wird.
Die lonen und neutralen Teilchen besitzen deswegen weniger Energie und folglich hat
dieses Plasma eine niedrigere Temperatur [2518]. Umgangssprachlich kann Niedertem-
peraturplasma auch als non-thermal (nicht-thermisches Plasma) oder auch kaltes Plasma
bezeichnet werden [[126]]. Plasmen sind ein natiirliches Phanomen. Natirliche Plasmen
machen 99 % des sichtbaren Universums aus. Sie kommen beispielsweise als thermisches
Plasma in Form von Blitzen vor. Die Sonne und Nordpolarlichter sind weitere Beispiele
[62]. Plasmen werden seit einigen Jahrzehnten technisch generiert und gewinnen zu-
nehmend an Bedeutung fiir die Industrie. Zu den zahlreichen Anwendungsgebieten von
nicht- thermischen Plasma gehort die Verwendung zur Anregung von Leuchtmitteln in
Leuchtstoffrohren oder in der Werkstoffindustrie das Schneiden oder Beschichten von
Materialien [17,/46, 170,57, [28]]. In den letzten Jahren hat sich die Anwendung von Plasma
in der Medizin enorm erweitert, da durch die geringen Temperaturen (30 °C bis 40 °C)
die Anwendung am Patienten oder an thermisch sensiblen Materialien moglich gewor-
den ist [28] 185} 70,33, [125]]. Die Niedertemperaturplasmen kénnen zur antimikrobiellen
Behandlung von Materialien [[71]], zur Koagulation von Blutgefafien 58|24} 36, 111] und
zur Forderung der Wundheilung eingesetzt werden [[130} 33, 114} 125} 53} 61} 26 [36]].

2.1.2 Plasmajet kINPen

Die Erzeugung von Niedertemperaturplasmen kann auf unterschiedliche Arten erfolgen.
In dieser Arbeit wird der Plasmajet kINPen 11 (neoplas GmbH Greifswald) verwendet. Die-
ser Plasmajet ist baugleich mit dem als Medizinprodukt zertifizierten kINPenMed®(neoplas
tools GmbH Greifswald). Der kINPen 11 ist duflerlich wie ein Stift aufgebaut (Abbil}
[dung 2.3). Im Inneren befindet sich zentral eine Radiofrequenzelektrode, die von einer

Keramikkapillare und einer Ringelektrode ummantelt ist. Das Plasma wird im Stift ge-

neriert, indem 5(Standardliter pro Minute (sIm) Argon als Arbeitsgas hindurchstrémen

und es durch die Spannung zur Anregung des durchstromenden Gases an der Elektrode
kommt. Das herausstromende sichtbare Plasma wird als Effluent bezeichnet. An der

Spitze des Stiftes ist eine Glaskappe angebracht, in diese Gaszumischungen eingeleitet
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Abbildung 2.3. kKINPen mit 5 slm Gasmantel. Argongas stromt durch den Jet und generiert
das Plasma. Um den Stift ist ein Glaskappe gebaut, der ihn von anderen Gasen
abschirmt. Im Gasmantel stromen 5 verschiedene molekulare Gaszumischungen. Bild
vom INP Greifswald e.V.

werden konnen. Der resultierende Gasmantel um den Plasma-Effluenten dient zum Einen
der Abschirmung des Effluenten vor duferen Luftspezies und zum Anderen erlaubt er
eine kontrollierte Einfuhr von Stickstoff und Sauerstoff @ in den Effluenten, wo-
durch eine Veranderung der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und reaktiven
Stickstoffspezies bewirkt wird [100].

2.2 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies

Laut Definition wird ein Molekul oder Atom als freies Radikal bezeichnet, wenn ein
unpaariges Elektron vorhanden ist [42]]. Die charakteristischen Eigenschaften von Ra-
dikalen sind ihre hohe Reaktivitat und kurze Halbwertzeit. Bei der Generierung von

Plasma unter atmospharischen Bedingungen wechselwirken die im Plasma gebildeten
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energiereichen Elektronen sowie die geladenen und ungeladenen Atome und Molekii-
le und kollidieren mit den Molekiilen der Luft wie Sauerstoff (O,) und Stickstoff (N,).
Durch diese Interaktion entstehen[ROS|und [RNS] in[Tabelle 2.1]sind einige Formen darge-
stellt. Bei Zellkulturexperimenten trifft der Effluent auf die Oberflache von Flussigkeiten,
z.B. Zellkulturmedium. Neben [Stickstoffmonoxid (NO)} [Ozon (O,)|und atomarem Sau-
erstoff, die im Effluenten nachweisbar sind, entstehen zudem aus kurzlebigen Spezies
wie [NO}Radikalen und OH-Radikalen langlebige reaktive Spezies wie beispielsweise

Wasserstoffperoxid (H,O,), Nitrit (NO,)) und Nitrat (NO,7)) [40,[95]. Durch Umstromen

Tabelle 2.1. Namen und chemische Formeln der durch Plasma erzeugten reaktiven
Sauerstoff und Stickstoffspezies.[86]]

Reaktive Sauerstoffspezies Reaktive Stickstoffspezies
Hydroxylradikal (OH-) Nitratradikal (NO;-)
Superoxid-Radikal (O,-) Stickstoffmonoxid (NO-)

Hydroperoxylradikal (OH,™-) Stickstoffdioxid (NO,)
Kohlenstoffdioxidradikal (CO,™-) Nitroyl-Kation (NO™)
Organische Peroxide (ROOH) Nitroxyl-Anion (NO™)

Peroxynitrit (ONOO") Distickstofftrioxid (N,0O,)
Hypochlorige Saure (HOCI) Salpetrige Saure / Nitrit (HNO, / NO,")
Wasserstoffperoxid (H,0,) Alkylperoxinitrat (Ro,ONO)

Nitrat (NO;")

des Effluenten mit einen definierten O,/N,-Gasgemisch kann die Konzentration dieser

ROS und RNS gezielt variiert werden.

2.3 Wirkung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffs-

pezies auf eukaryotische Zellen

ROS|und spielen bei einigen inter- und intrazellularen Prozessen eine entscheidende
Rolle. Zu den wichtigsten Quellen reaktiver Sauerstoffspezies zahlt die Einelektronen-

reduktion von molekularem Sauerstoff zum [Superoxidradikal (O, -)| [73]. Dieses wird

durch Autoxidation von reduzierten Zwischenprodukten im Stoffwechsel (oxidative Phos-

phorylierung in den Mitochondrien) erzeugt [66]. Der wichtigste Vertreter reaktiver
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Stickstoffspezies ist Stickstoffmonoxid (-NO). Hydroxyl- (-:OH) und Superoxidradikale
sind in der Lage, in Zellen oxidativen Stress zu induzieren [82]. NO wird mittels
dreier unterschiedlicher Stickstoffmonoxid-Synthasen in unterschiedlichen Geweben
gebildet [[73,[113]]. Die Synthese setzt das Vorhandensein von Arginin voraus, welches me-
tabolisch zu Citrullin umgewandelt wird, als dessen Nebenprodukt NO entsteht (73| 32].
Durch eine oxidative Reaktion von fiinf Elektronen mit Stickstoff entsteht das Radikal
NO [23]. Diese Spezies zeigen bei hohen Konzentrationen pathophysiologische Effekte.

Eine Uberproduktion fiihrt zu oxidativem Stress und kann mit einer Modifizierung oder

Schadigung von Proteinen, Lipiden und [Desoxyribonukleinsaure (DNA) einhergehen [4].

Die Proteine konnen ihre biologische Aktivitat verlieren, was in einer Einschrankung
der Zellfunktionen resultiert [121]]. Zur Protektion der Strukturen existieren entschei-
dende Schutzmechanismen in der Zelle. Dazu gehort die enzymatische Eliminierung der
Radikale durch Katalase, Superoxid-Dismutase und Glutathionperoxidase. Gleichzeitig
sind Sauerstoff- und Stickstoffspezies in Abhéangigkeit von ihrer Konzentration wichtig
fur zellulare Vorgange. Bei geringen Konzentrationen haben sie eine protektive Rolle in
der

Immunzellen des angeborenen Immunsystems produziert und dienen der Lyse von Mikro-
organismen. NO ist zudem ein wichtiger second messenger im Signalnetzwerk von Zellen
und bewirkt die Vasodilatation am Endothel von Gefaflen und agiert als Neurotransmitter
13, [105].

2.4 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist sehr flexibel und besteht aus zahlreichen Zellen und Effektormole-
kiilen. Es wird als ein dynamisches System betrachtet, weil der Organismus bei Kontakt
mit einem Antigen (das sind Molekiile aus Protein, Fett oder Kohlenhydraten, die an
Rezeptoren der Lymphozyten spezifisch binden) die spezifische Abwehr modulieren kann,
um den optimalen Schutz zu gewahrleisten. Laut Definition kann man das Immunsystem
nochmals in zwei grofle Untergruppen unterteilen, in das angeborene (unspezifische) und
das erworbene (spezifische) Immunsystem. Beide Systeme basieren auf unterschiedlichen
Mechanismen, welche jedoch stets zur Eliminierung des Antigens fiihren. Das angeborene

Immunsystem stellt die Grundausstattung fiir die Abwehr von Krankheitserregern dar.
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Die Abwehr erfolgt unspezifisch und ist sofort wirksam. Das angeborene Immunsystem
unterteilt sich wiederum in eine humorale und zellulare Komponente. Zu dem humo-
ralen Anteil gehort das Komplementsystem, welches aus unterschiedlichen Faktoren
zusammengesetzt ist. Neben zellularen Komponenten wie den Phagozyten, die fir die
Aufnahme und Zersetzung von Antigen verantwortlich sind, gehort die natiirliche Barriere
der Haut und Schleimhaut auch zum angeborenen Immunsystems [[105} 73} 37, 56]]. Wich-
tige Zellen des angeborenen Immunsystem sind Natirliche Killerzellen, Makrophagen

und Granulozyten.

Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem reifen die Zellen des spezifischen
Immunsystems in priméaren lymphatischen Organen heran. Bei diesem Prozess prasentie-
ren dendritische Zellen diverse Antigene aus der Peripherie und regen die Immunzellen
zur Reifung an. Da die Synthese von Antikorpern und neuen Effektorzellen einige Zeit
in Anspruch nimmt, ist die Immunantwort etwas verzogert, dafiir effektiver und spe-
zifischer als bei dem angeborenen System. Zum spezifischen Immunsystem gehoren
verschiedene Komponenten, T- und B-Lymphozyten stellen die Effektorzellen dar. Diese
werden weiter unterteilt in T-Helferzellen 1 und 2, T-Killerzellen, Gedachtniszellen und

antikoperproduzierende B-Zellen [55]].

2.4.1 Bildung von Immunzellen

Die Zellen des Immunsystems entstehen aus pluripotenten Stammzellen. Durch Teilung
und Differenzierung werden sie zu Leukozyten, sogenannten weiflen Blutkdrperchen. Der
groBte Bildungsort der Immunzellen ist das Knochenmark (vgl.[Abbildung 2.4). Wihrend
des Prozesses der Ausdifferenzierung spielen diverse Zytokine und Wachstumshormone
eine entscheidene Rolle. Es werden zwei Gruppen von Vorlauferzellen unterschieden,
die lymphatische und die myeloide Vorlauferzelle. Monozyten, welche in dieser Arbeit
als Hauptuntersuchungskomponente gewahlt wurden, entwickeln sich aus myeloiden
Vorlauferzellen. Die Bildung von Monozyten findet im Knochenmark statt, aus diesem

wandern sie nach sechs Tagen aus und werde so dem Blutkreislauf zugefiihrt [76] [109]].
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Abbildung 2.4. Entwicklungsschema von Immunzellen. Pluripotenten hamatopoeti-
schen Stammzellen im Riickenmark entwickeln sich mittels Hormonen und Zyto-
kinen zu myeloiden- und lymphatischen Vorlauferzellen. Nach der Teilung kénnen
die Stammzellen wieder in die G0-Phase iibergehen. Aus den beiden Vorlauferzellen
entwickeln sich die unterschiedlichsten Kategorien an Leukozyten. [98]]
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2.4.2 Monozyten

Monozyten haben einen Durchmesser von 12 um bis 20 um [[105]. Nach der Bildung im
Knochenmark zirkulieren sie fiir 1 bis 3 Tage frei im Blutkreislauf, bevor sie ins Interstiti-
um einwandern. Dort werden sie zu Makrophagen aktiviert und kénnen mehrere Monate
persistieren [[76]. Makrophagen sind in der Lage, eingedrungene Mikroorganismen im
Korper wahrzunehmen, zu erkennen und zu phagozytieren. Durch ihre phagozytéaren
Eigenschaften werden sie als Bestandteil des mononuklearphagozytaren Systems und
somit auch des angeborenen Immunsystems betrachtet [105]. Die Phagozytose basiert

auf der Erkennung bestimmter Oberflachenstrukturen auf den Mikroorganismen durch

Rezeptoren, sogenannte [Cluster of Differentiation (CD)l Monozyten exprimieren 14

auf ihrer Oberflache, welcher zusammen mit dem Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) einen Teil-
bereich des konservierten, hoch affinen Lipopolysaccharid-Rezeptorkomplexes darstellt.
Dieser Komplex ist essentiell fiir die Detektion des Endotoxins [137]. ist ein
Bestandteil der gramnegativen Bakterienzellwand. Um Bakterien, die oft durch Wunden
eintreten, zu eliminieren, muss der Monozyt den Prozess der Diapedese aus dem Blut
in das angrenzende Gewebe vollziehen. Bei diesem Vorgang rollen Monozyten an der
Gefalwand entlang und exprimieren Adhasionsmolekiile bzw. vermehrt Integrine, die zur
Adhésion an der GefaBwand genutzt werden [73[128] 59]]. Durch Signalmolekiile wird die
GefaBwand durchlassiger und die Monozyten gelangen ins Gewebe. Fur die Eliminierung
von pathogenen Mikroorganismen werden diese aufgenommen und in Vesikeln verdaut.
Zeitgleich sekretieren Monozyten eine Vielzahl von Zytokinen, um neue Immunzellen
ins Gewebe zu rekrutieren und die Wundheilung zu initiieren. Zu dem Zytokinspektrum
gehoren z. B.[Interleukin (I}, [I0H4, IL}6 und auch [I0-8 [132]. [[}8 ist wichtig fiir die
Chemotaxis und die Angiogenese und kann durch die Anwesenheit von[LPS gebildet wer-
den [63]]. Die Angiogenese steht im Fokus der Wundheilung, denn nur durch die Bildung

neuer Gefafle gelangen Nahrstoffe in das zerstorte Gewebe um es wieder aufzubauen
[15].[IL}6 ist ein pro- und antiinflamatorisch wirkendes Zytokin [101] und kann von einer
Vielzahl von Zellen wie z. B. T-Zellen, Monozyten/Makrophagen, Endothelzellen und
Kerationzyten synthetisiert werden. Generell korreliert die [[}6-Produktion mit einer
Zellaktivierung und IL-6 kann in erhdhten Konzentrationen nach chirurgischen Eingriffen

oder zu Beginn einer Sepsis und in Wunden vorkommen [102} [29]]. Neben den Zytokinen
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spielen Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle in der Interaktion von Monozyten
mit anderen Zellen. Neben dem[Vascular endothelial growth factor (VEGF)|und dem[Gra}
[nulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)| gehort der Heparin-binding

EGF-like growth factor (HB-EGF) auch zu den Signalmolekiilen, die einen Beitrag fiir die
Wundheilung leisten [34,96]]. Letzterer induziert die Angiogenese in Endothelzellen [80]].
[HB-EGF]wurde erstmals 1991/ 92 von Higashiyama et al. als Bestandteil der EGF-Familie
in der Makrophagen-Zelllinie U-937 beschrieben [47]. HB-EGF kommt unter anderem in
Epithelzellen, Endothelzellen und Monozyten vor [83]]. Bei den experimentellen Versu-
chen wurde die komplexe Wirkung des Wachstumsfaktors erkannt. Er ist unter anderem
beteiligt an der Proliferation von Bindegewebe wéahrend der Dezidualisierung im Mens-
truationszyklus, er spielt eine Rolle bei epithelialen Neoplasien und bei der Aktivierung
der Angiogenese [80]. Somit ist er auch eine wichtige Komponente in der Wundheilung.
ist eines der ersten Gene, die in frischen menschlichen Wunden hochreguliert
werden [84].

2.5 Wundheilung

Die Haut (Kutis) setzt sich aus der Epidermis, Dermis und Subkutis zusammen. Die Kutis
bedeckt mit ihrer Flache von knapp 2m? den gesamten menschlichen Kérper und stellt
das grofte Sinnesorgan dar [[76]. Zu den essentiellen Aufgaben der Kutis gehoren die
Thermoregulation sowie der Schutz vor Umwelteinfliissen und vor Wasserverlust. Durch
die stark bindegewebshaltige Dermis halt die Haut mechanischer Beanspruchung stand.
Wird die Haut beschadigt, reifien diese Verbindungen auf und es entsteht eine Wunde. Je
nach Starke der mechanischen Belastung erreicht die Tiefe der Wunde nur die gefafilose
Epidermis oder die gefafifithrenden Abschnitte der Haut (Dermis und Subkutis) [76]]. Aus
medizinischen Gesichtspunkten kénnen zwei Arten von Wunden unterschieden werden.
Die frische, akute Wunde und die chronische, oft mit Bakterien besiedelte Verletzung. Die
Heilung von Wunden ist ein sehr komplexer Vorgang und basiert auf dem Zusammenspiel
von verschiedenen Zytokinen und Wachstumshormonen. Diese werden von Zellen des
Immunsystems, Endothelzellen und Keratinozyten synthetisiert [132]]. Die Wundheilung
ist in vier Phasen unterteilt. Nach der Verletzung wird die erste Phase eingeleitet, die als

exsudative Phase bezeichnet wird. Dabei werden im Rahmen der Blutstillung die Gefafe
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kontrahiert und das Blut koaguliert. Das geronnene Blut verschlief3t den Wundspalt und
wird als Schorf bezeichnet. Fibronektin dient in der Wunde als Stabilisator, indem es eine
Bindung zwischen Zellen und Kollagen oder Proteoglykanen herstellt. Im umliegenden
Gewebe entstehen entziindliche Reaktionen, die mit Einwanderung von neutrophilen Gra-
nulozyten und Makrophagen einhergehen. In der sich anschlieflenden resorptiven Phase
phagozytieren die aus Monozyten differenzierten Makrophagen Antigene (z. B. Bakterien)
und bauen das umliegende Exsudat ab. Am Wundrand bildet sich Granulationsgewebe,
das aus neu gebildeten Kapillaren und Fibroblasten besteht. Dieser Vorgang leitet die
reparative Phase der Wundheilung ein [7]. Die Neovaskularisierung (Angiogenese) wird
von Wachstumsfaktoren und Zytokinen der umliegenden Zellen eingeleitet [115]. Das
Einsprossen von Blutgefafien in die Wunde dient der adaquaten Versorgung der Zellen
mit Sauerstoff und Nahrstoffen. Es folgt die Umwandlung von Granulationsgewebe in
Narbengewebe. Dieser Vorgang kann Wochen bis Monate in Anspruch nehmen und
erfordert die Bildung von Kollagen Typ | und Ill. Die letzte Phase der Wundheilung
verlauft parallel zur reparativen Phase und wird als Regeneration bezeichnet. In dieser
Stufe der Wundheilung migrieren Zellen der Basalschicht vom aufieren Wundrand ins
Zentrum. Aus dieser Schicht differenziert sich ein mehrschichtiges Plattenepithel und
fiihrt zum Verschluss der Wunde [7]. Neben der akuten Wunde (vgl.[Abbildung 2.5), die
nach diesem beschriebenen Vorgang abheilt, konnen unterschiedliche Komplikationen
zur chronischen Wunde fiihren. Zu den Faktoren, die zu einer Wundheilungsstérung
fuhren kénnen, gehort die Minderversorgung des Organismus mit Vitamin C. Es wird zur
Produktion von Kollagen benétigt. Bei unzureichender Konzentration von Vitamin C wird
die Hydroxylierung von Aminosauren verringert und ein instabileres Kollagen entsteht.
Somit ist kein adaquater Wundschluss mehr moglich. Des Weitern konnen Medikamente
wie z. B. Glukokortikosteroide oder Erkrankungen wie Diabetes mellitus und Granulozy-
topenie die Wundheilung negativ beeinflussen [105]. Chronischen Wunden sind haufig
mit Bakterien besiedelt und gelten als kontaminiert. Dabei wird unterschieden, ob es sich
um die normale Hautflora oder pathogene Mikroorganismen handelt. Letzteres fuihrt zu
Wundheilungsstorungen und zu einem chronischen Ulcus [117]]. Die Regeneration der
Haut ist ein sensibler und komplexer Prozess, bei dem eine Vielzahl von Interleukinen und
Wachstumsfaktoren gebildet werden. Neben Keratinozyten generieren Immunzellen einen

Vielzahl von Botenstoffen [132]]. Gelangen die Immunzellen durch eine Minderperfusion



16 KAPITEL 2. EINLEITUNG

Cutis
° Y ~ Y Cutis . ~ . . ': . .« ®
. .
) %0 . %o G
= ® o W6
VEGF © o' ® °"e o “nNra
. 0 O .
e ® .. ' ©
. .0 ® °
®
16 o ® © o® 8.0 ®
TNFa . . °% o .
NO ] . o @
Subcutis @ 0 “ Subcutis , © ' 0 7 ®
C ® . ®
. o e
@ C
.
(-]

® Thrombozyten ' Monozyten — © T-Zellen * Pathogene ® Thrombozyten = Monozyten O T-Zellen ¢ Pathogene Biofilm

© Neutrophile @ Makrophagen * ROS (H,0,, 0;) Fibrin © Neutrophile @ Makrophagen * ROS (H,0,,0;) Fibrin Proteasen

Abbildung 2.5. Vergleich von akuten und chronischen Wunden. In der linken Abbil-
dung ist der inflamatorische Prozess in einer akuten Wunde dargestellt. Monozyten
wandern aus den Gefafien in das Gewebe ein und differenzieren sich zu Makrophagen.
Makrophagen und Neutrophile phagozytieren Pathogene (Bakterien) und bilden IL-6,
[NOJund[H,0,} Monozyten sekretieren z.B. IL-8 und[VEGF] Neutrophile synthetisieren
IL-6 und TNF-alpha. Rechts ist eine chronische Wunde gezeigt. An der Wundober-
flache hat sich ein Biofilm aus Bakterien und abgestorbenen Neutophilen gebildet.
Von den Neutrophilen und Makrophagen werden Proteasen, sowie Zytokine (IL-6,
[Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)} [Transforming growth factor beta (TGF())gebildet.
Zusatzlich wandern Zellen des spezifischen Immunsystems ein. [22]].

nicht zum Zielort, bedeutet dies zum Einen eine Verzogerung der Wundheilung und zum
Anderen kann durch die Verringerung des Sauerstoffgehaltes eine Nekrose des Gewe-
bes entstehen [7]. Um diesen Vorgang zu verhindern, werden zahlreiche konservative
Methoden eingesetzt, dazu gehoren z. B. chirurgische Wundreinigung und Sauerstoff-
therapie. Diese Verfahren reichen bislang nicht aus, um alle Wunden zu schlieflen. Neue
Verfahren werden gesucht und in klinischen Studien angewendet, darunter zahlt die

Plasma-Behandlung mit kalten Atmospharenplasmen [33}52].

2.6 Anwendung von kalten Atmospharenplasmen zur

Unterstiitzung der Wundheilung

Das noch junge Gebiet der Plasmamedizin beschreibt den Einsatz von physikalischen
Plasmen im medizinischen Bereich. Etablierte Verfahren zur Anwendung von Plasma in

der Medizin sind Koagulation, Kauterisierung, Schneiden von Gewebe und mikrobiologi-
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sche Dekontamination von Geraten und Materialien [126] 64} 85, [24]]. Die Anwendung
von thermischen Plasmen am Patienten ist aufgrund der starken Hitzeentwicklung nicht
geeignet [36,65]. Durch die geringe Temperatur von kalter Atmospharendruckplasmen
30 °C bis 40 °C kann die Behandlung direkt auf der Haut erfolgen [49] [70] 144, [125]. In
verschiedenen Studien an Tieren und Menschen konnte gezeigt werden, dass chronische
Wunden durch Plasma-Behandlung im Vergleich zu anderen, herkémmlichen Methoden
schneller verschlossen werden konnten, eine geringer Bakterienlast zeigten und auch
nach langerer Zeit keine Rezidive entstanden [[12, 44, 26,127,167, 45, 114,52, 51, 53]. Die im
Plasma emittierte|Ultraviolett (UV)FStrahlung hat auch einen Anteil an der Reduktion der
Bakterienlast in chronischen Wunden. Zuséatzlich kénnen die gebildeten ROSJund RNS] zu
einer Verringerung des Bakterienwachstums fithren [93,169] 72} 89} 45} [3T]]. Bei allen bis-

herigen Anwendung an Menschen und Tieren wurde das Plasma gut toleriert und zeigte
keine schadigenden Effekte auf das umliegende Gewebe [[79, 144 26| 69} 67, 33, [114]]. Dies
ist wichtig bei der Behandlung von Wunden, da zwar das defekte Gewebe behandelt, aber
das gesunde Gewebe nicht verletzt werden darf. Wunden nehmen im Krankenhausalltag
eine zentrale Rolle ein. Es gibt viele Verfahren, die zur Verbesserung der Wundheilung
fuhren. In den letzten Jahrzehnten nahmen die Behandlungen von chronischen Wunden
einen immer grofieren Stellenwert ein und stellt fiir Patienten und Klinikpersonal ein
langwierigen Prozess dar. Bei der Therapie mit Antibiotika oder mit der hyperbaren Sau-
erstofftherapie konnten einige Erfolge in der Heilung von chronischen Wunden gezeigt
werden [88]]. Da bis dato keine Universaltherapie fiir chronischen Wunden existiert, wird
weiter an neuen Therapieansatzen geforscht. In den letzten Jahren wurden erste klinische
Studien mit Niedertemperaturplasmen initiiert, die zeigen, dass eine Verbesserung der
Heilung von chronischen Wunden durch Plasma moglich ist [33 52} 51} (123, 81] [45] 36]].

2.7 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit basiert auf der Hypothese, dass die wundheilungsférdernde und
die Geweberegeneration stimulierende Wirkung von kaltem Atmospharendruckplasma
uber, die im Plasma gebildeten ROS und RNS vermittelt wird. Die Bildung der reaktiven
Spezies im Plasma eines Argon-betriebenen kalten Atmospharendruckplasmajets sollte

mit Hilfe eines Gasmantels mit variablem N2/02-Gehalt modifiziert und die Wirkung
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dieser Variationen auf Immunzellen getestet werden. Dafiir kam die Monozytenzelllinie

THP-1 zur Anwendung. Im Einzelnem sollte Folgendes untersucht werden:

1. Einfluss der Mantelgaszumischung auf den pH-Wert und die Bildung von[RONS|in

der fliissigen Zellumgebung
2. Detektion von Veranderungen in der Zellviabilitat

3. Analyse der fur die Wundheilung wichtigen Zytokine und Wachstumsfaktoren



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Laborverbrauchsmittel

1,5 ml Rohrchen

15 ml Rohrchen

50 ml Réhrchen

50 ml Reagent Reservoir

5 ml FACS-R6hrchen

Filter 0,22 pm

Handschuhe

Pipetten-Spitzen, steril
Serologische Pipetten, steril
Zellkulturflaschen (25 cm?)
Zellkulturflaschen (150 cm?, 75 cm?)
Zellkulturflaschen (300 cm?)
Zellkulturplatten 96 well, steril
Zellkulturplatten 96 well, unsteril

Zellkulturschalen 60 mm, steril

Carl Roth, Karlsruhe D

Sarstedt AG & Co., D

Sarstedt AG & Co., D

Corning Inc (Costar), Tewksbury (MA) USA
Sarstedt AG & Co., D

Sarstedt AG & Co., D

Sarstedt AG & Co, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Corning Inc (Costar), Tewksbury (MA) USA
TPP Techno Plastic Products AG, Schweiz
Sarstedt AG & Co., D

TPP Techno Plastic Products AG, Schweiz
VWR, Radnor, USA

Sarstedt AG & Co., D

Sarstedt AG & Co., D
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3.1.2 THP-1 Monozyten

THP-1 Monozyten Cell Lines Services GmbH, Eppelheim, D

3.1.3 Chemikalien

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)  Carl Roth, Karlsruhe D

DMSO Sigma,Aldrich Co., USA
Ethanol Sigma,Aldrich Co., USA
Isopropanol Sigma,Aldrich Co., USA
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)  Carl Roth, Karlsruhe D
Natriumhydroxid (NaOH) Sigma Aldrich Co., USA
pH-Kalibrierungspuffer pH 4,01 und pH 7,00 Mettler Toledo
Trypanblau-Lésung Sigma Aldrich Co., USA
Salzsaure (HCI) Carl Roth, Karlsruhe D
Wasserstoffperoxid (H,0,), 30 % Sigma Aldrich Co., USA
3.1.4 Gase

Stickstoff 5.0 Air liquide GmbH, D
Sauerstoff 5.0 Air liquide GmbH, D

Argon Air liquide GmbH, D
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3.1.5 Reagenzien

AUR (Amplex Ultra Red) Invitrogen, USA

Fetales Kalber-Serum Lotnr.: 051M3395 Sigma Aldrich Co., USA
L-Glutamin Pan-Biotec, Aidenbach, D
Penicillin/Streptomycin Lonza Group AG, Basel, CH

Phosphate Buffered Saline (PBS) o/w, (ohne Pan-Biotec, Aidenbach, D
Magnesium und Calcium)

Zellkulturmedium Roswell Park Memorial Lonza Group AG, Basel, CH
Institute, (RPMI)-1640 ohne Phenolrot

Resazurin Alfa Aesar GmbH & CO KG

3.1.6 Enzyme, Farbstoffe, Antikorper

Horse Radish Peroxidase (HRP) Sigma Aldrich Co., USA
HB-EGF antibodies-online GmbH, Achen, D
DAPI Sigma Aldrich Co., USA

AnV FITC (Annexin-V-fluoresceinisothio- antibodies-online GmbH, Achen, D

cyanat)
3.1.7 Kits

Nitrat/Nitrite Colorimetric Assay Cayman Chemical Company, Michigan,
USA
Human 8 Elisa Legend Max Biolegend, San Diego, CA

Human [IL}-6 Elisa Legend Max Biolegend, San Diego, CA
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3.1.8 Gerate

Autoclave Systec DX100
CO2-Inkubator

Eismaschine

Feinwaage

High-ZS-400 (xyz-Fahrtisch)
Heizplatt

kINPen 11

Millipore Reinstwasseranlage
Mikroskop

Minispin-Zentrifuge

Multigas Controller 647C
Neubauer-Zahlkammer
Pipetten (0,5pl, 10ul, 20pul, 100pul und
1000 pl)

pH-Meter, Seven Easy
Photometer, Infinite M200 pro
Pipettierhilfe, Pipetboy
Sicherheitswerkbank

Tecan infinite F200 Microplate Reader Pro
Ultraschallbad

Vacumpumpe, Vacusafe comfort
Vortex Mixer

Wasserbad WNB14

Zentrifuge 5810R

3.1.9 Puffer

[Annexin-V-Bindungspuffer (AVBB)|
10 mmol I"" HEPES
140 mmol I"' NaCl

Systec GmbH, D

Binder GmbH, D

Ziegra Eismaschienen GmbH, D
Sartorius AG, Gottingen, D

CNC Technik Heiz, D

Labotect GmbH, Géttingen, D

Neoplas GmbH, Greifswald, D
Millipore Corporation, Billerica, MA, USA
Carl Zeiss AG, Oberkochen, D
Eppendorf AG,Hamburg, D

MKS Instruments, Andover, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Karsruhe, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Mettler Toledo

Tecan Group Ltd, Mannedorf, CH
INTEGRA,Bioscience AG, Zizer Schweiz
Thermofisher,Scientific

Tecan

VWR, Radnor USA

IBS Integra Biosciences

VWR, Radnor USA

Memmert GmbH & Co.KG

Eppendorf AG, Hamburg, D
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2,5mmol I"" CaCl
auf 100 ml Aqua dest. auffillen, mit NaOH den pH-Wert auf 7,4 einstellen und bei 4°C

lagern

Phosphatpuffer (200 mmol ")

77,52 mmol I"' NaH,PO,

122,48 mmol I Na,HPO,

In 100 ml Aqua dest. auflosen und mit NaOH einen pH-Wert von 7,4 einstellen.

Resazurin (Stammldsung)

10 mmol I"" Resazurin

in 25 ml Aqua dest. im Ultraschallbad [6sen Bei 4 °C lagern. Fiur den Alamar blue Assay
immer frisch im Verhaltnis 1:200 mit RPMI bzw. PBS verdiinnen.

Mastermix Annexin V
1250 ul AVBB

2,5ul AnV FITC

2,5ul CD14 PE-Cy7

3.1.10 Software

GraphPad Prism 6 GraphPad Software, USA
Microsoft Office 2008 Microsoft Deutschland GmbH, Berlin D

3.2 Methoden

3.2.1 THP-1-Zellen

Die THP-1-Zellen gehoren zu einer Monozytenzelllinie und wurden urspriinglich aus
einem Patienten mit einer akuten lymphatischen Leukamie isoliert. Die Monozyten

wurden mit Passage 39 in Kultur genommen und fiir circa 20 Passagen kultiviert.
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3.2.2 Kultivierung

Nach dem Auftauen wurden die Zellen fiir zwei Wochen in farblosem [Roswell Park]
[Memorial Institute (RPMDFMedium mit 20 % FCS, 2 ml L-Glutamin, 0,1 mg ml™' Strepto-
mycin und 100 IU ml™" Penicillin bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kultiviert.

Nach zwei Wochen wurde die FCS-Konzentration von 20 % auf 10 % reduziert. Erst nach

diesem Zeitpunkt waren ausreichend vitale Zellen vorhanden, um sie in Experimenten
zu verwenden. Zwei Mal pro Woche wurde die Zelllinie passagiert, indem die Monozy-
ten aus den Kulturflaschen in ein 50-mI-Réhrchen tiberfiihrt und bei 300 x g fiir 5 min
zentrifugiert wurden. Das Zellpellet wurde in frischem Medium aufgenommen anschlie-
3end 20 pl der Suspension mit 80 pl (0,25 %) Trypanblau-Lésung vermischt und in einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Nach der Ermittlung der Lebendzellzahl wurden zur
Weiterkultivierung 0,5 Millionen Zellen/ml in eine neue Kulturflasche tberfiihrt. Ein
Mediumswechsel wurde einmal pro Woche durchgefiihrt, indem die Suspensionszellen
abzentrifugiert, das verbrauchte Medium entfernt und frisches Medium dazugegeben
wurde. Wenn nicht anders angegeben, wurde in 60-mm-Petrischalen immer eine Million
Zellen in 5 ml RPMI-Medium eingesat. Da phenolrothaltiges RPMI-Medium fiir einige

Experimente Artefakte erzeugt, wurde fiir alle Versuche farbloses Medium verwendet.

3.2.3 kINPen 11 und Plasma-Behandlung

Der kINPen 11 besteht aus einem Handstilick und einem Betriebsgerat, das an eine Gas-
versorgung sowie an eine externe Spannungsversorgung angeschlossen ist. Als Arbeitsgas
wurde Argon verwendet. Die Erzeugung von kalten Plasma geschieht unter Atmospha-
rendruck, dabei fliessen kontinuierlich 5slm Argon durch die Apparatur. Mit Hilfe eines
Hochfrequenz-Generators (1 MHz) wird im Inneren des Handstiickes eine hohe elek-
trische Spannung (2-3 kV) erzeugt, die zur Ziindung des Plasmas fiihrt. Der kINPen 11
(neoplas tools GmbH Greifswald) ist baugleich mit dem als Medizinprodukt klassifizierten
kINPen Med (neoplas tools GmbH Greifswald) und wird so wie dieser im Burst-Modus
mit einer Taktfrequenz von 2,5 kHz betrieben.Dabei wird die Spannung im Verhaltnis 1:1
ein- und ausgeschaltet. Zusatzlich wurde dem kINPen-Stift eine Glaskappe aufgesetzt,
die es ermoglicht, die Spitze des kINPen-Stiftes und den austretenden Plasmaeffluenten

mit einen Gasmantel zu umspilen. Die Glaskappe wurde auf das kINPen-Handstiick
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gestiilpt und mit Gummiringen befestigt. Sie hatte ein Gaszustromventil und ist an der
Spitze zum kINPen-Stift offen, sodass der Plasmaeffluent aus der Glaskappe ragte und
gleichzeitig vom Gas umflossen wurde (siehe Abbildung 2.3). Die Glaskappe diente zur
Abschirmung des Plasmaeffluenten von der Atmosphare. Es wurden mit einer Gasfluss-
rate von 5slm fiinf Gaszumischungen verwendet: 100 % [N,} 75 % [N und 25 %[0,] 50 %
und 50 %[O 25 %[N,] und 75 %[0, und 100 % [O,] Vor jeder Behandlung wurde der
kINPen 11 fur eine Stunde eingeschaltet, dadurch wurden alle Gasleitungen, die potentiell
Feuchtigkeit enthielten, getrocknet. Auch der Mantel wurde eine Stunde mit Gas gespilt.
Der kINPen 11-Stift wurde in einem XYZ-Fahrtisch, dem High-Z S-400, eingespannt,
dieser bewegte die Plasmaquelle in einen Phi-Muster tiber eine Petrischale, in der sich
die zu behandelnde Probe befand, (vgl.[Abbildung 3.1). Die Petrischale befand sich bei
allen Experimenten auf einer 37 °C warmen Heizplatte, die fiir eine gleichbleibende Tem-
peratur sorgte. Der Abstand wurde so konzipiert, dass der Effluent nur mit der Spitze ins
Medium tauchte. Nach Abschluss der Behandlung wurde der Mantel vor der néachsten
Behandlung mit der neuen Gaszumischung fiir drei Minuten gereinigt, um eine nahzu
exakte Konzentration an dem gewiinschten Gasgemischzu erhalten. Fiir alle Experimente
ergab sich eine Gesamtflussrate von 10 [sIm| Vorexperimente zeigten, dass durch den
hohen Gasfluss bei der Plasma-Behandlung ein Teil des Zellkulturmediums verdunstet.
Die verdunstete Fliissigkeit wurde nach dem Experiment durch steriles Wasser ersetzt,
um keine Konzentrationsunterschiede zu generieren. Die Plasma-Behandlungen wurden
zuerst in [Phosphate Buffered Saline (PBS)|und RPMI|durchgefiihrt und im Anschluss

wurden alle Experimenten mit den Monozyten wiederholt. Vor der Plasma-Behandlung

wurden die Monozyten in 60-mm-Petrischalen ausgesat und fiir zwei Stunden im In-
kubator vorinkubiert, um einen konstanten pH-Wert in allen Proben zu erreichen. Das
gleiche Verfahren wurde auch fiir die Versuche ohne Zellen praktiziert. Es wurden so-
wobhl direkte als auch indirekte Plasma-Behandlungen durchgefiihrt (vgl.[Abbildung 3.2).
Bei dem direkten Verfahren erfolgte die Plasma-Behandlung in Gegenwart der Zellen,
der Effluent hatte direkten Kontakt mit dem Medium, indem sich die Zellen befanden.
Bei der indirekten Behandlung wurden 5 ml Medium mit dem Plasma behandelt und
im Anschluss zu den Zellen gegeben, sodass die Zellen nie Kontakt mit dem Plasma-
Effluenten hatten. Nach der Plasma-Behandlung wurden pH-Wert,[NO,lund|NO,}{H,0,|
in PBS und RPMI mit und ohne Zellen bestimmt. Zusatzlich wurde die Zellviabilitat,
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Apoptoserate und Zytokinausschittung bei den Zellen nach der direkten und indirekten

Plasma-Behandlung ermittelt.

Abbildung 3.1. Fahrweg des kINPen 11 wahrend einer Plasma-Behandlung. Der Plas-
majet wird in einem maanderformigen Bewegungsmuster bewegt. Ein Rundlauf
dauert 15s und wird nach Abschluss wiederholt, bis die entsprechende Gesamtbe-
handlungszeit erreicht wird. (Bild vom INP Greifswald e.V.)

Indirekt Direkt

wég 5 Gaszumischungen

m THP-1-Zellen
v

Medium fir IL-6 und IL-8 ELISA ernten

Abbildung 3.2. Darstellung des indirekten und direkten Versuchsaufbaus. Bei dem
indirekten Verfahren wird 5 ml Medium in 60 mm Petrischalen liber verschiedene
Zeitraume mit Plasma behandelt, im Anschluss eine Millionen Zellen dazugegeben.
Das direkte Verfahren hat die gleichen Bedingungen wie im indirekten Verfahren, nur
dass die Zellen sich wahrend der Plasma-Behandlung in der Petrischale befinden.
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Flissigkeitsanalytik

3.2.4 pH-Wert Messung

Minitlich wurde wahrend der Plasma-Behandlung die Petrischale von der Heizplatte ent-
fernt und der pH-Wert gemessen. Gemessen wurde das Medium mit einer pH-Elektrode
und der Wert notiert, der sich nach einigen Sekunden als konstant einstellte. Es entstand

eine Verlaufsreihe mit je einem Ausgangswert bei 0 min und einem Endwert bei 10 min.

3.2.5 NO, /NO; -Assay nach Griess

Nitrit (NO,”) und Nitrat (NO;") sind stabile Produkte von NO und kénnen unter Ver-
wendung des Griess-Reagenz detektiert werden. Der Griess-Assay ist ein kommerzielles,
kolorimetrisches Analyseverfahren. Das Kit besteht aus zwei Komponenten: Griess 1
und Griess 2. Chemisch reagiert[NO, | mit Sulfanilamid, was in 30 % Essigsaure gelost
ist (Griess 1) zu einem Diazoniumsalz. Anschlieflend reagiert es mit N-(1-Naphthyl)-
ethylendiamin (Griess 2) zu einer lila Azo-Verbindung. Bei der Detektion von muss
vor der Zugabe von Griess 1 eine Mischung aus Nitrat-Reduktase und NADP* hinzu-
gegeben werden um aus NO;~ NO,™ zu generieren. NO;~ kann nicht seperat gemessen
werden, sondern ergibt sich aus der Differenz der vorher gemessenen NO, -Konzentration
und der nach der Umwandlung von NO;™ mittels Nitrat-Reduktase zu Nitrit gemessenen
NO, -Konzentration. Ziel des Assays ist es, die Gesamtkonzentration an Nitrit und Nitrat
in einer Losung zu detektieren. Da Vorexperimente zeigten, dass die Konzentrationen an
Nitrit und Nitrat im unteren Bereich der Detektionsgrenze (5 pg) in PBS waren, wurde
der Standard fiir die Messung der Kalibrierwerte weit herunter verdiinnt. Zu diesem
Zweck wurde eine 96 well-Platte als Vorverdiinnungsplatte verwendet. Die Messung
der [NO, }Konzentration wurde sowohl in RPMI als auch in PBS mit und ohne Zellen
durchgefiihrt.

Verdiinnung des Standards

Fur den Nitrit-Assay wurden 100 pl Nitrit-Standard mit 900 pl Assay-Puffer in einem 1,5 ml

Reaktionsgefafd verdiinnt, sodass eine 200 pmol I"! Lésung entstand. Eine 96 well-Platte
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Tabelle 3.1. Verdiinnungsreihe fir NO, -Standard

Reihe A 100l RPMI/PBS
Reihe B 95ul RPMI/PBS
Reihe C  90pul RPMI/PBS
Reihe D 85ul RPMI/PBS
Reihe E  80ul RPMI/PBS
Reihe F 75ul RPMI/PBS
Reihe G 70ul RPMI/PBS
Reihe H 65ul RPMI/PBS

Opl Standard

5ul Standard

10ul Standard
15pl Standard
20ul Standard
25pl Standard
30ul Standard
35ul Standard

+ o+ + + o+ o+ o+ o+

wurde gedrittelt um von jeder Verdiinnungsstufe 4 wells zu haben (siehe [Abbildung 3.3).
In den ersten 4 Spalten wurde die Verdiinnungsreihe nach dem Schema in
pipettiert. Die 4 wells einer Reihe haben somit die gleiche Verdiinnung. In Reihe A waren

die ersten 4 wells mit jeweils 100 pl RPMI/PBS gefiillt (siehe[Abbildung 3.3). Ab Spalte 5 bis
12 wurden 50 ul RPMI bzw. pro well vorgelegt und dann die Standards im Verhaltnis

1:1 verdiinnt (sieche[Abbildung 3.3). Es wurden immer 50 pl aus den ersten 4 wells mit einer
Mehrkanalpipette entnommen und auf die benachbarten 4 wells tibertragen. Exemplarisch
bedeutet das, dass aus Spalte 150 pl aus jedem well entnommen und in die wells in Spalte
5 pipettiert wurden. Nach griindlicher Durchmischung wurden 50 pl aus Spalte 5 in Spalte
9 tberfuhrt. Die 50 pl aus einem well wurden in das well, welches 4 Spalten entfernt ist
pipettiert: von Spalte 1 in Spalte 5 und von Spalte 5 in Spalte 9. Dies wurde mit allen
anderen Spalten identisch vorgenommen (z.B. Spalte 2 in 6, Spalte 6 in 10). Nachdem
alle Standards aus den ersten 4 Spalten verdiinnt wurden, wurden die Spalten 1 bis 8
mit 50 pl RPMI bzw. PBS pro well aufgefiillt. Nach sorgfaltiger Durchmischung wurden
wieder 50 pl aus den ersten 4 Spalten entnommen, verworfen und danach mit der gleichen
Menge an PBS/RPMI aufgefiillt. Nach den Verdiinnungen befand sich in Reihe A in jedem
well die gleiche Konzentration (0 pmol I"") und die Konzentration stieg mit jeder Reihe
an, Reihe H hatte eine Konzentration von 8,7 umol |I™'. Die vorverdiinnte Standardplatte

wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.
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Tabelle 3.2. Verdiinnungsreihe fiir NO;-Standard

Reihe A 80ul RPMI/PBS
Reihe B 75ul RPMI/PBS
Reihe C  70ul RPMI/PBS
Reihe D  65ul RPMI/PBS
Reihe E  60pul RPMI/PBS
Reihe F 55ul RPMI/PBS
Reihe G 50ul RPMI/PBS
Reihe H  45ul RPMI/PBS

Opl Standard

5ul Standard

10ul Standard
15ul Standard
20pl Standard
25pl Standard
30pl Standard
35ul Standard

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

Probenverarbeitung

Auf einer weiteren 96 well-Platte wurden die plasmabehandelten Proben pipettiert, diese
wurde als Arbeitsplatte bezeichnet. In den ersten 2 Spalten der Arbeitsplatte wurden die
Standardverdiinnungen von der Standardplatte gegeben. Dabei wurden 50 pl RPMI bzw.
PBS vorgelegt und anschlieflend mit 50 pl der Standardverdiinnung vermischt. Der Stan-
dard erhielt seine Endverdiinnung, sodass eine maximale Konzentration von 4,375 pmol |
und eine minimale Konzentration von 0 pmol I”" an NO,™ entstand. 5 Zeitpunkte wurden
pro Mantelgaszumischung gemessen. Nach 1 min, 2 min, 3 min, 6 min und 9 min Behand-
lung wurden jeweils 100 pl pro well in Duplikaten bzw. Triplikaten auf die Platte pipettiert.

Der Standard und die Proben wurden mit je 50 pul Griess 1 und Griess 2 vermischt. Nach

10-minitiger Inkubation, bei[Raumtemperatur (RT) wurden die Proben im Plattenreader

bei einer Absorption von 540 nm gemessen.

Bei der direkten Plasma-Behandlung mussten die Zellen aus den Proben entfernt
werden, da die Zellen die fotometrische Untersuchung storten. Aus diesem Grund wurde
ein zusatzlicher Arbeitsschritt eingefiihrt. Nach der oben erwahnten Plasma-Behandlung
wurden die Zellen in PBS resuspendiert und 1ml der Zellsuspension in ein 1,5ml Re-
aktionsgefaf} iiberfithrt und 90 s bei 300 x g zentrifugiert. 100 pl wurde vom Uberstand
entnommen, in eine 96 well-Platte gegeben und mit je 50 ul Griess 1 und Griess 2 ver-
setzt und wie beschrieben gemessen. Fiir die Messung der[NO, }-Konzentration wurden
100 pl Standard mit 900 pl Assay-Puffer verdiinnt, sodass eine 200 pmol I”! Lésung
entstand. Die Standard-Platte wurde nach dem gleichen Schema verdiinnt wie bei dem

Nitrit-Assay, nur dass nicht mit 50 pl, sondern mit 40 pl aufgefiillt wurde (siehe[Tabelle 3.2).
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50yl 50ul

QO0Q)
Q000000000
Q000000000

Q0000000

0/0[0/0/0/0/0/0/0/000)
0/0]0/0/0/0/0/0/0006)

I O m Mmoo O @ >

Abbildung 3.3. Herstellung der Verdiinnung des Nitrit- und Nitrat-Standards. Das
Endvolumen ist 100 pl pro well. Auf der ersten Platte werden die ersten 4 Spalten mit
dem Standard versetzt (von oben nach unten 0 pl, 5 ul und alle weitern wells zusatzlich
5ul pro Zeile, in Quadtett). Dann werden 50 pl/well aus den ersten 4 Spalten in die
Spalten 5-8 tibertragen, verdiinnt. Spalte 1 bis 4 werden mit Spalte 5 bis 8 verdiinnt
und anschliefit Spalte 5 bis 8 mit Spalte 9 bis 12 verdiinnt. Auf der zweiten Platte zeigt
sich, dass die Spalte 1 bis 8 mit 50 pl Medium aufgefiillt wird. Die dritte Platte zeigt,
wie 50 pl aus Reihe 1 bis 4 entfernt und wieder aufgefiillt werden, um in allen wells
die gleiche Verdiinnung zu haben.
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Es entstand ein Endvolumen von 80 pl. In der Arbeitsplatte wurden 40 ul PBS vorgelegt und
40 pl Standard hinzugegeben. Fiir jede Plasmabehandlung wurden Triplikate angefertigt,
indem 80 pl von jeder Probe pro well in die Platte gegeben wurde. Im Anschluss wurden
10 pl Enzyme Cofactor Mixture (NADH) in jedes well hinzugefiigt und alles vermischt.
Hinzu kamen 10 pl Nitrate Reductase Mixture, eine Mischung aus Nitrat-Reduktase und
NADP™. Bei dieser Prozedur wurde sowohl das Enzym als auch der Cofactor auf Eis
gelagert. Innerhalb von einer Stunde bei RT reagierte NO,” mit NADPH und Nitrat-
Reduktase zu NO,”, NADP* und Nach erfolgter Inkubation wurden je
50 pl Griess Reagenz R1 und Griess Reagenz R2 zu den Proben gegeben und gut vermischt.
Nach 10 min Inkubation wurden die Absorption der Proben bei einer Wellenlange von
540 nm vermessen. Der Leerwert wurde von allen Proben abgezogen, danach wurden die
Konzentrationen anhand der gemessenen Standardkurve in Excel berechnet. Zuséatzlich
wurde ein Versuch mit Katalase durchgefiihrt, um zu schauen inwieweit die Reduktion
der H,0,-Konzentration die NO, -Konzentration beeinflusst. Bei diesem Experiment
wurde vor der Plasma-Behandlung 20 umol I"! Katalase in jede Schale gegeben und mit
bzw. ohne Zellen mit Plasma behandelt. Im Anschluf} folgte das gleiche Procedere wie

oben beschrieben.

3.2.6 Amplex Ultra Red-Assay

Die [H,0O,} Konzentrationen wurden mit dem Amplex Ultra Red-Assay gemessen. Das
Prinizp des|/Amplex Ultra Red (AUR)[Assays ist, dass ein fluoreszierendes Substrat von
der[Horseradish peroxidase (HRP)| gespalten wird und mit[H,0,| zu reagiert. Die
Konzentration an[H,0,] wurde in RPMI und PBS mit bzw. ohne Zellen gemessen. Die
Behandlung erfolgte fiir 1 min, 3 min, 6 min und 9 min. Die Proben wurden im Anschluss

im Verhaltnis 1:50 mit PBS verdiunnt und anschlieflend in eine 96 well-Platte tiberfiihrt.

Um den Abbau von Wasserstoffperoxid zu reduzieren wurde die Platte bei 4°C gela-
gert. Fiir jede Messung wurde ein frischer[H,0 ] Standard angesetzt, dabei wurde von
5umol I”" im Verhiltnis 1:1 auf 0,15 pmol I"! verdiinnt. Das bedeutete, es wurden 200 pl
der 5 pmol I"! entnommen und mit 200 ul PBS verdiinnt, sodass eine 2,5 pmol I"! Lésung
entstand. Aus dieser Losung wurde die nachste Verdiinnung angefertigt. Nach der voll-

standigen Uberfiihrung aller plasmabehandelten Proben und des[H,0,}-Standards mit
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je 50l pro well wurde ein Mastermix aus 10 mmol I, 101U ml™" und 5ml
Phosphatpuffer angesetzt. Dieser wurde immer frisch angesetzt, da er bei zu langen
Stehen mit dem Ozon aus der Luft reagieren konnte. Aus diesem Grund wurden alle
Arbeitsschritte, aufier die Plasma-Behandlung, in einer Reinraumwerkbank durchgefiihrt.
Pro well wurden 100 pul Mastermix hinzugesetzt und bei Raumtemperatur fiir 30 min im
Dunkeln inkubiert. Die Fluoreszenz wurde im Tecan-Plattenreader gemessen bei einer
Exzitation von 530 nm und Emission von 590 nm. Die Messung von H,0, wurde auch
nach der direkten Plasma-Behandlung von THP-1-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden
die Zellen nach der Plasma-Behandlung 1 h im Inkubator inkubiert und anschlieflend
1ml der Zellsuspension in ein 1,5 ml Eppendorfgefaf} tiberfiihrt und fiir 90 s mit 300 x g

zentrifugiert. Mit den Uberstanden wurde wie oben weiter verfahren.

Zellphysiologie

3.2.7 Alamar blue Assay

Der Alamar blue Assay wird zur Detektion der Zellviabilitat und Zytotoxizitat verwendet.
Der Assay enthalt eine wassrige Resazurinlosung, die in lebenden Zellen in Resorufin
umgewandelt werden kann. Diese Umwandlung geschieht aufgrund einer Redoxreaktion
und wird bei geschadigten Zellen nur in geringem Mafle oder nicht mehr durchgefiihrt,
sodass ein Farbwechsel von lilla-blau zu rosa nicht mehr moglich ist. Die Endpunkte (der
Zeitpunkt, an dem die Messung erfolgt) des Assays waren bei 24 h und 72 h angesetzt.
Es wurden ein direkter von einem indirekten Versuchsaufbau unterschieden. Beim in-
direkten Versuch wurde nur das Medium mit Plasma behandelt und im Anschluss der
Behandlung auf die Zellen gegeben, beim direkten Versuch kommen die Zellen wéhrend
der kompletten Behandlungszeit mit dem Plasmaeffluenten in Kontakt. Beim indirek-
ten Versuch wurden im Vorfeld aus einer T-300-Flasche (Gesamtvolumen 60 ml) 20 ml
Zellsuspension entnommen und die THP-1-Zellen gezahlt. Die Zellen verblieben bis
kurz vor der Aussaat in T-25-Flaschen im Inkubator. Im néachsten Schritt wurden 5ml
RPMI-Medium in einer Petrischale fiir 10 min mit dem kINPen 11 behandelt. Aus der

Petrischale wurde 100 pl behandeltes Medium (unverdiinnt) in Spalte vier (rote wells

in der 96 well-Platte gegeben. Ab Spalte fiinf wurde eine Verdiinnung



3.2. METHODEN

33

>

o
CO0O0O0O0000 -

loe)

(@]

al m

(]

CO0090O9O -
QOO0 OO0O0@® -
CO000900 QPO -
CO00POEO -
@OOOCOO
@OOOOO
COO0O0COO
COOCOOO

pu

C® © @ ©

Mit Medium gefiillt

Kontrolle mit 100 umol/I
HZOZ

10 Minuten Plasma-Behandlung

Verdiinnungsreihe durch Pfeile
angedeutet

Abbildung 3.4. Darstellung der Plattenaufteilung zur Bestimmung der Zellviabilitat.
In den aufieren wells wird 150 ul RPMI gegeben. 5 ml Medium wird mit Plasma behan-
delt und anschlieflend 100 pl in Spalte vier gegeben. Anschliefiend im Verhaltnis 1:1
verdiinnt und in die anderen Spalten Gberfithrt und 10 000 Zellen pro well hinzugeben.
In Spalte zwei und elf befinden sich die Kontrollen. In Spalte drei ist 100 umol 17!

H,O, pipettiert.

im Verhaltnis 1:1 des behandelten Mediums durchgefiihrt, indem 100 ul Medium mit

100 pul behandelten Medium aus dem vorherigen well vermischt wurden. Erst wenn alle

Verdiinnungen fertig waren, wurden pro well 50 pl Zellen aus der T-25-Flasche hinzugeben

(final 10000 Zellen pro well). In Spalte zwei und elf waren die Kontrollen. Hierbei wurden
100 pmol I H, O, in 100 pl RPMI-Medium vorgelegt und 50 ul nicht Plasma behandelter
Zellsuspension mit je 10000 Zellen pro well hinzugegeben. Die 100 pmol H,O, Losung

wurde aus 30 %-igen Losung hergestellt. Die H,0,-Probe diente als Kontrolle, da auch

H,O, eine zellschadigende Wirkung hat und bekanntermafien durch Plasma-Behandlung

in der flissigen Zellumgebung generiert wird. Zur Minimierung der Unterschiede zwi-

schen zwei verschiedenen Zellkulturflaschen wurden fiir den direkten Ansatz die Zellen

aus der gleichen T-300-Flasche genommen, die schon fiir den indirekten Versuch genutzt
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wurde. 20 ml wurden entnommen, die Zellen gezahlt und 0,5 Millionen Zellen in 5ml
RPMI-Medium resuspendiert und in 60 mm Petrischalen ausgesat. Nach mindestens 1h
Vorinkubation der Petrischalen im Inkubator wurden alle Proben mit Plasma behandelt.
Es ergaben sich sieben Behandlungszeitpunkte: 1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 6 min
und 10 min. In den Spalten vier bis zehn wurden 50 pl RPMI-Medium vorgelegt und nach
den einzelnen Behandlungen 100 pl der Probe dazugegeben, sodass sich eine Zellzahl
pro well von 10000 ergab. Die Kontrollen und die H,0,-Spalte wurden so wie im indi-
rekten Verfahren angesetzt. Nach 72 h bzw. 24 h wurde zu jedem well 100 pl von einer
200 pmol mol™' Resazurin-Lésung dazu gegeben. Nach 6 h Inkubation bei 37°C, 5% CO,
wurden die Platten im Plattenreader bei einer Exzitationswellenlange von 530 nm und

Emissionswellenlange von 590 nm gemessen.

Zellviabilitatsbestimmung nach H,0,-Behandlung

Bei der Messung der Zellviabilitat mittels Alamar blue Assay wurden Unterschiede zwi-
schen der direkten und indirekten Behandlung mit H,O, festgestellt. Um zu sehen ob die
Ursache an dem direkten und indirekten Behandlungsverfahren lag oder es ein Behand-
lungsfehler sein konnte, wurden die Versuche ohne Plasma nur mit H,O, wiederholt. Es
wurde die gleiche Anzahl an THP-1-Zellen (10 000 Zellen) pro well ausgesat. Vorversu-
che ergaben, dass nach 10 min Plasma-Behandlung 300 umol I"! H,0, gemessen wurde.
300 umol I'" H,0, wurde folglich als Maximalkonzentration fiir diesen Versuch einge-
setzt. Beim direkten Behandlungsverfahren wurde die Petrischale mit den Zellen einem
gleichbleibenden Argonfluss ausgesetzt, ohne das Plasma zu ziinden, um die Gasfluss-
verhaltnisse wie bei der direkten Plasmabehandlung zu simulieren. Die Zellen wurden
10 min mit Argon begast und gleichzeitig wurde alle 2 min 60 pmol "' H,0, hinzugegeben,
bis nach 10 min eine Endkonzentration von 300 pmol I' H,0, in der Petrischale erreicht
wurde. Im Anschluss wurden aus der Petrischale 100 pl entnommen und in ein well auf
eine 96-well-Platte iibertragen und fiir 72 h inkubiert. Der indirekte Behandlungsver-
such ist ahnlich aufgebaut, nur dass sich in der Petrischale keine Zellen befanden. Das
RPMI-Medium wurde ebenfalls mit Argon begast und am Ende der 10 min Behandlung
wurden 300 umol "' H,0, zum RPMI-Medium gegeben. In einer 96-well-Platte befan-
den sich 10000 Zellen, auf denen 100 ul des RPMI-H,0,-Gemischs pipettiert wurden.
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Nach 72 h wurden die direkten und indirekten H,0,-Proben im Plattenreader bei einer

Exzitationswellenlange von 530 nm und Emissionswellenlange von 590 nm gemessen.

3.2.8 Durchflusszytometrie (FACS)

Um herauszufinden, welche Auswirkungen die Plasma-Behandlungen mit unterschiedli-
chen Mantelgaszumischungen auf die Apoptose-Rate haben, wurden die THP-1-Zellen
fiir 1 min, 3 min und 6 min mit dem Plasma direkt oder indirekt behandelt. Es wurden drei
Zeitpunkte pro Gasmantelzumischung und drei Kontrollen (unbehandelte THP-1-Zellen)
im direkten und indirekten Verfahren generiert. Nach 24 h bzw. 72 h Inkubation bei 37 °C
und 5% CO, wurden die plasmabehandelten THP-1-Zellen in ein Fluorescence-activated
Cell Sorting (FACS)-Rohrchen tiberfiihrt und fir 5min bei 500 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 2 ml Annexin V Bindungspuffer (AVBB)
gewaschen und kurz gevortext. Dann wurde 50 pl Mastermix zu dem Pellet gegeben und
ebenfalls gut gevortext und fiir 15 min bei [RT]im Dunkeln inkubiert. Erneut wurde mit
2ml AVBB gewaschen und das Pellet in 50 ul AVBB und 100 nmol I"'|4’,6-Diamidin-2-phet

[nylindol (DAPI)| aufgenommen. Im Durchflusszytometer wurden, beginnend mit den

Kontrollen, alle Proben (plasmabehandelte THP-1-Zellen) vermessen. Dabei wurden die
Zellen durch eine schmale Kiivette in den Strahlengang des Lasers, der sich im FACS-Geréat
befindet, gesaugt. Die Zellen streuen einen Teil des Lichtes, was mittels Detektor gemessen
wird und Riickschluss auf die Grof3e und Komplexitat der Zelle gibt. Durch die Anfarbung
mittels DAPI oder Antikorper mit Fluoreszenzfarbstoffen wird ein bestimmter Teil der
Zelle markiert, der dann detektiert wird. Mit Hilfe der Auswertungssoftware werden
die Annexin-V-positiven[DAPI}negativen (friih apoptotisch), Annexin-V-positiven/DAPI}
positiven (spat apoptotische) und Annexin V-negativen/[DAPI}negativen (lebende) Zellen
quantifiziert.

Fiir die Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF)-Farbungen wurden die Zel-
len geerntet, mit PBS gewaschen und die Fc-Rezeptoren fiir 10 min bei RT mit Immunglobulin-
Fraktion-1l abgesattigt. Anschlieflend erfolgte die Farbung mit einen polyklonalem anti-
[HB-EGHAPC-konjugiertem Antikorper und nach einem Waschschritt das Resuspendieren
in PBS-DAPI, bevor die Zellen durchflusszytometrisch gemessen wurden.
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3.2.9 Resazurin-FACS-Analyse

Zur Detektion der Zellgroflenveranderung wurden der Alamar blue Assay und FACS kom-
biniert, zur Resazurin-FACS-Analyse. Dabei nutzt man die Eigenschaften zur Detektion
der Zellaktivitat mittels Alamar blue Assay und zur Detektions der Lebendzellzahl inklusi-
ve Zell-Volumen und Zell-Granularitat mittels FACS aus. Ursachlich fiir die Kombination
beider Methoden waren Zellgrofienzunahmen wéhrend der Plasma-Behandlung. Es wur-
de im Mikroskop sichtbar, dass mit Zunahme der Plasma-Behandlung das Zellvolumen
zunimmt und mit Hilfe des Alamar blue Assays sollte geklaren werden, ob alle Zellen,
grofie wie kleine, die gleiche Zellaktivitat haben. Dafiir wurde identisch nach dem Alamar
blue Protokoll vorgegangen und die Zellen nach der Behandlung und Inkubation auf 96
well-Platten ausgesat. Als Kontrolle dienten unbehandelte, nur mit Argon begaste Zellen,
es wurden 3 Plasma-Behandlungszeitpunkte herangezogen (1 min, 5 min, 10 min), da
diese Zeiten die grofiten Effekte zeigten. Da H,O, eine wichtige Rolle beim Effekt der
Plasma-Behandlung spielen soll, wurde noch eine Probe mit 100 umol I"" H,0, (50 pl) mit
analysiert. Nach 72 h wurden die 96-well-Platten im Plattenreader bei einer Exzitations-
wellenlange von 530 nm und Emissionswellenlange von 590 nm gemessen. Das Ergebnis
war die Zellaktivitat/Zellviabilitat pro well, dabei waren noch grofie und kleine Zellen im
well und es war noch nicht geklart, welche der Zellen aktiver waren. Daher wurden diese
Zellen im Anschluss per Durchflusszytometrie im FACS gezahlt und das Zell-Volumen,
inklusive Zell-Granularitat bestimmt (siehe Methodenteil Durchflusszytometrie). Es wur-
de im FACS zuerst die absolute Zellzahl bestimmt und dann die Lebendzellzahl von der
Gesamtzellzahl dividiert. Zur Berechnung der Zellaktivitat pro Zelle wurde in Excel die
Zellaktivitat durch die absolute Lebendzellzahl geteilt. Vorher wurde der Background des
Alamar blue Assay abgezogen. Gleichzeitig ergab das FACS Aufschluss tiber die Grof3e und
Granularitat der Zelle. Im nachsten Schritt wurde die Grofle der Zellen durch die Anzahl
der lebenden Zellen geteilt, sodass am Ende die Grofle und Granularitat der einzelnden

Zelle ermittelt wurde.

3.2.10 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Ziel des Assays ist die Detektion von Antikérpern im Zelliberstand. Bei der Herstellung

der ELISA-Proben wurden die Proben indirekt und direkt behandelt, zudem wurden zwei
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unterschiedliche Versuchsansatze untersucht. Im ersten Versuchsansatz wurden die THP-
1-Zellen mittels 10 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert.[LPS]ist ein Bestandteil der
Gram-negativen Zellwand von Bakterien, welche haufig in Wunden vorkommen, dadurch
wurde eine chronisch entziindete Wunde simuliert. Im zweiten Versuch wurde auf die
Gabe von|LPS|verzichtet, dies simuliert das Milieu einer akuten Wunde. Es existiert je eine
Kontrolle ohne Plasma-Behandlung und eine [LPS}Kontrolle ohne Plasma-Behandlung.
Bei dem indirekten Verfahren wurden 5 ml farbloses RPMI-Medium in 60 mm Petrischalen
gegeben und fiir 1 min, 3 min und 6 min mit Plasma behandelt. Danach erfolgte die Zugabe
von einer Millionen THP-1-Zellen pro Petrischale. Beim direkte Verfahren wurden nach
24 Stunden die Zellen abgenommen, indem die komplette Zellsuspension in ein Rohrchen
uberfithrt und bei 4°C und 300 x g fur 5min abzentrifugiert wurde. Der Uberstand
wurde in je funf Aliquots zu je 600 pl pipettiert. Das Zellpellet wurde mit 1 ml kalten PBS

gewaschen und mit den Uberstanden bei -80 °C gelagert.

Die Messung der Zytokine[IL}6 und[I}8 wurden mittels fertiger ELISA-Kits durch-
gefuihrt, die auf dem Prinzip des Sandwich-ELISA beruhen. Alle Prozessschritte wurden
exakt nach der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt, was im Folgenden kurz zusammen-
gefasst werden soll. Alle Proben wurden auf Eis langsam aufgetaut. In der Zwischenzeit
wurden die precoated Platten (mit Antikorper beschichtete Platten) vier mal mit 300 pl
Waschpuffer gewaschen. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Waschschritte mit
300 pl vier mal durchgefiihrt. In jedes well der Mikrotiterplatte wurde 50 pl Assay-Puffer A
pipettiert um anschlieflend 50 pl Probe bzw. Standard dazu zu geben. Proben mit zu hohen
Zytokinkonzentrationen wurden mit Assay-Puffer A verdiinnt. Nach zweistiindiger Inku-
bation bei[RT]unter standigem Schiitteln wurde wieder gewaschen. Im nachsten Schritt
wurde 100 pl Detektionsantiképer in jedes well gegeben und fiir eine Stunde bei[RT]inku-

biert. Wahrend dieses Prozesses bindet der biotinylierte Detektionsantikdrper spezifisch

an das jeweilige Zytokin und es entsteht ein|Antikorper (AK)FAntigen-(AG)-Komplex. Um

alle ungebundenen AK wieder zu entfernen, wurde ein weiterer Waschschritt durchgefiihrt.
100 pl Avidin-Meerrettichperoxidase (Avidin-HRP) wurden pro well auf die gewaschene
Platte pipettiert und binden an den Detektionsantikorper. Nach 30 min bei[RT| wurde die
Losung entfernt und sorgfaltig fiinf mal gewaschen, wobei zwischen den Waschschritten

jeweils der Waschpuffer fiir 90 s auf der Platte inkubierte. Im Anschluss wurde je 100 pl

[3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB)rSubstrat pro well pipettiert. Die Losung in den wells
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farbt sich blau, weil die Peroxidase das[TMBJumsetzt. Der Grad der Blaufarbung korreliert
mit der Zytokinkonzentration. Zum Abstoppen der Losung wurde 50 ul Schwefelsaure

pro well hinzugegeben. Bei 450 nm wird die Absorption gemessen.

3.3 Statistische Auswertung

Bei Mehrfachbestimmungenen eines Messparameters wurden das arithmetische Mittel
und die Standardabweichung mit Excel bestimmt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe von
one-way-ANOVA und des Posttestes nach Dunnett berechnet (Signifikanzlevel * = 0.05,
**=0.01, "** = 0.001). Alle Graphiken wurden mit Graph Pad Prism 6 angefertigt.



4 Ergebnisse

4.1 Flussigkeitsanalytik

4.1.1 pH-Wert

Zunachst wurde untersucht, ob unterschiedliche Mantelgaszumischungen einen Effekt
auf den pH-Wert in der behandelten Fliissigkeit hatten. Im Zellkulturmedium stieg der

pH-Wert von 7,4 iiber den Verlauf der Behandlungszeit bis zu einem Endwert von 8,4 an

(Abbildung 4.1). Das zeigte auch die Kontrolle, bei der nur Argon als Gas in die Petrischale

eingeleitet wurde und es zu einem dhnlichen Kurvenverlauf kam wie bei den anderen

Gaszumischungen. In PBS blieb der pH-Wert konstant im physiologischen Bereich.

4.1.2 Einfluss der Gaszumischungen auf die Nitrit- und Nitrat- Kon-

zentrationen

Zu Beginn des Versuches sollte geklart werden, wie viel [NO,|und [NO,| bei der Ver-
wendung unterschiedlicher Mantelgase in der Fliissigkeit entsteht. Da Zellen in fur
einige Stunden tberleben und zudem ein geringeres Interaktionspotential fir Plasma

aufzeigt als RPMI, weil in PBS nur Salze und kein Serum und Vitamine enthalten sind,

wurden die PBS-Proben als Ausgangswert fiir die Menge von gebildetem [NO, [und [NO,|

in der Flussigkeit verwendet. Es wurden fiinf Plasma-Behandlungszeiten ausgewahlt:

1min, 2min, 3min, 6 min und 9 min. In der[Abbildung 4.2]A und B wurden die[NO; ] und
[NO, }Konzentrationen nach Plasma-Behandlung mit unterschiedlichen Gaszumischun-

gen sowie in Abhangigkeit von der Plasma-Behandlungszeit aufgetragen. Es zeigte sich
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Abbildung 4.1. pH-Wert-Messung uiber die Behandlungszeit bei unterschiedlichen Medi-
en. Es sind die pH-Veranderungen in PBS (A) und RPMI-Medium (B) wahrend der
Behandlung mit Plasma dargestellt. In 60 mm Petrischalen wurden alle Proben tber
10 min mit Plasma behandelt, nach jeder Minute erfolgte eine pH-Wertmessung.
Die Kontrolle wurde mit Argon begast. In den Abbildungen wurde der pH-Wert in
Abhangigkeit von der Behandlungszeit dargestellt. Es sind die Mittelwerte aus je drei
unabhangigen Experimenten abgebildet.

eine positive Korrelation zwischen dem Anstieg der Konzentration an NO,” und NO,~

mit der Lange der Behandlungszeit. Die niedrigsten Konzentrationen an[NO, |und[NO,|

waren jeweils bei 100 % [O,]und 100 % [N,|zu messen. In PBS (Abbildung 4.2/ A) waren die
[NO, }Konzentrationen insgesamt deutlich niedriger als die von und stiegen mini-

mal bei der Zunahme der O,-Konzentration im Mantelgas an, bis ein Maximum bei der

Mantelgaszumischung von 25 % N, und 75 % O,, nach 9 min, erreicht wurde. Im Vergleich
dazu war in PBS B) ein deutlicher Anstieg der Nitratkonzentration bei
75 % N,- und 25 % O,-Mantelgaszumischung im Vergleich zu den anderen Mantelgaszu-
mischungen zu sehen. Da Zellen tiblicherweise in Zellkulturmedien kultiviert werden und
nicht in PBS, wurden die Experimente in RPMI-Medium reproduziert.[Abbildung 4.2 C
zeigt, dass bei 100 % N, und 100 % O, die[NO, }Konzentrationen in RPMI am niedrigsten
waren. Fiir 75 %, 50 % und 25 % N, lagen die Maximalwerte bei circa 2 pmol I"' an gemes-
senen[NO, und damit doppelt so hoch wie bei 100 % N,. Die[NO, }-Konzentration wurde
nicht im RPMI-Medium gemessen, weil im Medium eine zu grofie Konzentration an Nitrat
vorherrscht und mit dem verwendete Kit keine Unterschiede nach Plasma-Behandlung

detektiert werden konnten. Die Ergebnisse zu den NO, -und NO; -Konzentrationen die
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nach der Plasma-Behandlung von Zellen gefunden wurden, befinden sich im Kapitel

Zellphysiologie 4.2.

A _B) 0 RPMI

PBS PBS

- 100%N,
= 5%N,
1 = 50% N,
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Abbildung 4.2. Vergleich der Nitrit-und Nitrat-Konzentrationen in PBS (A, B)und RPMI (C)
in Abhangigkeit von der Zusammensetzung des Gasmantels sowie von der Plasma-
Behandlungszeit. Es wurden 5 ml Medium bzw. [PBS| mit unterschiedlichen Gaszumi-
schungen fur 1 min, 2 min, 3 min, 6 min und 9 min behandelt. Gezeigt sind Mittelwerte
und Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten.

In einem weiteren Versuch wurde Katalase zur Reduktion von[H,O,|eingesetzt, um
festzustellen, ob die Produktion von Stickstoffspezies in der Fliissigkeit durch H,O, beein-
flusst wurde. In[Abbildung 4.3ist die[NO, ] Konzentration in Abhangigkeit von der Plasma-
Behandlungszeit dargestellt. Es wurde RPMI-Medium mit und ohne THP-1-Zellen mit der
25 % Mantelgaszumischung behandelt. Es konnte ein Anstieg der[NO, }-Konzentration bei
der Zugabe von Katalase zum Medium gezeigt werden. Das RPMI-Medium ohne Zellen
und ohne Katalase zeigte einen Anstieg von 0 pmol I"" auf fast 2 umol I"! nach 9-miniitiger
Plasma-Behandlung. Bei der Zugabe von Katalase war ein grofler Anstieg um mehr als
das Doppelte bei 9-miniitiger Plasma-Behandlung zu erkennen im Vergleich zu der Probe
ohne Katalase und ohne Zellen. Ahnlich war der Unterschied zwischen dem behandelten
RPMI-Medium und den mit Plasma behandelten Zellen. Kein Unterschied war zwischen
der mit Katalase behandelten RPMI-Probe und der behandelten Zellprobe zu sehen,
die Konzentration betrug jeweils circa 4,7 pmol | . Zwischen den
behandelten Zellen mit und ohne Katalase war kein Anstieg der[NO, }-Konzentration,

sowohl bei 1 min als auch bei 9 min zu messen.
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Abbildung 4.3. Nitritbestimmung in Anwesenheit von Katalase Die Proben wurden 1 min
und 9 min mit Plasma behandelt. Die Zellen wurden in 60 mm Petrischalen mit Plas-
ma behandelt und anschlieflend abzentrifugiert und vermessen. 20 ug ml~' Katalase
wurde vor der Plasma-Behandlung in die Petrischalen gegeben. Es ist der Datensatz
von einem Experiment gezeigt.

4.1.3 Detektion von Wasserstoffperoxid

Neben der Produktion von NO;™ und NO,™ entsteht bei der Plasma-Behandlung auch
H,0,. Welche Mengen an H,O, bei den unterschiedlichen Mantelgaszumischungen ge-
bildet wurden, wurde mittels Amplex Ultra Red-Assay detektiert. In A
wurde die Konzentration an H,O, in[PBS]in Abhangigkeit von der Behandlungszeit darge-
stellt, wobei ein deutlicher Anstieg der Konzentration mit steigender Behandlungszeit zu
erkennen war. Die insgesamt niedrigste H,0,-Konzentration trat bei einer Mantelgaszu-
mischung von 75 % N, auf. Sie stieg von 34 pmol I"! bei 1 min auf 123 pmol I"" nach 6 min
Plasma-Behandlung an. Die Gaszumischungen mit 50 % N,, 25 % N, und 0 % N, zeigten
in minimalen Abstufungen eine steigende Tendenz mit der Abnahme der Stickstoffkon-
zentration im Mantelgas. Die maximale H,0,-Konzentration von 171 pumol I"! konnte bei
der Mantelgaszumischung mit 0 % N, nach 6 min Plasma-Behandlung gezeigt werden.
Desweiteren wurde die H,0,-Konzentration nach Plasma-Behandlung mit den unter-

schiedlichen Mantelgaszumischungen in RPMI betrachtet. Die[Abbildung 4.4 B zeigt, dass
die H,0,-Konzentrationen bei der langen Plasma-Behandlungszeit (6 min) um etwa 1/3
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niedriger waren im Vergleich zu PBS (Abbildung 4.4A). Die niedrigsten Konzentrationen
an H,0, zeigten sich bei der 100 % N,-Zumischung im Mantelgas. Die 0 % N,-Zumischung

im Mantelgas zeigte auch hier die héchste Konzentration von 150 pmol I”' H,0, nach
6 min Plasma-Behandlung. Alle iibrigen Gaszumischungen zeigten nur eine geringe Ab-
stufung zueinander und resultierten in H,0-Konzentrationen zwischen 100 pmol I”! und

130 pmol I"! nach 6 min Plasma-Behandlung.
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| = oown,
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Abbildung 4.4. Beeinflussung der H,0,-Konzentration mittels verschiedener Mantelgas-
zumischungen. Es wurden fiir jeden Behandlungszeitpunkt jeweils 5 ml PBS/RPMI
in eine 60 mm Petrischalen gegeben und mit den verschiedenen Mantelgaszumi-
schungen behandelt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichung von drei
unabhangigen Experimenten.

Nachdem die Fliissigkeitsanalytik durch die Bestimmung von NO,”, NO,", H,0, und
pH-Wert charakterisiert wurde, wurde im Folgenden die Wirkung der verschiedenen

Mantelgaszumischungen auf die Zellphysiologie betrachtet.

4.2 Zellphysiologie

4.2.1 Veranderung der Nitrat- und Nitrit-Konzentration durch Plas-

ma in Anwesenheit von Monozyten

Im Folgenden wurde der Einfluss der Gegenwart von Zellen (Monozyten) wahrend der

Plasma-Behandlung auf die NO, - und NO; -Konzentration in PBS / RPMI untersucht.



44 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

In der [Abbildung 4.5]ist die NO, - und NO, -Konzentration in Abhingigkeit von der

Behandlungszeit fur die unterschiedlichen Gaszumischungen dargestellt. Es wurden
funf Behandlungszeiten in aufsteigender Reihenfolge im Diagramm dargestellt (1 min,
2 min, 3 min, 6 min und 9 min). Es zeigte sich, dass bei Vorhandensein von Mono-
zyten die [NO, }Konzentration im Vergleich zu den Proben ohne Zellen deutlich an-
stieg (vgl. [Abbildung 4.2). Zudem wurde auch hier wieder eine Zunahme der NO, -

und NO, -Konzentration in Abhéngigkeit von der Plasma-Behandlungszeit sichtbar. Die
niedrigsten Konzentrationen an NO,™ (A und C) und NO,™ (B) waren bei der 0% N,-
Mantelgaszumischung zu erkennen. In PBS (Abbildung 4.5| A) sind die Unterschiede

der NO, -Konzentration zwischen den 75 % N,-, 50 % N, und 25 % N,-Gaszumischungen

gering und lagen maximal bei circa 3 pmol I"". Die héchste Konzentration an NO;™ in
PBS (Abbildung 4.5/B) war bei der 50 % N,-Gaszumischung nach 9 min mit 3,2 umol I
zu finden. In RPMI war die NO, -Konzentration etwas hoher als in PBS (Abbildung 4.5]

A). Mit Zunahme der O,-Konzentration nahm die NO, -Konzentration bis zur Gaszumi-
schung von 50 % N, zu, mit einem Maximum bei 9 min von 3,5 umol I"'. Bei einer weiteren
Erhéhung der O,-Konzentration nahm die NO, -Konzentration in RPMI und PBS wieder
ab.

PBS Zellen direkt PBS Zellen direkt RPMI Zellen direkt
=
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—_— = 25%N,
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£ g £
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Abbildung 4.5. Bestimmung der Veranderung der Nitrat- und Nitrit-Konzentration in RPMI
und PBS bei der Anwesenheit von Monozyten. Auf der x-Achse wurde in abneh-
mender N,-Konzentration die Mantelgaszumischungen aufgetragen. Es waren eine
Million Zellen in Medium bzw.[PBSim Inkubator vorinkubiert und anschlielend
mit unterschiedlichen Gaszumischungen fiir 1 min, 2min, 3 min, 6 min und 9 min
behandelt worden (im Diagramm aufsteigend dargestellt). Die Zellen waren bei der
Behandlung im direkten Kontakt mit dem Plasma. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten.
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4.2.2 Veranderung der Wasserstoffperoxidkonzentration durch Plasma-

Behandlung in Anwesenheit von Monozyten

Im Folgenden wurde die Einflussnahme der THP-1-Zellen nach der direkten Plasma-
Behandlung mit den verschiedenen Mantelgaszumischungen auf dieH,O,-Konzentrationen
in RPMI und PBS untersucht. In [Abbildung 4.6sind die H,0,-Konzentrationen in Abhan-
gigkeit von der Plasma-Behandlungszeit dargestellt. In beiden Flissigkeiten zeigten sich
die geringsten H,0,-Konzentrationen bei der 75 % N,-Mantelgaszumischung. Des Weite-
ren war ein Anstieg der H,0,-Konzentration mit Zunahme der Behandlungszeit zu erken-
nen. Die hochsten Konzentrationen wurde jeweils bei der 50 % N,-Mantelgaszumischung
nach 6 min Plasma-Behandlung gemessen. In PBS (Abbildung 4.6| A) war fiir 100 % N, im
Mantelgas eine etwa gleich bleibende Konzentration an H,0, von circa 1,6 pmol I"! nach
1 min und 3 min Plasma-Behandlung zu finden. Bei der 6 min Plasma-Behandlung
kam es zu einem deutlichen Anstieg der H,0,-Konzentration um das 2,5-fache auf
4pumol 7', In PBS wurden im Vergleich zu RPMI insgesamt geringere Konzentrationen
an H,0, gemessen. Die hochste Konzentration in PBS lag bei 8,78 pmol I"" fiir die 50 %
N,-Mantelgaszumischung nach 6 min, im Gegensatz dazu lag die Konzentration bei der
gleichen Mantelgaszumischung in RPMI um etwa das Dreifache héher bei 27,89 umol I
Die Konzentrationen in PBS fiir die 25 % N, und 0 % N,-Mantelgaszumischung befanden
sich etwa auf gleichen Niveau und nahmen minimal mit der Plasma-Behandlungszeit
zu. In RPMI war ein Anstieg bei der 100 % N,-Gaszumischung von 5,8 umol "' nach
1 min Plasma-Behandlung auf 24,6 umol I"! nach 6 min zu erkennen. Die 25% N, und
0 % N,-Gaszumischungen zeigten wie in Teilabbildung A eine dahnliche Tendenz. Es ist
eine Verdoppelung von 10 umol I nach 1 min Behandlungszeit auf iiber 20 pmol I"! nach

6 min zu finden.

4.2.3 Bestimmung der Zellviabilitat mittels Alamar blue Assay

In[Abbildung 4.7ist der Einfluss der unterschiedlichen Mantelgaszumischungen bei der

Plasma-Behandlung auf die Zellviabilitat dargestellt. Dabei ist die Resazurin-Umwandlung
(entspricht der Viabilitat) in Prozent gegen die Plasma-Behandlungszeit aufgetragen.

Die Ergebnisse wurden auf die Kontrolle (unbehandelte THP-1-Zellen) bezogen. Hier-
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Abbildung 4.6. Die Veranderung der Wasserstoffperoxidkonzentration durch die Plasma-
Behandlung bei der Anwesenheit von Monozyten. Abgebildet wurde die H,O,-
Konzentration nach direkter Plasma-Behandlung der Monozyten in PBS und RPMI
in Abhéngigkeit von der Plasma-Behandlungszeit. Eine Million THP-1-Zellen/60 mm
Petischale sind nach 1 h Vorinkubation im Inkubator mit den unterschiedlichen
Mantelgaszumischungen behandelt und im Anschluss zentrifugiert und vermessen
worden. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichung von drei unabhangi-
gen Experimenten.

zu wurden 24 h und 72 h nach der Plasma-Behandlung die Viabilitat mittels Resazurin
erfasst. Des Weiteren wurden die verschiedenen Mantelgaszumischungen im direkten

(Abbildung 4.7| A) und indirekten (Abbildung 4.7| B) Behandlungsverfahren verglichen.

Bei der direkten Behandlung mit 100 pmol I'' H,O, war eine Reduktion der Zellviabilitat
(Abbildung 4.7] A) erkennbar. Die direkten Plasma-Behandlungen mit den verschiedenen

Mantelgaszumischungen zeigten nach 1 min eine Zunahme der Viabilitat im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 4.7] A). Die starkste Zunahme um iiber 20 %
zeigte sich bei 25% und 100 % N,-Gaszumischung. Eine geringere Zunahme um circa
15 % ergab sich nach Plasma-Behandlung mit 50 % und 75 % N,-Mantelgaszumischung.
Bei 0% N,-Mantelgaszumischung stieg die Zellviabilitat nur um 4 % an. Nach 5 min
Plasma-Behandlung reduzierte sich die Viabilitat bei allen Mantelgaszumischungen um
bis zu 40 %. Diese Reduktion nahm auch nach 10 min weiter zu und zeigte bei der 50 %
N,-Zumischung den geringsten Wert von 33 %. Im Vergleich zu der direkten Plasma-
Behandlung stieg die Resazurin-Umwandlung bei indirekter Plasma-Behandlung
B) nach 1 min nicht tiber die unbehandelte Kontrolle an. Zudem zeigte die
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H,0O,-Kontrolle eine hohere Viabilitat als bei den direkten Behandlungsverfahren. Mit
Zunahme der Plasma-Behandlungszeit nahm die Viabilitat starker ab und zeigte eine
groflere Variabilitat unter den Gaszumischungen als im Ergebnis der direkten Plasma-
Behandlung. Nach 5 min zeigte sich die deutlichste Reduktion der Viabilitat von 100 % auf
20 % bei der 0 % N,-Mantelgaszumischung. Die 25 % N,-Mantelgaszumischung fiel vom
Kontrollniveau auf 40 % ab, ahnlich war der Abfall bei der 50 % N,-Mantelgaszumischung.
Die 75 % N,-Mantelgaszumischung zeigte die geringste Reduktion der Viabiliat, um circa
30 %. Eine Viabilitatsreduktion um circa 40 % zeigte die 100 % N,-Mantelgaszumischung.
Nach 10 min Plasma-Behandlung hatte sich die Zellviabilitat weiter reduziert und war
bei der 0 % N,-Mantelgaszumischung nicht mehr messbar und bei allen anderen Gaszu-

mischungen unter 18 % gefallen.
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Abbildung 4.7. Darstellung der Zellviabilitait nach direkter und indirekter Plasma-
Behandlung. Auf der x-Achse wurde die Plasma-Behandlungszeit (1, 5 und 10 min),
sowie die 100 pmol I"' H,0,-Kontrolle gegen die Resazurin-Umwandlung in Prozent
aufgetragen. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unab-
hangigen Experimenten.

In der[Abbildung 4.7)sind Unterschiede in den H,0,-Kontrollen zwischen der direkten

und indirekten Plasma-Behandlung sichtbar. Um zu klaren, ob diese Unterschiede durch
das Behandlungsverfahren (direkt, indirekt) hervorgerufen wurden oder methodische

Artefakte darstellen wurden diese Experimente ohne Plasma- / Argon-Begasung nur

mit der Zugabe von H,0, wiederholt (Abbildung 4.8). Im Vorfeld wurde die Menge an
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H,O, nach 10 min Plasma-Behandlung gemessen und als Aquivalenzwert (300 pmol ")
genutzt. Zur Simulation der indirekten Behandlung wurde die Aquivalenzdosis an H,0,
auf einmal auf die Zellen gegeben und zur Simulation der direkten Plasma-Behandlung
wurde schrittweise, in kleinen Mengen H,O, bis zur Aquivalenzdosis hinzugegeben, siehe
Methodenteil. Die Kontrolle sind unbehandelte THP-1-Zellen. Bei der indirekten Behand-
lung mit 300 umol I"! H,0, war eine deutliche Reduktion der Viabilitat, um mehr als 50 %
gegeniiber der Kontrolle festzustellen. Im Gegensatz dazu zeigte die direkte Behandlung,
bei der einer schrittweisen H,0,-Zugabe vorgenommen wurde, eine Verdoppelung der

Viabilitat im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 4.8. Darstellung des Einflusses der indirekten und direkten H,0,-Behandlung
auf THP-1-Zellen. Bei der indirekten Behandlung wurde 5 ml Medium mit gleich-
bleibenden Argonfluss fiir 10 min behandelt und mit 300 pmol I"' H, O, versetzt und
anschlieflend auf die Zellen gegeben und fiir 72 h inkubiert. Fiir den direkten Versuch
wurden die Zellen schrittweise alle 2 min fiir insgesamt 10 min je 60 pmol I H,0, bis
zu einer Endkonzentration von 300 umol I"" zugegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von fiinf Replikaten eines Experimentes.

4.2.4 Betrachtung desPlasma-induzierten Zelltodes mittels FACS-
Analyse

Im Folgenden wurde die Zellviabilitat mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Hierbei wur-

de der Einfluss der verschiedenen Mantelgaszumischungen bei der Plasma-Behandlung
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auf die Mortalitat untersucht. Im Speziellen wurde die frithe und spate Apoptose naher
analysiert. In[Abbildung 4.9 wurden der Anteil lebender Zellen (vitaler Monozyten) als
prozentualer Anteil Annexin V-negativer / und DAPI-negativer Zellen (Annexin V-/DAPI-)
fur drei Behandlungszeiten im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. Nach
24-stiindiger Inkubation wurden sowohl die direkt als auch die indirekt behandelten
Zellsuspensionen gemessen. Es zeigte sich eine geringe Reduktion der vitalen Zellen
mit Zunahme der Behandlungszeit (6 min) um max. 10 %. Dieser Effekt war unabhangig
von der Mantelgaszumischung und trifft sowohl fir die direkte als auch fur die indirek-

te Behandlung zu. Nach kurzen Behandlungszeiten (1 min) ergab sich
kein Abfall der Lebendzellzahl zur Kontrolle. Die|Abbildung 4.10|zeigte die Apoptoserate
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Abbildung 4.9. Bestimmung des Anteils lebender Zellen (Annexin V-/DAPI- im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle) nach Plasma-Behandlung. Es wurden eine Million
Zellen in 5 ml Medium mit den verschiedenen Gasmanteln behandelt und nach 24 h
mit Annexin V und DAPI gefarbt und gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von drei (A) bzw. vier (B) unabhangigen Experimenten.

von THP-1-Monozyten nach der direkten Behandlung der Monozyten mit Plasma. Es
wurde ein Anstieg der Apoptoserate mit Zunahme der Plasma-Behandlung gegeniiber
der Kontrolle sichtbar. Die |Abbildung 4.10| A stellte die frithe Apoptose dar. Es gab ge-
ringe Veranderungen zwischen den Mantelgaszumischungen, die durch ihre starken
Schwankungen keine genaue Tendenz aufzeigten. Nach 1 min Plasma-Behandlung lag
die Apoptoserate bei circa 4 % und stieg mit Zunahme der Plasma-Behandlungszeit bis
zu 8 % an. In|Abbildung 4.10| B wurden die spat apoptotischen Zellen in Prozent gegen die
Behandlungszeit aufgetragen. Die Veranderungen lagen bei den verschiedenen Gaszumi-
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schungen zwischen 1% und 2 %. Mit 0 % N, im Mantel wurde die geringste Apoptoserate
von 6% bei 6 min geunden. Bei allen Mantelgaszumischungen war ein sprunghafter
Anstieg der Apoptose bei 6 min Plasma-Behandlung zu verzeichnen. Im Falle frithapopto-
tischer Zellen war dies nur bei 50 %, 25 % und 0 % N,-Mantelgaszumischung so deutlich zu
beobachten (Abbildung 4.10[A). Die 50 % N,-Mantelgaszumischung zeigte den hochsten
Anstieg spatapoptotischer Zellen von 2 % auf 7 % nach 6 min Plasma-Behandlung.
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Abbildung 4.10. Darstellung der frithen und spaten Apoptose nach direkter Plasma-
Behandlung. Es wurden eine Million Zellen in 5 ml Medium fir 1 min, 3 min und
6 min behandelt. Nach 24 h Inkubation wurden diese mit Annexin V FITC und DA}
[Pl gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die Abbildungen zeigen fiir den
direkten Versuch die frithe und spate Apoptose. Gezeigt sind Mittelwerte und Stan-
dardabweichung von drei unabhangigen Experimenten.

Die Monozyten wurden im nachsten Schritt indirekt mit Plasma behandelt und

ebenfalls im FACS analysiert. Die|Abbildung 4.11|zeigte eine Zunahme sowohl der frithen

als auch der spaten Apoptose mit der Behandlungszeit. Die Analyse der frithen Apoptose

(Abbildung 4.11| A) zeigte, dass die hochste Apoptoserate nach 6 min Plasma-Behandlung

und 0 % N,-Mantelgaszumischung bei circa 8,6 % lag. Mit Zunahme der N,-Konzentration
sank die Apoptoserate bei 6 min Plasma-Behandlung von 8,6 % auf 6 % ab. Weiterhin
wird in[Abbildung 4.11| A sichtbar, dass bei 0 % und 25 % N,-Mantelgaszumischung die
Apoptoseraten fiir 1 min und 3 min Behandlungszeit Giber dem Kontrollwert lag. Bei den

ubrigen Gaszumischungen waren die Apoptoseraten fiir 1 min Plasma-Behandlung unter
der unbehandelten Kontrolle. Die Werte fiir die spate Apoptose (Abbildung 4.11|B) lagen

bei 0 % und 25 % N,-Mantelgaszumischung fiir 1 min und 3 min Plasma-Behandlung tiber
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den Kontrollen, dhnlich der frithen Apoptose. Es zeigte sich kein Abfall der Apoptoserate
mit Zunahme der N,-Konzentration, vielmehr eine leichte Zunahme der Apoptoserate.
Die spate Apoptoserate war etwas hoher mit 10 % - 12 % als die frithe Apoptoserate mit
8 %. Den hochsten Apoptosewert zeigte die 100 % N,-Mantelgaszumischung nach 6 min
Plasma-Behandlung. Auch bei der indirekten Plasma-Behandlung war in allen Fallen ein
sprunghafter Anstieg der Apoptoserate bei Erh6hung der Plasma-Behandlungszeit von 3

auf 6 min zu verzeichnen.
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Abbildung 4.11. Bestimmung der frithen und spiten Apoptose nach indirekter
Plasma-Behandlung mit Gasmantel. Fiir den Versuch wurden 5 ml Medium fiir
1min, 3 min und 6 min mit Plasma behandelt und anschlieflend auf die Zellen tuber-
fithrt. Nach 24 h Inkubation wurden die Zellen mit Annexin V FITC und [DAPI| gefarbt
und durchflusszytometrisch analysiert. Es sind die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen von vier unabhéngigen Experimenten dargestellt.

4.2.5 Betrachtung des Einflusses von Plasma auf die Zellgrofie
und Zellviabilitat mittels Resazurin-FACS-Analyse

Die 5 verschiedenen Mantelgaszumischungen sollten mit ihrem unterschiedlichen N,-
und O,-Gehalt die Quantitat der ROS und RNSin der flissigen Zellumgebung und somit
die Effektivitat des Plasmajets beeinflussen. Bei den vorangegangenden Experimenten
fiel ein Unterschied zwischen der direkten und indirekten Plasma-Behandlung auf, der
sich in einer Volumenzunahme der THP-1-Zellen duferte. Die deutlichsten Unterschiede
erbrachten die 1 min, 5 min und 10 min Plasma-Behandlungzeiten, weswegen diese

Zeiten in den nachsten Experimenten untersucht wurden. Eine Kombination aus zwei
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Abbildung 4.12. Messung der absoluten Zellzahl. Es wurden eine Million Zellen in 5 min Me-
dium direkt mit Plasma bzw. mit 100 pmol I"' H,0, behandelt und in 96 well-Platten
tberfiihrt, nach 72 h Inkubation wurden alle Proben mit Resazurin versetzt und nach
6 h im Photometer und FACS gemessen. 150 ul wurden von der Zellsuspension fiir
die FACS-Messung verwendet und anschlieend auf das Gesamtvolumen berech-
net. Die Kontrolle sind unbehandelte THP-1-Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten.

Experimenten wurde zur Detektion der Zellgrofienveranderung genutzt. Hierbei wurden
die Zellen nach einer Inkubationszeit von 72 h nach Plasma-Behandlung erst im Almar
blue Assay gemessen und im Anschluss mit[DAPI|gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Die FACS-Analyse erlaubte die gleichzeitige Ermittlung der Gesamtzellzahl
durch Messung einer definierten Probemenge, des Zellvolumens (Forward Scatter), der
Zell-Granularitat (Side Scatter), sowie der Lebendzellzahl. Nach 72 h konnte im FACS
kein Unterschied des Zellvolumens zwischen den Plasma-Behandlungen mit verschie-
denen Mantelgaszumischungen bestimmt werden, woraufhin auf die Darstellung der
einzelnen Zumischungen auch in den nichsten Abbildungen verzichtet wurde. In[Abbil}
[dung 4.1 wird eine Zusammenfassung aller Gaszumischungen gezeigt. Die Ermittlung

der absoluten Zellzahl stellte, wie auch das Ergebnis der Lebendzellzahl ein Teilergebnis

auf dem Weg zur Berechnung der Fluoreszenz pro Zelle dar (Abbildung 4.16). Die durch-

flusszytometrische Messung zeigte im Vergleich zur Kontrolle einen starken Abfall der
Gesamtzellzahl nach 10 min Plasma-Behandlung. Nach 1 min Plasma-Behandlung zeigte

sich eine Zellzahlerhohung tiber das Kontrolllevel. Dennoch zeigt sich mit Zunahme der
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Abbildung 4.13. Bestimmung der Lebendzellzahl. Es wurden eine Million Zellen in 5ml
Medium direkt mit Plasma bzw. mit 100 umol I"" H,0, behandelt und in 96 well-
Platten uberfuhrt, nach 72 h Inkubation wurden alle Proben mit Resazurin versetzt
und nach 6 h im Photometer und FACS vermessen. Die dargestellten Proben sind auf
die Kontrolle normiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichung von drei
unabhangigen Experimenten.

Plasma-Behandlungszeit eine Reduktion der absoluten Zellzahl. Nach Bestimmung der
Gesamtzellzahl wurde die Zahl der noch lebenden THP-1-Zellen mittels DAPI-Farbung
im FACS bestimmt. In[Abbildung 4.13|ist die Lebendzellzahl in Prozent in Abhangigkeit

von der Behandlungszeit und normiert auf die unbehandelte Kontrolle aufgetragen. Es

zeigte sich eine Verringerung der Lebendzellzahl mit Zunahme der Behandlungszeit. Nach
der Plasma-Behandlungszeit von 1 min lag die Lebendzellzahl auf Niveau der Kontrolle
und reduziert sich nach 5 min auf 75 % bis auf 50 % nach 10 min Plasma-Behandlung. Im
Vergleich zur Kontrolle ist auch eine Reduktion der Lebendzellzahl nach der Behandlung
mit 100 umol I"' H,0, auf circa 80 % des Kontrolllevels zu erkennen, die in der gleichen
Groflenordnung wie nach 5 min Plasma-Behandlung lag. Neben der absoluten Zellzahl

und Lebendzellzahl zeigte sich nach der Plasma-Behandlung eine Vergrof3erung der Zel-

len unter dem Mikroskop (Abbildung 4.14). Die Veranderung des Zellvolumens wurde

an Tag 0, 3 und 6 fotographisch festgehalten. In [Abbildung 4.14] wurde exemplarisch

die Volumenzunahme der Zellen am Tag 6 dargestellt. Es war eine Groflenzunahme der

Zelle nach 10 min Plasma-Behandlung (Abbildung 4.14/C) im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle (Abbildung 4.14/A) zu erkennen. Zudem war eine Verringerung der Zellzahl unter
dem Mikroskop zwischen der Kontrolle (Abbildung 4.14)A), der 5 min Plasma-Behandlung
(Abbildung 4.14B) und der 10 min Plasma-Behandlung (Abbildung 4.14)C) erkennbar. Um

herauszufinden, ob es sich tatsachlich um eine Vergroflerung der Zellen handelte, wurden
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wahrend der durchflusszytometrischen Analyse das Volumen und die Granularitat der
Zellen gemessen. In|Abbildung 4.15| A wurde das Volumen und in|Abbildung 4.15|B die

Granularitat der Plasma-Behandelten Zellen gegeniiber der Behandlungszeit dargestellt.

Das Zellvolumen (Forward Scatter=FSC) stieg mit Zunahme der Behandlungszeit gegen-
uber der Kontrolle (0 min) nach 5 min und 10 min Plasma-Behnandlung signifikant an
(Abbildung 4.15| A). Auch die Granularitat (Side Scatter=SSC) der plasma-behandelten
Zellen nahm im Vergleich zur Kontrolle (0 min) tber 5 min und 10 min signifikant zu
(Abbildung 4.15|B).
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Abbildung 4.14. Ubersichtsbilder am Tag sechs nach Plasma-Behandlung. In A) ist die
Kontrolle abgebildet. In B) sind die Monozyten nach 5 min Plasma-Behandlung und
in C) nach10 min Behandlung dargestellt. Die Ubersichtsaufnahmen sind am Tag
sechs nach der Behandlung erstellt worden, an Tag drei war der Mediumswechsel.
Dargestellt sind Gesamtuibersicht von je einem Well einer 6 well-Platte, die aus vielen
Einzelbildern in 20 facher Vergrolerung angefertigt wurden.
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Abbildung 4.15. Veranderung von Volumen und Granularitat der Monozyten durch die
Plasma-Behandlung. Es wurden eine Million Zellen in 5 ml Medium direkt behandelt
und in 96 well-Platten tberfiihrt, nach 72 h Inkubation wurden alle Proben mit Resa-
zurin versetzt und nach 6 h im Photometer und FACS vermessen. 150 pl wurden von
der Zellsuspension fiir die FACS-Messung verwendet und anschlieflend auf das Ge-
samtvolumen berechnet. Die 0 min Bahandlungszeit stellte die Kontrolle dar. Gezeigt
sind Mittelwerte und Standardabweichung von drei unabhéangigen Experimenten.
Statistische Auswertung mit one-way ANOVA mit Dunnett (Signifikanzlevel * = 0.05,
**=0.01, " =0.001)

Um einen Zusammenhang zwischen Volumen, Granularitat, Zellzahl und Fluoreszenz
herzustellen, wurde im nachsten Schritt die Fluoreszenz der Gesamtzellen auf die absolute

Zellzahl bezogen und mit der Zellviabilitat verrechnet (siehe Methodenteil Resaurin-

FACS-Analyse). In der [Abbildung 4.16| wurde die Fluoreszenz pro Zelle gegeniiber der

Behandlungszeit aufgetragen. Mit Zunahme der Behandlungszeit nahm die Fluoreszenz
der einzelnen Zelle zu. Eine Fluoreszenzzunahme gegeniiber der unbehandelten Kontrolle
ist bereits ab einer Plasma-Behandlungszeit von 1 min erkennbar. Nach 5 min Plasma-
Behandlung lag die Fluoreszenz pro Zelle auf etwa dem gleichen Niveau wie bei den
100 umol I"' H,O, behandelten Zellen. Die héchste Fluoreszenz war nach 10 min Plasma-

Behandlung zu erkennen, sie betrug mehr als das Dreifache der Kontrolle.



4.2. ZELLPHYSIOLOGIE 57

T Pre

[ Kontrolle

Fluoreszenz pro Zelle

H202 1 2 3 4 5 6 10

Behandlungszeit [min]

Abbildung 4.16. Ermittlung der Fluoreszenz pro Zelle. Es wurden eine Million Zellen in 5 ml
Medium direkt behandelt und in 96 well-Platten tberfuhrt, nach 72 h Inkubation
wurden alle Proben mit Resazurin versetzt und nach 6 h im Photometer und FACS
vermessen. 150 pl wurden von der Zellsuspension fir die FACS-Messung verwendet
und anschlieflend auf das Gesamtvolumen und mit der Zellviabilitiat verrechnet.

Um auszuschlieflen, dass die Veranderungen durch Nahrstoffmangel oder reduzier-
ten Platz hervorgerufen wurden, wurde die Alamar-FACS-Analyse wiederholt. Dabei
wurde zusatzlich 24 h vor der Fluoreszenzmessung (also nach 48 h Inkubation) frisches
RPMI-Medium auf die Halfte der wells gegeben. Die andere Hélfte erhielt PBS, sodass

uberall das gleiche Volumen vorlag. Der Versuch wurde fiir drei Behandlungszeitpunkte

durchgefiihrt (1 min, 5min und 10 min). In [Abbildung 4.17| wurde die Fluoreszenz pro
Zelle in Abhéangigkeit von der Behandlungszeit fiir RPMI und PBS dargestellt. Es ist ein

erkennbarer Unterschied zwischen den unbehandelten Kontrollen nach Zugaben von PBS

und RPMI sichtbar. Dabei weisen die mit PBS aufgefiillten Zellen eine erhohte Fluoreszenz
pro Zelle auf als die Zellen in RPMI. Die Fluoreszenz nach 1 min Plasma-Behandlung ent-
spricht dem Niveau der Kontrolle. Es war ein leichter Anstieg der Fluoreszenz nach 5 min
Plasma-Behandlung zu sehen, auf dem gleichen Level befindet sich die H,0,-behandelten
Zellen. Die 10 min Plasma-Behandlung zeigte gegetiber der Kontrolle den grofiten Anstieg.
Eine ahnliche Verteilung wurde fiir die PBS-Proben sichtbar. Bei allen Messungen waren

die Zellzahlen bei Verwendung beider Medien ahnlich, aber die Resazurinaktivitat in den

PBS-Proben insgesamt hoher. In|Abbildung 4.17)zeigte sich eine hohere Fluoreszenz pro
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Zelle, wenn[PBS| hinzugegeben wurde. Bei Zugabe von Nahrstoffen in Form von[RPMI}
Medium war die Fluoreszenz im Vergleich zu PBS um ein Drittel geringer. Sowohl fiir PBS
als auch fiir RPMI wurde eine Zunahme der Fluoreszenz pro Zellen mit zunehmender
Behandlungszeit gezeigt.

3OO ...................................................................

Fluoreszenz pro Zelle

K H202 1 5 10 K H202 1 5 10

Behandlungszeit [ min]

Abbildung 4.17. Ausschluss der Nahrungsknappheit. Eine Million Zellen wurden in 5 ml
Medium direkt behandelt und in 96 well-Platten tberfuhrt, nach 48 h Inkubation
(37°C) wurden zusatzlich 100 ul PBS (eine Halfte der Proben) und RPMI (andere
Hilfte) zugesetzt. Nach weiteren 24 h wurde Resazurin hinzugegeben und nach 6 h
im Photometer und FACS vermessen. 150 pl wurden von der Zellsuspension fiir die
FACS-Messung verwendet und anschlieflend auf das Gesamtvolumen und mit der
Zellviabilitat verrechnet. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichung von drei
unabhangigen Experimenten.

4.2.6 Einfluss der Mantelgaszumischungen auf Signal-Proteine

Zu den Signalproteinen, die bei der Wundheilung eine wesentliche Rolle spielen, gehoren
Wachstumsfaktoren wie Zur Detektion dieses zum Teil membranstiandigen
Glykoproteins wurden 1000000 THP-1-Zellen fiir 10 min in einer Petrischale plasma-
behandelt und anschlieBend mit[HB-EGF Antikérper versetzt. Die plasmabehandelten
Zellen wurden per Durchflusszytometrie gemessen (Abbildung 4.18). Die mit Antikorper
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versetzten Zellen wiesen die gleiche Fluoreszenz-Intensitat auf wie die Kontrolle. Es
zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Mantelgasen, weswegen aus Griinden der

Ubersicht auf die Darstellung verzichtet wurde.

HB-EGF Farbung von THP-1 Monozyten

ungefarbt
M gefirbt

<Add Histogram>

Gated [%]

10° 107 102 108

HB-EGF APC

Abbildung 4.18.|HB-EGF| Detektion in Monozyten nach Plasma-Behandlung. Eine Million
Zellen wurden ungefarbt (Kontrolle) und gefarbt mit HB-EGF im Durchflusszytometer

gemessen.

4.2.7 Zytokindetektion mittels ELISA

Zum Abschluss wurde die Zytokinausschiittung analysiert. Dabei wurde der Focus auf die
in der Wundheilung relevanten Zytokine [[L}-6 und[[L}-8 gelegt. Es wurde die Veranderung
der Zytokinausschittung durch die Variation im Mantelgas analysiert. Wie im Methoden-
teil beschrieben, wurden die Zellen dazu mit und ohne LPS behandelt. Nach 24-stiindiger

Inkubation wurden die Uberstande abgenommen und im ELISA gemessen. Alle erhalten-

den Daten wurden auf die unbehandelte Kontrolle normiert. In[Abbildung 4.19wurden

die direkt und indirekt plasmabehandelten Zellen ohne LPS-Stimulation dargestellt. In
[Abbildung 4.19| A wurden die auf IL-8 detektierten Zelliiberstande nach der direkten
Plasma-Behandlung dargestellt. Fiir die Gaszumischungen 0 % N,-Mantelgaszumischung,
25 % N,-Mantelgaszumischung und 50 % N,-Mantelgaszumischung zeigten sich nach

1min Plasma-Behandlung keine Zunahme des IL-8-Levels gegeniiber der Kontrolle. Fur

die Behandlungszeiten von 3 min und 6 min, war fiir diese Gaszumischungen nur ein

geringer Anstieg sichtbar. Bei der Behandlung mit 75 % N,-Mantelgaszumischung zeigte
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sich eine Verdoppelung des IL-8-Levels bei 3 min Plasma-Behandlung, fiir 6 min wurde
demgegeniiber eine geringe Reduktion detektiert. Die 100 % N,-Mantelgaszumischung
zeigte bei 1 min eine geringe Erh6hung des IL-8-Levels zur Kontrolle, doch fur die 3 min
und 6 min Behandlung stagnierten die Konzentrationen auf gering erhohtem Niveau.
InAbbildung 4.19| B sind die IL-8-Werte fir indirekt behandelte Zelliiberstande abge-

bildet. Es wurde bei allen getesteten Mantelgaszumischungen eine deutliche Zunahme

des[I}8-Levels mit Zunahme der Behandlungszeit sichtbar. Zudem war eine Variation
der Zytokinausschittung zwischen den Gaszumischungen zu erkennen. Hierbei wur-
de ein Anstieg der Zytokinmenge mit Zunahme der Stickstoffkonzentration insbeson-
dere nach 6 min Plasma-Behandlung deutlich. Nach 1min Behandlungszeit lagen fur
alle Gaszumischungen die IL-8-Level iiber der Kontrolle. Der geringste Anstieg in Ab-
hangigkeit von der Plasma-Behandlungszeit war bei 0 % N,-Mantelgaszumischung zu
sehen. Bei der 25 % N,-Mantelgaszumischung lag eine Verdreifachung des IL-8-Levels
fur 3min und 6 min Plasma-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle vor. Die 50 % N,-
Mantelgaszumischung zeigte eine I1L-8-Verdoppelung nach 3 min, gefolgt von einem
sprunghaften Anstieg bei 6 min Plasma-Behandlung. Ein ahnliches Bild zeigte die 75 % N,-
Mantzelgaszumischung. Den hochsten Wert erreicht die 100 % N,-Mantelgaszumischung
bei 6 min Plasma-Behandlung, es lag eine Verfiinffachung des IL-8-Levels gegeniiber der
Kontrolle vor.

Im Gegensatz dazu waren die gemessenen IL-6-Level im ELISA dicht an der unteren
Nachweisgrenze und hatten somit wenig Aussagekraft, weswegen auf die Darstellung
der IL-6-Messung hier verzichtet wurde.

In[Abbildung 4.20|sind die Messergebnisse der[LPS}stimulierten Proben nach direkter
und indirekter Plasma-Behandlung auf IL-6 und IL-8 dargestellt. In|Abbildung 4.20|A und
B wurden die IL-8-Level in Abhéangigkeit von der Behandlungszeit und normiert auf die
unbehandelte Kontrolle dargestellt. In|Abbildung 4.20| A (direkte Plasma-Behandlung)

ist bei 0% N,-Mantelgaszumischung mit Zunahme der Behandlungszeit eine Erho-

hung des IL-8 erkennbar. Einen dhnlichen Verlauf, mit etwas geringerem Level zeigte
die 25% N,-Mantelgaszumischung. Bei den 50 % N,-Mantelgaszumischung, 75% N,-
Mantelgaszumischung und 100 % N,-Mantelgaszumischungen wurde nach einem Anstieg
der IL-8-Konzentration nach 3 min Plasma-Behandlung ein Abfall des IL-8-Wertes nach

6 min erkennbar. Der grofite IL-8-Abfall zeigte sich bei 100 % N,-Mantelgaszumischung,
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Abbildung 4.19. Vergleich der Zytokinfreisetzung von direkt und indirekt mit Plasma behan-
delten Proben, ohne zusatzliche Stimulation der Zellen mit LPS. Eine Million Zellen
wurden direkt und indirekt mit Plasma behandelt und nach 24 h der Uberstand ver-
messen. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichung von drei unabhangigen
Experimenten.

der Wert fiel bis auf das Kontrollniveau zuriick. In|[Abbildung 4.20| B sind die indirekt be-
handelten Plasmaproben in Abhangigkeit von der Behandlungszeit dargestellt. Es lief3 sich

aufler bei der 0 % N,-Mantelgaszumischung in allen Fallen eine Zunahme des IL-8-Wertes
mit der Behandlungszeit konstatieren. Die deutlichste Zunahme tber die Behandlungszeit
zeigte sich bei 25 % N,-Mantelgaszumischung, mit einer Verdoppelung des IL-8-Wertes im
Vergleich zum Kontrollniveau nach 6 min. Bei 0 % N,-Mantelgaszumischung zeigte sich
eine Zunahme des IL-8-Levels von 1 min auf 3 min Plasma-Behandlung und fiel dann nach
6 min Plasma-Behandlung ab. In[Abbildung 4.20|C und D wurden die IL-6-Level nach der

direkten und indirekten Plasma-Behandlung fiir drei Behandlungszeiten aufgezeigt. Es

zeigte sich sowohl bei der direkten als auch bei der indirekten Plasma-Behandlung eine Re-
duktion der IL-6-Leves mit Zunahme der Behandlungszeit. In[Abbildung 4.20|C zeigte sich

mit Zunahme der Stickstoffkonzentration im Gasmantel nach 6 min Plasma-Behandlung

eine zunehmende Absenkung der IL-6-Werte. Die IL-6-Level lagen bei allen direkt be-

handelten Proben fiir Tmin und 3 min Giber dem Kontrollniveau. In der|Abbildung 4.20|

D war ebenso eine Absenkung der IL-6-Level in Abhangigkeit von der Behandlungszeit
erkennbar, aber die Konzentrationen bei 1 min tibersteigen kaum den Kontrollwert und

waren somit niedriger im Vergleich zur direkten Plasma-Behandlung.
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Abbildung 4.20. Vergleich von LPS stimulierten direkt und indirekt Plasma behandelten Pro-

ben. Eine Million Zellen wurden mit 10 ng mI~" LPS versetzt und direkt bzw. indirekt
behandelt. Nach 24 h wurde der Uberstand auf IL-8 (A,B) bzw. IL-6 (C,D) untersucht.
Alle Proben wurden auf die Kontrolle (ebenfalls[I] stimuliert ohne Plasma) normiert.
Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen Experi-
menten.



5 Diskussion

Plasmamedizin ist eine junge Wissenschaft, in der erforscht wird, welche Mechanismen
bei der Interaktion von Plasma mit Flissigkeiten und Zellen wirken und wie biologische
Plasmaeffekte medizinisch nutzbar gemacht werden kénnen. In der Vergangenheit wurden
schon einige Studien zur Plasma-Behandlung bei Wunden angefertigt. Dabei wurde bisher
der Forschungsfokus v.a. auf Keratinozyten gelegt [131,[104]. Da das Immunsystem einen
wesentlichen Anteil an der Wundheilung hat [41], ist in dieser Arbeit der Fokus auf die

Zellen des angeborenen Immunsystems gelegt worden.

Das Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, welchen Einfluss die Zumischung von
molekularen Gasen in die Atmosphére der Plasmaquelle und die daraus resultierenden
Variationen der gebildeten ROS und RNS auf Zellen und Medien im indirekten und
direkten Behandlungsverfahren hat. Ein wesentlicher Teil der Arbeit hat sich mit der
Detektion entstandener langlebiger reaktiver Spezies und der Veranderung des pH-Wertes
in unterschiedlichen Medien (RPMI, PBS) befasst. Neben der Analyse der Flissigkeit-
schemie wurden Auswirkungen der Gaszumischungen auf THP-1-Monozyten untersucht.
Monozyten tragen, durch die Produktion von Zytokinen wesentlich zur Wundheilung
bei. Daher wurde die Zellaktivitat und Zytokinsekretion sowie die Zellviabilitat nach
der Plasma-Behandlung analysiert. Es zeigen sich in den Analysen einige Unterschiede

zwischen den verschiedenen Gaszumischungen.
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5.1 Einfluss der Mantelgaszumischungen auf die Fliis-

sigkeitsanalytik

Bei der Behandlung von wassrigen Fliissigkeiten zur Entfernung von Bakterien mittels
Plasma haben einige Studien gezeigt, dass eine pH-Wert-Verschiebung ins Saure statt-
findet [90, 04, 35]. In[PBS|und [RPMI|wurde der pH-Wert (Abbildung 4.1) wiahrend einer
10-miniitigen Plasma-Behandlung gemessen, dabei zeigte sich keine Ansiuerung.[PBS]

zeichnet sich durch seine gute Pufferkapazitit aus und kann kleine pH-Anderungen gut
abpuffern, was ein Grund fiir den konstanten pH-Wert in dem hier durchgefiihrten Expe-
riment sein konnte. Vorherige Untersuchungen zeigten dhnliche Messergebnisse mit dem
kINPen 09 in PBS [118]]. Der pH-Wert Anstieg in RPMI und somit die Verschiebung ins
Basische ist bei Carbonat-gepufferten Medien normal. Das zeigt auch die Kontrolle, bei
der nur Argon als Gas in die Petrischale eingeleitet wurde.[RPMI|enthilt einen Carbonat-
puffer, der bei 37 °C und 5 % |Kohlenstoffdioxid (CO,) einen konstanten pH-Wert von 7,4

aufweist. [Natriumhydrogencarbonat (NaHCO,)|dissoziiert in Losung in das Na*-Kation

und den[Hydrogencarbonat-Anion (HCO, )l Das Hydrogencarbonation ist sehr instabil
und zerfallt in[CO,Jund H,0. Dies wird durch die Anwesenheit von H* noch verstarkt.
H* + HCO,” /= H,CO, == H,0 + CO,.

Im Brutschrank wurde die CO,-Ausgasung durch die konstante Einfuhr von 5% CO,

verhindert, in der Atmosphare nicht. Dadurch verschwindet der Carbonatpuffer, die Na*-
Kationen bleiben in Losung und brauchen Anionen, es werden verstarkt OH™-Anionen
gebildet und der pH-Wert verschiebt sich ins alkalische. Dies beweist auch die Kontrolle,
bei der mit Argon- und Mantel-Begasung die identische pH-Wert Verschiebung detektiert
wurde. Es wurde wiederholt gezeigt, dass in ungepufferten Fliissigkeiten mit zunehmen-
der Behandlungszeit der pH-Wert absinkt, was auf die Bildung von schwachen Sauren
(Salpetersaure (HNO3)|/|Salpetrige Saure (HNO,)) zuriickgefiihrt wird [94].

Im Ergebnis von sehr komplexen chemischen Reaktionen zwischen der Plasma-,
Gas- und Flissigkeitsphase (Medium) entstehen stabile reaktive Stickstoffspezies wie
z. B.[NO,]Joder[NO,Jund reaktive Sauerstoffspezies wie z. B.[H,0,] Die Bildung dieser
Spezies wird unter anderem durch[O,]und [N ]erméglicht und unterstiitzt, welche aus der

Umgebungsluft oder wie hier liber ein definiertes Mantelgas in die Plasmaphase gelangen
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Abbildung 5.1. Bildung von reaktiven Sauerstoff und Stickstoffspezies

(sieche[Abbildung 5.1). Die in der Fliissigkeit messbaren stabilen reaktiven Sauerstoff- und

Stickstoffspezies geben einen orientierenden Hinweis auf die gebildete Menge an reaktiven
Spezies. Reuter et al. zeigten 2012, dass bei der gezielten Zumischung molekularer Gase als
Mantelgas um das Plasma diese Spezies in unterschiedlichen Mafle messbar waren[[100]].
Es wurde erwartet, dass bei einer niedrigen Zumischung von[O,]und einer hohen von|N,]
im Mantelgas es zu einem Anstieg der[NO, ]-bzw. der[NO,}-Konzentration kommt. Auf
Grundlage dieser Annahme wurden in dieser Arbeit finf verschiedene Gaszumischungen
mit variablen [N} und [O}Gehalt untersucht und die Effekte auf die[NO,},[NO,Jund
[H,O,}Konzentration in den so behandelten Fliissigkeiten untersucht.

Die Ergebnisse zeigten, dass in[PBY|bei der Zumischung von 0 % gefolgt von 100 %
N,-Mantelgaszumischung die geringsten und [NO, }Konzentrationen auftraten
(siehe Abbildung 4.2), was auch bei Reuter et al. gezeigt werden konnte. Bei der 75 % N,-
Mantelgaszumischung trat die hochste[NO; ] Konzentration auf. In der Arbeit von Reuter
et al. ergab sich ebenfalls ein maximal Wert bei Anwendung der 75 % N, Mantelgaszumi-
schung, aber nicht fiir die[NO,}Konzentration, sondern fiir die[NO, }Konzentration. Eine
mogliche Ursache konnten die unterschiedlichen Plasmaquellen sein. Der kINPen 11 lauft
mit einer Taktfrequenz von 2,5 kHz, im Gegensatz dazu wird der kINPen 9 (der bei Reuter
et al. eingesetzt wurde) ohne eine Taktfrequenz betrieben. Die unterschiedlichen techni-
schen Einstellungen der Plasmaquelle konnten zu einer Veranderung bei der Bildung von
reaktiven Spezies fiihren. Die 25 %-, 50 %- und 75 % N,-Mantelgaszumischung zeigten
geringe Veranderungen untereinander bei der NO, -Messung in RPMI. Eine mogliche
Erklarung fir die geringen Werte konnte die Anwesenheit von Reduktions (FAD)- und

Oxidationsmitteln (NADH) im Medium sein, die Nitrit in Nitrat umwandeln kénnen.
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Daher konnte die eigentliche gebildete Nitritmenge nach der Plasma-Behandlung viel
hoher sein, doch durch die Anwesenheit von Redoxmittel konnte das Ergebniss verfalscht
worden sein. Im Zellkulturmedium RPMI wurde nur die NO, -Konzentration, nicht aber
die NO; -Konzentation bestimmt, da sich in diesem Medium von vornherein eine zu hohe
Menge an Nitrat befand. Die Ergebnisse fiir die 100 %- und 0 % N,-Mantelgaszumischung
waren ahnlich den Werten in PBS. Die 100 % N,-Mantelgaszumischung ergab hohere

[NO,} und[NO, }-Konzentrationen im Vergleich zur 0 % N,-Mantelgaszumischung. Eine

mogliche Ursache konnte die Tatsache sein, dass N, ein besseres Loslichkeitsprodukt als
O, in H,O hat und so sich eine groflere Menge in der Fliissigkeit l6sen und zu einer hohe-
ren Konzentration an NO, beitragen kann [133]. Da die Anwesenheit von Sauerstoff zur
Bildung von NO, / NO, von Néten ist, bei 100 % N,-Mantelgaszumischung jedoch kein O,
vorhanden ist und nur geringe Mengen in geloster Form vorliegen, blieb die Konzentration
an NO, bei diesen Bedingungen unter der 25 %-, 50 %- und 75 % N,-Mantelgaszumischung.
Somit lasst sich zusammenfassen, dass die RNS-Bildung in beiden Fliissigkeiten ahnlich
erfolgt, wenn sowohl N, als auchO, im Mantelgas vorhanden sind, lediglich bei Fehlen

einer der beiden Komponenten (N, oder O,) verringert sich die RNS-Konzentration.

Bei den Plasma-Behandlungen in Gegenwart von Zellen waren die[NO,Jund|[NO,}
Konzentrationen meist hoher als in dem reinen Zellkulturmedien (siehe Abbildung 4.2 und
4.5). Die 0 % und 100 % N,-Mantelgaszumischung zeigten deutlich weniger[NO, lund|NO,|
im Vergleich zu den anderen drei Mantelgaszumischungen (siehe Abbildung 4.5). Die 75 %

N, Mantelgaszumischung zeigte im Zellfreien PBS deutlich hohere NO, -Konzentration
als die restlichen Gaszumischungen. Diese ist bei PBS in Gegenwart von Monozyten zwar
nicht so stark ausgepragt wie in zellfreiem PBS, aber — vielleicht unter Beriicksichtigung
der hoheren Standardabweichung (siehe Abbildung 4.5) doch vorhanden. In Anwesenheit
von Wasserstoffperoxid kann aus Nitrit Nitrat und Peroxynitrit gebildet werden. Die
hohere Nitritkonzentration in PBS bei 75 % [N,] ist verbunden mit einer im Vergleich zu
den anderen Mantelgaszumischungen geringen Wasserstoffperoxidkonzentration (vgl.
Abbildung 4.4) Der Plasmaeffluent kann punktuell einen leicht sauren pH-Wert an der
Oberflache des Mediums durch die Bildung von|Hydronium-lon (H,O")mit[NO, |und
[NO ] generieren. Dieser Effekt ist nur kurzzeitig vorhanden und kann bei Anwesenheit
von([H,0,|aus[NO, [[NO, |und Peroxynitrit bilden [T19]. Ein Indiz fiir diese Theorie konnte
die hohere Nitratkonzentration bei 75 % [N,] verbunden mit einer im Vergleich zu den
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anderen Mantelgaszumischungen geringen[H,O,} Konzentration sein (vgl. Abbildung 4.4).

Um diesen moglichen Zusammenhang von H,0,-Konzentration und NO, -Bildung
zu untersuchen, wurde Katalase zum Zellkulturmedium gegeben, die[H,0,]in H,0 um-
wandelt und somit die Reaktion von Nitrit zu Nitrat und Peroxynitrit unterbindet (siehe
Abbildung 4.3). Bei der Verwendung von Katalase war kein Unterschied zwischen der
NO, -Konzentration im RPMI-Medium mit oder ohne Zellen zu detektieren (Abbildung
4.3). Doch gab es einen deutlichen Anstieg der NO, Konzentration zwischen dem RPMI-
Medium und Zellen bzw Katalase. Die Differenz zwischen Medium und behandelten
Zellen (ohne Katalase) ist ein Indiz dafiir, dass in den Zellen Enzyme (z. B. Katalase
und Glutathion) wirken, die[H,0,| aus der Umgebung abbauen . Dies Unterstiitzt die
Hypothese, dass in Gegenwart von Wasserstoffperoxid Nitrit umgewandelt und das durch

Katalase unterbunden wird.

[H,0,|gilt als eine der Haupt-Wirkungs-Komponenten des Niedertemperatur-Plasmas
[9]. Um die Menge an[H,O,|zu bestimmen, wurde das sensitive Amplex Ultra Red ver-
wendet.[H,0,] wurde in PBS und RPMI mit und ohne Zellen gemessen. Mit Zunahme der
Behandlungszeit stieg die gebildete Menge an Wasserstoffperoxid in PBS und RPMI an.
Bei der Behandlung von RPMI und PBS war eine Steigerung der H,0,-Konzentration
mit der Abnahme der N,-Konzentration erkennbar (siehe Abbildung 4.4). In der Tendenz
wurden die geringsten Konzentrationen bei 75 % N,-Mantelgaszumischung detektiert
(Abbildung 4.4). Die hochsten Konzentrationen an H,O, konnten sowohl in RPMI als
auch in PBS bei der 0 % N,-Mantelgaszumischung gemessen werden. Ursachlich kénnte
die hohe Konzentration an O, im Mantelgas sein, die mit dem Plasmaeffluenten reagiert
und die Anzahl der H,0,-Molekiile in der Flussigkeit ansteigen lasst. Wie schon oben
erwahnt, ist in RPMI-Medium unter anderem Glutathion enthalten, welches zur Eliminie-
rung des H,O, fiihrt und somit auch Konzentrationsunterschiede von H,0, in PBS und
RPMI erklart [118]. Bei der Messung von[H,O,|nach direkter Plasma-Behandlung der
Zellen, zeigte sich eine deutlich niedrigere Konzentration von[H,0O,| (siche Abbildung 4.6).
[H,O,| weist eine relativ gute Permeabilitat durch biologische Membranen auf. Im inneren
von Monozyten, in Phagosomen, werden grof3e Mengen an Sauerstoffverbindungen zur
Abwehr von Mikroorganismen generiert, die aus den Phagosomen ins Zytosol libertreten
konnen [73]. Als Schutzmechanismus besitzen Monozyten Katalase und Glutathion zum
Abbau von[H,0,] das bestitigt auch das Experiment mit Katalase (siehe Abbildung 4.3).



68 KAPITEL 5. DISKUSSION

Eine mogliche Erklarung fiir die deutliche Reduktion der [H,0 ] Konzentration bei An-
wesenheit von Zellen kénnte zum einen daran liegen, dass entweder[H,0,]in die Zellen
gelangt und dort intrazellular von den Enzymen abgebaut wird, oder zum anderen, dass
die Enzyme nach auflen transportiert werden und dort ROS eliminieren. Da mit Zunahme
der Behandlungszeit auch eine Zunahme an reaktiven Sauerstoffspezies einhergeht, kon-
nen mehr reaktive Spezies durch die Zellmembran hindurch treten oder mit ihr reagieren
und es konnte die vorhandene intrazellulare Katalase zur Minimierung von nicht
ausreichen, damit ware ein Anstieg der[H,0,] Menge zu erklaren. Zusatzlich kénnte der
Anstieg von ROS mit einer Wirkung auf p38 MAPK einhergehen. Diese wird besonders
durch aufleren Stress aktiviert und kann zur Apoptose fiithren [121], wodurch weniger

Zellen fiir die Eliminierung von H,0, vorhanden wéren.

5.2 Einfluss der Mantelgaszumischungen auf Monozy-

ten

Da die THP-1-Zelllinie auf3erst robust ist, wurde die Plasma-Behandlungszeit im Vergleich
zu fritheren Experimenten [21] von 6 min auf 10 min erhoht, da hierbei die Effekte noch
ausgepragter sichtbar waren. Es wurden zwei unterschiedliche Behandlungsarten in der
Arbeit verwendet, die direkte und indirekte Plasma-Behandlung. Bei der direkten Plasma-
Behandlung steht der Plasmaeffluent in direkten Kontakt mit dem Medium-Zell-Gemisch,
das Plasma kann auf und mit der Zelle reagieren. Bei der indirekten Plasma-Behandlung
wird nur das RPMI-Medium mit dem Plasma behandelt und anschlieflend auf die THP-
1-Zellen gegeben, das heif3t, die Zellen sind wahrend der Plasma-Behandlung nicht im
Medium vorhanden. Einige Arbeiten beschaftigen sich mit der indirekten Behandlung
von Zellen [21,5]], da gezeigt wurde, dass biologische Plasmaeffekte wesentlich tiber die
Veranderung der flissigen Zellumgebung vermittelt werden. Dadurch ist eine Aussage
tiber die unmittelbare Wirkung des Plasmas auf die Zellen schwierig. In der Klinik werden
bisher Wunden direkt mit den Plasmaeffluenten behandelt [44]33,[19,27]. In dieser Arbeit
wurde die indirekte und direkte Behandlung verglichen.

Hierbei sind Unterschiede in der Zellviabilitat gemessen worden. Die Zellviabilitat

wird mittels Alamar blue-Assay bestimmt. Das Resazurin wird in lebenden Zellen zu Reso-
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rufin umgewandelt. Gleichzeitig muss eine geringe Umwandlung nicht gleichbedeutend
sein mit dem Zelltod, sondern es kann auch nur eine Reduktion des Zellstoffwechsels
vorliegen [2]]. Es konnte generell eine Reduktion der Zellviabilitat in Abhangigkeit von
der Behandlungszeit gezeigt werden (siehe Abbildung 4.7). Nach 10 min Behandlung
sankt die Zellviabilitat bei dem indirekten Versuch auf bis zu 0 % ab. Besonders die 0 %
N,-Mantelgaszumischung zeigte eine drastische Reduktion, die Variation zwischen den
Mantelgasen war sonst eher gering und ohne generellen Trend. Bei den direkt behan-
delten Zellen ergab sich eine Reduktion um bis zu 60 % (Abbildung 4.7). Die indirekte
Plasma-Behandlung zeigt somit deutlich starkere Effekte auf THP-1-Zellen als die direkte
Plasma-Behandlung. Grund dafiir konnten bei der indirekten Plasma-Behandlung das
Vorliegen hoher Endkonzentrationen an reaktiven Spezies sein. Eine Hauptkomponente
der Plasmawirkung ist H,O, [9]. Die Zelle besitzt diverse Schutzmechanismen gegen
oxidativen Stress, die durch reaktive Spezies ausgelost werden. Diese konnten mittels
Glutathionperoxidase, Katalase und Superoxiddismutase abgebaut werden [6,[14]. Ur-
sachlich fiir die rapide Reduktion der Zellviabilitat konnte die plotzliche Uberfithrung des
Plasma behandelten Mediums auf die Zelle sein. Somit ist die Zelle akut einer hoheren
Konzentration an reaktiven Spezies ausgesetzt, die Schutzmechanismen kénnten der
Menge nicht gewachsen sein und die[ROS|konnten dann Proteine, Lipide und DNA inak-
tivieren [122,[14]. Die geschadigte oder gestresste Zelle geht in Apoptose oder initiiert
Reparturprozesse [92, 103} [116]]. Insgesamt ist bei der indirekten Plasma-Behandlung
eine verringerte Zellviabilitat zu erkennen, die nicht nur durch Apoptose, sondern auch
durch einen reduzierten Zellstoffwechsel zu erklaren sein konnte. Dies kdnnte mit der
Aktivierung oder Blockierung diverse Rezeptoren auf der Zelloberflache zu erklaren sein,

die dann eine Inaktivierung der Zellen bewirken konnten [127].

Bei kurzen Plasma-Behandlungszeiten (1 min) stieg die Zellviabilitat bei der direkten
Plasma-Behandlung an (siehe Abbildung 4.7). Das kann ein Hinweis auf die auch aktivie-
rende Wirkung von ROS bzw. RNS sein [[122]]. Bei der direkten Behandlung sind die Zellen
einer kontinuierlich steigenden Konzentration von in der Flussigkeit gebildeten reaktiven
Spezies ausgesetzt, wohingegen bei der indirekten Behandlung die Endkonzentration der
nach einer bestimmten Behandlungszeit gebildeten reaktiven Spezies auf einmal auf die
Zellen einwirkt. Da[ROYin geringen Konzentrationen auch eine geringe Aktivierung des

sonst fiir die Apoptose zustandigen p53 bewirkt, konnte p53 in geringen Konzentrationen
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antioxidative Gene induzieren, welche die DNA vor oxidativen Stress schiitzen und eine
anti-apoptotische Funktion tibernehmen [[122]. Somit gehen weniger Zellen in Apoptose.
Gleichzeitig konnen die geringen Konzentrationen an reaktiven Spezies, die nach kurzen,
direkten Plasma-Behandlungen auftreten, auch von Enzymen wie zum Beispiel Katalase
abgebaut werden. Katalase befindet sich in Peroxysomen und durch die Behandlung
mit UV-Licht oder H,O, konnte in Leberzellen ein Wachstum der Peroxysomen gezeigt
werden [[107,[106]. Die erh6hte Bildung von Katalase in Peroxysomen kénnte somit in
THP-1-Zellen zu dem beobachteten Anstieg der Zellviabilitat gefiihrt haben.

Die erheblichen Unterschiede zwischen der direkten und indirekten Behandlung lieflen
wahrend der Arbeit die Frage aufkommen, ob die Unterschiede zwischen den Behand-
lungen auch methodische Artefakte sein konnten. Aus diesem Grund wurden die Zellen
einmal direkt und einmal indirekt mit einer hohen Konzentration (300 umol I71)
behandelt, da H,0, als eine der Hauptkomponenten des Plasmas gilt [40]. Winter et
al. ermittelten nach 180 s Plasma-Behandlung eine Konzentration von 100 pmol I
[136], was bei 10 min Plasma-Behandlung etwa 300 pmol I"! entspricht. Der Versuch (sie-
he Abbildung 4.8) zeigte eine starke Reduktion der Zellviabilitat infolge der simulierten
indirekten H,0,-Behandlung, d.h. nach einmaliger Zugabe der Gesamtkonzentration von
300 pmol I"". Dagegen war bei der direkten Behandlung, d.h. schrittweiser H,0,-Zugabe
iiber einen Zeitraum von 10 min bis zum Erreichen der Endkonzentration von 300 pmol I
eine Steigerung der Zellviabilitat im Vergleich zur Kontrolle zu erkennen. Monozyten
sind im physiologischen Umfeld [H,0,] ausgesetzt, welches sie mit Hilfe von Enzymen
(Katalase) zu Wasser neutralisieren. Daher ist es moglich, dass Monozyten bei dem direk-
ten Verfahren geringere Konzentrationen an[H,O,|effektiv neutralisieren kénnen, da die
Zellen das H,0, in kleinen Dosen verabreicht bekommen hatten. In Bakterien konnte
gezeigt werden, dass H,O, in geringen Konzentrationen die Expression verschiedene
Gene bewirkt und die Produktion von Katalase, Glutathion-Reduktase usw. induziert
[32]. Das konnte ein Grund fiir die Stimulierung der Zellviabilitat sein. Bei der indirekten
Behandlung kann die Zelle die hohe Konzentration an H,O, nicht neutralisieren und
verschiedene Arbeiten zeigen, dass mit Zunahme der H,0,-Konzentration die toxischen
Effekte von H,O, zunehmen [48] (134, [4]]. Zudem ist der direkte Versuch ein Beweis fiir
die gute Vertraglichkeit von Plasma auf Zellen, was durch zahlreiche Studien ebenfalls
belegt wurde [70, 44, [26, B1].
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5.2.1 Toxizitats-Effekte der Mantelgaszumischung

Im nachsten Schritt wurden die zytotoxischen Effekte der Gaszumischungen auf THP-1-
Zellen betrachtet. Dazu wurden Lebendzellzahl sowie friithe- und spate- Apoptose unter-
sucht. Die Lebendzellzahl nahm mit Zunahme der Behandlungsdauer von 100 % auf circa
90 % ab, sodass rechnerisch circa 10 % der Zellen die Plasma-Behandlung nicht tberlebt
haben (siehe Abbildung 4.9). Der Einfluss der Zellviabilitat in Abhanigkeit von der Behand-
lungszeit war viel starker (siehe vorheriger Abschnitt bzw. Abbildung 4.7), das heif3t, die
deutlich geringere Zellviabilitat ist nicht gleichbedeutend mit Zell-Toxizitat. Das bestatigt
wiederum die Theorie, dass ein Grof3teil der THP-1-Zellen die lange Plasma-Behandlung
uberleben, aber viele Zellen einen deutlich reduzierten Stoffwechsel aufweisen. Ein Grund
fur die negative Korrelation der Lebendzellzahl mit der Behandlungszeit konnte der
Anstieg von ROS sein. Eine wichtige Komponente von reaktiven Sauerstoff Spezies ist
H,O,, dass konzentrationsabhéangig bei Experimenten mit Jurkat-T-Zellen eine Erhéhung
der Toxizitat zeigte [91]. Die Zunahme der H,0,-Konzentration mit der Behandlungszeit
(siehe Abbildung 4.4) kénnte auch hier ein Grund fur die Zunahme der Toxizitat Gber die
Behandlungszeit sein. Dennoch iiberlebten 90 % der Monozyten die Plasma-Behandlung
was fur die gute Vertraglichkeit von Plasma spricht [26], obwohl hohe Konzentrationen
H,O, gemessen wurden (siehe Abbildung 4.6). Die gute Vertraglichkeit von Plasma auf
Monozyten untermauert die Theorie, dass die Zellen durch ihre Enzymausstattung selbst
in der Lage sind, Wasserstoffperoxid abzubauen (siehe Abbildung 4.3) und somit weniger

gestresst sind und nicht in Apoptose gehen.

In den Experimenten wurde die Apoptose in frithe und spate Apoptose unterschieden.
Bei der frithen Apoptose haben die Zellen noch ihre Form und sehen makroskopisch
nicht verandert aus, wobei schon Abbauprozesse statt finden. Hiebei wird Phosphatidyl-
serin, das im Zellinneren von intakten Zelle liegt, nach Auflen beférdert. Daran bindet
Annexin-V-FITC [124]]. Bei der spaten Apoptose hat eine Fragmentierung der DNA und
der Abbau von Zellorganellen begonnen und die Zellmembran wird undicht, sodass DAPI
in die Zelle eindringen kann [124]]. In Abbildung 4.11 ist zu sehen, dass bei der indirekten
Plasma-Behandlung die frithe Apoptose fiir die 0 %- und 25 % N,-Mantelgaszumischung
hoher war als bei den restlichen Mantelgaszumischungen. Dies kann an der Erh6hung

der ROS durch die Erh6hung des Sauerstoffanteils in der Mantelgaszumischung liegen.
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Je mehr O, im Mantelgas, desto hoher auch der Anteil an H,O, (siehe Abbildung 4.4).
Reaktive Sauerstoffspezies haben, wie schon erwahnt, ein breites Wirkungsspektrum
[127]. Beispielsweise konnen sie in hohen Konzentrationen die Apoptose durch Akti-
vierung der p38 MAPK [68] einleiten, das konnte eine Ursache fiir die Zunahme der
Apoptoserate mit der Behandlungszeit und bei diesen Mantelgaszumischungen sein
[122]. Auffallend war die Reduktion der frithen und spaten Apoptose unter die Werte
der unbehandelten Kontrolle fiir die 50 %-, 75 %- und 100 % N,-Mantelgaszumischung
fur 1 min indirekte Plasma-Behandlung. Die indirekte Plasma-Behandlung scheint bei
kurzen Plasma-Behandlungen einen antiapoptotischen-Effekt zu haben. Dies ist ein
Hinweis fuir den aktivierenden Effekt von niedrigen Konzentrationen ROS, wobei ROS
zur Differenzierung und Wachstum tiber den MAP-Kinase-Weg fiihrt [121]]. Zudem ha-

ben Bundscherer et al. in Mikroarray-Untersuchungen gezeigt, das eine Aktivierung

von JunD durch Phosphorylierung von [Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK)[und

JJun-N-terminale Kinase (JNK)|ein Uberlebenssignal in den Zellen induziert [22].

Die direkte Plasma-Behandlung zeigte gegeniiber der indirekten Plasma-Behandlung
deutlich hohere Werte fiir die friihe Apoptose, jedoch geringere fiir die spatere Apoptose
(siehe Abbildung 4.10). Eine mogliche Ursache fir den anfanglichen Anstieg der frithen
Apotose konnte sein, dass die Zellen bei der direkten Plasma-Behandlung direkt den
Plasmaeffluenten ausgesetzt sind und die Zellen sowohl Kontakt mit ROS, RNS als auch
mit UV-Licht haben und die Kombination zu einem verstarkten Signal der Apoptose
fuhrt [14]. Wenn man die Einzelkomponenten betrachtet, hat alleine UV-Licht ein hohes
Potential zur DNA-Zerstorung, was zur Apoptose fiihrt. Dies zeigen auch diverse Abeiten
an Keratinozyten [43,[39]. Besonders, wenn Katalse in ihrer Aktivitat durch eine Vielzahl
von ROS limitiert wird, bewirkt UV-Strahlung einen hohere Toxizitat [43]. Dennoch konnte
sich die Zelle im Laufe der Behandlung an die zugefiihrte Menge der reaktiven Spezies
gewohnen und die Produktion von Katalase und anderen Enzymen, z. B. Glutathion-
Peroxidase erhohen, was zu einer vermehrten Eliminierung der reaktive Spezies fiihren
und ein Grund fur die niedrigeren Werte der spaten Apoptose sein konnte. Bei der
indirekten Plasma-Behandlung ist die Zelle sofort einer groflen Konzentration reaktiver
Spezies ausgesetzt und die zellularen Abbaumechanismen konnten nach einer gewissen

Zeit erschopft sein, wodurch eine Erhohung der spaten Apoptose moglich ware.

Desweiteren war bei der direkten Plasma-Behandlung auffallend, dass die 50 % N,-
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Mantelgaszumischung eine geringfligig hohere Apoptoserate sowohl fiir die frithe als
auch fir die spate Apoptose aufwies. Ein Grund hierfiir konnten die hohere Konzentra-
tion an reaktiven Spezies sein, denn bei der Bestimmung von Nitrit (siehe Abbildung
4.5) und Wasserstoffperoxid bei der direkten Plasma-Behandlung von Zellen in RPMI
(siehe Abbildung 4.6) konnte gezeigt werden, dass die 50 % N,-Mantelgaszumischung
die hochsten Konzentrationen an reaktiven Spezies bewirkte. Somit kénnte bei der 50 %
N,-Mantelgaszumischung das Verhaltnis zwischen RNS und ROS besonders toxisch auf

die Zellen wirken.

Gleichzeitig wurden die Methoden der Durchflusszytometrie und des Alamar blue
Assay zur Resazurin-FACS-Analyse gekoppelt. Dabei wurde erst die Zellviabilitat be-
stimmt, um anschlieflend dann im FACS Lebendzellzahl, Volumen und Granularitat zu
bestimmen. Durchflusszytometrisch konnten hierbei nur geringe Unterschiede zwischen
der direkten- und indirekten- Behandlung gezeigt werden, weswegen auf die Einzeldar-
stellung verzichtet wurde. Es wurde zuerst in einer Zeitreihe die Fluoreszenz pro lebende
Zelle ermittelt, die eine Aussage tiber die Stoffwechselaktivitat der Zellen macht. Es zeigte
sich deutlich mit Zunahme der Behandlungszeit eine Erh6hung der Fluoreszenz pro
Zelle (siehe Abbildung 4.16). Die Zellen mit der hoheren Fluoreszenz haben ein messbar
grofleres Volumen und eine hohere Granularitat (siehe Abbildung 4.15), bei gleichzeitig
erniedrigter Zellzahl (siehe Abbildung 4.13). Die Erh6hung von Granularitat / Volumen ist
bis jetzt in der Literatur nicht beschrieben worden. Ein Grund fiir die Zellvergrofierung
konnte eine starke Aktivierung der Zellen sein, die dadurch mehr Zytokine, Wachstums-
hormone oder antibakterielle Stoffe in den Vesikeln bilden. Ein dhnlicher Effekt wurde
auch von Bundscherer gezeigt [20]. Sie stellte eine deutlich Erhohung der MAP-Kinasen
(ERK]und [NK) im Western-Blot nach 360 Sekunden Plasma-Behandlung fest [21]. Diese
Kinasen fuihren zur Differenzierung und zur vermehrten Zytokinsekretion der Zelle, in-

dem sie [Jun-D-Protoonkogen (JUND)| tiber Phosphorylierung aktivieren [8]]. Die hohe

Fluoreszenz pro Zelle (siehe Abbildung 4.16) ist gleichzusetzten mit einem hohen Stoff-
wechsel. Wird die Fluoreszenz mit der Zellviabilitat nach direkter Plasma-Behandlung
(siehe Abbildung 4.7) verglichen, zeigt sich eine Erhohung der Zellviabilitat bei kurzen
Plasma-Behandlungen. Gleichzeitig waren nach 1 min Plasma-Behandlung deutlich mehr
Zellen in der Pertischale sichtbar (siehe Abbildung 4.14), aber die Fluoreszenz war nur

knapp uber der Kontrolle. Das bedeutet, dass bei kurzen Plasma-Behandlungszeiten
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die Zellen einen scheinbaren Proliferationsimpuls erhalten, aber die einzelne Zelle um
ein Drittel inaktiver war als nach 10 min Plasma-Behandlung. Die 10 min Plasma be-
handelten Zellen wiesen eine reduzierte Zellviabilitat bezogen auf die Gesamtzellzahl
auf (siehe Abbildung 4.7), wobei im Mikroskop (siehe Abbildung 4.14) und im FACS
(siehe Abbildung 4.15) eine Vergroflerung von einzelnen Zellen zu sehen war. Wird die
Zellviabilitat pro Zelle betrachtet, stellt sich eine deutliche Zunahme der Stoffwech-
selaktivitat pro lebender Zelle mit der Plasma-Behandlungszeit dar. Somit zeigten die
Ergebnisse, dass eine lange Plasma-Behandlung eine hohere Aktivitat der Zellen bei
erhohten Volumen und gleichzeitig erniedrigter Zellzahl (siehe Abbildung 4.14) bewirkt.
Zusammenfassend sind die grofien Zellen somit aktiver als die kleinen Zellen nach 1 min
Plasma-Behandlung. Diese Daten konnten zusammen mit Bekeschus et. al veroffentlicht
werden [10]. Grund fiir die Volumenvergroflerung konnten reaktive Spezies sein, die den
intrazellularen Redox-Zustand verandern, was dann zum Zellwachstum fiihren kann. Dies
konnte beispielsweise in Jurkat-T-Zellen gezeigt werden, die mit Thio-redoxin stimuliert
wurden und eine erhohte Proliferationsrate zeigten [38]]. Desweiteren konnten andere
Arbeiten zeigen, dass durch ROS eine Modifikation des Redox-Zustandes verursacht
und die Differenzierung von THP-1-Monozyten zu Makrophagen eingeleitet wird [[108]).
Das konnte ein Grund fiir die Volumen- und Granularitatszunahme sein. Es ware aber
auch moglich, dass eine Form der Selektion durch die Plasma-Behandlung eintritt, denn
durch mikroskopische Untersuchungen zeigte sich, dass die Zellen in der Kontrolle eine
Vielzahl von unterschiedlichen Grof3en besafien (siehe Abbildung 4.14). Mit der Zunahme
der Plasma-Behandlungszeit nahm sichtbar die Zellzahl ab und die Grof3e der Zellen
zu. Die kleineren Zellen kdnnten somit durch die Plasma-Behandlung eliminiert worden
sein, wahrend die grofien Zellen die Behandlung stand gehalten haben. Dafiir spricht
das Oberflachen-Volumen-Gesetz von Galileo (Square-cube-law). Es besagt, dass kleinere
Objekt bezogen auf das Volumen eine hohere Oberflache besitzen als grofiere Objekte
[3]. Somit konnen auf kleinere Zellen reaktive Spezies mehr wirken und zum Zelltod
oder Zellzuyklus-Arrest fiihren. Bekeschus et al. zeigten, dass die Reduktion der Zellzahl
durch den Arrest der Zellen im G2-Stadium verursacht wird [10].

Der Zellzyklus-Arrest konnte auch durch Nahrungsdepletion eingeleitet werden, dies
wurde in einem weiteren Experiment untersucht (siehe Abbildung 4.17). Es wurde 24 h

vor der Fluoreszenzmessung zusatzlich frisches RPMI-Medium oder PBS zu den Proben
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gegeben. Im Vergleich zu der Zellviabilitat zeigten die Daten trotz Nahrstoffzufuhr bei
reduzierter Zellviabilitat (siehe Abbildung 4.7) eine erhohte Fluoreszenz pro lebender Zelle.
Es zeigte sich lediglich durch die Zugabe von PBS eine Erhohung der Fluoreszenz pro
Zelle. Da die mitgefiihrten Kontrollen ebenfalls an Signalstarke zunahmen ist es moglich,
dass Resazurin potentiell besser mit PBS in die Zelle aufgenommen werden kann als mit
RPMI. Somit zeigen sich keine Veranderung der Effekte durch die Nahrstoffzufuhr, sodass
eine Beteiligung der Nahrstoffversorgung ausgeschlossen werden kann.

Durch die gemessene Zunahme der Granularitat der Monozyten bei langen Behand-
lungszeiten lag die Frage nahe, welche Substanzen sich in den Granula befinden. In
vielen Arbeiten nahm die Detektion von Wachstumshormonen einen zentralen Stellen-
wert ein [30}21]. Fiir diese Arbeit wurde[HB-EGF| niher betrachtet. Da HB-EGF in drei
Formen vorliegen kann, als prepro{HB-EGF|im Retikulum, als zellmembrangebundene
Form profHB-EGHund als I8sliche Form [54], erschwert dies die Detektion. Die Detekti-
on des léslichen [HB-EGF|erlaubt eine Aussage dariiber, wieviel an gebildetem
tatsachlich sezerniert wird, doch Barton zeigte in ihrer Dissertation, dass die Detektion
von[HB-EGFim Zelliiberstand mittels ELISA keine verwertbaren Resultate erbrachte [5].
In vielen Publikationen wurde bislang nur auf Ebene der|messenger Ribonukleinsaure]
[(m-RNA)[HB-EGF gesucht [[78,97, 16, 96, 84]. Da dies aber keine gezielte Aussage iiber
die tatsachlich ausgeschiedene Menge an dem Wachstumsfaktor erlaubt, wurde in dieser
Arbeit der Fokus auf das an der aufieren Membran befindliche[HB-EGF| gelegt und dieses
mittels Durchflusszytometrie detektiert. In der FACS-Analyse wurden die ungefarbten

und gefarbten Zellen miteinander verglichen, es ergab sich kein Unterschied zwischen

den beiden Proben (siehe Abbildung 4.18). Daraus ist zu schlieBen, dass sich kein[HB-EGF|
an der Zelloberflache befindet.

5.2.2 Auswirkungen der Mantelgase auf die Zytokinausschiittung

Die Zytokine[IL}6 und[I}8 sind in der Wundheilung relevant. Sie werden bei Verletzungen
des Endothels in die Umgebung abgegeben und es entsteht ein Zytokingradient von
der Wunde ins umliegende Gewebe. Diesem Gradient folgend immigrieren Monozyten
und neutrophile Granulozyten. Monozyten werden durch Zytokine, oxidativen Stress

oder durch Endotoxine aktiviert [[128]. In dieser Arbeit wurde die Zytokinausschittung
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durch Monozyten nach Plasma-Behandlung und in Kombination mit und ohne Endoto-
xinstimulation (LPS) untersucht und die direkte mit der indirekten Plasma-Behandlung
verglichen. Die Stimulation der Zellen mit LPS diente zur Simulation einer chronischen
Wunde, da chronischen Wunden haufig mit Bakterien besiedelt sind und LPS ein Be-

standteil der gram-negativen Zellwand ist. Auf der Oberflache von Monozyten befinden

sich Rezeptoren, wie zum Beispiel [Cluster of Differentiation 14 (CD14)| Diese sind in der

Lage, LPS zu binden und mittels Endozytose in die Zelle aufzunehmen. Der so aktivierte
Monozyt wird tber diverse Signalwege Zytokine wie beispielsweise IL-6 produzieren, die
weitere Monozyten ins Gewebe locken und aktivieren [[73,[105]. In der Arbeit ergaben

sich hinsichtlich der Zytokinsekretion (IL-6 und IL-8) einige unterschiedliche Ergebnisse.

Ohne LPS-Stimulation stiegen die IL-8 Konzentrationen bei der indirekten Behandlung
mit Zunahme des Stickstoffanteils und mit der Behandlungszeit (1 min - 6 min) an (siehe
Abbildung 4.19). Der deutlichste Anstieg war bei der 100 % N,-Mantelgaszumischung
nach 6 min Plasma-Behandlung zu sehen. Bei der direkten Behandlung war fiir die 75 %
N,-Mantelgaszumischungen eine deutliche Erhhung der Zytokinausschiittung bei 3 min
erkennbar. Die restlichen Mantelgaszumischungen zeigten keine deutlichen Unterschiede
und nur einen geringen Anstieg der IL-8-Ausschittung iiber die Behandlungszeit. Oxida-
tiver Stress, der durch die Einwirkung von ROS und RNS auf die Zellen entsteht [75[121]],
kann ein moglicher Grund fiir den Konzentrationsanstieg sein. Eine wichtige Aufgabe
des chemotaktischen IL-8 ist die Rekrutierung von Neutrophilen aus dem Blut und in der
Wundheilung die Stimulation der Angiogenese [63]]. Plasma-induzierter oxidativer Stress
dient zentral-regulatorischen Zellen wie Monozyten / Makrophagen als ,Alarm-Signal"fiir
eine Infektion oder einen Gewebedefekt, was zur Rekrutierung weiter Effektorzellen fiihrt.
IL-8 hat einen positiven Effekt auf die Kerationzytenproliferation [99]]. Gleichzeitig fanden
Icono et al. heraus, dass hohe Level an IL-8 zu einer Beeintrachtigung der Wundheilung
bei menschlichen Brandwunden fiihren [50]. Bei dem Vergleich von fetalem und adultem
Gewebe konnte ein hoherer und langanhaltender Anstieg der IL-8-Konzentration bei der
Wundheilung gemessen werden, dies wurde in Zusammenhang mit der Ausbildung von
Narbengewebe bei Erwachsenen gebracht, wobei Embryonen bei der Wundheilung ein
schnelles Absinken der IL-8-Konzentrationen zeigen, ohne eine Narbenbildung zu zeigen
[74]. Somit konnten die niedrigen IL-8 Werte bei der direkten im Vergleich zur indirekten

Plasma-Behandlung auf eine zwar erniedrigte Proliferationrate der Zellen hindeuten,
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gleichzeigtig wie oben schon erwéahnt kénnten niedrigere 1L-8-Konzentrationen zu einer
geringeren Narbenbildung und zur besseren Wundheilung fiihren. Das zeigen auch Stu-
dien am Patienten mit chronischen Wunden [15, 33,53 [44]]. Eine deutlich verminderte
Narbenbildung bei direkten, langeren Plasma-Behandlungen zeigten auch Metelmann et
al. [81]]. Ein weiterer Gund fiir den Unterschied der IL-8-Werte kann an der Behandlung
liegen, denn bei der direkten Behandlung werden die Zellen allen Plasmakomponenten
ausgesetzt. Bei der direkter Behandlung steigt die Konzentration der reaktiven Stickstoff-
und Sauerstoffspezies kontinuierlich und langsam an, so dass die Zellen diese effekti-
ver inaktivieren konnen und es so zu einem geringeren Anstieg der IL-8 Konzentration
kommt im Vergleich zur indirekten Behandlung. Dabei zeigte sich, dass die Zellen bei der
direkten Behandlung (siehe Abbildung 4.7 und 4.8) die reaktiven Spezies besser vertrugen
als bei der indirekten Behandlung. Gleichzeitig zeigt sich bei der indirekten Behandlung
eine Erhohung der IL-8-Konzentration mit der Behandlungszeit (siehe Abbildung 4.19).
Der Grund dafiir konnten hohe Endkonzentrationen an reaktiven Spezies am Ende der
Plasma-Behandlungszeit sein, die komplett auf die Monozyten gegeben wurden. Dies

konnte ein Beleg fur die aktivierenden Effekte von reaktiven Spezies sein [121]].

Wie schon oben erwéahnt, wurden die Monozyten auch mit LPS stimuliert um das
Milieu einer chronischen Wunde zu simulieren, die bei Patienten haufig vorkommen und
eine grofe klinische Relevanz haben. Bei der Stimulation der Monozyten mit LPS und
mit steigender Stickstoffkonzentration im Mantelgas wurden tiber die Behandlungszeit
die IL-8-Werte bei der direkten Behandlung reduziert. Dies konnte mit den geringeren
Nitrit-Konzentrationen im Zusammenhang stehen (siehe Abbildung 4.5). Reduziert man
die Stickstoffkonzentration im Mantelgas, wird die Nitrit-Konzentration reduziert, das
bedeutet weniger RNS wurden gebildet. Die Erhohung der IL-8-Werte bei 0 % und 25 %
N,-Mantelgaszumischung kénnten an der Erh6hung der gebildeten ROS liegen, gemessen
anhand der H,0,-Konzentration in der fliissigen Zellumgebung (siehe Abbildung 4.4).
Diese Daten konnten zusammen mit Bekeschus et. al veroffentlicht werden [[11]. ROS
bewirken eine Aktivierung der Zellen [121] und die Erhohung der Zytokinausschiittung
belegt diese Aktivierung. Der aktivierende Effekt von reaktiven Spezies konnte auch
ein Grund fir die vermehrte Zytokinausschiittung bei den indirekt behandelten und
mit LPS stimulierten Proben sein (siehe Abbildung 4.20. B). Gleichzeitig zeigen die LPS

behandelten Zellen eine um die Halfte geringere IL-8-Sekretion als die indirekten nicht
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LPS behandelten Zellen. IL-8 erhoht die Proliferation von Keratinozyten [99]]. Unter der
Anwesenheit von LPS sinkt die IL-8-Sekretion und die Zellproliferation kann unterdriickt
werden. Dies konnte ein Grund sein, warum chronisch infizierte Wunden schlechter

heilen.

IL-6 gehort zu den pro- und antiinflammatorisch wirkenden Zytokinen. In der Litera-
tur konnte gezeigt werden, dass durch LPS-Stimulation die Freisetzung von IL-6 induziert
wird [[60]. Reaktive Spezies konnen auch zur Aktivierung des Tyrosin-Rezeptors fiihren.

Durch die nachfolgende Phosphorylierung der Janus-Kinase und anschlielende Phospho-

rylierung von|signal transducer and activator of transcription protein (STAT)|(ein intrazel-

lularer Transkriptionsfaktor) wird die Transkription spezifischer Gene zur Produktion von
IL-6 induziert [T]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die IL-6-Konzentration bei
vorangegangener LPS-Stimulation nach 1 min direkt Plasma-Behandlung im Vergleich zur
Kontrolle anstieg (siehe Abbildung 4.20). Es konnte kein Anstieg der IL-6-Konzentration
ohne LPS-Zugabe verzeichnet werden (Daten nicht gezeigt). Mit Zunahme der Behand-
lungszeit verringerte sich jedoch die Ausschittung bis unter den Kontrollwert. Dabei
zeigte sich bei 100 % N,-Mantelgaszumischung die starkste Reduktion. Fiir die indirekt
behandelten Proben lag ein dhnlicher Trend vor, die anfangliche Stimulation nach 1 min
Plasma-Behandlung tberstieg jedoch den Kontrollwert nicht. In ihrer Bachelorarbeit
zeigte Nagel ebenfalls eine Erh6hung der Zytokinkonzentration bei niedriger Behand-
lungszeit, was mit einer Aktivierung des MEK-ERK-Signalweges, der fiir Regulation von
Zellwachstum und Zelldifferenzierunng mit verantworlich ist, begriindet werden kann
[112]. Bei geringen Behandlungszeitpunkten konnen die proinflamatorischen Eigenschaf-
ten von IL-6, und damit die Initialisierung der Wundheilung, beschleunigt werden [[102].
Im Unterschied zur indirekten Behandlung sind direkt behandelte Zellen allen Plasma-
komponenten ausgesetzt. Dies umfasst z. B. UV-Strahlung und kurzlebige Radikale. In
Studien konnte belegt werden, dass durch UV-Licht die IL-6-Sekretion erhoht wird [[120],
dies kann auch bei den direkt behandelten Zellen ein Grund fiir die anfangliche Erhohung
der IL-6-Werte bei kuzer Plasma-Behandlung sein. Die darauf folgende Reduktion der
Zytokinausschiittung konnte an einer vermehrten Produktion von zelleignen Antioxidan-
tien wie Glutathion liegen, die ROS neutralisieren kdnnen. Lowes et al. zeigte an Raten,
dass bei einer Stimulation mittels MitoQ (Antioxidans das Mitochondrien schiitzt) die

IL-6-Sekretion deutlich reduziert wird [77]. Die Plasma-Behandlung konnte somit die
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Produktion von Antioxidantien stimulieren was die DNA schiitzt und die Apoptose inhi-
biert, dafiir sprechen auch die erniedrigten Werte fiir die spate Apoptose bei der direkten
Plasma-Behandlung (siehe Abbildung 4.10). Dies unterstiitzt die Hypothese, das durch
die direkte Plasma-Behandlung und damit kontinuierliche Zufuhr die Konzentration von
ROS und RNS langsam ansteigt und die Zellen sich evtl. besser damit auseinandersetzen
konnen, als wenn sie schlagartig mit hohen Konzentrationen konfrontiert werden. Die
spate Apoptose bei der indirekten Behandlung ist etwas hoher (siehe Abbildung 4.11). Die
deutlich reduzierten IL-6-Werte nach langen Plasma-Behandlungen, aber die gleichzeitig
erhohte Granularitat und Volumenerhohung der Zellen (siehe Abbildung 4.15) sprechen
dafiir, dass die Zellen nicht vermehrt Zytokine produziert haben, sondern in den Vesikeln
Antioxidantien zum Schutz der Zellen eingelagert werden. Des Weiteren war die deutliche
Reduktion der IL-6-Konzentration bei Zunahme der Behandlungszeit ein interessanter
Effekt. IL-6 ist ein zentrales Molekiil, das z. B. bei Sepsis ansteigt und tiber 750 ng m|™"’
im Serum zum Tod des Patient fiihrt. Aus diesem Grund versuchen Kliniker in Studi-
en, die IL-6-Konzentration durch Anti-IL-6-Antikérper-Gabe zu regulieren [127,[107} 29].
Eine Minimierung der IL-6-Konzentration durch Plasma konnte ein neuer Ansatz sein,
einer Bakteriamie und septischen Prozessen entgegenzuwirken. Die Minimierung der
IL-6-Sekretion wurde auch in primaren humanen Monozyten nachgewiesen [22]]. Die
niedrige IL-6-Konzentration, die durch die Plasma-Behandlung bei langen Behandlungen
gemessen wurden, konnte auch im Zusammenhang mit dem verringerten Schmerzgefiihl
bei mit Plasma behandelten Patienten stehen [52,[19]. Denn eine Studie bei IL-6 negati-
ven Mausen zeigte eine deutlich Verminderung des Schmerzempfindens bei Hitze [87]].
Auch bei der Behandlung von chronischen Wunden wurde neben der beschleunigten

Wundheilung eine Schmerzreduktion gegeniiber der Kontrolle festgestellt [[19]].

5.3 Gesamtbewertung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von fiinf Gaszumischungen im
Mantelgas eines argonbetriebenen kalten Atmospharendruckplasmajets auf die Gene-
rierung von reaktiven Spezies in Flussigkeiten und auf Monozyten in vitro untersucht.
Monozyten spielen einen wichtige Rolle bei der Wundheilung und generieren diverse

Zytokine wie beispielsweise IL-6 und IL-8. IL-6 hat eine pro- und antiinflammatorisch
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Wirkung und kann somit einen positiven Effekt auf die Wundheilung haben [10T]. IL-8
stimuliert die Angiogenese und hat einen positiven Effekt auf die Keratinozytenprolife-
ration [63,99]. Durch die Plasma-Behandlung und Variation der Mantelgase sollte die
Monozyten aktiviert, die Zytokinausschiittung stimuliert und damit die Wundheilung po-
sitiv beeinflusst werden. In der Gesamtbewertung wird versucht, aus den hier gefundenen
In-vitro-Ergebnissen Schlussfolgerungen fiir den klinischen Einsatz von Plasma bei der
Wundheilung zu ziehen. Zusammenfassend ist zu sagen, dass es deutliche Unterschiede
zwischen den Mantelgaszumischungen in der Flussigkeitsanalytik (bei der Bestimmung
der reaktiven Spezies H,0,, NO,” und NO;") gab, die Effekte auf Monozyten waren deut-
lich geringer. Es ergaben sich keine Veranderungen des pH-Wertes in Abhéangigkeit von
den Mantelgaszumischungen. Der geringe pH-Wert-Anstieg liber langere Behandlungs-
zeiten ist durch Ausgasen des CO, im Medium erklarbar. Wie zu erwarten, waren bei
der Zumischung von Sauerstoff im Mantelgas eine Erhéhung der H,0,-Konzentration zu
messen und bei der Zumischung von N, nahm die Konzentration an NO,™ und NO,™ mit
der Erhohung N,-Anteils im Mantelgas zu. Bei Zugabe von Katalase zur plasmabehandel-
ten Flussigkeit stieg die NO, -Konzentration an. Dies weist darauf hin, dass H,0, NO,™ in
NO,;™ und Peroxynitrit umwandelt. Daher sollte in nachfolgenden Arbeiten die Wirkung
von Katalase auf die[NO, Fund [NO,}Bildung naher untersucht werden, da hierdurch

die Wirkung von H,0O, reduziert wird und somit die Effekte von Stickstoffspezies auf

Flussigkeiten und Zellen naher charakterisiert werden konnten. Die grofiten Einfliisse
der Mantelgase auf Monozyten waren bei der 50 % und der 100 % N,-Zumischung zu
sehen. Die 50 % N,-Mantelgaszumischng zeigte eine hohere Apoptoserate fiir die frithe
und spate Apotoserate nach direkter Plasma-Behandlung und eine niedrige Zellviabilitat.
Desweiteren wurde bei dieser Mantelgaszumischung fiir die Zytokinsekretion von IL-8 bei
der direkten Plasma-Behandlung die niedrigsten Werte ermittelt. Da die Apoptoserate bei
dieser Mantelgaszumischung und auch die IL-8-Sekretion am geringsten war, hat die 50 %
N,-Mantelgaszumischung einen potentiell eher negativen Effekt auf Monozyten und die
Wundheilung, da niedrige IL-8-Konzentrationen mit einer geringen Proliferationsrate von
Keratinozyten einhergehen [99]. Die 100 % [N } Mantelgaszumischung zeigte die grofiten
Effekte auf die Zytokinsekretion. Bei den LPS-stimulierten Proben sank mit der Behand-
lungszeit bei dieser Mantelgaszumischung die IL-6-Konzentration am deutlichsten, dieser

Effekt konnte bei Patienten mit erhdhtem IL-6-Spiegel im Fall von Bakteramien eingesetzt
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werden. Da niedrige IL-6-Spiegel mit einem erniedrigten Schmerzempfinden einhergeht,
kann somit die 100 % N,-Mantelgaszumischung auch einen positiven Einfluss auf die
Schmerzempfindung im Zusammenhang mit einer Plasma-Behandlung haben. Bei der
unstimulierten, indirekten Behandlung mit der 100 % N,-Mantelgaszumischung kann die
deutlich angestiegene IL-8-Konzentration einen grofieren Effekt auf die Neovaskularisie-
rung haben und dadurch eine schnellere Wundheilung bedingen als indirekte Behand-
lungen ohne Gasmantel. Daher sollten weitere Studien mit dieser Mantelgaszumischung
initiiert werden, um den positiven Effekt zu verifizieren. Weitere eindeutige Tendenzen
zwischen den Mantelgaszumischungen gab es bei der Zytokinausschiittung nicht, aber
es gab deutliche Unterschiede zwischen der direkten und indirekten Plasma-Behandlung.
Die indirekte Plasma-Behandlung zeigte eine deutliche Erh6hung der IL-8-Sekretion,
die mit der N,-Konzentration im Mantelgas anstieg (siehe Abbildung 4.19). Hohere IL-8-
Konzentrationen erhohen die Proliferationrate von Kerationzyten [99] und kénnen zu
einen schnelleren Wundverschluss fiihren. Auch fir die IL-6- und IL-8-Konzentrationen
nach LPS-Stimulation zeigten sich Unterschiede zwischen der direkten und indirekten
Behandlung. Die Zellviabilitat ergab Unterschiede zwischen der direkten und indirekten
Behandlung, wobei die indirekte Behandlung eine stark reduzierte Zellviabilitat induzierte
und die direkte Plasma-Behandlung (1 min) eher aktivierend wirkte. Indirekte und direkte
Plasma-Behandlungen haben auch Auswirkungen auf die H,0,-Konzentration. Da bei
der direkten Plasma-Behandlung die Zellen kontinuierlich den Plasmakomponenten
ausgesetzt sind und die Zellen Katalase enthalten, kdnnen sie H,0O, abbauen und zeigen
eine hohere Zellviabilitat. Bei der indirekten Plasma-Behandlung werden die Zellen auf
einen Schlag der kompletten Menge an RONS ausgesetzt, was die Schutzmechanismen
der Zellen liberfordern konnte und beispielsweise H,0, nicht mehr suffizient abgebaut
werden kann und dies zur Reduktion der Zellviabilitat fiihrt. Dies erfordert einerseits
weitere Aufklarung tiber die Mechanismen der Auseinandersetzung von Zellen mit der
Einwirkung von Plasma. Andererseits sind diese Ergebnisse auch relevant unter dem
Aspekt der Sicherheit der Plasmaanwendung. Dies unterstitzt die Theorie, dass es bei
direkter Plasmaeinwirkung zu wenig Nebenwirkungen und zu keinen gentoxischen und
mutagenen Effekten kommt 61,57, 44]. Wie das bei der Anwendung plasmabehandelter
Flussigkeiten (indirekter Plasma-Behandlung) ist, muss naher untersucht werden. Somit

konnte die Art der Behandlung (mit Ausnahme der oben genanten Mantelgaszumischun-
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gen) einen grofleren Einfluss auf die Wundheilung haben, als die Variation der RONS im
Mantelgas. Daher sollte die indirekte und direkte Behandlung von Zellen in weiteren Ar-
beiten untersucht werden. Zudem sollte die Behandlungsarten nicht nur auf Zellkulturen
sondern auch in klinischen Studien untersucht werden.

Der Wachstumsfaktor HB-EGF konnte nach der Plasma-Behandlung nicht detektiert
werden. Es konnte nicht geklart werden, ob der Antikorper nicht richtig binden konnte
oder kein HB-EGF exprimiert wurde. Daher sollte in nachfolgenden Arbeiten HB-EGF
sowohl per FACS als auch auf Protein und RNA-Ebene gemessen werden, um eine Ge-
samtmenge der HB-EGF zu erhalten, da HB-EGF einen entscheidenden Wachstumsfaktor
darstellt und die Wundheilung fordert.

Neben den Zielen der Arbeit wurden noch weitere interessante Ergebnisse gefunden,
die einen Einfluss auf die Wundheilung haben konnten. Es konnte eine mikroskopische
Vergoflerung der Monozyten unter der Plasma-Behandlung gezeigt werden. Die vergrofier-
ten Zellen zeigten in der FACS-Analyse zudem eine Volumen- und Granularitats-Zunahme.
Eine Nahrungsdepletion konnte weitgehend ausgeschlossen werden. Die Volumen- und
Granularitats-Zunahme konnten auf eine Erhohung der metabolischen Aktivitat zuriick
zu fithren sein. Die intrazellularern Granula kdnnten Zytokine oder Antioxidanzien ent-
halten, die einen positiven Effekt auf die Wundheilung haben kénnten. Da diese Volumen-
und Graularitats-Zunahme bis dato nicht erforscht worden ist, bleiben die Fragen nach
Selektion oder Triggern der Zellen durch Plasma offen ebenso wie die Frage nach dem
Inhalt der Granula und benétigen noch weiterer Forschung. Das kdnnte in Form von PCR

auf Genebene oder im Western Blot auf Proteinebene naher analysiert werden.
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7 Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

Cco,
H,0,
H,0
H,0"
HCO,~
HNO,

AK
APP Jet
AUR
AVBB

Kohlenstoffdioxid
Wasserstoffperoxid
Wasser

Hydronium-lon
Hydrogencarbonat-Anion
Salpetrige Saure
Stickstoff

Nitrit-Anion

Nitrat-Anion
Stickstoffmonoxid
Natriumhydrogencarbonat
Superoxidradikal
Sauerstoff

Ozon

Hydroxyl-lon

Antikorper
Atmospharenplasmajet
Amplex Ultra Red
Annexin-V-Bindungspuffer



Abkiirzungsverzeichnis

CD Cluster of Differentiation

DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol
DBD dielektrischen Barriereentladung
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

GM-CSF  Granulocyte macrophage colony-stimulating fac-

tor

HB-EGF  Heparin-binding EGF-like growth factor
HNO3 Salpetersaure

HRP Horseradish peroxidase
IL Interleukin
LPS Lipopolysaccharid

m-RNA  messenger Ribonukleinsaure

PB Plasmabehandlung

PBS Phosphate Buffered Saline

RNS reaktiven Stickstoffspezies

RONS reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies
ROS reaktiven Sauerstoffspezies

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

slm Standardliter pro Minute

TMB 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin



Abkiirzungsverzeichnis

uv Ultraviolett

VEGF Vascular endothelial growth factor
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