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1.  Einleitung 

1.1.  Das Pankreaskarzinom 

 

In Deutschland stellt das Pankreaskarzinom nach dem kolorektalen und dem 

Magenkarzinom den dritthäufigsten malignen Tumor des Gastrointestinaltraktes dar. 

Die Inzidenz beträgt etwa 10 pro 100.000 Einwohner im Jahr. Sie stieg zwischen 

1980 und 2004 bei Männern um 6 % und bei Frauen um 17 % an. Nach 

Schätzungen des Robert-Koch-Instituts erkrankten allein im Jahr 2012 etwa 15.400 

Menschen neu. Damit zählt das Pankreaskarzinom zu den 10 häufigsten Tumorarten 

in Deutschland. Das mittlere Erkrankungsalter beträgt bei Männern 70 Jahre, bei 

Frauen 76 Jahre [1-2].  

Die Ätiologie ist noch weitestgehend ungeklärt. Eine positive Familienanamnese, 

Nikotinabusus, fettreiche Ernährung und ein hoher Body Mass Index (BMI) gelten als 

Risikofaktoren für die Entstehung [3-9]. Weitere prädisponierende Faktoren sind ein 

Diabetes mellitus, eine chronische Pankreatitis und der Alkoholabusus [9-12]. Auch 

genetische Faktoren können das Risiko für ein Pankreaskarzinom erhöhen. So 

haben Personen, die an autosomal-dominant vererbter hereditärer Pankreatitis 

leiden, ein deutlich erhöhtes Erkrankungsrisiko [11, 13]. Die Prävalenz des familiären 

Pankreaskarzinoms (FPC) beträgt in Deutschland etwa 1,1 - 3,5 % [14]. 

Bei fast 90 % der Pankreaskarzinome handelt es sich histologisch um duktale 

Adenokarzinome. Das Tumorwachstum geht vom Gangepithel, seltener auch vom 

Azinusepithel des exokrinen Pankreas aus. Die Tumoren sind zu 70 % im 

Pankreaskopf lokalisiert, 20 % entstehen im Korpus und etwa 10 % im 

Pankreasschwanz [15]. 

In Frühstadien der Erkrankung  treten häufig keine oder nur unspezifische Symptome 

wie Rücken- und Oberbauchschmerzen, Gewichtsverluste oder Abgeschlagenheit 

auf [15-16]. Gleichzeitig findet frühzeitig eine aggressive Tumorausbreitung mit 

Infiltration von Nachbarorganen und lymphogener und hämatogener Metastasierung 

statt. Über 80% der Patienten mit Pankreaskopfkarzinom entwickeln einen 

Verschlussikterus durch Kompression des Gallenganges [17].  

Bei klinischem Tumorverdacht sollte zunächst eine Abdomen-Sonographie 

(Sensitivität 75-89%, Spezifität 90-99%) erfolgen [17]. Endosonographie, CT, MRT, 

ERCP und MRCP stellen weiterführende Diagnostikverfahren für Staging und 

Therapieplanung dar. Screening-Untersuchungen asymptomatischer 
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Bevölkerungsgruppen werden von den Fachgesellschaften derzeit nicht empfohlen 

[18]. Etablierte Tumormarker wie das karzinoembryonale Antigen (CAE) und Ca19-9 

eignen sich nicht zur Früherkennung, sondern dienen vor allem der Verlaufskontrolle 

[18]. 

Trotz medikamentöser und vieler anderer konservativer Behandlungserfolge in der 

Therapie maligner Erkrankungen ist die R0-Resektion beim Pankreaskarzinom 

weiterhin der einzige mögliche kurative Therapieansatz [17, 19-20]. Bei Tumoren des 

Pankreaskopfes stellt die partielle Duodenopankreatektomie (Operation nach 

Kausch-Whipple) das klassische Verfahren dar [21-22]. Es beinhaltet die Resektion 

von Pankreaskopf, Duodenum, Gallenblase, Ductus choledochus, distalem Drittel 

des Magens, der ersten Jejunalschlinge und peripankreatischen Lymphknoten 

(Abb.1A) [17]. Das verbliebene Pankreas wird mit dem Jejunum anastomosiert. Über 

eine biliodigestive Anastomose wird der Galleabfluss gewährleistet. Die 

Rekonstruktion der Magen-Darm-Passage erfolgt durch Anschluss des Restmagens 

an eine Jejunalschlinge (Abb. 1B). Die zweite, heute zunehmend als 

Standardverfahren etablierte Methode ist die pyloruserhaltende partielle 

Duodenopankreatektomie (PPPD oder Operation nach Traverso und Longmire), bei 

der die Magenteilresektion unterbleibt (Abb. 1C) [23-24]. Beide Methoden gelten 

hinsichtlich der postoperativen Prognose als gleichwertig [25]. Perioperative 

Mortalitätsraten konnten in den letzten Jahrzehnten auf unter 5 % gesenkt werden 

[20, 26]. Bei Tumorlokalisation im Pankreasschwanz- oder Korpusbereich erfolgt 

dagegen eine Pankreaslinksresektion mit Splenektomie (Abb. 1D) oder die totale 

Pankreatektomie [27].  

 

 

Abbildung 1: Pankreasresektionsverfahren, Resektion und Rekonstruktion nach 

Kausch-Whipple (A, B) Rekonstruktion nach pyloruserhaltender Resektion (C) 

Pankreaslinksresektion (D) 
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Als Kriterien für die Resektabilität gelten vor allem das Ausmaß der 

Umgebungsinfiltration und das Vorliegen von Fernmetastasen. So sind zum 

Zeitpunkt der Diagnosestellung nur noch etwa 15 - 30 % der Tumoren operabel [20]. 

Bestehen bereits Fernmetastasen, so lässt sich durch Resektion des Primärtumors in 

der Regel keine Prognoseverbesserung erzielen [18]. Das lokale Tumorwachstum 

lässt sich trotz moderner Diagnostik in vielen Fällen erst durch eine explorative 

Laparotomie beurteilen. Eine R0-Resektion ist heute selbst bei Infiltration von 

Nachbarorganen, der Pfortader oder der Vena mesenterica inferior möglich [28-30]. 

Sind Truncus coeliacus oder Arteria mesenterica superior betroffen, ist die 

vollständige Tumorentfernung in der Regel nicht mehr zu erreichen [31-32]. So 

zeigen histologische Untersuchungen auch, dass bei über 75 % der 

Tumorresektionen nur R1-Situationen erzielt werden können [33]. Eine postoperative 

adjuvante Chemotherapie mit Gemcitabin kann das mediane Überleben um mehr als 

6 Monate verlängern [34].  

Bei Irresektabilität und disseminierter Tumorausbreitung beträgt das mediane 

Überleben unbehandelter Patienten lediglich 3-4 Monate [17]. Deshalb stehen dann 

palliative Therapiekonzepte im Vordergrund. Als Standardchemotherapeutikum gilt 

auch hier Gemcitabin. Im Vergleich zu unbehandelten Patienten lässt sich das 

mediane Überleben mit Gemcitabin auf 5-7 Monate verlängern. Neben der 

Lebenszeitverlängerung lässt sich auch die Lebensqualität verbessern. Die 

behandelten Patienten haben geringere Gewichtsverluste und weniger 

Schmerzmittelbedarf [35-37]. Die Ansprechraten auf die Chemotherapie sind beim 

Pankreaskarzinom allerdings nur gering. Daher werden in Studien weitere 

Chemotherapeutika und Kombinationen auf ihren therapeutischen Nutzen geprüft. 

Strahlentherapeutische Konzepte finden in Form von kombinierter 

Radiochemotherapie Anwendung oder sind bei symptomatischen,  insbesondere 

zerebralen und skelettalen Metastasen indiziert [18]. 

Trotz moderner Behandlungsmethoden ist die Prognose des Pankreaskarzinoms 

schlecht. Allein im Jahr 2008 verstarben in Deutschland 14.835 Menschen an den 

Folgen dieser Tumorerkrankung. Die relative 5-Jahres-Überlebensrate beträgt bei 

Männern heute 8 %, bei Frauen 7 % [1]. Selbst bei kurativem Therapieansatz mit R0-

Resektion ist mit bis zu 80 % Tumorrezidiven innerhalb der ersten 5 Jahre und mit 

einem medianen Überleben von nur 14-18 Monaten zu rechnen [17, 38].  
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Für die Entwicklung neuer Therapieansätze sind deshalb besondere Anstrengungen 

in der Grundlagenforschung notwendig. 

 

 

1.2. Einführung in die Plasmamedizin 

 

ĂPlasmamedizinñ bezeichnet einen recht jungen und interdisziplinªren 

Forschungsbereich. An der Schnittstelle zwischen Physik, Biologie und Medizin 

werden potentielle Anwendungsmöglichkeiten künstlich erzeugter physikalischer 

Plasmen für medizinische Zwecke untersucht. Im Fokus stehen einerseits indirekte 

Plasma-Anwendungen in den Bereichen der Oberflächenmodifikation und 

Dekontamination von Medizinprodukten. Seit der Entwicklung nicht-thermischer, 

gewebekompatibler Plasmaquellen gewinnt andererseits die Erforschung direkter 

therapeutischer Einsatzmöglichkeiten am Menschen immer mehr an Bedeutung. 

 

 

1.2.1. Plasma und seine physikalischen Grundlagen 

 

Der Begriff ĂPlasmañ stammt ursprünglich aus dem Griechischen und findet in den 

naturwissenschaftlichen Disziplinen ganz unterschiedliche Verwendung. In der 

Physik bezeichnet Plasma den, nach Ăfestñ, Ăfl¿ssigñ und Ăgasfºrmigñ, vierten 

Aggregatzustand (Abb. 2). Plasmaphänomene begegnen uns in der Natur in Form 

von Polarlichtern, Blitzen oder der Corona der Sonne. Mehr als 99% der im 

Universum sichtbaren Materie befinden sich in diesem vierten Aggregatzustand.  

 

 

Abbildung 2: Teilchen-Modell der vier Aggregatzustände 
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Durch äußere Energiezufuhr lassen sich die in Gasen enthaltenen Neutralteilchen 

(Atome oder Moleküle) ionisieren. Die notwendige Ionisierungsenergie kann in Form 

von elektrischen Entladungen, Teilchenstößen, Strahlung verschiedener Art (UV-, 

Wärme-, Mikrowellenstrahlung) oder durch starke elektrische Felder übertragen 

werden [39]. Übersteigt diese die Bindungsenergie der Elektronen an die Atome, so 

können freie Ladungsträger wie Ionen und Elektronen entstehen. Irvin Langmuir 

beschrieb diese physikalischen Phänomene 1928 erstmals bei 

Quecksilberentladungen. Er verglich sie mit Blutplasma, das zelluläre 

Blutbestandteile transportierte und prägte so den Begriff des physikalischen 

ĂPlasmasñ [40-41]. 

 

Plasmen können anhand verschiedener Eigenschaften wie ihrem Ionisationsgrad, 

ihrer Dichte oder dem thermodynamischen Gleichgewichtszustand charakterisiert 

werden. Von besonderer Bedeutung ist die Unterscheidung zwischen thermischen 

und nicht-thermischen Plasmen. Bei nicht-thermischen Plasmen nehmen die 

Elektronen die zugeführte Energie sehr viel schneller auf als die sie umgebenden, 

viel schwereren Ionen und neutralen Teilchen. Der Energietransfer auf die Ionen und 

neutralen Teilchen ist hingegen nur gering. Die Elektronentemperatur kann so auf 

mehrere tausend Grad-Celsius ansteigen, ohne dass sich ein thermisches 

Gleichgewicht einstellt. Das Plasma selbst bleibt dadurch relativ kalt. Thermische 

Plasmen befinden sich im vollständigen thermodynamischen Gleichgewicht, das 

bedeutet, dass sich die Plasmatemperatur der Elektronentemperatur angleicht [42].  

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal physikalischer Plasmen bietet der technische 

Einsatzdruckbereich. So lassen sich Niederdruckplasmen nur in speziellen 

Reaktionsräumen mit einem im Vergleich zum Atmosphärendruck niedrigeren Druck 

erzeugen. Atmosphärendruckplasmen hingegen lassen sich mit deutlich weniger 

technischem Aufwand bei Raumluftdruck betreiben. Durch Reaktionen mit der 

Umgebungsluft oder beigemischten Molekülgasen entstehen in Plasmen reaktive 

Spezies und chemisch aktive Radikale. Es bauen sich elektromagnetische Felder 

auf, und sichtbares Licht, UV- und Wärmestrahlung werden emittiert [43-45].  
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1.2.2. Plasmaquellen 

Das in der Plasmamedizin am häufigsten verwendete Verfahren zur Herstellung 

künstlicher nicht-thermaler Atmosphärendruck-Plasmen ist die elektrische 

Gasentladung. Hierfür werden in den Plasmaquellen Stromflüsse zwischen zwei 

Elektroden erzeugt. Als Trägergase dienen meist die inerten Edelgase Argon oder 

Helium. Um die Reaktivität der Plasmen zu steigern, können Molekülgase wie 

Sauerstoff oder Stickstoff beigemischt werden. 

Aktuell finden drei wesentliche Typen von Plasmaquellen Anwendung [46-47]: 

 

1. Direkte Barriereentladung (direktes Plasma, Abb. 3A) ï die 

Gewebeoberfläche dient als eine der Elektroden und nimmt so direkt am 

Plasma-Entladungsprozess teil (=DBD-Plasma, Dielectric Barrier Discharge) 

[42, 48]. 

 

2. Plasma-Jet (indirektes Plasma, Abb. 3B) - das Plasma wird zwischen zwei 

Elektroden in der Plasmaquelle erzeugt und durch einen Gasfluss zum 

Applikationsort transportiert [48-50]. 

 

3. Indirekte Barriereentladung (Hybrid-Plasma, Abb. 3C) ï kombiniert die 

Plasma-Generierung der Barriereentladung mit den stromfreien Eigenschaften 

des Plasma-Jets durch Einbringen eines geerdeten Drahtgeflechts mit 

geringerem elektrischen Widerstand als Gewebe (=BCD-Plasma, Barrier 

Coronal Discharge) [51]. 
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Abbildung 3: Plasmaquellen, direkte Barriereentladung (A), Plasma-Jet (B) und 

indirekte Barriereentladung (C) 

 

 

Mit direkten Plasma-Quellen (Abb. 3A/C) lassen sich große Gewebeflächen 

zeitgleich behandeln. Für eine homogene Barriereentladung benötigen sie jedoch 

einen relativ dichten Abstand (wenige Millimeter) zur Oberfläche. Zu große 

Gewebeunebenheiten können dazu führen, dass die Plasma-Behandlung lückenhaft 

wird. Plasma-Jets (Abb. 3B/4) haben den Vorteil, dass die zu behandelnden 

Oberflächen Rauigkeiten im Bereich mehrerer Millimeter aufweisen können. Durch 

den Gasfluss kann sich das Plasma Unebenheiten anpassen. Ihr Nachteil liegt 

allerdings in der geringen Größe der direkten Kontaktfläche zwischen Plasma und 

Gewebe [42, 46]. 
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Abbildung 4: Plasma-Jet kINPen09 der Firma Neoplastools GmbH Greifswald, 

Beispiel für ein gewebekompatibles (nicht-thermisches) Atmosphärendruckplasma. 

 

 

1.2.3.      Medizinische Anwendungen 

1.2.3.1. Oberflächenmodifikation 

 

In Industrie und Technik werden künstlich erzeugte, nicht-thermische Plasmen 

bereits seit vielen Jahren genutzt, um Materialeigenschaften gezielt zu verändern.  

So können Oberflächen beispielsweise chemisch aktiviert, hydrophilisiert, 

hydrophobisiert oder mit Polymeren beschichtet werden. Diese Fertigungsprozesse 

gewinnen zunehmend auch in der Herstellung biofunktionaler Oberflächen an 

Bedeutung [52-53]. So können antimikrobiell wirksame Beschichtungen die 

Keimbesiedelung von Kathetern erschweren [54]. Die Hydrophobisierung von 

Kontaktlinsen führt zur Verringerung der Biofilmbildung [55]. Besonders groß scheint 

das Anwendungspotential im Bereich der Biofunktionalisierung von Prothesen und 

Implantaten zu sein. Durch gezielte Plasma-Behandlung der Materialoberflächen von 

Endo-Prothesen lässt sich beispielsweise deren Biokompatibilität erhöhen und sich 

somit womöglich die Implantat-Einheilung verbessern [56-58]. 
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1.2.3.2. Dekontamination 

 

Erste Plasma-Anwendungen im Bereich der Sterilisation und Dekontamination 

fanden bereits in den 1850er Jahren statt. Siemens nutzte damals dielektrische 

Barriere-Entladungen zur Erzeugung von Ozon, um mit diesem Wasser von 

biologischen Kontaminationen zu reinigen [59]. 

Die systematische Erforschung  der bioziden Eigenschaften nicht-thermaler 

Atmosphärendruck-Plasmen begann jedoch erst in den 90er Jahren des 20. 

Jahrhunderts [46, 60]. Durch Plasmabehandlung können verschiedenste 

Mikroorganismen, wie Gram-positive und Gram-negative Bakterien, Sporen, Biofilm-

Bildner und Pilze, abgetötet und selbst Proteine und Viren inaktiviert werden [46]. Die 

bioziden Effekte werden dabei durch gemeinsames Einwirken der verschiedenen 

Plasma-Komponenten (geladene Teilchen, elektromagnetische Felder, UV-

Strahlung, reaktive Radikale und chemische Verbindungen, Wärme) erreicht [45]. Die 

Sterilisation erfolgt mehrphasig. Anders als bei klassischen Verfahren findet neben 

der Inaktivierung auch eine Abtragung der Kontaminationen statt [61-62]. Die 

behandelten Mikroorganismen unterscheiden sich jedoch zum Teil erheblich in ihrer 

Widerstandsfähigkeit gegenüber Plasma [63]. Die schwierige Standardisierbarkeit 

reiner Plasma-Sterilisationsverfahren verhindert deshalb bisweilen trotz grundsätzlich 

nachweisbarer Wirkung eine kommerzielle Nutzung. Klassische Methoden der 

Aufbereitung  von Medizinprodukten arbeiten vor allem mit hohen Temperaturen 

(Autoklav), bioziden Chemikalien oder Gasen (Ethylenoxid, Ozon, Chlorgas) [64-67].   

Plasmasterilisations- und Dekontaminationsverfahren haben daher mögliche Vorteile 

bei der Aufbereitung empfindlicher und thermolabiler medizinischer Geräte (z.B. 

Endoskope), werden klassische Verfahren aber nicht ersetzen. 

 

 

1.2.4.       Direkte therapeutische Nutzung 

1.2.4.1. Therapeutisch nutzbare Plasma-Bestandteile 

 

UV-Strahlung ï Abhängig von Dosis und Wellenlänge der emittierten Strahlung 

lassen sich sehr unterschiedliche Wirkungen nutzen. So sind UV-A- (380-315 nm) 

und UV-B-Strahlung (315-280 nm) essentiell für physiologische 

Stoffwechselvorgänge wie der Vitamin-D-Synthese in der Haut. Sie kommen bei 
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phototherapeutischen Behandlungen dermatologischer Erkrankungen wie der 

Psoriasis vulgaris, der Vitiligo oder dem atopischem Ekzem zur Anwendung. Hohe 

Dosen, vor allem der energiereichen UV-C-Strahlung (280-200 nm), können 

hingegen durch Erzeugung von oxidativem Stress zu DNA-Schäden führen. Trotz 

einer Vielzahl effektiver Reparaturmechanismen können so Mutationen und 

Zelluntergänge ausgelöst werden. 

Wärme ï Sie spielt bei den meisten therapeutisch nutzbaren gewebekompatiblen 

Plasmaquellen mit Plasmatemperaturen um oder nur knapp oberhalb des 

physiologischen Bereichs eine untergeordnete Rolle. Gewebetemperaturen bis 40 °C 

können in der Regel ohne relevante Zellschädigung gut toleriert werden und haben 

mitunter sogar positive Effekte im Zielgewebe. Plasma-Temperaturen zwischen 40 

°C und 50 °C können bei längerer Applikationszeit lokale Hyperthermie mit 

möglichen Zellstrukturschädigungen verursachen. Für Plasmakoagulation sind 

Gewebetemperaturen von etwa 60 °C bis 80 °C notwendig [68]. 

Geladene Teilchen (Elektronen/Ionen) ï Sie haben vor allem bei der direkten 

Plasmabehandlung Bedeutung und spielen unter anderem eine entscheidende Rolle 

bei der Ruptur von Zellmembranen durch Plasma [69-70]. 

Elektromagnetische Felder ï Abhängig von Art und Stärke der erzeugten 

elektromagnetischen Felder lassen sich Zellmembranen permeabilisieren 

(=Elektroporation) oder die Proteinbiosynthese, Zelladhäsion und Zellmigration 

beeinflussen.[46] Mit gepulsten elektromagnetischen Feldern können irreversible 

Zellschäden herbeigeführt werden [71-72]. 

Reaktive Spezies und Radikale ï Die im Plasma frei werdenden Elektronen 

reagieren mit der Umgebungsluft oder beigemischten Molekülgasen (meist O2 oder 

N2). Es resultieren chemische Kettenreaktionen, in denen sehr kurzlebige und hoch 

reaktive  Moleküle wie Superoxidradikale (O2
-), Ozon (O3), Hydroxylradikale (.OH), 

Wasserstoffperoxid (H2O2), Stickstoffmonoxid (NO.) oder Nitrit (NO2
-) entstehen. [45-

46] Im menschlichen Organismus sind reaktive Spezies an einer Vielzahl 

physiologischer Prozesse wie der zellulären Immunabwehr, der Steuerung von 

Blutgerinnung, sowie dem Gefäßtonus der glatten Muskulatur des 

Gastrointestinaltraktes und der Atemwege beteiligt [42]. Sie spielen als Mediatoren 

eine wichtige Rolle in intra- und extrazellulären Regulationsmechanismen, 

beispielsweise bei der Zelldifferenzierung, Migration, Adhäsion und Apoptose [46]. 

Abhängig von der Konzentration lassen sich zum Teil gegensätzliche Wirkungen 
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erzielen. So kann Wasserstoffperoxid sowohl die Zellproliferation stimulieren, in 

hoher Konzentration aber auch inhibieren und Apoptose induzieren [73]. 

Stickstoffmonoxid wirkt in niedrigen Konzentrationen anti-inflammatorisch und anti-

apoptotisch. Es hemmt die Oxidation von Lipiden und Proteinen durch reaktive 

Sauerstoffspezies und verringert die zelluläre Membranpermeabilität. In hohen 

Konzentrationen hingegen kann es Apoptose induzieren und zu Zell- und 

Gewebeschädigung beitragen [46].  

Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies spielen vermutlich die wesentlichste Rolle 

in allen bekannten Plasma-Oberflächen-Interaktionen. 

 

 

1.2.4.2. Plasma-Effekte bei eukaryotischen Zellen und potentielle 

Anwendungsmöglichkeiten in der Medizin 

 

Heutige klinische Plasma-Anwendungen beschränken sich im Wesentlichen auf 

Plasmen mit sehr hohen, gewebeinkompatiblen Temperaturen. Sie werden zur 

endoskopischen Blutstillung (ĂArgon Plasma Coagulationñ) und zur Gewebeablation 

eingesetzt [74-75]. In den letzten Jahren wurden jedoch viele weitere und nicht 

unmittelbar letale Plasma-Wirkungen bei eukaryotischen Zellen und Geweben 

beschrieben. Der experimentelle Einsatz gewebekompatibler nicht-thermaler 

Plasmen in Zellkultur bewirkt beispielsweise die reversible Lösung von Zell-Zell-

Kontakten und Zellablösung von der Unterlage [76-77]. Plasma ermöglicht temporäre 

Membranpermeabilisierungen [78]. Diese Effekte eröffnen mögliche Einsätze bei der 

Applikation topischer Medikamente und in der refraktären Chirurgie in der 

Augenheilkunde [55, 79-80]. Auch die Stimulation der Zellproliferation durch 

Freisetzung von Wachstumsfaktoren ist beschrieben [81]. Gemeinsam mit den 

bekannten antibakteriellen Plasmaeigenschaften werden Anwendungsperspektiven 

heute vor allem in der Behandlung dermatologischer Erkrankungen (z.B. chronische 

Wunden, infektiöse Haut- und Schleimhauterkrankungen), Hautdesinfektion und 

Wundreinigung sowie im Bereich der  Zahnheilkunde (z.B. 

Wurzelkanalbehandlungen, Biofilmabtragung) gesehen [55, 82-86]. Die meisten 

Verfahren befinden sich jedoch in experimentellen und vorklinischen Stadien. 
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1.2.4.3. Plasma-Effekte bei Tumorzellen 

 

Die Zell- und Gewebehomöostase des Körpers wird durch eine Vielzahl biologischer 

Regelmechanismen gesteuert. Neben Zellwachstum und Proliferation ist dabei der 

Ăprogrammierte Zelltodñ (=Apoptose) von essentieller Bedeutung. Tumorzellen 

unterscheiden sich in vielen  Aspekten von gesunden Zellen. Neben unkontrollierter 

Replikation, Autonomie gegenüber äußeren Wachstumseinflüssen, der Fähigkeit zur 

Induktion der Angiogenese, Gewebeinvasion und Metastasierung, besteht bei vielen 

malignen Erkrankungen eine Unempfindlichkeit gegenüber zellulären 

Apoptosemechanismen [87]. Apoptose ist ein von der Zelle kontrollierter, aktiver 

Prozess. Er kann sowohl auf einem extrinsischen Signalweg (Bindung von Liganden 

an Todesrezeptoren auf der Zellmembran), als auch auf einem intrinsischen 

Signalweg (intrazelluläre Stress-Signale führen zur Freisetzung von 

Apoptosemediatoren aus Mitochondrien) ausgelöst werden (Abb. 5).  Beide Wege 

haben eine gemeinsame Endstrecke. Aktivierte Effektor-Caspasen (Proteasen) 

bauen zahlreiche lebenswichtige zelluläre Proteine ab, sodass die  Apoptose mit 

typischen zellmorphologischen Veränderungen einher geht (Abb. 6A). Man 

beobachtet ein Zellschrumpfen und die Kondensation des Zellkerns durch DNA-

Fragmentation. Schließlich zerfällt die Zelle in kleine Vesikel (Apoptosekörper) und 

wird durch Makrophagen phagozytiert. Dem gegen¿ber steht der Ăakzidentelle 

Zelltodñ (= Nekrose) als zweite Form des Zelluntergangs (Abb. 6B). Als Reaktion auf 

eine von außen einwirkende irreversible Schädigung schwillt die Zelle an, verliert ihre 

Membranintegrität und rupturiert. Im Gegensatz zur Apoptose führen bei der Nekrose 

austretende Zelltrümmer immer zu einer Entzündungsreaktion im umliegenden 

Gewebe [88].  
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Abbildung 5: Schematische Darstellung von extrinsischem und intrinsischem 

Signalweg der Apoptose 

 

 

 

Abbildung 6: zellmorphologische Veränderungen bei Apoptose (A) und 

Nekrose (B) 
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Fridman et al. beschrieben 2007 als eine der ersten Autoren die zellschädigende 

Wirkung nicht-thermalen Plasmas bei Tumorzellen [89]. Abhängig von der 

applizierten Plasma-Dosis ließen sich bei Melanom-Zellen in in vitro-Experimenten 

selektiv sowohl Apoptose, als auch Nekrose auslösen [89]. Subletale Plasma-Dosen 

reduzierten bei humanen kolorektalen Karzinomzellen die Zellmigration und 

Zellinvasion [90]. In den letzten Jahren konnten diese Effekte in vitro auch bei einer 

Reihe weiterer humaner und muriner Tumorzelllinien und mit verschiedenen 

Plasmaquellen reproduziert werden. Tumorzellen zeigten häufig eine größere 

Sensibilität gegenüber den pro-apoptotischen Plasma-Effekten als nicht-maligne 

Zelllinien [91-94]. 

Die molekularbiologischen Mechanismen der Apoptoseinduktion durch 

gewebekompatibles Atmosphärendruckplasma sind bisher noch wenig verstanden 

und Gegenstand aktueller Forschung. Die Komplexität der einzelnen 

Plasmabestandteile wie UV-Strahlung, Wärme, geladene Teilchen, 

elektromagnetische Felder, sowie reaktive Spezies und Radikale lässt verschiedene 

zelluläre Wirkungen vermuten. Erste Untersuchungen zeigten, dass die Induktion von 

Apoptose vor allem durch die intrazelluläre Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) und freien Radikalen erfolgt [95-96]. Diese führen in den Zellen zu oxidativem 

Stress und irreversiblen DNA-Schädigungen [97-99]. Über Beteiligung von 

Mitochondrien wird so der intrinsische Signalweg der Apoptose aktiviert und die 

Zellen gehen in den Ăprogrammierten Zelltodñ (Abb. 5) [100]. 
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1.3. Zielstellung 

 

Das Pankreaskarzinom hat bis heute nicht zuletzt wegen häufiger mikroskopischer 

Tumorresiduen nach Resektion und damit verbundenen frühen Lokalrezidiven eine 

sehr schlechte Prognose. Die Entwicklung gewebekompatibler 

Atmosphärendruckplasmen (tissue tolerable plasma = TTP) und deren mögliche 

Eignung für den Einsatz in der Medizin lässt für die Zukunft auf innovative 

Therapieoptionen hoffen. Die Erforschung der Plasma-Wirkungen auf maligne Zellen 

und Gewebe steckt jedoch noch in einem frühen Entwicklungsstadium. 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Wirkung von TTP auf die 

humane Pankreaskarzinomzelllinie COLO 357 durch: 

 

1. Etablierung einer geeigneten in vitro-Methode und Analyse der Apoptoseinduktion 

durch TTP in Zellkultur. 

 

2. Etablierung des TUM-CAM-Modells als in vivo-Methode und Untersuchung der 

TTP-Wirkung auf solide Tumoren. 
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2.  Material und Methoden  

2.1. Material und Bezugsquellennachweis 

2.1.1. Plasmaquelle und Zubehör 

 

kINPen09       neoplastools, Greifswald 

Multi Gas Controller 647C     mks, Berlin 

ALPHAGAZÊ Argon     Air Liquide, Düsseldorf 

 

 

2.1.2. Zellkultur 

 

Tumorzelllinie 

COLO 357 - humane Pankreaskarzinomzelllinie aus Lymphknotenmetastase eines 

Adenokarzinoms des Pankreas, etabliert durch Morgan et al. 1980 [101] 

 

Zellkulturmedien, Antibiotika, Lösungen 

Dulbecco´s PBS      PAA, Cölbe 

PenStrep (Penicillin/Streptomycin)  GIBCO®, InvitrogenÊ, Karlsruhe  

RPMI 1640 - Zellkulturmedium    GIBCOÈ, InvitrogenÊ, Karlsruhe  

SeraPlus special processed FBS   PANÊ Biotech GmbH, Aidenbach 

0.5 % Trypsin-EDTA     GIBCOÈ, InvitrogenÊ, Karlsruhe 

 

Geräte und Verbrauchsmaterial 

Autoklav Memmert     Memmert, Büchenbach 

Handschuhe Peha-Soft®     Hartmann, Heidenheim 

Lichtmikroskop Type 090-131.002   Leica, Wetzlar 

Neubauer-Zählkammer     LO-Laboroptik, Bad-Homburg 

Pasteur-Pipette Glas 230 mm    VWRÊ international, Darmstadt 

Pipetten und Pipettenspitzen   Eppendorf, Hamburg 

Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml    Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettierhilfe Pipetus® Standard    Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

Röhrchen 15 ml, 120 mm x 17 mm   Sarstedt, Nümbrecht 

Röhrchen 50 ml, BluemaxÊ FalconÈ   Becton Dickinson, Heidelberg 

Sicherheitsabsaugpumpe    HLC Laborgeräte München 
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Sicherheitswerkbank    BDK, Sonnenbühl-Genkingen 

Sterillium® classic pure     BODE, Hamburg 

Terralin liquid     Schülke, Norderstedt 

Zellkulturschale 100 mm x 200 mm    Becton Dickinson, Heidelberg 

Zellschrank NUAIREÊ     NuAire, Plymouth, USA 

Zellschrank Cellstar     NUNC international, Wiesbaden 

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5417R  Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge Labofuge I     Heraeus CHRIST, Osterode 

 

 

2.1.3. In vitro-Untersuchungen 

 

Chemikalien und Puffer 

Annexin V Binding Buffer    Biolegend, Fell 

DAPI       Invitrogen, Karlsruhe 

EDTA        BoeringerMannheim, Mannheim  

HBSS-Hanks´balanced Salt solution   Sigma-Aldrich, Taufkirchen  

HEPES-Pufferlösung (1M)    Biochrom AG, Berlin 

Propidium Iodid Solution     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

 

Enzyme, Antikörper und Kits 

AnnexinV-FITC     Becton Dickinson, Heidelberg 

Aqua dest.       GIBCOÈ, InvitrogenÊ, Karlsruhe 

CaCl2       Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

FOX P3 Fix/Perm Buffer Set    Biolegend, Fell 

RNase A Solution, 4mg/ml    Promega, Mannheim 

 

Verbrauchsmaterialien  

FACS-Röhrchen 5 ml, 12 mm x 75 mm   Becton Dickinson, Heidelberg 

Handschuhe Peha-Soft®     Hartmann, Heidenheim 

Pipetten und Pipettenspitzen   Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße 0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml   Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäß 1,5 ml     Sarstedt, Nümbrecht 

Röhrchen 50 ml, BluemaxÊ FalconÈ   Becton Dickinson, Heidelberg 

http://www.nuaire.com/index.htm
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Röhrchen 15 ml, 120 mm x 17 mm   Sarstedt, Nümbrecht 

Sterillium® classic pure     BODE, Hamburg 

Zellkulturplatte, 12 Well     Becton Dickinson, Heidelberg 

 

Geräte 

BD FACS CantoÊII     Becton Dickinson, Heidelberg 

Thermometer Voltcraft K 102   Conrad Elelectronic, Hirschau 

Vortex  Merck® Eurolab    Merck, Darmstadt 

Zentrifuge Labofuge 400R    Heraeus, Osterode 

 

Software 

FlowJo 7.6.4.     Tree Star Inc., Ashland, USA 

BD FACS Diva Software    Becton Dickinson, Heidelberg 

 

 

2.1.4. TUM-CAM-Modell 

 

Eier 

SPF-Eier       VALO Biomedia, Cuxhaven 

 

Chemikalien und Puffer 

Aqua dest.       GIBCOÈ, InvitrogenÊ, Karlsruhe 

Diethylether (C4H10O)    Otto Fischar, Saarbrücken 

Formaldehydlösung 4,5 %, pH 7    Uni-Apotheke, Greifswald 

Magnesiumsulfat (MgSO4 7H2O)   Laborchemie Apolda, Apolda 

Natriumchlorid (NaCl)    Fluka, Buchs 

Schwefelsäure (HCl) 1 M    Merck, Darmstadt 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  Merck, Darmstadt 

Antibody Dilution Buffer    Ventana, Roche, Grenzach-Wyhlen 

10 mM Tris pH 8     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

TBS (20 mM Tris pH 7,6; 140 mM NaCl) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

1 mM MgSO4 in TBS    Merck, Darmstadt 
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Enzyme, Antikörper und Kits  

FragELÊ DNA Fragmentation Detection Kit Calbiochem®, Merck, Darmstadt 

DNase I 2 u/µl     Ambion®, InvitrogenÊ, Karlsruhe 

Monoclonal Mouse Anti-Human    Dako, Hamburg 

Ki-67 Antigen Clone MIB-1   Dako, Hamburg 

ultraView Universal DAB Detection Kit  Ventana, Roche, Grenzach-Wyhlen 

Roti-Histokit      Roth, Karlsruhe 

 

Verbrauchsmaterialien 

Filterblock TISSUE-TEK II    Vogel, Giessen 

Kanülen 0,9 mm x 40 mm     Becton Dickinson, Heidelberg 

Leukosilk®S Fixierpflaster 2,5 cm x 9,2 m  BSN, Hamburg 

Lochstanzen 5 mm, 6 mm     Praktiker-Baumarkt, Greifswald 

Oxidice® S-Des      Anovis Biotech, Ahlen 

Parafilm ñMñÈ      Brand, Wertheim 

Silikonmatte 40 cm x 50 cm    Materialversorgung EMAU 

Skalpell präzisa plus     Dahlhausen, Köln 

Stericlin® Klarsichtseitenfaltenschlauch  Vereinigte Papierwarenfabriken, 

Feuchtwangen 

SuperFrost®Plus-Objekttrager    Menzel, Braunschweig 

TegadermÊ Roll 5 cm x 10 m    3M Healthcare, Neuss 

Tissue-Tek® Einbettkassetten    Sakura, Staufen 

Zellkulturplatte Cellstar®, 24 Well   Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturschale 60 mm x 15 mm    Becton Dickinson, Heidelberg 

 

Geräte 

Autoklav 24       Melag, Berlin 

BenchMark XT Färbeautomat   Ventana, Roche, Grenzach-Wyhlen 

Brutschrank Typ B5028    Heraeus, Osterode 

Fluoreszenzmikroskop BZ9000   Keyence, Neu-Isenburg 

Gießstation Shandon Histocentre 2  Thermo Electron, Karlsruhe 

Inkubator Typ KMB2     Ehret, Emmendingen 

Instant Camera System MP4+    POLAROID, Offenbach 

Kaltlichtquelle Olympus Highlight 3001   Olympus, Hamburg 
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LCD-Monitor 54 cm     EIZO, Nettetal 

Notebook Satelite Pro     TOSHIBA, Neuss 

Objektträgertrockner TDO 60   Medite, Burgdorf 

Objektiv Ultrasonic Makro EF 100mm 1:2,8 Canon, Krefeld 

PC Precision T3500    Dell, Frankfurt am Main 

pH-Meter HI2210     Hanna instruments, Kehl am Rhein 

Präzisionswaage     Sartorius, Göttingen 

Rotationsmikrotom HM 360   Microm, Walldorf 

Sicherheitswerkbank MSC 12   Thermo Electron, Karlsruhe 

Spiegelreflexkamera EOS 500D   Canon, Krefeld 

Zentrifuge Eppendorf mini spin    Eppendorf, Hamburg 

 

Software 

BZ-II Analyzer     Keyence, Neu-Isenburg 
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2.2. Methoden  

2.2.1. Plasmaquelle und Betriebseinstellungen  

 

Das in den Untersuchungen verwendete Atmosphärendruckplasma wurde mit Hilfe 

des Plasma-Jets kINPen09 (Abb. 7, Neoplastools GmbH, Greifswald, CE certification 

No. 609.003.1) generiert. Dessen physikalische Spezifikationen und Eignung für 

medizinische Anwendungen wurden 2009 durch Weltmann et al. detailliert 

beschrieben [49]. 

Der kINPen09 wurde mit folgenden Einstellungen betrieben: 

Á Kontinuierlicher Modus 

Á Träger-Gas Argon, Gasfluss 4 Standardliter pro Minute (slm) 

Á Betriebsspannung Usupl. = 65 V DC (=direct current, Gleichstrom) 

Á System-Leistung P = 8 W (bei 220 V, 50/60 Hz) 

Á Frequenz f = 1,1 MHz  

Die Plasma-Temperatur betrug bei diesen Betriebseinstellungen 45 °C. Der Plasma-

Jet erreichte eine maximale Länge von 11 mm, gemessen von der Düsenöffnung 

[102].  

 

 

Abbildung 7: kINPen09 im Versuchsaufbau   
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2.2.2.  Zellkultivierung  

 

Die Pankreaskarzinomzellen wurden im wasserdampfgesättigten Zellschrank bei 37 

°C und 5 % CO2 inkubiert.  Als Nährmedium diente RPMI 1640-Zellkulturmedium, 

welchem 10 % FBS und 1 % PenStrep zugesetzt wurde. In jede Zellkulturschale 

wurden etwa 1 x 106 der Tumorzellen in 10 ml Nährmedium ausgesät. Nach 

Erreichen eines konfluenten Wachstumsmusters nach etwa 5 Tagen Inkubation 

wurde das Nährmedium entfernt und tote Zellen mit 2 ml PBS abgespült. Zum Lösen 

der  adhärent wachsenden Zellen von den Böden der Zellkulturschalen wurden diese 

mit 1 ml Trypsin-Lösung, bestehend aus 1 Teil 0,5 % Trypsin-EDTA und 2 Teilen 

PBS, für 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 5 ml Nährmedium 

gestoppt und die Zellen in Suspension gebracht. Nach Überführen der Suspensionen 

in 15 ml Röhrchen erfolgte die Zentrifugation  für 3 Minuten auf Stufe 1 (Zentrifuge 

Labofuge I). Die Zellpellets wurden nach Entfernen der Überstände in je 5 ml 

Nährmedium resuspendiert und in ein 50 ml Röhrchen überführt. Anschließend 

erfolgte die Bestimmung der Tumorzellkonzentration in der Suspension unter dem 

Lichtmikroskop in einer Neubauer-Zählkammer. Ein Teil der Zellen wurde erneut in 

Zellkulturschalen ausgesät und im Zellschrank inkubiert. Zum Schutz vor 

Kontaminationen wurden alle für die Zellkultivierung relevanten Arbeitsschritte unter 

sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank durchgeführt. Die Zellkulturen 

wurden regelmäßig auf Mykoplasmen geprüft. Eine Kontamination konnte stets 

ausgeschlossen werden. 

 

 

2.2.3.       In vitro-Untersuchungen 

2.2.3.1. Vorbereitung der Zellkulturplatten 

 

Für die in vitro-Untersuchungen wurden in den Vertiefungen von 12 Loch-

Zellkulturplatten adhärente, mehrschichtige Zellrasen auf einer Kreisfläche mit 5 mm 

Durchmesser gebildet (Abb. 8). Aus den Deckeln von 1,5 ml Reaktionsgefäßen 

wurden hierfür Schablonen gefertigt. Zunächst wurden die Reaktionsgefäße von den 

Deckeln entfernt. In einem weiteren Schritt wurden mit Hilfe eines Skalpells runde 

Löcher mit 5 mm Durchmesser aus den Deckeln ausgeschnitten. Die Sterilisation der 

Deckel erfolgte anschließend im Autoklaven bei 120 °C und einem Druck von 1 bar 
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für 45 Minuten. In jede der 12 Vertiefungen einer Zellkulturplatte wurde eine 

Schablone gesetzt und diese anschließend mit jeweils 3 ml Nährmedium aufgefüllt. 

Zur Bildung der Zellrasen wurden je 1 x 106 Zellen COLO 357 in Suspension mit 

Nährmedium gebracht und in 0,5 ml Reaktionsgefäße überführt. Es folgte die 

Zentrifugation bei 500 G für 3 Minuten. Nachdem der Überstand von den Zellpellets 

entfernt wurde, konnten diese in je 30 µl Nährmedium resuspendiert und die 

Zellsuspension vorsichtig in die in den Vertiefungen der Zellkulturschalen 

befindlichen Schablonen pipettiert werden.  

Während der anschließenden 24-stündigen Inkubation im Zellkulturschrank setzten 

sich die Zellen zentral am Boden der Zellkulturplatten ab und adhärierten. Die 

Schablonen wurden vor der Plasmabehandlung entfernt. 

 

 

 

Abbildung 8: Vorbereitung der Zellkultur für die in vitro-Untersuchungen 

Dargestellt von links nach rechts: leere Vertiefung, eingebrachte Schablone, Zustand 

nach 24-stündiger Inkubation der Zellsuspension in 3 ml Nährmedium, adhärenter 

Zellrasen nach Entfernung der Schablone 
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2.2.3.2. Plasmabehandlung 

 

Die in vitro-Untersuchung der Effekte von Plasmaanwendung bei der humanen 

Pankreaskarzinomzelllinie COLO 357 erfolgte in fünf Gruppen. Drei Gruppen 

erhielten eine einmalige Plasmabehandlung für 5, 10 oder 20 Sekunden 

Applikationsdauer. Zwei weitere Gruppen dienten als Kontrolle, wobei eine Gruppe 

für 20 Sekunden mit nicht-ionisiertem Argon Gas behandelt wurde und die zweite 

Kontrollgruppe keine Behandlung erfuhr. Unmittelbar vor Plasmaanwendung wurden 

die Schablonen und das Nährmedium unter Erhalt eines dünnen Flüssigkeitsfilms 

aus den Zellkulturschalen entfernt. Der verbliebene Flüssigkeitsfilm sollte ein 

Austrocknen der Zellkultur während der Plasmabehandlung verhindern. 

Die Plasmaquelle wurde mit einem Abstand von 10 bis 11 mm mäanderförmig über 

die Kreisfläche mit den Tumorzellen geführt (Abb. 9). Unmittelbar nach Behandlung 

erfolgte der Austausch der verbliebenen Flüssigkeit durch 3 ml frisches Nährmedium. 

Die Zellkulturen wurden anschließend für 1 bis 72 Stunden im Zellschrank inkubiert. 

 

 

 

Abbildung 9: in vitro-Plasmabehandlung 
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2.2.3.3. Bestimmung der Oberflächentemperaturen in vitro 

 

Mit Hilfe der Messsonde des Digitalthermometers Voltcraft K 102 wurden die 

Temperaturen auf den Oberflächen der Zellkulturschalen vor und unmittelbar nach 

mäanderförmiger TTP-Applikation gemessen. Die Messung erfolgte für alle in den 

Untersuchungen gewählten Plasmaanwendungsdauern. 

 

 

2.2.3.4. Durchflusszytometrische Analyse 

 

Die Durchflusszytometrie, auch fluorescence activated cell sorting (FACS) genannt, 

ist eine Methode zur Analyse verschiedener physikalischer und chemischer 

Zelleigenschaften. Grundlage ist die simultane Messung der Fluoreszenz- und 

Streulichteigenschaften von Zellen, die in Flüssigkeitssuspension einzeln einen 

Laserstrahl passieren (Abb. 10). Abhängig von Zellgröße, Membranstruktur und 

intrazellulären Bestandteilen wird das Laser-Licht unterschiedlich stark und in 

verschiedene Richtungen gestreut. Das Vorwärtsstreulicht (engl. forward scatter, 

FSC) ist dabei abhängig von der jeweiligen Zellgröße. Das im rechten Winkel zum 

einfallenden Lichtstrahl gestreute Licht wird als Seitwärtsstreulicht (engl. side scatter, 

SSC) bezeichnet und dient als Maß für die intrazelluläre Granularität.  

 

 

Abbildung 10: Prinzip der FACS-Messung 
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Durch Markierung von Zellstrukturen mittels spezieller Fluoreszenzfarbstoffe können 

zusätzlich spezifische Zelleigenschaften detektiert werden. Das Messprinzip beruht 

auf der Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe mit Lichtenergie eines für sie 

charakteristischen Wellenlängenbereichs (Absorptionsspektrum). Sie werden so zur 

Emission von Licht eines ebenfalls charakteristischen Wellenlängenbereichs 

(Emissionsspektrum) gebracht. Mit Hilfe spezieller Filter und Detektoren kann das 

emittierte Lichtsignal in der Durchflusszytometrie registriert werden. 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Messungen erfolgten am Durchflusszytometer 

BD FACS CantoÊII. Zur Erfassung und Verarbeitung der Messergebnisse wurde die 

BD FACS Diva Software und für die Auswertung die FlowJo 7.6.4. Software 

verwendet. 

 

 

2.2.3.4.1. AnnexinV-FITC/DAPI-Assay 

 

Der apoptotische Zelltod ist durch eine Reihe zellmorphologischer Veränderungen 

charakterisiert. Während sich bei vitalen Zellen das Phospholipid Phosphatidylserin 

nahezu vollständig intrazellulär an der Innenwand der Zellmembran befindet, wird es 

bei apoptotischen Zellen bereits frühzeitig nach extrazellulär verlagert. Das Protein 

AnnexinV bindet Ca2+-abhängig und mit hoher Affinität an Phosphatidylserin [103-

105]. Damit sind apoptotische Zellen bereits früh detektierbar. Die Fluorochromierung 

mit dem Xanthenfarbstoff Fluorescein (FITC) ermöglicht die durchflusszytometrische 

Messung AnnexinV-positiver Zellen. DAPI (4ǋ,6-Diamidin-2-phenylindol) ist ein 

Fluoreszenzfarbstoff, der in AT-reichen Regionen der DNA interkaliert. Er wird von 

vitalen und frühapoptotischen Zellen mit intakten Zellmembranen nicht 

aufgenommen. Spätapoptotische und tote Zellen, deren  Zellmembranen für DAPI 

permeabel sind,  können so differenziert werden. 

Der AnnexinV-FITC/DAPI Assay wurde 1, 24, 48 und 72 Stunden nach 

Plasmaanwendung durchgeführt. Nach Entfernung des Nährmediumüberstandes aus 

den Zellkulturplatten wurden die Zellen mit 300 µl EDTA (10 mM) für 15 Minuten bei 

37 °C inkubiert und anschließend durch vorsichtiges Abspülen mit je 1 ml 

Nährmedium gelöst. Die Zellsuspension wurde in FACS-Röhrchen bei 500 G  und 

Raumtemperatur für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das 
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Zellpellet in 500 µl Annexin Binding Buffer resuspendiert.  Nach erneuter 

Zentrifugation und Entfernung des Überstandes (verbleibendes Färbevolumen 100 

µl) erfolgte die Zugabe von 1 µl FITC-AnnexinV. Die Inkubationszeit betrug 30 

Minuten unter Lichtschutz bei 4 °C im Kühlschrank. Nach Zugabe weiterer 500 µl 

Annexin Binding Buffer (Biolegend) erfolgte die Abzentrifugation der Zellen und die 

Entfernung des Überstandes. Das Zellpellet wurde in 100 µl Annexin Binding Buffer 

(Biolegend) resuspendiert und 1 µl DAPI-Lösung (1 µg/µl) zugefügt. Die Suspension 

wurde im Vortex-Schüttler homogenisiert und die FACS-Messungen durchgeführt. In 

Abhängigkeit der Probengröße wurden 50.000 bis 100.000 Messereignisse erfasst, 

wobei die Darstellung von AnnexinV-FITC am forward scatter (Y-Achse), die von 

DAPI am side scatter (X-Achse) erfolgte. 

 

 

2.2.3.4.2. Propidiumiodid-Assay 

 

Der Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid ermöglicht die durchflusszytometrische 

Analyse des DNA-Gehaltes von Zellen. Die Stärke der Fluoreszenz ist dabei 

proportional zum DNA-Gehalt. Menschliche Zellen besitzen 44 Autosomen und 2 

Gonosomen (diploider Chromosomensatz). Proliferierende Zellen verdoppeln vor 

einer mitotischen Teilung die Anzahl der Chromosomen in der Synthesephase (S-

Phase) des Zellzyklus. Der DNA-Gehalt zwischen der G2-Phase und der Mitose (M-

Phase) ist deshalb doppelt so groß wie in der G1-Phase oder in postmitotischen 

Zellen (G0-Phase). In apoptotischen Zellen kommt es dagegen zum Abbau 

chromosomaler DNA. Durch enzymatischen Verdau zwischen Histonproteinen 

entstehen DNA-Fragmente von 180 Basenpaaren oder einem Vielfachen davon. 

Zudem werden die Zellkerne apoptotischer Zellen häufig fragmentiert. Die 

Zellkernfragmente werden freigesetzt, so dass diese Zellen einen geringeren DNA-

Gehalt als vitale Zellen in der G0/G1-Phase aufweisen. Die DNA-Färbung mittels 

Propidiumiodid kann somit zur Quantifizierung apoptotischer Zellen (= subG0/G1-

Phase) einer Population genutzt werden.  

Der Propidiumiodid-Assay wurde parallel zum AnnexinV/DAPI-Assay durchgeführt. 

Der Nährmediumüberstand wurde aus den Zellkulturplatten entfernt, die Zellen mit 

300 µl EDTA (10 mM) für 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und anschließend durch 

vorsichtiges Abspülen mit je 1ml Nährmedium gelöst. Die Zellsuspension wurde in 
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FACS-Röhrchen bei 500 G  und Raumtemperatur für 5 Minuten zentrifugiert und 

anschließend der Überstand entfernt. Nach einmaligem Waschen mit 500 µl 

Reaktionspuffer, bestehend aus HBSS + 10 % FBS + 1 % HEPES (0,01M) + 1 % 

CaCl2 (100 mM), erfolgte die Zellfixation mit 500 µl FOXP3 Fix/Perm-Puffer für 20 

Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Anschließend wurden die Zellen 

abzentrifugiert und der Überstand entfernt. Nach dem Waschen mit 500 µl 

Reaktionspuffer folgte die Waschung mit 500 µl  FOXP3 PERM-Puffer. Die 

anschließende Permeabilisierung der Zellen erfolgte für 15 Minuten unter 

Lichtabschluss bei Raumtemperatur und Zusatz von 500 µl frischem FOXP3 PERM-

Puffer. Es folgte die Abzentrifugation der Zellen und die Entfernung des 

Überstandes. Das Zellpellet wurde nun in 1 ml Reaktionspuffer und 100 µl FOXP3 

PERM-Puffer resuspendiert. Da Propidiumiodid unspezifisch auch in zelluläre RNA 

interkaliert, wurde der Zellsuspension 30 µl RNase A (1 mg/ml) zum enzymatischen 

RNA-Abbau zugefügt und für 10 bis 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss 

erfolgte die Zugabe von 200 µl Propidiumiodid (25 µg/ml) und die weitere Inkubation 

für 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach Zugabe von 1ml 

Reaktionspuffer wurden die Zellen abzentrifugiert und der Überstand entfernt. Das 

Zellpellet wurde in 100 µl Reaktionspuffer resuspendiert und der Anteil apoptotischer 

Zellen im BD FACS CantoÊII ermittelt. In Abhängigkeit der Probengröße wurden 

50.000 bis 100.000 Messereignisse erfasst. Die Darstellung erfolgte für forward 

scatter (Y-Achse) linear, für sideward scatter und Fluoreszenzmessung 

logarithmisch. 

 

 

2.2.4. TUM-CAM-Modell 

 

Chorioallantoismembranen (CAMs) befruchteter Hühnereier werden seit Jahrzehnten 

erfolgreich für die Entwicklung von Tumormodellen in der medizinischen Forschung 

genutzt. Bereits in den 1980er Jahren hatten Ausprunk et al. humane Tumoren als 

Xenotransplantate auf CAMs aufgebracht und dieses TUM-CAM-Modell für die 

Angiogeneseforschung etablieren können [106]. Seitdem wurde eine Vielzahl 

weiterer TUM-CAM-Modelle für verschiedenste wissenschaftliche Fragestellungen 

und mit unterschiedlichsten Zelllinien und Geweben beschrieben [107-110]. 
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2.2.4.1. Entwicklung und physiologische Bedeutung der CAM 

 

Der Hühnerembryo ist während seiner Entwicklung im Ei von mehreren Hüllen 

umgeben (Abb. 11). Das Amnion umschließt als innere Hülle den Keimling, während 

das Chorion als äußere Hülle des extraembryonalen Coeloms Keimling und 

Dottersack umgibt. Am 2. bis 3. Entwicklungstag bildet sich die Allantois als 

sackförmige Ausstülpung des endodermalen Darms aus und wächst im Laufe der 

folgenden Tage in die extraembryonale Coelomhöhle. Die Allantois dient als 

Harnsack unter anderem der Aufnahme und Speicherung embryonaler 

Stoffwechselendprodukte. Die Chorioallantoismembran (CAM) entsteht am 4. bis 5. 

Entwicklungstag durch die Verschmelzung von Chorion und Allantois [111-112]. Sie 

besitzt einen dreischichtigen Aufbau aus ektodermalem Chorionepithel, 

mesodermalem Stroma (aus somatischem Mesoderm des Chorions und 

splanchnischem Mesoderm der Allantois) und endodermalem Epithel der Allantois 

(Abb. 12). Am 4. Entwicklungstag beginnt innerhalb des mesodermalen Stromas ein 

rasches Gefäßwachstum. Dieses hält bis zum 11. bis 13. Entwicklungstag an. Die 

stark vaskularisierte CAM dient dem Hühnerembryo vor allem als 

Gasaustauschfläche [113-116]. Die paarigen Chorioallantoisarterien transportieren 

Stoffwechselendprodukte und desoxigeniertes Blut vom Embryo zur CAM. Über die 

Eierschale findet der Gasaustausch mit der Umgebungsluft statt und reoxigeniertes 

Blut fließt über die Chorioallantoisvene zurück in den embryonalen Körperkreislauf. 

Da ab dem 10. Entwicklungstag  die Kalziumzufuhr aus dem Dottersack für die 

embryonale Knochenentwicklung nicht mehr ausreicht, wird in den verbleibenden 11 

Bebrütungstagen das Kalzium aus der Kalkschale über die CAM bereit gestellt. 
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Abbildung  11: Hühnerei, schematische Darstellung 

 

 

 

Abbildung 12: Aufbau der CAM, HE-Färbung in 200facher Vergrößerung 
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2.2.4.2. Bebrütung der Eier und Tumorzellapplikation 

 

Für die Untersuchungen wurden SPF-Eier (spezifisch pathogenfrei) verwendet. 

Bevor mit der Bebrütung begonnen werden konnte, mussten die Eier nach der 

Anlieferung mindestens einen Tag bei Raumtemperatur im Transportkarton ruhen. 

Sollten die Eier nicht am Folgetag bebrütet werden, konnten sie nach der Anlieferung 

im Thermoschrank bei 15 °C für maximal 3 Tage gekühlt gelagert und anschließend 

einen Tag vor geplantem Bebrütungsbeginn wieder auf Raumtemperatur erwärmt 

werden. 

Die Bebrütung der Eier im Brutschrank erfolgte für insgesamt 14 Tage (Abb.13). An 

Tag 1 wurden die Eier auf Rollengestelle gelegt und anschließend der Inkubator von 

Raumtemperatur auf 37 ± 1 °C mit einer relativen Luftfeuchte von 65 ± 7 % erwärmt. 

In den folgenden Tagen wurden die Eier während des Bebrütungsvorganges in 

einem 6 stündigen Rhythmus regelmäßig gewendet. So sollte ein Anhaften der CAM 

an der Eierschale verhindert werden. An Tag 6 wurden die Eier mit dem spitzen Pol 

nach oben gerichtet aufgestellt. Es erfolgte die Desinfektion der Eierschale mit 1 

%iger OXIDICE®-Lösung und einem sterilen Tuch. Die Lösung wurde zuvor aus 495 

ml demineralisiertem Wasser und 5 ml Oxidice® S-Des hergestellt. Anschließend 

wurden die Eier am spitzen Pol vorsichtig mit einer sterilen Kanüle (0,9 mm x 40 mm) 

angestochen. Das so entstandene Loch in der Eierschale wurde mit Leukosilk®-

Pflaster verschlossen. Die Eier wurden nun in aufrecht stehender Position für weitere 

24 Stunden im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit verlagerte sich die am unteren 

stumpfen Eipol gelegene Luftkammer an den oberen spitzen Eipol. An Tag 7 wurde 

der spitze Eipol vorsichtig mit einer sterilen Präparierschere eröffnet. Das 

Leukosilk®-Pflaster verhinderte dabei, dass Teile der Eierschale auf die CAM fielen. 

Anschließend wurde der Defekt in der Eierschale bis zum Zeitpunkt der 

Tumorzellapplikation erneut mit Leukosilk®-Pflaster verschlossen. 

Zur Tumorbildung wurden je 2 x 106 Zellen COLO 357 in Suspension mit RPMI-1640-

Nährmedium in 0,5 ml Safe-Lock-Tubes überführt. Nach Zentrifugation bei 1500 rpm 

für 3 Minuten und Absaugen des Überstandes musste das Zellpellet vorsichtig mit 5 

µl RPMI-1640-Nährmedium und 10 Õl BD MatrigelÊ Basement Membrane Matrix 

Phenol Red Free resuspendiert werden. Um die Anwachsraten der Tumoren zu 

erhöhen, wurde die Oberfläche der CAM zunächst arrodiert. Hierfür wurden etwa 5 x 

5 mm große Filterpapierstücke  mit Diethylether getränkt, für etwa 1 Sekunde auf die 
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CAM aufgelegt, und anschließend sofort wieder entfernt. Durch diese Manipulation 

entstanden kleine Epitheldefekte und Blutungen auf der CAM. Auf das vorbehandelte 

Areal wurde ein Silikonring mit 5 mm Innen- und 6 mm Außendurchmesser gelegt. 

Dieser wurde zuvor mittels zweier Ringlocheisen aus einer Silikonmatte gestanzt und 

in 80 %iger Ethanol-Lösung desinfiziert. In den auf der CAM  platzierten Ring erfolgte 

die Applikation der vorbereiteten Tumorzellsuspension. Nach Verschluss des oberen 

Eipols mit TegadermÊ wurde die Bebrütung im Brutschrank fortgesetzt. 

 

 

 

Abbildung 13: Versuchsablauf des TUM-CAM-Modells  

 

 

 

2.2.4.3. Beurteilung des Implantationserfolges der Tumoren 

 

Nach fünftägiger Inkubation der mit Tumorzellsuspension beimpften Eier wurde der 

Implantationserfolg anhand einer dreistufigen Bewertungsskala unter 

Berücksichtigung unterschiedlicher Anwachsmuster beurteilt (siehe Tabelle und Abb. 

14). 

 

 

Grad 0 Tumorzellen abgeschwemmt oder seitlich zwischen CAM und Schale 

disloziert (auf ca. 17,7 % der Eier) 

Grad 1 Flächige Tumorzellvermehrung (auf ca. 4,8 % der Eier) 

Grad 2 Solide wachsende Tumoren (auf ca. 77,4 % der Eier) 
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Abbildung 14: Beispiele der verschiedenen Anwachsmuster 

 

Befanden sich innerhalb des Silikonringes mehrere Anwachsmuster (Grad 1 und 2), 

so wurde das invasivere Muster (Grad 2) gewertet. In die Versuchsgruppen wurden 

nur Eier mit solide wachsenden Tumoren eingeschlossen.  

 

 

2.2.4.4. Plasmabehandlung 

 

An Tag 12 erfolgte die Plasmabehandlung der auf den CAMs herangewachsenen 

Tumoren (Abb. 15). Die Spitze des Plasmajets wurde in zwei Behandlungsgruppen 

für 10 oder 20 Sekunden mäanderförmig über die durch den Silikonring 

umschlossene Fläche geführt. Der Abstand zwischen Tumoroberfläche und 

Düsenöffnung betrug 10 ï 11 mm. Eine Kontrollgruppe erhielt keine Behandlung, 

eine zweite Kontrollegruppe wurde für 20 Sekunden mit nicht ionisiertem Argon-Gas 

behandelt. Nach Wiederverschluss der Eier mit  TegadermÊ wurden diese für weiter 

48 Stunden bebrütet. 

 

 

Abbildung 15: Plasmabehandlung im TUM-CAM-Modell 

Grad 0 Grad 1 Grad 2 
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2.2.4.5. Tumorpräparation und Fixierung 

 

Der Versuchsabbruch erfolgte 48 Stunden nach Plasmabehandlung an Tag 14. Nach 

Entfernung der TegadermÊ-Pflaster von den Eiern wurden mit einer spitzen Schere 

etwa 1 x 1 cm große Präparate aus den CAMs geschnitten, auf denen sich die 

Silikonringe mit den Tumoren befanden (Abb. 16). Diese wurden in Zellkulturschalen 

mit 4,5 %iger Formaldehyd-Lösung überführt und fotodokumentiert. Die 

Hühnerembryonen in den Eiern verstarben innerhalb kürzester Zeit in Folge der 

durch die Manipulation entstandenen Blutungen.  

 

 

   

Abbildung 16: links Tumorpräparation, rechts Ansicht eines präparierten Tumors 

von der Unterseite mit deutlicher Vaskularisation 

 

 

Nach 24 stündiger Fixierung in 4,5 %iger Formaldehyd-Lösung wurden die 

Tumorpräparate an Tag 15 jeweils  zwischen zwei Blätter Filterpapier in Tissue-

Teck®-Einbettkassetten überführt. Über Nacht erfolgte die Gewebe-Entwässerung 

nach Standardprotokoll (aufsteigende Ethanolreihe, Xylol, Paraffin) im Institut für 

Pathologie der Universitätsmedizin Greifswald, sodass die Präparate am Tag 16 

senkrecht aufgestellt in Paraffinblöckchen eingebettet werden konnten. Am 

Rotationsmikrotom wurden 2 ï 3 µm dünne Paraffinschnitte angefertigt und nach 

Überführung in ein  Wasserbad auf SuperFrost®Plus Objektträger aufgebracht. Es 

erfolgte die Trocknung der Proben bei 60 °C im Wärmeschrank über Nacht. 
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2.2.4.6. Histologie 

2.2.4.6.1. HE- und PAS-Färbung 

 

Zur Identifikation der verschiedenen Gewebestrukturen und zur Orientierung im 

Präparat wurden von jedem Tumor Hämatoxylin-Eosin (HE) und Periodic Acid-Schiff 

(PAS) - Färbungen angefertigt. Diese Routinefärbungen erfolgten nach 

Standardprotokollen durch das Institut für Pathologie der Universitätsmedizin 

Greifswald im Färbeautomaten. 

In der HE-Färbung kommen basophile Zellstrukturen wie Zellkerne und Ribosomen 

blau (Färbung durch Hämatoxylin), acidophile (=eosinophile) Strukturen wie 

Zellplasmaproteine, Mitochondrien oder Hämoglobin dagegen rot (Färbung durch 

Eosin) zur Darstellung. 

Mit Hilfe der PAS-Färbung lassen sich Glycogen, (Muco-)Polysaccharide, Muco- u. 

Glucoproteine, sowie Gluco- u. Phospholipide in Geweben anfärben. Wässrige 

Perjodsäure spaltet und oxidiert nicht substituierte Glykol-Gruppen zu Aldehyden. 

Diese lassen sich mit fuchsinschwefliger Säure (=Schiff-Reagens) durch Bildung 

eines basischen roten Farbstoffs nachweisen. 

 

 

2.2.4.6.2. Ki-67 (MIB1) - Immunhistochemie 

 

Die Untersuchung des Einflusses von physikalischem Plasma auf das 

Proliferationsverhalten der Tumorzellen erfolgte durch immunhistochemische 

Expressionsanalyse von Ki-67. Bei dieser Proteinstruktur handelt es sich um ein 

nukleäres Antigen. Es wird in teilungsaktiven Zellen während aller aktiven 

Zellzyklusphasen (G1, S, G2, Mitose) exprimiert und kann mit Hilfe des spezifischen 

monoklonalen MIB1-Antikörpers detektiert werden. In der  Ruhephase G0 lässt sich 

Ki-67 hingegen nicht nachweisen. Aus diesem Grund ist Ki-67 sehr gut als 

Proliferationsmarker geeignet und erlaubt Aussagen über die Proliferationsaktivität 

eines Gewebes [117-118]. 

Die Ki-67-Färbung erfolgte im Vollautomat BenchMark XT mit dem Nachweissystem 

ultraVIEW Universal Detections Kit. Als Primär-Antikörper wurde der Monoclonal 

Mouse-Anti-Human Ki-67 Antigen Klon MIB1  verwendet. Dieser wurde mit dem 

Nachweissystem ultraView Universal DAB detektiert. 
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Zunächst wurden die Präparate im Automaten entparaffiniert und bei pH 9,0 für 12 

Minuten hitzevorbehandelt. Nach Peroxidase-Blockung für 4 Minuten erfolgte die 

Inkubation mit dem Primär-Antikörper in 1:50 Verdünnung für 32 Minuten bei 37 °C. 

Nach Visualisierung des Primär-Antikörpers im Automaten erfolgte die manuelle 

Entwässerung in aufsteigender Alkoholreihe, gefolgt von Xylol  und das Eindecken 

der Präparate mit Roti-Histokit. 

Nach Abschluss der Färbung wurden die Präparate im BZ-9000 Mikroskop bei 

200facher Vergrößerung fotografiert und die Schichtdicke der oberflächlichen Ki67-

negativen Tumorzellschichten mit der BZ-Analyzer Software ermittelt. Diese 

Schichtdicke wurde als effektive Gewebepenetrationstiefe (DETiP ï depth of 

effective tissue penetration) des Plasma-Jets definiert. Die Proliferationsindizes 

wurden anhand je eines repräsentativen, zentralen Querschnittpräparates bestimmt. 

Hierfür wurden Ki-67-positive Zellen mit Hilfe des Dynamic Cell Count der BZ-

Analyzer Software ermittelt. Ki-67-negative Zellen wurden manuell ausgezählt. 

Statistisch ausgewertet wurden nur Tumorpräparate, bei denen mindestens 1000 

vitale Tumorzellen im Anschnitt gezählt werden konnten. Präparate, deren 

histologische Schnitte kein oder nur wenig auswertbares Tumorgewebe (weniger als 

1000 vitale Tumorzellen) aufwiesen, wurden nicht gewertet. Auch Präparate, bei 

denen die Tumoroberfläche nicht zweifelsfrei identifiziert werden konnte oder sich die 

obersten Zelllagen bei der Präparation gelöst hatten, entfielen für die Auswertung. 

 

 

2.2.4.6.3. TUNEL-Färbung 

 

Während der Apoptose wird zelluläre DNA enzymatisch durch aktivierte 

Endonukleasen abgebaut. In Folge von Strangbrüchen  entstehen DNA-Fragmente 

mit freien 3´-OH Enden. Diese können mit der TUNEL-(TdT-mediated dUTP nick end 

labeling) Fluoreszenzfärbung sichtbar gemacht werden [119-121]. Terminale 

Deoxynukleotidtransferasen (TdT) binden in einer enzymatischen Reaktion 

fluoreszenzmarkierte Nukleotide (dUTP-Fluorescein) an die freien 3ô-OH Enden der 

DNA-Fragmente (nick end labeling). Apoptotische Zellen und Gewebeanteile können 

so markiert fluoreszenzmikroskopisch identifiziert werden. 

Die Durchführung der Färbungen erfolgte mit dem FragELÊ DNA Fragmentation 

Detection Kit nach Herstellerprotokoll. Zunächst wurden die Schnittpräparate in Xylol 
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und absteigender Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert. Es folgte die 

Zellpermeabilisation mit Proteinase K (2 mg/ml Proteinase K 1:100 in 10mM Tris pH8 

verdünnt) für 20 Minuten bei Raumtemperatur. Positivkontrollen wurden hingegen mit 

DNase I (1 µg/µl in TBS / 1 mM MgSO4) behandelt. Die Schnitte wurden mit TBS 

gewaschen und für 30 Minuten bei Raumtemperatur mit TdT Equilibrations-Puffer 

inkubiert. Anschließend wurde die Reaktionslösung (9 Teile Fluorescein-FragELÊ 

TdT Labeling Reaction Mix, 1 Teil TdT Enzyme) aufgetragen, mit Parafilm® 

abgedeckt und die Schnitte in der feuchten Kammer für weitere 90 Minuten bei 37 °C 

inkubiert. Bei den Negativkontrollen wurde das TdT Enzyme durch dH2O ersetzt. 

Nach mehrfachem Spülen mit TBS erfolgte das Eindeckeln der Präparate mit 

Fluorescein-FragELÊ Mounting Medium.  

Nach Abschluss der Färbung wurden die Präparate mit Hilfe des BZ-9000 

Fluoreszenzmikroskops in 200facher Vergrößerung fotografiert und die Schichtdicke 

der oberflächlichen TUNEL-positiven Tumorzellschichten mit der BZ-Analyzer 

Software ermittelt. Diese Schichtdicke wurde als effektive Gewebepenetrationstiefe 

(DETiP ï depth of effective tissue penetration) des Plasma-Jets definiert. Von jedem 

Tumor wurde ein repräsentatives, zentrales Querschnittpräparat ausgewertet. 

Präparate, bei denen die Tumoroberfläche nicht zweifelsfrei identifiziert werden 

konnte oder sich die obersten Zelllagen bei der Präparation gelöst hatten, entfielen 

für die Auswertung. 
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2.2.5. Statistische Auswertung 

 

In allen Versuchen wurden mindestens fünf Messungen durchgeführt und die 

Ergebnisse als Mittelwerte ± einfache Standardabweichung ermittelt.  

Die statistische Auswertung erfolgte mit der GraphPad Prism®-Software (Version 

5.01 für Windows). Das Signifikanzniveau wurde mit p=0,05 definiert. Die Analyse 

zweier unabhängiger Gruppen wurde mithilfe  des nichtparametrischen Mann-

Whitney Tests durchgeführt. Wurden mehr als zwei voneinander unabhängige 

Gruppen miteinander verglichen, so kam der nichtparametrische Kruskal-Wallis Test 

zur Anwendung.  Für statistische Unterschiede wurden folgende Signifikanzgrenzen 

festgelegt:  

p>0,05 = nicht signifikant (ns) 

p<0,05 = signifikant  (*) 

p<0,01 = sehr signifikant (**) 

p<0,001 = hoch signifikant (***) 
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3.  Ergebnisse 

3.1. In vitro-Untersuchungen 

3.1.1. Oberflächenerwärmung durch TTP 

 

Die mäanderförmige Plasmaapplikation führte in den in vitro-Untersuchungen nur zu 

einem geringen, aber signifikanten Anstieg der Oberflächentemperaturen in den 

Zellkulturschalen (Abb. 17). Die Oberflächen erwärmten sich bei 23,7°C 

Ausgangstemperatur (Raumtemperatur) um 2,02 ± 0,56 °C nach 5 s TTP-

Applikation, um 2,57 ± 0,53 °C nach 10 s TTP-Applikation und um 2,93 ± 0,40 °C 

nach 20 s TTP-Applikation (p=0,0001). Zellphysiologische Temperaturbereiche 

wurden bei mäanderförmiger Plasmaapplikation bei keiner der gewählten 

Behandlungszeiten überschritten. 

 

 

Abbildung 17: Ausmaß der Oberflächenerwärmung in den Zellkulturschalen in 

Abhängigkeit von der Plasma-Applikationsdauer 

Gezeigt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung, je Gruppe n=10, p=0,0001 

 

 

 

 

 

 


