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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 e�izienter ablaufen zu lassen. Seit einigen Jahren steht die

Behandlung von Wunden mi�els Niedertemperatur Plasma immer mehr im Fokus der Wis-

senscha�. Dabei besteht Plasma aus zahlreichen Komponenten, wobei jede Komponente

die Zelle unterschiedlich beeinflussen kann. Da auch jede Wunde einzigartig im Hinblick

auf Bescha�enheit und Erregerspektrum ist, sollte dies auch mit einer individuellen Ab-

stimmung der Plasamkomponenten einhergehen um so die Wundheilung noch e�izienter

zu gestallten. Ziel dieser Arbeit ist die Modifizierung der Plasma-Komponenten durch

einen Gasmantel, um herauszufinden, welche Modifizierung am e�ektivsten auf Immun-

zellen und somit auch auf die Wundheilung wirkt. Dafür wurde in der vorliegenden Arbeit

die Auswirkungen von fünf Gaszumischungen im Mantelgas eines argonbetriebenen kal-

ten Atmosphärendruckplasmajets (kINPen 11) auf die Generierung von reaktiven Spezies

in Flüssigkeiten und auf Monozyten in vitro untersucht. Der kINPen (ein Gerät der Firma

neoplas, zur Erzeugung von Niedertemperatur-Plasma) war dabei auf 5 slm (Standardliter

pro Minute Argon) und Burstmodus eingestellt. Die Gaszusammensetzung variiert von

100 % Sticksto� (N
2
) und 0 % Sauersto� (O

2
) in 25íger Schri�en zu 100 % O

2
und 0 % N

2
.

Dabei entstehen abhängig von der O
2
- und N

2
-Zufuhr im Gasmantel unterschiedliche

reaktive Spezies. Als repräsentativ für die Bildung von reaktiven Sauersto�spezies (ROS)

wird Wassersto�peroxid (H
2
O

2
) und für reaktiven Sticksto�spezies (RNS) werden Nitrit

(NO
2

–
) und Nitrat (NO

3

–
) erfasst. Die Experimente wurden nach Flüssigkeitsanalytik und

zellphysiologischen Aspekten gegliedert. Es wurde die THP-1-Monozytenzelllinie verwen-
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det. Zu den Methoden der Flüssigkeitsanalytik gehören die Bestimmung des pH-Werts,

die Detektion der NO
2

–
-, NO

3

–
- und H

2
O

2
-Konzentration. Zellphysiologisch wurde die

Zellviabillität, 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 Plasmae�luenten im direkten,

kontinuierlich Kontakt, wohingegen bei der indirekten Behandlung nur das Zellkulturme-

dium behandelt wird und anschließend auf die Zellen gelangt. Die Zellen haben keinen

Kontakt mit dem Plasmae�luenten. Zu der Flüssigkeitsanalytik gehört die gezielte Mes-

sung der durch das Plasma entstehenden ROS und RNS in phosphatgepu�erte Salzlösung

(PBS) und Zellkulturmedium (RPMI-Medium, Roswell Park Memorial Institute). Es konn-

ten keine pH-Wert-Veränderungen 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 Flüssigkeiten an reaktiven Spezies. Die

niedrigsten Nitrat-Anion (NO
3

–
)- und Nitrit-Anion (NO

2

–
)-Konzentrationen ergaben sich

bei der 100 % und 0 % N
2
-Mantelgaszumischung. Die 75 % N

2
-Mantelgaszumischung zeig-

te die höchste NO
3

–
-Konzentration in PBS. Die H

2
O

2
-Konzentration nahm mit dem Anteil

an O
2

im Mantelgas zu und erreicht ihr Maximum bei der 0 % N
2
-Mantelgaszumischung.

Die größten E�ekte der Mantelgaszumischungen auf Monozyten konnte bei der 50 % und

100 % N
2
-Mantelgaszumischung gezeigt werden. Alle anderen Mantelgaszumischungen

zeigten zwar bei der Flüssigkeitsanalytik deutliche Unterschiede, doch durch die Anwesen-

heit von THP-1-Zellen wurde der Einfluss deutlich geringer. Die Gaszumischungen ha�en

trotz unterschiedlicher Bildung von reaktiven Sticksto�- und Sauersto�spezies keinen

großen E�ekt auf die Zelltoxizität. Die 50 %-N
2
-Mantelgaszumischung bewirkte die höchs-

ten Konzentrationen an reaktive Sauersto�- und Sticksto�spezies (RONS), was mit einer

erhöhten frühen und späten Apoptose einherging und mit niedrigen IL-8-Werten. Die

100 % N
2
-Mantelgaszumischung zeigte die größten E�ekte auf die Zytokinsekretion. Die

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

und mit Lipopolysaccharid (LPS)-stimulierten Proben. Gleichzeitig wurde für die unsti-

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

gemessen.

Neben den erwähnten Ergebnissen konnten weitere zelluläre E�ekte unabhängig

von den Mantelgaszumischungen gemessen werden. Zum Einen zeigten sich deutliche
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Unterschiede zwischen der direkten und indirekten Plasma-Behandlung. Die indirekte

Plasma-Behandlung, d.h. die Plasma-Behandlung von Zellkulturmedium und die anschlie-

ßende Inkubation der Zellen, zeigte eine starke Erhöhung der IL-8-Konzentration, die mit

der N
2
-Konzentration im Mantelgas anstieg. Auch für 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 Zellviabilität

gegenüber 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 Erhöhung des Volumens und der Granularität nach langen Behandlungszeiten

aufwiesen und scheinbar erhöhte Zellviabilität. Eine Detektion des Wachstumsfaktors

HB-EGF mit Hilfe der FACS-Analyse konnte nicht gezeigt werden. Dri�ens, konnte durch

Zugabe von Katalase ein Anstieg der NO
2

–
-Konzentration im RPMI im Vergleich zur

Behandlung ohne Katalase gezeigt werden. Somit spiegelt die Flüssigkeitsanalytik 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 ROS, RNS

und Zytokinen hat. Besonders die 50 % N
2
-Mantelgaszumischung hat mit der Reduktion

der IL-8-Konzentration und damit der Reduktion eines für die Angionese relevanten

Faktors möglicherweise einen negativen E�ekt auf die Wundheilung. Im Gegensatz dazu

bewirkt die 100 % N
2
-Mantelgaszumischung durch Abnahme von IL-6 eine Verringerung

der Entzündungsmediatoren und durch die Erhöhung von IL-8 eine Zunahme eines für

die Angiogenese in Wunden wichtigen Parameters. Gleichzeitig konnte gezeigt werden,

dass der Einfluss durch die Behandlungszeit und der direkten und indirekten Behandlung

einen weitaus größeren E�ekt auf Monozyten haben könnte als bisher angenommen.

Somit leistet diese Arbeit einen zusätzlichen Beitrag für das weitere Verständnis bei

der Aufklärung der zellulären E�ekte durch die Plasma-Behandlung. Es kamen aber

auch neue Fragen auf, die noch nicht hinreichend geklärt wurden: Erstens, welcher Me-

chanismus steht hinter der Zunahme der Granularität und des Volumens nach langen

Plasma-Behandlungen. Zweitens, in wie weit sind die ohne Katalase-Behandlung gemes-

senen NO
2

–
-Konzentrationen aussagekrä�ig. Dri�ens, haben die indirekte und direkte

Plasma-Behandlung den gleichen E�ekt in vivo wie in vitro. Um diese Fragen weiter zu

klären ist weitere Forschung nötig.





2 | Einleitung

2.1 Plasma

Unter Plasmaphysik versteht man die Physik ionisierter Gase. Der Begri� Plasma wurde

im physikalischen Kontext zum ersten Mal von Irving Langmuir 1929 erwähnt. Das Ur-

sprungswort kommt aus dem Griechischen und bedeutet übersetzt „Gebilde“[62]. Neben

der physikalischen Bedeutung hat das Wort Plasma einen großen Stellenwert in der

Biologie und wird zur Bezeichnung des flüssigen Bestandteils der Zelle verwendet, dem

Zytoplasma. In der Medizin wird Plasma allgemein als Blutplasma verstanden. Dabei

stellt das Blutplasma den flüssigen Bestandteil des Blutes ohne die korpuskularen Be-

standteile dar [105]. Laut physikalischer Definition liegt Plasma vor, wenn einem Gas

Energie zugeführt wird und somit freie Ladungsträger im Gas entstehen [62]. Bei der

Generierung von Plasma entstehen folgende Bestandteile: Elektronen, Ionen, neutra-

le und geladene Moleküle, freie Radikale, UV-Strahlung, sichtbares Licht, elektrische-

und magnetische Felder. Aufgrund letzterer wird physikalisches Plasma als neutral an-

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

Zusammensetzung und die dadurch resultierenden Eigenscha�en, wird Plasma o� als

vierter Aggregatzustand bezeichnet (Abbildung 2.2) [62]

2.1.1 Plasmaarten

In der Physik können Plasmen unterschiedlich eingeteilt werden. Eine möglich 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 Ionen, welche die gleiche
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Abbildung 2.1. Bestandteile und Interaktionspotential von Plasma. Die generierten Bestand-

teile können auf Zellwände, DNA und Proteine wirken. Bild vom INP Greifswald

e.V.

Abbildung 2.2. Plasma als Aggregatzustand. Schematisch dargestellt sind die Eigenscha�en

der Teilchen bei den verschieden Aggregatzuständen. 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 Ionisierungsgrad vor, das

bedeutet, dass die zugeführte Energie größtenteils auf die Elektronen transferiert wird.

Die Ionen und neutralen Teilchen besitzen deswegen weniger Energie und folglich hat

dieses Plasma eine niedrigere Temperatur [25, 18]. Umgangssprachlich kann Niedertem-

peraturplasma auch als non-thermal (nicht-thermisches Plasma) oder auch kaltes Plasma

bezeichnet werden [126]. Plasmen sind ein natürliches Phänomen. Natürliche 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 für die Industrie. Zu den zahlreichen Anwendungsgebieten von

nicht- thermischen Plasma gehört die Verwendung zur Anregung von Leuchtmi�eln in

Leuchtsto�röhren oder in der Werksto�industrie das Schneiden oder Beschichten von

Materialien [17, 46, 110, 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 möglich gewor-

den ist [28, 85, 70, 33, 125]. Die Niedertemperaturplasmen können zur antimikrobiellen

Behandlung von Materialien [71], zur Koagulation von Blutgefäßen [58, 24, 36, 111] und

zur Förderung 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 äußerlich wie ein Sti� 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 Sti� ge-

neriert, indem 5 Standardliter pro Minute (slm) Argon als Arbeitsgas hindurchströmen

und es durch die Spannung zur Anregung des durchströmenden Gases an der Elektrode

kommt. Das herausströmende sichtbare Plasma wird als E�luent bezeichnet. An der

Spitze des Sti�es ist eine Glaskappe angebracht, in diese Gaszumischungen eingeleitet
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Abbildung 2.3. kINPen mit 5 slm Gasmantel. Argongas strömt durch den Jet und generiert

das Plasma. Um den Sti� ist ein Glaskappe gebaut, der ihn von anderen Gasen

abschirmt. Im Gasmantel strömen 5 verschiedene molekulare Gaszumischungen. Bild

vom INP Greifswald e.V.

werden können. Der resultierende Gasmantel um den Plasma-E�luenten dient zum Einen

der Abschirmung des E�luenten vor äußeren Lu�spezies und zum Anderen erlaubt er

eine kontrollierte Einfuhr von Sticksto� (N
2
) und Sauersto� (O

2
) in den E�luenten, wo-

durch eine Veränderung der Bildung reaktiver Sauersto�spezies (ROS) und reaktiven

Sticksto�spezies (RNS) bewirkt wird [100].

2.2 Reaktive Sauersto�- und Sticksto�spezies

Laut Definition wird ein Molekül oder Atom als freies Radikal bezeichnet, wenn ein

unpaariges Elektron vorhanden ist [42]. Die charakteristischen Eigenscha�en von Ra-

dikalen sind ihre hohe Reaktivität und kurze Halbwertzeit. Bei der Generierung von

Plasma unter atmosphärischen Bedingungen wechselwirken die im Plasma gebildeten
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energiereichen Elektronen sowie die geladenen und ungeladenen Atome und Molekü-

le und kollidieren mit den Molekülen der Lu� wie Sauersto� (O
2
) und Sticksto� (N

2
).

Durch diese Interaktion entstehen ROS und RNS, in Tabelle 2.1 sind einige Formen darge-

stellt. Bei Zellkulturexperimenten tri�t der E�luent auf die Oberfläche von Flüssigkeiten,

z. B. Zellkulturmedium. Neben Sticksto�monoxid (NO), Ozon (O
3
) und atomarem Sau-

ersto�, die im E�luenten nachweisbar sind, entstehen zudem aus kurzlebigen Spezies

wie NO-Radikalen und OH-Radikalen langlebige reaktive Spezies wie beispielsweise

Wassersto�peroxid (H
2
O

2
), Nitrit (NO

2

–
) und Nitrat (NO

3

–
) [40, 95]. Durch Umströmen

Tabelle 2.1. Namen und chemische Formeln der durch Plasma erzeugten reaktiven
Sauersto� und Sticksto�spezies.[86]

Reaktive Sauersto�spezies Reaktive Sticksto�spezies

Hydroxylradikal (OH·) Nitratradikal (NO
3
·)

Superoxid-Radikal (O
2

–·) Sticksto�monoxid (NO·)
Hydroperoxylradikal (OH

2

–·) Sticksto�dioxid (NO
2
)

Kohlensto�dioxidradikal (CO
2

–·) Nitroyl-Kation (NO
+

)

Organische Peroxide (ROOH) Nitroxyl-Anion (NO
–

)

Peroxynitrit (ONOO
–

) Disticksto�trioxid (N
2
O

3
)

Hypochlorige Säure (HOCl) Salpetrige Säure / Nitrit (HNO
2

/ NO
2

–
)

Wassersto�peroxid (H
2
O

2
) Alkylperoxinitrat (Ro

2
ONO)

Nitrat (NO
3

–
)

des E�luenten mit einen definierten O
2
/N

2
-Gasgemisch kann die Konzentration dieser

ROS und RNS gezielt variiert werden.

2.3 Wirkung von reaktiven Sauersto�- und Sticksto�s-
pezies auf eukaryotische Zellen

ROS und RNS spielen bei einigen inter- und intrazellulären Prozessen eine entscheidende

Rolle. Zu den wichtigsten �ellen reaktiver Sauersto�spezies zählt die Einelektronen-

reduktion von molekularem Sauersto� zum Superoxidradikal (O
2

–·) [73]. Dieses wird

durch Autoxidation von reduzierten Zwischenprodukten im Sto�wechsel (oxidative Phos-

phorylierung in den Mitochondrien) erzeugt [66]. Der wichtigste Vertreter reaktiver
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Sticksto�spezies ist Sticksto�monoxid (·NO). Hydroxyl- (·OH) und Superoxidradikale

(O
2

–·) sind in der Lage, in Zellen oxidativen Stress zu induzieren [82]. NO wird mi�els

dreier unterschiedlicher Sticksto�monoxid-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 fünf Elektronen mit Sticksto� entsteht das Radikal

NO [23]. Diese Spezies zeigen bei hohen Konzentrationen pathophysiologische E�ekte.

Eine Überproduktion führt zu oxidativem Stress und kann mit einer Modifizierung oder

Schädigung von Proteinen, Lipiden und Desoxyribonukleinsäure (DNA) einhergehen [4].

Die Proteine können ihre biologische Aktivität verlieren, was in einer Einschränkung

der Zellfunktionen resultiert [121]. Zur Protektion der Strukturen existieren entschei-

dende Schutzmechanismen in der Zelle. Dazu gehört die enzymatische Eliminierung der

Radikale durch Katalase, Superoxid-Dismutase und Glutathionperoxidase. Gleichzeitig

sind Sauersto�- und Sticksto�spezies in Abhängigkeit von ihrer Konzentration wichtig

für zelluläre Vorgänge. Bei geringen Konzentrationen haben sie eine protektive Rolle in

der Abwehr von pathogenen Mikroorganismen [73, 32, 135]. Sie werden in Vesikeln von

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 Gefäßen und agiert als Neurotransmi�er

[13, 105].

2.4 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist sehr flexibel und besteht aus zahlreichen Zellen und E�ektormole-

külen. Es wird als ein dynamisches System betrachtet, weil der Organismus bei Kontakt

mit einem Antigen (das sind Moleküle aus Protein, Fe� oder Kohlenhydraten, die an

Rezeptoren der Lymphozyten spezifisch binden) die spezifische Abwehr modulieren kann,

um den optimalen Schutz zu gewährleisten. Laut Definition kann man das Immunsystem

nochmals in zwei große Untergruppen unterteilen, in das angeborene (unspezifische) und

das erworbene (spezifische) Immunsystem. Beide Systeme basieren auf unterschiedlichen

Mechanismen, welche jedoch stets zur Eliminierung des Antigens führen. Das angeborene

Immunsystem stellt die Grundaussta�ung für 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 zelluläre Komponente. Zu dem humo-

ralen Anteil gehört das Komplementsystem, welches aus unterschiedlichen Faktoren

zusammengesetzt ist. Neben zellulären Komponenten wie den Phagozyten, die für die

Aufnahme und Zersetzung von Antigen verantwortlich sind, gehört die natürliche Barriere

der Haut und Schleimhaut auch zum angeborenen Immunsystems [105, 73, 37, 56]. Wich-

tige Zellen des angeborenen Immunsystem sind Natürliche Killerzellen, Makrophagen

und Granulozyten.

Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem reifen die Zellen des spezifischen

Immunsystems in primären lymphatischen Organen heran. Bei diesem Prozess präsentie-

ren dendritische Zellen diverse Antigene aus der Peripherie und regen die Immunzellen

zur Reifung an. Da die Synthese von Antikörpern und neuen E�ektorzellen einige Zeit

in Anspruch nimmt, ist die Immunantwort etwas verzögert, dafür e�ektiver und spe-

zifischer als bei dem angeborenen System. Zum spezifischen Immunsystem gehören

verschiedene Komponenten, T- und B-Lymphozyten stellen die E�ektorzellen dar. Diese

werden weiter unterteilt in T-Helferzellen 1 und 2, T-Killerzellen, Gedächtniszellen und

antiköperproduzierende B-Zellen [55].

2.4.1 Bildung von Immunzellen

Die Zellen des Immunsystems entstehen aus pluripotenten Stammzellen. Durch Teilung

und Di�erenzierung werden sie zu Leukozyten, sogenannten weißen Blutkörperchen. Der

größte Bildungsort der Immunzellen ist das Knochenmark (vgl. Abbildung 2.4). Während

des Prozesses der Ausdi�erenzierung spielen diverse Zytokine und Wachstumshormone

eine entscheidene Rolle. Es werden zwei Gruppen von Vorläuferzellen unterschieden,

die lymphatische und die myeloide Vorläuferzelle. Monozyten, welche in dieser Arbeit

als Hauptuntersuchungskomponente gewählt wurden, entwickeln sich aus myeloiden

Vorläuferzellen. Die Bildung von Monozyten findet im Knochenmark sta�, aus diesem

wandern sie nach sechs Tagen aus und werde so dem Blutkreislauf zugeführt [76, 109].
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Abbildung 2.4. Entwicklungsschema von Immunzellen. Pluripotenten hämatopoeti-

schen Stammzellen im Rückenmark entwickeln sich mi�els Hormonen und Zyto-

kinen zu myeloiden- und lymphatischen Vorläuferzellen. Nach der Teilung können

die Stammzellen wieder in die G0-Phase übergehen. Aus den beiden Vorläuferzellen

entwickeln sich die unterschiedlichsten Kategorien an Leukozyten. [98]
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2.4.2 Monozyten

Monozyten haben einen Durchmesser von 12 µm bis 20 µm [105]. Nach der Bildung im

Knochenmark zirkulieren sie für 1 bis 3 Tage frei im Blutkreislauf, bevor sie ins Interstiti-

um einwandern. Dort werden sie zu Makrophagen aktiviert und können mehrere Monate

persistieren [76]. Makrophagen sind in der Lage, eingedrungene Mikroorganismen im

Körper wahrzunehmen, zu erkennen und zu phagozytieren. Durch ihre phagozytären

Eigenscha�en werden sie als Bestandteil des mononukleärphagozytären Systems und

somit auch des angeborenen Immunsystems betrachtet [105]. Die Phagozytose basiert

auf der Erkennung bestimmter Oberflächenstrukturen auf den Mikroorganismen durch

Rezeptoren, sogenannte Cluster of Di�erentiation (CD). Monozyten exprimieren CD 14

auf ihrer Oberfläche, welcher zusammen mit dem Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) einen Teil-

bereich des konservierten, hoch a�inen Lipopolysaccharid-Rezeptorkomplexes darstellt.

Dieser Komplex ist essentiell für die Detektion des Endotoxins LPS [137]. LPS ist ein

Bestandteil der gramnegativen Bakterienzellwand. Um Bakterien, die o� 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

Gefäßwand entlang und exprimieren Adhäsionsmoleküle bzw. vermehrt Integrine, die zur

Adhäsion an der Gefäßwand genutzt werden [73, 128, 59]. Durch Signalmoleküle wird die

Gefäßwand durchlässiger und die Monozyten gelangen ins Gewebe. Für 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

gehören z. B. Interleukin (IL)-1, IL-4, IL-6 und auch IL-8 [132]. IL-8 ist wichtig für 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 Gefäße gelangen Nährsto�e in das zerstörte 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 IL-6-Produktion mit einer

Zellaktivierung und IL-6 kann in erhöhten Konzentrationen nach chirurgischen Eingri�en

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) gehört der Heparin-binding

EGF-like growth factor (HB-EGF) auch zu den Signalmolekülen, die einen Beitrag für 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 während 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.

HB-EGF 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 Fläche von knapp 2 m
2

den gesamten menschlichen Körper und stellt

das größte Sinnesorgan dar [76]. Zu den essentiellen Aufgaben der Kutis gehören die

Thermoregulation sowie der Schutz vor Umwelteinflüssen und vor Wasserverlust. Durch

die stark bindegewebshaltige Dermis hält die Haut mechanischer Beanspruchung stand.

Wird die Haut beschädigt, reißen diese Verbindungen auf und es entsteht eine Wunde. Je

nach Stärke der mechanischen Belastung erreicht die Tiefe der Wunde nur die gefäßlose

Epidermis oder die gefäßführenden Abschni�e der Haut (Dermis und Subkutis) [76]. Aus

medizinischen Gesichtspunkten können zwei Arten von Wunden unterschieden werden.

Die frische, akute Wunde und die chronische, o� 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 Gefäße
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kontrahiert und das Blut koaguliert. Das geronnene Blut verschließt 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 entzündliche Reaktionen, die mit Einwanderung von neutrophilen Gra-

nulozyten und Makrophagen einhergehen. In der sich anschließenden resorptiven Phase

phagozytieren die aus Monozyten di�erenzierten 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 Blutgefäßen in die Wunde dient der adäquaten Versorgung der Zellen

mit Sauersto� und Nährsto�en. Es folgt die Umwandlung von Granulationsgewebe in

Narbengewebe. Dieser Vorgang kann Wochen bis Monate in Anspruch nehmen und

erfordert die Bildung von Kollagen Typ I und III. Die letzte Phase der Wundheilung

verläu� parallel zur reparativen Phase und wird als Regeneration bezeichnet. In dieser

Stufe der Wundheilung migrieren Zellen der Basalschicht vom äußeren Wundrand ins

Zentrum. Aus dieser Schicht di�erenziert sich ein mehrschichtiges Pla�enepithel und

führt zum Verschluss der Wunde [7]. Neben der akuten Wunde (vgl. Abbildung 2.5), die

nach diesem beschriebenen Vorgang abheilt, können unterschiedliche Komplikationen

zur chronischen Wunde führen. Zu den Faktoren, die zu einer Wundheilungsstörung

führen können, gehört die Minderversorgung des Organismus mit Vitamin C. Es wird zur

Produktion von Kollagen benötigt. Bei unzureichender Konzentration von Vitamin C wird

die Hydroxylierung von Aminosäuren verringert und ein instabileres Kollagen entsteht.

Somit ist kein adäquater Wundschluss mehr möglich. Des Weitern können Medikamente

wie z. B. Glukokortikosteroide oder Erkrankungen wie Diabetes mellitus und Granulozy-

topenie die Wundheilung negativ beeinflussen [105]. Chronischen Wunden sind häufig

mit Bakterien besiedelt und gelten als kontaminiert. Dabei wird unterschieden, ob es sich

um die normale Hautflora oder pathogene Mikroorganismen handelt. Letzteres führt zu

Wundheilungsstörungen 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 Botensto�en [132]. Gelangen die Immunzellen durch eine Minderperfusion
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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 Gefäßen in das Gewebe ein und di�erenzieren sich zu Makrophagen.

Makrophagen und Neutrophile phagozytieren Pathogene (Bakterien) und bilden IL-6,

NO und H
2
O

2
. Monozyten sekretieren z.B. IL-8 und VEGF. Neutrophile synthetisieren

IL-6 und TNF-alpha. Rechts ist eine chronische Wunde gezeigt. An der Wundober-

fläche hat sich ein Biofilm aus Bakterien und abgestorbenen Neutophilen gebildet.

Von den Neutrophilen und Makrophagen werden Proteasen, sowie Zytokine (IL-6,

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Transforming growth factor beta (TGFβ))gebildet.

Zusätzlich wandern Zellen des spezifischen Immunsystems ein. [22].

nicht zum Zielort, bedeutet dies zum Einen eine Verzögerung der Wundheilung und zum

Anderen kann durch die Verringerung des Sauersto�gehaltes eine Nekrose des Gewe-

bes entstehen [7]. Um diesen Vorgang zu verhindern, werden zahlreiche konservative

Methoden eingesetzt, dazu gehören z. B. chirurgische Wundreinigung und Sauersto�-

therapie. Diese Verfahren reichen bislang nicht aus, um alle Wunden zu schließen. Neue

Verfahren werden gesucht und in klinischen Studien angewendet, darunter zählt die

Plasma-Behandlung mit kalten Atmosphärenplasmen [33, 52].

2.6 Anwendung von kalten Atmosphärenplasmen zur
Unterstützung 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 Geräten 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 Atmosphärendruckplasmen

30
◦
C bis 40

◦
C kann die Behandlung direkt auf der Haut erfolgen [49, 70, 44, 125]. In

verschiedenen Studien an Tieren und Menschen konnte gezeigt werden, dass chronische

Wunden durch Plasma-Behandlung im Vergleich zu anderen, herkömmlichen Methoden

schneller verschlossen werden konnten, eine geringer Bakterienlast zeigten und auch

nach längerer Zeit keine Rezidive entstanden [12, 44, 26, 27, 67, 45, 114, 52, 51, 53]. Die im

Plasma emi�ierte Ultraviole� (UV)-Strahlung hat auch einen Anteil an der Reduktion der

Bakterienlast in chronischen Wunden. Zusätzlich können die gebildeten ROS und RNS zu

einer Verringerung des Bakterienwachstums führen [93, 69, 72, 89, 45, 31]. Bei allen bis-

herigen Anwendung an Menschen und Tieren wurde das Plasma gut toleriert und zeigte

keine schädigenden E�ekte auf das umliegende Gewebe [79, 44, 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

führen. In den letzten Jahrzehnten nahmen die Behandlungen von chronischen Wunden

einen immer größeren Stellenwert ein und stellt für Patienten und Klinikpersonal ein

langwierigen Prozess dar. Bei der Therapie mit Antibiotika oder mit der hyperbaren Sau-

ersto�therapie konnten einige Erfolge in der Heilung von chronischen Wunden gezeigt

werden [88]. Da bis dato keine Universaltherapie für chronischen Wunden existiert, wird

weiter an neuen Therapieansätzen geforscht. In den letzten Jahren wurden erste klinische

Studien mit Niedertemperaturplasmen initiiert, die zeigen, dass eine Verbesserung der

Heilung von chronischen Wunden durch Plasma möglich ist [33, 52, 51, 123, 81, 45, 36].

2.7 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit basiert auf der Hypothese, dass die wundheilungsfördernde und

die Geweberegeneration stimulierende Wirkung von kaltem Atmosphärendruckplasma

über, die im Plasma gebildeten ROS und RNS vermi�elt wird. Die Bildung der reaktiven

Spezies im Plasma eines Argon-betriebenen kalten Atmosphärendruckplasmajets sollte

mit Hilfe eines Gasmantels mit variablem N2/O2-Gehalt modifiziert und die Wirkung
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dieser Variationen auf Immunzellen getestet werden. Dafür 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 flüssigen Zellumgebung

2. Detektion von Veränderungen in der Zellviabilität

3. Analyse der für die Wundheilung wichtigen Zytokine und Wachstumsfaktoren



3 | Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Laborverbrauchsmi�el

1,5 ml Röhrchen Carl Roth, Karlsruhe D

15 ml Röhrchen Sarstedt AG & Co., D

50 ml Röhrchen Sarstedt AG & Co., D

50 ml Reagent Reservoir Corning Inc (Costar), Tewksbury (MA) USA

5 ml FACS-Röhrchen Sarstedt AG & Co., D

Filter 0,22 µm Sarstedt AG & Co., D

Handschuhe Sarstedt AG & Co, D

Pipe�en-Spitzen, steril Eppendorf AG, Hamburg, D

Serologische Pipe�en, steril Corning Inc (Costar), Tewksbury (MA) USA

Zellkulturflaschen (25 cm
3
) TPP Techno Plastic Products AG, Schweiz

Zellkulturflaschen (150 cm
3
, 75 cm

3
) Sarstedt AG & Co., D

Zellkulturflaschen (300 cm
3
) TPP Techno Plastic Products AG, Schweiz

Zellkulturpla�en 96 well, steril VWR, Radnor, USA

Zellkulturpla�en 96 well, unsteril Sarstedt AG & Co., D

Zellkulturschalen 60 mm, steril 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
2
HPO

4
) Carl Roth, Karlsruhe D

DMSO Sigma,Aldrich Co., USA

Ethanol Sigma,Aldrich Co., USA

Isopropanol Sigma,Aldrich Co., USA

Natriumdihydrogenphosphat (NaH
2
PO

4
) Carl Roth, Karlsruhe D

Natriumhydroxid (NaOH) Sigma Aldrich Co., USA

pH-Kalibrierungspu�er pH 4,01 und pH 7,00 Me�ler Toledo

Trypanblau-Lösung Sigma Aldrich Co., USA

Salzsäure (HCl) Carl Roth, Karlsruhe D

Wassersto�peroxid (H
2
O

2
), 30 % Sigma Aldrich Co., USA

3.1.4 Gase

Sticksto� 5.0 Air liquide GmbH, D

Sauersto� 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 Kälber-Serum Lotnr.: 051M3395 Sigma Aldrich Co., USA

L-Glutamin Pan-Biotec, Aidenbach, D

Penicillin/Streptomycin Lonza Group AG, Basel, CH

Phosphate Bu�ered Saline (PBS) o/w, (ohne

Magnesium und Calcium)

Pan-Biotec, Aidenbach, D

Zellkulturmedium Roswell Park Memorial

Institute, (RPMI)-1640 ohne Phenolrot

Lonza Group AG, Basel, CH

Resazurin Alfa Aesar GmbH & CO KG

3.1.6 Enzyme, Farbsto�e, Antikörper

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-

cyanat)

antibodies-online GmbH, Achen, D

3.1.7 Kits

Nitrat/Nitrite Colorimetric Assay Cayman Chemical Company, Michigan,

USA

Human IL-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 Geräte

Autoclave Systec DX100 Systec GmbH, D

CO2-Inkubator Binder GmbH, D

Eismaschine Ziegra Eismaschienen GmbH, D

Feinwaage Sartorius AG, Gö�ingen, D

High-ZS-400 (xyz-Fahrtisch) CNC Technik Heiz, D

Heizpla� Labotect GmbH, Gö�ingen, D

kINPen 11 Neoplas GmbH, Greifswald, D

Millipore Reinstwasseranlage Millipore Corporation, Billerica, MA, USA

Mikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen, D

Minispin-Zentrifuge Eppendorf AG,Hamburg, D

Multigas Controller 647C MKS Instruments, Andover, USA

Neubauer-Zählkammer Carl Roth GmbH & Co KG, Karsruhe, D

Pipe�en (0,5 µl, 10 µl, 20 µl, 100 µl und

1000 µl)

Eppendorf AG, Hamburg, D

pH-Meter, Seven Easy Me�ler Toledo

Photometer, Infinite M200 pro Tecan Group Ltd, Männedorf, CH

Pipe�ierhilfe, Pipetboy INTEGRA,Bioscience AG, Zizer Schweiz

Sicherheitswerkbank Thermofisher,Scientific

Tecan infinite F200 Microplate Reader Pro Tecan

Ultraschallbad VWR, Radnor USA

Vacumpumpe, Vacusafe comfort IBS Integra Biosciences

Vortex Mixer VWR, Radnor USA

Wasserbad WNB14 Memmert GmbH & Co.KG

Zentrifuge 5810R Eppendorf AG, Hamburg, D

3.1.9 Pu�er

Annexin-V-Bindungspu�er (AVBB)
10 mmol l

−1
HEPES

140 mmol l
−1

NaCl
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2,5 mmol l
−1

CaCl

auf 100 ml Aqua dest. au�üllen, mit NaOH den pH-Wert auf 7,4 einstellen und bei 4
◦
C

lagern

Phosphatpu�er (200 mmol l−1)
77,52 mmol l

−1
NaH

2
PO

4

122,48 mmol l
−1

Na
2
HPO

4

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

Resazurin (Stammlösung)
10 mmol l

−1
Resazurin

in 25 ml Aqua dest. im Ultraschallbad lösen Bei 4
◦
C lagern. Für den Alamar blue Assay

immer frisch im Verhältnis 1:200 mit RPMI bzw. PBS verdünnen.

Mastermix Annexin V
1250 µl AVBB

2,5 µl AnV FITC

2,5 µl CD14 PE-Cy7

3.1.10 So�ware

GraphPad Prism 6 GraphPad So�ware, USA

Microso� O�ice 2008 Microso� Deutschland GmbH, Berlin D

3.2 Methoden

3.2.1 THP-1-Zellen

Die THP-1-Zellen gehören zu einer Monozytenzelllinie und wurden ursprünglich aus

einem Patienten mit einer akuten lymphatischen Leukämie isoliert. Die Monozyten

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

Nach dem Au�auen wurden die Zellen für zwei Wochen in farblosem Roswell Park

Memorial Institute (RPMI)-Medium mit 20 % FCS, 2 ml l-Glutamin, 0,1 mg ml
−1

Strepto-

mycin und 100 IUml
−1

Penicillin bei 37
◦
C, 95 % Lu�feuchtigkeit und 5 % CO

2
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-ml-Röhrchen überführt und bei 300 x g für 5 min

zentrifugiert wurden. Das Zellpellet wurde in frischem Medium aufgenommen anschlie-

ßend 20 µl der Suspension mit 80 µl (0,25 %) Trypanblau-Lösung vermischt und in einer

Neubauer-Zählkammer gezählt. Nach der Ermi�lung der Lebendzellzahl wurden zur

Weiterkultivierung 0,5 Millionen Zellen/ml in eine neue Kulturflasche überführt. Ein

Mediumswechsel wurde einmal pro Woche durchgeführt, 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 eingesät. Da phenolrothaltiges RPMI-Medium für einige

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

3.2.3 kINPen 11 und Plasma-Behandlung

Der kINPen 11 besteht aus einem Handstück und einem Betriebsgerät, das an eine Gas-

versorgung sowie an eine externe Spannungsversorgung angeschlossen ist. Als Arbeitsgas

wurde Argon verwendet. Die Erzeugung von kalten Plasma geschieht unter Atmosphä-

rendruck, dabei fliessen kontinuierlich 5 slm Argon durch die Apparatur. Mit Hilfe eines

Hochfrequenz-Generators (1 MHz) wird im Inneren des Handstückes eine hohe elek-

trische Spannung (2-3 kV) erzeugt, die zur Zündung des Plasmas führt. 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 Verhältnis 1:1

ein- und ausgeschaltet. Zusätzlich wurde dem kINPen-Sti� eine Glaskappe aufgesetzt,

die es ermöglicht, die Spitze des kINPen-Sti�es und den austretenden Plasmae�luenten

mit einen Gasmantel zu umspülen. Die Glaskappe wurde auf das kINPen-Handstück
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gestülpt und mit Gummiringen befestigt. Sie ha�e ein Gaszustromventil und ist an der

Spitze zum kINPen-Sti� o�en, sodass der Plasmae�luent aus der Glaskappe ragte und

gleichzeitig vom Gas umflossen wurde (siehe Abbildung 2.3). Die Glaskappe diente zur

Abschirmung des Plasmae�luenten von der Atmosphäre. Es wurden mit einer Gasfluss-

rate von 5 slm fünf Gaszumischungen verwendet: 100 % N
2
, 75 % N

2
und 25 % O

2
, 50 %

N
2

und 50 % O
2
, 25 % N

2
und 75 % O

2
und 100 % O

2
. Vor jeder Behandlung wurde der

kINPen 11 für eine Stunde eingeschaltet, dadurch wurden alle Gasleitungen, die potentiell

Feuchtigkeit enthielten, getrocknet. Auch der Mantel wurde eine Stunde mit Gas gespült.

Der kINPen 11-Sti� wurde in einem XYZ-Fahrtisch, dem High-Z S-400, eingespannt,

dieser bewegte die Plasmaquelle in einen Phi-Muster über 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 Heizpla�e, die für eine gleichbleibende Tem-

peratur sorgte. Der Abstand wurde so konzipiert, dass der E�luent nur mit der Spitze ins

Medium tauchte. Nach Abschluss der Behandlung wurde der Mantel vor der nächsten

Behandlung mit der neuen Gaszumischung für drei Minuten gereinigt, um eine nahzu

exakte Konzentration an dem gewünschten Gasgemischzu erhalten. Für alle Experimente

ergab sich eine Gesamtflussrate von 10 slm. Vorexperimente zeigten, dass durch den

hohen Gasfluss bei der Plasma-Behandlung ein Teil des Zellkulturmediums verdunstet.

Die verdunstete Flüssigkeit wurde nach dem Experiment durch steriles Wasser ersetzt,

um keine Konzentrationsunterschiede zu generieren. Die Plasma-Behandlungen wurden

zuerst in Phosphate Bu�ered Saline (PBS) und RPMI durchgeführt und im Anschluss

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

wurden die Monozyten in 60-mm-Petrischalen ausgesät und für zwei Stunden im In-

kubator vorinkubiert, um einen konstanten pH-Wert in allen Proben zu erreichen. Das

gleiche Verfahren wurde auch für die Versuche ohne Zellen praktiziert. Es wurden so-

wohl direkte als auch indirekte Plasma-Behandlungen durchgeführt (vgl. Abbildung 3.2).

Bei dem direkten Verfahren erfolgte die Plasma-Behandlung in Gegenwart der Zellen,

der E�luent ha�e 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-

E�luenten ha�en. Nach der Plasma-Behandlung wurden pH-Wert, NO
3

–
und NO

2

–
, H

2
O

2

in PBS und RPMI mit und ohne Zellen bestimmt. Zusätzlich wurde die Zellviabilität,
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Apoptoserate und Zytokinausschü�ung bei den Zellen nach der direkten und indirekten

Plasma-Behandlung ermi�elt.

Abbildung 3.1. Fahrweg des kINPen 11 während einer Plasma-Behandlung. Der Plas-

majet wird in einem mäanderförmigen Bewegungsmuster bewegt. Ein Rundlauf

dauert 15 s und wird nach Abschluss wiederholt, bis die entsprechende Gesamtbe-

handlungszeit erreicht wird. (Bild vom INP Greifswald e.V.)

Abbildung 3.2. Darstellung des indirekten und direkten Versuchsaufbaus. Bei dem

indirekten Verfahren wird 5 ml Medium in 60 mm Petrischalen über verschiedene

Zeiträume 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 während der Plasma-Behandlung in der Petrischale befinden.
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Flüssigkeitsanalytik

3.2.4 pH-Wert Messung

Minütlich wurde während der Plasma-Behandlung die Petrischale von der Heizpla�e 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 NO2
−/NO3

−-Assay nach Griess

Nitrit (NO
2

–
) und Nitrat (NO

3

–
) sind stabile Produkte von NO und können 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
2

–
mit Sulfanilamid, was in 30 % Essigsäure gelöst

ist (Griess 1) zu einem Diazoniumsalz. Anschließend reagiert es mit N-(1-Naphthyl)-

ethylendiamin (Griess 2) zu einer lila Azo-Verbindung. Bei der Detektion von NO
3

–
muss

vor der Zugabe von Griess 1 eine Mischung aus Nitrat-Reduktase und NADP
+

hinzu-

gegeben werden um aus NO
3

–
NO

2

–
zu generieren. NO

3

–
kann nicht seperat gemessen

werden, sondern ergibt sich aus der Di�erenz der vorher gemessenen NO
2

–
-Konzentration

und der nach der Umwandlung von NO
3

–
mi�els Nitrat-Reduktase zu Nitrit gemessenen

NO
2

–
–Konzentration. Ziel des Assays ist es, die Gesamtkonzentration an Nitrit und Nitrat

in einer Lösung zu detektieren. Da Vorexperimente zeigten, dass die Konzentrationen an

Nitrit und Nitrat im unteren Bereich der Detektionsgrenze (5 µg) in PBS waren, wurde

der Standard für die Messung der Kalibrierwerte weit herunter verdünnt. Zu diesem

Zweck wurde eine 96 well-Pla�e als Vorverdünnungspla�e verwendet. Die Messung

der NO
2

–
-Konzentration wurde sowohl in RPMI als auch in PBS mit und ohne Zellen

durchgeführt.

Verdünnung des Standards

Für den Nitrit-Assay wurden 100 µl Nitrit-Standard mit 900 µl Assay-Pu�er in einem 1,5 ml

Reaktionsgefäß verdünnt, sodass eine 200 µmol l
−1

Lösung entstand. Eine 96 well-Pla�e
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Tabelle 3.1. Verdünnungsreihe für NO
2

–
-Standard

Reihe A 100µl RPMI/PBS + 0µl Standard

Reihe B 95µl RPMI/PBS + 5µl Standard

Reihe C 90µl RPMI/PBS + 10µl Standard

Reihe D 85µl RPMI/PBS + 15µl Standard

Reihe E 80µl RPMI/PBS + 20µl Standard

Reihe F 75µl RPMI/PBS + 25µl Standard

Reihe G 70µl RPMI/PBS + 30µl Standard

Reihe H 65µl RPMI/PBS + 35µl Standard

wurde gedri�elt um von jeder Verdünnungsstufe 4 wells zu haben (siehe Abbildung 3.3).

In den ersten 4 Spalten wurde die Verdünnungsreihe nach dem Schema in Tabelle 3.1

pipe�iert. Die 4 wells einer Reihe haben somit die gleiche Verdünnung. In Reihe A waren

die ersten 4 wells mit jeweils 100 µl RPMI/PBS gefüllt (siehe Abbildung 3.3). Ab Spalte 5 bis

12 wurden 50 µl RPMI bzw. PBS pro well vorgelegt und dann die Standards im Verhältnis

1:1 verdünnt (siehe Abbildung 3.3). Es wurden immer 50 µl aus den ersten 4 wells mit einer

Mehrkanalpipe�e entnommen und auf die benachbarten 4 wells übertragen. Exemplarisch

bedeutet das, dass aus Spalte 1 50 µl aus jedem well entnommen und in die wells in Spalte

5 pipe�iert wurden. Nach gründlicher Durchmischung wurden 50 µl aus Spalte 5 in Spalte

9 überführt. Die 50 µl aus einem well wurden in das well, welches 4 Spalten entfernt ist

pipe�iert: 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 verdünnt wurden, wurden die Spalten 1 bis 8

mit 50 µl RPMI bzw. PBS pro well aufgefüllt. Nach sorgfältiger Durchmischung wurden

wieder 50 µl aus den ersten 4 Spalten entnommen, verworfen und danach mit der gleichen

Menge an PBS/RPMI aufgefüllt. Nach den Verdünnungen befand sich in Reihe A in jedem

well die gleiche Konzentration (0 µmol l
−1

) und die Konzentration stieg mit jeder Reihe

an, Reihe H ha�e eine Konzentration von 8,7 µmol l
−1

. Die vorverdünnte Standardpla�e

wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4
◦
C gelagert.
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Tabelle 3.2. Verdünnungsreihe für NO3
–-Standard

Reihe A 80µl RPMI/PBS + 0µl Standard

Reihe B 75µl RPMI/PBS + 5µl Standard

Reihe C 70µl RPMI/PBS + 10µl Standard

Reihe D 65µl RPMI/PBS + 15µl Standard

Reihe E 60µl RPMI/PBS + 20µl Standard

Reihe F 55µl RPMI/PBS + 25µl Standard

Reihe G 50µl RPMI/PBS + 30µl Standard

Reihe H 45µl RPMI/PBS + 35µl Standard

Probenverarbeitung

Auf einer weiteren 96 well-Pla�e wurden die plasmabehandelten Proben pipe�iert, diese

wurde als Arbeitspla�e bezeichnet. In den ersten 2 Spalten der Arbeitspla�e wurden die

Standardverdünnungen von der Standardpla�e gegeben. Dabei wurden 50 µl RPMI bzw.

PBS vorgelegt und anschließend mit 50 µl der Standardverdünnung vermischt. Der Stan-

dard erhielt seine Endverdünnung, sodass eine maximale Konzentration von 4,375 µmol l
−1

und eine minimale Konzentration von 0 µmol l
−1

an NO
2

–
entstand. 5 Zeitpunkte wurden

pro Mantelgaszumischung gemessen. Nach 1 min, 2 min, 3 min, 6 min und 9 min Behand-

lung wurden jeweils 100 µl pro well in Duplikaten bzw. Triplikaten auf die Pla�e pipe�iert.

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

10-minütiger Inkubation, bei Raumtemperatur (RT) wurden die Proben im Pla�enreader

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 störten. Aus diesem Grund wurde

ein zusätzlicher Arbeitsschri� eingeführt. Nach der oben erwähnten Plasma-Behandlung

wurden die Zellen in PBS resuspendiert und 1 ml der Zellsuspension in ein 1,5 ml Re-

aktionsgefäß überführt und 90 s bei 300 x g zentrifugiert. 100 µl wurde vom Überstand

entnommen, in eine 96 well-Pla�e gegeben und mit je 50 µl Griess 1 und Griess 2 ver-

setzt und wie beschrieben gemessen. Für die Messung der NO
3

–
-Konzentration wurden

100 µl NO
3

–
-Standard mit 900 µl Assay-Pu�er verdünnt, sodass eine 200 µmol l

−1
Lösung

entstand. Die Standard-Pla�e wurde nach dem gleichen Schema verdünnt wie bei dem

Nitrit-Assay, nur dass nicht mit 50 µl, sondern mit 40 µl aufgefüllt wurde (siehe Tabelle 3.2).
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A

B

C

D

E

F

H

G

Abbildung 3.3. Herstellung der Verdünnung des Nitrit- und Nitrat-Standards. Das

Endvolumen ist 100 µl pro well. Auf der ersten Pla�e werden die ersten 4 Spalten mit

dem Standard versetzt (von oben nach unten 0 µl, 5 µl und alle weitern wells zusätzlich

5 µl pro Zeile, in �adte�). Dann werden 50 µl/well aus den ersten 4 Spalten in die

Spalten 5-8 übertragen, verdünnt. Spalte 1 bis 4 werden mit Spalte 5 bis 8 verdünnt

und anschließt Spalte 5 bis 8 mit Spalte 9 bis 12 verdünnt. Auf der zweiten Pla�e zeigt

sich, dass die Spalte 1 bis 8 mit 50 µl Medium aufgefüllt wird. Die dri�e Pla�e zeigt,

wie 50 µl aus Reihe 1 bis 4 entfernt und wieder aufgefüllt werden, um in allen wells

die gleiche Verdünnung zu haben.
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Es entstand ein Endvolumen von 80 µl. In der Arbeitspla�e wurden 40 µl PBS vorgelegt und

40 µl Standard hinzugegeben. Für jede Plasmabehandlung wurden Triplikate angefertigt,

indem 80 µl von jeder Probe pro well in die Pla�e gegeben wurde. Im Anschluss wurden

10 µl Enzyme Cofactor Mixture (NADH) in jedes well hinzugefügt und alles vermischt.

Hinzu kamen 10 µl 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
3

–
mit NADPH und Nitrat-

Reduktase zu NO
2

–
, NADP

+
und Wasser (H

2
O). Nach erfolgter Inkubation wurden je

50 µl 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 Wellenlänge von

540 nm vermessen. Der Leerwert wurde von allen Proben abgezogen, danach wurden die

Konzentrationen anhand der gemessenen Standardkurve in Excel berechnet. Zusätzlich

wurde ein Versuch mit Katalase durchgeführt, um zu schauen inwieweit die Reduktion

der H
2
O

2
-Konzentration die NO

2

–
-Konzentration beeinflusst. Bei diesem Experiment

wurde vor der Plasma-Behandlung 20 µmol l
−1

Katalase in jede Schale gegeben und mit

bzw. ohne Zellen mit Plasma behandelt. Im Anschluß folgte das gleiche Procedere wie

oben beschrieben.

3.2.6 Amplex Ultra Red-Assay

Die H
2
O

2
-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
2
O

2
zu AUR reagiert. Die

Konzentration an H
2
O

2
wurde in RPMI und PBS mit bzw. ohne Zellen gemessen. Die

Behandlung erfolgte für 1 min, 3 min, 6 min und 9 min. Die Proben wurden im Anschluss

im Verhältnis 1:50 mit PBS verdünnt und anschließend in eine 96 well-Pla�e überführt.

Um den Abbau von Wassersto�peroxid zu reduzieren wurde die Pla�e bei 4
◦
C gela-

gert. Für jede Messung wurde ein frischer H
2
O

2
-Standard angesetzt, dabei wurde von

5 µmol l
−1

im Verhältnis 1:1 auf 0,15 µmol l
−1

verdünnt. Das bedeutete, es wurden 200 µl

der 5 µmol l
−1

entnommen und mit 200 µl PBS verdünnt, sodass eine 2,5 µmol l
−1

Lösung

entstand. Aus dieser Lösung wurde die nächste Verdünnung angefertigt. Nach der voll-

ständigen Überführung aller plasmabehandelten Proben und des H
2
O

2
-Standards mit
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je 50 µl pro well wurde ein Mastermix aus AUR 10 mmol l
−1

, HRP 10 IUml
−1

und 5 ml

Phosphatpu�er angesetzt. Dieser wurde immer frisch angesetzt, da er bei zu langen

Stehen mit dem Ozon aus der Lu� reagieren konnte. Aus diesem Grund wurden alle

Arbeitsschri�e, außer die Plasma-Behandlung, in einer Reinraumwerkbank durchgeführt.

Pro well wurden 100 µl Mastermix hinzugesetzt und bei Raumtemperatur für 30 min im

Dunkeln inkubiert. Die Fluoreszenz wurde im Tecan-Pla�enreader gemessen bei einer

Exzitation von 530 nm und Emission von 590 nm. Die Messung von H
2
O

2
wurde auch

nach der direkten Plasma-Behandlung von THP-1-Zellen durchgeführt. Dazu wurden

die Zellen nach der Plasma-Behandlung 1 h im Inkubator inkubiert und anschließend

1 ml der Zellsuspension in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt und für 90 s mit 300 x g

zentrifugiert. Mit den Überständen wurde wie oben weiter verfahren.

Zellphysiologie

3.2.7 Alamar blue Assay

Der Alamar blue Assay wird zur Detektion der Zellviabilität und Zytotoxizität verwendet.

Der Assay enthält eine wässrige Resazurinlösung, die in lebenden Zellen in Resorufin

umgewandelt werden kann. Diese Umwandlung geschieht aufgrund einer Redoxreaktion

und wird bei geschädigten Zellen nur in geringem Maße oder nicht mehr durchgeführt,

sodass ein Farbwechsel von lilla-blau zu rosa nicht mehr möglich 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 während

der komple�en Behandlungszeit mit dem Plasmae�luenten 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 gezählt. Die Zellen verblieben bis

kurz vor der Aussaat in T-25-Flaschen im Inkubator. Im nächsten Schri� wurden 5 ml

RPMI-Medium in einer Petrischale für 10 min mit dem kINPen 11 behandelt. Aus der

Petrischale wurde 100 µl behandeltes Medium (unverdünnt) in Spalte vier (rote wells

in Abbildung 3.4) der 96 well-Pla�e gegeben. Ab Spalte fünf wurde eine Verdünnung
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Kontrolle mit 100 µmol/l 
H2O2

Abbildung 3.4. Darstellung der Pla�enau�eilung zur Bestimmung der Zellviabilität.
In den äußeren wells wird 150 µl RPMI gegeben. 5 ml Medium wird mit Plasma behan-

delt und anschließend 100 µl in Spalte vier gegeben. Anschließend im Verhältnis 1:1

verdünnt und in die anderen Spalten überführt und 10 000 Zellen pro well hinzugeben.

In Spalte zwei und elf befinden sich die Kontrollen. In Spalte drei ist 100 µmol l
−1

H
2
O

2
pipe�iert.

im Verhältnis 1:1 des behandelten Mediums durchgeführt, indem 100 µl Medium mit

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

Verdünnungen fertig waren, wurden pro well 50 µl Zellen aus der T-25-Flasche hinzugeben

(final 10 000 Zellen pro well). In Spalte zwei und elf waren die Kontrollen. Hierbei wurden

100 µmol l
−1

H
2
O

2
in 100 µl RPMI-Medium vorgelegt und 50 µl nicht Plasma behandelter

Zellsuspension mit je 10 000 Zellen pro well hinzugegeben. Die 100 µmol H
2
O

2
Lösung

wurde aus 30 %-igen Lösung hergestellt. Die H
2
O

2
-Probe diente als Kontrolle, da auch

H
2
O

2
eine zellschädigende Wirkung hat und bekanntermaßen durch Plasma-Behandlung

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

schen zwei verschiedenen Zellkulturflaschen wurden für den direkten Ansatz die Zellen

aus der gleichen T-300-Flasche genommen, die schon für den indirekten Versuch genutzt
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wurde. 20 ml wurden entnommen, die Zellen gezählt und 0,5 Millionen Zellen in 5 ml

RPMI-Medium resuspendiert und in 60 mm Petrischalen ausgesät. Nach mindestens 1 h

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 µl RPMI-Medium vorgelegt und nach

den einzelnen Behandlungen 100 µl der Probe dazugegeben, sodass sich eine Zellzahl

pro well von 10 000 ergab. Die Kontrollen und die H
2
O

2
-Spalte wurden so wie im indi-

rekten Verfahren angesetzt. Nach 72 h bzw. 24 h wurde zu jedem well 100 µl von einer

200 µmol mol
−1

Resazurin-Lösung dazu gegeben. Nach 6 h Inkubation bei 37
◦
C, 5 % CO

2

wurden die Pla�en im Pla�enreader bei einer Exzitationswellenlänge von 530 nm und

Emissionswellenlänge von 590 nm gemessen.

Zellviabilitätsbestimmung nach H2O2-Behandlung

Bei der Messung der Zellviabilität mi�els Alamar blue Assay wurden Unterschiede zwi-

schen der direkten und indirekten Behandlung mit H
2
O

2
festgestellt. Um zu sehen ob die

Ursache an dem direkten und indirekten Behandlungsverfahren lag oder es ein Behand-

lungsfehler sein könnte, wurden die Versuche ohne Plasma nur mit H
2
O

2
wiederholt. Es

wurde die gleiche Anzahl an THP-1-Zellen (10 000 Zellen) pro well ausgesät. Vorversu-

che ergaben, dass nach 10 min Plasma-Behandlung 300 µmol l
−1

H
2
O

2
gemessen wurde.

300 µmol l
−1

H
2
O

2
wurde folglich als Maximalkonzentration für diesen Versuch einge-

setzt. Beim direkten Behandlungsverfahren wurde die Petrischale mit den Zellen einem

gleichbleibenden Argonfluss ausgesetzt, ohne das Plasma zu zünden, um die Gasfluss-

verhältnisse wie bei der direkten Plasmabehandlung zu simulieren. Die Zellen wurden

10 min mit Argon begast und gleichzeitig wurde alle 2 min 60 µmol l
−1

H
2
O

2
hinzugegeben,

bis nach 10 min eine Endkonzentration von 300 µmol l
−1

H
2
O

2
in der Petrischale erreicht

wurde. Im Anschluss wurden aus der Petrischale 100 µl entnommen und in ein well auf

eine 96-well-Pla�e übertragen und für 72 h inkubiert. Der indirekte Behandlungsver-

such ist ähnlich 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 µmol l
−1

H
2
O

2
zum RPMI-Medium gegeben. In einer 96-well-Pla�e befan-

den sich 10 000 Zellen, auf denen 100 µl des RPMI-H
2
O

2
-Gemischs pipe�iert wurden.
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Nach 72 h wurden die direkten und indirekten H
2
O

2
-Proben im Pla�enreader bei einer

Exzitationswellenlänge von 530 nm und Emissionswellenlänge 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

für 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
2

wurden die plasmabehandelten THP-1-Zellen in ein Fluorescence-activated

Cell Sorting (FACS)-Röhrchen überführt und für 5 min bei 500 x g zentrifugiert. Der

Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 2 ml Annexin V Bindungspu�er (AVBB)

gewaschen und kurz gevortext. Dann wurde 50 µl Mastermix zu dem Pellet gegeben und

ebenfalls gut gevortext und für 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Erneut wurde mit

2 ml AVBB gewaschen und das Pellet in 50 µl AVBB und 100 nmol l
−1

4’,6-Diamidin-2-phe-

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

Kontrollen, alle Proben (plasmabehandelte THP-1-Zellen) vermessen. Dabei wurden die

Zellen durch eine schmale Küve�e in den Strahlengang des Lasers, der sich im FACS-Gerät

befindet, gesaugt. Die Zellen streuen einen Teil des Lichtes, was mi�els Detektor gemessen

wird und Rückschluss auf die Größe und Komplexität der Zelle gibt. Durch die Anfärbung

mi�els DAPI oder Antikörper mit Fluoreszenzfarbsto�en wird ein bestimmter Teil der

Zelle markiert, der dann detektiert wird. Mit Hilfe der Auswertungsso�ware werden

die Annexin-V-positiven/DAPI-negativen (früh apoptotisch), Annexin-V-positiven/DAPI-

positiven (spät apoptotische) und Annexin V-negativen/ DAPI-negativen (lebende) Zellen

quantifiziert.

Für die Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF)-Färbungen wurden die Zel-

len geerntet, mit PBS gewaschen und die Fc-Rezeptoren für 10 min bei RT mit Immunglobulin-

Fraktion-II abgesä�igt. Anschließend erfolgte die Färbung mit einen polyklonalem anti-

HB-EGF APC–konjugiertem Antikörper und nach einem Waschschri� das Resuspendieren

in PBS-DAPI, bevor die Zellen durchflusszytometrisch gemessen wurden.
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3.2.9 Resazurin-FACS-Analyse

Zur Detektion der Zellgrößenveränderung wurden der Alamar blue Assay und FACS kom-

biniert, zur Resazurin-FACS-Analyse. Dabei nutzt man die Eigenscha�en zur Detektion

der Zellaktivität mi�els Alamar blue Assay und zur Detektions der Lebendzellzahl inklusi-

ve Zell-Volumen und Zell-Granularität mi�els FACS aus. Ursächlich für die Kombination

beider Methoden waren Zellgrößenzunahmen während 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 geklären werden, ob alle Zellen,

große wie kleine, die gleiche Zellaktivität haben. Dafür wurde identisch nach dem Alamar

blue Protokoll vorgegangen und die Zellen nach der Behandlung und Inkubation auf 96

well-Pla�en ausgesät. 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 größten E�ekte zeigten. Da H
2
O

2
eine wichtige Rolle beim E�ekt der

Plasma-Behandlung spielen soll, wurde noch eine Probe mit 100 µmol l
−1

H
2
O

2
(50 µl) mit

analysiert. Nach 72 h wurden die 96-well-Pla�en im Pla�enreader bei einer Exzitations-

wellenlänge von 530 nm und Emissionswellenlänge von 590 nm gemessen. Das Ergebnis

war die Zellaktivität/Zellviabilität pro well, dabei waren noch große und kleine Zellen im

well und es war noch nicht geklärt, welche der Zellen aktiver waren. Daher wurden diese

Zellen im Anschluss per Durchflusszytometrie im FACS gezählt und das Zell-Volumen,

inklusive Zell-Granularität 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 Zellaktivität pro Zelle wurde in Excel die

Zellaktivität durch die absolute Lebendzellzahl geteilt. Vorher wurde der Background des

Alamar blue Assay abgezogen. Gleichzeitig ergab das FACS Aufschluss über die Größe und

Granularität der Zelle. Im nächsten Schri� wurde die Größe der Zellen durch die Anzahl

der lebenden Zellen geteilt, sodass am Ende die Größe und Granularität der einzelnden

Zelle ermi�elt wurde.

3.2.10 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Ziel des Assays ist die Detektion von Antikörpern im Zellüberstand. Bei der Herstellung

der ELISA-Proben wurden die Proben indirekt und direkt behandelt, zudem wurden zwei
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unterschiedliche Versuchsansätze untersucht. Im ersten Versuchsansatz wurden die THP-

1-Zellen mi�els 10 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert. LPS ist ein Bestandteil der

Gram-negativen Zellwand von Bakterien, welche häufig in Wunden vorkommen, dadurch

wurde eine chronisch entzündete 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 für 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 komple�e Zellsuspension in ein Röhrchen

überführt und bei 4
◦
C und 300 x g für 5 min abzentrifugiert wurde. Der Überstand

wurde in je fünf Aliquots zu je 600 µl pipe�iert. Das Zellpellet wurde mit 1 ml kalten PBS

gewaschen und mit den Überständen bei −80
◦
C gelagert.

Die Messung der Zytokine IL-6 und IL-8 wurden mi�els fertiger ELISA-Kits durch-

geführt, die auf dem Prinzip des Sandwich-ELISA beruhen. Alle Prozessschri�e wurden

exakt nach der Anleitung des Herstellers durchgeführt, was im Folgenden kurz zusammen-

gefasst werden soll. Alle Proben wurden auf Eis langsam aufgetaut. In der Zwischenzeit

wurden die precoated Pla�en (mit Antikörper beschichtete Pla�en) vier mal mit 300 µl

Waschpu�er gewaschen. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Waschschri�e mit

300 µl vier mal durchgeführt. In jedes well der Mikrotiterpla�e wurde 50 µl Assay-Pu�er A

pipe�iert um anschließend 50 µl Probe bzw. Standard dazu zu geben. Proben mit zu hohen

Zytokinkonzentrationen wurden mit Assay-Pu�er A verdünnt. Nach zweistündiger Inku-

bation bei RT unter ständigem Schü�eln wurde wieder gewaschen. Im nächsten Schri�

wurde 100 µl Detektionsantiköper in jedes well gegeben und für eine Stunde bei RT inku-

biert. Während dieses Prozesses bindet der biotinylierte Detektionsantikörper spezifisch

an das jeweilige Zytokin und es entsteht ein Antikörper (AK)-Antigen-(AG)-Komplex. Um

alle ungebundenen AK wieder zu entfernen, wurde ein weiterer Waschschri� durchgeführt.

100 µl Avidin-Meerre�ichperoxidase (Avidin-HRP) wurden pro well auf die gewaschene

Pla�e pipe�iert und binden an den Detektionsantikörper. Nach 30 min bei RT wurde die

Lösung entfernt und sorgfältig fünf mal gewaschen, wobei zwischen den Waschschri�en

jeweils der Waschpu�er für 90 s auf der Pla�e inkubierte. Im Anschluss wurde je 100 µl

3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB)-Substrat pro well pipe�iert. Die Lösung in den wells
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färbt sich blau, weil die Peroxidase das TMB umsetzt. Der Grad der Blaufärbung korreliert

mit der Zytokinkonzentration. Zum Abstoppen der Lösung wurde 50 µl Schwefelsäure

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

3.3 Statistische Auswertung

Bei Mehrfachbestimmungenen eines Messparameters wurden das arithmetische Mi�el

und die Standardabweichung mit Excel bestimmt. Die Signifikanz wurde mit Hilfe von

one-way-ANOVA und des Pos�estes nach Dunne� berechnet (Signifikanzlevel * = 0.05,

** = 0.01, *** = 0.001). Alle Graphiken wurden mit Graph Pad Prism 6 angefertigt.



4 | Ergebnisse

4.1 Flüssigkeitsanalytik

4.1.1 pH-Wert

Zunächst wurde untersucht, ob unterschiedliche Mantelgaszumischungen einen E�ekt

auf den pH-Wert in der behandelten Flüssigkeit ha�en. Im Zellkulturmedium stieg der

pH-Wert von 7,4 über 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 ähnlichen 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 geklärt werden, wie viel NO
3

–
und NO

2

–
bei der Ver-

wendung unterschiedlicher Mantelgase in der Flüssigkeit entsteht. Da Zellen in PBS für

einige Stunden überleben und zudem PBS ein geringeres Interaktionspotential für Plasma

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

wurden die PBS-Proben als Ausgangswert für die Menge von gebildetem NO
3

–
und NO

2

–

in der Flüssigkeit verwendet. Es wurden fünf Plasma-Behandlungszeiten ausgewählt:

1 min, 2 min, 3 min, 6 min und 9 min. In der Abbildung 4.2 A und B wurden die NO
3

–
- und

NO
2

–
-Konzentrationen nach Plasma-Behandlung mit unterschiedlichen Gaszumischun-

gen sowie in Abhängigkeit von der Plasma-Behandlungszeit aufgetragen. Es zeigte sich
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Abbildung 4.1. pH-Wert-Messung über die Behandlungszeit bei unterschiedlichen Medi-

en. Es sind die pH-Veränderungen in PBS (A) und RPMI-Medium (B) während der

Behandlung mit Plasma dargestellt. In 60 mm Petrischalen wurden alle Proben über

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

Abhängigkeit von der Behandlungszeit dargestellt. Es sind die Mi�elwerte aus je drei

unabhängigen Experimenten abgebildet.

eine positive Korrelation zwischen dem Anstieg der Konzentration an NO
2

–
und NO

3

–

mit der Länge der Behandlungszeit. Die niedrigsten Konzentrationen an NO
3

–
und NO

2

–

waren jeweils bei 100 % O
2

und 100 % N
2

zu messen. In PBS (Abbildung 4.2 A) waren die

NO
2

–
-Konzentrationen insgesamt deutlich niedriger als die von NO

3

–
und stiegen mini-

mal bei der Zunahme der O
2
-Konzentration im Mantelgas an, bis ein Maximum bei der

Mantelgaszumischung von 25 % N
2

und 75 % O
2
, nach 9 min, erreicht wurde. Im Vergleich

dazu war in PBS (Abbildung 4.2 B) ein deutlicher Anstieg der Nitratkonzentration bei

75 % N
2
- und 25 % O

2
-Mantelgaszumischung im Vergleich zu den anderen Mantelgaszu-

mischungen zu sehen. Da Zellen üblicherweise in Zellkulturmedien kultiviert werden und

nicht in PBS, wurden die Experimente in RPMI-Medium reproduziert. Abbildung 4.2 C

zeigt, dass bei 100 % N
2

und 100 % O
2

die NO
2

–
-Konzentrationen in RPMI am niedrigsten

waren. Für 75 %, 50 % und 25 % N
2

lagen die Maximalwerte bei circa 2 µmol l
−1

an gemes-

senen NO
2

–
und damit doppelt so hoch wie bei 100 % N

2
. Die NO

3

–
-Konzentration wurde

nicht im RPMI-Medium gemessen, weil im Medium eine zu große Konzentration an Nitrat

vorherrscht und mit dem verwendete Kit keine Unterschiede nach Plasma-Behandlung

detektiert werden konnten. Die Ergebnisse zu den NO
2

–
-und NO

3

–
-Konzentrationen die
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nach der Plasma-Behandlung von Zellen gefunden wurden, befinden sich im Kapitel

Zellphysiologie 4.2.
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Abbildung 4.2. Vergleich der Nitrit-und Nitrat-Konzentrationen in PBS (A, B)und RPMI (C)

in Abhängigkeit von der Zusammensetzung des Gasmantels sowie von der Plasma-

Behandlungszeit. Es wurden 5 ml Medium bzw. PBS mit unterschiedlichen Gaszumi-

schungen für 1 min, 2 min, 3 min, 6 min und 9 min behandelt. Gezeigt sind Mi�elwerte

und Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten.

In einem weiteren Versuch wurde Katalase zur Reduktion von H
2
O

2
eingesetzt, um

festzustellen, ob die Produktion von Sticksto�spezies in der Flüssigkeit durch H
2
O

2
beein-

flusst wurde. In Abbildung 4.3 ist die NO
2

–
-Konzentration in Abhängigkeit 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
2

–
-Konzentration bei

der Zugabe von Katalase zum Medium gezeigt werden. Das RPMI-Medium ohne Zellen

und ohne Katalase zeigte einen Anstieg von 0 µmol l
−1

auf fast 2 µmol l
−1

nach 9-minütiger

Plasma-Behandlung. Bei der Zugabe von Katalase war ein großer Anstieg um mehr als

das Doppelte bei 9-minütiger Plasma-Behandlung zu erkennen im Vergleich zu der Probe

ohne Katalase und ohne Zellen. Ähnlich 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 NO
2

–
-Konzentration betrug jeweils circa 4,7 µmol l

−1
(Abbildung 4.3). Zwischen den

behandelten Zellen mit und ohne Katalase war kein Anstieg der NO
2

–
-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 anschließend abzentrifugiert und vermessen. 20 µg ml
−1

Katalase

wurde vor der Plasma-Behandlung in die Petrischalen gegeben. Es ist der Datensatz

von einem Experiment gezeigt.

4.1.3 Detektion von Wassersto�peroxid

Neben der Produktion von NO
3

–
und NO

2

–
entsteht bei der Plasma-Behandlung auch

H
2
O

2
. Welche Mengen an H

2
O

2
bei den unterschiedlichen Mantelgaszumischungen ge-

bildet wurden, wurde mi�els Amplex Ultra Red-Assay detektiert. In Abbildung 4.4 A

wurde die Konzentration an H
2
O

2
in PBS in Abhängigkeit von der Behandlungszeit darge-

stellt, wobei ein deutlicher Anstieg der Konzentration mit steigender Behandlungszeit zu

erkennen war. Die insgesamt niedrigste H
2
O

2
-Konzentration trat bei einer Mantelgaszu-

mischung von 75 % N
2

auf. Sie stieg von 34 µmol l
−1

bei 1 min auf 123 µmol l
−1

nach 6 min

Plasma-Behandlung an. Die Gaszumischungen mit 50 % N
2
, 25 % N

2
und 0 % N

2
zeigten

in minimalen Abstufungen eine steigende Tendenz mit der Abnahme der Sticksto�kon-

zentration im Mantelgas. Die maximale H
2
O

2
-Konzentration von 171 µmol l

−1
konnte bei

der Mantelgaszumischung mit 0 % N
2

nach 6 min Plasma-Behandlung gezeigt werden.

Desweiteren wurde die H
2
O

2
-Konzentration nach Plasma-Behandlung mit den unter-

schiedlichen Mantelgaszumischungen in RPMI betrachtet. Die Abbildung 4.4 B zeigt, dass

die H
2
O

2
-Konzentrationen bei der langen Plasma-Behandlungszeit (6 min) um etwa 1/3
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niedriger waren im Vergleich zu PBS (Abbildung 4.4 A). Die niedrigsten Konzentrationen

an H
2
O

2
zeigten sich bei der 100 % N

2
-Zumischung im Mantelgas. Die 0 % N

2
-Zumischung

im Mantelgas zeigte auch hier die höchste Konzentration von 150 µmol l
−1

H
2
O

2
nach

6 min Plasma-Behandlung. Alle übrigen Gaszumischungen zeigten nur eine geringe Ab-

stufung zueinander und resultierten in H
2
O-Konzentrationen zwischen 100 µmol l

−1
und

130 µmol l
−1

nach 6 min Plasma-Behandlung.
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Abbildung 4.4. Beeinflussung der H
2
O

2
-Konzentration mi�els verschiedener Mantelgas-

zumischungen. Es wurden für jeden Behandlungszeitpunkt jeweils 5 ml PBS/RPMI

in eine 60 mm Petrischalen gegeben und mit den verschiedenen Mantelgaszumi-

schungen behandelt. Gezeigt sind Mi�elwerte und Standardabweichung von drei

unabhängigen Experimenten.

Nachdem die Flüssigkeitsanalytik durch die Bestimmung von NO
2

–
, NO

3

–
, H

2
O

2
und

pH-Wert charakterisiert wurde, wurde im Folgenden die Wirkung der verschiedenen

Mantelgaszumischungen auf die Zellphysiologie betrachtet.

4.2 Zellphysiologie

4.2.1 Veränderung der Nitrat- und Nitrit-Konzentration durch Plas-
ma in Anwesenheit von Monozyten

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

Plasma-Behandlung auf die NO
2

–
- und NO

3

–
-Konzentration in PBS / RPMI untersucht.
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In der Abbildung 4.5 ist die NO
2

–
- und NO

3

–
-Konzentration in Abhängigkeit von der

Behandlungszeit für die unterschiedlichen Gaszumischungen dargestellt. Es wurden

fünf 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
2

–
-Konzentration im Vergleich zu den Proben ohne Zellen deutlich an-

stieg (vgl. Abbildung 4.2). Zudem wurde auch hier wieder eine Zunahme der NO
3

–
-

und NO
2

–
-Konzentration in Abhängigkeit von der Plasma-Behandlungszeit sichtbar. Die

niedrigsten Konzentrationen an NO
2

–
(A und C) und NO

3

–
(B) waren bei der 0 % N

2
-

Mantelgaszumischung zu erkennen. In PBS (Abbildung 4.5 A) sind die Unterschiede

der NO
2

–
-Konzentration zwischen den 75 % N

2
-, 50 % N

2
und 25 % N

2
-Gaszumischungen

gering und lagen maximal bei circa 3 µmol l
−1

. Die höchste Konzentration an NO
3

–
in

PBS (Abbildung 4.5 B) war bei der 50 % N
2
-Gaszumischung nach 9 min mit 3,2 µmol l

−1

zu finden. In RPMI war die NO
2

–
-Konzentration etwas höher als in PBS (Abbildung 4.5

A). Mit Zunahme der O
2
-Konzentration nahm die NO

2

–
-Konzentration bis zur Gaszumi-

schung von 50 % N
2

zu, mit einem Maximum bei 9 min von 3,5 µmol l
−1

. Bei einer weiteren

Erhöhung der O
2
-Konzentration nahm die NO

2

–
-Konzentration in RPMI und PBS wieder

ab.
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Abbildung 4.5. Bestimmung der Veränderung der Nitrat- und Nitrit-Konzentration in RPMI

und PBS bei der Anwesenheit von Monozyten. Auf der x-Achse wurde in abneh-

mender N
2
-Konzentration die Mantelgaszumischungen aufgetragen. Es waren eine

Million Zellen in Medium bzw. PBS im Inkubator vorinkubiert und anschließend

mit unterschiedlichen Gaszumischungen für 1 min, 2 min, 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 Mi�elwerte und

Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten.
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4.2.2 Veränderung der Wassersto�peroxidkonzentration 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
2
O

2
-Konzentrationen

in RPMI und PBS untersucht. In Abbildung 4.6 sind die H
2
O

2
-Konzentrationen in Abhän-

gigkeit von der Plasma-Behandlungszeit dargestellt. In beiden Flüssigkeiten zeigten sich

die geringsten H
2
O

2
-Konzentrationen bei der 75 % N

2
-Mantelgaszumischung. Des Weite-

ren war ein Anstieg der H
2
O

2
-Konzentration mit Zunahme der Behandlungszeit zu erken-

nen. Die höchsten Konzentrationen wurde jeweils bei der 50 % N
2
-Mantelgaszumischung

nach 6 min Plasma-Behandlung gemessen. In PBS (Abbildung 4.6 A) war für 100 % N
2

im

Mantelgas eine etwa gleich bleibende Konzentration an H
2
O

2
von circa 1,6 µmol l

−1
nach

1 min und 3 min Plasma-Behandlung zu finden. Bei der 6 min Plasma-Behandlung

kam es zu einem deutlichen Anstieg der H
2
O

2
-Konzentration um das 2,5-fache auf

4 µmol l
−1

. In PBS wurden im Vergleich zu RPMI insgesamt geringere Konzentrationen

an H
2
O

2
gemessen. Die höchste Konzentration in PBS lag bei 8,78 µmol l

−1
für die 50 %

N
2
-Mantelgaszumischung nach 6 min, im Gegensatz dazu lag die Konzentration bei der

gleichen Mantelgaszumischung in RPMI um etwa das Dreifache höher bei 27,89 µmol l
−1

.

Die Konzentrationen in PBS für die 25 % N
2

und 0 % N
2
-Mantelgaszumischung befanden

sich etwa auf gleichen Niveau und nahmen minimal mit der Plasma-Behandlungszeit

zu. In RPMI war ein Anstieg bei der 100 % N
2
-Gaszumischung von 5,8 µmol l

−1
nach

1 min Plasma-Behandlung auf 24,6 µmol l
−1

nach 6 min zu erkennen. Die 25 % N
2

und

0 % N
2
-Gaszumischungen zeigten wie in Teilabbildung A eine ähnliche Tendenz. Es ist

eine Verdoppelung von 10 µmol l
−1

nach 1 min Behandlungszeit auf über 20 µmol l
−1

nach

6 min zu finden.

4.2.3 Bestimmung der Zellviabilität mi�els Alamar blue Assay

In Abbildung 4.7 ist der Einfluss der unterschiedlichen Mantelgaszumischungen bei der

Plasma-Behandlung auf die Zellviabilität dargestellt. Dabei ist die Resazurin-Umwandlung

(entspricht der Viabilität) 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 Veränderung der Wassersto�peroxidkonzentration durch die Plasma-

Behandlung bei der Anwesenheit von Monozyten. Abgebildet wurde die H
2
O

2
-

Konzentration nach direkter Plasma-Behandlung der Monozyten in PBS und RPMI

in Abhängigkeit 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 Mi�elwerte und Standardabweichung von drei unabhängi-

gen Experimenten.

zu wurden 24 h und 72 h nach der Plasma-Behandlung die Viabilität mi�els 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 µmol l
−1

H
2
O

2
war eine Reduktion der Zellviabilität

(Abbildung 4.7 A) erkennbar. Die direkten Plasma-Behandlungen mit den verschiedenen

Mantelgaszumischungen zeigten nach 1 min eine Zunahme der Viabilität im Vergleich

zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 4.7 A). Die stärkste Zunahme um über 20 %

zeigte sich bei 25 % und 100 % N
2
-Gaszumischung. Eine geringere Zunahme um circa

15 % ergab sich nach Plasma-Behandlung mit 50 % und 75 % N
2
-Mantelgaszumischung.

Bei 0 % N
2
-Mantelgaszumischung stieg die Zellviabilität nur um 4 % an. Nach 5 min

Plasma-Behandlung reduzierte sich die Viabilität bei allen Mantelgaszumischungen um

bis zu 40 %. Diese Reduktion nahm auch nach 10 min weiter zu und zeigte bei der 50 %

N
2
-Zumischung den geringsten Wert von 33 %. Im Vergleich zu der direkten Plasma-

Behandlung stieg die Resazurin-Umwandlung bei indirekter Plasma-Behandlung (Ab-

bildung 4.7 B) nach 1 min nicht über die unbehandelte Kontrolle an. Zudem zeigte die
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H
2
O

2
-Kontrolle eine höhere Viabilität als bei den direkten Behandlungsverfahren. Mit

Zunahme der Plasma-Behandlungszeit nahm die Viabilität stärker ab und zeigte eine

größere Variabilität unter den Gaszumischungen als im Ergebnis der direkten Plasma-

Behandlung. Nach 5 min zeigte sich die deutlichste Reduktion der Viabilität von 100 % auf

20 % bei der 0 % N
2
-Mantelgaszumischung. Die 25 % N

2
-Mantelgaszumischung fiel vom

Kontrollniveau auf 40 % ab, ähnlich war der Abfall bei der 50 % N
2
-Mantelgaszumischung.

Die 75 % N
2
-Mantelgaszumischung zeigte die geringste Reduktion der Viabiliät, um circa

30 %. Eine Viabilitätsreduktion um circa 40 % zeigte die 100 % N
2
-Mantelgaszumischung.

Nach 10 min Plasma-Behandlung ha�e sich die Zellviabilität weiter reduziert und war

bei der 0 % N
2
-Mantelgaszumischung nicht mehr messbar und bei allen anderen Gaszu-

mischungen unter 18 % gefallen.
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Abbildung 4.7. Darstellung der Zellviabilität nach direkter und indirekter Plasma-

Behandlung. Auf der x-Achse wurde die Plasma-Behandlungszeit (1, 5 und 10 min),

sowie die 100 µmol l
−1

H
2
O

2
-Kontrolle gegen die Resazurin-Umwandlung in Prozent

aufgetragen. Gezeigt sind die Mi�elwerte und Standardabweichungen von drei unab-

hängigen Experimenten.

In der Abbildung 4.7 sind Unterschiede in den H
2
O

2
-Kontrollen zwischen der direkten

und indirekten Plasma-Behandlung sichtbar. Um zu klären, 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
2
O

2
wiederholt (Abbildung 4.8). Im Vorfeld wurde die Menge an
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H
2
O

2
nach 10 min Plasma-Behandlung gemessen und als Äquivalenzwert (300 µmol l

−1
)

genutzt. Zur Simulation der indirekten Behandlung wurde die Äquivalenzdosis an H
2
O

2

auf einmal auf die Zellen gegeben und zur Simulation der direkten Plasma-Behandlung

wurde schri�weise, in kleinen Mengen H
2
O

2
bis zur Äquivalenzdosis hinzugegeben, siehe

Methodenteil. Die Kontrolle sind unbehandelte THP-1-Zellen. Bei der indirekten Behand-

lung mit 300 µmol l
−1

H
2
O

2
war eine deutliche Reduktion der Viabilität, um mehr als 50 %

gegenüber der Kontrolle festzustellen. Im Gegensatz dazu zeigte die direkte Behandlung,

bei der einer schri�weisen H
2
O

2
-Zugabe vorgenommen wurde, eine Verdoppelung der

Viabilität im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 4.8. Darstellung des Einflusses der indirekten und direkten H
2
O

2
-Behandlung

auf THP-1-Zellen. Bei der indirekten Behandlung wurde 5 ml Medium mit gleich-

bleibenden Argonfluss für 10 min behandelt und mit 300 µmol l
−1

H
2
O

2
versetzt und

anschließend auf die Zellen gegeben und für 72 h inkubiert. Für den direkten Versuch

wurden die Zellen schri�weise alle 2 min für insgesamt 10 min je 60 µmol l
−1

H
2
O

2
bis

zu einer Endkonzentration von 300 µmol l
−1

zugegeben. Gezeigt sind die Mi�elwerte

und Standardabweichungen von fünf Replikaten eines Experimentes.

4.2.4 Betrachtung des Plasma-induzierten Zelltodes mi�els FACS-
Analyse

Im Folgenden wurde die Zellviabilität mi�els Durchflusszytometrie ermi�elt. Hierbei wur-

de der Einfluss der verschiedenen Mantelgaszumischungen bei der Plasma-Behandlung
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auf die Mortalität untersucht. Im Speziellen wurde die frühe und späte Apoptose näher

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-)

für drei Behandlungszeiten im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. Nach

24-stündiger 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 E�ekt war unabhängig

von der Mantelgaszumischung und tri�t sowohl für die direkte als auch für die indirek-

te Behandlung (Abbildung 4.9) 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 Gasmänteln behandelt und nach 24 h

mit Annexin V und DAPI gefärbt und gemessen. Gezeigt sind die Mi�elwerte und

Standardabweichungen von drei (A) bzw. vier (B) unabhängigen Experimenten.

von THP-1-Monozyten nach der direkten Behandlung der Monozyten mit Plasma. Es

wurde ein Anstieg der Apoptoserate mit Zunahme der Plasma-Behandlung gegenüber

der Kontrolle sichtbar. Die Abbildung 4.10 A stellte die frühe Apoptose dar. Es gab ge-

ringe Veränderungen 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 spät apoptotischen Zellen in Prozent gegen die

Behandlungszeit aufgetragen. Die Veränderungen lagen bei den verschiedenen Gaszumi-
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schungen zwischen 1 % und 2 %. Mit 0 % N
2

im Mantel wurde die geringste Apoptoserate

von 6 % bei 6 min geunden. Bei allen Mantelgaszumischungen war ein sprungha�er

Anstieg der Apoptose bei 6 min Plasma-Behandlung zu verzeichnen. Im Falle frühapopto-

tischer Zellen war dies nur bei 50 %, 25 % und 0 % N
2
-Mantelgaszumischung so deutlich zu

beobachten (Abbildung 4.10 A). Die 50 % N
2
-Mantelgaszumischung zeigte den höchsten

Anstieg spätapoptotischer Zellen von 2 % auf 7 % nach 6 min Plasma-Behandlung.
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Abbildung 4.10. Darstellung der frühen und späten Apoptose nach direkter Plasma-
Behandlung. Es wurden eine Million Zellen in 5 ml Medium für 1 min, 3 min und

6 min behandelt. Nach 24 h Inkubation wurden diese mit Annexin V FITC und DA-

PI gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die Abbildungen zeigen für den

direkten Versuch die frühe und späte Apoptose. Gezeigt sind Mi�elwerte und Stan-

dardabweichung von drei unabhängigen Experimenten.

Die Monozyten wurden im nächsten Schri� indirekt mit Plasma behandelt und

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

als auch der späten Apoptose mit der Behandlungszeit. Die Analyse der frühen Apoptose

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

und 0 % N
2
-Mantelgaszumischung bei circa 8,6 % lag. Mit Zunahme der N

2
-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
2
-Mantelgaszumischung die

Apoptoseraten für 1 min und 3 min Behandlungszeit über dem Kontrollwert lag. Bei den

übrigen Gaszumischungen waren die Apoptoseraten für 1 min Plasma-Behandlung unter

der unbehandelten Kontrolle. Die Werte für die späte Apoptose (Abbildung 4.11 B) lagen

bei 0 % und 25 % N
2
-Mantelgaszumischung für 1 min und 3 min Plasma-Behandlung über
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den Kontrollen, ähnlich der frühen Apoptose. Es zeigte sich kein Abfall der Apoptoserate

mit Zunahme der N
2
-Konzentration, vielmehr eine leichte Zunahme der Apoptoserate.

Die späte Apoptoserate war etwas höher mit 10 % - 12 % als die frühe Apoptoserate mit

8 %. Den höchsten Apoptosewert zeigte die 100 % N
2
-Mantelgaszumischung nach 6 min

Plasma-Behandlung. Auch bei der indirekten Plasma-Behandlung war in allen Fällen ein

sprungha�er Anstieg der Apoptoserate bei Erhöhung der Plasma-Behandlungszeit von 3

auf 6 min zu verzeichnen.
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Abbildung 4.11. Bestimmung der frühen und späten Apoptose nach indirekter
Plasma-Behandlung mit Gasmantel. Für den Versuch wurden 5 ml Medium für

1 min, 3 min und 6 min mit Plasma behandelt und anschließend auf die Zellen über-

führt. Nach 24 h Inkubation wurden die Zellen mit Annexin V FITC und DAPI gefärbt

und durchflusszytometrisch analysiert. Es sind die Mi�elwerte und Standardabwei-

chungen von vier unabhängigen Experimenten dargestellt.

4.2.5 Betrachtung des Einflusses von Plasma auf die Zellgröße
und Zellviabilität mi�els Resazurin-FACS-Analyse

Die 5 verschiedenen Mantelgaszumischungen sollten mit ihrem unterschiedlichen N
2
-

und O
2
-Gehalt die �antität der ROS und RNSin der flüssigen Zellumgebung und somit

die E�ektivität 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 äußerte. Die deutlichsten Unterschiede

erbrachten die 1 min, 5 min und 10 min Plasma-Behandlungzeiten, weswegen diese

Zeiten in den nächsten 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 µmol l
−1

H
2
O

2
behandelt und in 96 well-Pla�en

überführt, nach 72 h Inkubation wurden alle Proben mit Resazurin versetzt und nach

6 h im Photometer und FACS gemessen. 150 µl wurden von der Zellsuspension für

die FACS-Messung verwendet und anschließend auf das Gesamtvolumen berech-

net. Die Kontrolle sind unbehandelte THP-1-Zellen. Gezeigt sind Mi�elwerte und

Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten.

Experimenten wurde zur Detektion der Zellgrößenveränderung 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 gefärbt und durchflusszytometrisch

analysiert. Die FACS-Analyse erlaubte die gleichzeitige Ermi�lung der Gesamtzellzahl

durch Messung einer definierten Probemenge, des Zellvolumens (Forward Sca�er), der

Zell-Granularität (Side Sca�er), 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 nächsten Abbildungen verzichtet wurde. In Abbil-

dung 4.12 wird eine Zusammenfassung aller Gaszumischungen gezeigt. Die Ermi�lung

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 Zellzahlerhöhung über das Kontrolllevel. Dennoch zeigt sich mit Zunahme der
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Abbildung 4.13. Bestimmung der Lebendzellzahl. Es wurden eine Million Zellen in 5 ml

Medium direkt mit Plasma bzw. mit 100 µmol l
−1

H
2
O

2
behandelt und in 96 well-

Pla�en überführt, 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 Mi�elwerte und Standardabweichung von drei

unabhängigen Experimenten.

Plasma-Behandlungszeit eine Reduktion der absoluten Zellzahl. Nach Bestimmung der

Gesamtzellzahl wurde die Zahl der noch lebenden THP-1-Zellen mi�els DAPI-Färbung

im FACS bestimmt. In Abbildung 4.13 ist die Lebendzellzahl in Prozent in Abhängigkeit

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 µmol l
−1

H
2
O

2
auf circa 80 % des Kontrolllevels zu erkennen, die in der gleichen

Größenordnung wie nach 5 min Plasma-Behandlung lag. Neben der absoluten Zellzahl

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

len unter dem Mikroskop (Abbildung 4.14). Die Veränderung 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 Größenzunahme der

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

Kontrolle (Abbildung 4.14A) zu erkennen. Zudem war eine Verringerung der Zellzahl unter

dem Mikroskop zwischen der Kontrolle (Abbildung 4.14A), der 5 min Plasma-Behandlung

(Abbildung 4.14B) und der 10 min Plasma-Behandlung (Abbildung 4.14C) erkennbar. Um

herauszufinden, ob es sich tatsächlich um eine Vergrößerung der Zellen handelte, wurden
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während der durchflusszytometrischen Analyse das Volumen und die Granularität der

Zellen gemessen. In Abbildung 4.15 A wurde das Volumen und in Abbildung 4.15 B die

Granularität der Plasma-Behandelten Zellen gegenüber der Behandlungszeit dargestellt.

Das Zellvolumen (Forward Sca�er=FSC) stieg mit Zunahme der Behandlungszeit gegen-

über der Kontrolle (0 min) nach 5 min und 10 min Plasma-Behnandlung signifikant an

(Abbildung 4.15 A). Auch die Granularität (Side Sca�er=SSC) der plasma-behandelten

Zellen nahm im Vergleich zur Kontrolle (0 min) über 5 min und 10 min signifikant zu

(Abbildung 4.15 B).
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B)

C)

A)

Abbildung 4.14. Übersichtsbilder 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 Übersichtsaufnahmen sind am Tag

sechs nach der Behandlung erstellt worden, an Tag drei war der Mediumswechsel.

Dargestellt sind Gesamtübersicht von je einem Well einer 6 well-Pla�e, die aus vielen

Einzelbildern in 20 facher Vergrößerung angefertigt wurden.
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Abbildung 4.15. Veränderung von Volumen und Granularität der Monozyten durch die

Plasma-Behandlung. Es wurden eine Million Zellen in 5 ml Medium direkt behandelt

und in 96 well-Pla�en überführt, nach 72 h Inkubation wurden alle Proben mit Resa-

zurin versetzt und nach 6 h im Photometer und FACS vermessen. 150 µl wurden von

der Zellsuspension für die FACS-Messung verwendet und anschließend auf das Ge-

samtvolumen berechnet. Die 0 min Bahandlungszeit stellte die Kontrolle dar. Gezeigt

sind Mi�elwerte und Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten.

Statistische Auswertung mit one-way ANOVA mit Dunne� (Signifikanzlevel * = 0.05,

** = 0.01, *** = 0.001)

Um einen Zusammenhang zwischen Volumen, Granularität, Zellzahl und Fluoreszenz

herzustellen, wurde im nächsten Schri� die Fluoreszenz der Gesamtzellen auf die absolute

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

FACS-Analyse). In der Abbildung 4.16 wurde die Fluoreszenz pro Zelle gegenüber der

Behandlungszeit aufgetragen. Mit Zunahme der Behandlungszeit nahm die Fluoreszenz

der einzelnen Zelle zu. Eine Fluoreszenzzunahme gegenüber 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 µmol l
−1

H
2
O

2
behandelten Zellen. Die höchste Fluoreszenz war nach 10 min Plasma-

Behandlung zu erkennen, sie betrug mehr als das Dreifache der Kontrolle.
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Abbildung 4.16. Ermi�lung der Fluoreszenz pro Zelle. Es wurden eine Million Zellen in 5 ml

Medium direkt behandelt und in 96 well-Pla�en überführt, nach 72 h Inkubation

wurden alle Proben mit Resazurin versetzt und nach 6 h im Photometer und FACS

vermessen. 150 µl wurden von der Zellsuspension für die FACS-Messung verwendet

und anschließend auf das Gesamtvolumen und mit der Zellviabilität verrechnet.

Um auszuschließen, dass die Veränderungen durch Nährsto�mangel oder reduzier-

ten Platz hervorgerufen wurden, wurde die Alamar-FACS-Analyse wiederholt. Dabei

wurde zusätzlich 24 h vor der Fluoreszenzmessung (also nach 48 h Inkubation) frisches

RPMI-Medium auf die Häl�e der wells gegeben. Die andere Häl�e erhielt PBS, sodass

überall das gleiche Volumen vorlag. Der Versuch wurde für drei Behandlungszeitpunkte

durchgeführt (1 min, 5 min und 10 min). In Abbildung 4.17 wurde die Fluoreszenz pro

Zelle in Abhängigkeit von der Behandlungszeit für 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 aufgefüllten Zellen eine erhöhte 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
2
O

2
-behandelten

Zellen. Die 10 min Plasma-Behandlung zeigte gegeüber der Kontrolle den größten Anstieg.

Eine ähnliche Verteilung wurde für die PBS-Proben sichtbar. Bei allen Messungen waren

die Zellzahlen bei Verwendung beider Medien ähnlich, aber die Resazurinaktivität in den

PBS-Proben insgesamt höher. In Abbildung 4.17 zeigte sich eine höhere Fluoreszenz pro
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Zelle, wenn PBS hinzugegeben wurde. Bei Zugabe von Nährsto�en in Form von RPMI-

Medium war die Fluoreszenz im Vergleich zu PBS um ein Dri�el geringer. Sowohl für PBS

als auch für RPMI wurde eine Zunahme der Fluoreszenz pro Zellen mit zunehmender

Behandlungszeit gezeigt.
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Abbildung 4.17. Ausschluss der Nahrungsknappheit. Eine Million Zellen wurden in 5 ml

Medium direkt behandelt und in 96 well-Pla�en überführt, nach 48 h Inkubation

(37
◦
C) wurden zusätzlich 100 µl PBS (eine Häl�e der Proben) und RPMI (andere

Häl�e) zugesetzt. Nach weiteren 24 h wurde Resazurin hinzugegeben und nach 6 h

im Photometer und FACS vermessen. 150 µl wurden von der Zellsuspension für die

FACS-Messung verwendet und anschließend auf das Gesamtvolumen und mit der

Zellviabilität verrechnet. Gezeigt sind Mi�elwerte und Standardabweichung von drei

unabhängigen Experimenten.

4.2.6 Einfluss der Mantelgaszumischungen auf Signal-Proteine

Zu den Signalproteinen, die bei der Wundheilung eine wesentliche Rolle spielen, gehören

Wachstumsfaktoren wie HB-EGF. Zur Detektion dieses zum Teil membranständigen

Glykoproteins wurden 1 000 000 THP-1-Zellen für 10 min in einer Petrischale plasma-

behandelt und anschließend mit HB-EGF Antikörper versetzt. Die plasmabehandelten

Zellen wurden per Durchflusszytometrie gemessen (Abbildung 4.18). Die mit Antikörper
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versetzten Zellen wiesen die gleiche Fluoreszenz-Intensität auf wie die Kontrolle. Es

zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Mantelgasen, weswegen aus Gründen der

Übersicht auf die Darstellung verzichtet wurde.
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Abbildung 4.18. HB-EGF Detektion in Monozyten nach Plasma-Behandlung. Eine Million

Zellen wurden ungefärbt (Kontrolle) und gefärbt mit HB-EGF im Durchflusszytometer

gemessen.

4.2.7 Zytokindetektion mi�els ELISA

Zum Abschluss wurde die Zytokinausschü�ung analysiert. Dabei wurde der Focus auf die

in der Wundheilung relevanten Zytokine IL-6 und IL-8 gelegt. Es wurde die Veränderung

der Zytokinausschü�ung durch die Variation im Mantelgas analysiert. Wie im Methoden-

teil beschrieben, wurden die Zellen dazu mit und ohne LPS behandelt. Nach 24-stündiger

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

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

die direkt und indirekt plasmabehandelten Zellen ohne LPS-Stimulation dargestellt. In

Abbildung 4.19 A wurden die auf IL-8 detektierten Zellüberstände nach der direkten

Plasma-Behandlung dargestellt. Für die Gaszumischungen 0 % N
2
-Mantelgaszumischung,

25 % N
2
-Mantelgaszumischung und 50 % N

2
-Mantelgaszumischung zeigten sich nach

1 min Plasma-Behandlung keine Zunahme des IL-8-Levels gegenüber der Kontrolle. Für

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

geringer Anstieg sichtbar. Bei der Behandlung mit 75 % N
2
-Mantelgaszumischung zeigte
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sich eine Verdoppelung des IL-8-Levels bei 3 min Plasma-Behandlung, für 6 min wurde

demgegenüber eine geringe Reduktion detektiert. Die 100 % N
2
-Mantelgaszumischung

zeigte bei 1 min eine geringe Erhöhung des IL-8-Levels zur Kontrolle, doch für die 3 min

und 6 min Behandlung stagnierten die Konzentrationen auf gering erhöhtem Niveau.

In Abbildung 4.19 B sind die IL-8-Werte für indirekt behandelte Zellüberstände abge-

bildet. Es wurde bei allen getesteten Mantelgaszumischungen eine deutliche Zunahme

des IL-8-Levels mit Zunahme der Behandlungszeit sichtbar. Zudem war eine Variation

der Zytokinausschü�ung zwischen den Gaszumischungen zu erkennen. Hierbei wur-

de ein Anstieg der Zytokinmenge mit Zunahme der Sticksto�konzentration insbeson-

dere nach 6 min Plasma-Behandlung deutlich. Nach 1 min Behandlungszeit lagen für

alle Gaszumischungen die IL-8-Level über der Kontrolle. Der geringste Anstieg in Ab-

hängigkeit von der Plasma-Behandlungszeit war bei 0 % N
2
-Mantelgaszumischung zu

sehen. Bei der 25 % N
2
-Mantelgaszumischung lag eine Verdreifachung des IL-8-Levels

für 3 min und 6 min Plasma-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle vor. Die 50 % N
2
-

Mantelgaszumischung zeigte eine IL-8-Verdoppelung nach 3 min, gefolgt von einem

sprungha�en Anstieg bei 6 min Plasma-Behandlung. Ein ähnliches Bild zeigte die 75 % N
2
-

Mantzelgaszumischung. Den höchsten Wert erreicht die 100 % N
2
-Mantelgaszumischung

bei 6 min Plasma-Behandlung, es lag eine Verfün�achung des IL-8-Levels gegenüber der

Kontrolle vor.

Im Gegensatz dazu waren die gemessenen IL-6-Level im ELISA dicht an der unteren

Nachweisgrenze und ha�en somit wenig Aussagekra�, 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 Abhängigkeit von der Behandlungszeit und normiert auf die

unbehandelte Kontrolle dargestellt. In Abbildung 4.20 A (direkte Plasma-Behandlung)

ist bei 0 % N
2
-Mantelgaszumischung mit Zunahme der Behandlungszeit eine Erhö-

hung des IL-8 erkennbar. Einen ähnlichen Verlauf, mit etwas geringerem Level zeigte

die 25 % N
2
-Mantelgaszumischung. Bei den 50 % N

2
-Mantelgaszumischung, 75 % N

2
-

Mantelgaszumischung und 100 % N
2
-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 größte IL-8-Abfall zeigte sich bei 100 % N
2
-Mantelgaszumischung,
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Abbildung 4.19. Vergleich der Zytokinfreisetzung von direkt und indirekt mit Plasma behan-

delten Proben, ohne zusätzliche Stimulation der Zellen mit LPS. Eine Million Zellen

wurden direkt und indirekt mit Plasma behandelt und nach 24 h der Überstand ver-

messen. Gezeigt sind Mi�elwerte und Standardabweichung von drei unabhängigen

Experimenten.

der Wert fiel bis auf das Kontrollniveau zurück. In Abbildung 4.20 B sind die indirekt be-

handelten Plasmaproben in Abhängigkeit von der Behandlungszeit dargestellt. Es ließ sich

außer bei der 0 % N
2
-Mantelgaszumischung in allen Fällen eine Zunahme des IL-8-Wertes

mit der Behandlungszeit konstatieren. Die deutlichste Zunahme über die Behandlungszeit

zeigte sich bei 25 % N
2
-Mantelgaszumischung, mit einer Verdoppelung des IL-8-Wertes im

Vergleich zum Kontrollniveau nach 6 min. Bei 0 % N
2
-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 für 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 Sticksto�konzentration 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 für 1 min und 3 min über dem Kontrollniveau. In der Abbildung 4.20

D war ebenso eine Absenkung der IL-6-Level in Abhängigkeit von der Behandlungszeit

erkennbar, aber die Konzentrationen bei 1 min übersteigen 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 ml
−1

LPS versetzt und direkt bzw. indirekt

behandelt. Nach 24 h wurde der Überstand auf IL-8 (A,B) bzw. IL-6 (C,D) untersucht.

Alle Proben wurden auf die Kontrolle (ebenfalls IL stimuliert ohne Plasma) normiert.

Gezeigt sind Mi�elwerte und Standardabweichungen von drei unabhängigen Experi-

menten.



5 | Diskussion

Plasmamedizin ist eine junge Wissenscha�, in der erforscht wird, welche Mechanismen

bei der Interaktion von Plasma mit Flüssigkeiten und Zellen wirken und wie biologische

Plasmae�ekte medizinisch nutzbar gemacht werden können. 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 Atmosphäre 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 Veränderung des pH-Wertes

in unterschiedlichen Medien (RPMI, PBS) befasst. Neben der Analyse der Flüssigkeit-

schemie wurden Auswirkungen der Gaszumischungen auf THP-1-Monozyten untersucht.

Monozyten tragen, durch die Produktion von Zytokinen wesentlich zur Wundheilung

bei. Daher wurde die Zellaktivität und Zytokinsekretion sowie die Zellviabilität 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 Flüs-
sigkeitsanalytik

Bei der Behandlung von wässrigen Flüssigkeiten zur Entfernung von Bakterien mi�els

Plasma haben einige Studien gezeigt, dass eine pH-Wert-Verschiebung ins Saure sta�-

findet [90, 94, 35]. In PBS und RPMI wurde der pH-Wert (Abbildung 4.1) während einer

10-minütigen Plasma-Behandlung gemessen, dabei zeigte sich keine Ansäuerung. PBS

zeichnet sich durch seine gute Pu�erkapazität aus und kann kleine pH-Änderungen gut

abpu�ern, was ein Grund für den konstanten pH-Wert in dem hier durchgeführten Expe-

riment sein könnte. Vorherige Untersuchungen zeigten ähnliche Messergebnisse mit dem

kINPen 09 in PBS [118]. Der pH-Wert Anstieg in RPMI und somit die Verschiebung ins

Basische ist bei Carbonat-gepu�erten Medien normal. Das zeigt auch die Kontrolle, bei

der nur Argon als Gas in die Petrischale eingeleitet wurde. RPMI enthält einen Carbonat-

pu�er, der bei 37
◦
C und 5 % Kohlensto�dioxid (CO

2
) einen konstanten pH-Wert von 7,4

aufweist. Natriumhydrogencarbonat (NaHCO
3
) dissoziiert in Lösung in das Na

+

-Kation

und den Hydrogencarbonat-Anion (HCO
3

–
). Das Hydrogencarbonation ist sehr instabil

und zerfällt in CO
2

und H
2
O. Dies wird durch die Anwesenheit von H

+

noch verstärkt.

H
+ + HCO

3

– −−⇀↽−− H
2
CO

3
−−⇀↽−− H

2
O + CO

2
.

Im Brutschrank wurde die CO
2
-Ausgasung durch die konstante Einfuhr von 5 % CO

2

verhindert, in der Atmosphäre nicht. Dadurch verschwindet der Carbonatpu�er, die Na
+

-

Kationen bleiben in Lösung und brauchen Anionen, es werden verstärkt 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 ungepu�erten Flüssigkeiten mit zunehmen-

der Behandlungszeit der pH-Wert absinkt, was auf die Bildung von schwachen Säuren

(Salpetersäure (HNO3) / Salpetrige Säure (HNO
2
)) zurückgeführt wird [94].

Im Ergebnis von sehr komplexen chemischen Reaktionen zwischen der Plasma-,

Gas- und Flüssigkeitsphase (Medium) entstehen stabile reaktive Sticksto�spezies wie

z. B. NO
2

–
oder NO

3

–
und reaktive Sauersto�spezies wie z. B. H

2
O

2
. Die Bildung dieser

Spezies wird unter anderem durch O
2

und N
2

ermöglicht und unterstützt, welche aus der

Umgebungslu� oder wie hier über ein definiertes Mantelgas in die Plasmaphase gelangen
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Abbildung 5.1. Bildung von reaktiven Sauersto� und Sticksto�spezies

(siehe Abbildung 5.1). Die in der Flüssigkeit messbaren stabilen reaktiven Sauersto�- und

Sticksto�spezies 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 Maße messbar waren[100].

Es wurde erwartet, dass bei einer niedrigen Zumischung von O
2

und einer hohen von N
2

im Mantelgas es zu einem Anstieg der NO
2

–
-bzw. der NO

3

–
-Konzentration kommt. Auf

Grundlage dieser Annahme wurden in dieser Arbeit fünf verschiedene Gaszumischungen

mit variablen N
2
- und O

2
-Gehalt untersucht und die E�ekte auf die NO

2

–
-, NO

3

–
-und

H
2
O

2
-Konzentration in den so behandelten Flüssigkeiten untersucht.

Die Ergebnisse zeigten, dass in PBS bei der Zumischung von 0 % gefolgt von 100 %

N
2
-Mantelgaszumischung die geringsten NO

2

–
- und NO

3

–
-Konzentrationen au�raten

(siehe Abbildung 4.2), was auch bei Reuter et al. gezeigt werden konnte. Bei der 75 % N
2
-

Mantelgaszumischung trat die höchste NO
3

–
-Konzentration auf. In der Arbeit von Reuter

et al. ergab sich ebenfalls ein maximal Wert bei Anwendung der 75 % N
2

Mantelgaszumi-

schung, aber nicht für die NO
3

–
-Konzentration, sondern für die NO

2

–
-Konzentration. Eine

mögliche Ursache könnten die unterschiedlichen Plasmaquellen sein. Der kINPen 11 läu�

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 könnten zu einer Veränderung bei der Bildung von

reaktiven Spezies führen. Die 25 %-, 50 %- und 75 % N
2
-Mantelgaszumischung zeigten

geringe Veränderungen untereinander bei der NO
2

–
-Messung in RPMI. Eine mögliche

Erklärung für die geringen Werte könnte die Anwesenheit von Reduktions (FAD)- und

Oxidationsmi�eln (NADH) im Medium sein, die Nitrit in Nitrat umwandeln können.
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Daher könnte die eigentliche gebildete Nitritmenge nach der Plasma-Behandlung viel

höher sein, doch durch die Anwesenheit von Redoxmi�el könnte das Ergebniss verfälscht

worden sein. Im Zellkulturmedium RPMI wurde nur die NO
2

–
-Konzentration, nicht aber

die NO
3

–
-Konzentation bestimmt, da sich in diesem Medium von vornherein eine zu hohe

Menge an Nitrat befand. Die Ergebnisse für die 100 %- und 0 % N
2
-Mantelgaszumischung

waren ähnlich den Werten in PBS. Die 100 % N
2
-Mantelgaszumischung ergab höhere

NO
2

–
- und NO

3

–
-Konzentrationen im Vergleich zur 0 % N

2
-Mantelgaszumischung. Eine

mögliche Ursache könnte die Tatsache sein, dass N
2

ein besseres Löslichkeitsprodukt als

O
2

in H
2
O hat und so sich eine größere Menge in der Flüssigkeit lösen und zu einer höhe-

ren Konzentration an NO
2

beitragen kann [133]. Da die Anwesenheit von Sauersto� zur

Bildung von NO
3

/ NO
2

von Nöten ist, bei 100 % N
2
-Mantelgaszumischung jedoch kein O

2

vorhanden ist und nur geringe Mengen in gelöster Form vorliegen, blieb die Konzentration

an NO
2

bei diesen Bedingungen unter der 25 %-, 50 %- und 75 % N
2
-Mantelgaszumischung.

Somit lässt sich zusammenfassen, dass die RNS-Bildung in beiden Flüssigkeiten ähnlich

erfolgt, wenn sowohl N
2

als auchO
2

im Mantelgas vorhanden sind, lediglich bei Fehlen

einer der beiden Komponenten (N
2

oder O
2
) verringert sich die RNS-Konzentration.

Bei den Plasma-Behandlungen in Gegenwart von Zellen waren die NO
3

–
und NO

2

–
-

Konzentrationen meist höher als in dem reinen Zellkulturmedien (siehe Abbildung 4.2 und

4.5). Die 0 % und 100 % N
2
-Mantelgaszumischung zeigten deutlich weniger NO

2

–
und NO

3

–

im Vergleich zu den anderen drei Mantelgaszumischungen (siehe Abbildung 4.5). Die 75 %

N
2

Mantelgaszumischung zeigte im Zellfreien PBS deutlich höhere NO
3

–
-Konzentration

als die restlichen Gaszumischungen. Diese ist bei PBS in Gegenwart von Monozyten zwar

nicht so stark ausgeprägt wie in zellfreiem PBS, aber – vielleicht unter Berücksichtigung

der höheren Standardabweichung (siehe Abbildung 4.5) doch vorhanden. In Anwesenheit

von Wassersto�peroxid kann aus Nitrit Nitrat und Peroxynitrit gebildet werden. Die

höhere Nitritkonzentration in PBS bei 75 % N
2

ist verbunden mit einer im Vergleich zu

den anderen Mantelgaszumischungen geringen Wassersto�peroxidkonzentration (vgl.

Abbildung 4.4) Der Plasmae�luent kann punktuell einen leicht sauren pH-Wert an der

Oberfläche des Mediums durch die Bildung von Hydronium-Ion (H
3
O

+

) mit NO
2

–
und

NO
3

–
generieren. Dieser E�ekt ist nur kurzzeitig vorhanden und kann bei Anwesenheit

von H
2
O

2
aus NO

2

–
NO

3

–
und Peroxynitrit bilden [119]. Ein Indiz für diese Theorie könnte

die höhere Nitratkonzentration bei 75 % N
2

verbunden mit einer im Vergleich zu den
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anderen Mantelgaszumischungen geringen H
2
O

2
-Konzentration sein (vgl. Abbildung 4.4).

Um diesen möglichen Zusammenhang von H
2
O

2
-Konzentration und NO

2

–
-Bildung

zu untersuchen, wurde Katalase zum Zellkulturmedium gegeben, die H
2
O

2
in H

2
O 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
2

–
-Konzentration im RPMI-Medium mit oder ohne Zellen zu detektieren (Abbildung

4.3). Doch gab es einen deutlichen Anstieg der NO
2

–
Konzentration zwischen dem RPMI-

Medium und Zellen bzw Katalase. Die Di�erenz zwischen Medium und behandelten

Zellen (ohne Katalase) ist ein Indiz dafür, dass in den Zellen Enzyme (z. B. Katalase

und Glutathion) wirken, die H
2
O

2
aus der Umgebung abbauen . Dies Unterstützt die

Hypothese, dass in Gegenwart von Wassersto�peroxid Nitrit umgewandelt und das durch

Katalase unterbunden wird.

H
2
O

2
gilt als eine der Haupt-Wirkungs-Komponenten des Niedertemperatur-Plasmas

[9]. Um die Menge an H
2
O

2
zu bestimmen, wurde das sensitive Amplex Ultra Red ver-

wendet. H
2
O

2
wurde in PBS und RPMI mit und ohne Zellen gemessen. Mit Zunahme der

Behandlungszeit stieg die gebildete Menge an Wassersto�peroxid in PBS und RPMI an.

Bei der Behandlung von RPMI und PBS war eine Steigerung der H
2
O

2
-Konzentration

mit der Abnahme der N
2
-Konzentration erkennbar (siehe Abbildung 4.4). In der Tendenz

wurden die geringsten Konzentrationen bei 75 % N
2
-Mantelgaszumischung detektiert

(Abbildung 4.4). Die höchsten Konzentrationen an H
2
O

2
konnten sowohl in RPMI als

auch in PBS bei der 0 % N
2
-Mantelgaszumischung gemessen werden. Ursächlich könnte

die hohe Konzentration an O
2

im Mantelgas sein, die mit dem Plasmae�luenten reagiert

und die Anzahl der H
2
O

2
-Moleküle in der Flüssigkeit ansteigen lässt. Wie schon oben

erwähnt, ist in RPMI-Medium unter anderem Glutathion enthalten, welches zur Eliminie-

rung des H
2
O

2
führt und somit auch Konzentrationsunterschiede von H

2
O

2
in PBS und

RPMI erklärt [118]. Bei der Messung von H
2
O

2
nach direkter Plasma-Behandlung der

Zellen, zeigte sich eine deutlich niedrigere Konzentration von H
2
O

2
(siehe Abbildung 4.6).

H
2
O

2
weist eine relativ gute Permeabilität durch biologische Membranen auf. Im inneren

von Monozyten, in Phagosomen, werden große Mengen an Sauersto�verbindungen zur

Abwehr von Mikroorganismen generiert, die aus den Phagosomen ins Zytosol übertreten

können [73]. Als Schutzmechanismus besitzen Monozyten Katalase und Glutathion zum

Abbau von H
2
O

2
, das bestätigt auch das Experiment mit Katalase (siehe Abbildung 4.3).
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Eine mögliche Erklärung für die deutliche Reduktion der H
2
O

2
-Konzentration bei An-

wesenheit von Zellen könnte zum einen daran liegen, dass entweder H
2
O

2
in die Zellen

gelangt und dort intrazellulär von den Enzymen abgebaut wird, oder zum anderen, dass

die Enzyme nach außen transportiert werden und dort ROS eliminieren. Da mit Zunahme

der Behandlungszeit auch eine Zunahme an reaktiven Sauersto�spezies einhergeht, kön-

nen mehr reaktive Spezies durch die Zellmembran hindurch treten oder mit ihr reagieren

und es könnte die vorhandene intrazelluläre Katalase zur Minimierung von H
2
O

2
nicht

ausreichen, damit wäre ein Anstieg der H
2
O

2
Menge zu erklären. Zusätzlich könnte der

Anstieg von ROS mit einer Wirkung auf p38 MAPK einhergehen. Diese wird besonders

durch äußeren Stress aktiviert und kann zur Apoptose führen [121], wodurch weniger

Zellen für die Eliminierung von H
2
O

2
vorhanden wären.

5.2 Einfluss der Mantelgaszumischungen auf Monozy-
ten

Da die THP-1-Zelllinie äußerst robust ist, wurde die Plasma-Behandlungszeit im Vergleich

zu früheren Experimenten [21] von 6 min auf 10 min erhöht, da hierbei die E�ekte noch

ausgeprägter sichtbar waren. Es wurden zwei unterschiedliche Behandlungsarten in der

Arbeit verwendet, die direkte und indirekte Plasma-Behandlung. Bei der direkten Plasma-

Behandlung steht der Plasmae�luent 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 anschließend auf die THP-

1-Zellen gegeben, das heißt, die Zellen sind während der Plasma-Behandlung nicht im

Medium vorhanden. Einige Arbeiten beschä�igen sich mit der indirekten Behandlung

von Zellen [21, 5], da gezeigt wurde, dass biologische Plasmae�ekte wesentlich über die

Veränderung der flüssigen Zellumgebung vermi�elt werden. Dadurch ist eine Aussage

über die unmi�elbare Wirkung des Plasmas auf die Zellen schwierig. In der Klinik werden

bisher Wunden direkt mit den Plasmae�luenten behandelt [44, 33, 19, 27]. In dieser Arbeit

wurde die indirekte und direkte Behandlung verglichen.

Hierbei sind Unterschiede in der Zellviabilität gemessen worden. Die Zellviabilität

wird mi�els 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 Zellsto�wechsels

vorliegen [2]. Es konnte generell eine Reduktion der Zellviabilität in Abhängigkeit von

der Behandlungszeit gezeigt werden (siehe Abbildung 4.7). Nach 10 min Behandlung

sankt die Zellviabilität bei dem indirekten Versuch auf bis zu 0 % ab. Besonders die 0 %

N
2
-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 stärkere E�ekte auf THP-1-Zellen als die direkte

Plasma-Behandlung. Grund dafür könnten bei der indirekten Plasma-Behandlung das

Vorliegen hoher Endkonzentrationen an reaktiven Spezies sein. Eine Hauptkomponente

der Plasmawirkung ist H
2
O

2
[9]. Die Zelle besitzt diverse Schutzmechanismen gegen

oxidativen Stress, die durch reaktive Spezies ausgelöst werden. Diese könnten mi�els

Glutathionperoxidase, Katalase und Superoxiddismutase abgebaut werden [6, 14]. Ur-

sächlich für die rapide Reduktion der Zellviabilität könnte die plötzliche Überführung des

Plasma behandelten Mediums auf die Zelle sein. Somit ist die Zelle akut einer höheren

Konzentration an reaktiven Spezies ausgesetzt, die Schutzmechanismen könnten der

Menge nicht gewachsen sein und die ROS könnten dann Proteine, Lipide und DNA inak-

tivieren [122, 14]. Die geschädigte oder gestresste Zelle geht in Apoptose oder initiiert

Reparturprozesse [92, 103, 116]. Insgesamt ist bei der indirekten Plasma-Behandlung

eine verringerte Zellviabilität zu erkennen, die nicht nur durch Apoptose, sondern auch

durch einen reduzierten Zellsto�wechsel zu erklären sein könnte. Dies könnte mit der

Aktivierung oder Blockierung diverse Rezeptoren auf der Zelloberfläche zu erklären sein,

die dann eine Inaktivierung der Zellen bewirken könnten [121].

Bei kurzen Plasma-Behandlungszeiten (1 min) stieg die Zellviabilität 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 Flüssigkeit 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 ROS in geringen Konzentrationen auch eine geringe Aktivierung des

sonst für die Apoptose zuständigen p53 bewirkt, könnte p53 in geringen Konzentrationen
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antioxidative Gene induzieren, welche die DNA vor oxidativen Stress schützen und eine

anti-apoptotische Funktion übernehmen [122]. Somit gehen weniger Zellen in Apoptose.

Gleichzeitig können die geringen Konzentrationen an reaktiven Spezies, die nach kurzen,

direkten Plasma-Behandlungen au�reten, auch von Enzymen wie zum Beispiel Katalase

abgebaut werden. Katalase befindet sich in Peroxysomen und durch die Behandlung

mit UV-Licht oder H
2
O

2
konnte in Leberzellen ein Wachstum der Peroxysomen gezeigt

werden [107, 106]. Die erhöhte Bildung von Katalase in Peroxysomen könnte somit in

THP-1-Zellen zu dem beobachteten Anstieg der Zellviabilität geführt haben.

Die erheblichen Unterschiede zwischen der direkten und indirekten Behandlung ließen

während der Arbeit die Frage aufkommen, ob die Unterschiede zwischen den Behand-

lungen auch methodische Artefakte sein könnten. Aus diesem Grund wurden die Zellen

einmal direkt und einmal indirekt mit einer hohen Konzentration H
2
O

2
(300 µmol l

−1
)

behandelt, da H
2
O

2
als eine der Hauptkomponenten des Plasmas gilt [40]. Winter et

al. ermi�elten nach 180 s Plasma-Behandlung eine H
2
O

2
-Konzentration von 100 µmol l

−1

[136], was bei 10 min Plasma-Behandlung etwa 300 µmol l
−1

entspricht. Der Versuch (sie-

he Abbildung 4.8) zeigte eine starke Reduktion der Zellviabilität infolge der simulierten

indirekten H
2
O

2
-Behandlung, d.h. nach einmaliger Zugabe der Gesamtkonzentration von

300 µmol l
−1

. Dagegen war bei der direkten Behandlung, d.h. schri�weiser H
2
O

2
-Zugabe

über einen Zeitraum von 10 min bis zum Erreichen der Endkonzentration von 300 µmol l
−1

eine Steigerung der Zellviabilität im Vergleich zur Kontrolle zu erkennen. Monozyten

sind im physiologischen Umfeld H
2
O

2
ausgesetzt, welches sie mit Hilfe von Enzymen

(Katalase) zu Wasser neutralisieren. Daher ist es möglich, dass Monozyten bei dem direk-

ten Verfahren geringere Konzentrationen an H
2
O

2
e�ektiv neutralisieren können, da die

Zellen das H
2
O

2
in kleinen Dosen verabreicht bekommen ha�en. In Bakterien konnte

gezeigt werden, dass H
2
O

2
in geringen Konzentrationen die Expression verschiedene

Gene bewirkt und die Produktion von Katalase, Glutathion-Reduktase usw. induziert

[32]. Das könnte ein Grund für die Stimulierung der Zellviabilität sein. Bei der indirekten

Behandlung kann die Zelle die hohe Konzentration an H
2
O

2
nicht neutralisieren und

verschiedene Arbeiten zeigen, dass mit Zunahme der H
2
O

2
-Konzentration die toxischen

E�ekte von H
2
O

2
zunehmen [48, 134, 4]. Zudem ist der direkte Versuch ein Beweis für

die gute Verträglichkeit von Plasma auf Zellen, was durch zahlreiche Studien ebenfalls

belegt wurde [70, 44, 26, 81].
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5.2.1 Toxizitäts-E�ekte der Mantelgaszumischung

Im nächsten Schri� wurden die zytotoxischen E�ekte der Gaszumischungen auf THP-1-

Zellen betrachtet. Dazu wurden Lebendzellzahl sowie frühe- und späte- 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 überlebt

haben (siehe Abbildung 4.9). Der Einfluss der Zellviabilität in Abhänigkeit von der Behand-

lungszeit war viel stärker (siehe vorheriger Abschni� bzw. Abbildung 4.7), das heißt, die

deutlich geringere Zellviabilität ist nicht gleichbedeutend mit Zell-Toxizität. Das bestätigt

wiederum die Theorie, dass ein Großteil der THP-1-Zellen die lange Plasma-Behandlung

überleben, aber viele Zellen einen deutlich reduzierten Sto�wechsel aufweisen. Ein Grund

für die negative Korrelation der Lebendzellzahl mit der Behandlungszeit könnte der

Anstieg von ROS sein. Eine wichtige Komponente von reaktiven Sauersto� Spezies ist

H
2
O

2
, dass konzentrationsabhängig bei Experimenten mit Jurkat-T-Zellen eine Erhöhung

der Toxizität zeigte [91]. Die Zunahme der H
2
O

2
-Konzentration mit der Behandlungszeit

(siehe Abbildung 4.4) könnte auch hier ein Grund für die Zunahme der Toxizität über die

Behandlungszeit sein. Dennoch überlebten 90 % der Monozyten die Plasma-Behandlung

was für die gute Verträglichkeit von Plasma spricht [26], obwohl hohe Konzentrationen

H
2
O

2
gemessen wurden (siehe Abbildung 4.6). Die gute Verträglichkeit von Plasma auf

Monozyten untermauert die Theorie, dass die Zellen durch ihre Enzymaussta�ung selbst

in der Lage sind, Wassersto�peroxid abzubauen (siehe Abbildung 4.3) und somit weniger

gestresst sind und nicht in Apoptose gehen.

In den Experimenten wurde die Apoptose in frühe und späte Apoptose unterschieden.

Bei der frühen Apoptose haben die Zellen noch ihre Form und sehen makroskopisch

nicht verändert aus, wobei schon Abbauprozesse sta� finden. Hiebei wird Phosphatidyl-

serin, das im Zellinneren von intakten Zelle liegt, nach Außen befördert. Daran bindet

Annexin-V-FITC [124]. Bei der späten 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 frühe Apoptose für die 0 %- und 25 % N
2
-Mantelgaszumischung

höher war als bei den restlichen Mantelgaszumischungen. Dies kann an der Erhöhung

der ROS durch die Erhöhung des Sauersto�anteils in der Mantelgaszumischung liegen.
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Je mehr O
2

im Mantelgas, desto höher auch der Anteil an H
2
O

2
(siehe Abbildung 4.4).

Reaktive Sauersto�spezies haben, wie schon erwähnt, ein breites Wirkungsspektrum

[121]. Beispielsweise können sie in hohen Konzentrationen die Apoptose durch Akti-

vierung der p38 MAPK [68] einleiten, das könnte eine Ursache für die Zunahme der

Apoptoserate mit der Behandlungszeit und bei diesen Mantelgaszumischungen sein

[122]. Au�allend war die Reduktion der frühen und späten Apoptose unter die Werte

der unbehandelten Kontrolle für die 50 %-, 75 %- und 100 % N
2
-Mantelgaszumischung

für 1 min indirekte Plasma-Behandlung. Die indirekte Plasma-Behandlung scheint bei

kurzen Plasma-Behandlungen einen antiapoptotischen-E�ekt zu haben. Dies ist ein

Hinweis für den aktivierenden E�ekt von niedrigen Konzentrationen ROS, wobei ROS

zur Di�erenzierung und Wachstum über den MAP-Kinase-Weg führt [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

Jun-N-terminale Kinase (JNK) ein Überlebenssignal in den Zellen induziert [22].

Die direkte Plasma-Behandlung zeigte gegenüber der indirekten Plasma-Behandlung

deutlich höhere Werte für die frühe Apoptose, jedoch geringere für die spätere Apoptose

(siehe Abbildung 4.10). Eine mögliche Ursache für den anfänglichen Anstieg der frühen

Apotose könnte sein, dass die Zellen bei der direkten Plasma-Behandlung direkt den

Plasmae�luenten ausgesetzt sind und die Zellen sowohl Kontakt mit ROS, RNS als auch

mit UV-Licht haben und die Kombination zu einem verstärkten Signal der Apoptose

führt [14]. Wenn man die Einzelkomponenten betrachtet, hat alleine UV-Licht ein hohes

Potential zur DNA-Zerstörung, was zur Apoptose führt. Dies zeigen auch diverse Abeiten

an Keratinozyten [43, 39]. Besonders, wenn Katalse in ihrer Aktivität durch eine Vielzahl

von ROS limitiert wird, bewirkt UV-Strahlung einen höhere Toxizität [43]. Dennoch könnte

sich die Zelle im Laufe der Behandlung an die zugeführte Menge der reaktiven Spezies

gewöhnen und die Produktion von Katalase und anderen Enzymen, z. B. Glutathion-

Peroxidase erhöhen, was zu einer vermehrten Eliminierung der reaktive Spezies führen

und ein Grund für die niedrigeren Werte der späten Apoptose sein könnte. Bei der

indirekten Plasma-Behandlung ist die Zelle sofort einer großen Konzentration reaktiver

Spezies ausgesetzt und die zellulären Abbaumechanismen könnten nach einer gewissen

Zeit erschöp� sein, wodurch eine Erhöhung der späten Apoptose möglich wäre.

Desweiteren war bei der direkten Plasma-Behandlung au�allend, dass die 50 % N
2
-
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Mantelgaszumischung eine geringfügig höhere Apoptoserate sowohl für die frühe als

auch für die späte Apoptose aufwies. Ein Grund hierfür könnten die höhere Konzentra-

tion an reaktiven Spezies sein, denn bei der Bestimmung von Nitrit (siehe Abbildung

4.5) und Wassersto�peroxid bei der direkten Plasma-Behandlung von Zellen in RPMI

(siehe Abbildung 4.6) konnte gezeigt werden, dass die 50 % N
2
-Mantelgaszumischung

die höchsten Konzentrationen an reaktiven Spezies bewirkte. Somit könnte bei der 50 %

N
2
-Mantelgaszumischung das Verhältnis 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 Zellviabilität be-

stimmt, um anschließend dann im FACS Lebendzellzahl, Volumen und Granularität 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 ermi�elt, die eine Aussage über die Sto�wechselaktivität der Zellen macht. Es zeigte

sich deutlich mit Zunahme der Behandlungszeit eine Erhöhung der Fluoreszenz pro

Zelle (siehe Abbildung 4.16). Die Zellen mit der höheren Fluoreszenz haben ein messbar

größeres Volumen und eine höhere Granularität (siehe Abbildung 4.15), bei gleichzeitig

erniedrigter Zellzahl (siehe Abbildung 4.13). Die Erhöhung von Granularität / Volumen ist

bis jetzt in der Literatur nicht beschrieben worden. Ein Grund für die Zellvergrößerung

könnte eine starke Aktivierung der Zellen sein, die dadurch mehr Zytokine, Wachstums-

hormone oder antibakterielle Sto�e in den Vesikeln bilden. Ein ähnlicher E�ekt wurde

auch von Bundscherer gezeigt [20]. Sie stellte eine deutlich Erhöhung der MAP-Kinasen

(ERK und JNK) im Western-Blot nach 360 Sekunden Plasma-Behandlung fest [21]. Diese

Kinasen führen zur Di�erenzierung und zur vermehrten Zytokinsekretion der Zelle, in-

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

Fluoreszenz pro Zelle (siehe Abbildung 4.16) ist gleichzusetzten mit einem hohen Sto�-

wechsel. Wird die Fluoreszenz mit der Zellviabilität nach direkter Plasma-Behandlung

(siehe Abbildung 4.7) verglichen, zeigt sich eine Erhöhung der Zellviabilität 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 über 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 Dri�el inaktiver war als nach 10 min Plasma-Behandlung. Die 10 min Plasma be-

handelten Zellen wiesen eine reduzierte Zellviabilität bezogen auf die Gesamtzellzahl

auf (siehe Abbildung 4.7), wobei im Mikroskop (siehe Abbildung 4.14) und im FACS

(siehe Abbildung 4.15) eine Vergrößerung von einzelnen Zellen zu sehen war. Wird die

Zellviabilität pro Zelle betrachtet, stellt sich eine deutliche Zunahme der Sto�wech-

selaktivität pro lebender Zelle mit der Plasma-Behandlungszeit dar. Somit zeigten die

Ergebnisse, dass eine lange Plasma-Behandlung eine höhere Aktivität der Zellen bei

erhöhten Volumen und gleichzeitig erniedrigter Zellzahl (siehe Abbildung 4.14) bewirkt.

Zusammenfassend sind die großen Zellen somit aktiver als die kleinen Zellen nach 1 min

Plasma-Behandlung. Diese Daten konnten zusammen mit Bekeschus et. al verö�entlicht

werden [10]. Grund für die Volumenvergrößerung könnten reaktive Spezies sein, die den

intrazellulären Redox-Zustand verändern, was dann zum Zellwachstum führen kann. Dies

konnte beispielsweise in Jurkat-T-Zellen gezeigt werden, die mit Thio-redoxin stimuliert

wurden und eine erhöhte Proliferationsrate zeigten [38]. Desweiteren konnten andere

Arbeiten zeigen, dass durch ROS eine Modifikation des Redox-Zustandes verursacht

und die Di�erenzierung von THP-1-Monozyten zu Makrophagen eingeleitet wird [108].

Das könnte ein Grund für die Volumen- und Granularitätszunahme sein. Es wäre aber

auch möglich, dass eine Form der Selektion durch die Plasma-Behandlung eintri�, denn

durch mikroskopische Untersuchungen zeigte sich, dass die Zellen in der Kontrolle eine

Vielzahl von unterschiedlichen Größen besaßen (siehe Abbildung 4.14). Mit der Zunahme

der Plasma-Behandlungszeit nahm sichtbar die Zellzahl ab und die Größe der Zellen

zu. Die kleineren Zellen könnten somit durch die Plasma-Behandlung eliminiert worden

sein, während die großen Zellen die Behandlung stand gehalten haben. Dafür spricht

das Oberflächen-Volumen-Gesetz von Galileo (Square-cube-law). Es besagt, dass kleinere

Objekt bezogen auf das Volumen eine höhere Oberfläche besitzen als größere Objekte

[3]. Somit können auf kleinere Zellen reaktive Spezies mehr wirken und zum Zelltod

oder Zellzuyklus-Arrest führen. Bekeschus et al. zeigten, dass die Reduktion der Zellzahl

durch den Arrest der Zellen im G2-Stadium verursacht wird [10].

Der Zellzyklus-Arrest könnte auch durch Nahrungsdepletion eingeleitet werden, dies

wurde in einem weiteren Experiment untersucht (siehe Abbildung 4.17). Es wurde 24 h

vor der Fluoreszenzmessung zusätzlich frisches RPMI-Medium oder PBS zu den Proben
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gegeben. Im Vergleich zu der Zellviabilität zeigten die Daten trotz Nährsto�zufuhr bei

reduzierter Zellviabilität (siehe Abbildung 4.7) eine erhöhte Fluoreszenz pro lebender Zelle.

Es zeigte sich lediglich durch die Zugabe von PBS eine Erhöhung der Fluoreszenz pro

Zelle. Da die mitgeführten Kontrollen ebenfalls an Signalstärke zunahmen ist es möglich,

dass Resazurin potentiell besser mit PBS in die Zelle aufgenommen werden kann als mit

RPMI. Somit zeigen sich keine Veränderung der E�ekte durch die Nährsto�zufuhr, sodass

eine Beteiligung der Nährsto�versorgung ausgeschlossen werden kann.

Durch die gemessene Zunahme der Granularität 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]. Für diese Arbeit wurde HB-EGF näher betrachtet. Da HB-EGF in drei

Formen vorliegen kann, als prepro-HB-EGF im Retikulum, als zellmembrangebundene

Form pro-HB-EGF und als lösliche Form [54], erschwert dies die Detektion. Die Detekti-

on des löslichen HB-EGF erlaubt eine Aussage darüber, wieviel an gebildetem HB-EGF

tatsächlich sezerniert wird, doch Barton zeigte in ihrer Dissertation, dass die Detektion

von HB-EGF im Zellüberstand mi�els ELISA keine verwertbaren Resultate erbrachte [5].

In vielen Publikationen wurde bislang nur auf Ebene der messenger Ribonukleinsäure

(m-RNA) HB-EGF gesucht [78, 97, 16, 96, 84]. Da dies aber keine gezielte Aussage über

die tatsächlich ausgeschiedene Menge an dem Wachstumsfaktor erlaubt, wurde in dieser

Arbeit der Fokus auf das an der äußeren Membran befindliche HB-EGF gelegt und dieses

mi�els Durchflusszytometrie detektiert. In der FACS-Analyse wurden die ungefärbten

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

den beiden Proben (siehe Abbildung 4.18). Daraus ist zu schließen, dass sich kein HB-EGF

an der Zelloberfläche befindet.

5.2.2 Auswirkungen der Mantelgase auf die Zytokinausschü�ung

Die Zytokine IL-6 und IL-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 Zytokinausschü�ung
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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 häufig mit Bakterien besiedelt sind und LPS ein Be-

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

sich Rezeptoren, wie zum Beispiel Cluster of Di�erentiation 14 (CD14). Diese sind in der

Lage, LPS zu binden und mi�els Endozytose in die Zelle aufzunehmen. Der so aktivierte

Monozyt wird über 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 Sticksto�anteils und mit der Behandlungszeit (1 min - 6 min) an (siehe

Abbildung 4.19). Der deutlichste Anstieg war bei der 100 % N
2
-Mantelgaszumischung

nach 6 min Plasma-Behandlung zu sehen. Bei der direkten Behandlung war für die 75 %

N
2
-Mantelgaszumischungen eine deutliche Erhöhung der Zytokinausschü�ung bei 3 min

erkennbar. Die restlichen Mantelgaszumischungen zeigten keine deutlichen Unterschiede

und nur einen geringen Anstieg der IL-8-Ausschü�ung über die Behandlungszeit. Oxida-

tiver Stress, der durch die Einwirkung von ROS und RNS auf die Zellen entsteht [75, 121],

kann ein möglicher Grund für 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"für

eine Infektion oder einen Gewebedefekt, was zur Rekrutierung weiter E�ektorzellen führt.

IL-8 hat einen positiven E�ekt auf die Kerationzytenproliferation [99]. Gleichzeitig fanden

Icono et al. heraus, dass hohe Level an IL-8 zu einer Beeinträchtigung der Wundheilung

bei menschlichen Brandwunden führen [50]. Bei dem Vergleich von fetalem und adultem

Gewebe konnte ein höherer 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 könnten 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 erwähnt könnten niedrigere IL-8-Konzentrationen zu einer

geringeren Narbenbildung und zur besseren Wundheilung führen. Das zeigen auch Stu-

dien am Patienten mit chronischen Wunden [15, 33, 53, 44]. Eine deutlich verminderte

Narbenbildung bei direkten, längeren Plasma-Behandlungen zeigten auch Metelmann et

al. [81]. Ein weiterer Gund für 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 Sticksto�-

und Sauersto�spezies kontinuierlich und langsam an, so dass die Zellen diese e�ekti-

ver inaktivieren können 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 Erhöhung der IL-8-Konzentration mit der Behandlungszeit (siehe Abbildung 4.19).

Der Grund dafür könnten hohe Endkonzentrationen an reaktiven Spezies am Ende der

Plasma-Behandlungszeit sein, die komple� auf die Monozyten gegeben wurden. Dies

könnte ein Beleg für die aktivierenden E�ekte von reaktiven Spezies sein [121].

Wie schon oben erwähnt, wurden die Monozyten auch mit LPS stimuliert um das

Milieu einer chronischen Wunde zu simulieren, die bei Patienten häufig vorkommen und

eine große klinische Relevanz haben. Bei der Stimulation der Monozyten mit LPS und

mit steigender Sticksto�konzentration im Mantelgas wurden über die Behandlungszeit

die IL-8-Werte bei der direkten Behandlung reduziert. Dies könnte mit den geringeren

Nitrit-Konzentrationen im Zusammenhang stehen (siehe Abbildung 4.5). Reduziert man

die Sticksto�konzentration im Mantelgas, wird die Nitrit-Konzentration reduziert, das

bedeutet weniger RNS wurden gebildet. Die Erhöhung der IL-8-Werte bei 0 % und 25 %

N
2
-Mantelgaszumischung könnten an der Erhöhung der gebildeten ROS liegen, gemessen

anhand der H
2
O

2
-Konzentration in der flüssigen Zellumgebung (siehe Abbildung 4.4).

Diese Daten konnten zusammen mit Bekeschus et. al verö�entlicht werden [11]. ROS

bewirken eine Aktivierung der Zellen [121] und die Erhöhung der Zytokinausschü�ung

belegt diese Aktivierung. Der aktivierende E�ekt von reaktiven Spezies könnte auch

ein Grund für die vermehrte Zytokinausschü�ung bei den indirekt behandelten und

mit LPS stimulierten Proben sein (siehe Abbildung 4.20. B). Gleichzeitig zeigen die LPS

behandelten Zellen eine um die Häl�e geringere IL-8-Sekretion als die indirekten nicht
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LPS behandelten Zellen. IL-8 erhöht die Proliferation von Keratinozyten [99]. Unter der

Anwesenheit von LPS sinkt die IL-8-Sekretion und die Zellproliferation kann unterdrückt

werden. Dies könnte ein Grund sein, warum chronisch infizierte Wunden schlechter

heilen.

IL-6 gehört 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 können auch zur Aktivierung des Tyrosin-Rezeptors führen.

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

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

lulärer Transkriptionsfaktor) wird die Transkription spezifischer Gene zur Produktion von

IL-6 induziert [1]. 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 Ausschü�ung bis unter den Kontrollwert. Dabei

zeigte sich bei 100 % N
2
-Mantelgaszumischung die stärkste Reduktion. Für die indirekt

behandelten Proben lag ein ähnlicher Trend vor, die anfängliche Stimulation nach 1 min

Plasma-Behandlung überstieg jedoch den Kontrollwert nicht. In ihrer Bachelorarbeit

zeigte Nagel ebenfalls eine Erhöhung der Zytokinkonzentration bei niedriger Behand-

lungszeit, was mit einer Aktivierung des MEK-ERK-Signalweges, der für Regulation von

Zellwachstum und Zelldi�erenzierunng mit verantworlich ist, begründet werden kann

[112]. Bei geringen Behandlungszeitpunkten können 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 erhöht wird [120],

dies kann auch bei den direkt behandelten Zellen ein Grund für die anfängliche Erhöhung

der IL-6-Werte bei kuzer Plasma-Behandlung sein. Die darauf folgende Reduktion der

Zytokinausschü�ung könnte an einer vermehrten Produktion von zelleignen Antioxidan-

tien wie Glutathion liegen, die ROS neutralisieren können. Lowes et al. zeigte an Raten,

dass bei einer Stimulation mi�els MitoQ (Antioxidans das Mitochondrien schützt) die

IL-6-Sekretion deutlich reduziert wird [77]. Die Plasma-Behandlung könnte somit die
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Produktion von Antioxidantien stimulieren was die DNA schützt und die Apoptose inhi-

biert, dafür sprechen auch die erniedrigten Werte für die späte Apoptose bei der direkten

Plasma-Behandlung (siehe Abbildung 4.10). Dies unterstützt 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

können, als wenn sie schlagartig mit hohen Konzentrationen konfrontiert werden. Die

späte Apoptose bei der indirekten Behandlung ist etwas höher (siehe Abbildung 4.11). Die

deutlich reduzierten IL-6-Werte nach langen Plasma-Behandlungen, aber die gleichzeitig

erhöhte Granularität und Volumenerhöhung der Zellen (siehe Abbildung 4.15) sprechen

dafür, 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

E�ekt. IL-6 ist ein zentrales Molekül, das z. B. bei Sepsis ansteigt und über 750 ng ml
−1

im Serum zum Tod des Patient führt. Aus diesem Grund versuchen Kliniker in Studi-

en, die IL-6-Konzentration durch Anti-IL-6-Antikörper-Gabe zu regulieren [127, 101, 29].

Eine Minimierung der IL-6-Konzentration durch Plasma könnte ein neuer Ansatz sein,

einer Bakteriämie und septischen Prozessen entgegenzuwirken. Die Minimierung der

IL-6-Sekretion wurde auch in primären humanen Monozyten nachgewiesen [22]. Die

niedrige IL-6-Konzentration, die durch die Plasma-Behandlung bei langen Behandlungen

gemessen wurden, könnte auch im Zusammenhang mit dem verringerten Schmerzgefühl

bei mit Plasma behandelten Patienten stehen [52, 19]. Denn eine Studie bei IL-6 negati-

ven Mäusen zeigte eine deutlich Verminderung des Schmerzempfindens bei Hitze [87].

Auch bei der Behandlung von chronischen Wunden wurde neben der beschleunigten

Wundheilung eine Schmerzreduktion gegenüber der Kontrolle festgestellt [19].

5.3 Gesamtbewertung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von fünf Gaszumischungen im

Mantelgas eines argonbetriebenen kalten Atmosphärendruckplasmajets auf die Gene-

rierung von reaktiven Spezies in Flüssigkeiten 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 E�ekt auf die Wundheilung haben [101]. IL-8

stimuliert die Angiogenese und hat einen positiven E�ekt auf die Keratinozytenprolife-

ration [63, 99]. Durch die Plasma-Behandlung und Variation der Mantelgase sollte die

Monozyten aktiviert, die Zytokinausschü�ung stimuliert und damit die Wundheilung po-

sitiv beeinflusst werden. In der Gesamtbewertung wird versucht, aus den hier gefundenen

In-vitro-Ergebnissen Schlussfolgerungen für den klinischen Einsatz von Plasma bei der

Wundheilung zu ziehen. Zusammenfassend ist zu sagen, dass es deutliche Unterschiede

zwischen den Mantelgaszumischungen in der Flüssigkeitsanalytik (bei der Bestimmung

der reaktiven Spezies H
2
O

2
, NO

2

–
und NO

3

–
) gab, die E�ekte auf Monozyten waren deut-

lich geringer. Es ergaben sich keine Veränderungen des pH-Wertes in Abhängigkeit von

den Mantelgaszumischungen. Der geringe pH-Wert-Anstieg über längere Behandlungs-

zeiten ist durch Ausgasen des CO
2

im Medium erklärbar. Wie zu erwarten, waren bei

der Zumischung von Sauersto� im Mantelgas eine Erhöhung der H
2
O

2
-Konzentration zu

messen und bei der Zumischung von N
2

nahm die Konzentration an NO
2

–
und NO

3

–
mit

der Erhöhung N
2
-Anteils im Mantelgas zu. Bei Zugabe von Katalase zur plasmabehandel-

ten Flüssigkeit stieg die NO
2

–
-Konzentration an. Dies weist darauf hin, dass H

2
O

2
NO

2

–
in

NO
3

–
und Peroxynitrit umwandelt. Daher sollte in nachfolgenden Arbeiten die Wirkung

von Katalase auf die NO
2

–
-und NO

3

–
-Bildung näher untersucht werden, da hierdurch

die Wirkung von H
2
O

2
reduziert wird und somit die E�ekte von Sticksto�spezies auf

Flüssigkeiten und Zellen näher charakterisiert werden könnten. Die größten Einflüsse

der Mantelgase auf Monozyten waren bei der 50 % und der 100 % N
2
-Zumischung zu

sehen. Die 50 % N
2
-Mantelgaszumischng zeigte eine höhere Apoptoserate für die frühe

und späte Apotoserate nach direkter Plasma-Behandlung und eine niedrige Zellviabilität.

Desweiteren wurde bei dieser Mantelgaszumischung für die Zytokinsekretion von IL-8 bei

der direkten Plasma-Behandlung die niedrigsten Werte ermi�elt. Da die Apoptoserate bei

dieser Mantelgaszumischung und auch die IL-8-Sekretion am geringsten war, hat die 50 %

N
2
-Mantelgaszumischung einen potentiell eher negativen E�ekt auf Monozyten und die

Wundheilung, da niedrige IL-8-Konzentrationen mit einer geringen Proliferationsrate von

Keratinozyten einhergehen [99]. Die 100 % N
2
-Mantelgaszumischung zeigte die größten

E�ekte auf die Zytokinsekretion. Bei den LPS-stimulierten Proben sank mit der Behand-

lungszeit bei dieser Mantelgaszumischung die IL-6-Konzentration am deutlichsten, dieser

E�ekt könnte bei Patienten mit erhöhtem IL-6-Spiegel im Fall von Bakterämien eingesetzt
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werden. Da niedrige IL-6-Spiegel mit einem erniedrigten Schmerzempfinden einhergeht,

kann somit die 100 % N
2
-Mantelgaszumischung auch einen positiven Einfluss auf die

Schmerzempfindung im Zusammenhang mit einer Plasma-Behandlung haben. Bei der

unstimulierten, indirekten Behandlung mit der 100 % N
2
-Mantelgaszumischung kann die

deutlich angestiegene IL-8-Konzentration einen größeren E�ekt 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 E�ekt zu verifizieren. Weitere eindeutige Tendenzen

zwischen den Mantelgaszumischungen gab es bei der Zytokinausschü�ung nicht, aber

es gab deutliche Unterschiede zwischen der direkten und indirekten Plasma-Behandlung.

Die indirekte Plasma-Behandlung zeigte eine deutliche Erhöhung der IL-8-Sekretion,

die mit der N
2
-Konzentration im Mantelgas anstieg (siehe Abbildung 4.19). Höhere IL-8-

Konzentrationen erhöhen die Proliferationrate von Kerationzyten [99] und können zu

einen schnelleren Wundverschluss führen. Auch für die IL-6- und IL-8-Konzentrationen

nach LPS-Stimulation zeigten sich Unterschiede zwischen der direkten und indirekten

Behandlung. Die Zellviabilität ergab Unterschiede zwischen der direkten und indirekten

Behandlung, wobei die indirekte Behandlung eine stark reduzierte Zellviabilität induzierte

und die direkte Plasma-Behandlung (1 min) eher aktivierend wirkte. Indirekte und direkte

Plasma-Behandlungen haben auch Auswirkungen auf die H
2
O

2
-Konzentration. Da bei

der direkten Plasma-Behandlung die Zellen kontinuierlich den Plasmakomponenten

ausgesetzt sind und die Zellen Katalase enthalten, können sie H
2
O

2
abbauen und zeigen

eine höhere Zellviabilität. Bei der indirekten Plasma-Behandlung werden die Zellen auf

einen Schlag der komple�en Menge an RONS ausgesetzt, was die Schutzmechanismen

der Zellen überfordern könnte und beispielsweise H
2
O

2
nicht mehr su�izient abgebaut

werden kann und dies zur Reduktion der Zellviabilität führt. Dies erfordert einerseits

weitere Aufklärung über 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 unterstützt die Theorie, dass es bei

direkter Plasmaeinwirkung zu wenig Nebenwirkungen und zu keinen gentoxischen und

mutagenen E�ekten kommt [61, 51, 44]. Wie das bei der Anwendung plasmabehandelter

Flüssigkeiten (indirekter Plasma-Behandlung) ist, muss näher untersucht werden. Somit

könnte die Art der Behandlung (mit Ausnahme der oben genanten Mantelgaszumischun-
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gen) einen größeren 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 geklärt werden, ob der Antikörper 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 fördert.

Neben den Zielen der Arbeit wurden noch weitere interessante Ergebnisse gefunden,

die einen Einfluss auf die Wundheilung haben könnten. Es konnte eine mikroskopische

Vergößerung der Monozyten unter der Plasma-Behandlung gezeigt werden. Die vergrößer-

ten Zellen zeigten in der FACS-Analyse zudem eine Volumen- und Granularitäts-Zunahme.

Eine Nahrungsdepletion konnte weitgehend ausgeschlossen werden. Die Volumen- und

Granularitäts-Zunahme könnten auf eine Erhöhung der metabolischen Aktivität zurück

zu führen sein. Die intrazellulärern Granula könnten Zytokine oder Antioxidanzien ent-

halten, die einen positiven E�ekt auf die Wundheilung haben könnten. Da diese Volumen-

und Graularitäts-Zunahme bis dato nicht erforscht worden ist, bleiben die Fragen nach

Selektion oder Triggern der Zellen durch Plasma o�en ebenso wie die Frage nach dem

Inhalt der Granula und benötigen noch weiterer Forschung. Das könnte in Form von PCR

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

Abkürzungsverzeichnis

CO
2

Kohlensto�dioxid

H
2
O

2
Wassersto�peroxid

H
2
O Wasser

H
3
O

+

Hydronium-Ion

HCO
3

–
Hydrogencarbonat-Anion

HNO
2

Salpetrige Säure

N
2

Sticksto�

NO
2

–
Nitrit-Anion

NO
3

–
Nitrat-Anion

NO Sticksto�monoxid

NaHCO
3

Natriumhydrogencarbonat

O
2

–· Superoxidradikal

O
2

Sauersto�

O
3

Ozon

OH
–

Hydroxyl-Ion

AK Antikörper

APP Jet Atmosphärenplasmajet

AUR Amplex Ultra Red

AVBB Annexin-V-Bindungspu�er



B Abkürzungsverzeichnis

CD Cluster of Di�erentiation

DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol

DBD dielektrischen Barriereentladung

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating fac-

tor

HB-EGF Heparin-binding EGF-like growth factor

HNO3 Salpetersäure

HRP Horseradish peroxidase

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharid

m-RNA messenger Ribonukleinsäure

PB Plasmabehandlung

PBS Phosphate Bu�ered Saline

RNS reaktiven Sticksto�spezies

RONS reaktive Sauersto�- und Sticksto�spezies

ROS reaktiven Sauersto�spezies

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

slm Standardliter pro Minute

TMB 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin



Abkürzungsverzeichnis C

UV Ultraviole�

VEGF Vascular endothelial growth factor
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