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1 Einleitung

1.1 Aufbau und Histologie der menschlichen Haut

Die menschliche Haut bildet als Grenzorgan eine Barriere zwischen inneren Organen
und der Umwelt. Somit ist die Haut zahlreichen physikalischen und chemischen
Einflussen ausgesetzt (1). Mit einer Oberflache von 1,5 bis 2m? und einem Gewicht
von circa 20% des Koérpergewichts gilt die Haut als das gré3te Organ des Menschen
(2, 3). Makroskopisch wird zwischen zwei Hautarten unterteilt, die Leistenhaut und die
Felderhaut. Die Felderhaut bedeckt den grof3ten Teil des Koérpers und verfugt tber
Haare und Talgdrisen, wohingegen die Leistenhaut nur am Ful3 und an den

Handflachen vorkommt (1).

Schweildrasengange

Stratum corneum {

Stratum germinativum {
¢ Epidermis
> Dermis
L Subkutis
Fettgewebe <=

Vater-Pacini-Kérperchen Arterie

Abbildung 1: Mikroskopische Aufnahme der drei Hautschichten
Die mikroskopische Aufnahme der Haut zeigt einen Querschnitt der drei Hautschichten

eines Hautareals aus der Hohlhand. Man erkennt Struktur und Aufbau der
Hautschichten bestehend aus Epidermis, Dermis und Subcutis. Abbildung aus Welch

).




Einleitung

Die menschliche Haut besteht mikroskopisch aus: Epidermis, Dermis und Subcutis.
Jede Hautschicht besteht aus mehreren Zellschichten mit verschiedenen Zellarten (2).
Neben den speziellen Epithelzellen, den Keratinozyten befinden sich andere
Zellentypen zum  Beispiel Immunzellen (Langerhanszellen), Sinneszellen
(Merkelzellen) und melaninproduzierende Zellen (Melanozyten). Embryologisch
stammen Dermis und Subdermis aus dem Mesoderm, wahrend die Epidermis und ihre

speziellen Zellen im Ektoderm ihren Ursprung haben (3).
Epidermis

Die Epidermis ist die Epithelschicht der Haut. Sie besteht aus mehreren Zellschichten
und beinhaltet verschiedene Zellarten. Es handelt sich hier um ein mehrschichtiges
verhorntes Plattenepithel (2). Diese Hautschicht besteht aus vier Zellschichten:
Stratum basale (Basalzellschicht), Stratum spinosum (Stachelzellschicht), Stratum

granulosum (Kdrnschicht) und Stratum corneum (Hornschicht).

Die Epidermis ist mit der Dermis durch eine Basalmembran mit Anker und Mikrofibrillen
verankert. Direkt auf der Basalmembran befindet sich die Basalzellschicht. Bestehend
aus einer Zellreine von Keratinozyten und teilungsfahigen Stammzellen dient die
Basalzellschicht als Keratinozyten-Nachschub (3). Die Stachelzellschicht besteht aus
drei bis funf Zelllagen. Die Zellen haben stachelférmige Fortsatze, die durch
Desmosomen mit andern Zellen Kontakt aufnehmen (2). Die Koérnerzellschicht
zeichnet sich durch basophile Keratinozytengranula aus (1). Die auf3erste Zellschicht
der Epidermis ist die Hornzellschicht. Je nach Hautareal variiert die Dicke der
Hornzellschicht aus den bereits abgestorbenen Keratinozyten. In der Leistenhaut ist
die Hornzellschicht dicker als in der Felderhaut (3). Die Keratinozyten dieser
Zellschicht haben keinen Zellkern oder Zellorganellen und bestehen nur noch aus dem

Zytoskelett, den Keratinfilamenten (2).

Neben den epithelialen Keratinozyten beinhaltet die Epidermis drei weitere Zellarten:
Langerhanszellen, Merkelzellen und Melanozyten. Die Langerhanszellen wurden vom
Medizinstudenten Paul Langerhans 1867 entdeckt und nach ihm benannt. Diese
Zellen stammen aus Zelllinien des Knochenmarks und sind antigenpréasentierende

dendritische Zellen und damit dem Immunsystem zuzuordnen (1).

Die Merkelzellen sind nach dem Géttinger Anatomen Friedrich Merkel benannt. Diese

Zellen stammen aus der Neuralleise und dienen als Mechano-Druck-Rezeptoren der

2
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menschlichen Haut. Die Melanozyten befinden sich in der basalen Zellschicht und
entstammen auch wie die Merkelzellen aus der Neuralleiste. Die Melanozyten sind fur

die Bildung des braunen Pigments, dem Melanin zustandig (1).

Abbildung 2: Mikroskopische Aufnahme der Epidermis

Die Mikroskopie der Epidermis zeigt den Aufbau der verschiedenen Zellschichten der

Epidermis (450fach). (1) Stratum basale, (2) Stratum spinosum, (3) Stratum
granulosum, (4) Stratum corneum. > Melanozyten. — feine Zytoplasmafortsatze mit

Desmosomen Abbildung aus Welch (2).
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Dermis

Die Dermis (Corium, Lederhaut) ist mit der Epidermis durch eine dermo-epidermale
Junktionszone verankert. Wesentlicher Bestandteil dieser Junktionszone sind
Hemidesmosomen, Integrin und Kollagen Typ IV (1). Die Dermis bildet die spezielle
Bindegewebeschicht der Haut. In der Dermis wird zwischen zwei Schichten
unterschieden: Stratum papillare und Stratum retikulare. Das Stratum papillare liegt
direkt unter der Epidermis und versorgt sie durch Diffusion mit N&hrstoff und
Sauerstoff. Im Stratum papillare befinden sich zahlreiche Blutgefal3e, Lymphgefalle,
Nervenendungen und die Meisner-Tastkorperchen, welche als Sinnesorgan fur den
Tastsinn von Bedeutung sind (3). Das Stratum retikulare ist mechanisch zugfest. Diese
Schicht ist arm an Zellen aber reich an Bindegewebe. Hauptbestandteil sind Kollagen
Typ 1 und dicke elastische Fasern. Dank dieser Schicht kann die Haut ihre

Ausgangposition nach Zug wieder aufnehmen (1).
Subkutis

Der wesentliche Bestandteil dieser Hautschicht ist Fettgewebe. Dabei liegt das
Fettgewebe unterteilt durch Septen aus lockerem Bindegewebe in Fettlappchen.
AulRer Fettzellen befinden sich in der Subkutis die Vater-Pacini-Lamellenkérperchen,
welche als Sinnesrezeptoren fir Druck und Vibration dienen. Darlber hinaus liegt der
Ursprung der Haarfolikel und der Schwei3driisen in der Subcutis. Durch ihren Hohen
Gehalt an Fettgewebe dient die Subcutis als Energiespeicher, Warmeisolator und
mechanisches Schutzpolster (2).

1.2 Physiologie und Funktion der menschlichen Haut

Durch ihren komplexen Aufbau und ihre komplexe Physiologie erfuihlt die Haut viele
biologische, physikalische und physiologische Funktionen. Die Haut verfugt Uber
zahlreiche Zellarten, die verschiedenen physiologischen Systemen zuzuordnen sind.
Die Barriere Funktion, der Schutz vor Mikroorganismen, der Schutz vor grol3en und
kleinen Molekiulen und der Schutz gegen UV-Strahlen sind durch den speziellen
Aufbau und Struktur der Epidermis gewahrleistet (1). Die Epidermis ist wasserdicht
und schuitzt dadurch den Korper vor dem Austrocknen. Somit tragt sie wesentlich zur

Regulation des Wasserhaushalts bei (3). Die Schweil3driisen in der Dermis sind durch
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das autonome Nervensystem reguliert und ftr die Thermoregulation des menschlichen
Korpers mitzustandig. Durch die Aktivierung der SchweiR3driisen wird Wéarme in die

Umgebung abgegeben (1, 3).

Die menschliche Haut hat eine bedeutsame immunlogische Funktion. Einerseits durch
die physikalische Barriere gegenuber Keimen, andererseits durch spezielle
Immunzellen leistet sie einen wichtigen Beitrag zum immunologischen Schutz. Die
Langerhanszellen der Epidermis sind spezielle Immunzellen, die fir die
Antigenprasentation auf der Haut zustandig sind (2). Dartber hinaus dient die Haut als
wichtiges Sinnesorgan und erfullt damit zahlreiche Sinnesfunktionen. Die Merkelzellen
(Druckrezeptoren), die Vater-pacini-Korperchen (Vibrationsrezeptoren) und die
Meisner-Kérperchen  (Tastrezeptoren) sind  spezielle  Sinneszellen  und
Sinnesorganellen, die auf der Haut ihren Sitz haben. AufRRerdem verflgt die
menschliche Haut Uber grof3e Mengen an freien Nervenendungen, die fur
Thermorezeption und Nozizeption verantwortlich sind (4).

Ferner hat die menschliche Haut hormonelle Funktionen. In der Haut findet der erste
Schritt der Vitamin-D-Synthese statt. Durch Ultraviolett-Strahlung (UV-B) mit einer
Wellenlange von 280-320 nm wird in der Haut 7-Dehydrocholesterin in Pravitamin D3

und dann weiter in Cholecalciferol D3 umgewandelt (5).

1.3 Kaltes Atmospharendruckplasma (CAP)

CAP (vom eng. cold atmospheric plasma) ist ein Plasmatyp, welches unter normalem
Atmospharendruck erzeugt wird und niedrige Temperaturen hat (6). Der Begriff
physikalisches Plasma bezeichnet ein hochreaktives ionisiertes Gas, welches sich in
wechselnden Anregungszustédnden und in standiger Wechselwirkung mit der
Umgebung befindet (7). Aufgrund dieser besonderen Eigenschaften vom Plasma wird
es neben fest, flussig, und gasférmig als den vierten Aggregatzustand der Materie
bezeichnet (8, 9). Der Begriff Plasma hat mit der im allgemeinen Sprachgebrauch
verwendeten Bezeichnung von Zellfreiem Bestandteil des Bluts nichts zu tun und
wurde in diesem Sinne erstmals im Jahr 1928 vom US-amerikanischen

Nobelpreistrager Langmar verwendet (10).
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Das Plasma entsteht aus Gas, dem grof3e Energie hinzugefugt wird (11). Wenn die
Energie gro3 genug ist, damit Elektronen die elektrostatische Potentialbarriere
Uberwinden kdnnen, treten freie Elektronen auf und ein positiv geladenes lon entstehet
(12). Plasma ist insgesamt ein neutral ionisiertes Gas, besteht aber aus positiv
geladenen lonen, Elektronen, Neutralteilchen und UV-Strahlen (6, 13, 14).

Technisch unterscheidet man zwei Formen der physikalischen Plasmen. Das
thermische (heiRe) Plasma und das non-thermische (kalte) Plasma. Thermisches
Plasma erreicht Temperaturen von bis zu 1000° wohingegen nicht-thermische
Plasmen (CAP) deutlich niedrigere Temperaturen bis maximal 40° erreichen. Solche
nicht-thermischen Plasmen haben biologische Effekte und sind auf lebende Zellen und
Gewebe anwendbar, und somit fur medizinische Anwendungen geeignet (10, 13, 15,
16).

In den letzten Jahrzehnten wurde die biomedizinische Anwendung von kalten
Atmospharendruck Plasmen (CAP) intensiv erforscht und die Suche nach neuen
therapeutischen Einsatzmoglichkeiten stieg rasant an. Dabei wurde Uber ein breites
Spektrum verschiedener Plasmaquellen fur biomedizinische Anwendungen berichtet
(17). Technisch kann man drei CAP-Quellen fir biomedizinische Anwendungen
unterscheiden: Dielectric Barrier Discharge (DBD), Atmospheric Pressure Plasma Jet
(APPJ) und das Corona-Discharge Plasma (13). Gemeinsam haben alle CAP-Quellen
das Vorhandensein von freien Elektronen und lonen, freien Radikalen und neutralen
Molekilen in standiger Wechselwirkung. Die wichtigste biologisch aktive Komponente
des Plasmas ist die Vielzahl reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS), die
bei der Reaktion mit Molekilen (Sauerstoff, Stickstoff und Wasser) in der
Umgebungsluft gebildet werden (18). Viele wissenschatftliche Arbeiten belegen, dass
die RNOS eine wesentliche Rolle fur die Stimulation physiologischer und

pathologischer Prozesse in Zellen spielen (19-23).

Die antimikrobielle und apoptotische Wirkung sowie die Stimulation von
Gewebsregeneration macht CAP zu einer vielversprechenden therapeutischen
Moglichkeit in vielen Bereichen der Medizin (12, 13, 24-26). Beispielsweise bietet CAP
zahlreiche therapeutische und klinische Anwendungen in der Dermatologie (z.B.
Ulcera, Wundbehandlung), in der Chirurgie zur Blutstillung oder Tumorchirurgie, in der
Onkologie zur Krebsbehandlung, in der Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde fir eine

Wurzelkanalbehandlung oder eine Implantat-Desinfektion (27).
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Abbildung 3: Das Plasmagerat kINPen MED

Die Abbildung zeigt den Aufbau des Plasmagerats kINPen MED. Rechts sieht man
das Handgerat (Plasmastift), aus dem der Plasmastrahl austritt. Abbildung aus (28).

In dieser Arbeit wurde das Plasmagerat kINPen MED fir die CAP-Behandlung
eingesetzt. Der kINPen MED ist ein APPJ welches von neuplas tools (Greifswald) fur
medizinische Anwendungen entwickelt wurde. Dieser Plasmajet erreicht nur niedrige
Temperaturen und verwendet Argon als Tragergas. Die typische Lange des
Plasmaabflusses betragt 9 bis 12mm und 1mm Durchmesser. Der kINPen MED
bekam als erstes Plasmajet weltweit eine Zulassung und Zertifizierung als
medizinisches Gerat (Calss lla) (29). Der kINPen MED wird zur Behandlung von
chronischen und/ oder infizierten Wunden und Ulcera der menschlichen Haut
eingesetzt (30). Neben der Behandlung von Wundheilungsstérungen gibt es

zahlreiche Einsatzmdglichkeiten vom CAP in der Dermatologie (31).
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Abbildung 4: Geometrie des Plasmagerats kINPen MED

Das Plasmajet oder Plasmastrahl tritt aus der Spitze des Handgerats aus. Das
Arbeitsgas, hier Argon, wird durch Hinzufiigen von Energie zu CAP. Wichtige
biologisch aktive Wirkungskomponenten des Plasmajets sind angeregte Sauerstoff-
und Stickstoff-Spezies (RONS), lonen+Elektronen und UV. In Anlehnung an (6).

1.4 Klinische Anwendungen von CAP auf der menschlichen Haut:

Die menschliche Haut ist das einzige Organ des Koérpers, welches fir eine direkte
therapeutische Anwendung vom CAP vollstandig zugéanglich ist. Der therapeutische
CAP-Einsatz findet meistens topisch statt. Aus diesem Grund bietet die
Hautoberflache eine sehr gute und unkomplizierte Einsatzmdglichkeit fur klinische
CAP-Anwendungen mittels APPJ oder DBD wie kINPen MED oder PlasmaDerm® (31).

CAP zeigt sowohl in vitro als auch in vivo sehr effiziente antimikrobielle Wirksamkeit
gegen zahlreiche Hautkeime inklusive multiresistente Keime wie Methicillin-resistenter
Staphylococcus aureus (MRSA) (32, 33). Es wurde gezeigt, dass CAP zu signifikanter
Keiminaktivierung von 168 MSSA und 56 MRSA Stammen fuhrt (34). AulRerdem zeigt
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der CAP-Einsatz auf infizierten Ulzera und chronischen Wunden der Haut eine hohe
Wirksamkeit (35-37).

Durch die geweberegenerierenden und durchblutungsstimulierenden Eigenschaften
zeigt CAP eine signifikante Verbesserung bei der Behandlung chronischer und akuter
Wunden und bei Wundheilungsstorungen auf der Haut (36, 38, 39). Hierbei spielen die
durch die CAP-Behandlung entstandenen RONS eine wichtige Rolle bei der

Stimulation und Regeneration des Gewebes wahrend der Wundheilung (40-43).

AuBer der Behandlung von Wunden und Ulcera wird CAP mittlerweile oft in der
Dermatologie eingesetzt. In der klinischen Anwendung zeigte CAP positive
Wirksamkeit gegen verschiedene Erkrankungen oder Stérungen der Haut, z.B. bei
atopischem Ekzem, Pruritus, Ichthyosen, epidermalem Barrierdefekt, Narben, Akne,
oder Psoriasis (31, 44, 45).

Daruber hinaus kann CAP selektiv die Apoptose von Tumorzellen induzieren (26, 40).
Somit stellt CAP eine neue und vielversprechende therapeutische Moglichkeit fur die
Behandlung von Hauttumoren dar. Im Gegensatz zur Chemo- und Strahlentherapie ist
das attraktivste Merkmal von CAP die Selektivitat, Krebszellen abzuttten (46). Bei In-
vitro-Arbeiten wurden Melanomzellen mit CAP behandelt. Diese Behandlung fuihrte zur
Induktion der Apoptose sowie zu einer sofortigen und langanhaltenden irreversiblen

Inaktivierung der Melanomzellen (47, 48).

1.5 DNA, DNA-Schaden und apoptotische Doppelstrangbriiche

Die Desoxyribonucleinsaure (DNA) ist der Trager der Erbanlagen. Sie speichert die
Information fur die Bildung und Erhaltung eines Organismus. Die Bausteine der DNA
sind Nucleotide. Ein Nucleotid besteht aus einem Phosphatrest, einer 2-Desoxyribose,
und einer Base. Das bis heute gultige Modell der DNA als Doppelhelix wurde von
Francis Crick und James Watson im Jahr 1953 entwickelt (49). Wesentliche Merkmale
des Doppelhelix-modells sind folgendermaf3en beschrieben: Die DNA liegt in den
Zellen doppelstrédngig vor. Zusammengehalten werden die Strange Uber
Wasserstoffbriickenbindungen. Die Basen Adenin (A) und Thymin (T) sowie Guanin
(G) und Cytosin (C) sind jeweils komplementar zueinander, die Orientierung ist dabei

gegenlaufig oder antiparallel (50).
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DNA kann als B-Form (rechtsgéngig), A-Form (kristalline) oder Z-Form (linksgangig)
vorliegen. Allerdings ist die B-Form-DNA die géngige Konformation in lebenden Zellen.
Die B-Form-DNA ist durch einen Helixdurchmesser von 2nm, eine grof3e und eine
kleine Furche charakterisiert (50). Ein dominantes Merkmal der B-Form-DNA ist das
Vorhandensein von zwei unterschiedlichen Furchen. Diese Furchen bieten eine sehr
unterschiedliche Oberflache, an der zahlreiche Proteine an die DNA binden und

darliber Prozesse wie Replikation, Transkription und Reparation regulieren (49).

Die DNA liegt im Zellkern als Chromatin vor. Chromatin ist ein komplex aus DNA,
verschiedenen Proteinen und RNA Molekilen. Somit wird DNA im Zellkern auf
mehreren Ebenen dicht gepackt, um sie im Zellkern unterzubringen. Im Chromatin
werden die Proteine in Histone und Nicht-Histone unterschieden. Histone sind sehr
wichtige und evolutionar stark konservierte Proteine, die bei der Verpackung der DNA
von essentialer Bedeutung sind. Man kann Linker-Histone und Core-Histone
unterscheiden. Die Histone H2A, H2B, H3 und H4 sind Core-Histone. Sie bilden
zusammen ein Histonoktamer, um das sich DNA wickelt und das Nucleosom bildet.

Mehrere Nucleosome bilden eine Chromatinfaser (50).

Dartber hinaus werden Histone durch Enzyme modifiziert und erfillen zahlreiche
Aufgaben im Zellkern. Dabei unterliegen Histone einem komplexen und dynamischen
Muster kovalenter Modifikationen. Es wird angenommen, dass diese
Histonmodifikationen an der Modulation der Transkription, an der Inaktivierung von X-
Chromosomen bei weiblichen Saugetieren sowie an der Genomstabilitat und der
Dynamik  meiotischer = Chromosomen  beteiligt sind.  Bisher berichtete
Histonmodifikationen umfassen Acetylierung, Phosphorylierung, Methylierung, ADP-
Ribosylierung und Ubiquitinylierung (51). Beispielsweise ist die Phosphorylierung des
Histon H2AX zu y-H2AX von essenzieller Bedeutung fir die DNA (52, 53). y-H2AX gilt
als biologischer Marker fur DNA-Schaden. Bei Entstehung von DNA-
Doppelstrangbriche (DNA-DSB) werden durch die Phosphorylierung von H2AX
essenzielle Vorgange fur die Zelle aktiviert, namlich DNA-Reparaturmechanismus

oder die Induktion des naturlichen Zelltodes, der Apoptose (52, 54-57).

DNA-Schaden treten in allen Zellen auf und kénnen in zwei Arten eingeteilt werden,
endogen und exogen. Endogene DNA-Schaden werden von der Zelle selbst
verursacht und kénnen auf verschiedenen Wegen wie Apoptose, Exzisionsreparatur,

oxidativen Schaden oder Depurinierung auftreten. Exogene Schaden treten auf, wenn

10



Einleitung

Zellen physikalischen (radioaktive oder UV-Strahlung) oder chemischen (Zytostatika)
Noxen ausgesetzt sind. Der daraus resultierende DNA-Schaden kann Basenschaden,
Einzelstrangbruch (SSB) oder DSB sein, wobei letztere fur die Zellen tédlich sind (58).

Die Zellen verfigen jedoch Uber DNA-Reparaturmechanismen und koénnen
grof3tenteils diese Schaden reparieren. Im gunstigen Fall werden die DNA-Schéden
durch die Reparaturmechanismen aufgehoben. Gegebenenfalls kann aber auch die
Apoptose induziert werden, um Zellen mit beschadigter DNA zu eliminieren. Bei
gravierenden und nicht zu reparierenden DNA-Schaden kann es zu Mutationen und
oder zu fehlerhaften Funktionen beziehungsweise bdsartigen Zellen fuhren (59). DSB
sind schwerer zu reparieren als Einzelstrangbriiche oder Basenschaden, und ihre

Fehlreparatur ist haufig mit Chromosomenaberrationen und Apoptose verbunden (60).

Die DSB sind DNA-Schéaden mit gravierenden Folgen fur die Zellen. Sie kdnnen durch
ionisierende Strahlen, UV-Strahlen, Chemikalien oder reaktive Spezies entstehen (61,
62). Die reaktiven Spezies wie RONS koénnen als Folge von Stoffwechsel- und anderen
biochemischen Reaktionen sowie externen Faktoren in lebenden Zellen gebildet
werden. Durch RONS verursachte DNA-Schaden sind die am haufigsten auftretenden
Schaden (63). RONS umfassen Superoxid (02— -), Wasserstoffperoxid (H202),
Hydroxylradikale (OH -), Singulett-Sauerstoff, Stickoxid (NO), Stickstoffdioxidradikal
(NO2), Peroxynitrit (ONOO-), Peroxynitrige S&ure (OONOH) und Alkylperoxynitrit
(ROONO) (102). RONS konnen DNA oxidieren, was zu verschiedenen Arten von
DNA-Schaden fuhren kann, einschlief3lich oxidierter Basen, SSB und DSB (64, 65).

Es wurde berichtet, dass DNA-DSB die Phosphorylierung vom Histon H2AX in der C-
terminalen Region von Serin 139 und die Bildung von y-H2AX induzieren kénnen (52).
H2AX ist eine Variante der H2A-Proteinfamilie, die ein Bestandteil des Histonoktamer
in Nucleosomen der DNA ist (57). Zum Nachweis von DNA-DSB in den behandelten

Zellen wurde das y-H2AX herangezogen.
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2 Zielsetzung

Plasmamedizin ist ein innovatives und therapeutisch vielversprechendes
Forschungsfeld in der Medizin, welches in den letzten Jahren eine enorme
internationale Entwicklung bekommen hat (66). CAP wird mit Hilfe von Plasmageraten
Produziert, um therapeutische Effekte an Patienten zu bewirken. Aktuell sind einige
Plasmagerate zur Behandlung von chronischen, akuten und infizierten Wunden der
Haut zugelassen (66). Die zugrundeliegenden zell- und molekularbiologischen
Mechanismen der Wechselwirkungen zwischen Plasma und lebenden Zellen oder
Gewebe sind jedoch noch nicht vollstandig charakterisiert. Wissenschatftliche Arbeiten
belegen, dass RONS die biologisch aktiven Komponenten der biologischen CAP
Wirkung sind. Die RONS des CAP haben antiproliferative Wirkung und kénnen auch
Wechselwirkungen mit der zellularen DNA auslésen. Die Sicherheit und Wirksamkeit
vom CAP auf der menschlichen Haut wurde in einigen arbeiten untersucht. Jedoch
berichten einige Arbeitsgruppen, dass die RONS von CAP zu DNA-Schaden fuhren

kdnnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird die antiproliferative Wirkung von CAP auf Zellkulturen
untersucht und die Abhéangigkeit zwischen Behandlungszeit und antiproliferative
Wirkung mittels Wachstumskurven dargestellt. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die
Untersuchung der Wirkung vom CAP auf die DNA der Epidermiszellen. Hierfur wird
ein dreidimensionales Epidermismodell, das epiCS® eingesetzt. Das epiCS® ist aus
primaren Keratinozyten gezichtet und ahnelt stark der Epidermis der menschlichen
Haut. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob es nach der CAP-Behandlung mit
30s, 60s und 120s Behandlungszeit zu DNA-Doppelstrangbrichen (DNA-DSB)
kommt. Daruber hinaus wird untersucht, ob die Apoptose vermehrt oder in
Zusammenhang mit DNA-DSB nach der CAP-Behandlung auftreten kdnnte. In beiden

Behandlungsgruppen wird das Plasmagerat kINPen MED eingesetzt.

Mittels fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen werden y-H2AX positive Zellen zum
Nachweis von DSB und aktivierte Caspase 3-positive Zellen zum Nachweis von

apoptotischen Zellen herangezogen.
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3 Material

3.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerat/ Verbrauchsmaterial

Hersteller

15 ml R6hrchen

50 ml Falcon®

Absaugvorrichtung Integra Vacusafe
Absaugvorrichtung VACUSIP Integra
Autoklav VX150

Brutschrank function line

CASY Rohrchen

CASY TT Cell Counter and Analyzer
Feinwaage ABS 120-4

Filterpapier

Fluoreszenzmikroskop BZ-9000
Gewebekulturflasche 25 cm?
Gewebekulturflasche 75 cm?
Handschuhe

Heizblock QBT1

Glaspasteurpipette

Inkubator Nuaire™

kINPen® MED, Plasma-Jet

Sarstedt, Numbrecht

BD Biosciences, Heidelberg

Integra Biosciences (Zizers, Schweiz)
Biosciences (Zizers, Schweiz)
Systec, Wettenberg

Heraeus Instruments (Hanau)

Roche Innovatis, Reutlingen

Roche Diagnostics, (Basel, Schweiz)
Kern & Sohn, Balingen

Whatman, Dassel

Keyence, Neu-Isenburg

Sarstedt, Numbrecht

Sarstedt, Numbrecht

Hartmann, Heidenheim

CLF Laborgerate, Emersacker

VWR International (Darmstadt)

US Autoflow NuAire (Plymouth, USA)

neoplas tools GmbH i. G., Greifswald

Klimagerate (4°C, -20°C, -80°C, -140°C) Liebherr, Biberach an der Rifl3

Kuhl-/Gefrierkombi Mediline Lcexv 4010 Liebherr, Biberach an der Ril3
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Lichtmikroskop VWR International, Darmstadt
Pipettensatz 0,5 - 1000 pl Eppendorf, Hamburg

Pipettensatz 0,5 - 1000 pl Carl Roth, Karlsruhe
Pipettenspitzen Sarstedt, Numbrecht

Pipettierhilfe pipetus® Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Reagiergefald 0,5 ml, 1,5 ml Sarstedt, Numbrecht

Reagiergefald 2 ml, SafeSeal Sarstedt, Niumbrecht

Serologische Pipette 2 ml, 5 ml, 20 ml, 25 ml Sarstedt, Niumbrecht
Sicherheitswerkbank Safe 2020 Thermo Fisher Scientific, Rockford (USA)
TC-Platte 6 Well /24 Well Sarstedt, Nimbrecht
Vortex-Schiittler peqTWIST VWR PegLab, Erlangen
Vortex-Schuttler RS-VF10 Phoenix Instrument, Garbsen
Waage EMB 2000-2 Kern&Sohn, Balingen
Warmeschrank Memmert, Schwabach

Wasserbad WNB10 Memmert, Schwabach

Zentrifuge Centrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Centrifuge 5810 Eppendorf,Hamburg

3.2 Chemikalien, Losungen und Puffer

Chemikalie Hersteller
D(+)-Saccharose Carl Roth, Karlsruhe
D-Glucose Carl Roth, Karlsruhe
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Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol

Ethylendiamin-tetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA)

Phosphate-buffered Saline (PBS)

Formaldehyd

Fetal Bovine Serum (FBS)
HEPES

Isopropanol

Kaliumchlorid
Konservierer fir Wasserbader
LB-Medium

Natriumcitrat

Methanol

Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumdodecylsulfat
Poly-L-Lysin

Toluol

Paraffin

Glycin

Xylol

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Carl Roth, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
SERVA, Heidelberg
Sigma-Aldrich,USA

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
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Puffer/Losung Herstellung
Poly-L-Lysin Lésung 0,01 % w/v Poly-L-Lysin in sterilem A. bidest
10x PBS 1,37 M NacCl; 26,8 mM KCI; 17,6 mM KH2PO4;

101,1 mM Na2P0O2 x 2 H20O; pH 7,4

CASYton® 0,9 % NaCl; 0,02925 % EDTA

PBTG-Puffer 0,1% Rinderserumalbumin, 0,05% Polysorbat-20
und 0,3% Fischgelatine

PBS/Formaldehyde PBS;3,7% Formaldehyde

PBS / Glycin PBS ; 0.1% Glycin

3.3 Zellkultur: Medien, und Zusaitze

Medium/Zusatz

Herstelller

10x Trypsin-EDTA 0,5/0,2 % in DPBS
2x Trypsin/EDTA
fetales Rinderserum (fetal bovine serum, FBS)

Vollmedium

Einfriermedium

epiCS® Culture Medium

PAN Biotech, Aidenbach

20 % v/v 10x Trypsin/EDTA in DPBS
PAN Biotech, Aidenbach

1 % Penicillin/Streptomycin

10 % FCS (hitzeinaktiviert)

in DMEM

70 % v/v DMEM

20 % v/v FCS

10 % v/v DMSO

CellSystems GmbH, Troisdorf
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3.4 Zelllinien

Zellart Anwendung
B16 (Murine Melanom-Zellinie) Zellkultur
HaCaT (Human adult low Calcium high Temperature) Zellkultur

Keratinozyten

epiCS® (aus epidermalen Keratinozyten)

3.5 Antikorper

Priméare Antikdrper

Mouse anti-c-H2AX, 1/500

Rabbit polyclonal anti-active Caspase-3, 1/200
Sekundare Antikdrper

Goat anti-mouse Alexa 488 1/600

Donkey anti-rabbit-Cy3 1/800

3D-Epidermismodell

Hersteller
Milipore

Abcam

Dianova

Dianova
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4 Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl Zellkulturen als auch ein dreidimensionales
Epidermismodell fir die CAP-Behandlung eingesetzt. Die Zelllinien HaCaT und B16
wurden fir die Herstellung von Wachstumskinetiken verwendet. Die Zellzahl wurde
jeweils nach 4h, 24h, 48h, 72h, 96h und 120h mittels des CASY Cell Counter +
Analyser System Model TT bestimmt. Das Epidermismodell wurde nach der CAP-
Behandlung fir die fluoreszenzmikroskopische Analyse fixiert, eingebettet und
immungefarbt. Anhand von den fluoreszenzmikroskopischen Bildern wurde die
Gesamtzellzahl der y-H2AX und Caspase-3 positiven Zellen manuell bestimmt und
statistisch ausgewertet.

4.1 Kultivierung der Zelllinien B16 und HaCaT

Die B16 und HaCaT Zellen wurden nach dem Auftauen passagiert und fur die CAP-
Behandlung ausgeséat. Zum Auftauen wurden die Zellen in Cryogefal3en tberfuhrt und
bei 37°C inkubiert. Danach wurden sie langsam in mehrere Milliliter Medium Gberfuhrt.
Die Zellsuspension wurde zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Zum Schluss
wurden die Zellen erneut in warmem Medium vorsichtig aufgenommen und in eine
Zellkulturflasche gegeben. Wéahrend der Inkubation bei 37°C, 5% CO:2 und geséttigter
Luftfeuchtigkeit fanden taglich lichtmikroskopische Kontrollen, um zu erkennen, wann

man die Zellen wieder passagieren muss.

Die Kultivierung der beiden Ziellinien fand in T75-Flaschen in DMEM-Kulturmedium
und unter Zusatz von 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin statt. Die Zelllinien
wurden bei Erreichen einer Konfluenz von circa 90 % in neue Flaschen umgesetzt.

Meistens wurden die Zellen Innerhalb von circa 48 Stunden umgesetzt.

Zum Passagieren der Zellkultur wurde das Zellmedium abgesaugt. Danach wurde der
Flaschenboden mit 5ml PBS gewaschen, um den uberstehenden Detritus zu
entfernen. Im né&chsten Schritt wurden die Zellen mit 2ml Trypsin 3 Minuten lang
behandelt, um sie vom Boden der Zellkulturflaschen zu I6sen. Die Zellsuspension
wurde mit Medium verdinnt und in einem bestimmten Verhdltnis (1:4, 1:8) neu

ausgesat. Bei einer Konfluenz von 90%, werden sie erneut passagiert.
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4.2 Kultivierung des Epidermismodells (epiCS®)

Fur die Durchfihrung der Versuche mit dem Epidermismodell wurde ein
dreidimensionales, der humanen Epidermis aquivalentes Modell, das epiCS® bei
Cellsystems® GmbH bestellt. Die dreidimensionalen epiCS® ahneln stark der
menschlichen Epidermis und werden aus normalen primdren epidermalen
Keratinozyten des Menschen rekonstruiert. Laut Angaben des Herstellers werden die
epiCS® im Labor in mehreren Phasen hergestellt. Erstens werden die Keratinozyten in
Zellkultureinsatzen (0,6 cm?2) unter untergetauchten Bedingungen kultiviert. Danach
werden die Gewebe in die Luft-Flussigkeits-Interphase gehoben, um Differenzierung,
epitheliale Schichtung und Verhornung zu induzieren (67). Die Zellstruktur von epiCS®
ahnelt stark einer natirlichen menschlichen Epidermis, die eine Basalmembran,
proliferierende Keratinozyten und ein Stratum corneum mit einer intakten
Barrierfunktion zeigt. Dartber hinaus zeigt es eine hervorragende In-vitro / In-vivo-
Vergleichbarkeit (67).

Die epiCS® Proben wurden ein Tag vor der CAP-Behandlung bei 4°C in (0.6cm?)
Transportplatten geliefert. Das notwendige Kulturmedium wurde mitgeliefert. Bei
Empfang der Lieferung wurden die epiCS® Proben gemaR Angaben des Herstellers
vorbereitet (67). Dabei wurden die epiCS® Proben inklusive Transportplatten fir die
Inkubation und weitere Verwendung in 6-Well-Platten mit 1ml epiCS® Kulturmedium
eingebracht (siehe Abb.5 ). Vor der CAP-Behandlung wurden die epiCS® Proben fir
24 Stunden bei 37°, 5% CO2-Gehalt und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.
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Abbildung 5: Das Epidermismodell epiCS®

Epidermismodell epiCS® in einem (0,6 cm?)Transportinsert tUber einer 6-Well-Platte
mit epiCS® Kulturmedium. Abbildung aus (67).

4.3 CAP-Behandlung mit dem Plasmajet kINPen MED

Grundsatzlich erfolgte die CAP-Behandlung in dieser Arbeit mit dem Plasmajet KINPen
MED, Neoplas Tools, Greifswald. (Argon als Tragergas, Gasfluss: 4 | / min;
Versorgungsspannung = 65 V DC; Frequenz: 1,1 MHz) (30). Die CAP-Behandlung
wurde je nach Versuch mit verschiedenen Behandlungszeiten mittels manueller,
gleichmaliiger und kreisender Bewegung des Plasmajets Uber den Zellen
durchgefiihrt. Wahrend der Behandlung wurde ein Abstand von 0,5 cm zwischen dem
Plasmajet und der Oberflache der Zellen eingehalten.

Fur die Behandlung der Zelllinien wurden die HaCaT-Zellen beziehungsweise B16-
Zellen in 24-Well-Platten ausgesat. Wegen unterschiedlicher
Wachstumseigenschaften der beiden Zelllinien wurde fir jede Zelllinie eine bestimmte
Anfangszellzahl pro Well festgelegt. Fir die HaCaT-Zelllinie wurden pro Well 10000
Zellen ausgesat. Fir die B16-Zellinie wurden 5000 Zellen pro Well ausgesat. Die CAP-
Behandlung wurde in Zellsuspension mit 200yl Kulturmedium durchgefihrt.
Anschlieend wurde zu den 200ul Zellsuspension/Medium 800ul unbehandeltes
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Medium hinzugeflugt, damit die Zellen 120 Stunden lang wachsen konnten. Nach der
CAP-Exposition wurden die 24-Well-Zellkulturplatten bei gesattigter Luftfeuchtigkeit,
5% CO2-Gehalt und 37°C inkubiert. Nach 120h Inkubation wurden mittels
regelmanigen Zellzahimessungen Werte fur die Erstellung von Wachstumskinetiken
ermittelt. Die Zellzahlmessungen fanden jeweils nach 4h, 24h, 48h, 72h, 96h und 120h
Inkubation statt. Der CASY Cell Counter + Analyser System Model TT wurde flr die
Zellzahlmessung verwendet. Das Prinzip der Zellzahlbestimmung besteht in der
Anderung des elektrischen Widerstands. Intakte Zellen unterscheiden sich im
elektrischen Widerstand von toten Zellen oder von Zelltrimmern (68).

Die CAP-Behandlung des Epidermismodells epiCS® erfolgte nach einer 24-stiindigen
Inkubation ab Eintreffen der Proben. Somit konnten die Zellen sich nach dem Transport
und Vorbereitung erholen. Kurz vor der Behandlung wurde das alte Medium abgesaugt
und 1ml neues Medium in die 6-Well-Platten zugegeben. Die gesamte Behandlung
erfolgte unter der sterilen Bank. Zuerst wurde das Plasmagerat kINPen MED
vorbereitet und mit der Gas-Quelle (Argon) angeschlossen. Der Glasfluss wurde fir
alle Behandlungen konstant bei 4l/min eingestellt. Der Plasmastift wurde sterilisiert und
in die Behandlungsbank eingebracht. Die Behandlung erfolgte manuell. Dabei wurde
auf eine gleichmafiige CAP-Exposition der ganzen Oberflache des Epidermismodells
durch eine standarisierte, kreisférmige und gleichmafiige Bewegung geachtet. Der
Abstand zwischen der Oberflache des Epidermismodells und dem Plasmastift wurde
wahrend der gesamten Behandlungszeit moglichst bei 0,5cm konstant gehalten. Die
CAP-Behandlungszeit betrug je nach Versuch 30s, 60s oder 120s. Die Kontroll-Proben
erhielten jeweils die gleichen Behandlungszeiten mit dem Trégergas Argon. Nach der
Behandlung wurden die Epidermis-Proben bei 37°C, 5% CO2-Gehalt und 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Fixierung, Paraffineinbettung und somit die Vorbereitung
fur die fluoreszenzmikroskopische Analyse erfolgte ja nach Versuchsreihe nach 1h,
4h, 8h, und 24h Inkubationszeit.

4.4 Fluoreszenzmikroskopische Analyse des Epidermismodells epiCS®

Zur Herstellung von dinnen Epidermis-Schnitten wurden die epiCS®-Proben nach der
CAP-Behandlung und nach entsprechender Inkubationszeit (1h, 4h, 8h, oder 24h) tber
Nacht in neutral gepuffertem 4%igem Formaldehyd fixiert. Danach wurden die Proben
3 mal 5 min in PBS / 0,1% Glycin gewaschen, mit Alkohol dehydratisiert und gemarf
Routineverfahren in Paraffin eingebettet. Die in Paraffin eingebetteten epiCS®-Proben
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wurden zur Herstellung von fluoreszenzmikroskopischen Bildern zum Institut fir
Radiobiologie der Bundeswehr (Sanitatsakademie der Bundeswehr, Minchen)
geschickt. Die Immunfluoreszenzmikroskopie wurde freundlicherweise von Prof. Harry
Scherthan durchgefuhrt. Zum Nachweis y-H2AX und Caspase-3 positiver Zellen im
Epidermismodell epiCS® wurden die Gewebsproben immungefarbt. Die Methode ist
ausfuhrlich in (69, 70) beschreiben. In Kirze: Die Paraffin-Epidermisgewebeschnitte
(8 mm) wurden auf supergefrorenen Objekttrdgern montiert und Gber Nacht bei 37°C
getrocknet. Die Schnitte wurden in Xylol entwachst und in einer abgestuften Reihe von
Alkoholen hydratisiert. Die Objekttrager wurden 40 min in 0,01M Natriumcitrat (pH 5)
bei 95° C gehalten und in PBTG-Puffer blockiert. Die Objekttrager wurden 1 Stunde
bei 37°C in PBTG-Puffer mit den Priméarantikérpern inkubiert, gefolgt von 3 mal 5-
minitigem Waschen in  PBS und 35-minitiger Inkubation mit den
Sekundéarantikdrpern. Nach Inkubation mit den sekundaren Antikdrpern wurden die
Schnitte in PBS bei 37°C gewaschen (3 mal 5 min). Die Objekttrager wurden mit 18ul
VectaShield® Antifade Mounting Medium (Vector Labs, California) geliefert, das DAPI
(4 ', 6-Diamidino-2-phenylindol) als DNA / Kern-Gegenfarbung enthielt und mit einem
Deckglas abgedeckt. Die Praparationen wurden unter Verwendung eines motorisierten
Zeiss Axioplan 2-Fluoreszenzmikroskops analysiert, das mit dem Isis-
Fluoreszenzbildgebungssystem (MetaSystems, Altlussheim) ausgestattet war.
Digitale Bilder mehrerer optischer Ebenen der Proben wurden aufgezeichnet und zu
maximalen Projektionsbildern kombiniert, die manuell auf das Vorhandensein von
Kernsignalen oder auf das Vorhandensein von y-H2AX und Caspase-3 positiven

Zellen analysiert wurden.
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4.5 Statistische Analyse

Die Berechnung der statistischen Parameter (Mittelwerte, Standardabweichungen,
Signifikanzen per t-Test) erfolgte mittels GraphPad Prism V 8.0, ebenso die Erstellung
der Diagramme. Fir die Auswertung wurden, wenn moglich, mindestens drei
unabh&ngige Durchgénge pro Versuch bertcksichtigt. Der statistischen Auswertung
diente der studentische T- Test, wobei die Signifikanzen wie folgt festgelegt wurden:
p<0,05 (*), p=<0,01 (**), p<0,001 (***). Die abgebildeten Darstellungen sind

reprasentativ.
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchung der antiproliferativen Wirkung vom CAP auf zwei

Zellarten im Zellkulturmodell

In den letzten Jahren stieg das Interesse an kaltem Atmospharendruckplasma (CAP)
fur die Behandlung von bosartigen Tumoren rasant an. Die antiproliferative Wirkung
vom CAP auf Tumorzellen wird ausgiebig in verschieden Arbeiten untersucht. Durch
die Vielzahl von biologisch aktiven Substanzen, die im CAP enthalten sind, hat das
CAP unter anderem eine antiproliferative Wirkung auf verschiedene Krebsarten.
Besonders untersucht ist die Wirkung des CAPs auf Krebszellen in Zellkulturen.

Um die antiproliferative Wirkung des CAPs auf die Zellen darzustellen, wurden zwei
Zelllinien (HaCaT, B16) mit dem Plasmagerat kINPen MED behandelt und durch
Wachstumskinetiken dargestellt. Die HaCaT-Zellen sind primdre humane
Keratinozyten. Bei den B16-Zellen handelt es sich um Maus-Melanomzellen, die in der

Forschung als Hautkrebsmodell verwendet werden.

Fur die Untersuchungen wurden die HaCaT und B16 Zellen mit CAP und Argon
behandelt. Das Argon dient hierbei als Behandlungskontrolle. Je Zelllinie wurden drei
verschiedene Behandlungszeiten (5, 10 und 30 Sekunden) ausgewahlt. Die Analyse
der Zellzahl mittels CASY® Model TT System erfolgte erstmals nach 4h danach alle
24h.

5.1.1 Wirkung vom CAP auf der HaCaT-Zelllinie

Fur die Behandlung der HaCaT-Zellen wurden 10000 Zellen/Well im 24-Well Mal3stab
eingesetzt. Abbildung 6 zeigt die Wachstumskinetik der HaCaT-Zelllinie nach der
Argon- und CAP-Behandlung. Es wurde festgestellt, dass es in der HaCaT-Ziellinie ein
signifikanter Unterschied zwischen der CAP-Behandlung und der Argon-Behandlung
gibt. Im Vergleich zur Argon-Behandlung nimmt mit zunehmender Behandlungszeit die
Zellzahl nach der CAP-Behandlung ab. Somit hat CAP eine antiproliferative Wirkung
auf die HaCaT-Zelllinie.
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Abbildung 6: Einfluss vom CAP auf die HaCaT-Zelllinie

Die CAP- beziehungsweise Argon-Behandlung wurde mit dem Plasmageréat kINPen
MED durchgefuhrt. Fuar die Behandlung wurden drei unterschiedliche
Behandlungszeiten (A) 5 Sekunden, (B) 10 Sekunden, (C) 30 Sekunden festgelegt.
Die Zellzahl wurde jeweils nach 4h, 24h, 48h, 72h, 96h, und 120h. Der CASY Cell
Counter + Analyser System Model TT wurde fir die Zellzahlmessung verwendet. Die
statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Student’s T-tests ( *=p<0,05; **=p=<0,01;
***=p=<0,001).

Die Diagramme in Abbildung 6 zeigen die antiproliferative Wirkung der CAP-
Behandlung auf die HaCaT-Zelllinie. Die antiproliferative Wirkung trat schon nach 5
Sekunden CAP-Behandlung auf, und nahm mit zunehmender Behandlungszeit zu.

Den Diagrammen A-C kann man entnehmen, dass die Zellzahl nach Argon-
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Behandlung Werte von groRer als 108 nach 120h Inkubation erreichte. Im Gegensatz
dazu erreichte die Zellzahl nach der CAP-Behandlung abhangig von der
Behandlungszeit Werte von maximal 6x10° nach 5 Sekunden CAP-Behandlung, und
nur noch 1.3x10° nach 30 Sekunden CAP-Behandlung. Erwahnenswert ist, dass sich
kein signifikanter Unterschied in der Zellzahl zwischen Argon- und CAP-Behandlung
nach 4h Inkubation bei 5 und 10 Sekunden CAP-Behandlung zeigte. Bei 30 Sekunden
CAP-Behandlung zeigte sich jedoch schon nach 4h Inkubation eine signifikante
Hemmung des Zellwachstums. Das Diagramm 1C zeigt, wie stark die antiproliferative
Wirkung bei 30 Sekunden CAP-Behandlung ist.

5.1.2 Wirkung vom CAP auf der B16-Zelllinie

Fur die Untersuchungen mit B16 Zellen wurden zur CAP Behandlung je 5000
Zellen/Well eingesetzt. In Abbildung 7 ist die Wachstumskinetik der B16-Zelllienie nach
5 Sekunden, 10 Sekunden, und 30 Sekunden CAP- beziehungsweise Argon-
Behandlung dargestellt. Die CAP Behandlung hat bei dieser Zelllinie im Vergleich zur
HaCaT-Zelllinie einen etwas starkeren antiproliferativen Effekt gezeigt. Jedoch auch

bei B16-Zellen war dieser abhangig von der Behandlungszeit.

Bei allen Behandlungszeiten (5s, 10s, 30s) wurde eine kleinere Zunahme der Zellzahl
bei den CAP behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen festgestellt. Die gréf3te
antiproliferative Wirkung der CAP-Behandlung auf diese Zelllinie wurde bei der
Behandlungszeit von 30 Sekunden beobachtet (Abb. 7C). Bei 30 Sekunden CAP-
Behandlung wurde einen signifikanten Unterschied in der Wachstumskinetik zwischen
Argon- und CAP-behandelten Zellen in funf analysierten Zeitpunkten beobachtet.
Lediglich nach 4h Inkubation war keine Signifikanz nachweisbar. Die antiproliferative
Wirkung auf die B16-Zellen war so stark, dass es kaum Wachstum bis 72h nach der
CAP-Behandlung beobachtet wurde. In Abbildung 7C sieht man wie die
Wachstumskurve fur CAP kaum steigt.
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Abbildung 7 : Einfluss vom CAP auf die B16-Zelllinie

Die CAP- beziehungsweise Argon-Behandlung wurde mit dem Plasmageréat kINPen
MED durchgefiihrt. Fir die Behandlung wurden drei unterschiedliche
Behandlungszeiten (A) 5 Sekunden, (B) 10 Sekunden, (C) 30 Sekunden festgelegt.
Die Zellzahl wurde jeweils nach 4h, 24h, 48h, 72h, 96h, und 120h. Der CASY Cell
Counter + Analyser System Model TT wurde fir die Zellzahlmessung verwendet. Die
statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Student’s T-tests ( *=p<0,05; **=p<0,01;
***=p<0,001).
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5.2 Untersuchung der CAP-Wirkung auf das Epidermismodell epiCS®

Nachdem die Wirkung vom CAP auf zwei verschiedenen Zelllinien im Zellkulturmodell
untersucht wurde, wurde im zweiten Teil dieser Arbeit die Wirkung vom CAP auf ein
zusammenhangendes Gewebesystem untersucht. Um ein ndheres Modell zur
menschlichen Hautgewebe zu nutzen, wurde mit einem dreidimensionalen
Epidermismodell, dem epiCS® (CELL SYSTEMS®) gearbeitet. Das epiCS® ist ein
kunstlich hergestelltes Epidermismodell, das aus normalen priméren epidermalen

Keratinozyten des Menschen rekonstruiert wurde. Die Zellen des epiCS® zeigen

Wachstum und Regeneration aus dem Stratum basale (Basalzellschicht) der
Epidermis (Abb. 8).

Abbildung 8: Mikroskopische Aufnahme des Epidermismodells

Die dreidimensionalen epiCS® der menschlichen Epidermis stammen aus normalen
primaren epidermalen Keratinozyten des Menschen. Hier kann man erkennen, dass
dieses Epidermismodell die Zellschichten ausbildet und somit der normalen
menschlichen Epidermis sehr ahnlich ist. (A) Stitzmembran, (B) Stratum basale, (C)
Stratum spongiosum, (D) Stratum granulosum, (E) Stratum corneum. Blau: Zellkern

Rot: Caspase 3positive Zellen. Grin: y-HA2X positive Zellen.
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Bei dieser Versuchsreihe wurde das epiCS® mit CAP und Argon behandelt. Mithilfe
dieses dreidimensionalen Epidermismodells konnten wir die Wirkung vom CAP auf die

Zellen in einem zusammenhangenden Gewebesystem untersuchen.

Abbildung 9 zeigt histologische Aufnahmen von Gewebeproben des
Epidermismodells, die nach der Behandlung mit CAP oder Argon Anhand von
Immunfluoreszenz dargestellt wurden. Die Zellkerne wurden mit DAPI markiert und

damit sichtbar gemacht.

Man kann deutlich erkennen, dass dieses Epidermismodell aus verschiedenen
Zellschichten besteht. So sieht man basal die Zellen des Stratum basale auf einem
Biomembran liegend. Dann kommen die verschiedenen Epidermis-Zellschichten bis
einschlie3lich das Stratum corneum. Die Zahl der Schichten und die zunehmende
Dicke der Gewebsprobe lassen ein Wachstum und damit die Proliferation der basalen

Zellen herleiten.

Abbildung 9 Zeigt 8 verschiedene Abschnitte aus Gewebsproben die mit Argon oder
CAP behandelt und nach 1h, 4h, 8h und 24h Inkubation fixiert wurden. Die Analysen
zeigten, dass sowohl nach Argon als auch nach CAP-Behandlung Zellwachstum
stattgefunden hat. In Abb. 9A wurde die Gewebeprobe 1h nach der Argon Behandlung
fixiert. Hier sieht man nur 3 bis 4 Zellschichten. Deutlich mehr Zellschichten circa 14
bis 15 sind in Abb. 9G zu sehen. Diese Gewebeprobe wurde nach der Argon-
Behandlung fur 24h inkubiert und dann fixiert. Auch die Gewebeproben, die mit CAP
behandelt wurden, zeigten diese Wachstumstendenz. So sieht man in Abbildung 9 die

kontinuierliche Zunahme der Zellschichten in den Aufnahmen 9B, 9D, 9F und 9H.
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Abbildung 9 : Mikroskopische Aufnahmen des Epidermismodells nach verschiedenen
Inkubationszeiten.

Durch die Zunahme der Zellschichten analog zur Inkubationszeit kann man das
Wachstum und die Proliferation der Zellen herleiten.
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5.3 Einfluss vom CAP auf den Anteil an y-H2AX-Positiven Zellen im

Epidermismodell epiCS®

Abbildung 10 zeigt den Anteil der y-HA2X-posivtiven Zellen nach drei verschiedenen
Behandlungszeiten (30s, 60s, 120s). Die mit Argon oder CAP behandelten Proben
wurden nach vier unterschiedlichen Inkubationszeiten (1h, 4h, 8h, 24h) fixiert und far
die mikroskopischen Analysen prapariert. Die y-H2AX-Positiven Zellen wurden mittels

fluoreszierenden Farbstoffes markiert und quantifiziert.

Die CAP-Behandlung verursachte im Vergleich zur Argon-Behandlung nahezu keinen
detektierbaren Unterschied am Anteil von y-HA2X-Positiven Zellen. Lediglich nach 60s
Behandlung und 24h Inkubation war ein signifikanter Unterschied zwischen der CAP-
Behandlung und der Kontrolle zu sehen.

Aus Abbildung 10 kann man entnehmen, dass sowohl bei Argon-Behandlung als auch
bei CAP-Behandlung y-H2AX-Positiven Zellen zu finden waren. Der Unterschied
zwischen dem Anteil an y-H2AX-Positiven Zellen nach CAP-Behandlung und nach
Argon-Behandlung zeigte allerdings keine Dosisabhangigkeit. Zum Beispiel wurde bei
24h Inkubation der grof3te Anteil an y-HA2X-positiven Zellen unabhangig von der
Behandlungszeit festgestellt. Der Anteil an y-H2AX-Positiven Zellen nach 30s (16,5%)
CAP-Behandlung war fast gleich mit dem Anteil der y-H2AX-Positiven Zellen nach 60s
(16%) oder 120s (17,7%) CAP-Behandlung.

Bei 4h Inkubationszeit wurden nach der CAP-Behandlung bei allen 3
Behandlungszeiten (30s, 60s und 120s) circa 8% y-H2AX-Positiven Zellen festgestellt.
Bei 4h Inkubationszeit wurden tendenziell mehr y-H2AX-Positive Zellen nach der CAP-
Behandlung als nach der Argon-Behandlung beobachtet. Dies war allerdings bei

keiner Behandlungszeit signifikant und auch nicht dosisabhéngig.
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Abbildung 10: Einfluss vom CAP auf den Anteil an y-HA2X-Positiven Zellen

Die CAP- und Argon-Behandlung wurde mit dem Plasmageréat kINPen MED
durchgefihrt.Fur die Behandlung wurden drei unterschiedliche Behandlungszeiten (A)
30 Sekunden, (B) 60 Sekunden, (C) 120 Sekunden festgelegt. Die y-H2AX-Positiven
Zellen wurden mittels fluoreszierenden Farbstoffes markiert. Aus den mikroskopischen
Bildern wurde der Prozentuelle Anteil an y-H2AX-Positiven Zellen ausgerechnet. Die
statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Student’s T-tests (*=p<0,05; **=p<0,01;
***=p=<0,001)
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In Abbildung 10A fallt auf, dass es durch 30s Argon-Behandlung mehr y-H2AX-
Positiven Zellen (ca. 3,4%) als 30s CAP-Behandlung (ca.2,3%) festgestellt wurde. Es
zeigte sich ebenfalls, dass bei 30s CAP-Behandlung und 1h Inkubation mehr als 10%
y-H2AX-Positiven Zellen vorhanden waren. Nach 8h Inkubation und gleicher
Behandlungszeit waren jedoch nur noch weniger als 5% y-H2AX-Positiven Zellen
feststellbar. Eine ahnliche Tendenz der Abnahme y-H2AX-Positiver Zellen nach 8h

Inkubation war auch bei 60s und 120s Behandlungszeit zu detektieren.

Interessanterweise war die Veranderung des Anteils an y-H2AX-Positiven Zellen mehr
von der Inkubationszeit abh&ngig als von der Behandlung oder der Behandlungszeit.
Bei beiden Behandlungsarten (Argon oder CAP) und bei allen Behandlungszeiten
(30s, 60s, 120s) war nach 1h Inkubation mehr als 10 Prozent y-H2AX-Positiven Zellen
zu finden (Durchschnitt 10% bei Argon, 12% bei CAP). Dieser Anteil an y-H2AX-
Positiven Zellen zeigte Werte von weniger als 10% nach 4h beziehungsweise 8h
Inkubation. Nach 24h Inkubation stieg der Anteil an y-H2AX-Positiven Zellen auf Werte

von mehr als 15% sowohl bei Argon als auch CAP-Behandlung.

5.4 Einfluss vom CAP auf den Anteil an Caspase-3 positiven Zellen im

Epidermismodell epiCS®

Einer der wichtigsten Mechanismen in der frihen Phase der Apoptose ist die
Aktivierung von Caspasen (Cysteinproteasen). Der Nachweis von aktiver Caspase-3
in Zellen und Geweben ist daher eine wichtige Methode fir den Nachweis von
Apoptose. Zur Detektion Caspase-3 positiver Zellen im Epidermismodell epiCS®
wurden die Proben nach der CAP- beziehungsweise Argon-Behandlung und

Inkubation mit spezifischen fluoreszierenden Farbstoffen gefarbt.

Zur Detektion Caspase-3 positiver Zellen wurde Das Epidermismodell epiCS® jeweils
fur 30s, 60s, 120s mit Argon bzw. CAP behandelt, fixiert und fir die mikroskopische

Auswertung nach 1h, 4h, 8h oder 24h Inkubationszeit prapariert.

33



Ergebnisse

A 308 B 605
_ |m car g |Bcar
£ | @ Amgon § | @ Agon T =
£ 207 7 2
3 B
2 =
=
-:' E
E_'m- i-m—
8 8
P s 4 " " s i s i
ih 4h 8h 24h 1h 4h 8h 24h
Inkubation [h] Inkubation [h]

1205

n
T

3

Caspase-3 Positive Zellen (%)

:1h | :dh i :Bh i :m|| |
Inkubation [h]

Abbildung 11: Einfluss vom CAP auf den Anteil an Caspase-3 positiven Zellen

Die CAP- und Argon-Behandlung wurde mit dem Plasmageréat kINPen MED
durchgefihrt. Fur die Behandlung wurden drei unterschiedliche Behandlungszeiten (A)
30 Sekunden, (B) 60 Sekunden, (C) 120 Sekunden festgelegt. Die Caspase-3
positiven Zellen wurden mittels fluoreszierenden Farbstoffes markiert. Aus den
mikroskopischen Bildern wurde der Prozentuelle Anteil an Caspase-3 positiven Zellen
ausgerechnet. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Student’s T-tests
(*=p<0,05; **=p=<0,01; ***=p=<0,001)
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Die Behandlung mit 30s CAP zeigte bei den Inkubationszeiten 1h, 4h und 24h einen
Anteil von Caspase-3 positiven Zellen von mehr als 10%. Im Gegensatz dazu fihrte
die gleiche Behandlung bei 8h Inkubationszeit nur zu 2,5% Caspase-3 Positiven
Zellen. Der grol3te Anteil an Caspase-3 positiven Zellen konnte man nach 24h
Inkubation beobachten. Hierbei fuhrte sowohl die CAP-Behandlung als auch die

Argon-Behandlung zu mehr als 15% Caspase-3 positiven Zellen. (Abb. 11A)

Bei der Behandlungsdauer von 30s konnte man eine Tendenz zu mehr Caspase-3
positiven Zellen nach der CAP Behandlung erkennen. Einen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen der CAP-Behandlung und der Argon Kontrolle wurde bei der
30s Behandlungszeit nicht beobachtet. Interessanterweise verursachte die 30s Argon-
Behandlung bei 24h Inkubationszeit mehr Capsase-3 positiven Zellen als die 30s CAP-
Behandlung bei 8h, 4h oder 1h Inkubationszeit.

Im Vergleich zur 60s Argon-Behandlung fuhrte die 60s CAP-Behandlung bei 1h, 8h
und 24h Inkubationszeit zu einem gréReren Anteil an Caspase-3 positiven Zellen (Abb.
11B). Der Unterschied zwischen dem Anteil an Caspase-3 positiven Zellen nach der
CAP-Behandlung und dem der Argon-Kontrolle war bei 24h Inkubationszeit am

grol3ten. Hier wurde ein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt (P=0.0050).

Es fiel auf, dass bei 60s Behandlungszeit und 4h Inkubationszeit mehr Caspase-3
positive Zellen durch die Argon Behandlung als durch die CAP Behandlung entstanden

sind.

Die Behandlung mit 120s zeigte Ergebnisse mit etwas deutlicher Tendenz zu mehr
Caspase-3 positiven Zellen nach der CAP-Behandlung. Bei 120s und 1h
Inkubationszeit zeigte die CAP-Behandlung einen Anteil von 8.4 % wobei nur 4%
Caspase-3 positive Zellen durch die Argon-Behandlung entstanden sind. Dieser
Unterschied ist wegen der grof3en Standerdabweichung statistisch nicht signifikant.
Weiterhin zeigte die 120s CAP-Behandlung bei 8h Inkubationszeit 9.2% Caspase-3
positive Zellen, wohingegen die Argon-Behandlung einen Anteil von 2.4% Caspase-3
positive Zellen zeigte (Abb. 11C).

Es fiel auf, dass bei 120s CAP-Behandlung und 24h Inkubationszeit weniger
Caspase-3 positive Zellen nachweisbar waren (12.7%), als bei 30s Argon-
Behandlung nach gleicher Inkubationszeit (15.2%) (siehe Abb. 8 A und C).
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Auffallig war auch, dass bei 30s CAP-Behandlung und 4h Inkubationszeit fast der
gleiche Prozentanteil (12%) an Caspase-3 positiven Zellen wie bei der 120s CAP-

Behandlung nach 4h Inkubationszeit zu detektieren waren (siehe Abb. 11 A und C).
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6 Diskussion

Das physikalische Plasma hat in den letzten Jahren an Bedeutung in der Medizin
zugenommen. Aus diesem Grund wird die Plasmamedizin als eigenstandiger
medizinischer Forschungsbereich definiert. Die Nutzung physikalischer Plasmen fir
medizinische Anwendungen nimmt rasant zu. Es gibt mehrere biomedizinische
Anwendungsfelder fur physikalisches Plasma, sodass diese in drei grof3e Felder:
Oberflachenmodifikation, therapeutische Anwendung und biologische

Dekontamination unterteilt werden. (6)

Besonders fur therapeutische Anwendungen wird das CAP eingesetzt. Das CAP
kommt bereits in verschiedenen Bereichen der Medizin zum Einsatz. (14, 71, 72) Es
gibt verschiedene Plasmagerate und Plasmaquellen, die fur verschiedene
medizinische und therapneutische Zwecke eingesetzt werden. (73) Die
Grundlagenforschung ist eine fundamentale Voraussetzung jeder neuen Therapie in
der Medizin. Diese Arbeit liefert Grundlagenkenntnisse bezuglich der Wirkung und
Nebenwirkung von CAP auf die Hautzellen.

In Zellkulturen konnten wir zeigen, dass der Einsatz von CAP eine starkere
antiproliferative Wirkung auf die murine Tumorzelllinie B16 hat als auf die menschliche
epidermale Keratinozytenzelllinie HaCaT. Im 3D-Epidermismodell epiCS® konnten wir
zeigen, dass die Anwendung von CAP bis zwei Minuten auf der Epidermis nicht zu
mehr y-HA2X-positvien Zellen im Vergleich zur Argon-Kontrolle gefuihrt hat. Hieraus
kann man schlussfolgern, dass der CAP-Einsatz auf der Epidermis nicht zu DNA-DSB
fuhrt.

Dartber hinaus fiuihrte die CAP-Behandlung nicht zu vermehrtem Auftritt vom
Apoptose-Marker Caspase 3 in den Epidermis Zellen. Im Vergleich zur Argon-Kontrolle
waren die Caspase 3-positvien Zellen nicht signifikant erhoht nach der CAP-
Behandlung. Man kann schlussfolgern, dass der CAP-Einsatz bis zwei Minuten auf der
Epidermis nicht zum apoptotischen Zelluntergang fuhrt.

In den letzten Jahren wurde vermehrt in der Plasmaonkologie geforscht. Die
antiproliferative  Wirkung des CAP wurde in vielen Arbeiten untersucht und
nachgewiesen. Die Forschung konzentriert sich hauptsachlich auf die Beschreibung

der Antikrebswirkung der CAP-Behandlung auf verschiedene Krebszelllinien und
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Tumoren in Tiermodellen. (74) Mittlerweile gibt es klinische Studien, welche das CAP
zur Behandlung oberflachlicher Tumoren verwenden. Eine Arbeitsgruppe behandelte
Patienten mit Tumoren des Kopfhalsbereichs mit dem Plasmagerat kINPen MED.
Diese klinische Studie zeigte eine sichtbare Reduktion der Tumormasse, welche auf
die antiproliferative Wirkung des CAP zurtckzufuhren ist. (75)

Die verschiedenen Effekte von CAP werden durch Auslosung biochemischer
Mechanismen auf zellularer Ebene hervorgerufen. Die antiproliferative Wirkung beruht
unter anderem auf der Freisetzung von reaktivem Sauerstoff und Stickstoff Spezies
RONS. (23, 40, 76) Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass das CAP eine antiproliferative
Wirkung besonders auf die Krebszellen hat. Bis heute ist die Wirksamkeit der CAP-
Behandlung auf eine signifikante Antikrebskapazitat auf Uber 20 Krebsarten in vitro
nachgewiesen. (74) Studien legen nahe, dass Krebszellen empfindlicher auf die RONS
nach der CAP-Behandlung reagieren als normale Zellen, was auf eine selektive
Abnahme der Lebensfahigkeit von Krebszellen und weniger zytotoxischer Wirkung auf

nicht maligne Zellen schliel3en lasst. (23, 26, 76)

In dieser Arbeit wurde die antiproliferative Wirkung vom CAP auf zwei Zelllinien
(HaCaT und B16) untersucht. Die Ergebnisse sind deckungsgleich mit den
Ergebnissen anderer Untersuchungen, die dem CAP eine starkere antiproliferative
Wirkung auf Tumorzellen als auf die normalen gesunden Gewebszellen zuschreiben.
Man kann aus der Wachstumskinetik von HaCaT-Zellen (s. Abbildung 6) und B16-
Zellen (s. Abbildung 7) eine starkere antiproliferative Wirkung der CAP-Behandlung
auf die B16-Zellen als auf die HaCaT-Zellen ableiten. Gesteigerte intrazellulare RONS-
Konzentrationen konnen zur Induktion der Apoptose fuhren. Dieser Mechanismus
erscheint starker ausgepragt in den Tumorzellen. Denn Tumorzellen sind vulnerabler
gegenuber oxidativem Stress der RONS. (40, 77) Dies konnte die starkere
antiproliferative Wirkung der CAP-Behandlung auf die B16-Zellen erklaren.

Die Wirkung von CAP variiert bei Veranderungen verschiedener Parameter wie z.B.
Abstand zu den Zellen, Tragergas, Medium der Zellkultur und Expositionszeit.
Entscheidend fur die antiproliferative Wirkung von CAP ist die Behandlungsdauer. (14,
16, 68) In Arbeiten mit verschiedenen Zellarten wurde eine zunehmende Wirkung von
CAP mit zunehmender Behandlungszeit beschrieben. (68, 78) In unseren
Untersuchungen wurden alle variablen Parameter konstant gehalten. Die

Behandlungszeit wurde variiert. Die Ergebnisse zeigten, dass die antiproliferative
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Wirkung von CAP von der Behandlungszeit abhéngig ist und mit steigender
Behandlungszeit zunimmt. Die zeitabhangige antiproliferative Wirkung der CAP-
Behandlung wurde durch die Wachstumskinetik der jeweiligen Zelllinie dargestellt.
Zum Beispiel fuhrte die 30s CAP-Behandlung zu einer starkeren antiproliferativen
Wirkung als die 10s CAP-Behandlung.

Zur Untersuchung zelltoxischer Nebenwirkungen der CAP-Behandlung auf die Haut
wurden die Caspase 3 und y-HA2X nach der CAP-Behandlung des 3D-
Epidermismodells bestimmt. Somit konnten wir die Wirkung der CAP-Behandlung nicht
nur auf Zellkulturebene, sondern auch auf einem komplexen und

zusammenhangenden System, dem 3D- Epidermismodell epiCS® untersuchen.

Das Epidermismodell epiCS® ist aquivalent der menschlichen Epidermis und wird aus
primaren epidermalen Keratinozyten des Menschen rekonstruiert. Die Zellstruktur von
epiCS® ahnelt stark einer nattrlichen menschlichen Epidermis und zeigt eine

ausgezeichnete In-vitro / In-vivo-Vergleichbarkeit. (67)

Die mikroskopische Analyse nach der DABI-Farbung zeigt die verschiedenen
Zellschichten der Epidermis (s. Abbildung 8). Nach Argon und CAP-Behandlung
zeigten die Zellen Wachstum und Stoffwechsel (s. Abbildung 9). Alle Proben nach 30s,
60s und 120s CAP-Behandlung zeigten keine Veranderung in Integritat, Aufbau oder
Irritation der Epidermiszellschichten. Auch Isbary et al. zeigten in einer Arbeit mit ex
vivo Hautproben, dass die CAP-Behandlung tiber 300 Sekunden keine Zerstérung der
Zellschichten der Epidermis verursachte. (79) Eine andere Arbeit mit humanen
Hautproben zeigte auch eine gute Integritat der Epidermis nach CAP-Behandlung, es
wurden keine Anzeichen von Reizung oder thermischer Schadigung nach 1, 3 oder 5
Minuten CAP-Behandlung mit dem Plasmagerat kINPen MED beobachtet. (80)

Dieses 3D-Epidermismodell kann man verwenden fir CAP-Experimente auf Epidermis
Zellen. Dabei kénnte man ex vivo &hnliche Experimente durchfihren ohne den
Gebrauch von humanen Hautproben oder Tiermodellen. Somit kann man aufwendige
Verfahren, wie Patienten Zustimmung und Ethik-Komitee umgehen. Naturlich wirden

solche Experimente die Notwendigkeit der klinischen Studien nicht ersetzen.

Das Epidermismodell wurde fir diese Arbeit herangezogen, nicht nur weil es im
Vergleich zum Zellkulturmodell ein komplexeres System mit ex vivo &hnlichen

Bedingungen darstellt, sondern auch gerade weil die Plasmaquelle (KINPen MED) fur
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die Behandlung chronischer Wunden der Haut zugelassen ist. (30) Man kann somit

die Sicherheit der Anwendung von kINPen MED auf die Epidermis untersuchen.

Arbeitsgruppen berichteten iber DNA-Schaden nach CAP-Exposition von Zellen oder
bei verschiedenen Krankheitserregern. (81-83) Viele der analysierten DNA-Schaden
waren Doppel- oder Einzelstrangbriche. (84) Durch die Annahme, dass die CAP-
Behandlung zu gesteigerten intrazellularen RONS-Konzentrationen fuhrt, ergibt sich
die Frage, ob diese zu DNA-Schaden der gesunden Epidermis Zellen fihren kdénnen.
Bekannte DNA-Schaden, die durch RONS entstehen kdénnen, sind DNA-DSB. (76, 85,
86)

Konnte die CAP-Behandlung gesunder Epidermis-zellen zu DSB fuhren? Um diese
Frage zu beantworten, wurde die Wirkung drei unterschiedlicher CAP-
Behandlungszeiten (30s, 60s, 120s) auf das Epidermismodell epiCS® untersucht. Zur
Detektion von DSB in den Zellen wurde das y-HA2X genommen. Y-H2AX ist die
phosphorylierte Form vom H2AX, welches kurz nach der Entstehung von DSB in den
Zellen nachweisbar ist. (52, 56) Laut Literatur gilt y-H2AX als biologischer Marker fur
DSB in der DNA. (60, 87-89)

Aus Abbildung 10 ist erkennbar, dass ein Anteil an y-H2AX-positiven Zellen sowonhl
nach der CAP-Behandlung als auch nach der Argon-Behandlung nachweisbar war.
Dieser Anteil an y-H2AX-Positiven Zellen zeigte jedoch keine Abhéangigkeit von der
CAP-Behandlungszeit. Die CAP-Behandlung des Epidermismodells epiCS® fihrte
nicht zu mehr y-H2AX-Positiven Zellen als die Argon-Behandlung. Ahnliche
Ergebnisse zeigten andere Arbeiten nach der CAP-Behandlung von Hautbiopsien.
Dabei waren bis zu 40% der unbehandelten Zellen y-H2AX positiv. Sowohl CAP
behandelte Zellen als auch unbehandelte Zellen zeigten relativ hohe y-H2AX -positive
Zellen. (80)

Die Diagramme in Abbildung 10 zeigen keine adaquate Zunahme an y-H2AX bei
Steigerung der Behandlungsdauer. Zum Beispiel konnte nach 120s CAP-Behandlung
kein grofRerer Anteil an y-H2AX-Positiven Zellen als nach 30s CAP-Behandlung
detektiert werden. Somit kann man davon ausgehen, dass der Anteil an y-H2AX-

Positiven Zellen nicht durch das CAP entstanden ist.

Isbary et el. zeigten nach Behandlung von ex vivo Hauptbiopsien keine Steigerung der
y-H2AX nach zwei Minuten CAP-Behandlung im Vergleich zu einer Minute CAP-
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Behandlung. Es waren grundsachlich hohe y-H2AX Konzentrationen sowohl in
behandelten als auch in unbehandelten Hautbiopsien vorhanden. Die Autoren
vermuteten, dass dies auf das Patientenalter oder die Experimentdurchfiihrung
zurlickzufuihren sei. (79) Das Epidermismodell epiCS® ist unabhéangig von Patienten
Eigenschaften, infolgedessen ist davon auszugehen, dass der Nachweis von y-H2AX

eher experimentbedingt ist.

y-H2AX entsteht bei verschieden Bedingungen in der Zelle und ist nicht nur bei DSB
nachweisbar. (90, 91) y-H2AX kann beispielsweise im Rahmen der Apoptose in den
Zellen nachgewiesen werden. (54, 55, 92) Es wurde gezeigt, dass es im Rahmen der
Apoptose in verschiedenen Zellarten zur Entstehung von y-H2AX aufgrund der DNA
Fragmentierung kommt. Dabei wurde die y-H2AX-Bildung auf eine Caspase-
kontrollierte DNA-Fragmentierung im Verlauf der Apoptose zuriickgefihrt. (54) In einer
Arbeit mit dem Plasmagerat kINPen MED wurde gezeigt, dass der Nachweis an
phosphoryliertem y-H2AX nach der CAP-Behandlung nicht durch DNA-Schaden,

sondern als Folge der Apoptose zustande gekommen ist. (92)

Die Phosphorylierung von H2AX findet auch bei normal proliferierenden Zellen statt.
(93) Es wurde gezeigt, dass y-H2AX im Zellzyklus proliferierender Zellen ohne DNA-
Schaden wie DSB vorhanden war. Besonders in der M-Phase der Mitose war viel y-
H2AX nachweisbar. (93) Eine modgliche Erklarung fur den detektierten Anteil an y-
H2AX-Positiven Zellen im Epidermismodell epiCS® wére, dass dieser im Rahmen der

Apoptose oder bei der Zellteilung entstanden ist.

An dieser Stelle ergibt sich die folgende Frage. Kénnte das CAP die Apoptose in den
Epidermiszellen verursacht haben, worauf die y-H2AX im Rahmen der Apoptose

bedingten DNA-Fragmentierung zustande gekommen ist?

Der Nachweis von aktivierten Caspasen stellt eine validierte Methode zur Detektion
von apoptotischen Zellen dar. (94-96) Die aktivierte Caspase 3 spielt eine wichtige
Rolle bei der Apoptose und wird deshalb zum Nachweis apoptotischer Zellen
herangezogen. (97-99) Viele Arbeitsgruppen haben nach der CAP-Behandlung den
Nachweis von aktivierter Caspase 3 als Mal} fur apoptotische Zellen sowohl in der
Zellkultur als auch in (ex) vivo Hautbiopsien genommen. (79, 80, 92, 100) Auch bei
unseren Untersuchungen wurde die Caspase 3 zum Nachweis apoptotischer Zellen

herangezogen.
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Nach der CAP- beziehungsweise Argon-Behandlung wurden Caspase 3-positive
Zellen im Epidermismodell epiCS® detektiert. Die Ergebnisse zeigten, dass ein Anteil
an Caspase-3 positiven Zellen nachweisbar war, jedoch war dieser Anteil nicht auf die
CAP-Behandlung zurtickzufihren. Sowohl nach der CAP-Behandlung als auch nach
der Argon-Behandlung konnte einen Anteil an Caspase-3 positiven Zellen detektiert

werden.

AulRerdem war der Prozentanteil an Capase-3 positiven Zellen nicht von der CAP-
Behandlungszeit abhangig. Eine langere CAP-Behandlungszeit fiihrte nicht zum
Anstieg des Anteils an Caspase-3 positiven Zellen. Zum Beispiel war bei 30s CAP-
Behandlung fast der gleiche Anteil an Caspase-3 positiven Zellen wie bei 120s
nachweisbar. Es gab bei allen Behandlungszeiten 30s, 60s und 120s keine Korrelation
zwischen dem Anteil an Caspase-3 positiven Zellen und der Behandlungszeit. Es gab
auch keine signifikanten Unterschiede zwischen CAP-Behandlung und der Argon-
Kontrolle bezlglich des Anteils an Caspase3-positiven Zellen. Zum Beispiel fiihrte die
120s CAP-Behandlung bei 24h zu gleichem Anteil an Caspase-3 positiven Zellen wie

die 120s Argon-Behandlung.

Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass der Anteil an Caspase-3 positiven
Zellen nicht unbedingt durch die CAP-Behandlung entstanden ist und somit kann man
annehmen, dass eine CAP-Behandlung bis 120s auf der Epidermis nicht zur Apoptose
gefuhrt hat. Auch Hasse et al. konnten nach 1 und 3 min CAP-Behandlung auf
gesunden ex vivo Hautbiopsien keinen grof3eren Teil an apoptotischen Zellen im
Vergleich zu unbehandelten Hautproben detektieren. Erst nach 5 Minuten CAP-
Behandlung konnten mehr apoptotischen Zellen nachgewiesen werden. (80) Eine
Arbeit mit Keratinozyten in vivo und in vitro hat gezeigt, dass die CAP-Behandlung bis
2 Minuten nicht zu mehr apoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolle fihrte.

Ahnliche Ergebnisse hat die Arbeitsgruppe auch bei Fibroblasten gezeigt. (38, 101)
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Schlussfolgerung und Ausblick:

Die CAP-Behandlung zwei verschiedener Zelllinien zeigte eine antiproliferative
Wirkung in beiden Zelllinien in der Zellkultur, wobei diese starker ausgepragt in der
B16 Zelllinie schien. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestéatigen, dass die antiproliferative
Wirkung des CAP auf die Zellkultur von der Behandlungszeit abhangig ist.

Die Untersuchungen zeigten auch, dass die CAP-Behandlung keine genotoxische
Wirkung auf die Epidermis hat. Die CAP-Exposition bis 120s auf die Epidermis fihrte
zu keinen genotoxischen oder apoptotischen Veradnderungen und wurde von
Epidermiszellen toleriert. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in Ubereinstimmung mit
der Uberwiegenden Literatur, die eine sichere und risikoarme Anwendung von CAP auf
die Haut zeigten. (79, 102-104) Andere Arbeitsgruppen zeigten, dass es keine erhéhte
genotoxische Wirkung nach 180s CAP-Exposition verschiedener Zellarten mit dem
Plasmagerat kINPen® MED nachweisbar war. (105) In ex vivo behandelter
menschlicher Haut induzierte das CAP des kINPen MED keine DSB, die auf Mutagene
Ereignisse hinweisen kann. (106)

Im Rahmen dieser Arbeit kam es zum Nachweis von y-HA2X und Caspase-3 in beiden
Behandlungsgruppen, Argon und CAP. Dies hangte jedoch nicht mit der CAP-
Exposition zusammen. Es kénnte im Rahmen der Durchfiihrung des Experiments zu
mechanischem Stress in den Zellen gekommen sein, worauf die Zellen mit Apoptose
reagiert haben. Die Caspase-3 konnte im Rahmen der stressbedingten Apoptose
entstanden sein. Die Apoptose fuhrte zur Fragmentierung des Erbgutmateriales DNA.
Im Rahmen dieses Prozesses wurde das Histon H2AX zu y-H2AX phospholyriert und

somit waren im Epidermismodell y-H2AX-Positive Zellen nachweisbar.

Wir haben in dieser Arbeit die CAP-Behandlung mit der Argon-Behandlung bis 120s
verglichen. Es ware interessant zu untersuchen, ob Caspase 3 oder y-HA2X bei CAP-
Exposition tUber 120s oder bei unbehandelten Zellen des Epidermismodells epiCS®
nachweisbar waren. Dies ware von Bedeutung, denn das Argon ist in beiden

Behandlungsvarianten als Tragergas im Plasmagerat KINPen MED vorhanden. (30)

In dieser Arbeit wurden die DSB zur Untersuchung von DNA-Schaden herangezogen.
Man sollte allerdings auch andere Parameter in Hinsicht auf Genotoxizitat nach CAP-
Exposition untersuchen. Man sollte auch die Langzeitfolgen der CAP-Behandlung

beziglich DNA-Schaden untersuchen. Die Langzeit Wirkung kdnnte zum Beispiel
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durch retrospektive Analysen behandelter Patienten untersucht werden. (103)
Hierdurch kann eine Optimierung der Therapie beziehungsweise Feststellung

unerwinschter Spatfolgen erfolgen.

In dieser Arbeit wurde die CAP-Wirkung fur die Behandlungszeit 30s, 60s und 120s
untersucht. Es gibt jedoch Anwendungen von CAP auf der Haut, die Giber zwei Minuten
gehen und in mehreren Sitzungen stattfinden. (14, 16)
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7 Zusammenfassung

Kaltes Atmospharendruckplasma (CAP) hat in der Therapie an Bedeutung gewonnen
und wird zurzeit in verschiedenen Bereichen der Medizin eingesetzt. CAP hat
antiproliferative, antimikrobielle und zellstimulierende Wirkungen. Eine therapeutisch
vielversprechende Einsatzmdglichkeit vom CAP ist die Behandlung maligner Tumoren.
Weiterhin wird CAP Klinisch in der Behandlung chronischer Wundheilungsstérungen

der Haut eingesetzt.

In dieser Arbeit wurde die antiproliferative Wirkung von CAP auf zwei Haut-assoziierte
Zelllinien (HaCaT und B16) untersucht. Anhand der CAP-Exposition und der Analyse
der Wachstumskinetiken konnten wir bestatigen, dass die antiproliferative Wirkung von
CAP von der Behandlungszeit abhangt. Ferner bestatigten die Ergebnisse, dass die

antiproliferative Wirkung in der malignen Zelllinie B16 starker ausgepragt ist.

Weiterhin wurde die genotoxische Wirkung von CAP in einem 3D-Epidermismodell,
dem epiCS® untersucht. Das Epidermismodell wurde 30s, 60s und 120s mit CAP
behandelt (Plasmagerat kINPen MED). Zum Nachweis von DNA-
Doppelstrangbrichen und Apoptose wurden y-H2AX und Caspase-3 herangezogen.
Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der Epidermis zeigte keinen hoheren Antell
an y-H2AX oder Capspase-3 positiven Zellen durch die CAP-Exposition. Lediglich
waren y-H2AX und Caspase-3 in beiden Behandlungsgruppen (Argon/CAP)
nachweisbar. Ein direkter Zusammenhang zur CAP-Behandlung bzw. zur
Behandlungszeit wurde jedoch nicht nachgewiesen.

Insgesamt kann man feststellen, dass die CAP-Exposition nicht zur vermehrten
Apoptose in gesunden Epidermiszellen fuhrt. AuRerdem kann die CAP-Exposition
gesunder Epidermis Zellen bis 120s ohne genotoxische oder zellschadigende Wirkung
erfolgen. Andere Arbeitsgruppen beschreiben eine sichere Anwendung von CAP auf
die Haut sogar bis 300s. (79, 80) Somit waren genotoxische oder zellschadigende
Nebenwirkungen auf gesunde Hautzellen im Rahmen der CAP-Behandlung
chronischer Wundheilungsstérungen unwahrscheinlich. Dennoch erfordert der sichere
Einsatz unterschiedlicher CAP-Quellen intensive Untersuchungen zur Optimierung der
Wirkung. Auch Langzeitfolgen sind nicht auszuschlieRen. Retrospektive Analysen
behandelter Patienten bieten eine Mdglichkeit zur Untersuchung von Langzeitfolgen.
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