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1. Einleitung

1.1 Allgemeines zum Plasma und dessen Erzeugung

Plasma ist ein teilweise oder vollstindig ionisiertes Gas. Es wird nach fest, fliissig und
gasformig als der vierte Aggregatzustand bezeichnet. Es ist ein Gemisch aus freien
Elektronen, positiv geladenen Ionen und neutralen Gasmolekiilen. Bei Wechselwirkung mit
der Umgebungsluft entstehen weiterhin freie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie O, OH,
HO,, Peroxidanionen wie O,’, HO,, Ozon und Wasserstoffperoxid, sowie Stickstoffradikale
(RNS) wie NO und NO,. Durch StéBe der freien Elektronen auf im Gas befindliche Atome
oder Molekiile wird sichtbares Licht oder ultraviolette Strahlung im UVA, UVB und UVC
Bereich emittiert. Das fiir das Plasma typische Leuchten entsteht.

Die meiste sichtbare Materie des Universums besteht aus Plasma. Es wird vermutet, dass
Sterne oder das Innere von Planeten wie Jupiter oder die Sonne aus diffusem oder sehr
dichtem Plasma bestehen. Auf der Erde kann Plasma natiirlicherweise als Teil einer
Kerzenflamme, im Blitz, im Polarlicht oder in der Sonne als leuchtendes Element beobachtet
werden. Die kiinstliche Erzeugung von Plasma gelingt im Allgemeinen durch das Anlegen
eines starken elektrischen Feldes (Welt der Physik 2011). Elektronen und lonen werden in
diesem Feld in Schwingung gebracht. Dadurch erwirmt sich das Gas und es entsteht das heifle
Plasma. Seit den 1980er Jahren ermoglicht die Verwendung von heilem Plasma die
thermische Verddung von Angiodysplasien und Tumoren, das Schneiden von Gewebe und die
Blutkoagulation bei Operationen (Heinlin et al. 2011). Es ist jedoch auch mdéglich, Plasma mit
einer Temperatur dhnlich der Umgebung zu generieren, welches keine thermischen Schiden
verursacht. Es gibt verschiedene Methoden, Niedertemperatur-Plasmen zu erzeugen. Eine
Moglichkeit ist, die Anzahl an geladenen Teilchen gering zu halten, indem das Plasma bei
Unterdruck hergestellt wird, was die Anwendung jedoch aufwendig und kostenintensiv
gestaltet. Niedertemperatur-Plasmen konnen auch unter normalen Luftdruck (101,3 kPa)
erzeugt werden - das sogenannte kalte Atmosphédrendruck-Plasma (Cold Atmospheric-
pressure Plasma = CAP). Dabei wird die Zeit, in der das elektrische Feld anliegt, auf 107 bis
10° s begrenzt und die notwendige Ionisation wird durch eine Pulsung in Millisekunden
Abstidnden ermoglicht (Stoffels et al. 2004; Weltmann et al. 2009). Weiterhin wird bei einer
grolen Oberflichen-Volumen-Relation die entstethende Wirme durch Konvektions- und
Diffusionseffekte mit der Umgebung nach auflen transportiert und eine ibermiflige Erhitzung

des Gases verhindert. Es gibt verschiedene Formen von CAP-Quellen (Weltmann et al. 2010).
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Die in dieser Arbeit verwendete Quelle ist der Plasmajet kINPen® MED der Firma neoplas
tools GmbH Greifswald. Durch die Erzeugung kalter Atmosphéirendruckplasmen erdffnet sich
die Moglichkeit einer breiteren Anwendung von Plasma in der Medizin, da Gewebe schonend
behandelt werden kann. Im Mittelpunkt der medizinischen Forschung steht die
antimikrobielle Wirkung des kalten Plasmas und damit verbunden die Férderung der Heilung

chronisch infizierter Wunden.

1.2 Einfluss von Plasma auf die Wundheilung

Plasmabehandlung zeigte in vielen Studien eine hohe Effektivitidt bei der Beseitigung von
gramnegativen und grampositiven Bakterien, Biofilm-produzierenden Bakterien, Viren,
Pilzen und Sporen in vitro (Heinlin et al. 2010). Ebenso zeigt es eine vielversprechende
Wirkung gegen antibiotikaresistente Stimme wie Methicillin resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) und Verotoxin-producing Escherichia coli (EHEC), getestet ex-vivo an
Schweinehaut, ohne Apoptose der Hautzellen selbst auszuldsen (Maisch et al. 2012).
Ebenfalls ohne histologisch sichtbare Schiden blieb plasmabehandeltes Kornealepithel vom
Schwein, welches zuvor mit verschiedenen Pathogenen infiziert wurde, wéhrend eine
signifikante Reduktion der Keimlast nach Behandlung mit Plasma stattfand (Hammann et al.
2010). Aktuell werden die toxischen Effekte des Plasmas in der Literatur diskutiert.
Vermutlich haben die emittierte UV-Strahlung und die freigesetzten Radikale eine grofere
schidigende Wirkung auf prokaryotische DNA und Membran als auf eukaryotische Zellen.
Ein Grund konnte die Organisation im Gewebeverband, sowie die im Vergleich zum
Prokaryoten bessere Ausstattung mit antioxidativ wirkenden Mechanismen sein. (Dobrynin et
al. 2009). Eine signifikante Senkung der Keimanzahl wurde bei ex-vivo FEinsatz an
Schweineohren auch mit dem KinPen(09, dem Vorginger des in dieser Arbeit verwendeten
kINPen® MED, bestitigt (Lademann et al. 2011). Klinisch wurde der Effekt von Plasma auf
die Keimbesiedlung von chronischen Ulcera zusitzlich zur Standardbehandlung der Wunde
getestet. Die Bakterienlast auf Ulcera nach einer Plasmabehandlung war signifikant niedriger
als auf unbehandelten Ulcera. Sekundérinfektionen von Wunden fithren bekanntlich zu einer
verzogerten Heilung. Der desinfizierende Effekt einer Plasmabehandlung konnte damit
positiv auf die Heilung chronischer Wunden wirken (Isbary et al. 2010). Auch akute Wunden
scheinen sich nach Behandlung mit Plasma besser zu erholen. Dabei wurden in einer Studie
von Metelmann et al. mittels CO, Laser kiinstliche Wunden an gesunden Probanden gesetzt.
Nach Behandlung mit dem kINPen® MED heilten sie schneller als die unbehandelte

Kontrolle. Es wird ein proliferationsfordernder Effekt durch physikalisches Plasma als Grund
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fiir eine aktive Stimulation der Wundheilung diskutiert (Metelmann et al. 2012). Nastuta et al.
zeigten an Verbrennungswunden von Ratten und anschlieBender Plasmabehandlung, dass
auch die Reepithelialisierung gefordert wird (Nastuta et al. 2011). Studien von Heinlin et al.
zeigten einen signifikant positiven Einfluss auf Reepithalisierung, Fibrinbelag und
Blutkrusten auf den behandelten, nicht infizierten Wunden im Vergleich zum Placebo-Gas
(Heinlin et al. 2013). In allen Studien gibt es keine signifikant erhohten Nebenwirkungen fiir
den Patienten wie Schmerzen, Erwdrmung, Parédsthesien oder Brennen. Neben der Senkung
der Bakterienlast durch Plasmabehandlung ist es notwendig, die Wirkung von Plasma auf
zelluldrer Ebene zu verstehen. Denkbar wire eine stirkere Produktion von Zytokinen (Heinlin
et al. 2013). Als wundheilungsfordernde Substanzen konnten auflerdem das im Plasma
gebildete NO, H,O; und Ozon in Frage kommen. Intrazelluldr physiologisch gebildetes H>O»
als Antwort auf Verwundung im ,oxidativen burst“ hat Einfluss auf alle Phasen der
Wundheilung (Schreml et al. 2010). Nach Behandlung von Rattenwunden mit NO-
angereichertem Plasma wurde ebenfalls eine beschleunigte Wundheilung beobachtet. Die
hohe exogene NO-Zufuhr stimuliert diverse metabolische Prozesse, die Anteil an der
Wundheilung haben (Shekhter et al. 2005). Ozon wird bereits im Bereich der
Hautdesinfektion verwendet. Weiterhin ist bekannt, dass Ozon eine Rolle bei der
Immunmodulation spielt. Bei Behandlung chronischer Ulcera mit relativ hohen
Ozonkonzentrationen (60g/m’) wurde ebenfalls ein positiver Effekt auf dessen Heilung erzielt
(Martinez-Sanchez et al. 2005). Ein weiterer Faktor zur Férderung der Wundheilung kann der
der gerinnungsfordernde Effekt von Plasma sein, der an Verbrennungswunden auf

Schweinehaut in-vivo getestet wurde (Wu et al. 2013).

Plasma trifft in seiner Anwendung zwangsldaufig auf lebende menschliche Zellen und
Gewebe. Die intra- und interzelluldren Vorginge, die dabei ausgeldst werden, sind vielfaltig
und Gegenstand aktueller Grundlagenforschung. In dieser Arbeit wird insbesondere auf
Prozesse eingegangen, die in der Wundheilung eine Rolle spielen. Es werden im Folgenden
aktuelle Ergebnisse zum FEinfluss von Plasma auf die Proliferation, die Differenzierung und
die  Ausschiittung von  Zytokinen  von  eukaryoten  Zellen  beschrieben.
Bei einer Anwendung von Plasma in der Medizin miissen auch potenzielle Nebenwirkungen
bedacht werden. Hierzu werden aktuelle Aspekte zur Auslosung von Apoptosen oder

Schéadigung von DNA unter dem Einfluss einer Plasmabehandlung beleuchtet.



1.3 Wirkung von Plasma auf epidermale Zellen in vitro

Die beschriebenen Komponenten des Plasmas konnen potentiell auf viele Bestandteile der
menschlichen Zelle wirken, wie auf dessen Proteine (Oxidation, verdnderte Aktivitdt von
Enzymen), die Zellmembran (Lipidperoxidation und Schidigung) oder den Zellkern (DNA
Schiaden in Form von Oxidation von Basenpaaren, Strangbriiche, Apoptose) (Stoffels et al.

2004; von Woedtke et al. 2013).

Zellproliferation

Plasma hat womdoglich eine Wirkung auf die Proliferation von Zellen. Bei niedriger Intensitat
und Behandlungszeit wirkt es proliferationsfordernd, bei hoheren proliferationshemmend, was
Studien an Fibroblasten (Kalghatgi et al. 2009) und menschlichen Epithelzellen (Kalghatgi et
al. 2011; Barton et al. 2012) zeigen sollen. Sublethale Membranschiddigung sowie eine
Erhohung intrazellulédrer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch exogene Zufuhr fordert bis
zu einem bestimmten Mal3 proliferative Signalwege, bis es durch Haufung von DNA-
Schiaden zum Zelltod kommt (Kalghatgi et al. 2011). Ein weiterer Aspekt ist das in Plasma
enthaltene Stickstoffradikal NO. Bei Versuchen an Keratinozyten zeigte sich, dass NO mit
zunehmender Menge differenzierungsfordernd und proliferationshemmend wirkt (Liebmann
et al. 2011). Weitere Studien ergaben, dass Plasma die S-Phase im Zellzyklus von
Keratinozyten beeinflusst. Unter Plasmabehandlung verweilt die Zelle linger im G2/M-
Restriktionspunkt und tritt spéter in die Zellteilung der M-Phase ein (Volotskova et al. 2012;
Wende et al. 2013). Dabei nimmt auch die DNA-Synthese mit wachsender Behandlungszeit
ab (Wende et al. 2013).

Zytokinausschiittung

Barton et al. konnte nach Behandlung von HaCaT-Zellen (aneuploide menschliche
Keratinozyten) mit dem Plasmagerit kINPen® MED eine erhohte Sekretion und
Transkription von Signalproteinen nachweisen. Dabei stiegen die Interleukine IL6 und ILS,
zentrale Zytokine fiir Antwortprozesse der Zelle bei Wundheilungs- und

Entziindungsprozessen, signifikant an (Barton 2013).

DNA-Schéiden

UV-Strahlung oder reaktive Sauerstoffspezies, ebenfalls Bestandteile des Plasmas, sind
potentiell schiadigend fiir eukaryotische DNA. Bei in-vitro-Versuchen hiuften sich DNA-
Schiaden nach Plasmabehandlung (Kalghatgi et al. 2011), detektiert mittels pH2AX - einem
Marker fiir phosphorylierte Histone bei DNA Doppelstrangbriichen. Nach fehlerhafter
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Reparatur von DNA-Schiden besteht ein erhohtes Risiko fiir Mutationen. Boxhammer et al.
erforschte mit einem Mutagenititsassay (HPRT-Assay) verschiedene
Plasmabehandlungszeiten an Zellen in Kultur. Dabei induzierten Plasmabehandlungen bis zu
240 Sekunden und wiederkehrender Behandlung von 30 Sekunden keine signifikante
Mutationssteigerung (Boxhammer et al. 2013). Weitere Studien an humanen Keratinozyten
untersuchten die Ergebnisse nach Behandlung mit dem kINPen09 (Vorgédngermodell des in
dieser Arbeit verwendeten kKINPen® MED). Direkt nach der Behandlung entstandene DNA-
Einzelstrangbriiche gingen nach 24 Stunden wieder auf den Kontrollwert zuriick. DNA-

Doppelstrangbriiche wurden nicht detektiert (Wende et al. 2013).

Apoptose

Die Apoptose ist ein aktiver Prozess, bei dem die Zelle kontrolliert in den programmierten
Zelltod tlibergeht. Ausldser sind unter anderem mechanische oder thermische Schiden sowie
DNA-Schédden oder oxidativer Stress (Rassow 2008). Zahlreiche in-vitro-Studien zeigten,
dass Plasmabehandlung ab einer bestimmten Behandlungszeit und Intensitdt die Apoptose
von Zellen auslosen kann (Kalghatgi et al. 2009; Liebmann et al. 2011; Kalghatgi et al. 2011).
Dabei hdufen sich Apoptosemarker mit steigender Plasmabehandlungszeit. Bei
Plasmabehandlung von Zellmedium mit dem kINPen® MED und anschlieBender Gabe zu
HaCaT Zellen in Kultur zeigte sich bei einer Behandlungsdauer von 180 Sekunden jedoch

keine signifikante Erhdhung von Apoptosemarkern (Barton 2013).

In-vitro-Untersuchungen belegen zahlreiche Wirkungen von Plasma auf Zellen, welche dem
Agens mehr oder weniger direkt ausgesetzt sind. Bei medizinischen Anwendungen trifft
Plasma jedoch auf Zellen im Gewebeverband der menschlichen Haut. Vorgénge, die sich hier
abspielen, stehen im Zentrum dieser Arbeit. Die menschliche Haut ist durch ihren

mehrschichtigen Aufbau weitaus komplexer organisiert, als Zellkulturen.



1.4 Aufbau und Funktion der menschlichen Haut

Die menschliche Haut bildet einen ca. 2m” groBen, den Korper bedeckenden Schutzmantel.
Sie setzt sich aus Cutis, der eigentlichen Abschlussschicht und darunterliegender Subcutis,
einer Verschiebeschicht, zusammen. Man unterscheidet zwei Hautarten: die Leistenhaut, zu
finden an Plantarflichen von Handen und Fiilen und die Felderhaut, welche den Rest bedeckt.

Aufgrund der hoheren mechanischen

Beanspruchung ist die Leistenhaut bis zu 10

Keratin
flaments CUAVER mal dicker als die Felderhaut, welche 50 —
Envelopes 5

TRANSITIONAL CELL 100pm dick sein kann (Lillmann-Rauch

Keratohyalin

Membrane-coating 4 GRANULAR LAYER
granules -

2009). Die Aufgaben der Haut sind
vielfdltig. Neben einem rein mechanischen

stellt sie auch einen antimikrobiellen Schutz

Filaments

Nucleus

dar. Sie reguliert dariiber hinaus {ber

Schweilldriisen den Wirme- und

Desmosome

Wasserhaushalt des Korpers und liefert iiber

BASAL LAYER
freie Nervenendigungen und spezialisierte
Sinneszellen zahlreiche Informationen aus
s R T BASAL LAMINA
Abb.1: Schichtenbau der Epidermis und
Differenzierungsstadien = von  Keratinozyten,
verdndert nach Ecker und Rorke 1989. konnen, besitzt die Cutis einen besonderen,

der Umwelt (Rohen und Liitjen-Drecoll

2000). Um diese Funktionen erhalten zu

mehrschichtigen Aufbau. Sie besteht aus
Epidermis und Dermis, welche eng miteinander verbunden sind. In dieser Arbeit wird vor
allem die Epidermis als dullerste Schutzschicht genauer betrachtet, die in direktem Kontakt

mit der Plasmaquelle steht.

Die Epidermis besteht neben Melanozyten, Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen vorwiegend
aus Keratinozyten. Diese sind in einem verhornten, mehrschichtigem Plattenepithel
angeordnet. Von basal nach apikal kann man vier Schichten unterscheiden, das sind das
Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum und das Stratum corneum (siehe.
Abb.1). Die Morphologie der Zellen in den Schichten ist verschieden. Das Stratum basale
besteht aus einer Lage kubisch bis prismatischer Keratinozyten. Diese sind Stammzellen und
teilungsfreudige = Progenitorzellen. Sie  durchlaufen in vier Wochen einen
Differenzierungsprozess von der Progenitorzelle liber den postmitotischen Keratinozyten bis

zur enddifferenzierten verhornten kernlosen Zelle. Von basal nach apikal nimmt der

10



Differenzierungsgrad der Keratinozyten zu. Proliferierende Zellen findet man normalerweise
nur im Stratum germinativum, welches das Stratum basale und das darauffolgende 2 bis 5-
schichtige Stratum spinosum umfasst. In diesem sind die Keratinozyten grofer und polygonal,
mit lichtmikroskopisch gut erkennbaren stacheligen Fortsdtzen. Steigen die Zellen in das
hoherliegende 2 bis 3-schichtige Stratum granulosum, beenden sie den Vorgang der
Proliferation und beginnen die Differenzierung zur Hornzelle. Die Differenzierung der
Keratinozyten umfasst viele Prozesse. So dndert sich beispielsweise die Synthese wichtiger
Strukturproteine, wie die der Zytokeratine (Ecker und Rorke 1989). Weiterhin sind
Nukleolyse und Proteolyse intrazelluldrer Organellen mit dem Differenzierungsprozess
assoziiert (Ecker und Rorke 1989). Zusitzlich werden saure Hydrolasen und Lipide in den
Interzelluldrraum abgegeben, gelangen bis in die oberste Schicht und bilden eine Wasser
abweisende Hiille. Die enddifferenzierten Keratinozyten finden sich im Stratum corneum
wieder, einer Schicht aus 25 bis 100 Zelllagen. Sie sind kern- und organelllos und enthalten
sehr wenig Wasser. Die flachen polygonalen Hornzellen bestehen fast nur noch aus
Keratinfilamenten. Um die Hornzelle herum bildet sich ein ,,cornified envelope®. Das ist eine
Hiille aus Proteinen, welche sich von innen an die Zellmembran anlagert und die Hornzellen
untereinander sowie mit Zytokeratinen vernetzt. Sie bildet eine mechanisch und chemisch
widerstandsfahige Barriere im Stratum corneum, welche durch einen Sidureschutzmantel (pH

Wert = 5,7) erginzt wird (Welsch und Sobotta 2006).

Der Zellverband der Epidermis schiitzt den Organismus vor Schdden durch duBlere Faktoren
wie mechanischer Belastung, Mikroorganismen, UV-Strahlung oder einwirkenden Radikalen

und oxidativen Stress. Letztere sind jedoch auch Bestandteile des Plasmas.

1.5 Ziel und Motivation der Arbeit

Die Plasmatherapie ist in der Medizin eine vielversprechende Behandlungsmoglichkeit
schlecht heilender Wunden geworden. Es gibt bereits zahlreiche Erkenntnisse zu Effekten von
Plasma auf epidermale Zellen in Kultur. Die Frage nach der Dauer der Plasmabehandlung und
die damit verbundene Wirkung auf Zellen im Zellverband - in Form einer intakten
geschlossenen Epidermis - ist fiir den klinischen Einsatz von grofler Bedeutung. Einen
therapeutischen Effekt durch die Plasmabehandlung von Haut ohne daraus resultierende

Zellschdden zu induzieren, ist Motivation dieser Arbeit. Ziel ist es, mit geeigneten Markern
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die wichtigen Prozesse der epidermalen Homoostase wie Proliferation, Apoptose und
Differenzierung von Keratinozyten hinsichtlich ihrer Reaktion auf verschieden lange
Plasmaexpositionen zu untersuchen. Weiterhin wird der Einfluss von Plasma auf das
Auftreten von DNA-Schidden und auf die Ausschiittung relevanter Mediatoren der Zell-Zell
Kommunikation (Zytokine), die wihrend der Wundheilung eine wesentliche Rolle spielen,
betrachtet. Die Untersuchungen wurden mit dem zur medizinischen Behandlung zugelassenen

kINPen® MED der Firma neoplas tools GmbH durchgefiihrt.

2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Paraformaldehyd Carl Roth, Karlsruhe D

Triton X-100 VWR, Darmstadt D

Tween-20 Carl Roth, Karlsruhe D

Ethanol, reinst Carl Roth, Karlsruhe D

Essigsdure, 96% Carl Roth, Karlsruhe D

tr1 Natriumcitrat Dihydrat Carl Roth, Karlsruhe D
Schwefelsdure, 2N Carl Roth, Karlsruhe D

Albumin solution from bovine serum Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA

Normal Goat Serum

Protein Block, serumfree DAKO, Glostrup, DK
PBS, 10x PAA Laboratories GmbH, Pasching AT
William's E Medium, serumfrei Lonza Group AG, Basel CH
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Penicillin/Streptamycin Stock
Insulin, human rekombinant
Hydrocortison

L-Glutamin

Lonza Group AG, Basel CH
Biochrom AG, Berlin D
Sigma-Aldrich Co., St. Louis USA

Lonza, Wallkersville, USA

Fungizone (Penicillin/Streptomycin/AmphotericinB) Promo Cell, Heidelberg D

Mounting Medium with DAPI Vectashield

O.C.T. compound

Néhrmedium fiir Hautproben

Transportmedium fiir Hautproben

Fixierung der Schnitte

Postfixierung der Schnitte

Blockierung

Permeabilisationspuffer fiir Ki67/TUNEL Féarbung

Permeabilisationspuffer fiir pH2AX Farbung

Waschpuffer nach Primérantikrper

13

Vector Laboratories Inc., Burlingame
USA
VWR International GmbH, Darmstadt D

William's E versetzt mit

- Penicillin/Streptamycin (10pg/ml)
- Insulin (10pg/ml)

- Hydrocortison (10ng/ml)

- L-Glutamin (2mmol/l)

William's E versetzt mit

- Fungizone (0,25pg/ml)

4% Paraformaldehyd/2xPBS/Aqua
bidest

Ethanol/Eisessig, Verhiltnis 2:1
10% NGS/PBS
8% BSA/PBS, steril filtriert

0,1 % Triton X-100/PBS mit 0,1%
sodium citrat/PBS

1% Triton X-100/PBS

0,1% Tween-20/PBS



2.1.2 Kits

DC ™ Protein Assay Kit

ELISA MAX ™ Deluxe Set Human IL8
ELISA MAX ™ Deluxe Set Human IL6

In Situ Cell Detection Kit, Fluorescein

2.1.3 Antikorper

Keratin 1 Polyclonal Antibody Rabbit
Keratin 14 Polyclonal Antibody Rabbit
Ki-67 Monoclonal Antibody Mouse
Phospho-Histone H2A.X Rabbit mAb (IgG)
Alexa Fluor® 594 goat anti-mouse [gG

Alexa Fluor® 546 goat anti-rabbit [gG

2.1.4 Geriite

Axio Observer Z1 motorized

QuantEM camera
infinite M200®Pro
kINPen® MED
mini spin Zentrifuge

Thermo shaker PHMP-4

CO»-Incubator 160
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BioRad, Hercules USA
BioLegend Inc., San Diego USA
BioLegend Inc., San Diego USA

Roche Diagnostics GmbH, Basel CH

Convance HISS Diagnostics GmbH
Convance HISS Diagnostics GmbH
Dako, Denmark

Cell Signaling Technology
BioLegend Inc., San Diego USA

BioLegend Inc., San Diego USA

Carl Zeiss Microlmaging GmbH AG,
Oberkochen D

Princeton Instruments, Trenton USA
Tecan, Mannedorf, CH

neoplas tools GmbH, Greifswald, D
Eppendorf, Koln, D

Grant-bio, Grand Instruments,

Cambridge, GB

Mytron B. und S. GmbH, Heilbad
Heiligenstadt D



Wasserbad Memmert WNB14

Kryostat CM 199-V5.0

Vortex-genie® 2
Igloo U830 GREEN LINE

Axiovert 40 CFL

Axio Cam MRC

2.1.5 Software
Magellan
Reader control and data reduction software

GraphPad Prism 6.0

Axio Vision Release 4.8.1

CEEXO 2006 Cell Explorer

2.1.6 Allgemeines Labormaterial

1,5 ml Reaktionsgefal3, PCR clean

15 ml Zentrifugenréhrchen

Trasadingen CH
Surgical Disposable Scalpel
Deckgliser, 24x50mm

Superfrost Plus Objekttrager
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Memmert GmbH& Co. Kg, Schwabach
D

Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Wetzlar, D

Scientific Industrie, Inc. Bohemia, USA
Telstar, Terrassa, ESP

Carl Zeiss Microlmaging GmbH AG,
Oberkochen D

Carl Zeiss Microlmaging GmbH AG,
Oberkochen D

Tecan, Mannedorf, CH
Tecan, Mannedorf, CH

GraphPad Software, Inc.
USA

SanDiego,

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena,
D

BioSciTec GmbH, Frankfurt/Main, D

Eppendorf AG, Hamburg

TPP Techno Plastic Products AG,

Baun, Aesculap AG, Tuttlingen, D
VWR International GmbH, Darmstadt D

Thermo, Braunschweig, D



Iml Cryovial, DNAse frei, RNAse frei, steril Simport, Beloeil CA

Pipetten Eppendorf, Kéln D

2.2 Der Atmosphérendruck-Plasmajet KINPen® MED

Alle Versuche wurden mit dem Atmosphirendruck-Plasmajet kKINPen® MED, entwickelt im
Leibniz Institut fiir Plasmaforschung und Technologie ¢.V. (INP) und produziert von der
neoplas tools GmbH Greifswald, durchgefiihrt (siche Abb.2).Der kINPen® MED hat eine

CE-Zertifizierung und ist als Medizinprodukt zugelassen.

Abb.2: Atmosphérendruck Plasmaquelle kKINPen® MED mit externem Gasanschluss (a), Betriebsgerit
(b) und Handapparat (c)

Der kINPen® MED besteht aus einem Betriebsgerit

(siche Abb.2b), welches an eine externe Netzspannung

Plasma-Jet

| ok und an einem externen Gasbehélter (siche Abb.2a)
£ J Fl auBere angeschlossen wird. Darliber kann der Gasfluss

| Ring-Elektrode . . . .
‘ (geerdet) reguliert werden. Die eigentliche Plasmaerzeugung
i :ZEEzzae””“”gS' findet im Handgerit statt (siche Abb.2¢, schematisch

l

< Kapillare in Abb.3). Es ist ca. 170mm lang, 20 mm im
Durchmesser und wiegt 170 g (Weltmann et al. 2009).

Prozessgas Im Inneren des Gehduses (in Abb.3 nicht dargestellt)

befindet sich eine Keramikkapillare, in deren Mitte

sich eine Hochspannungselektrode aus Edelstahl
Abb.3: Schematischer Aufbau des

kINPen® MED der Firma Neoplas,
verdndert nach Bussiahn et al. 2013. Eine geerdete Ringelektrode befindet sich am distalen

befindet. Hier liegt eine Spannung von 2 bis 3 kV an.

Ende der Keramikkapillare. Bei Anschalten des Gerits liegt dann eine Wechselspannung mit

2,5 kHz an, wodurch das physikalische Plasma erzeugt wird. Das Tragergas ist in diesem Fall
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Argon. Durch einen separaten Gaseingang mit angeschlossener Gasflasche flieBt Argon durch
die Keramikkapillare mit einem Durchflussvolumen von 5 + 1 Standardlitern pro Minute.
Durch die Elektrode wird das Gas ionisiert und das Argon-Plasma verldsst das Gerit. Der
sichtbare blaue Plasma-Jet hat eine Linge von ca. 14mm. Der kINPen® MED wird im
sogenannten ,,Burst“ Modus betrieben. Die Spannung wird nur in bestimmten Intervallen
angelegt, welche von Pausen unterbrochen werden. Dadurch lésst sich die Temperatur iiber

die gesamte Lénge des Plasma-jets auf unter 50°C halten (Bussiahn et al. 2013).

Messungen ergaben, dass die Temperatur mit zunehmender Entfernung vom Austrittsort des
Plasmas abnimmt. So wird gewéhrleistet, dass an der sichtbaren Spitze des Jets Temperaturen
um 33°C herrschen (Weltmann et al. 2009; Bussiahn et al. 2013). Diese Temperatur ist fiir die
Behandlung menschlicher Hautproben wichtig, um Schdden durch Verbrennungen zu
vermeiden. Bei spektroskopischen Messungen wurde festgestellt, dass der kINPen® MED

UV-A und UV-B Strahlung

Tab.1 Bestrahlungsstirke pro cm” in Abhingigkeit der L . .
emittiert. Die  Wellenldngen

Behandlungsdauer
entsprechen der Emission von
Behandlungszeit/cm2 effektive Bestrahlung/cm2 Stickstoff und Hydroxidionen.
60 s 105+ 15 W Auflerdem ist VUV-Strahlung
im Bereich von 100 bis 150 nm
180s 315+45uW nachweisbar, was der Bildung
300 s 525475 W von atomaren Sauerstoff und

aktiviertem Argon entspricht.
Die Strahlungsintensitdt nimmt vom Austrittsort zur Spitze des Jets ab. Die maximale UV-
Exposition der Wellenlinge von 180 nm bis 400 nm sollte den Wert von 3mJ/cm® nicht
iiberschreiten (ICNIRP Guidelines 2004). Der Hersteller garantiert bei einem Arbeitsabstand
von 7 bis 8 mm vom Austrittsort des Effluenten eine effektive Strahlungsintensitit von 35
uW/cm? £ 5 pW/em?® im Spektrum von 100 bis 400 nm. Bei einer bestrahlten Fliche von ca. 5
mm’ ergeben sich die in Tab.l ersichtlichen Strahlungsenergien pro Flicheneinheit. Die
maximal zuldssige Tagesdosis 3000 pJ/cm” wird demnach selbst bei 5 miniitiger Behandlung
nicht iiberschritten. Der kKINPen® MED erzeugt nachweislich Ozon, welches bei Inhalation
gesundheitsschiadlich sein kann. Laut EU Richtlinien ist eine Ozonkonzentration von
110pg/cm’ bei achtstiindiger Exposition unbedenklich. Bereits in einem Abstand von 30 cm
vom Behandlungsort mit dem kINPen® MED wird eine Konzentration von 120pg/cm’
unterschritten. Bei Behandlungszeiten im Minutenbereich und normalem Armldngenabstand,

wie er im Praxisfall realisiert wird, ist die freigesetzte Ozonmenge nicht gesundheitsschidlich
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(Bussiahn et al. 2013).

2.3. Entnahme von Hautbiospien und Plasmabehandlung

Im Rahmen von ambulanten Operationen wurden von insgesamt 9 Patienten im Alter von 35
bis 82 Jahren (Durchschnittsalter 62,3 Jahre) Hautproben entnommen und fiir diese Studie
bereitgestellt.

) — 2x Ober- und
2x Wange - . Unterlid
\\
\
. 2x retroaurikular rect
und links

\

\\\\\ i
1x . 1x Oberlippe
Unterarminnen- — o
seite ~ 1x Hals

\ 1x Handriicken

Abb.4: Hautentnahmen an unterschiedlichen Stellen

In der Klinik und Poliklinik fiir Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie der Universitit Greifswald
erfolgte die Exzision von erkrankten Hautpartien von Patienten mit Hautkrankheiten, wie
Basaliomen, Plattenepithelkarzinomen oder Navuszellnavi (sieche Anhang VIII). Der Eingriff
wurde je nach Patient an verschiedenen Stellen des Koérpers vorgenommen und betraf somit
unterschiedliche Hautarten (siche Abb.4). Die Entfernung erkrankter Hautareale erfolgte mit
einem gewissen Sicherheitsabstand mit gesunder Haut vom Ort der Lision. Ein Anteil dieser
gesunden Haut wurde an das Institut fiir Pathologie der Ernst-Moritz-Arndt Universitit
Greifswald geschickt, ein anderer Teil wurde fiir Untersuchungen im Rahmen dieser Studie
aufgearbeitet. Die Hautbiopsie wurde zunidchst in William's E Medium, versetzt mit
Fungizone, Penicillin und Streptomycin, gewaschen, um Kontaminationen zu vermeiden.
Schnellstmoglich nach Exzision wurde das Hautstiick 1 Minute, 3 Minuten oder 5 Minuten
mit dem Plasmajet kKINPen® MED behandelt. Die Proben hatten in der Regel eine GréRe von

rund 3x3x3mm und wurden so behandelt, dass die sichtbare Spitze des Plasmajets die Haut
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berihrte, das hei3t mit einem Abstand von 14 mm zum Austritt aus der Keramikkapillare.

Durch einen Abstandshalter wurde garantiert, dass das Hautareal stets mit der gleichen

kINPen® MED

Abstandshalterung

Hautprobe nach
Exzision, befeuchtet
mit Williams'E
Medium

Abb.5: Plasmabehandlung der Hautprobe direkt nach Exzision

Entfernung mit Plasma behandelt werden konnte. Weiterhin wurde der Plasmaeffluent in die
Mitte der Probe auf eine Stelle fokussiert, was den Extremfall der klinischen Anwendung des

KINPen® MED simuliert (siche Abb. 5).

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht zu den einzelnen Exzisionsproben der Patienten und der
jeweiligen Behandlungsdauer. Insgesamt wurden 9 Patientenhautproben (A bis I) fiir die
Fluorszenzmikroskopie aufbereitet. Insgesamt ergibt sich eine Anzahl von n=5 Hautproben

pro Behandlungszeit.

Tab. 2: Aufschliisselung der Behandlungszeiten pro Patient

Behandlungszeit/Patient |[A |B |C (D |[E |[F |G |[H |I insgesamt
0 min (Kontrolle) 1111 |11 (1]1]1 9
1 min L (111 -|-1|-1|1]- 5
3 min Ly 1| -1 -]-117]-11 5
S min 1y 1{--|1 ] 1]|-1]1]- 5
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Um Austrocknungsprozesse zu vermeiden, wurde die Probe wihrend der Behandlungszeit alle
30 Sekunden mit William’s E Medium angefeuchtet. Nach Plasmabehandlung wurde die
Probe in 500 ml William’s E Medium fiir 24 Stunden bei 37°C und 100% relativer
Luftfeuchte inkubiert. Die Anzahl apoptotischer Zellen von Hautproben erhoht sich ex-vivo
auch ohne Plasmabehandlung nach 72 Stunden Inkubation signifikant (Kleszczynski und
Fischer 2012). Deshalb wurde in dieser Arbeit eine Inkubationszeit von 24 Stunden gewdhlt.
Proben mit einer groBeren Fldache als 3x3 mm, wurden mit dem Skalpell geteilt. Eine
Teilprobe wurde liber 24 Stunden, die andere Teilprobe zum Vergleich fiir 48 Stunden
inkubiert, wobei gleiche Behandlungszeiten eingehalten wurden. Nach der Inkubationszeit
wurde die Haut mit OCT-Medium eingebettet und in flissigen Stickstoft schockgefroren. Um
Zellreste zu entfernen wurden das restliche William's E Medium fir 5 Minuten bei 10000
RPM zentrifugiert und anschlieRend ohne Zelldebris mit flissigem Stickstoff gefroren und fiir
spatere Zytokinmessungen bei -80°C aufbewahrt. Die Hautproben lagerten bis zur
Weiterverarbeitung bei einer Temperatur von -80°C. Mit dem Kryotom wurden bei -25°C

anschlielend Schnitte (5-6 pm) fiir die Immunfluoreszenzfarbung hergestellt.

2.4 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine Methode, um die Antigenverteilung im Gewebeschnitt
zu zeigen. Es erfolgte eine indirekte Immunmarkierung von 5-6pum dicken Kryoschnitten
menschlicher Haut. Zunéchst bindet ein polyklonaler Primirantikérper spezifisch an das
gesuchte Antigen. Um diese Bindungen sichtbar zu machen, wurde ein zweiter Antikdper, der
Sekundarantikorper verwendet, welcher mit einem Fluorochrom gekoppelt ist und an den Fc-
Teil des Primédrantikorpers bindet. Bei Emission von Licht einer bestimmten Wellenldnge
wird dadurch der Sekundérantikdrper zur Fluoreszenz angeregt und das gesuchte Antigen
konnte im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Vorteile dieser Methode sind eine
Amplifikation des Signals, da mehrere Sekundérantikorper an den Primérantikdrper binden,

sowie eine genaue Lokalisation des Antigens in der Zelle oder im Gewebe (Romeis 2007).
Folgende Schritte wurden bei der Vorbereitung der Proben eingehalten:

1. Antrocknen der Hautschnitte auf dem Objekttrager bei Raumtemperatur und Umkreisen
jedes Schnittes mit einem Fettstift, um ein Verlaufen der Reagenzien in die Umgebung zu
vermeiden
2. Fixierung der Objekte durch Entwisserung mit 4 % Paraformaldehyd
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3. Blockierung unspezifischer Bindungen mit Serum beziehungsweise hochmolekularen
Proteingemischen

4. Inkubation mit dem Primérantikorper

5. Inkubation mit dem Sekundérantikdrper

6. Einbetten in Einbettmedium, zugesetzt mit anti-fading-Agenzien um den Vorgang des
Ausbleichens zu verzogern, bei gleichzeitiger Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (4',6-
Diamidin-2-phenylindol)

Zwischen jedem Schritt wurden die Objekte sorgfiltig 3 mal 5 Minuten in Phosphat
gepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Bei Inkubation des Primérantikorpers tiber Nacht
wurde 0,1 % Tween 20 zum Waschen verwendet. Die Inkubationen erfolgten in feuchten
Kammern, um eine Austrocknung der Gewebeschnitte zu vermeiden. Ein frithes Ausbleichen
des Farbstoffs wurde verhindert, indem alle Schritte ab der Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes
im Dunkeln durchgefiihrt wurden. Die Objekttriger wurden bis zum Zeitpunkt der
Fotographie dunkel und kiihl gelagert. Bei den Negativkontrollen erfolgte keine Behandlung
mit Primérantikérpern. Plasmabehandelte und unbehandelte Gewebe wurden jeweils am
selben Tag fixiert und gefarbt, um die Vergleichbarkeit der Schnitte untereinander zu
gewihrleisten. Die verwendeten Inkubationszeiten und Antikorperkonzentrationen wurden in
Vorversuchen ausgetestet und optimiert. Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte zeitnah, wobei
die Schnitte betrachtet und fotografiert wurden. Es wurden gleiche Belichtungszeiten bei
plasmabehandeltem und unbehandeltem Gewebe verwendet um eine quantitative Auswertung
der Fluoreszenzintensitidten zu ermoglichen. Die Auswertungen erfolgten fiir jede Féarbung
verblindet mithilfe des Programms Axio Vision Release 4.8.1 der Firma Carl Zeiss
Microlmaging GmbH. Ausgewertet wurden zwei bis drei, mindestens 60 pum weit
voneinander entfernte Schnitte. Dadurch konnte vermieden werden, dass Zellen doppelt in die

Wertung einflossen, die in verschiedenen Ebenen angeschnitten wurden.

2.4.1DAPI Farbung

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) ist ein Farbstoff zur Anfarbung von DNA. Bei Anregung
mit ultraviolettem Licht fluoresziert DAPI cyanblau (Kapuscinski 1995). Er wurde in dieser
Arbeit verwendet, um kondensierte DNA (Zellkerne) sichtbar zu machen. Im Einbettmedium
war DAPI nach Herstellerangaben bereits enthalten und wurde somit unverdiinnt zur

Gegenfarbung der Hautschnitte verwendet.
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2.4.2 Zytokeratin 1 und Zytokeratin 14 als Marker zur Gewebedifferenzierung

Zytokeratine sind wasserunlosliche Proteine, welche Intermediérfilamente in epidermalen
Zellen sowie in nahezu allen anderen Epithelzellen bilden und als Teil des Zytoskeletts fiir die
Stabilitit der Zelle verantwortlich sind (Chu und Weiss 2002). Je nach embryonalem Stadium,
Zelltyp, Differenzierungsgrad, Krankheit oder Einfluss von Wachstumsfaktoren bilden
Keratinozyten Keratine. Niedermolekulare Keratine, wie Zytokeratin 14, werden von den
Basalzellen der Epidermis exprimiert (siche Abb.6, rechts, rot fluoreszierend). Bei Ubergang
von der Basalschicht in obere Schichten, kommt es zu einer Ausschaltung der Zytokeratin 14
Gene und die Expression von hohermolekularen Keratinen, wie Zytokeratin 1, (siche Abb.6,
links, griin fluoreszierend) wird gestartet (Chu und Weiss 2002). Das Verteilungsmuster
dieser Keratine (basal: Zytokeratin 14, apikal: Zytokeratin 1) ist ein guter molekularer Marker

fiir den Differenzierungsgrad des Epithelgewebes (Eichner et al. 1984).

Abb.6: Fluoreszenzsmikroskopische Bilder der Zytokeratinexpression von humaner unbehandelter
Epidermis. a) griin: Zytokeratin 1 in den suprabasalen Zellschichten b) rot: Zytokeratin 14 in basalen
Zellschichten, Overlay mit Durchlichtbild zur klaren Schichtenindentifizierung.

Um Mithilfe der Immunfluoreszen die spezifische Verteilung der Zytokeratinantigene im
Gewebe detektieren und einer Epidermisschicht zuordnen zu konnen, wurden die Schnitte
nach der ersten Fixierung noch einmal postfixiert und dadurch gegléttet. Die zweite Fixerung,
die eine optimale Bildgebung gewéhrleistet, erfolgte in Ethanol-Eisessig (2:1) fiir 5 Minuten
bei -20°C. Es wurden polyklonale Antikorper aus der Maus verwendet. Die Antikorperlosung
fiir Zytokeratin 1 wurde im Verhéltnis 1:500 und fiir Zytokeratin 14 1:1000 in 10% DAKO
Blocking Solution verdiinnt und {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Der Sekundirantikorper (Alexa
546 aus der Ziege) wurde in der Verdiinnung von 1:200 in 10% DAKO Blocking Solution am

Tag darauf zugegeben und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf den Schnitten belassen.
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Fluoreszenzmikroskopische Bilder (Zytokeratin 1, Zytokeratin 14) als Kanaliibersicht und
nach verschiedenen Behandlungszeiten sind in Anhang IV und Anhang V zusammengestellt.

Zur Messung der Fluoreszenzintensititen wurden die Gewebestiicke mit Licht der
Wellenldnge 546 nm angeregt. Mit dem Programm Axio Vision Release 4.8.1 wurden auf die
mikroskopischen Bilder vom Stratum basale bis zum Stratum corneum Messstreifen von 50
um Linge gelegt siche Abb.7, a-d). Da jede Epidermisschicht eine typische Zellmorphologie

aufweist (sieche Kapitel 1.4), konnte die jeweilige Schicht identifiziert werden.

Abb. 7: Messung der Fluoreszenzintensitidten von Keratinl (griin, oben) und Keratin 14 (rot, unten),
jeweils unbehandelte Kontrollproben. Links: Diagramme mit Grauwerten iiber eine Linge von 50 um
iber die Schichten a Str. basale b Str. spinosum ¢ Str. granulosum d Str. corneum.
Rechts: Fluoreszenzbild mit Messbalken von 50 um Lénge.
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Um die Schicht beim Legen der Messbalken besser zu erkennen, wurde das Durchlichtbild
(siche Abb.6) verwendet. Die Auswertung der Fluoreszenzintensitét erfolgte jedoch nur in der
Farbkanaleinstellung des jeweiligen Zytokeratins (siche Abb.7). Es wurden alle
Epidermisschichten in die Auswertung einbezogen, um Aussagen iiber die Lokalisation von
Veranderungen nach Plasmabehandlung treffen zu konnen. Die Intensititen wurden in
Grauwerten wiedergegeben (Diagramme a bis d, Abb.7). Der Mittelwert, als Aussage iiber die
mittlere Leuchtstirke in dieser Schicht, weist eine gute Korrelation mit der Antigenitét des
Materials und der Expression von Zytokeratin 1 und Zytokeratin 14 auf. Das Str. corneum
wurde bei der Auswertung ausgeschlossen, da in dieser Schicht eine Eigenfluoreszenz

unspezifischer Zelltrimmer zu Fluoreszenzintensititen fiihrt, die als Artefakte zu werten sind.

2.4.3 Ki67 und TUNEL als Marker fiir Proliferation und Apoptose

Das Ki67-Protein ist ein Marker zum Detektieren proliferierender Zellen (Scholzen und
Gerdes 2000). Die genaue Funktion des Proteins ist derzeit noch ungeklart. Das Protein Ki67
lasst sich jedoch in allen aktiven Phasen des Zellzyklus (G1-, S- und G2- Phase) im Zellkern
und wihrend der Mitose auf Heterochromatin nachweisen. Ki67 lasst sich weder in ruhenden
Zellen, noch in Zellen wéahrend der GO-Phase nachweisen und ist somit ein zuverldssiger

Marker der Wachstumsfraktion eines Gewebes (Scholzen und Gerdes 2000).

Abb.8: Fluoreszenzmikroskopisches Bild einer unbehandelten Epidermis. Ki67 positive Zellen (rot),
TUNEL positive Zellkerne (griin), DAPI Zellkernfarbung (blau), Overlay mit Durchlichtbild
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Wie Abb.8 zeigt, sind Ki67-positive Zellen in der menschlichen Epidermis sowohl im Str.

basale als auch im Str. spinosum zu finden (Welsch und Sobotta 2006).

Die Apoptose als programmierter Zelltod ist ein wichtiger Bestandteil fiir die Homdostase im
Organismus. Sie ist assoziiert mit der Degradation von Proteinen und DNA durch Aktivierung
zelleigener Proteasen und Nukleasen. Die Spaltung von Chromatin ist ein charakteristischer
Vorgang in der Apoptose. Dies macht sich die TUNEL-Reaktion (TdT-mediated dUTP-biotin
nick end labelling) als Nachweis von apoptotischen Zellen im Gewebeverband zu Nutze. Die
TUNEL-Férbung basiert auf der spezifischen Bindung der Terminalen Desoxynucleotidyl-
Transferase (TdT) an 3"OH Enden von DNA, welche typischerweise bei DNA-Strangbriichen
wiéhrend der Apoptose freiliegen. Bindet das Enzym, koppelt es Desoxyuridin, ein Nukleotid,
an die Stellen des DNA-Bruches. Desoxyuridin wiederum ist verbunden mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein, welcher mit dem Fluoreszenzmikroskop detektierbar ist.
Obwohl sich auch unspezifische Nekrosen anfiarben konnen, ist die TUNEL Reaktion ein
sensitives und allgemein anerkanntes Verfahren zur Unterscheidung apoptotischer und
lebender Zellen in situ (Negoescu et al. 1996). So findet man TUNEL-positive Zellen in der
Ubergangszone vom Str. granulosum zum Str. corneum (siche Abb.8), als Folge des Abbaus

von DNA bei der Differenzierung von Keratinozyten wihrend der Bildung der Hornschicht.

Der Nachweis von proliferierenden und apoptotischen Zellen erfolgte parallel auf denselben
Gewebeschnitten. Beide Methoden beruhen auf einer Anfirbung von Zellkernstrukturen,
sodass eine vorherige Permeabilisation der Zellen mit 0,1 % Triton und 0,1 % Natriumcitrat
fiir 2 Minuten auf Eis notwendig wurde. Die TUNEL-Farbung erfolgte gemi3 Anleitung
(Detection Kit). Die Gewebeschnitte wurden mit einem 1:10 Gemisch aus Enzym- und
Labelsolution bei 37°C fiir 60 Minuten inkubiert. Der Anti-Ki67-Antikdrper wurde im
Verhiltnis 1:20 in 10% DAKO iiber Nacht bei 4°C zur Gewebeprobe hinzugegeben. Der
Sekundirantikorper (Alexa 594) wirkte fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur und in einer
Konzentration von 1:200 auf die Proben ein. Fluoreszenzmikroskopische Bilder der Ki67 und

TUNEL Férbung sind in Anhang V und VII zu finden.

Die Anzahl Ki67 positiver Zellkerne wurde auf den Bildern ohne Durchlicht (sieche Abb.9)
gezdhlt (CEEXO 2006 Cell Explorer). Da sie sowohl im Str. basale als auch im Str. spinosum

vorkommen, wurde die Auszihlung pro Flicheneinheit (500.000pm?) vorgenommen.
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Abb. 9: Fluoreszenzbild einer unbehandelten Epidermis mit Zellkernen (blau, DAPI Firbung) und
markierten proliferierenden Zellen (rot, Ki67 Farbung, Pfeil) im Str. basale und Str. spinosum

Im Gegensatz zur Ki67-Firbung wurden die TUNEL-positiven Zellen nur im Str. basale
gezdhlt (CEEXO 2006 Cell Explorer). Dadurch ist zu erkennen, ob der Effekt der
Plasmabehandlung bis in die Schicht der Progenitor- und Stammzellen dringt. Ein weiterer
Vorteil dieser Methode ist, dass Apoptosen ausgeschlossen werden, welche mechanisch und
OP-bedingt vor allem in den oberen Schichten vorkommen. Mithilfe des Durchlichtbildes
konnte das Stratum basale und das Stratum corneum sicher identifiziert werden (siche Abb.8)
und die Dicke des Stratum corneum wurde in dieser Einstellung ausgemessen (Axio Vision
Release 4.8.1). Die Zahlung der apoptotischen Zellen erfolgte jedoch ohne Durchlicht, um die
griin fluoreszierenden TUNEL-positiven Zellkerne optimal erkennen zu konnen (siche Abb.

10).

Abb. 10: Fluoreszenzbild einer unbehandelten Epidermis mit Zellkernen (blau, DAPI Farbung) und
apoptischen Zellen (griin, Pfeil)
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2.4.4 Behandlung mit H,O; und UV-Licht als Positivkontrollen zum Plasmajet

Die wesentlichen biologisch wirksamen Elemente des Plasmajets sind UV-Strahlung und
reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (siehe 1.1). Um einen Anhaltspunkt zu finden,
welcher Anteil des Plasmas bei den beobachteten Effekten in der Epidermis eine Rolle spielt,
wurden Positivkontrollen mit UV-Licht und H,O, fiir jeden Behandlungszeitpunkt bei je
einem Patienten durchgefiihrt. Fiir die Testung der reinen UV-Wirkung wurde ein MgF»-
Fenster zwischen Plasmaeffluenten und Probe platziert. Dieses Fenster ist durchléssig fiir jede
Art von UV-Strahlung, Radikale hingegen werden abgehalten. Zur Testung der reinen
Wirkung reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies wurde 100 uM H,O, Lésung verwendet,
in die die Hautprobe wihrend der Behandlungsdauer eingelegt wurde. Zum Vergleich der
Proliferation und Apoptose nach Behandlung wurden fiir beide Positivkontrollen die basalen
Ki67-positiven Zellen und TUNEL-positiven Zellen auf 500.000um’ ausgezihlt und

normalisiert zur Kontrolle ausgewertet.

2.4.5 pH2AX-Firbung als Marker fiir DNA Doppelstrangbriiche

Der menschliche DNA Strang ist 1,7 Mal um einen Proteinkomplex, dem Histon-Oktamer,
gewickelt. Es ist bekannt, dass bestimmte
Isoformen der Histone, neben der Ordnung
der DNA, auch weitere spezielle biologische
Funktionen haben. So wird die Isoform
H2AX des Histons H2A unmittelbar nach
DNA-Schidigung (z.B. durch ionisierende
Strahlung, Apoptose oder Replikationsfehler)
zum pH2AX oder y-H2AX phosphoryliert. Es

gibt die Hypothese, dass dieser Vorgang

Abb.11: Fluoreszenzmikroskopisches Bild einer ~ essentiell  fir die  Rekrutierung  und
unbehandelten Epidermis, pH2AX positive  Modulation von Reparaturenzymen  ist
Zellen (grine nukledre Foci), Overlay mit . .
Durchlichtbild (Fernandez-Capetillo et al. 2004). Die

phosphorylierten Histone treten massenhaft in
der Nahe von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) auf und sind als nukledre Foci nach
Anfarbung mit spezifischen Antikdrpern zu erkennen (sieche Abb. 11). Diese Methode ist
aufgrund ihrer hohen Sensitivitit als Goldstandard zur Detektion von Doppelstrangbriichen

etabliert (Wei Sheng Yan Jiu 2007). Die Vorbereitung der Proben zur Detektion der DSB
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durch phosphorylierte H2AX-Histone erfolgte nach dem bereits beschriebenen Schema (siehe
S. 20 und S.21). Das Blocking erfolgte zundchst in 8% BSA bevor der Anti-pH2AX
Antikorper mit 10% NGS (im Verhéltnis 1:400 verdiinnt) fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur
hinzugegeben wurde. Der Sekunddrantikdrper Alexa 546 wurde ebenfalls mit 10% NGS im
Verhiltnis 1:400 verdiinnt. Die Gewebeschnitte inkubierten nach Gabe des
Sekundirantikorpers fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur. Fluoreszenzmikroskopische Bilder
der pH2AX Férbung sind in Anhang VII dargestellt. Ausgewertet wurde der Anteil Zellen mit
DSB (griin fluoreszierenden nukledren Foci) vor und nach Plasmabehandlung Die Bilder

wurden ohne Durchlicht ausgewertet um Zellen mit DSB, die griin fluoreszierende nukledre

Foci aufwiesen (siehe Abb. 12, Pfeil), sowie alle Zellkerne (sieche Abb. 12) optimal zéhlen zu
konnen (CEEXO 2006 Cell Explorer).

Abb. 12: Fluoreszenzbild einer unbehandelten Epidermis mit Zellkernen (blau, DAPI Féarbung) mit
griin fluoreszierenden nukledren Foci (Pfeil), der pH2AX positiven DNA

2.5 ELISA Bestimmung der Zytokine 1L6 und IL8

Interleukine (IL) gehoren zu der Gruppe der Zytokine und sind Proteine, die fiir die
Kommunikation zwischen Leukozyten und anderen Zellen der Immunabwehr zusténdig sind
(Rassow 2008). Interleukin 6 (IL6) und Interleukin 8 (IL8) stimulieren unter anderem das
Wachstum, die Proliferation und die Differenzierung von T- und B-Lymphozyten (Borish und
Steinke 2003). Neben verschiedenen anderen Zellen des Korpers sezernieren auch basale
Keratinozyten und Schwei3driisen der Haut IL6 (Borish und Steinke 2003). Bei
Hautkrankheiten, die mit Hyperproliferation und starken Entziindungsprozessen assoziiert
sind (z.B. Psoriasis) erfolgt eine Uberexpression von IL6 und IL8. Die Interleukine nehmen
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eine wichtige proinflammatorische Rolle bei der Wundheilung ein, da sie Lymphozyten
aktivieren. IL6 wirkt stimulierend auf Monozyten, die anschlieBend in die Wunde migrieren
und dort zu Makrophagen differenzieren. Diese produzieren ihrerseits weitere
Wachstumsfaktoren und phagozytieren Zelldebris (Sugawara et al. 2001). Insgesamt gilt IL6
als ein entscheidendes Zytokin fiir den Start wundheilungsférdernder Prozesse (Sugawara et
al. 2001). Es konnte nachgewiesen werden, dass IL6 die Proliferation von humanen
Keratinozyten in vitro erhoht und auf die Zytokeratinorganisation einwirkt (Hernandez-
Quintero et al. 2006). Stimuli fiir die Freisetzung von IL6 sind Entziindung (Borish und
Steinke 2003), Verwundung (Sugawara et al. 2001) und oxidativer Stress. Neben den
erwihnten Entziindungsreaktionen wirkt auch UV-Licht (UVB und UVA) als Stimulus fiir die
Sekretion von IL8 (Pernet et al.; Kondo et al. 1993).

An Studien in-vitro mit HaCaTs (epidermale Keratinozyten) konnte gezeigt werden, dass
nach Plasmabehandlung eine Erhdhung der Sekretion und Transkription der Zytokine IL6
oder IL8 erfolgte (Barton 2013). Mit Hilfe eines ELISA Tests wurde in dieser Arbeit die IL6

und IL8 Konzentration im Kulturmedium der Gewebeproben bestimmt.

Der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ist ein immunologisches
Nachweisverfahren, bei dem in Losungen enthaltene Molekiile auch bei geringer
Konzentration quantifiziert werden konnen. Fiir die IL6 und IL8 Bestimmung wurde das
Human-IL8 und Human-IL6 Kit der Firma BioLegend geméall Anleitung verwendet. Der Test-
Kit basiert auf dem Prinzip eines Sandwich-ELISAs. Der Fangantikorper, welcher fest im
Well einer 96-Well Platte gebunden ist, ist spezifisch zum gesuchten Analyten. Nach
Blockierung unspezifischer Bindungen am Antikorper wird die Probe, in diesem Fall das
Medium, aufgetragen und nach Herstellerangaben inkubiert. Durch anschlieBendes Waschen
l6sen sich noch ungebundene Molekiile. Ein zweiter Antikorper (Detektions-Antikorper)
bindet wiederum spezifisch an die Probenmolekiile. Der Detektions-Antikorper ist an ein
Enzym gekoppelt, der nach Zugabe von einem Farbstoff bei einer Wellenldnge von 450 nm
fluoresziert. Das Signal wurde mit dem Photometer (infinite M200®Pro) der Firma Tecan
gemessen und quantifiziert. Die Quantifizierung der IL6 und IL8 Konzentrationen erfolgte in
Dreifachbestimmung. Die Gesamtproteinmenge im jeweiligen Medium wurde bestimmt
(siehe 2.6), um eine quantitative Aussage iiber die Interleukin Menge in der Probe (IL in

pg/mg Protein) treffen zu kdnnen.
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2.6. Quantifizierung der Proteinmenge

Um die im ELISA bestimmten Zytokinkonzentrationen bewerten zu konnen, wurde eine
Bestimmung des Proteingehaltes der Medieniiberstdnde vorgenommen. Dies geschah mit dem
DC-Protein-Assay der Firma BIO-RAD. Das Kit basiert auf der Proteinbestimmung nach
Lowry. Diese Methode ist eine Kombination aus der Biuret Reaktion und dem Folin-
Ciocalteau-Phenol-Reagens. Im ersten Schritt reagieren Peptidbindungen der Probe mit
Kupfersulfat zu einem Protein-Cu®" Komplex im alkalischem Milieu. AnschlieBend wird das
gelbe Folin-Ciocalteau-Phenaol-Reagens, bestehend aus Molybdat, zu Molybdinblau
reduziert. Dieser Farbumschlag wird im Photometer bei einer Wellenlinge von 750 nm
gemessen. Fiir die Standardkurve wurden Standardproben mit Proteinkonzentrationen von
2mg/ml bis 0,03 mg/ml aus BSA (Bovines Serum Albumin) und William’s E hergestellt.
Zunichst wurden 5 pl von Standard und Probe in je ein Well einer 96-well-Platte pipettiert.
AnschlieBend wurden 25 pl Reagenz A und 200 pl Reagenz B (DC-Protein-Assay)
hinzugefiigt. Nach 15 Minuten Inkubationszeit (abgedunkelt) auf dem Schiittler erfolgte die
Messung im Photometer (infinite M200®Pro).

2.7 Statistische Analyse

In diesem Versuch kann nicht von normalverteilten Daten ausgegangen werden.
Versuchsbedingte Limitation sind die begrenzte Anzahl verfiigbarer Proben pro
Behandlungszeit (n=5) und die Inhomogenitit der Gruppen (Alter, Komorbiditéten,
Rauchgewohnheiten, etc., siche Anhang VIII) Es wurde als nicht parametrischer Test fiir
abhédngige Variablen ein Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test durchgefiihrt. Die zweiseitige
Fragestellung wurde mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 5% beantwortet und
entsprechend ein p-Wert <0,05 als signifikant gewertet. Die statistische Analyse der nicht
zum Kontrollwert normalisierten Rohdaten aller Messungen erfolgte mit dem Programm

GraphPadPrism 6.
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3. Ergebnisse

3.1 Zytokeratinexpression

Die Fluoreszenzintensititen von Zytokeratin 1 und Zytokeratin 14 wurden als Grauwerte in
den jeweiligen Hautschichten gemessen. Das arithmetische Mittel der einzelnen Messwerte
pro Schicht wurde fiir alle Hautbiopsien berechnet. In Diag. 1 und Diag. 2 sind die
Fluoreszenzintensitdten, normiert zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle dargestellt. (Str.
basale, Str. spinosum, Str. granulosum, Behandlungszeit 1-5 min). Artefakte im Str. corneum

wurden nicht ausgewertet.

Verhaltnis zur Kontrolle
N
o
1

g
o

[
°
Y

-
L
1

-
=]
+

Id
o
i

Keratin 1, Str. basale

— _.._
~CHEND- - - mmam = mm - ————— *---
) [

] . .
Q N i) o

Behandlungszeit in Minuten

Verhéltnis zur Kontrolle

e
]
3

g
=)
L

-
L
1

-
o
I

o
o

4
°

Keratin 1, Str. spinosum

L L]
—— [ ]
L ] ——
e, —-—
) o® e
Q N > o

Behandlungszeit in Minuten

Verhaltnis zur Kontrolle

N
o
1

»
=)
I

-
L
1

-
o
I

d
o
1

o
o

Keratin 1, Str. granulosum

[ d

—— . .
———- - - - -y - __..'...._. --:..._._.

[ ] L

N N N ®

Behandlungszeit in Minuten

Diag. 1: Zytokeratin 1 - Datenpunkte stellen den normalisierten Fluoreszenzwert der behandelten
Hautprobe zur unbehandelten Kontrolle dar, Median der Datenkolonnen (horizontaler Balken)

Der Wilcoxon Test ergab keine signifikanten Unterschiede (p>0.05) in den
Fluoreszenzintensititen von Zytokeratin 1 zwischen den behandelten Proben und den
unbehandelten Kontrollen. Bei rein deskriptiver Betrachtung koénnen die nachfolgenden
Effekte beschrieben werden. Im Str. granulosum und Str. spinosum tritt nach einer Minute
Behandlung eine intensivere Farbung von Zytokeratin 1 bei 4 von 5 Patienten im Vergleich
zur Kontrolle auf, im Str. basale hingegen nur bei 2 von 5 Patienten. Nach 3 und 5 Minuten
Behandlungszeit tritt im Str. basale eine Erh6hung der Keratinanfarbung bei 4 von 5 Patienten
auf, wihrend im Str. spinosum und Str. granulosum nach 5 Minuten Behandlungszeit 2 von 5

Patienten hohere Werte aufweisen.

Diag. 2 zeigt die Ergebnisse flir Zytokeratin 14. Der Wilcoxon Test ergab keine signifikanten
Unterschiede (p>0.05) in den Fluoreszenzintensititen von Zytokeratin 14 zwischen den
behandelten Proben und den unbehandelten Kontrollen. Im Str. basale wurde bei 4 von 5
Patienten eine Tendenz zur intensiveren Farbung von Zytokeratin 14 nach 5 min

Plasmabehandlung beobachtet. Kiirzere Behandlungszeiten (1-3min) riefen eine tendenziell
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schwichere Zytokeratin 14 Farbung hervor (3 von 5 Patienten). Nach einer Behandlung von 3
Minuten stieg die Farbintensitdt von Zytokeratin 14 im Str. spinosum und Str. granulosum bei

3 von 5 Patienten an. Der Median weist auf eine tendenzielle Zunahme der Zytokeratin 14
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Diag. 2: Zytokeratin 14 - Datenpunkte stellen den normalisierten Fluoreszenzwert der behandelten
Hautprobe zur unbehandelten Kontrolle dar, Median der Datenkolonnen (horizontaler Balken).

Fluoreszenzintensitédt mit steigender Behandlungszeit (1 bis 5 Minuten) hin.

Bei zwei Patienten wurden die Hautproben fiir 24 und 48 Stunden inkubiert und auf
potenzielle Langzeiteffekte miteinander verglichen. Die gemessenen Grauwerte fiir das Str.
basale wurden arithmetisch gemittelt und zur jeweiligen Kontrolle normiert (siehe Diag.
3).Beide Keratine weisen keine signifikante Anderung der Farbintensitiit 48 Stunden nach der

Plasmabehandlung auf.
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Diag. 3: Darstellung der Mittelwerte zweier Patientendaten nach 24 Std. Inkubation (schwarze Séule)
und nach 48 Std. Inkubation (graue Saule) fiir Keratin 1 (links) und Keratin 14 (rechts) im Str. basale
mit Standardabweichung
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3.2 Proliferation

Bei allen Hautproben wurden die Ki67-positiven Zellkerne pro Flicheneinheit von 500.000
um” gezihlt und zur jeweiligen Kontrolle normiert (siche Diag. 4). Der Wilcoxon Test ergab

keinen signifikanten Unterschied (p<0.05) in der Anzahl proliferierender Zellen zwischen den

Ki67-positive Zellkerne
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Diag. 4: Anzahl Ki67-positiver Zellkerne pro 500.000 pm® normalisiert zur Kontrolle, Median

(horizontaler Balken)

behandelten Proben und den unbehandelten Kontrollen.

Vergleicht man die Mediane der Behandlungsgruppen rein deskriptiv, so nimmt mit
steigender Behandlungszeit tendenziell auch die Anzahl proliferierender Zellen zu. Nach 3
Minuten Behandlung stiegen die Werte proliferierender Zellen bei 5 von 5 Patienten. Zu den
anderen Behandlungszeiten erhohte sich die Anzahl proliferierender Zellen bei 3 von 5
Patienten. Tendenziell nimmt die Proliferation bis zu einer Behandlungszeit von 3 Minuten zu

und sinkt erneut nach 5 Minuten Behandlung (siehe Diag. 4 und Diag. 6)

3.3 Apoptose

Im Str. basale wurden TUNEL-positive Zellen pro Flicheneinheit von 500.000 pm? gezahlt
und zur unbehandelten Kontrolle normiert (siche Diag. 5). Der Wilcoxon Test ergab keinen
signifikanten Unterschied (p<0.05) in der Anzahl apoptotischer Zellen zwischen den

behandelten Proben und den unbehandelten Kontrollen.
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Diag. 5: Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro 500.000um’ normalisiert zur Kontrolle, Median
(horizontaler Balken)

Rein deskriptiv kann ein tendenzieller Anstieg basal apoptotischer Zellen nach einer
Behandlungszeit von 3 Minuten und 5 Minuten nachgewiesen werden, wenn die Mediane in

Diag. 5 und die Mittelwerte je Kohorte in Diag. 6 betrachtet werden.
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Diag. 6: Fluoreszenzwerte fiir Ki67 und TUNEL-positive Zellen (gemittelt und zur Kontrolle
normiert)
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Diag. 7: Anzahl TUNEL-positiver Zellen (zur Kontrolle normiert) in Abhingigkeit von
Behandlungszeit in min und der Dicke des Str. corneums in um
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Diag. 7 zeigt die Anzahl TUNEL-positiver Zellen (normalisiert zur unbehandelten Kontrolle)
in Relation zur Dicke des Str. corneums. Tendenziell nimmt mit der Dicke der Hornschicht

die Anzahl TUNEL-positiver Zellen ab.

3.4 Behandlung mit HO, und UV-Licht

Die Hautproben nach Behandlung mit reinem H»O, oder UV-Strahlung des Plasmajets
wurden beziiglich Ki67 und TUNEL-positiver Zellen wie in 3.2 und 3.3 beschrieben ist,

ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Diag. 8 dargestellt.
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Diag. 8: Anzahl Ki67 positiver Zellen (links) und TUNEL positiver Zellen (rechts) von je einem
Patienten zu den Behandlungszeitpunkten nach reiner H,O, Behandlung oder reiner UV-Behandlung
(MgF, Fenster)

Nach reiner UV-Bestrahlung steigt die Anzahl von Ki67-positiven Zellen mit steigender
Behandlungszeit. Bis zu einer Behandlungszeit von 3 Minuten nimmt die Anzahl TUNEL

positiver Zellen nach reiner UV-Bestrahlung zu, danach fillt sie wieder ab.

Nach einer Behandlung mit reinem H»>O, nimmt die Anzahl proliferierender Zellen bis zu
einer Behandlungszeit von 3 Minuten zu, danach fillt sie wieder ab. Die Anzahl apoptotischer

Zellen steigt, je langer eine H>,O, Behandlung durchgefiihrt wurde.
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3.5 DNA-Doppelstrangbriiche

Das Verhiltnis von Zellkernen mit DNA-Doppelstrangbriichen zur Gesamtzellzahl pro
Schnitt (normalisiert zur Kontrolle) ist in Diag. 9 dargestellt. Die nicht normierten

Einzelwerte in Prozent zur Gesamtzellzahl sind in Diag. 10 dargestellt.
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Diag. 9: Verhiltnis der pH2AX-positiven Zellen zur Gesamtzellanzahl normalisiert zur unbehandelten
Kontrolle
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Diag.10: Anteil pH2Ax-positiver Zellkerne von der Gesamtzellzahl (nicht normiert)

Der Wilcoxon Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p<0.05) in der Anzahl pH2AX
positiver Zellen zwischen den behandelten Proben und den unbehandelten Kontrollen. Meist
kumulieren 4 oder 3 von 5 Patienten um den Median, es gibt Ausreiler nach 1,3 und 5
Minuten Behandlung (siehe Diag. 9). Rein deskriptiv wurden bei der unbehandelten Kontrolle
unerwartet hohe pH2AX Werte festgestellt. Bei unbehandelten Hautproben betrug der Anteil
pH2AX-positiver Zellen teilweise iiber 60 Prozent (sieche Diag. 10).
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3.6 Zytokine IL6 und IL8

Die einzelnen Messwerte fiir IL6 sind in Anhang I und fiir IL8 in Anhang II dargestellt. Die
Resultate der Zytokinmessungen sind normalisiert zur Kontrolle in Diag. 11 und Diag.12

dargestellt.
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Diag. 11: IL6 Werte normalisiert zur unbehandelten Kontrolle, Median (horizontaler Balken)
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Diag. 12: IL8 Werte normalisiert zur unbehandelten Kontrolle. Ausreiler bei Behandlungszeit von 5
Minuten mit 74,30 (*), Median (horizontaler Balken)

Der Wilcoxon Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p<0.05) in der IL8 oder IL6

Menge zwischen den behandelten Proben und den unbehandelten Kontrollen.

Die IL6 Mengen in den Medien nach Behandlung mit Plasma liegt grofBtenteils unter der
Kontrollmenge (siehe Diag.11). Alle dariiber liegenden Zytokinmengen entstammen Patienten

jiingeren Alters (37 bis 52 Jahre).

Die IL8 Menge nach Plasmabehandlung liegt rein deskriptiv mehrheitlich unter

Kontrollniveau. Die dariiber liegenden Zytokinmengen sind von jlingeren Patienten (37 bis 52
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Jahre). Diese sind die gleichen Patienten bei denen auch erhdhte Werte fiir IL8 gemessen
wurden (sieche Anhang I und II). Insgesamt ist beziiglich der IL8 Menge nach
Plasmabehandlung eine fallende Tendenz mit steigender Plasmabehandlungszeit, betrachtet

am Median, zu erkennen (siche Diag.12).

4. Diskussion

4.1 Zytokeratine

Es konnte zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied der Zytokeratin 1 oder
Zytokeratin 14 Fluoreszenzintensititen zwischen den behandelten Proben und den
unbehandelten Kontrollen festgestellt werden. Eine Behandlung mit Plasma &ndert das
Differenzierungsmuster der Epidermis nicht wesentlich, was einen Hinweis darauf gibt, dass

der gesamte Differenzierungsprozess der Epidermis kaum beeinflusst wird.

Bei Betrachtung einzelner Epidermisschichten lassen sich hingegen gewisse Tendenzen
diskutieren. Bei in-vivo-Studien im Mausmodell wurde gezeigt, dass es einen Zusammenhang
zwischen erhdhten intrazelluliren ROS und der Steigerung der Expression von
Differenzierungskeratinen in der Epidermis gibt (Hamanaka et al. 2013). In dieser Studie
wurde ebenfalls eine Zunahme der Fluoreszenzintensitdt von Zytokeratin 1 im Str. basale mit
steigender Plasmabehandlungszeit beobachtet (s. Diag.1). Die im Plasma enthaltenen ROS
konnten zu einer Anreicherung intrazelluldrer ROS gefiihrt haben. Es konnte allerdings keine
erhohte Zytokeratin 1 Fluoreszenzintensitdt in apikalen Schichten der Epidermis beobachtet
werden, was dieser Theorie entgegensteht. Die Wirkung von UV-Strahlung auf die
Expression von Differenzierungsmarkern wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Lee et al.
beschreiben eine Erhohung von Markern fiir differenzierte Keratinozyten (wie Involucrin) mit
steigender UV-Exposition (Lee et al. 2002). Fiir Zytokeratin 1 wurde sowohl ein
Gleichbleiben (Lee et al. 2002; Kinouchi et al. 2002), ein Sinken (Horio et al. 1993), als auch
eine Erhohung der Expression auf mRNA Ebene (Smith und Rees 1994) beobachtet. Lee et al.
behandelten in-vivo menschliche Haut mit ansteigender UVB Dosis und wiesen eine
gesteigerte Expression proliferativer Keratine nach (Lee et al. 2002). Diese Ergebnisse decken
sich auch mit in-vitro-Experimenten an humanen HaCaT-Keratinozyten (Kinouchi et al.

2002).

In dieser Studie ist mit zunehmender Behandlungszeit ist eine tendenzielle Steigerung der
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Gruppenmediane fiir die Werte von Zytokeratin 14 zu erkennen (siehe Diag 2), ohne dass das
Kontrollniveau signifikant {iberstiegen wird. Weiterhin wiesen 4 von 5 Hautproben nach 1
Minute Behandlungszeit eine im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle sogar erniedrigte
Fluoreszenzintensitét flir Zytokeratin 14 auf. Damit ist nicht anzunehmen, dass die Intensitét
der im Plasma enthaltenen UVB Strahlung ausreicht, um signifikante Verdnderungen in der

Expression proliferativer Keratine hervorzurufen.

Um exaktere Aussagen iiber die Expression bzw. Transkription von Keratinen unter
Plasmabehandlung treffen zu konnen, miissten in nachfolgenden Untersuchungen
Genexpressionsanalysen (Microarrays) durchgefithrt werden. Bei der Anfiarbung von
Antigenen spielen auch oxidative Vorginge eine Rolle. Dadurch konnen sich
Proteinstrukturen verdndern, die zu einer stirkeren oder schwicheren Bindung des
spezifischen Antikorpers fithren konnen. Dieser Vorgang beeinflusst in der Folge die
Resultate, weshalb hier eine potenzielle Fehlerquelle liegt. Die Oxidationsvorgidnge sind
jedoch wohl von kurzfristiger Natur (Jarick 2013). Die Keratinanfiarbung blieb auch bei den in
dieser Studie durchgefiihrten Stichproben nach 48 Stunden Inkubation weitestgehend
konstant. Mdglicherweise ist die stark verminderte Zytokeratin 14 Expression 48 Stunden
nach der 5- miniitigen Plasmabehandlung im Vergleich zur 24 Stunden-Probe ein Artefakt

(siehe Diag.3).

Es kann also nur vermutet werden, dass sich oxidative Prozesse allein nicht so schnell auf
Proteinebene widerspiegeln. Eine erforderliche Validierung dieser Hypothese mit zusitzlichen
Patienten ist praktisch limitiert aufgrund der dafiir benétigten Hautbiopsien mit
entsprechender GroBe. In weiteren Versuchen konnten verschiedene AntikGrper gegen
Zytokeratin 1 und Zytokeratin 14 getestet werden, die andere Bindungsstellen am Protein
nutzen. Weiterhin wére eine Markierung von Proteinen fiir ein spéteres Stadium der
Differenzierung (beispielsweise Involucrin) denkbar. Die Verwendung von Western Plots, als
eine andere Methode zur genauen Quantifizierung des Keratinvorkommens in den
Hautproben, wire ebenfalls vorstellbar. Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass sie keine
Schichtenzuordnung ermdglicht. Ein Vergleich dieser weiterfiihrenden Moglichkeiten mit den

bereits vorliegenden Ergebnissen wire spannend.
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4.2 Proliferation

Es konnte zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied der Anzahl Ki67-positiver
Zellen zwischen den behandelten Proben und den unbehandelten Kontrollen festgestellt
werden. Rein deskriptiv. war die Anzahl an Ki67-positiven Zellen zu jedem
Behandlungszeitpunkt bei mindestens 3 von 5 behandelten Hautproben leicht iiber
Kontrollniveau erhoht. Somit kann ein profliferationsfordernder Effekt des Plasmas diskutiert
werden. Moglicherweise werden Keratinozyten durch das Plasma und dem damit
verbundenen oxidativen Stress angeregt, Zytokine zu sezernieren. Damit wird die
Proliferation der Nachbarzellen induziert. Um diesen Aspekt zu beleuchten, wurden die
Medieniiberstinde auf das proliferationsfordernde Interleukin 6 (IL6) und Interleukin 8 (IL8)
iberpriift. Ein positiver Effekt auf die Proliferation von Keratinozyten ist bereits fiir eine
Behandlung von Haut mit UVB Strahlung bekannt (Lee et al. 2002). In dieser Studie konnte
nach einer Behandlung der Proben mit reinem UV-Licht ein positiver Effekt auf die
Proliferation beobachtet werden, ebenso wie nach einer Behandlung mit reinem H,O, (siehe
Diag.8). Niedrige Konzentrationen von H,O; (bis zu 500 uM) wirkten bei in-vitro-Studien an
humanen Keratinozyten proliferationsférdernd und spielen eine Rolle bei der Wundheilung
(Schreml et al. 2010).Um die Rolle von UV-Strahlung und reinem H,O, auf die Induktion der
Proliferationsférderung zu kléren, bedarf es zusidtzlicher Positivkontrollen. Nach hier
vorliegenden ersten Versuchen kann vermutet werden, dass beide Faktoren eine Rolle spielen.
Nicht eindeutig geklart ist, ob die proliferierenden Zellen ausschlieBlich Keratinozyten sind.
Die in dieser Studie ausgezdhlten Ki67-positiven Zellen befanden sich im Str. basale und Str.
spinosum der Epidermis, wo sich jedoch neben Keratinozyten auch Langerhans-Zellen,
Merkel-Zellen und Melanozyten befinden (Welsch und Sobotta 2006). Die Ergebnisse unserer
Studie weisen darauf hin, dass Plasma tendenziell bei punktueller Behandlung und bei einer
Behandlungszeit von 3 Minuten am stirksten proliferationsfordernd auf Zellen im Str. basale
der Epidermis wirkt. Kiirzere oder langere Behandlungszeiten haben wohl einen schwécheren
Effekt (siche Diag. 4 und Diag. 6). Moglicherweise ist eine gewisse ,,Einwirkzeit des
Plasmas notig, um proliferationsfordernde Prozesse auszulésen. Eine zunehmende
Zytotoxizitdt konnte der Grund fiir den schwécheren Effekt nach 5 miniitiger Behandlung
sein, vergleichbar mit in-vitro-Versuchen an menschlichen Keratinozyten (Barton et al.

2013).
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4.3 Apoptose

Es konnte zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied der TUNEL-positiven Zellen
zwischen den behandelten Proben und den unbehandelten Kontrollen festgestellt werden.
Rein deskriptiv konnte jedoch bei punktueller Behandlung von ex-vivo-Hautproben mit
Plasma nach 3 Minuten eine leichte, nach 5 Minuten Behandlungszeit eine stirkere
Steigerung der TUNEL-positiven Zellen in der Basalschicht beobachtet werden. Eine
Behandlung von 1 Minute scheint kaum zur Apoptose von Zellen der Epidermis zu fiihren
(sieche Diag.5). Dies deckt sich mit Studien an Keratinozyten in-vitro, die bei einer
Behandlungszeit von bis zu 3 Minuten weder frithe noch spite Apoptosemarker aufwiesen
(Barton 2013). Diag. 7 zeigt die Tendenz, dass mit der Dicke des Str. corneum die Anzahl
TUNEL-positiver Zellen abnimmt. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Hornschicht

einen groBen Einfluss auf den Schutz der basal liegenden Zellen hat.

Ein Grund fiir die Auslosung von Apoptose kdnnen UV-Strahlung und reaktive Spezies im
Plasma sein. Radikale rufen in-vitro eine Erniedrigung der Zellvitalitit von Keratinozyten
hervor (Barton et al. 2013). Eine Zunahme von DNA-Schdden in Form von
Doppelstrangbriichen unter ldngerer Plasmabehandlung konnte in dieser Studie nicht belegt
werden. Die Auslosung der Apoptose durch Plasma {iiber Erzeugung von DNA-
Doppelstrangbriichen ist folglich unwahrscheinlich. Zum gleichen Schluss kommt auch

Lazovic et al. (Lazovic et al. 2014).

Die Zellmortalitdit von Keratinozyten bei in-vitro-Studien erhohte sich nach
Plasmabehandlung, da Plasma dort schiddigend auf Proteine von Zellkontakten wie Zonula
occludentes oder E-cadherine wirkte (Haertel et al. 2011; Hoentsch et al. 2012). In dieser
Studie wurde der Aspekt des Zelltodes durch Verlust von Zellkontakten unter Plasmaeinfluss
nicht weiter betrachtet, sodass es iiberaus interessant wire, in Folge-Experimenten auf diesen

Sachverhalt néher einzugehen.

Zentrale Frage ist, ob die potentiell zytotoxisch wirkenden Komponenten des Plasmajets wie
UV-Strahlung und Radikale bis in die tiefe Basalschicht der Haut vordringen. In aktuell
vorliegenden Studien konnte dies nicht nachgewiesen werden (Lademann et al. 2013; Fluhr et
al. 2011). Der meiste oxidative Stress wird nach Lademann et al. bereits im Str. corneum
abgefangen. Lademann et al. untersuchte Schweinehaut nach Plasmaeinwirkung histologisch
auf UV-Penetration und Bildung von freien Radikalen in tieferen Hautschichten. Nach einer

grofiflachigen Plasmabehandlung der Haut wurden nur die obersten Zellschichten geschadigt,
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da nur 30% der UV-Strahlung die oberste Schicht von Korneozyten durchdrang und der Rest
absorbiert wurde. Die Bildung von freien Radikalen nahm bis in eine Tiefe von 10-18um ab,
in tieferen Hautschichten wurden kaum schéddigende Radikale gebildet. Diese Daten beruhen
auf Messungen, welche bis in eine Maximalhauttiefe von 24 pm und fiinf Minuten nach
Plasmabehandlung durchgefiihrt wurden (Lademann et al. 2013, Fluhr et al. 2011). In unserer
Studie war im Gegenteil sogar eine Zunahme apoptotischer Prozesse im Str. basale der
behandelten Haut zu verzeichnen. Jedoch entstammen die Hautproben unserer Studie im
Unterschied zu Lademann et al. vorwiegend aus Korperregionen mit diinnerer Haut
(Gesichtshaut). Es gibt Hinweise darauf, dass es wohl einen Zusammenhang zwischen einem
diinneren Str. corneum und Auslésung von Apoptose durch Plasmabehandlung im Str. basale
(siehe Diag. 7) gibt. Im Vergleich dieser Studie mit der von Lademann et al. unterschied sich
auch die Art der Behandlung. Lademann et al. behandelte die Haut unter Bewegung des Jets,
wodurch die Kontaktzeit des Plasmas je Fldcheneinheit kiirzer war, als bei punktueller
Behandlung. Durch die 24-stiindige Kultivierung der Hautbiopsien nach unserem
Studienaufbau, konnten zusitzlich auch sekundire Effekte, die bei Lademann et al. nicht

verzeichnen wurden, nach Plasmabehandlung zur Apoptose gefiihrt haben.

Einen Einfluss auf die Hohe der Apoptosewerte kann auch die durch eine lingere
Behandlungszeit bedingte Austrocknung der Proben gehabt haben. An in-vivo-Studien mit
menschlicher Haut wurde gezeigt, dass der transepidermale Wasserverlust nach
Plasmabehandlung bis in eine Tiefe zu 30um zunimmt, wéhrend die Feuchtigkeit abnimmt
(Daeschlein et al. 2012; Fluhr et al. 2011). Diesem Umstand wurde Rechnung getragen,

indem die Proben im Abstand von 30 Sekunden mit frischem Medium bedeckt wurden.

Eine Induktion der Apoptose kann ebenso durch die Exzision der Proben und dem damit
verbundenem mechanischen Stress verursacht werden. Dieser Fehler sollte jedoch keine
grofle Rolle spielen, da sowohl behandelte und unbehandelte Hautproben dem gleichen

Verfahren ausgesetzt waren.

Die in dieser Studie eingeschlossenen Patienten waren sehr inhomogen (sieche Anhang VIII).
Ein Zusammenhang zwischen dem Alter, dem Geschlecht, dem Rauchverhalten und der
Medikamenteneinnahme und der Wirkung des Plasmas konnte in dieser Studie aufgrund der
begrenzten Patientenzahlen nicht hergestellt werden. Da nicht ausgeschlossen werden kann,
dass unterschiedliche Patienten verschieden auf Plasma reagieren, wére dies ein weiterer

Gegenstand fiir zukiinftige Forschungsarbeiten.
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4.4 Behandlung mit HO, und UV-Licht als Positivkontrolle zum Plasmajet

Vergleicht man die mit H,O, und UV-Licht behandelten Hautbiopsien (Positivkontrollen) mit
den mit Plasma behandelten Hautbiopsien beziiglich des Vorkommens von TUNEL- und
Ki67-positiven Zellen miteinander, so ldsst sich eine Ahnlichkeit des Kurvenverlaufs der
H,0, Behandlung mit der Plasmabehandlung erkennen (sieche Diag. 8). Dies ldsst die
Hypothese zu, dass eher die Radikale, gebildet durch den Plasmajet, eine hohere biologische
Wirkung haben als die durch den Plasmajet erzeugte UV-Strahlung. Diese Hypothese ist
jedoch durch eine hohere Probenanzahl als n=1 zu bestitigen. Einfliisse bestimmter
Patientenmerkmale auf die Plasmabehandlung (Alter, Vorerkrankung) konnten die zur
Kontrolle deutlich niedrigere Anzahl apoptotischer Zellen nach 5 miniitiger UV-Licht
Behandlung im Vergleich zur 3 miniitigen Behandlung erkldren. Um solche Unterschiede
auszugleichen, wire es sinnvoll, an einer einzigen Hautprobe alle Behandlungszeitpunkte
auszutesten, jedoch waren die ambulanten Eingriffe im Mund-Kiefer-Bereich nicht dazu

geeignet, groflere Hautbiopsien fiir die Studie zu nehmen.

4.5 DNA Doppelstrangbriiche

Wichtige Frage bei der Plasmabehandlung von Haut ist, ob es zu DNA-Schiden kommen
kann. Unsere Ergebnisse zeigen keine signifikante Erhéhung von Doppelstrangbriichen der
DNA im Zellkern bei einer punktuellen Plasmabehandlung bis zu 5 Minuten. Dies deckt sich
sowohl mit Studien, die an ex-vivo-Proben menschlicher Haut (Isbary et al. 2013) oder an
Schweinehaut (Wu et al. 2013) durchgefiihrt wurden. Bei Isbary et al. stieg die Anzahl
pH2AX-positiver Keratinozyten tendenziell ab einer Behandlungszeit von 2 Minuten an.
Dabei wurden jedoch sowohl signifikant hohere als auch signifikant niedrigere Werte nach
Plasmaexposition detektiert. Wu et al. zeigten eine Erhohung von pH2AX-positiven Zellen
erst bei einer Behandlung von iiber 5 Minuten. Auch in-vitro-Experimente an humanen
Keratinozyten, die mit dem Vorgédngermodell des kINPen® MED behandelt wurden, zeigten
keine nennenswerten DNA-Schéden in Form von DNA-Doppelstrangbriichen (Wende et al.

2013).

Wie auch schon in vorherigen Experimenten beschrieben (Isbary et al. 2013), konnte
ebenfalls in dieser Studie eine sehr hohe Anzahl pH2AX-positiver Zellkerne bereits in der
unbehandelten Kontrolle detektiert werden (siehe Diag.10). Es gibt AusreiBler bei jeder
Behandlungszeit. Bei 1 Minute und 3 Minuten Behandlung gehdrt die hohe pH2AX-Zahl zu
Hautproben der éltesten Patienten der Studie im Alter von 70 bis 80 Jahren. Nach 5-miniitiger
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Behandlung weist ein starker Raucher den hochsten pH2AX Wert auf. Im Alter oder bei
chronischem Nikotinabusus sind moglicherweise die Regenerationsmechanismen der Haut
bereits geschwicht. In der Folge konnten die Hautzellen empfindlicher auf Stressoren wie die
Plasmabehandlung reagieren. Es sind aber weit mehr Patienten pro Gruppe notwendig, um
eine Aussage zum Zusammenhang zwischen Rauchgewohnheit oder Alter und

Plasmaempfindlichkeit formulieren zu konnen.

4.6 Zytokine IL6 und IL8

Die Zytokine IL6 und IL8 in den Medien der Hautproben blieben nach Plasmabehandlung
groftenteils unter Kontrollniveau (sieche Diag.11 und Diag.12). Es konnten abfallende Werte
mit steigender Behandlungszeit festgestellt werden. Als eine mogliche Ursache kann die
gesteigerte Apoptose genannt werden, die durch die Probenentnahme und Inkubation
ausgelost werden kann. In-vifro-Versuche von Barton et al. an humanen Keratinozyten
zeigten nur eine kurzfristige signifikant gesteigerte Sekretion der Interleukine im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen nach 6 Stunden Inkubationszeit (Barton 2013). Spéter relativierten
sich die Interleukinwerte wieder, da auch unbehandelte Keratinozyten nach lingerer
Inkubationszeit vermehrt IL6 und IL8 sezernierten (Barton 2013). Es kann zudem postuliert
werden, dass die Interleukinfreisetzung als Reaktion auf das Plasma moglicherweise in einem
schlecht messbaren Bereich liegt, weil es im Zuge der Probenaufbereitung zu einer nicht
unerheblichen Verletzung des Hautgewebes kommt und folglich bereits initial, d.h. vor
Plasmabehandlung, mit hohen Interleukin-Werten gerechnet werden kann. Fraglich ist auch,
inwieweit die Interleukin-Freisetzung durch Keratinozyten innerhalb des Gewebeverbundes
im Medium messbar ist. Der Grossteil der sezernierten Interleukine stammt von
Keratinozyten mit Kontakt zum extrazellulirem Medium, diese befinden sich vornehmlich
basal und randstindig in der Hautprobe. Direkt plasmaexponierte Zellen befinden sich jedoch
in der Mitte des Hautstiickes und nicht am Rand. Die Genauigkeit der Aussage iiber die
Sezernierung von Interleukinen konnte von einer Immunfluoreszenzanfirbung mit
spezifischen Antikérpern und Quantifizierung von IL6 und IL8 optimiert werden. Auch wire
eine Analyse auf Transkriptomebene mittels Mikroarray Technologie zu einer potenziellen
Hochregulation von IL8- und IL6-Genen in den Hautproben sinnvoll. In dieser Studie konnte
nicht gezeigt werden, dass eine Plasmabehandlung die Sekretion von IL6 oder IL8 steigert,

welche wichtige Zell-Zell Mediatoren bei Entziindungs- und Wundheilungsprozessen sind.
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5. Zusammenfassung

Die Anwendung von Niedrigtemperatur-Atmospharendruckplasmen im Bereich der
Wundversorgung gewinnt stetig an Bedeutung und so steigt das Interesse an den damit
ausgelosten biologischen Vorgidngen im Organismus. Es bestehen zahlreiche Studien zum
Einfluss von Plasma auf verschiedene Zellen in Kultur. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Wirkung von Plasma auf einen intakten Zellverband, der menschlichen Haut, umfangreich

molekularbiologisch untersucht.

Es wurde der Atmosphdrendruck-Plasmajet kINPen® MED verwendet, um ex-vivo
Hautproben von insgesamt 9 Patienten zu behandeln. Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden
die Hautbiopsien hinsichtlich Differenzierung, Proliferation, Apoptose und DNA 24 Stunden
nach Plasmaexposition beurteilt. Weiterhin wurde die Sekretion von Zytokinen mittels ELISA
erforscht. Die Dauer der punktuellen Plasmabehandlungen betrug 1 Minute, 3 Minuten und 5

Minuten.

Die groBten Limitationen im Studiendesign waren der geringe Probenumfang sowie die
Inhomogenitit der Versuchsgruppen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
behandelter und unbehandelter Hautprobe nachgewiesen werden. Trotz allem wurden
wichtige Tendenzen beobachtet. Die Anwendung des Plasmas scheint das grundséatzliche
Differenzierungsmuster der Epidermis kaum zu beeinflussen. Bei ldngerer Behandlung bis 5
Minuten stieg die Anzahl basaler apoptotischer Zellen, wihrend es kaum Anderungen im
Auftreten von DNA Doppelstrangbriichen sowie der Sekretion von IL6 oder IL8 gab. Die
Anzahl proliferativer basaler Zellen stieg bis zu einer Plasmaexposition von 3 Minuten.
Moglicherweise wirken kurzzeitige Plasmabehandlungen proliferationsfordernd auf
Keratinozyten. Dies konnte eine weitere Erkldrung fiir den positiven Einfluss von Plasma auf
die Heilung von Wunden sein. Lingere Behandlungen 16sen womdoglich Apoptosen aus,

jedoch ohne DNA Schéden herbeizufiihren.

Um Nebenwirkungen zu minimieren, bedeutet dies fiir die klinische Praxis, moglichst kurze
Expositionszeiten  einzuhalten. Um  eine  optimale therapeutische = Anwendung
unterschiedlicher Plasmaquellen, die sich in Zusammensetzung und Intensitdt unterscheiden,
zu ermoglichen, sind weitere Studien beziiglich Behandlungszeit und entsprechender

biologischer Wirkung notwendig.

Wichtige Ergebnisse dieser Arbeit sind in die Publikation von Hasse et al. eingeflossen
(Hasse et al. 2016).
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6. Anhang

Anhang I: IL6 Messung

IL6 Mengen in pg/mg Protein

Probe IL6 (pg/ml) Protein (mg/ml) | IL6 (pg/mg Protein) | normiert zur
Kontrolle (%)

A, ctrl 47102,04 1,74 27086,75 100,00

A, Imin | 55774,15 1,76 31783,33 117,34

A, 3min | 53693,88 2,07 25977,10 95,90

A, 5Smin | 65178,23 1,43 45681,80 168,65

B, ctrl 46967,35 0,50 94529,23 100,00

B, Imin | 47031,29 0,30 154783.,46 163,74

B,3min | 37915,65 0,38 99440,63 105,20

B, Smin | 32930,61 1,30 25264,02 26,73

C, ctrl 5440,816 0,53 10321,73 100,00

C,Imin |0 0,46 0,00 0,00

D, ctrl 46994,56 1,64 28670,06 100,00

D, Imin | 13231,29 1,58 8389,93 29,26

D, 3min | 33436,74 2,29 14588,07 50,88

E, ctrl 17931,97 1,51 11910,95 100,00

E, 5Smin | 31893,88 1,17 27319,20 229,36

F, ctrl 50681,63 0,37 136420,87 100,00

F, Smin | 22751,02 0,55 41658,66 30,54

G, ctrl 92127,45 0,59 156721,94 100,00
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Probe IL6 (pg/ml) Protein (mg/ml) | IL6 (pg/mg Protein) | normiert zur
Kontrolle (%)

G, 3min | 149107,84 1,07 138712,96 88,51

H, ctrl 24195,92 0,17 142604,66 100,00

H, Imin | 66729,25 1,25 53553,77 37,55

H, Smin | 53884,35 0,81 66683,66 46,76

I, ctrl kaum 0,14 kaum nachzuweisen | 100,00

nachzuweisen
I, 3min 5029,41 0,45 11272,97 hoch
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Anhang II: IL8 Messung

IL8 Mengen in pg/mg Protein

normiert zur
Probe IL8 (pg/ml) Protein (mg/ml) | IL8 (pg/mg Protein)

Kontrolle (%)
A, ctrl 100798,35 1,74 57965,64 100,00
A, Imin | 62662,65 1,75 35708,80 61,60
A, 3min | 883554 2,07 42746,35 73,74
A, Smin | 126353,35 1,43 88557,92 152,78
B, ctrl 73174,05 0,50 147274,37 100,00
B, Imin | 144914,85 0,30 476925,49 323,84
B,3min | 148694,75 0,38 389978.,84 264,80
B, Smin | 125650,6 1,30 96397,82 65,46
C, ctrl 1356,85 0,53 2574,07 100,00
C, Imin | 1141,95 0,46 2464,05 95,73
D, ctrl 1246,3 1,64 760,33 100,00
D, Imin | 1557,25 1,58 987,45 129,87
D,3min | 1191,65 2,29 519,90 68,38
E, ctrl 975,00 1,51 647,62 100,00
E, 5Smin | 56179,95 1,17 48121,82 7430,52
F, ctrl 5669,20 0,37 15259,90 100,00
F, Smin | 3236,46 0,55 5926,18 38,84
G, ctrl 19434,12 0,59 33060,20 100,00
G, 3min | 8719,94 1,08 8112,03 24,54
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normiert zur
Probe IL8 (pg/ml) Protein (mg/ml) | IL8 (pg/mg Protein)

Kontrolle (%)
H, ctrl 3533,87 0,17 20827,74 100,00
H, Imin | 8327,49 1,25 6683,25 32,09
H, Smin | 3915,65 0,81 4845,75 23,27
I, ctrl 6625,05 0,14 46622,73 100,00
I,3min | 48450,10 0,45 108596,52 232,93
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Anhang I11: Exemplarische Bilder zur Zytokeratin 1-Immunfluoreszenz

Abb. 13: Zytokeratin 1 Immunfluoreszenz (griin), je Kanaleinstellung (von oben links nach unten
rechts Hellfeld, DAPI, Zytokeratin 14, Overlay aller Kanéle) ein Bild, unbehandelte Kontrolle

t=0 t=1min

t =3min t = Smin

Abb.14: Overlay von DAPI (Zellkerne, blau) und Zytokeratin 1 (griin) Immunfluoreszenz exemplarisch
fiir ieden Behandlungszeitpunkt
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Anhang IV: Exemplarische Bilder zur Zytokeratin 14-Immunfluoreszenz

Keratin 14 Hellfeld
+ DAPI
+ Keratin 14

Abb. 15: Keratin 14(rot) Immunfluoreszenz, je Kanaleinstellung (von oben links nach unten
rechts Hellfeld, DAPI, Keratin 14, Overlay aller Kanile) ein Bild, unbehandelte Kontrolle

t=0 t=1min

t=3min t=5min

Abb.16: Overlay von DAPI (Zellkerne, blau) und Zytokeratin 14 (rot) Immunfluoreszenz exemplarisch
fiir jeden Behandlungszeitpunkt
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Anhang V: Exemplarische Bilder zur Ki67-Immunfluoreszenz

Abb. 17: Ki 67 Expression, je Kanaleinstellung (von oben links nach unten rechts Hellfeld, DAPI,
Keratin 14, Overlay aller Kanile) ein Bild, unbehandelte Kontrolle

t=0 t=1min

t=3min t=Smin

Abb.18: Overlay von DAPI (Zellkerne, blau) und Ki67 (rot) Immunfluoreszenz exemplarisch fiir jeden
Behandlungszeitpunkt
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Anhang VI: Exemplarische Bilder zur pH2AX-Immunfluoreszenz

Abb. 19: pH2AX Immunfluoreszenz (griin), je Kanaleinstellung (von oben links nach unten
rechts Hellfeld, DAPI, Keratin 14, Overlay aller Kanile) ein Bild, unbehandelte Kontrolle

t=0 t=1min

t = Smin

Abb.20: Overlay von DAPI (Zellkerne, blau) und pH2X (griin) Immunfluoreszenz exemplarisch fiir
jeden Behandlungszeitpunkt
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Anhang VII: Exemplarische Bilder zur TUNEL-Immunfluoreszenz

Abb. 21: TUNEL Immunfluoreszenz (griin), je Kanaleinstellung (von oben links nach unten
rechts Hellfeld, DAPI, Keratin 14, Overlay aller Kanile) ein Bild, unbehandelte Kontrolle

t=0 t=1min

t =3min t = Smin

Abb.22: Overlay von DAPI (Zellkerne, blau) und TUNEL (griin) Immunfluoreszenz exemplarisch fiir
jeden Behandlungszeitpunkt
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Anhang VIII: Patientenanamnese

Patient | Alter | Geschlecht | Raucher | Diagnose der Probeexizision
A 46 M ja Dermales Naevuszellnaevus, seborrhoische Keratose
B 69 M nein aktinische Keratose der Haut
C 82 W nein oberfldchlich erodiertes Basaliom
D 52 M nein Xanthelasmen
E 56 M nein Plattenepithelcarcinom
F 35 M ja dysplastisches Naevuszellnaevus
G 77 M nein Carcinoma in situ
H 80 W nein Héamangiom
I 64 M nein Epulis fibromatosa
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