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1. Einleitung

1.1 Kontaktlinsen:

1.1.1 Definition und geschichtliche Aspekte

Bei Kontaktlinsen handelt es sich um optische Sehhilfen, die im direkten Kontakt zum
Auge stehen [1]. Bereits in den spaten 1880er Jahren entwickelten die drei Arzte
Adolph Fick, Eugene Kalt und August Muller unabhangig voneinander die ersten Kon-
taktlinsen aus Glas. Hierbei handelte es sich um geblasene oder geschliffene Glas-
schalen, die direkt auf das Auge gelegt wurden und dieses zum Grol3teil bedeckten.
Durch das hohe Eigengewicht dieser Linsen und die geringe Sauerstoffdurchlassigkeit
war der Tragekomfort jedoch mangelhaft und somit mit nur kurzen Tragezeiten von
ungefahr 30 Minuten verbunden [2]. In den darauffolgenden Jahren konnten keine nen-
nenswerten Weiterentwicklungen in diesem Bereich verzeichnet werden. Dies anderte
sich jedoch grundlegend in den 1930er Jahren, als die chemische Industrie in der Lage
war, durchsichtige thermoplastische Kunststoffe herzustellen [3]. 1936 ersetzte dann
der Optiker William Feinbloom das Glas teilweise durch Kunststoff, wodurch das Ge-
wicht der Linse relevant reduziert wurde. Er entwickelte eine Linse, bei der der zentrale
Anteil weiterhin aus Glas bestand, der skleraabdeckende Part jedoch durch Kunststoff
ersetzt wurde. In diesem Jahr wurde aul3erdem Polymethylmethacrylat (PMMA) in den
USA eingefuhrt, was aufgrund seiner sehr guten optischen Eigenschaften auch zur
Herstellung von harten Kontaktlinsen genutzt wurde. 1948 gelang dem Optiker Kevin
Tuohy der Durchbruch mit seinem Patent fur die erste Hornhautlinse aus PMMA, wel-
che nur die Hornhaut und nicht die gesamte Sklera bedeckte. Dadurch kam es neben
einer Gewichtsreduktion zu einem verbesserten Tranenaustausch unter der Linse,
wodurch sich der Tragekomfort und folglich auch der Absatz von Kontaktlinsen spurbar
steigerte [4]. Diese Kontaktlinsen konnten aufgrund der nicht vorhandenen Sauer-
stoffdurchlassigkeit maximal 6 bis 8 Stunden getragen werden, ohne dass es hierbei
zu Schaden im Bereich der Cornea kam [3]. 1954 entwickelte der Chemiker Otto Wich-
terle Hydroxyethylmethacrylat (HEMA), das erste sogenannte Hydrogel [4]. Die Struk-
turformel des HEMA ahnelte der des PMMA, jedoch speicherte es bis zu 38% Wasser
und war somit besser durchlassig fur Sauerstoff [3]. 1962 und 1965 liel3 Wichterle sich
die ,Wichterle-Linse" aus HEMA patentieren, welche zwar eine schlechte Sehscharfe,

jedoch einen sehr hohen Tragekomfort aufgrund der Sauerstoffdurchlassigkeit bot. Zur
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schnelleren und zuverlassigen Herstellung der HEMA-Kontaktlinsen entwickelte Otto
Wichterle auRerdem ein Schleudergussgerat, welches die Herstellung der Kontaktlinse
revolutionierte. In den nachfolgenden Jahren Ubernahmen Bausch + Lomb die Ver-
marktung der HEMA - Kontaktlinsen und konnte weitere Optimierungen vornehmen.
Kurze Zeit spater erwarben sie das Patent auf die Linsen und besalden nun das Mo-
nopol fur weiche Kontaktlinsen in den Vereinigten Staaten [4]. In den darauffolgenden
Jahren erfolgten weitere Verbesserungen sowie Neuerungen im Bereich der Kontakto-
logie: So wurde beispielsweise 1970 das erste HEMA-freie Material patentiert. Neben
den bereits vorhandenen Kontaktlinsenmaterialien erschien 1977 in Europa das erste
Silikongummimaterial zur Herstellung von Kontaktlinsen, was 1999 durch Silikonpoly-

mer noch weiter erganzt wurde [1].

1.1.2 Kontaktlinsenarten

1.1.2.1 Formstabile Kontaktlinsen

Formstabile Kontaktlinsen sind auch unter dem Begriff ,harte Kontaktlinsen“ bekannt.
Ursprunglich wurden sie aus PMMA hergestellt, was jedoch mit einer schlechten
Sauerstoffdurchlassigkeit vergesellschaftet war. Aufgrund dessen war die Tragezeit
auf bis zu 4 Stunden beschrankt, um hypoxiebedingte Komplikationen im Bereich des
Auges zu vermeiden. Mittlerweile konnen formstabile Kontaktlinsen aus Silikonacrylat-
flourokarboncopolymer hergestellt werden, bei dem eine gute Sauerstoffdurchlassig-
keit beobachtet wurde [5]. Diese formstabilen Kontaktlinsen haben einen Durchmesser
von 8-10 mm und bedecken die Hornhaut in der Regel nicht vollstandig [6]. Sie liegen
dem Tranenfilm auf und saugen sich nicht fest. Auf diese Weise wird das standige
Unterspulen der Linse mit Tranenflissigkeit gewahrleistet, was in direkter Verbindung
mit einer guten Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung steht. Bei formstabilen Kontakt-
linsen handelt es sich um Jahreslinsen, welche nach der individuellen Anfertigung fur
einen Zeitraum von bis zu drei Jahre getragen werden konnen [7]. Im Verlauf kann es
jedoch zu einer Anpassung der Kontaktlinse an die Hornhaut kommen, wodurch der
zu kompensierende Sehfehler nicht mehr ausreichend korrigiert wird. Ein vorzeitiger
Austausch der Kontaktlinse ist dann unumganglich [8].



1.1.2.2 Weiche Kontaktlinsen

Die weichen Kontaktlinsen schmiegen sich wie eine zweite Haut an die Hornhaut des
Auges an und Uberragen mit einem Durchmesser von 12-16 mm den Limbus im Ge-
gensatz zu den bereits beschriebenen formstabilen Linsen [6]. Der Rand der weichen
Linse kommt bei gedffnetem Auge unterhalb des Augenlids zu liegen, wodurch sich
der Halt der Linse verbessert [9]. Die Beweglichkeit der Linse beim Lidschlag betragt
nur ein Zehntel Millimeter, somit ist der Austausch von Tranenflussigkeit unterhalb der
Linse begrenzt. Dies begrindet letztlich die Empfehlung des Herstellers, die angege-
bene Tragezeit nicht zu Uberschreiten, damit eine ausreichende Regeneration der
Hornhaut mdglich ist [10]. Trotz der beschriebenen Nachteile, gelten weiche Kontakt-
linsen im Vergleich zu formstabilen Linsen generell als besser vertraglich [11]. Weiche
Linsen konnen je nach Herstellerangabe unterschiedlich lange benutzt werden: So un-
terscheidet man Tages-, Austausch- und Jahreslinsen. Tageslinsen - auch als Einmal-
oder One-day-Kontaktlinsen bezeichnet [1] — werden einen Tag lang getragen und
dann durch eine neue Linse ersetzt, was die Linsenreinigung und -pflege Uberflissig
macht. Aufgrund dessen sind sie aus hygienischer Sicht den Austausch- und Jahres-
linsen deutlich Uberlegen [12]. Sie bestehen aus einfachen Materialien und sind des-
wegen nur wenig sauerstoffdurchlassig. Austauschlinsen hingegen, konnen je nach
Herstellerangabe zwei bis vier Wochen getragen werden, bevor sie durch neue ersetzt
werden [1]. Demnach mussen sie taglich gereinigt und gepflegt werden, um eine Keim-
besiedlung und daraus folgende Komplikationen zu vermeiden. Im Verlauf der Nutzung
kann es jedoch auch bei forcierter Reinigung und Pflege zu einer Verschlechterung
der Linseneigenschaften kommen [13]. Seit den letzten Jahren gibt es neben den Aus-
tauschlinsen aus einfachen Materialien auch Artverwandte aus HEMA-Copolymeren
und Silikonhydrogel [1]. Unter den oben genannten Kontaktlinsen hat die Jahreslinse
die langste Nutzungsdauer. Sie kann, wie bereits beschrieben, auch deutlich Uber ei-
nem Jahr liegen [14]. Jahreslinsen konnen individuell fur jeden Trager angefertigt wer-
den und bestehen heutzutage vor allem aus HEMA-Copolymeren [1]. Abhangig von
der Sauerstoffdurchlassigkeit des Herstellungsmaterials kdnnen sie bis zu 12 Stunden
getragen werden. Aufgrund der langen Nutzungszeit ist eine gewissenhafte Reinigung
essenziell, um eine Keimbesiedlung oder auch Proteinablagerungen zu vermeiden
[14]. Neben den bereits genannten Kontaktlinsentypen existieren auch Korrelate mit
einer verlangerten Tragedauer, kurz vT-Linsen. Diese Linsen konnen Tag und Nacht
getragen werden und haben eine hohe Sauerstoffdurchlassigkeit um die Hornhaut vor
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hypoxischen Schaden zu schutzen [11]. Entweder spricht man hier von ,Extended
Wear”, wobei sich die Linse 7 Tage und 6 Nachte auf der Hornhaut befindet, oder aber
von ,,Continuous Wear” was einer Tragezeit von 30 Tagen und 29 Nachten entspricht.
Eine Sonderform der vT-Linsen stellen Therapie- bzw. Verbandslinsen dar: Diese ha-
ben keine optische Wirkung, sondern dienen beispielsweise dem Schutz der Hornhaut
oder auch als Medikamententrager zur kontinuierlichen topischen okularen Medika-

mentenapplikation [1].

1.1.3 Kontaktlinseneigenschaften

1.1.3.1 Sauerstoffdurchlassigkeit

Bei der Sauerstoffdurchlassigkeit handelt es sich um eine physikalische Materialeigen-
schaft, die den Sauerstofffluss unter bestimmten Bedingungen und definiertem Druck-
unterschied durch das Kontaktlinsenmaterial mit einer Einheitsdicke beschreibt. Sie
wird als DK-Wert abgekurzt, wobei ,,D“ fur den Diffusions- und ,K* fur den Ldslichkeits-
koeffizienten steht. Der Diffusionskoeffizient gibt an, wie schnell sich die gelosten Sau-
erstoffmolekule im Kontaktlinsenmaterial bewegen. Der Loslichkeitskoeffizient ist hin-
gegen eine Materialkonstante, die die Menge an gelosten Sauerstoffmolekulen im Ma-
terial angibt [1]. Bei DK-Werten zwischen 80 und 120 liegt eine sehr hohe Sauerstoff-
permeabilitat vor, bei 50 eine hohe, bei 20 eine malige und bei 10 eine niedrige Sauer-
stoffdurchlassigkeit [11]. Die Sauerstoffdurchlassigkeit wird beeinflusst durch die Dicke
und den Wassergehalt der Kontaktlinse [15]. Grundsatzlich gilt: Je dicker die Linse,
desto schlechter durchlassig ist sie fur Sauerstoff, der DK-Wert verhalt sich demnach
umgekehrt proportional zur Linsendicke. Bei zunehmendem Wassergehalt kann hin-
gegen eine Steigerung der Sauerstoffpermeabilitat verzeichnet werden [11]. Eine hohe
Sauerstoffpermeabilitat der Linse ist fur Kontaktlinsentrager von grof3er Bedeutung,
denn nur so ist eine ausreichende Sauerstoffversorgung des Auges unter dieser ge-
wahrleistet, hypoxische Schaden am Auge werden vermieden und der Tragekomfort
wird gesteigert [16].

1.1.3.2 Wassergehalt

Der Wassergehalt einer Kontaktlinse gibt den prozentualen Anteil an Wasser in einer
voll hydratisierten Linse an. Man unterscheidet hierbei einen hohen Wassergehalt, bei
dem der Anteil Uber 50% liegt von einem niedrigen Gehalt unterhalb von 50% [11].
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Wird die Kontaktlinse auf das Auge gesetzt, kann anfanglich eine Abnahme des Was-
sergehalts der Kontaktlinse beobachtet werden. Hierbei spielen Faktoren, wie die Lin-
sendicke, die Osmolaritat der Aufbewahrungslosung sowie die Linsentemperatur beim
Einsetzen in das Auge eine entscheidende Rolle [16]. Diese sogenannte Dehydrata-
tion wirkt sich auf die Flexibilitat der Linse, die Sauerstoffdurchlassigkeit, den Linsen-
sitz, den Tragekomfort, die Sehqualitat und letztlich auch auf die physiologische Funk-
tion der Hornhaut aus [17]. Nach der initialen Dehydratation stellt sich jedoch im Ver-
lauf des Tragens ein recht konstanter Wassergehalt ein. Bei Kontaktlinsen mit einem
hohen Anteil an ungebundenem Wasser konnte diesbezuglich eine deutlich starkere
Dehydratation beobachtet werden im Vergleich zu den Korrelaten mit gebundenem
Wasser [16]. AuRerdem sind bei Kontaktlinsen mit hohem Wassergehalt wahrend des
Tragens tendenziell mehr Ablagerungen gegenuber Kontaktlinsen mit niedrigem Was-
sergehalt beschrieben worden [1].

1.1.3.3 Oberflachenbenetzbarkeit

Die Oberflachenbenetzbarkeit gibt an, wie gut sich der Tranenfilm auf dem Kontakt-
linsenmaterial ausbreiten kann [16]. Eine Beurteilung der Benetzbarkeit erfolgt entwe-
der durch den sogenannten Kontaktwinkel oder durch die Beobachtung des Tranen-
films auf dem Linsenmaterial nach dem Blinzeln unter Zuhilfenahme einer Spaltlampe
[18]. Je kleiner der Kontaktwinkel, umso besser verteilt sich die Tranenflussigkeit auf
der Linsenoberflache und die Oberflachenbenetzbarkeit steigt an [17]. Eine hohe Be-
netzbarkeit des Linsenmaterials steht letztlich in Verbindung mit einem verbessertem
Tragekomfort [16]. Durch den Gebrauch von tensidhaltigen Benetzungsmitteln kann
der Kontaktwinkel verkleinert und somit die Benetzbarkeit des Linsenmaterials ver-
bessert werden [17]. Dies spielt eine besondere Rolle, denn im Verlauf kann es durch
Tranenfilmbestandteile, wie Proteine oder Muzine, zu einer Beeinflussung der Benetz-
barkeit kommen, was sich wiederum negativ auf den Tragekomfort der Linse auswirkt
[19].

1.1.3.4 Modulus (Materialelastizitat)

Der Modulus gibt an, wie widerstandsfahig das Linsenmaterial gegenuber der Defor-
mation durch Zugkrafte ist. Je hoher der Modulus, umso steifer ist das Linsenmaterial,
was den Tragekomfort fur den Trager folglich reduziert. Kontaktlinsen mit einem hohen
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Wassergehalt haben einen niedrigen Modulus und werden beim Tragen dementspre-
chend als angenehmer empfunden [16].

1.1.4 Kontaktlinsenmaterialien

Die erste weiche Kontaktlinse wurde 1961 aus Poly(2-Hydroxyethylmethacrylat), kurz
pHEMA hergestellt [20]. Beim pHEMA handelt es sich um ein unldsliches hydrophiles
Polymer, welches als dreidimensionales Netzwerk vorliegt. Durch die Einlagerung von
Wassermolekulen quillt es auf und bildet ein flexibles Hydrogel [21]. Hydrogele haben
einen unterschiedlich hohen Wassergehalt, welcher vom Aufbau des Polymergitters
abhangt [22] und sich auf die Sauerstoffdurchlassigkeit der Linse auswirkt - er liegt in
der Regel zwischen 24 und 78% [23]. Der Wassergehalt von Kontaktlinsen aus reinem
HEMA liegt bei 38%. Nach langen Tragezeiten dieser Linsen konnten im Bereich des
Epithels hypoxische Veranderungen beobachtet werden, welche mit einer zu geringen
Sauerstoffversorgung der Hornhaut in Verbindung stehen [1]. Durch die Herstellung
von HEMA-Copolymeren versuchte man in der Vergangenheit den Wassergehalt und
die damit verbundene Sauerstoffdurchlassigkeit zu erhohen und fugte hierfur Vinylpyr-
rolidon (HEMA/NVP-Polymer), Glycerolmethocrylat (HEMA/DMA-Polymer) oder Phos-
pharylcholin (HEMA/PC-Polymer) hinzu [24]. Neben den HEMA-Kontaktlinsen kam es
im Verlauf zu der Entwicklung von HEMA-freien Linsen, bei denen anstelle von HEMA
Methylmetacrylat (MMA) verwendet wurde [1]. Beim Tragen von Hydrogel-Kontaktlin-
sen wurde jedoch beobachtet, dass sich der Feuchtigkeitsfilm der Linse innerhalb kur-
zer Zeit verfluchtigt und konsekutiv die Sauerstoffdurchlassigkeit absinkt. Sie eignen
sich demnach nicht bei trockenen Augen oder bei langen Tragezeiten [25]. Um die
hypoxiebedingten Komplikationen zu vermeiden, wurden 1999 [26] Silikon-Hydrogel-
Kontaktlinsen erstmalig vorgestellt [27]. Man kombinierte hierfur das sauerstoffun-
durchlassige Polymer mit einem Silikonpolymer [1]. Mit 20 bis 50% [28] liegt der Was-
sergehalt der Silikon-Hydrogel-Linsen unter dem der reinen Hydrogel-Linsen. Durch
das enthaltene Silikon kann jedoch eine sehr gute Sauerstoffdurchlassigkeit erreicht

werden, wodurch sich die Tragezeit deutlich verlangert [29].

1.1.5 Ablagerungen auf weichen Kontaktlinsen

Im Verlauf der Gebrauchsperiode konnen auf den Kontaktlinsen verschiedenste Abla-
gerungen beobachtet werden. Hierbei handelt es sich entweder um exogene Faktoren
aus der Umwelt - beispielsweise Staub und Kosmetika - oder um endogene Faktoren
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aus dem Tranenfilm des Tragers [18]. Der Tranenfilm selbst ist aus drei Schichten
aufgebaut, einer Muzinschicht, einer wassrigen Schicht sowie einer Lipidschicht. Die
Muzinschicht wird von den Becherzellen der Bindehaut sezerniert und grenzt direkt an
die Cornea, sie bildet somit die Innere der drei Schichten. Die mittlere wassrige Schicht
macht den grofiten Anteil des Tranenfilms aus und wird komplett von den Tranendru-
sen des Auges gebildet [30]. Der Hauptbestandteil des Tranenfilms von immerhin 98%
wird von Wasser bedingt. Weitere Bestandteile in dieser Schicht sind Glucose und
Sauerstoff, die fur die Versorgung der Cornea von grofer Bedeutung sind. Aufgrund
von fehlenden Blutgefalden wird diese durch reine Diffusion ernahrt. Einen weiteren
Anteil dieser Schicht stellen die Proteine Albumin, Lysozym sowie Lactoferrin dar. Eine
antibakterielle Wirkung konnte bei den letzten Beiden beobachtet werden, sie tragen
somit mafRgeblich zur unspezifischen Immunabwehr bei. Die dufere Lipidschicht wird
von der Meibomdruse sezerniert und verhindert das Verdunsten des Tranenfilms. Sie
setzt sich aus Cholesterin, Cholesterinestern, Triglyceriden und Phospholipiden zu-
sammen [31]. Neben der Versorgung der Cornea schutzt der Tranenfilm diese und die
Konjunktiva vor Fremdkaorpern, verhindert ein Austrocknen und glattet letztlich die licht-
brechende Oberflache - eine Unerlasslichkeit im Hinblick auf die resultierende optische
Funktion [30]. Neben der Zusammensetzung des Tranenfilms gibt es noch weitere
Faktoren, die sich auf Kontaktlinsenablagerungen auswirken wie die Tragedauer, der
Grad der Hydrophilie, der Wassergehalt und die Oberflachenladung des Materials [32].
Linsenmaterialien mit einem guten Wasserbindungsvermogen neigen beispielsweise
weniger zu Ablagerungen [1]. Fallt das Wasserbindungsvermogen geringer aus,
kommt es im Verlauf zu einer starkeren Dehydrierung der Kontaktlinse und Fremdkor-
per konnen sich einfacher am Linsenmaterial festsetzen, was zuvor durch die gebun-
denen Wassermolekule verhindert wurde. Kommt es bei Silikon-Hydrogel-Linsen wah-
rend des Tragens zu einem Wasserverlust, liegt das negativ geladene Kontaktlinsen-
material frei und ist somit direkt zuganglich fur positiv geladene Komponenten aus dem
Tranenfilm, wie Proteine und Lipide [19]. Durch die Zugabe von Siloxan kann bei die-
sem Material die Sauerstoffdurchlassigkeit verbessert werden, jedoch wird es gleich-
zeitig sproder und die Oberflachenbenetzbarkeit wird herabgesetzt, was die Anfallig-
keit fur Proteinablagerungen erhoht. Um die Benetzbarkeit zu verbessern, erfolgt eine
Zugabe von Fluor, was die Silikon-Hydrogel-Linse gleichzeitig flexibler macht. Nach-
teilig zu werten ist jedoch die Tatsache, dass durch die Fluorzugabe eine verstarkte
Tendenz an Lipidablagerungen beobachtet wird [18]. Durch Ablagerungen auf der
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Linse sinkt deren Benetzbarkeit und letztlich auch die Durchlassigkeit fur Sauerstoff.
Dieser Sachverhalt kann sich beim Kontaktlinsentrager in Form eines Fremdkorperge-
fuhls, eines geroteten Auges, Juckreiz oder einer Visusminderung auf3ern [1]. AuRer-
dem kommt es durch die Ablagerungen zu einem gesteigerten Infektionsrisiko fur den
Kontaktlinsentrager, da diese als Nahrboden fur Bakterien, Viren und Pilze dienen.
Einen physiologischen Schutzmechanismus gegen diese potentiellen Krankheitserre-
ger stellen der Tranenfilm und der Lidschlag dar. Bei Kontaktlinsentragern konnte je-
doch festgestellt werden, dass die Zusammensetzung des Tranenfilms verandert und
der Lidschluss nur unvollstandig sowie in seiner Frequenz reduziert ist. Aufgrund des-
sen ist die Wahrscheinlichkeit fur die Entstehung einer Infektion bei Kontaktlinsentra-
gern erhoht. Mit Hilfe einer Spaltlampe konnen Ablagerungen auf Kontaktlinsen sicht-
bar gemacht werden. Proteine erscheinen hierbei in Form von mattwei3en Belagen,
Lipide hingegen verteilen sich tropfenformig auf der Linsenoberflache [33]. Eine wei-
tere typische Ablagerung auf weichen Linsen stellen sogenannte ,Jelly bumps* dar,
welche als kleine weildgraue Ruckstande auf der Linsenoberflache erscheinen. Es
handelt sich hierbei um einen wasserunldslichen Kalzium-Eiweil3komplex [1], der vor
allem bei weichen Kontaktlinsen mit hohem Wassergehalt auftritt. Die Komplexe
durchdringen die Linsenmatrix und zerstoren so das Linsenmaterial [33]. ,,Jelly Bumps*
wachsen ahnlich wie Kristalle aus der Kontaktlinsenoberflache heraus und fuhren zu
Irritationen im Bereich des Auges [1]. Im Verlauf konnten neben den beschriebenen
vielfaltigen Ablagerungen auch Verfarbungen vor allem bei weichen Kontaktlinsen be-
obachtet werden. Diese haben unterschiedliche Ursachen: Zum Beispiel konnten gelb-
braunliche Verfarbungen bei Aktiv- oder Passivrauchern, bei Kontakt mit Leitungswas-
ser oder Brandgasen beobachtet werden. Durch bestimmte Kontrazeptiva, Antibiotika,
Anabolika oder Vitamin B12 Praparate kam es im Verlauf zu rosa Verfarbungen.
Chlorhexamed (CHX), Algenbefall oder der Konservierungsstoff Sorbin begunstigten

wiederum eine grunliche Veranderung der Linse [33].

1.1.6 Kontaktlinsenreiniqung, - hygiene und - pflege

Eine gute Kontaktlinsenhygiene stellt eine Grundvoraussetzung bei der Pravention von
Kontaktlinsenkomplikationen dar. Laut Roth H-W. stehen 60% der Infektionen bei Kon-
taktlinsentragern in Verbindung mit mangelhaften hygienischen Bedingungen bei der
Kontaktlinsenpflege [34]. Mithilfe der Kontaktlinsenpflege soll das Auge vor Infektionen
geschutzt werden, aullerdem soll die Leistungsfahigkeit der Linse Uber die festgelegte
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Tragedauer hinweg beibehalten und ein moglichst hoher Tragekomfort gewahrleistet
werden [35]. Sie setzt sich aus mehreren Bestandteilen zusammen, hierzu gehoren
die Reinigung, die Desinfektion, die Aufbewahrung und die Benetzung der Linse [1].
Bevor die Kontaktlinsen aus dem Auge entfernt werden, ist es wichtig die Hande sorg-
faltig mit Seife zu waschen, um eine Kontamination zu vermeiden [36]. Bei der darauf-
folgenden Reinigung werden Ablagerungen, wie Lipide und Proteine aber auch Mikro-
organismen von der Linsenoberflache entfernt [37]. Je nach verwendeter Reinigungs-
I0sung erfolgt eine manuelle Oberflachenreinigung bevor die Linse in den Aufbewah-
rungsbehalter gelegt wird. Hierzu wird sie in die Handflache gelegt und mit Reinigungs-
I0sung benetzt, bevor sie dann fur circa 20 Sekunden mit einem Finger in kreisformi-
gen Bewegungen abgerieben wird [38]. Bei Silikon-Hydrogel-Kontaktlinsen ist dieser
Schritt unerlasslich, um Lipidablagerungen von der Oberflache zu entfernen. Zur Ver-
einfachung der Kontaktlinsenreinigung wurden sogenannte ,No-Rub“Ldsungen auf
den Markt gebracht, bei denen dieser Reinigungsschritt komplett entfallt. Bei diesen
Lésungen wird teilweise jedoch ein zusatzlicher Abspulschritt empfohlen [39]. Studien
haben gezeigt, dass durch das Abreiben pathologische Mikroorganismen besser ent-
fernt werden konnen als durch alleiniges Einlegen oder Abspulen [40]. Durch die Rei-
nigung kann die Anzahl der Keime auf der Linsenoberflache bereits um bis zu 99,99%
reduziert werden, je nach verwendeter Reinigungslosung und zuvor durchgefuhrter
manueller Reinigung [39]. Bei der Desinfektion werden schlie3lich potentiell patholo-
gische Mikroorganismen durch die Kontaktlinsenldsung eliminiert [37]. AuRerdem ist
es wichtig, dass sie uber den Zeitraum der Lagerung hinweg dafur sorgt, dass keine
neue Kontamination der Linse erfolgt [39]. Wahrend der Aufbewahrung halt die Kon-
taktlinsenldsung zudem den Feuchtigkeitsgehalt der Kontaktlinsen bis zum nachsten
Einsetzen aufrecht [37]. Im Bereich der Kontaktlinsenreinigungsmittel unterscheidet
man grundsatzlich die Peroxid-Systeme von den All-in-One-L6sungen. Bei den Per-
oxid-Systemen fungiert Wasserstoffperoxid (H202) als Wirkstoff und liegt in einer Kon-
zentration zwischen 0,6 und 3% vor [37]. Die Abtotung der Mikroorganismen erfolgt
bei diesem System durch eine Oxidationsreaktion [41] welche letztlich durch freie Sau-
erstoffradikale hervorgerufen wird [37]. Nach der Reinigung muss das H20: vollstandig
von der Linsenoberflache entfernt werden, um magliche Irritationen des Auges zu ver-
meiden. Dies erfolgt durch eine Neutralisation, bei der H202 in Wasser und Sauerstoff
umgewandelt wird. Anhand dieses Neutralisationsprozesses werden zweistufige von

einstufigen Peroxid-Systemen unterschieden: Beim zweistufigen System handelt es
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sich um das Altere von beiden. Hierbei wird die Kontaktlinse fir die angegebene Des-
infektionszeit in die H202-L6sung gelegt, welche dann vollstandig verworfen und durch
Neutralisationslosung ersetzt wird [1]. Als Neutralisationslosung kommen entweder
Katalase- oder Natriumpyruvatldsungen zum Einsatz [41]. Bleibt der Neutralisations-
schritt aus und die Linse wird direkt aus der H202-LOsung auf die Hornhaut gesetzt,
kann es zu starken lokalen Irritationen kommen. Beim einstufigen Peroxid-System ver-
weilt die Kontaktlinse fur den angegebenen Desinfektionszeitraum in der H202-L0o-
sung, welche im Verlauf vollstandig neutralisiert wird. Die Neutralisation erfolgt entwe-
der durch die Zugabe von einer Katalasetablette oder durch einen Metallkatalysator,
der in dem dafur vorgesehenen Kontaktlinsenbehalter bereits enthalten ist [1]. Als Me-
tallkatalysator kann beispielsweise Platin verwendet werden [37]. Mit zunehmender
Nutzungsdauer des Kontaktlinsenbehalters kann es im Bereich des Metallkatalysator
zur Biofilmbildung kommen, was eine suffiziente Reinigung der Linse erschwert [42].
Aulerdem kommt es nicht selten beim Gebrauch von alteren Behaltern zu Irritationen
des Auges, da der Katalysator verbraucht ist und eine vollstandige Neutralisation somit
nicht mehr gewahrleistet wird [1]. Verschiedene Studien kamen dementsprechend zu
der Schlussfolgerung, dass das zweistufige H202-System eine deutlich bessere Wirk-
samkeit gegenuber Kontaminationen aufweist. So wurden diese hinsichtlich ihres
Wirkspektrums an Akanthamoben, welche zu den relevantesten Keratitiserregern zah-
len, den einstufigen Systemen gegenuber als deutlich potenter klassifiziert [41, 43].
Des Weiteren I6sen H202-Systeme aufgrund ihrer Konservierungsmittelfreiheit selte-
ner Allergien oder Uberempfindlichkeitsreaktionen aus im Vergleich zu All-in-One-L6-
sungen [1, 6, 16]. Vorsicht ist diesbezuglich jedoch bei pH-Wert empfindlichen Linsen
geboten, da diese wahrend der Reinigung ihre Form verandern kdnnen: So kann es
beispielsweise vorriubergehend zur Reduktion des Durchmessers sowie des hinteren
optischen Radius kommen [39]. Im Gegensatz zu den erhaltlichen H20 -Systemen ist
die Nutzung von All-in-One-L6sungen mit einem geringeren Zeitaufwand verbunden
[37]. Sie vereinen eine reinigende und desinfizierende Wirkung, kdnnen zur Proteinlo-
sung eingesetzt werden oder dienen zur Spulung oder Benetzung der Sehhilfen. Auf
diese Weise wird die Handhabung fur den Kontaktlinsentrager immens vereinfacht [1].
Zu den Hauptbestandteilen der All-in-One-Losungen zahlen antimikrobielle Mittel, wie
Borsaure, Biguanide und Polyquaternium, die gleichzeitig auch als Konservierungsmit-
tel der Kontaktlinsenldsung fungieren. lhre Wirkung kann durch die Zugabe von Ethy-
lendiamintetraacetat (EDTA) unterstutzt werden, welches Komplexe mit zweiwertigen
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Metallionen bildet, die den Mikroorganismen dann nicht mehr fur das Zellwachstum
zur Verfugung stehen [21]. Phosphat oder Borat hingegen dienen als Puffersystem
und sorgen dafur, dass der pH-Wert der Losung konstant bleibt und moglichst nah am
durchschnittlichen pH-Wert der physiologischen Tranenflissigkeit (7,45 = 0,16) liegt
[39]. AuRRerdem werden den LOosungen teilweise zusatzliche Tenside, wie beispiels-
weise Poloxamine zugesetzt [21], welche organische Substanzen entfernen sollen [1].
Bei friheren Untersuchungen der mikrobioziden Wirkung von All-in-One-L6sungen
wurden keine zufriedenstellenden Ergebnisse generiert [44], weswegen Kontaktlinsen-
Idsungen seit 2001 anhand einer Prifnorm auf ihnre mikrobiozide Wirkung hin getestet
werden [45]. In der DIN EN ISO 14729 sind die Verfahren, die Bedingungen und die
Kriterien aufgefuhrt anhand derer die Kontaktlinsenmittel getestet werden. Zuerst wer-
den die Losungen der Pflegemitteldirektpriufung unterzogen, welche auch als Stand
Alone Tests bezeichnet werden. Es handelt sich hierbei um einen Inkubationstest, bei
dem die Kontaktlinsenmittel Uber die vom Hersteller empfohlene Einwirkzeit auf funf
bestimmte Mikroorganismenstamme einwirken. Bei den Mikroorganismen handelt es
sich um Pseudomonas aeruginosa (Global Biosource Center, ATCC 9027), Staphylo-
coccus aureus (Global Biosource Center, ATCC 6538), Serratia marcescens (Global
Biosource Center, ATCC 13880), Candida albicans (Global Biosource Center, ATCC
10231) und Fusarium solani (Global Biosource Center, ATCC 36031). Nach Ablauf der
Einwirkzeit wird dann die jeweilige Abtotungsrate ermittelt. Anhand der Ergebnisse
wird letztlich festgestellt, ob eine Kontaktlinsenldsung zur Linsendesinfektion geeignet
ist. Hierzu muss diese bestimmte Kriterien erfullen, welche auch als primare Kriterien
bezeichnet werden. Bei den oben aufgefuhrten Bakterienstammen muss es im Verlauf
der Einwirkzeit durch die Kontaktlinsenlésung zu einer Reduktion der koloniebildenden
Einheiten um 99,9% kommen. Dies entspricht 3 log-Stufen. Bei den Pilzen Candida
albicans und Fusarium solani wird hingegen lediglich eine Reduktion um 90% gefor-
dert. AulRerdem sollte es nach dem Vierfachen der Einwirkzeit nicht erneut zu einem
Wachstum der Bakterien und Pilze kommen. Kann die Kontaktlinsenlésung den auf-
gefuhrten primaren Kriterien nicht gerecht werden, wird kontrolliert, ob sie die sekun-
daren Kriterien erfullt: Hierbei darf wahrend der empfohlenen Einwirkzeit keine Ver-
mehrung der Pilze beobachtet werden, zudem wird vorausgesetzt, dass die Summe
der koloniebildenden Einheiten aller drei Bakterienstamme um mindestens 99,999%
reduziert wird. Kann die Linsenlosung diesen sekundaren Kriterien gerecht werden,

wird das zweite Testverfahren, der sogenannte Regimen Test durchgefuhrt [42]. Beim
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Regimen Test handelt es sich um eine Anwendungsprufung, bei der die Nutzung der
Lésung auf Kontaktlinsen identisch zu deren Herstellervorgaben erfolgt [46]. Nachdem
die Kontaktlinse mit der LOsung eines der oben genannten Testorganismen kontami-
niert wurde, erfolgt deren Reinigung mit einer Kontaktlinsenlésung. Im nachfolgenden
Schritt wird dann die Lebendkeimzahl auf jeder Linse ermittelt. Damit die Linsenldsung
als ,Komponente eines Systems zur Kontaktlinsendesinfektion® bezeichnet werden
kann, sollte die Wiederfindungsrate pro Linse unterhalb von 10 koloniebildenden Ein-
heiten liegen [47]. Schwachstellen der beschriebenen Testungsmethode fur Kontakt-
linsenldsungen ergeben sich vorwiegend durch die ausschlieRliche Verwendung von
Laborkeimen, dem Ausbleiben von Belastungstests sowie der mangelnde Bezug auf
Viren und Akanthamoben [35].

1.1.7 Kontaktlinsenkomplikationen

Als Kontaktlinsenkomplikationen werden alle pathologischen Veranderungen im Be-
reich des aulReren Augenabschnitts bezeichnet, die durch die Benutzung von Kontakt-
linsen entstehen oder durch diese verschlimmert werden [15]. Wird die Kontaktlinse
auf die Hornhaut gesetzt, wird sie vom Auge als Fremdkorper wahrgenommen und es
kommt zu physiologischen Abwehrreaktionen [48]. Beispielsweise wurde beobachtet,
dass durch das Tragen von Kontaktlinsen die Tranenproduktion gesteigert wird. Auf
diese Weise versucht das Auge den Fremdkorper auszuspulen. Im Verlauf sollte sich
das Auge jedoch an diesen Zustand anpassen, ansonsten kann es zu einem Tranen-
mangel kommen, welcher in direkter Verbindung mit einem gesteigertem Infektionsri-
siko steht [49]. Aber nicht nur die Menge der Tranenflissigkeit andert sich, auch deren
prozentuale Zusammensetzung variiert, da beim Einsetzen der Linse auch immer et-
was Kontaktlinsenldsung in das Auge gelangt und somit ein Verdunnungseffekt resul-
tiert [50]. Im Bereich der mikrobiellen Augenflora kann eine weitere Umstellung be-
obachtet werden: Hierbei werden beschriebener Malen die urspringlichen Gram-po-
sitiven residenten Keime nach und nach durch Gram-negative Erreger ersetzt [47],
welche eine erhohte Resistenz gegenuber Desinfektionsmitteln und Sauerstoffmangel
aufweisen [51]. Hinzu kommt, dass durch die Kontaktlinse die Sauerstoffversorgung
der Horn- und Bindehaut beeintrachtigt wird. Auf histologischer Ebene aullerte sich
dies in einer reduzierten Mitoserate der Hornhautbasalzellen. Die Regeneration der
Epithelzellen ist daher vermindert und es kommt zur Entstehung von Mikrozysten, wel-
che die Stabilitat der Hornhaut um bis zu 50% reduzieren und konsekutiv pathogenen
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Erregern das Eindringen erleichtern [51]. AuRerdem steht der Abfall der Sauerstoff-
konzentration in direkter Verbindung mit einem Anstieg des Laktat-, Pyruvat- und Koh-
lenstoffdioxidgehalts in der Tranenflussigkeit [48]. Im Gewebe bildet sich eine Azidose
aus [52], welche die Entstehung eines Hornhautddems zur Folge hat. Durch dieses
kommt es folglich zum Verlust von Epithelzellen, wodurch wiederum eine weitere
Schwachung der epithelialen Barriere als Pathogenhindernis resultiert [53]. Hinzu
kommt, dass unter diesen hypoxischen Bedingungen die Adhasionsfahigkeit von Kei-
men, wie beispielsweise Pseudomonas aeruginosa, an epithelialen Hornhautzellen
gesteigert ist, was eine klinisch manifeste Infektion begunstigt [54].

Einen weiteren Punkt stellen Ablagerungen auf der Linse dar: Diese verschlechtern
deren Sauerstoffdurchlassigkeit im Verlauf der Nutzung weiter — mit den folglich resul-
tierenden, bereits beschriebenen Komplikationen. AuRerdem bieten diese einen Nahr-
boden fur Mikroorganismen, wodurch deren Besiedelung auf der Linsenoberflache
deutlich begunstigt wird [55]. Des Weiteren kommt es unter der Kontaktlinse zu einem
Temperaturanstieg, welcher das relative Sauerstoffdefizit verstarkt und den vorhande-
nen Bakterien die optimalen Wachstumsbedingungen liefert [44].

Ob es jedoch letztendlich zu der Ausbildung von Kontaktlinsenkomplikationen kommt,
hangt von verschiedenen Faktoren ab. Einen wichtigen Stellenwert in der Pravention
nimmt sicherlich die qualifizierte Linsenanpassung ein [34], bei der auf den richtigen
Sitz der Linse geachtet und je nach individuellen Bedurfnissen des Linsentragers ein
entsprechendes Linsenmaterial ausgewahlt wird. AuRerdem sollte eine Anleitung der
Linsenhandhabung erfolgen, sowie die Informationsweitergabe uber die vom Herstel-
ler vorgeschriebene maximale Tragezeit, Austauschintervalle und Linsenhygiene.
Selbstverstandlich spielt auch die Compliance des Linsentragers eine essentielle
Rolle. Durch zu lange Tragezeiten ist beispielsweise das Bruchrisiko der Linse erhoht
und es kann zu Epitheldefekten kommen, analog zu einer falschen Linsenhandhabung
[56]. Durch diese Defekte wird pathogenen Erregern das Eindringen erleichtert, es re-
sultieren potentielle klinisch relevante Infektionen der Orbitaregion [57]. Aber auch die
Vernachlassigung der Linsenhygiene kann Komplikationen beglnstigen: Neben An-
wenderfehlern jeglicher Art wurde beobachtet, dass Linsenmittel Wirklicken gegen-
Uber bestimmten pathologischen Mikroorganismen aufweisen [58] und teilweise stell-
ten sie in der Vergangenheit sogar die Ursache fur Keratitisausbriiche dar. So kam es
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beispielsweise 2006 in Singapur, Hongkong und den vereinigten Staaten in Verbin-
dung mit der Benutzung der ReNUMoistureLoc-Losung von Bausch + Lomb zu einem
vermehrten Auftreten von mykotischen Hornhautentzindungen. Als mogliche Ausldser
galten die zwei Chemikalien Alexidin und Polyquaternium 10, die zuvor noch nicht als
Bestandteil von Mehrzwecklosungen verwendet wurden. Um weitere Komplikationen
zu verhindern wurde die Losung daraufhin wieder vom Markt genommen [55]. Neben
den bereits genannten Aspekten spielt die Immunkompetenz des Kontaktlinsentragers
eine weitere ausschlaggebende Rolle. So konnte bei Kontaktlinsentragern mit Immun-
defekten, chronisch systemischen Infektionen oder Stoffwechselerkrankungen wie Di-
abetes mellitus eine erhdhte Komplikationsrate beobachtet werden [34]. Zu der Viel-
zahl an Komplikationen zahlen beispielsweise die Hornhautvaskularisation, die Kon-
junktivitis und insbesondere die infektiose Keratitis.

1.1.7.1 Hornhautvaskularisation

Die Pravalenz einer Vaskularisation der Hornhaut ist hoch: So konnte bei 20% der
Kontaktlinsentrager eine derartige Komplikation diagnostiziert werden [59]. Atiologisch
sprossen hierbei Blutgefalle aus der Bindehaut in die gewohnlich gefal3freie Hornhaut
ein, wodurch vor allem im fortgeschrittenen Stadium Sehstérungen resultieren [60].
Ursachlich fur die Vaskularisation ist neben dem Anstieg der Laktatkonzentration die
Ausbildung eines Hornhautédems aufgrund von einer beeintrachtigten Sauerstoffver-
sorgung der Hornhaut. Zum Anstieg der Laktatkonzentration kommt es durch die St6-
rung des oxidativen Stoffwechsels und durch die prostaglandinbedingte Einwanderung
von Leukozyten [61]. Gerade bei Langzeittragern von weichen Kontaktlinsen konnte
eine hohe Pravalenz fur Hornhautvaskularisationen beobachtet werden [59].

1.1.7.2 Konjunktivitis

Bei der Konjunktivitis hingegen kommt es aufgrund von mangelnder Hygiene, Uberlan-
ger Tragezeiten oder einer Veranderung der mikrobiologischen Flora zur Entzindung
der Bindehaut [34]. Diese kann sich in Form von einer R6tung des Auges, verstarktem
Tranenfluss, Juckreiz, Brennen, Fremdkorpergefuhl oder Schmerzen aul3ern. Zu den
Erregern zahlen neben Bakterien auch Viren, Pilze und Parasiten [62]. Eine Ausnahme
stellt die gigantopapillare Konjunktivitis dar, welche durch eine allergische Reaktion
verursacht wird und haufig mit dem Tragen von Kontaktlinsen in Verbindung steht. Als
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Allergene konnen denaturierte Proteine auf der Kontaktlinsenoberflache, Konservie-
rungsstoffe aus der Linsenlosung oder das Linsenmaterial selbst fungieren [34]. Im
Bereich der tarsalen Bindehaut des Oberlids kommt es zu einer Papillenhypertrophie.
Je nach Lokalisation der Papillen subsummiert man hierbei in die generalisierte oder
die lokalisierte Form. Die generalisierte Form tritt vor allem in Verbindung mit der Nut-
zung von Hydrogel-Kontaktlinsen auf und definiert sich Uber das Auftreten von hyper-
trophen Papillen im Bereich des gesamten Tarsus. Bei der lokalisierten Form treten
die Riesenpapillen vor allem bei Tragern von Silikon-Hydrogel-Kontaktlinsen im Be-
reich der Lidkante auf [35]. Die gigantopapillare Konjunktivits auf3ert sich klinisch in
Form einer Hyperamie der Bindehaut, einem Bindehautdédem, Juckreiz, einer vermin-
derten Linsentoleranz oder auch in der Bildung von mukosem Sekret bei der Kontakt-
linsenentfernung [63] und tritt vorwiegend bei Allergikern auf [35]. Zudem konnte bei
den Tragern von Silikon-Hydrogel-Linsen eine groRere Neigung zur Ausbildung dieser
Komplikation beobachtet werden im Vergleich zu Anwendern von Hydrogellinsen [59].

1.1.7.3 Infektiose Keratitis

Die haufigste und gefahrlichste Kontaktlinsenkomplikation ist jedoch die infektiose Ke-
ratitis [35, 64]. Es wurde beobachtet, dass das Risiko an einer Keratitis zu erkranken
bei den Tragern von weichen Kontaktlinsen 14 - mal hoher ist als bei denen von harten
Linsen. AulRerdem steigt das Erkrankungsrisiko deutlich an, wenn die Linsen langer
als 6 Stunden getragen werden [44]. Eine Keratitis kann sich in Form von Lichtscheu,
Vaskularisation, erhohter Tranenproduktion, Blepharospasmus, Hornhautodem, zilia-
rer und konjunktivaler Gefalerweiterung, Epitheldefekt und Ulzeration auflzern [34].
Durch das Zusammenspiel verschiedener Faktoren wird die Entstehung der Keratitis
bei Kontaktlinsentragern begunstigt. So konnte bei alternden Kontaktlinsen eine Riss-
bildung beobachtet werden, die aufgrund der Zersetzung des Polymers im Lauf der
Nutzungsperiode erfolgt. Keime adharieren nun an diesen Rissen und gelangen somit
in das Auge. Aber nicht nur dieser Aspekt erleichtert den Mikroorganismen die Haf-
tung, sondern auch die Tatsache, dass sich die negative Oberflachenladung des Lin-
senmaterials im zeitlichen Verlauf vermindert [51]. Aul3erdem kann es durch das Ein-
setzen und Entfernen der Kontaktlinse im Bereich der Hornhaut zu kleinen Verletzun-
gen kommen, uber welche den anhaftenden Keimen das Eindringen erleichtert wird
[44]. Zusatzlich kommt es unter der Kontaktlinse zu einem Temperaturanstieg, der sich
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positiv auf das Wachstum von Krankheitserregern auswirkt. Nicht nur die kontaktlin-
senassoziierte Temperaturerhohung hat somit einen positiven Einfluss auf die Bakte-
rien, sondern naturlich auch der hypoxische Zustand unter der Linse: Dieser fuhrt zu
einer Steigerung der Adhasionsfahigkeit bestimmter Keime, beispielsweise der des
Nasskeims Pseudomonas aeruginosa [47]. Dieser Bakterienstamm ist der haufigste
Erreger der infektiosen Keratitis, nahezu 80% dieser Infektionen lassen sich beschrie-
benermalden auf diesen zurltckfUhren [35]. Weitaus seltener werden Hornhautinfektio-
nen durch Viren, Pilze oder Parasiten verursacht [57]. Jedoch konnte in den letzten
Jahren eine Zunahme der Pilz- und Akanthamoben-Keratitiden beobachtet werden,
was auch mit der Vermarktung der ReNUMoistureLoc-Losung von Bausch + Lomb in
Verbindung stand. Pilzkeratitiden werden in den meisten Fallen durch Candida albi-
cans und Fusarien verursacht und treten vor allem in Entwicklungslandern oder im
tropisch beziehungsweise subtropischen Klima auf. Als Hauptrisikofaktor fur die Ent-
stehung einer Pilzkeratitis sind Traumata im Bereich der Hornhaut aufzufuhren [55].
Bei der Akanthamobenkeratitis stellt das Tragen von kontaminierten Kontaktlinsen den
Hauptrisikofaktor dar. So bestand in den vereinigten Staaten bei 85% der aufgetrete-
nen Falle ein Zusammenhang zur Kontaktlinsenapplikation [59]. Ausschlaggebend ist
vor allem der Aspekt, dass bei den meisten Kontaktlinsenldsungen keine Wirkung ge-
gen Akanthamobenzysten nachgewiesen werden konnte oder deren Verwendung die
Entstehung einer Akanthamdbenkeratitis begunstigte, wie beispielsweise die AMO
Complete MoisturePlus Losung, die daraufhin wieder vom Markt genommen wurde
[55].
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1.2 Kaltes atmospharisches Plasma

1.2.1 Definition von kaltem atmospharischem Plasma (KAP)

Bei Plasma handelt es sich um ein ionisiertes Gas, welches neben fest, flissig und
gasformig den vierten Aggregatzustand von Materie darstellt [65]. Durch Energiezufuhr
kann ein Aggregatzustand in den Anderen uberfuhrt werden; so schmilzt Eis beispiels-
weise bei Warmezufuhr und es entsteht Wasser. Wird dieses Wasser dann bis auf 100
°C erhitzt, fangt es an zu sieden und geht somit in den gasformigen Zustand, Wasser-
dampf Uber [66]. Durch eine weitere Zugabe von Energie kommt es in dem Gas zu
lonisationsprozessen und Plasma entsteht. Im festen Zustand liegen die Molekule ge-
ordnet in einer bestimmten Struktur vor und es kommt kaum zu Teilchenbewegungen.
Durch die Energiezufuhr nimmt die Teilchenbewegung zu und die Abstande zwischen
den einzelnen Molekulen vergrofern sich. Eine freie Bewegung der Teilchen ist erst
im gasformigen Zustand moglich. Wird dem gasformigen Aggregatzustand nun weiter
Energie in Form von Warme oder starken elektrischen Feldern zugefuhrt, so entsteht
Plasma. Hierbei werden Elektronen aus der Hulle der Molekule herausgel6st und po-
sitiv geladene lonen, sogenannte Kationen entstehen. Aufgrund dessen, ist Plasma
elektrisch leitfahig [67]. Die entstandenen Kationen kdnnen im Verlauf mit den vorlie-
genden Elektronen reagieren und neutrale Atome entstehen, man spricht dann von
einer Rekombination [68]. Die zuvor aufgenommene Energie wird dann in Form von
elektromagnetischen Strahlen frei. Beispielhaft hierfur ware die UV-Strahlung, Infrarot-
strahlung, sichtbares Licht oder auch elektrische Felder. Generell gilt, je kleiner die
Wellenlange, desto energiereicher ist die emittierte Strahlung [69]. Anhand bestimmter
Eigenschaften konnen verschiedene Plasmen voneinander unterschieden werden: So
unterscheidet man im Hinblick auf den Druck zwischen Hoch-, Atmospharen- bzw.
Normal- und Niederdruckplasmen. Hierzu wird Bezug zum atmospharischen Druck auf
Meereshohe genommen, dieser betragt 101325 Pa. Von kaltem Plasma ist die Rede,
wenn dessen Temperatur bei circa 40 °C liegt, wohingegen heil3es Plasma Tempera-
turen von mehreren tausend Grad erreichen kann [70]. Liegen in einem Kubikmeter
Plasma weniger als 100 Elektronen vor, so wird es als dunnes Plasma bezeichnet,
dickes Plasma hingegen beinhaltet bei selber Menge mehr als 108 Elektronen [71]. Bei
KAP handelt es sich um ein unter Atmospharen- bzw. Normaldruck entstandenes
Plasma, dessen Temperatur bei ungefahr 40 °C liegt.
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1.2.2 Herstellung von KAP

Man unterscheidet thermische und nichtthermische Plasmaquellen. Da die thermi-

schen Plasmaquellen zur Herstellung von heillem Plasma dienen, werden sie nur der
Vollstandigkeit halber genannt. Nichtthermische Plasmaquellen kdnnen sowohl heil3e
als auch kalte Plasmen generieren [67]. Die Temperatur des Plasmas setzt sich zu-
sammen aus den thermischen Bewegungen der Elektronen und der Atome bzw. lonen,
die auch als schwere Teilchen bezeichnet werden. In einem heillen Plasma kommt es
zu starken ZusammenstoRen zwischen Elektronen und den schweren Teilchen, wo-
raus eine hohe Teilchendichte resultiert. Alle Teilchen befinden sich in einem thermi-
schen Gleichgewicht und es werden Temperaturen von mehreren tausend Grad er-
reicht. Bei kalten Plasmen hingegen wird kein thermisches Gleichgewicht aller Teil-
chen erreicht und die Temperatur der schweren Teilchen liegt mit 25 bis 45 °C deutlich
unter der der Elektronen [72]. Die Herstellung von KAP kann durch indirekte oder di-
rekte Plasmaquellen erfolgen, sowie durch Hybridsysteme. Bei den indirekten Plasma-
quellen erfolgt die Plasmageneration in einem Hohlraum zwischen zwei Elektroden.
Resultierende reaktive Spezies werden dann mittels Gasstroms in die Umgebung
transportiert. In diesem Fall kommt die zu behandelnde Oberflache nur in Kontakt mit
dem Effluenten und nicht direkt mit dem Plasma [70]. Als austreibendes Gas finden
Edelgase wie Argon oder Helium Verwendung, aber auch Stickstoff, Sauerstoff oder
ein Gasgemisch kann genutzt werden [73]. Zu den indirekten Plasmaquellen gehodren
Plasmanadeln, -jets (vgl. Abbildung 1c) oder -flammen. Ein direkter Kontakt zwischen
KAP und der zu behandelnden Oberflache kann mit den direkten Plasmaquellen er-
reicht werden. Bei diesen Plasmaquellen ist mindestens eine der Elektroden durch ein
Dielektrikum isoliert, welches elektrische Durchschlage verhindert sowie den maxima-
len Stromfluss drosseln soll [67]. Bei diesen dielektrisch behinderten Entladungen
(DBE) kann zwischen Volumen-DBE und Oberflachen-DBE unterschieden werden.
Beim Volumen-DBE wird das Plasma in einem Spalt zwischen der dielektrisch abge-
schirmten Elektrode und der zu behandelnden Oberflache generiert (vgl. Abbildung
1a). Das zu behandelnde Objekt dient in diesem Fall als Gegenelektrode und ist Be-
standteil der Entladungskonfiguration. Dies ist beim Oberflachen-DBE nicht der Fall,
hier wird das Plasma direkt auf der Oberflache des Dielektrikums nahe der Elektrode
erzeugt (vgl. Abbildung 1b), welche unterschiedlich gestaltet sein kann [73]. Bei der
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DBE wird das Plasma direkt an der Luft gebildet. Durch beigefugten Sauer- oder Stick-

stoff kann die Plasmazusammensetzung noch weiter modifiziert werden [70].

a) Volumen-DBE

Legende:

@ Hochspannungsquelle

4 Erdung

.
—
JE—
—

Dielektrikum

b) Oberflaichen-DBE c) Plasma Jet

— Hochspannungs-
elektrode

Plasma

Probe

Abbildung 1: Vereinfachte grafische Darstellung des Funktionsprinzips von a) Volumen-DBEs, b) Oberflachen-
DBEs und c) Plasmajets; adaptiert an [74]

Bei denen im Rahmen meiner Doktorarbeit durchgeflihrten Experimenten wurde ein
Prototyp des plasma care® - Gerats von Terraplasma verwendet (vgl. Abbildung 2).
Das Gerat nutzt eine sogenannte Dunnschichttechnologie, kurz SMD, zur Erzeugung
von Plasma. Hierbei handelt es sich um eine Weiterentwicklung der Oberflachenmi-
kroentladungstechnologie. Die Plasmaquelle besteht aus einer Hochspannungselek-
trode, die von einem Dielektrikum umgeben ist, auf welchem sich die gitterformige,
geerdete Elektrode befindet. Durch das Anlegen einer Hochspannung von 3,5 kV
kommt es zu Mikroentladungen im Bereich der Gitterelektrode, welche anschlielend
das Gas ionisieren und somit Plasma generieren [75]. Bei dem vorliegenden Prototyp
kann die Frequenz zwischen dem Sauerstoff- (4 kHz) und dem Stickstoffmodus (8 kHz)
gewechselt werden. Wie der Name bereits vermuten lasst, werden im 4 kHz Modus
vor allem die reaktiven Sauerstoffspezies gebildet, wohingegen der 8 kHz Modus vor-
rangig reaktive Stickstoffspezies erzeugt. Bei den von uns durchgefuhrten Versuchen,
fiel die Auswahl auf den 4 kHz Modus, da dieser als Standardmodus des kauflichen
plasma care® - Gerats gilt. Um bei den durchgefuhrten Versuchen einen standardi-
sierten Abstand zwischen Plasmaquelle und Medium zu generieren, wurde ein Ab-

standshalter auf das Gerat gesetzt [76].
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Abbildung 2: Aufbau des plasma care® Gerats von Terraplasma; adaptiert an [77]

1.2.3 Wirkweise von KAP

Neben den entstehenden lonen und Elektronen basiert die Wirkung von KAP auf ver-

schiedenen chemischen und physikalischen Komponenten (vgl. Abbildung 3).

0%
Y

Abbildung 3: Ubersicht der verschiedenen Wirkkomponenten von KAP; (ibernommen aus [78]
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Einen maligeblichen Anteil nehmen hierbei die reaktiven Spezies ein. Es handelt sich
um ein Gemisch aus kurzlebigen und reaktionsschnellen Teilchen, wie beispielsweise
einzelnen Atomen, deren lonen, Radikale oder Neutronen. Die jeweiligen Anteile der
reaktiven Spezies variieren je nach Plasmaquelle, Arbeitsgas, Energieverbrauch, Lage
in Bezug auf die Elektroden und der Behandlungszeit [79]. Da die Plasmaquelle in
direkter Verbindung mit der Umgebungsluft steht, werden vor allem reaktive Sauer-
stoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS) gebildet [70]. Zu den entstehenden ROS zah-
len neben Superoxiden (O2e), Wasserstoffperoxid (H202), Hydroxylradikalen (¢OH)
auch Singulett-Sauerstoff ('O;). Die RNS setzen sich zusammen aus Stickstoffmono-
xid (eNO), Stickstoffdioxid (eNO2) und Peroxynitrit (ONOO") [73]. Auch auf zellularer
Ebene stoRt man auf diese ROS und RNS, wo sie beispielsweise als Signalmolekul
Bestandteil von physiologischen Prozessen sind. Durch einen Anstieg der reaktiven
Spezies konnen zellphysiologische sowie -pathologische Mechanismen stimuliert wer-
den [67]. ,Bei geringeren Intensitaten der Plasmaeinwirkung wird die Fahigkeit der Zel-
len zum Umgang mit ROS/ RNS angeregt, z.B. durch eine erhohte antioxidative Ka-
pazitat oder durch eine schnellere Einleitung von Reparaturprozessen. Bei hoheren
Wirkungsintensitaten wird das antioxidative Potential der Zelle Uberschritten, die Re-
doxbalance nachhaltig gestort und der Zelltod eingeleitet.” [73]. Bei Strahlplasmen, die
von einem Edelgas wie Argon, Helium oder Neon angetrieben werden, entstehen au-
Rerdem lonen aus den vorhandenen Edelgasatomen. Diese sind in den meisten Fallen
sehr kurzlebig aber energiereich und ihr Vorkommen steht in enger Verbindung mit
dem elektrischen Feld, welches die Energie fur die Entladung liefert [79]. Eine weitere
Wirkkomponente des kalten Plasmas stellt die emittierte Strahlung dar. Hierbei handelt
es sich vor allem um UVA- (320 — 400 nm) und UVB-Strahlung (280 — 320nm) [80].
Das elektromagnetische Spektrum des KAP hangt zum einen von der Zusammenset-
zung des Gases, zum anderen von der Energiedichte des Plasmas ab. Die entstehen-
den unterschiedlichen elektromagnetischen Strahlen haben verschiedene Eigenschaf-
ten und Wirkungen auf Materie. Ultraviolettes Licht, kurz UV-Licht, kann beispielsweise
photochemische Prozesse auslosen. Das bedeutet, die Photonen haben je nach Wel-
lenlange eine Energie zwischen 3,1 und 12,4 eV und sind somit in der Lage chemische
Bindungen in organischen Molekullen aufzuspalten [79]. Die bereits bekannte antimik-
robielle Wirkung von UV-Licht nimmt bei der Verwendung von Niederdruckplasma ei-
nen wesentlichen Anteil bei der Inaktivierung von Bakterien und Sporen ein [81].
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Neben der Emission von elektromagnetischen Strahlen werden bei der Plasmaentla-
dung elektrische Felder erzeugt, deren Rolle in der Plasmamedizin noch untersucht
werden [79]. Bei der Zundung des Plasmas werden Wechselstrome angelegt, weswe-
gen die Feldstarken der entstehenden elektrischen Felder zwischen dem Milli- (kHz-
Plasmen), Mikro- (MHz-Plasmen) und Nanosekundenbereich (ns-gepulste Plasmen)
schwanken. Die elektrischen Felder sind sehr inhomogen und ihre Starke hangt deut-
lich von der Zeit, der Richtung, dem umgebenden Gas sowie dem Entladungszyklus
ab. Durch die elektrischen Felder wird die Zell- und Gewebefunktion beeinflusst. So
kann es beispielsweise im Bereich der Zellmembran zu einer Veranderung der Durch-
lassigkeit bis hin zu einem Zellwanddefekt kommen [82]. Bei KAP kann aufgrund der
vorhandenen reaktiven Sauerstoffspezies eine synergistische Verstarkung dieser Wir-
kung erzielt werden. Zuerst kommt es durch das elektrische Feld zur Porenbildung im
Bereich der Membran, was durch die vorhandenen reaktiven Sauerstoffspezies er-
leichtert wird [83]. Durch die entstandenen Poren kdnnen ROS nun in das Zellinnere
eindringen und dort oxidative Reaktionen begunstigen [84].

Zusammenfassend wird so nun deutlich, dass die Wirkung des KAP auf einer Mi-
schung von verschiedenen Wirkkomponenten begrindet ist.

1.2.4 Einsatz von KAP in der Medizin

Die Dekontamination bzw. Sterilisation von medizinisch eingesetzten Instrumenten,

die Behandlung von chronischen Hautulzerationen und die onkologische Therapie stel-
len nur einen kleinen Ausschnitt der Einsatzmoglichkeiten von KAP in der Medizin dar,

auf die im Folgenden naher eingegangen werden soll.

1.2.4.1 Antimikrobielle Eigenschaften von KAP

Laut einer Pressemitteilung des Robert Koch Instituts aus dem Jahr 2019 liegt die Zahl
der jahrlich auftretenden nosokomialen Infektionen zwischen 400.000 und 600.000
[85]. Als nosokomiale Infektion wird eine Infektion dann bezeichnet, wenn die Anste-
ckung wahrend eines Krankenhausaufenthaltes oder wahrend einer ambulant durch-
gefuhrten medizinischen Behandlung erfolgt [86]. Als haufigste Erreger konnen
Escherichia coli, Clostridium difficile und Staphylococcus aureus nachgewiesen wer-
den [87]. Aber auch antibiotikaresistente Erreger, wie MRSA (Methicillin-resistenter

Staphylococcus aureus) fuhrten in Deutschland im Jahr 2013 bereits in 6% der Falle
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zu einer nosokomialen Infektion, welche aufgrund des Resistenzspektrums der Erre-
ger eine fundamentale medizinische Herausforderung darstellt [86]. Die Erreger liegen
in der Krankenhausumgebung lange in einer lebensfahigen Form vor und so erfolgt
die Ubertragung oftmals durch kontaminierte Oberflachen [88]. Durch die Desinfektion
sowie die Sterilisation dieser Materialien soll das Infektionsrisiko vermindert und somit
das Erkrankungsrisiko minimiert werden.

Bei der Desinfektion kommt es zu einer Abtotung bzw. einer Inaktivierung von Krank-
heitserregern, wodurch eine Infektion mit diesen deutlich unwahrscheinlicher wird.
84 — 99,9% der Keime werden durch die Desinfektion abgetotet, eine vollstandige
Keimfreiheit kann also mittels dieses Verfahrens nicht erreicht werden. Neben der che-
mischen Desinfektion kommen verschiedenste physikalische Varianten zum Einsatz
[89]. Bei der chemischen Desinfektion werden je nach Einsatzgebiet biozide Wirkstoffe
wie Alkohol, Aldehyde oder Phenole benutzt. Durch trockene Hitze, Dampf oder Strah-
lung wird die Keimreduktion hingegen bei der physikalischen Desinfektion erreicht.
Kommt ein Medizinprodukt jedoch in Kontakt mit Blut, inneren Geweben, Organen
oder Wunden so sollte dieses laut Medizinproduktegesetz in einem sterilen Zustand
sein. Im Gegensatz zur Desinfektion, welche nur eine limitierte Keimreduktion subsum-
miert, liegt diese bei Sterilisationsverfahren deutlich hoher: Die Wahrscheinlichkeit fur
das Auffinden von Krankheitserregern auf sterilisierten Oberflachen liegt definitionsge-
man bei kleiner gleich 10¢. Mithilfe von Dampf, HeiRluft, Strahlen oder Gas kann diese
Keimreduktion bei der Sterilisation technisch umgesetzt werden [90]. Die oben ge-
nannten Verfahren der Desinfektion und Sterilisation weisen jedoch deutliche Grenzen
auf: So zeigen sich gerade bei den chemisch aktiven Wirkstoffen teils breite Wirkungs-
licken gegenuber bestimmten Erregern, auch besteht ein gewisses Risiko der Resis-
tenzentstehung. AuRerdem stellen viele chemischen Substanzen ein Gesundheitsri-
siko dar oder wirken sich negativ auf Oberflacheneigenschaften oder medizinische Ge-
rate aus. Des Weiteren begrenzt sich der Einsatz der thermischen Verfahren auf die
thermostabilen Gerate.

Aufgrund dessen hat in den letzten Jahren die Bedeutung von KAP in Bezug auf die
Dekontamination im medizinischen Bereich relevant zugenommen. Die Arbeitstempe-
ratur von KAP ist niedrig, weswegen gerade auch die Behandlung von thermolabilen
Materialien moglich ist [70]. KAP kann aufgrund der Synergie der verschiedenen Wirk-

komponenten Mikroorganismen und Viren auf verschiedene Art und Weise inaktivieren

-29.



und abtoten. Durch die Plasmabehandlung konnen Oberflachen von organischem Ma-
terial befreit werden. Selbst Prionen, deren Dekontamination durch die bisher bekann-
ten Desinfektions- und Sterilisationsverfahren nicht moglich ist, stellen ein mogliches
Einsatzgebiet dar [79]. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass Mikroorganismen keine
Resistenzen gegen KAP ausbilden und somit auch eine Bekampfung multiresistenter
Keime, wie MRSA, maoglich ist [91]. Als Wirkkomponenten sind vor allem die reaktiven
Spezies und die geladenen Teilchen hervorzuheben, deren gute bakterizide Wirkung
erst durch ein Zusammenwirken erzielt wird.

Die UV-Strahlung spielt hingegen nur eine untergeordnete bakterizide Rolle [92]. Zwar
kommt es durch die UV-Strahlung in einem Wellenlangenbereich zwischen 220 und
280 nm auf zellularer Ebene zu oxidativem Stress, welcher sich bei den vorhandenen
Bakterien durch DNA-, Protein- und Lipidveranderungen bemerkbar macht und so das
Bakterienwachstum hemmen kann [93]. Jedoch muss flur einen bakteriziden Effekt
eine ausreichend hohe UV-Dosis generiert werden. Oftmals reicht die entstandene
UV-Dosis im angegebenen Wellenlangenbereich nicht fur das Abtoten von Keimen
aus, weswegen die UV-Strahlung nur eine untergeordnete Rolle bei der Keimabtétung
durch KAP spielt [92].

Basierend auf den reaktiven Spezies konnte hingegen eine bakterizide Wirkung nach-
gewiesen werden. Angriffspunkte stellen hierbei beispielsweise die Bakterienmembran
und deren Stoffwechsel dar. Eine durch reaktive Spezies hervorgerufene bakterizide
Wirkung hangt wiederum von deren Dosis ab und wird folglich erst erreicht, wenn diese
in ausreichend hohen Konzentrationen vorliegen [93]. Auch durch die entstehenden
geladenen Teilchen, wie lonen und Elektronen, kann eine Ruptur der Bakterienmemb-

ran verursacht werden [94].

1.2.4.2 Behandlung von chronischen Wunden mit KAP

Bei der erfolgreichen Behandlung von Wunden nehmen die Hautdesinfektion und das
aseptische Arbeiten einen grol3en Stellenwert ein, um eine Kontamination und damit
verbundene Infektion zu verhindern. Die oben bereits beschriebene keimreduzierende
Wirkung von KAP konnte auch bei der Behandlung von Wunden beobachtet werden.
Neben dieser fielen jedoch noch weitere Effekte auf, welche die Wundheilung stimu-
lieren und somit selbst die Abheilung chronischer ausgepragter Wunden ermaoglichen.
Der Wundheilungsprozess gliedert sich in drei Phasen, die sich zeitlich Uberschneiden
[95]. Sie werden als Entzindungs-, Proliferations- und Umbauphase bezeichnet [96].
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Verschiedene Zelltypen wirken auf die Wundheilung ein. Neben den Immunzellen, wie
Monozyten, neutrophile Granulozyten und Lymphozyten, sind zudem Endothelzellen,
Keratinozyten und Fibroblasten beteiligt.

Nach der Gewebeschadigung setzt direkt die Entzindungsphase ein, deren Ziel es ist
einen weiteren Blutverlust sowie eine Infektion zu verhindern und devitalisiertes Ge-
webe zu entfernen [97]. Nach 7 Tagen hat die Entzindung dann ihren Hohepunkt er-
reicht [98]. In der darauffolgenden Proliferationsphase kann 2 bis 10 Tage nach der
Verletzung die Bildung von neuem Gewebe beobachtet werden. Bei der Zellprolifera-
tion kommt es neben der Angiogenese zur Migration verschiedener Zelltypen, wie
Keratinozyten, Makrophagen und Fibroblasten. 2 bis 3 Wochen nach der Verletzung
setzt die letzte Phase, die Umbauphase ein. Je nach Wunde kann diese ein Jahr an-
dauern oder noch langer gehen. Wahrend dieser Zeit stellen sich die Prozesse, die
nach der Gewebeverletzung aktiviert wurden, ein und das Ersatzgewebe bleibt Ubrig.
Dieses ist zellarm und besteht zum Groldteil aus Kollagen und anderen extrazellularen
Matrixproteinen [97].

Die Wundheilung wird von verschiedenen Wachstumsfaktoren und Zytokinen reguliert,
die ab dem Zeitpunkt der Gewebeverletzung freigesetzt werden. Hierzu gehoren bei-
spielsweise der Transforming Growth Factor 81 (TGF-31) und 82 (TGF-32), Interleu-
kin 6 (IL-6) und 8 (IL-8) sowie das Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) [96].
Durch den Wachstumsfaktor TGF-3 werden die Vorgange der Wundheilung reguliert;
es kommt neben der Chemotaxis von Makrophagen und Fibroblasten zur Aktivierung
der Makrophagen, welche daraufhin Signalmolekule wie Interleukine freisetzen. Diese
verstarken dann die Expression von Kollagen und hemmen die Kollagenasen [99].
Auch mithilfe von MCP-1 wird die Migration von Makrophagen reguliert [100]. Bei IL-6
handelt es sich um eine Signalsubstanz des Immunsystems [101], wohingegen IL-8
als lokaler Entzundungsmediator fungiert [102].

Um eine Abheilung von chronisch vendsen Ulzerationen zu erreichen, setzt sich die
Standardtherapie aus einem kausalen und einem symptomatischen Anteil zusammen.
Wahrend bei der kausalen Therapie im Falle von z.B. vends bedingten Ulzera die Kom-
pressionsbehandlung von groRer Bedeutung ist, wird bei der symptomatischen Thera-
pie Wert auf Wunddebridement, Wundreinigung und aktive Wundauflagen gelegt. Ne-
ben der Standardtherapie im Sinne eines modernen Wundmanagements kommt auch

KAP bei der Behandlung von chronischen Wunden zum Einsatz. Die KAP-Behandlung
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ist nicht invasiv, Ortlich begrenzt und wird von den Patienten als schmerzlos empfun-
den [103]. Im Gegensatz zu Wundauflagen oder topisch applizierten Substanzen dringt
das Plasma in kleinste Poren und schwer zugangliche Wundbereiche ein, wodurch die
Behandlung deutlich effizienter gestaltet wird [96]. Des Weiteren wurden durch die
KAP-Behandlung bisher keine allergischen Reaktionen hervorgerufen [104]. Auf zellu-
larer Ebene konnte durch die Behandlung mit kaltem Plasma eine gesteigerte Migra-
tion von Fibroblasten ins Wundgebiet beobachtet werden. Infolgedessen wurden ver-
mehrt Wachstumsfaktoren und Zytokine, wie TGF-31/2, IL-6, IL-8 und MCP1 stimuliert
und aktiviert, welche die Wundheilung positiv beeinflussen. Durch die gesteigerte Aus-
schuttung dieser Faktoren wird eine verbesserte Immunabwehr in der Entzindungs-
phase vermutet [96], so ist bereits nach 4 Tagen der Hohepunkt der Entzindung er-
reicht und nicht erst nach 7 [98]. Neben den bereits genannten Aspekten wirkt sich die
Plasmabehandlung auch auf den pH-Wert aus, welcher absinkt und in einen sauren
Bereich verschoben wird [105]. Der physiologische pH-Wert der Haut liegt im sauren
Bereich zwischen 4,5 und 5,5 und ist ein Bestandteil des Saureschutzmantels. Durch
den Saureschutzmantel wird verhindert, dass Bakterien oder Pilze wachsen [106]. Bei
chronischen Wunden kann jedoch ein Anstieg des pH-Wertes auf Uber 7,3 beobachtet
werden. Durch die Plasmabehandlung wird der veranderte pH-Wert wieder gesenkt,
was die naturliche Wundheilung unterstiutzt [107]. Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass die Behandlung mit KAP ein wichtiger Bestandteil in der Therapie von
chronischen Wunden ist. Die bisherige Standardtherapie konnte also in Zukunft durch

den Einsatz von KAP sinnvoll erganzt werden.

1.2.4.3 Die Wirkung von KAP auf Tumorzellen

Das Ziel bisheriger onkologischer Therapieansatze besteht vereinfacht darin, die vor-
handenen Tumorzellen abzutoten wohingegen gesunde Zellen unbeschadet bleiben
sollen. Als Therapieformen kdonnen an dieser Stelle beispielsweise die Chemo- oder
Bestrahlungstherapie aufgefuhrt werden, bei denen jedoch genauso gesunde Zellen
in Mitleidenschaft gezogen werden und es zu teils schweren Nebenwirkungen kommt
[108]. Auch die KAP-Behandlung hat verschiedenste Effekte auf Tumorzellen, wie die
Induktion von Apoptose oder Nekrose maligner Zellen, eine Verminderung der Tumor-
zellproliferation und eine damit verbundene Wachstumsinhibition sowie deren Migrati-
onsinhibition [65]. Die Plasmaeffekte hangen ab von der Art der Plasmaentstehung,
der Plasmazusammensetzung, der Behandlungsdauer, dem Tragergas, dem Abstand
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zwischen der Plasmaquelle und dem Objekt und ob es sich um eine direkte oder indi-
rekte Behandlung handelt [65]. Im Gegensatz zu den bisher bestehenden Therapie-
formen hat KAP jedoch eine selektive Wirkung auf die Tumorzellen wodurch die ge-
sunden Zellen unbeschadet bleiben. Diese tumorselektive Wirkung lasst sich anhand
folgender Aspekte begrinden:

Die bei der Plasmabehandlung entstandenen geladenen reaktiven Spezies gelangen
Uber bestimmte Kanale und Transporter durch die zytoplasmatische Membran in das
Zellinnere. Im Gegensatz zu den gesunden Zellen exprimieren die meisten Tumorzel-
len vermehrt Aquaporinkanale auf ihrer Zellmembran [109]. Aufgrund dessen wird der
passive H>Oo-Transport erleichtert [110] und die H202-Aufnahmegeschwindigkeit
steigt an. Aullerdem kommt es durch die Plasmabehandlung zu einer Zunahme von
extrazellularem ROS, welches in die Tumorzelle aufgenommen wird. Da aufgrund des
erhohten Stoffwechsels in Tumorzellen bereits die intrazellulare ROS-Konzentration
erhoht ist, kommt es durch die Aufnahme zu einer schnelleren Uberschreitung des
todlichen Schwellenwertes im Gegensatz zu den gesunden Zellen [109]. Auch der
Zellzyklus wird durch die KAP-Behandlung beeinflusst, was sich durch einen Arrest
der behandelten Zelle in der G2/M-Phase auflert [111]. Da bei Tumorzellen das
Zellteilungspotential erhoht ist, werden diese dadurch selektiv starker beeinflusst als
andere Zellen [65]. Des Weiteren kommt es nach der KAP-Behandlung von Tumorzel-
len zu einem Ca?*-Anstieg im Cytoplasma aus intrazellularen Speichern. Ca?* fungiert
als wichtiger Botenstoff, der an der Tumorentstehung und -progression beteiligt ist.
Kommt es zu einer andauernden Konzentrationsveranderung, wird das Zelliberleben
beeinflusst und es kdnnen Signalwege, wie die zellulare Seneszenz induziert werden
[112]. Bei der KAP-Behandlung unterscheidet man die direkte Behandlung von der
Indirekten. Wahrend des direkten Verfahrens wirkt KAP unmittelbar auf die Tumorzel-
len, wohingegen die Tumorzellen beim indirekten Verfahren lediglich mit einem KAP-
behandelten Medium in Verbindung gebracht werden. In Bezug auf Tumorzellen stellt
die direkte KAP-Behandlung jedoch die effektivere Therapieform dar [113], denn ne-
ben den langlebigen reaktiven Spezies entfalten hierbei auch die Kurzlebigen ihre Wir-
kung ebenso wie die physikalischen Effekte, zu denen UV-Strahlung, Warme und die
elektrischen Felder zahlen. Die Zellen kdnnen so in einen Aktivierungszustand versetzt
werden, in welchem sie besonders empfindlich auf reaktiven Spezies reagieren [114].
Als Schwachstelle dieser Methode kann die begrenzte Eindringtiefe des Plasmas an-
gefuhrt werden [115]. Es ist somit nur mdglich Tumore in den oberen Hautschichten
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direkt zu behandeln oder bei Operationen, wenn beispielsweise Tumorzellnester nahe
grol3er Gefalde liegen und eine komplikationslose Entfernung nicht moglich ist. In den
KAP behandelten Medien sind vor allem langlebige reaktive Spezies wie H202, Nitrit
(NOz2’) und Nitrat (NO3") enthalten [113]. Aul3erdem reagieren manche Spezies bereits
miteinander bevor sie in die Losung eindringen. Diese KAP-behandelten Medien kom-
men vor allem zum Einsatz, wenn der Tumor nicht fur die direkte Methode zuganglich
ist. Die toxische Wirkung der indirekten Methode auf die zu behandelnden Tumorzellen
ist jedoch relativ gering [116]. Durch eine Kombination mit anderen Therapieformen,
wie beispielsweise der Chemotherapie, kann die Effektivitat der indirekten KAP-Be-
handlung verbessert werden [117]. Die klinische Anwendung der KAP-Behandlung im
Bereich der Onkologie begrenzte sich bisher lediglich auf den palliativen Bereich, um
beispielsweise bei offenen infizierten Ulzerationen im Kopf-Hals-Bereich eine Keimre-
duktion und einen positiven Effekt auf die Wundheilung zu erzielen [115]. Als Vorteile
der KAP-Behandlung in der Krebstherapie kann neben der Tumorspezifitat aullerdem
die Schmerzfreiheit und die geringe Anzahl an Nebenwirkungen aufgezahlt werden
[65].

Neben den oben genannten Einsatzgebieten des KAP in der Medizin erfolgt auRerdem
bereits eine vielfaltige Nutzung in der Zahnmedizin, beispielsweise in der Periimplan-
titis- und Kariestherapie aber auch in der Endodontie [119, 120]. Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass die Plasmamedizin ein sehr umfassendes Gebiet ist, das
mit grol3er Wahrscheinlichkeit auch in den nachsten Jahren noch weiter an Bedeutung

gewinnt.

1.2.5 Einsatz von KAP in der Ophthalmologie

Um kaltes atmospharisches Plasma bedenkenlos im Bereich der Ophthalmologie ein-
setzen zu konnen, ist es von grof3er Bedeutung zuerst einmal die Wirkung von KAP
auf das Auge zu analysieren. Dazu fuhrten verschiedene Forschungsgruppen histolo-
gische Untersuchungen an explantierten Hornhauten und Schweineaugen durch,
nachdem sie diese mit kaltem Plasma behandelt hatten [121]. Hierbei wurden keine
histologischen Veranderungen der Hornhaut, der Linse oder der Iris festgestellt. Auf
zellularer Ebene konnte innerhalb der konjunktivalen Fibroblasten und Keratinozyten
ein zeitlich begrenzter Anstieg von ROS detektiert werden, welcher nach 12 — 24 Stun-
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den wieder auf den Ausgangswert abfiel [121]. Da neben den genannten histologi-
schen Aspekten die Durchlassigkeit der Hornhaut und der Linse von immenser Bedeu-
tung fur das uneingeschrankte Sehen sind, wurde kontrolliert inwieweit die KAP-Be-
handlung eine Eintribung dieser Strukturen begunstigt. Nur so konnten maogliche ne-
gative Auswirkungen von KAP auf die Sehleistung ausschlossen werden. Neben den
reaktiven Spezies entsteht bei der Plasmageneration, wie bereits unter 1.2.3 erwahnt
UVA- und UVB-Strahlung, deren schadliche Wirkung auf das Auge bereits bekannt ist
[122]. Diese kann sich in Form von einer Photokeratitis, einer Makuladegeneration
oder einem Katarakt auRern [123]. Mit dem Einsatz der indirekte Plasmabehandlung
lieRe sich dieses Risiko jedoch vermeiden [124]. Neben der UVA- und UVB-Strahlung
gibt es weitere Ursachen fur die Entstehung einer Keratitis, wie beispielsweise Bakte-
rien, Viren, Pilze und Protozoen. Bei den bakteriellen Erregern handelt es sich vor
allem um Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa, die mittels lokalem
Breitbandantibiotikum eliminiert werden kdnnen [125]. Durch die zunehmende Resis-
tenzbildung der Bakterien gegenuber Antibiotika wird eine erfolgreiche Behandlung je-
doch erschwert [126]. Bei der Behandlung mit KAP konnten auf bakterieller Ebene
bisher noch keine Resistenzen festgestellt werden, was dessen Einsatz bei der Kera-
titistherapie sehr attraktiv erscheinen lasst. Mithilfe eines Hornhautstromagewebemo-
dells konnte nach 5-minutiger direkter KAP-Behandlung auRerdem eine bakterizide
Wirksamkeit gegen Escherichia coli bis zu einer Tiefe von 200 um nachgewiesen wer-
den [127], was das Plasma auch fur die Therapie der tiefen Keratitis befahigen wirde.
Neben Bakterien I6sen auch Viren, wie Adeno- oder Herpes-Simplex-Viren (HSV) Ke-
ratitiden aus. Bei zuvor mit HSV-1 infizierten kornealen Epithelzellen und Hornhauten
konnte durch die Behandlung mit KAP eine dosisabhangige Reduktion des zytopathi-
schen Effekts, der viralen Genomreplikation sowie der Gesamtproduktion viraler Nach-
kommenschaft beobachtet werden [124]. Eine weitere Form stellt die Akanthamodben-
keratitis dar, die vor allem bei Kontaktlinsentragern auftritt [128]. Bei den Akanthamo-
ben handelt es sich um opportunistische Erreger, die in der Natur ubiquitar verbreitet
sind. Sie kdnnen entweder in der aktiven Form, dem Trophozoitenstadium, vorliegen
oder unter lebenswidrigen Umsténden in die hochresistente ruhende Uberdauerungs-
form, das Zystenstadium, Ubergehen [129]. Im Zystenstadium sind Akanthamdben
auch gegenuber Desinfektion oder Austrocknung unempfindlich, was eine suffiziente
Reinigung von Kontaktlinsen mittels Mehrfachlosung unmaoglich macht. So bleiben sie
auch nach Jahrzehnten noch lebensfahig und pathogen [130], was mit einem teilweise
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fehlenden Ansprechen auf gegenwartig verfugbare Medikamente verbunden ist [131]
und somit die Behandlung mit KAP interessant macht. Erstaunlicherweise konnte her-
ausgefunden werden, dass KAP sowohl die Akanthamodben im Trophozoitenstadium
als auch im Zystenstadium inaktivieren kann und diese Fahigkeit auch auf Kontaktlin-
senmaterial an den Tag legt [129]. Zudem ermoglichten plasmabehandelte Hydrogele,
welche auf infizierten Spenderhornhauten gelegt wurden, eine potente Inaktivierung
von Akanthamoben [131].

Ein weiteres Einsatzgebiet von KAP stellt die Behandlung der Kontaktlinse selber dar,
durch welche die Oberflacheneigenschaften verbessert werden. Auf diese Weise lasst
sich der Tragekomfort fur den Kontaktlinsentrager steigern. Es kommt zu einer Entfer-
nung von Uberresten aus dem Herstellungsprozess, ohne dass das Grundmaterial
verandert wird [19]. AuRerdem wird wahrend des Vorgangs der Benetzungswinkel der
Kontaktlinse reduziert, wodurch die Benetzbarkeit der Kontaktlinse und somit das Tra-
gegefuhl im Auge verbessert wird [132]. Neben der gesteigerten Benetzbarkeit konnte
eine Verringerung der bakteriellen Adhasion [133], eine Reduktion von Protein- und
Zellablagerungen [134], sowie eine erhohte Sauerstoffdurchlassigkeit beobachtet wer-
den [135]. Aber auch die sterilisierende Wirkung von KAP auf die Kontaktlinsen ist von

grol3er Bedeutung [134].

Wie bereits unter 1.1.6 erwahnt, haben viele Kontaktlinsenreinigungsmittel eine man-
gelhafte bakterizide Wirkung, wodurch das Auftreten von schwerwiegenden Komplika-
tionen begunstigt wird. Aufgrund dieses Sachverhaltes stellte sich die Frage, inwieweit
und wodurch die Wirkung der Reinigungslosungen verbessert werden kann. KAP
konnte in der Vergangenheit gute bakterizide Eigenschaften zugesprochen werden,

welche sich bereits auch auf verschiedene Medien Ubertragen lassen [136].

Diese Beobachtung stellte letztlich die Grundlage fur das vorliegende Dissertations-
projekt dar. In diesem wurde untersucht, ob durch die KAP-Behandlung von Kontakt-
linsenmitteln und anderen Losungen, wie NaCl, eine verbesserte Kontaktlinsenreini-
gung erzielt werden kann. Neben der Analyse der reaktiven Sauerstoff- und Stick-
stoffspezies direkt nach der KAP-Behandlung wurde auch deren Stabilitat Uber einen
Zeitraum von bis zu 4 Wochen beobachtet und analysiert. Des Weiteren wurde die
bakterizide Wirkung der plasmabehandelten Losungen auf Escherichia coli in Abhan-
gigkeit von der Einwirkzeit untersucht. Neben der bakteriziden Wirkung wurde auch
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die Auswirkung der KAP-Behandlung auf die Reinigungswirkung verschiedener Lo6-
sungen gegenuber lipidbeschichteter Kontaktlinsen kontrolliert, bevor abschliel3end
gemessen wurde inwieweit die KAP-Behandlung den pH-Wert der verwendeten Lo6-

sungen beeinflusst.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Gerat

Artikelbezeichnung

Hersteller

Plasmagerat:

plasma care ® Prototyp

Terraplasma GmbH, Gar-
ching, Deutschland

Pipetten: div. Pipetten Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
PIPETGIRL INTEGRA, Biebertal,
Deutschland
Transferpette® 20 - 200 yl  Brand GmbH & CO KG,
Wertheim, Deutschland
Transferpette® - 8 elec-  Brand GmbH & CO KG,
tronic 5 — 100 pl Wertheim, Deutschland
Mikroskope: Axiostar plus Carl Zeiss Vision, Hall-
bergmoos, Deutschland
Axio Imager Z1 Carl Zeiss Vision, Hall-
bergmoos, Deutschland
Werkbank: Thermo Scientific ™ Fisher Scientific, Pitts-
HERASAFE™ 2030i burgh, USA
Waage: CP225D Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland
Zentrifugen: Minispin Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
UNIVERSAL 320R Hettich ZENTRIFUGEN,

Tuttlingen, Deutschland

pH-Messgerat:

Five Easy pH/mV

Mettler-Toledo GmbH,
Gielden, Deutschland

Schittelgerat:

Kreis-Schuttler Typ 3017

Lauda-GFL, Lauda-Ko-
nigshofen, Deutschland
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SARSTEDT AG & CO.
KG, Nimbrecht, Deutsch-

TPM-2 land
Magnetriihrer: uniSTIRRER 1 LAB LOGISTICS GROUP
GmbH, Meckenheim,
Deutschland
Spektrometer: SPECORD® 50 Plus Analytik Jena GmbH,

Jena, Deutschland

Multifunktions-

Plattenleser:

Varioscan Flash

Thermo Fisher, Schwerte,

Deutschland

Farbekammer:

Tray™ Deckel schwarz,
Passend fur: 20 Objekttra-

ger

Farbekammer Stain-

Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe, Deutsch-

land

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Artikel

Bausch + Lomb, Rochester, USA

Biotrue® ONEday lenses, PWR - 1,00

BEMIS FLEXIBLE PACKAGING,
Neenah, USA

PARAFILM® LABORATORY FILM 4
IN.X 125 FT.ROLL

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Injekt® solo Spritze 20 ml Luer exzent-
risch PVC-frei 100 X 20 ml
Injekt®-F Feindosierungsspritzen 1 ml

ohne Kantle

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Rotilabo®-ReaktionsgefaRe PP, farblos,
1,5 mi

Corning Incorporated, New York,
USA

Cell culture plate 96 Well
Primaria™ Easy Grip Cell Culture Dish

Fisher Scientific, Pittsburgh, USA

FisherBiotech® ProbeON™ Plus Micro-
scope Slides Charged and Precleaned
FisherBiotech® ProbeON™ Plus Micro-
scope Slides Charged and Precleaned

Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland

Cell culture microplate, 96 well, PS, F-

Bottom (Chimney well), uyClear®, Black
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CELLreaktor™ Rohrchen mit Filterober-
teil

CELLSTAR® Tubes 15 ml

CELLSTAR® Tubes 50 ml
Reaktionsgefal® 5 ml, pp, natur, ange-

hangter Deckel

INTEGRA, Biebertal, Deutschland

25 ml Clear Advantage Reagent Reser-
VOIrs
25 ml Reagenz Reservoir fur Mehrka-

nalpipetten

Institut fur Mikrobiologie und
Hygiene der Universitat Regensburg,
Regensburg, Deutschland

Miller-Hinton-Agarplatten

Johnson & Johnson Medical GmbH,
Jacksonville, USA

ACUVUEP oasys with HydraLuxe™ 1 -
Day Tageslinsen D - 1,00

Pall Corporation, New York, USA

Acrodisc® 32 mm Syringe Filter with

0,45 uym Supor® Membrane

SARSTEDT AG & CO. KG, Niim-
brecht, Deutschland

Container 25 ml 54 x 27 PS + Cap YLW
Impfschlingen

Klvetten

Pipette tip 1000 pl

Tip Stack Pack 10 pl

Tip Stack Pack 200 ul

VWR International, Radnor, USA

Schnappdeckelglaschen 5 ml

2.1.3 Reagenzien

Hersteller

Substanz

Apotheke Uniklinikum Regensburg,
Regensburg, Deutschland

Chlorhexidindigluconat-Lsg 0,2%
100 ml far ZEP
Millipore Wasser

Bausch + Lomb, Rochester, USA

Biotrue All-in-one Lésung

Boston® Ein-Flaschen-Kombi-Lésung

B. Braun, Melsungen, Deutschland

NaCl 0,9% 500 ml
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Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Aceton ROTIPURAN® 2= 99,8%, p.a.,
ACS, ISO

Fisher scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

Gibco DPBS (1 x) Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline 500 mi

La Espanola, Sevilla, Spanien

Natives Olivenol Extra

Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land

MUELLER-HINTON broth

MPG&E Handel und Service GmbH,

Bordesholm, Deutschland

Eyemax24 Kontaktlinsenlésung

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dihydrorhodamin 123 2 95%

Ethanol ROTIPURAN® = 99,8%, p.a.
Fluorometric Hydrogen Peroxide Assay
Glycerol (Glycerin) Minimum 99%
n-Hexan

Nile-Red

Nitrite/ Nitrate Assay Kit colorimetric
Wasserstoffperoxid-Losung 30% (w/w)
in H20, contains stabilizer

2.1.4 Bakterienstamm
Escherichia coli atcc. 25922
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2.2 Methoden

2.2.1 KAP — Behandlung von verschiedenen Losungen

Im Rahmen der Versuche wurden verschiedene Losungen mit KAP behandelt. Neben
Millipore Wasser (MP), physiologischer Kochsalzlosung (NaCl) und phosphatgepuffer-
ter Salzlosung (PBS) wurden drei, hinsichtlich ihrer Zusammensetzung, unterschiedli-
che Kontaktlinsenreinigungsmittel verwendet. Hierbei handelte es sich um die Biotrue
All-in-one Lésung von Bausch + Lomb (BT), die Boston® Ein-Flaschen-Kombi-Lésung
von Bausch + Lomb (B&L) und die Eyemax24 Kontaktlinsenlésung vom MPG&E Han-
del (EM). Mittels Pipette wurden jeweils 2,5 ml von den oben genannten Losungen in
eine Zellkulturschale (Primaria™ Easy Grip Cell Culture Dish) gegeben. Im darauffol-
genden Schritt wurde die geflllte Zellkulturschale samt Ruhrfisch auf den Magnetruh-
rer platziert, welcher zuvor auf 150 — 200 Umdrehungen pro Minute eingestellt wurde.
Als Einstellung des Plasmagerats wurde bei allen durchgefuhrten Versuchen eine Fre-
quenz von 4 kHz genutzt. Je nach Versuchsaufbau variierte die Dosis des kalten at-
mospharischen Plasmas (KAP) zwischen 1, 2, 5 und 10 Minuten. Mitsamt Abstands-
halter wurde die Plasmaquelle Uber die Zellkulturschale positioniert und die KAP-Be-
handlung wurde begonnen. Da der Durchmesser der Zellkulturschale dem des Ab-
standhalters entsprach, wurde durch dessen Aufsetzen ein geschlossenes System ge-
schaffen, was das Entweichen der Plasmakomponenten verhinderte.

2.2.2 Bestimmung von reaktiven Spezies im Kurz- und Langzeitversuch

Nach der KAP — Behandlung wurden in den Losungen auf verschiedene Weise die
entstandenen reaktiven Spezies analysiert und mit den jeweils unbehandelten Losun-
gen verglichen. Der Fokus lag hierbei auf den reaktiven Sauerstoffspezies (ROS),
Wasserstoffperoxid (H202), Nitrit (NO2") und Nitrat (NOs’). Je nach Versuchsaufbau
erfolgte die Messung direkt nach der KAP — Behandlung (Kurzzeitversuch) oder ein
bis vier Wochen spater (Langzeitversuch). Beim Langzeitversuch wurden die unbe-
handelten sowie die behandelten Losungen bis zum Zeitpunkt der Messung in ein 25
ml Schraubgefal® von Sarstedt umgefullt und dunkel aufbewahrt. In der Regel erfolgte
die Messung der reaktiven Spezies in den Losungen im Kurzzeit- sowie im Langzeit-
versuch in dreimaliger Durchfuhrung (n=3). Eine Ausnahme stellte jedoch PBS dar.
Hier erfolgte die Messung der reaktiven Spezies lediglich mit einer Versuchswiederho-
lung (n=2).
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2.2.2.1 Reaktive Sauerstoffspezies

Mithilfe von Dihydrorhodamin 123 (DRH 123) wurde im Kurz- und Langzeitversuch
ROS in KAP — behandelten Kontaktlinsenmittel (KM), PBS, NaCl und MP sowie in den
jeweils unbehandelten Losungen bestimmt. Als Kontaktlinsenlosung wurde in allen
Kurz- und Langzeitversuchen ausschlie3lich die Biotrue All-in-one Lésung von Bausch
+ Lomb verwendet. Bei DRH 123 handelt es sich um einen nichtgeladenen, fluoreszie-
renden Farbstoff, der als Indikator fur ROS eingesetzt wird. Im Beisein von ROS wird
DRH 123 zu seinem kationischen Derivat Rhodamin 123 (R123) oxidiert. Da DRH 123
passiv durch Zellmembranen diffundieren kann, wird es beispielsweise zur Messung
von oxidativem Stress in Makrophagen verwendet. Aber auch in Flussigkeiten kann
durch diesen Indikator ein Nachweis von ROS erfolgen, was im Kurz- und Langzeit-
versuch genutzt wurde [137, 138]. Hierzu wurde zuerst DRH 123 in Dimethylsulfoxid
(DMSO) in einer Konzentration von 5 mmol/l geldst und in 500 pl Alliquots bei -20 °C
aufbewahrt. Direkt vor der Versuchsdurchfuhrung wurde die Losung im Dunkeln auf-
getaut und mit PBS im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Danach wurden jeweils 2 ul der Ver-
dunnung pro Well auf einer schwarzen 96-Well-Platte vorgelegt. Diese wurde im An-
schluss dunkel auf Eis gelagert, bevor zu dem verdinnten DRH 123 100 pl der KAP-
behandelten oder unbehandelten Losung gegeben wurden. Bis zur Messung der ROS-
Aktivierung mithilfe des Varioscans wurde die 96-Wellplatte erneut dunkel auf Eis ge-
lagert. Die Fluoreszenz wurde bei einer Extinktion (Ex) von 505 nm und einer Emission
(Em) von 534 nm gemessen. Bei allen durchgefuhrten Versuchen wurden Duplikate
von den verschiedenen Losungen angelegt.

Statistische Auswertung und grafische Darstellung:

Zuerst erfolgte eine Bestimmung des Mittelwerts und der Standardabweichung aller
Werte, die mithilfe des Varioscans gemessen wurden. Im darauffolgenden Schritt
wurde die ROS-Intensitat der plasmabehandelten Losungen im Vergleich zu der jewei-
lig unbehandelten Losung ermittelt. Hierfur wurde die unbehandelte Losung auf 1 nor-
miert. Die grafische Darstellung und die statistische Auswertung wurden im Anschluss
mit Hilfe des Programms Prism (GraphPad Version 9) durchgefuhrt. Fur die Statistik
wurde die Varianzanalyse (2way ANOVA) mit dem Dunnett’s multiple comparisons test

genutzt, wobei sich die Signifikanzen auf die jeweils unbehandelte Losung beziehen.
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2.2.2.2 \Wasserstoffperoxid

Bei H202 handelt es sich auch um eine reaktive Sauerstoffspezies, welche aus mole-
kularem Sauerstoff gebildet wird. Intrazellular fungiert H2O2> zum einen als Signalge-
ber, andererseits kann durch eine erhdohte Konzentration oxidativer Stress hervorge-
rufen werden [139]. Auch im Bereich der Kontaktlinsenreinigung nimmt Wasserstoff-
peroxid aufgrund seiner bakteriziden Wirkung eine wichtige Stellung ein. Angesichts
dessen stellt die Messung von H202 in den KAP-behandelten Medien einen essentiel-
len Aspekt in der vorliegenden Dissertation dar. Mithilfe des fluorometrischen Wasser-
stoffperoxid-Assay-Kits (Sigma-Aldrich) wurde der H2O2-Gehaltim Kurz- und Langzeit-
versuch in den KAP-behandelten und unbehandelten Losungen ermittelt. Hierfur rea-
gierte ein im Kit enthaltenes Peroxidase-Substrat mit H2O2 zu einem infrarot fluores-
zierenden Produkt. Dieses konnte mithilfe eines fluoreszierendem Plattenlesegerat,
dem Varioscan, ermittelt werden [139]. Zu Beginn des Versuchs wurde, analog zu den
Vorgaben des technischen Merkblatts, ein Standard erstellt. Hierzu wurden aus 22,7
ul H202(3%) und 977 ul Assay Puffer eine 20 mM Stammldsung erstellt, die im nachs-
ten Schritt weiter zu einer 10 uM-Arbeitslosung verdinnt wurde. Diese Arbeitslosung
wurde mithilfe des Assay Puffers noch weiter verdunnt, sodass jeweils ein 10, 3, 1,
0,3, 0,1 und 0 uM-Standard entstand. 50 ul von diesen Standards wurde in Form von
Duplikaten auf eine dunkle 96-Wellplatte vorgelegt. Im Anschluss erfolgte die Verdun-
nung der plasmabehandelten Losungen mithilfe von PBS im Verhaltnis 1:20 und 1:50.
Jeweils 50 pl von diesen Verdunnungen wurde danach in Form von Duplikaten auf die
96-Wellplatte aufgetragen. Bei den unbehandelten Proben wurde hingegen keine Ver-
dinnung vorgenommen. Nachdem die Proben in die Wells Uberfuhrt wurden, erfolgte
die Zugabe von 50 pl Assay-Puffer in jedes bereits befullte Well. AbschlieRend wurde
die Aktivierungslosung in die bereits beflllten Wells gegeben, welche zuvor aus 4,75
ml Assay Puffer, 20 ul Peroxidase-Stock und 50 ul Red Peroxidase Substrat hergestellt
wurde. Bevor die Fluoreszenzmessung mittels Varioscan erfolgte, wurde die 96-Well-
platte fur 30 Minuten dunkel gelagert. Die Fluoreszenz wurde bei Ex = 540 nm und Em
= 590 nm ermittelt.

Statistische Auswertung und grafische Darstellung:

Mithilfe des Standards konnte im Anschluss an den Versuch die H20O2-Konzentration
der Proben in uM berechnet werden. Von diesen ermittelten Konzentrationen wurden
im nachsten Schritt der jeweilige Mittelwert, sowie die Standardabweichung bestimmt.

Abschliel3end erfolgte eine Berechnung der H202-Intensitat, wobei die unbehandelten
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Losungen auf 1 normiert wurden. Fur die grafische Darstellung und die statistische
Auswertung wurde das Programms Prism (GraphPad Version 9) verwendet. Die Sta-
tistik wurde mit Hilfe der Varianzanalyse (2way ANOVA) in Kombination mit dem Dun-
nett’s multiple comparisons test durchgefuhrt, wobei sich die Signifikanzen auf die je-
weils unbehandelte Losung beziehen.

2.2.2.3 Nitrat/ Nitrit
Anhand des Nitrit-/ Nitrat-Assay-Kits (Sigma-Aldrich) wurde die Nitratkonzentration in

den plasmabehandelten sowie in den unbehandelten Losungen im Lang- wie auch im
Kurzzeitversuch bestimmt. Es handelt sich hierbei um einen empfindlichen kolorimet-
rischen Assay zur Bestimmung von NO-Metaboliten in einem Konzentrationsbereich
von 10 — 100 uM. Mithilfe des Griess-Assays wird hierbei die Gesamtkonzentration der
NO-Metaboliten in den Losungen bestimmt. Da durch den Griess-Test nur Nitrit nach-
gewiesen werden kann, wird Nitrat durch die Nitratreduktase in Nitrit umgewandelt.
Das Nitrit reagiert mit dem zugegebenen Sulfanilamid zu einem Diazoniumsalz, wel-
ches wiederum durch die sogenannte Azokopplung mit Naphthylethylendiamin zu ei-
nem rot-rosa erscheinenden kolorimetrischen Komplex reagiert. Dieser verhalt sich
proportional zu den vorhandenen NO-Metaboliten [140]. Zu Beginn wurde ein Stan-
dard erstellt. Zur Nitritbestimmung wurden hierzu 0, 20, 40 und 100 pl von der NaNO2
Standard Losung mit so viel Pufferlosung vermischt, dass sich in jedem Well insge-
samt 100 ul befanden. Es wurden jeweils zwei Wells mit den gleichen Mengen befullt.
Fur die Nitratmessung wurde anstelle der NaNO- Standard Losung die NaNOs Stan-
dard Losung verwendet. Hiervon wurden dann 0, 20, 40 und 80 ul in jeweils zwei Wells
gegeben und mit Pufferlosung aufgefillt, sodass die Gesamtmenge letztendlich 80 pl
ausmachte. Auch hierbei wurden Duplikate angelegt. Im darauffolgenden Schritt wur-
den die plasmabehandelten und unbehandelten Proben aufgetragen. Von den unbe-
handelten Losungen wurden zur Nitritbestimmung unverdinnt 100 ul oder 200 pl in
jeweils ein Well gegeben, zur Nitratbestimmung waren es 80 ul bzw. 160 pl. Die
KAP-behandelten Proben wurden zuvor je nach Plasmabehandlungsdauer mit der im
Kit enthaltenen Pufferlosung im Verhaltnis 1:10, 1:20, 1:40 und 1:80 verdinnt. Danach
wurden von den Verdunnungen 100 bzw. 80 ul in ein Well gegeben. Genau wie der
Standard wurden alle Verdinnungen in Form von Duplikaten auf die 96-Wellplatte auf-
getragen. Bei der Nitratbestimmung wurden im folgenden Schritt zu der Probe 10 pl

Enzyme Cofactor und 10 ul Nitrate Reductase in jedes Well gegeben bevor die 96-
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Wellplatte fir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schuttelgerat platziert wurde.
Zur Nitritbestimmung wurde die 96-Wellplatte direkt ohne jegliche Zugabe fur 2 Stun-
den auf das Schuttelgerat gestellt. Nach Ablauf der 2 Stunden wurden alle Proben des
Nitrat- und Nitritversuchs gleich weiterbehandelt. Zuerst wurde in jedes bereits beflllte
Well 50 ul Griess Reagent A gegeben bevor die Platte erneut fur 5 Minuten auf das
Schuttelgerat gestellt wurde. Danach wurde in jedes Well 50 ul Griess Reagent B pi-
pettiert und die Platte abermals fur 10 Minuten geschuttelt. Im Anschluss erfolgte mit-
tels Varioscan die Messung der Absorption bei 540 nm.

Statistische Auswertung und grafische Darstellung:

Im Anschluss an die Messung mit dem Varioscan erfolgte anhand des Standards die
Berechnung der Nitrit- und Nitratkonzentration in mM, wie in der Produktbeschreibung
erlautert. Von den berechneten Konzentrationen wurde dann der Mittelwert und die
Standardabweichung berechnet, bevor die grafische Darstellung und die statistische
Analyse mithilfe des Programms Prism (GraphPad Version 9) durchgefuhrt wurde. An-
hand der Varianzanalyse (2way ANOVA) und dem Dunnett’s multiple comparisons test
wurde die statistische Auswertung umgesetzt. Die Signifikanzen beziehen sich hierbei
auf die jeweils unbehandelte Losung.

2.2.3 Bakterizide Wirkung von verschiedenen plasmabehandelten Ldsungen auf

Escherichia coli

2.2.3.1 Herstellung des Mueller-Hinton-Nahrmediums

Zur Herstellung des Mueller-Hinton-Nahrmediums wurde, wie in den Herstelleranga-
ben beschrieben, das Mueller-Hinton Broth in MP aufgelost und danach bei 121 °C fur
15 Minuten autoklaviert.

2.2.3.2 Herstellung der Uber-Nacht-Kultur

Zuerst wurden 15 ml des Mueller-Hinton-Nahrmediums in ein Falcon™ Tube mit Fil-

teroberteil gegeben. AnschlielRend wurden mithilfe einer Impfschlinge E. coli von der
Miller-Hinton-Platte aufgenommen und danach mit rihrenden Bewegungen im bereits
abgeflllten Nahrmedium verteilt. Danach wurde das Falcon™ mit Deckel und Para-
film® verschlossen. Uber Nacht erfolgte dann die Inkubation bei 37 °C auf dem Kreis-
schuttler.
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2.2.3.3 Etablierungsversuch mit Millipore Wasser zur Bestimmung der noétigen
KAP-Dosis
Zuerst wurde die hergestellte Uber-Nacht-Kultur 5 Minuten bei 5000 Umdrehungen pro

Minute zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen und die (brig gebliebene
Bakterienkultur mit 5 ml PBS vermischt. Im Anschluss erfolgte die Einstellung der op-
tischen Dichte mithilfe des Spektrometers auf 0,6. Hierzu wurde zuerst die optische
Dichte von 1 ml PBS bestimmt, zu welcher dann die der erstellten Bakterienldsung ins
Verhaltnis gesetzt wurde. Lag diese oberhalb von 0,6, so erfolgte eine weitere Verdun-
nung der Bakterienldsung mit PBS bis sie dem Wert entsprach. Nach Einstellung der
optischen Dichte wurden jeweils 400 ul der Bakterienlosung in sieben 1,5 ml Eppendorf
Reaktionsgefél3e gegeben und erneut bei 5000 Umdrehungen pro Minute fur 5 Minu-
ten zentrifugiert. Auch hier wurde der Uberstand verworfen und das entstandene Bak-
terienkultur wurde mit einer der folgenden Losungen vermischt. Zu den Losungen zahl-
ten MP, 3%iges H20., 70%iges Ethanol und 0,2%iges Chlorhexamed (CHX). MP
wurde zum einen unbehandelt verwendet und fungierte auf diese Weise als Negativ-
kontrolle. Dem gegenuber stand das 2-, 5- oder 10-minutig KAP-behandelte MP. Als
Positivkontrolle kamen neben H20. auch Ethanol und CHX zum Einsatz. Nach der
einstundigen Einwirkzeit der Losungen auf die Bakterien, wurden jeweils 200 pl aus
den verschiedenen Eppendorf Reaktionsgefdlien entnommen und untereinander in
die erste Spalte einer 96-Wellplatte gegeben. Als nachstes wurde eine Verdinnungs-
reihe mit PBS im Verhaltnis 1:10 angelegt. Die verschiedenen Verdinnungen der glei-
chen Lésung wurden auf eine zuvor in sieben gleichgrofle Segmente unterteilte Miller-
Hinton-Platte aufgetragen. Pro Segment wurden jeweils drei 20 pl Tropfen der gleichen
Verdiinnung von 102 bis 10 gegeben. Dieser Schritt erfolgte unter einer sterilen
Werkbank. Nachdem die Tropfen getrocknet waren, wurden die Miller-Hinton-Platten
uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte dann die Auszahlung der

entstandenen Bakterienkulturen.

2.2.3.4 Etablierungsversuch mit Kontaktlinsenmittel zur Bestimmung der nétigen
KAP-Dosis
Die Versuchsdurchfuhrung wurde in Analogie zu 2.2.3.3 durchgefuhrt. Anstelle von MP

wurde jedoch KM verwendet. KM kam in unbehandelter und in KAP-behandelter Form
zum Einsatz. Als KAP-Dosis wurden, wie in 2.2.3.3 beschrieben, 2, 5 und 10 Minuten
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ausgewahlt. Als Negativkontrolle fungierte PBS, als Positivkontrollen wurden erneut
3%iges H202, 70%iges Ethanol und 0,2%iges CHX verwendet.

2.2.3.5 Versuch zur bakteriziden Wirkung unterschiedlicher Losungen auf E. coli im

unbehandelten Zustand sowie nach KAP-Behandlung

Bei diesem Versuch kamen neben BT noch die Kontaktlinsenreinigungsmittel EM und
BL zum Einsatz. Anders als bei den Etablierungsversuchen unter 2.2.3.3 und 2.2.3.4
wurden die unterschiedlichen Losungen ausschliel3lich 10 Minuten mit KAP behandelt.
Auch die unbehandelten Linsenmittel fanden Verwendung wie bereits in 2.2.3.3 und
2.2.3.4 beschrieben. Als Positivkontrolle wurde diesmal ausschlieRlich 3%iges H20O2
verwendet. Als Negativkontrolle diente in diesem Versuch neben MP auch NaCl. Die
beiden Losungen wurden sowohl im unbehandelten wie auch im behandelten Zustand
benutzt. Bis auf diese Aspekte erfolgte die Versuchsdurchfuhrung wie in 2.2.3.3 und
2.2.3.4.

2.2.3.6 Versuch mit verlangerter Einwirkzeit der unterschiedlichen Losungen auf E. coli

Bei diesem Versuch wurde die Einwirkzeit der Losungen auf die Bakterienkultur von
einer Stunde auf 4 bzw. 24 Stunden verlangert. Die Verdunnungsreihe in der
96-Wellplatte wurde also erst 4 oder 24 Stunden nach Zugabe der Losungen in die 1,5
ml Eppendorf Reaktionsgeféal3e zu der Bakterienkultur erstellt. Die anschliellende Ver-
suchsdurchfuhrung und Auswahl von Losungen entsprach 2.2.3.5.

2.2.3.7 Statistische Auswertung und graphische Darstellung der Bakterienversuche

Nach der Inkubation Uber Nacht wurden am nachsten Morgen die entstandenen Bak-
terienkulturen auf den Miller-Hinton-Agarplatten ausgezahlt. Pro Verdinnung wurden
jeweils drei Zahlenwerte ermittelt, die fur die drei 20 ul Tropfen standen, die pro Ver-
duinnung auf die Platte gegeben wurden. Von diesen wurde dann jeweils der Mittelwert
und die Standardabweichung berechnet. Waren die entstandenen Bakterienkulturen
aufgrund von starker Uberlagerung nicht einzeln zahlbar, so wurden sie von der Aus-
wertung exkludiert. Wenn hingegen keine Bakterienkulturen nachweisbar waren,
wurde der Zahlenwert 1 verwendet. Die grafische Darstellung erfolgte mittels Prism
(GraphPad Version 9), mit dem auch die Statistik mittels Mann-Whitney test durchge-
fuhrt wurde. Die Signifikanzen beziehen sich jeweils auf die unbehandelte Losung. Die
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unter 2.2.3.3 — 2.2.3.6 erlauterten Versuche wurden insgesamt dreimal durchgefuhrt
(n=3).

2.2.4 Reinigung von lipidbeschichteten Silikon-Hydrogel-Kontaktlinsen mit unter-

schiedlichen plasmabehandelten und unbehandelten Kontaktlinsenldsungen

Aufgrund der schlechten Lipidablagerungstendenz auf den ONEday Hydrogel-Tages-
linsen von Biotrue in den Vorversuchen wurden fur die folgenden Versuche die Silikon-
Hydrogel-Tageslinsen von Acuvue Oasys with Hydraluxe verwendet. Da sich wahrend
der Etablierungsversuchen eine homogene Lipidbeschichtung der Kontaktlinsen mit
Cholesterol erschwert zeigte, wurde in den hier beschriebenen Versuchen natives Oli-
vendl verwendet, bei welchem eine relativ homogene Verteilung der Lipidtropfen zu
erkennen war. Die Kontaktlinsen wurden fur 24 Stunden bei Raumtemperatur in Oli-
venol aufbewahrt bevor sie mithilfe einer Schere halbiert wurden. Im Anschluss wurden
die Olbeschichteten Kontaktlinsenhalften fur 24 Stunden in unterschiedliche Reini-
gungslosungen gegeben. Als Reinigungslosungen diente MP, die Biotrue All-in-One-
L6sung von Bausch + Lomb, die Eyemax24 Kontaktlinsenlésung vom MPG&E Handel,
die Boston® Ein-Flaschen-Kombi-Lésung von Bausch + Lomb sowie 3%iges H20..
Diese wurden zuvor entweder 10 Minuten mit KAP behandelt oder unbehandelt appli-
ziert. H202 diente in diesem Versuch als Positivkontrolle und wurde nicht mit KAP vor-
behandelt. Nach der Inkubation in der jeweiligen Reinigungslosung wurde der verblei-
bende Lipidanteil auf den Kontaktlinsen wie bereits von A. D. Pucker und J. J. Nichols
mithilfe einer Nile-Red-Glycerollésung unter dem Fluoreszenzmikroskop dargestellt
[141]. Fur die Herstellung der Nile-Red-Glycerollésung wurde in einem Glasschnapp-
glas Nile-Red in Aceton mit einer Konzentration von 1 mg/ml aufgelost. Die entstan-
dene Losung wurde nach der Zubereitung dunkel gelagert. Als nachstes wurde eine
75%ige Glycerollosung aus MP und 100%igem Glycerol generiert, welche mit dem
zuvor gelosten Nile-Red im Verhaltnis 1:1000 vermischt wurde. Diese Losung wurde
abschlieend mithilfe eines 0,45 pl Filters filtriert und danach dunkel gelagert. Nach
der Herstellung der Nile-Red-Glycerollésung wurden die Kontaktlinsenhalften aus den
verschiedenen Reinigungslosungen entnommen und auf einem Objekttrager platziert.
AnschlieRend wurden fur 10 Minuten jeweils 100 pl der Nile-Red-Glycerollésung auf
die Kontaktlinsen gegeben. Hierzu wurden die Kontaktlinsen dunkel gestellt. Nach die-
sen 10 Minuten Inkubationszeit wurde die Nile-Red-Glycerollésung mit 1ml PBS von
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der Linsenoberflache gespult. Um ein Austrocknen der Linse zu verhindern, wurde
diese direkt im Anschluss auf dem Objekttrager mit 100 yl PBS benetzt. Fur die Dar-
stellung unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden die vorbehandelten Kontaktlinsen
jeweils auf einen neuen Objekttrager platziert und das Uberschussige PBS wurde mit-
hilfe eines Papiertuches entfernt. Von jeder Linsenhalfte wurden bei 5-facher Vergro-
Rerung zwei Aufnahmen aus verschiedenen Bereichen aufgenommen. Diese Aufnah-
men wurden mit der Axiocam MR angefertigt. Die beste bildliche Darstellung war im
Wellenlangenbereich von 542 bis 554 nm gegeben.

Statistische Auswertung und grafische Darstellung

Zur Auswertung des Versuches wurden alle Lipidkugeln pro Bild ausgezahlt und ein
Mittelwert sowie die Standardabweichung von den zwei Aufnahmen bestimmt. Es wur-
den jeweils die plasmabehandelten Losungen mit den unbehandelten Losungen ver-
glichen und der prozentuale Anteil an Lipidkugeln auf der Linsenoberflache bestimmt.
Die ermittelte Anzahl an Lipidkugeln in den unbehandelten Losungen entsprach 100%.
Die grafische Darstellung erfolgte mit Prism (GraphPad Version 9), mit dem auch die
Statistik mittels gepaartem t-Test durchgefuhrt wurde. Die Signifikanzen beziehen sich
jeweils auf die unbehandelte Losung. Insgesamt wurde der Versuch funfmal (n=5)
durchgefuhrt.

2.2.5 pH-Wert-Messung von plasmabehandelten L6sungen

Bei diesem Versuch wurde der pH-Wert von unbehandelten und KAP-behandelten
KM, MP, NaCl und PBS ermittelt. Als KAP-Dosis wurden 1, 2 und 5 Minuten gewahlt.
Direkt nach der Behandlung wurden die Losungen in ein 5 ml Eppendorf Reaktionsge-
fal gefullt und der pH-Wert wurde mittels pH-Messgerat (Mettler-Toledo GmbH) be-
stimmt. Insgesamt wurde die pH-Messung dreimal durchgefuhrt (n=3).

Statistische Auswertung und grafische Darstellung der pH-Messung:

Danach wurde aus den ermittelten pH-Werten der Mittelwert und die Standardabwei-
chung bestimmt. Im Anschluss erfolgte mithilfe des Programms Prism (GraphPad Ver-
sion 9) die grafische Darstellung aus den ermittelten Messwerten, sowie die statisti-
sche Auswertung mit dem 2way ANOVA Dunnett’s multiple comparisons test. Die Sig-
nifikanzen beziehen sich hierbei jeweils auf die unbehandelte Losung.
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3. Ergebnisse

3.1 Messung der reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies im Kurzzeitversuch

Im Kurzzeitversuch erfolgte die Messung der Intensitat der reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies (RONS) in vier unterschiedlichen Losungen direkt nach deren Be-
handlung mit kaltem atmospharischem Plasma (KAP). Auf diese Weise sollte die un-
mittelbar nach der KAP-Behandlung messbare Auswirkung auf die RONS-Intensitat in
den jeweiligen Losungen im Vergleich zur unbehandelten Losung ermittelt werden. Bei
den Losungen handelte es sich um Millipore Wasser (MP), eine phosphatgepufferte
Lésung (PBS), physiologische Kochsalzlosung (NaCl) und eine Kontaktlinsenldésung
(KM). Als KM wurde die Biotrue All-in-One Lésung von Bausch + Lomb (BT) verwen-
det, eine handelsubliche All-in-One-Kontaktlinsenlosung, die zum Pflegen, Reinigen,
Desinfizieren, Abspulen und Aufbewahren von Kontaktlinsen geeignet ist. In der Ver-
gangenheit konnten einzelne All-in-One-LAosungen keine zufriedenstellenden mikro-
bioziden Wirkungen erzielen. KAP konnten hingegen gute antimikrobielle Eigenschaf-
ten nachgewiesen werden, welche sich auch auf Losungen Ubertragen liel3en [142].
Aufgrund dessen stellte sich die Frage, ob durch eine KAP-Behandlung diese anti-
mikrobiellen Eigenschaften auch auf das KM Ubertragbar waren.

Die antimikrobiellen Eigenschaften von KAP setzen sich aus verschiedenen Wirkkom-
ponenten zusammen; darunter auch den reaktiven Spezies. Aufgrund dessen wurde
die Intensitat der verschiedenen RONS nach der KAP-Behandlung von KM ermittelt.
Neben den bakteriziden Bestandteilen ist in Kontaktlinsenlosungen auch haufig ein
Puffersystem enthalten, welches den pH-Wert der Losung aufrechterhalt. Auf diese
Weise sollen Irritationen des Auges vermieden werden. Um herauszufinden, ob das
Puffersystem eine mogliche Auswirkung auf die RONS-Intensitat hat, wurde eine wei-
tere gepufferte Losung in den Versuchen verwendet. Es handelte sich hierbei um PBS.
Neben vielen Kontaktlinsenlosungen kommt oft auch NaCl zum Einsatz, um Kontakt-
linsen abzuspulen und so von groben Verunreinigungen zu befreien. NaCl konnen je-
doch keine bakteriziden Eigenschaften zugeschrieben werden, was den Einsatz dieser
Losung stark begrenzt. Mithilfe dieses Versuchs sollte herausgefunden werden, ob
durch eine KAP-Behandlung von NaCl ein Anstieg der RONS hervorgerufen werden
kann. Auf diese Weise konnten die antimikrobiellen Eigenschaften auf NaCl Ubertra-

gen werden. Somit konnte KAP aktiviertes NaCl deutlich an Reinigungswirkung fur
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Kontaktlinsen gewinnen. Da in KM, NaCl und PBS, unterschiedlichste Bestandteile
enthalten sind, die mit KAP interagieren und sich somit auf die RONS-Intensitat aus-
wirken konnen, wurde MP als neutrale Losung verwendet. Neben der Auswirkung der
KAP-Behandlung auf die RONS-Intensitat in den unterschiedlichen Losungen sollte im
Kurzzeitversuch herausgefunden werden, ob eine Korrelation zwischen der jeweiligen
RONS-Intensitat und der KAP-Dosis besteht. Dazu wurden die vier LOosungen jeweils
fur 1, 2 und 5 Minuten mit KAP behandelt. Insgesamt wurden in den Lésungen die
Intensitat von vier unterschiedlichen RONS bestimmt. Neben den reaktiven Stick-
stoffspezies Nitrit (NO2") und Nitrat (NO3") fiel die Auswahl auf Wasserstoffperoxid
(H202) und weitere unterschiedliche Sauerstoffspezies (ROS). Zu dieser Auswahl an
RONS lagen bereits verschiedene Veroffentlichungen vor, die sich auch mit der Aus-
wirkung der KAP-Behandlung auf das Verhalten von reaktiven Spezies in Losungen
beschaftigt haben [143]. Im folgenden Abschnitt wurde ein Anstieg der Intensitat um
bis zum 100-fachen im Vergleich zur unbehandelten Losung als leicht bezeichnet. Lag
der Anstieg im Vergleich zur unbehandelten Losung hingegen tUber dem 100-fachen
jedoch unter dem 1.000-fachen, so wurde er als stark bezeichnet. Eine Intensitatsstei-
gerung Uber das 1.000-fache wurde als sehr stark beschrieben.
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3.1.1 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

B unbehandelt
A l B 1 min Plasma
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Abbildung 4: ROS-Intensitat im Kurzzeitversuch von NaCl, KM, PBS und MP im unbehandelten Zustand sowie
nach 1-, 2- und 5-minitiger Plasmabehandlung (4 kHz). Die Signifikanzen beziehen sich auf den Vergleich zwi-
schen der unbehandelten Probe mit der jeweils Plasmabehandelten. Statistische Analyse: two-way ANOVA, Dun-
nett’s multiple comparisons test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

a) NaCl
Durch die KAP-Behandlung konnte im Kurzzeitversuch bei NaCl ein leichter dosisab-
hangiger Anstieg der ROS-Intensitat im Vergleich zur unbehandelten Probe verzeich-

net werden (vgl. Abb. 4).

b) KM
Auch beim KM konnte eine leichte dosisabhangige Zunahme von ROS im Vergleich

zur unbehandelten Probe erzielt werden.

c) PBS
Die KAP-Behandlung von PBS hatte im Kurzzeitersuch keine ausschlaggebende Wir-
kung auf die ROS-Intensitat im Vergleich zur unbehandelten Probe. ROS verhielt sich

auch bei einem Anstieg der KAP-Dosis recht stabil.
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d) MP
Bei MP konnte durch die KAP-Behandlung eine leichte dosisunabhangige Steigerung
von ROS im Vergleich zur unbehandelten Probe erzielt werden.

3.1.2 Wasserstoffperoxid (H20»)
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Abbildung 5: H-O-Intensitat im Kurzzeitversuch von NaCl, KM, PBS und MP im unbehandelten Zustand sowie
nach 1-, 2- und 5-minitiger Plasmabehandlung (4 kHz). Die Signifikanzen beziehen sich auf den Vergleich zwi-
schen der unbehandelten Probe mit der jeweils Plasmabehandelten. Statistische Analyse: two-way ANOVA, Dun-
nett’s multiple comparisons test. * p < 0.05, **** p < 0.0001.

a) NaCl
Die nach der KAP-Behandlung von NaCl ermittelte H.O2-Intensitat verhielt sich in den
mehrfach wiederholten Versuchen sehr heterogen, was eine weitere Auswertung und

grafische Darstellung unmoglich machte.
b) KM

Durch die KAP-Behandlung von NaCl konnte eine starke, dosisabhangige Steigerung
von H202 im Vergleich zur unbehandelten Losung erzielt werden (vgl. Abb. 5).
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c) PBS
Bei PBS konnte nach der KAP-Behandlung ein leichter, dosisabhangiger Anstieg von

H202 im Vergleich zur unbehandelten Losung beobachtet werden.

d) MP
Genau wie bei NaCl wurden beim MP nach der Plasmabehandlung sehr heterogene
Werte der einzelnen Versuchsreihen fur die H2O2-Intensitat ermittelt, weswegen eine

grafische Darstellung nicht moglich war.

3.1.3 Nitrit (NO27)

4007 BN unbehandelt
B 1 min Plasma
B 2 min Plasma

Fekdkk Fokk

3004 = 5 min Plasma
T =~ _
2
Lo
_T g 200_ Fedkedok

==

' O
ox
Z * Fdkkk

100+

ol B M

NaCl (n=3) KM (n=3) PBS (n=2) MP (n=3)

Abbildung 6: NO2-Intensitat im Kurzzeitversuch von NaCl, KM, PBS und MP im unbehandelten Zustand sowie
nach 1-, 2- und 5-minitiger Plasmabehandlung (4 kHz). Die Signifikanzen beziehen sich auf den Vergleich zwi-
schen der unbehandelten Probe mit der jeweils Plasmabehandelten. Statistische Analyse: two-way ANOVA, Dun-
nett’s multiple comparisons test. * p < 0.05, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

a) NaCl

Im Kurzzeitversuch konnte bei NaCl nach der KAP-Behandlung eine leichte dosisun-
abhangige Steigerung von NO2" im Vergleich zur unbehandelten Probe ermittelt wer-
den (vgl. Abb. 6).

b) KM
Beim KM konnte durch die KAP-Behandlung ein starker, dosisabhangiger Anstieg der
NO2-Intensitat im Vergleich zur unbehandelten Probe beobachtet werden.
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c) PBS
Auch bei PBS konnte die KAP-Behandlung eine starke dosisabhangige Induktion von
NO2" im Vergleich zur unbehandelten Probe hervorrufen.

d) MP
Bei MP kam es durch die KAP-Behandlung zu einer starken dosisunabhangigen Zu-
nahme von NO2 im Vergleich zur unbehandelten Probe.

3.1.4 Nitrat (NO3’)

8000 B unbehandelt
B 1 min Plasma

6000 Bl 2 min Plasma
4000 [ 5 min Plasma

;6 —_ ek kK

.g W 2000—‘ ekk ok _—L

(]

£% — - ] i

=

« O

ox

Z

NaCl (n=3) KM (n=3) PBS (n=2) MP (n=3)

Abbildung 7: NOs-Intensitat im Kurzzeitversuch von NaCl, KM, PBS und MP im unbehandelten Zustand sowie
nach 1-, 2- und 5-minitiger Plasmabehandlung (4 kHz). Die Signifikanzen beziehen sich auf den Vergleich zwi-
schen der unbehandelten Probe mit der jeweils Plasmabehandelten. Statistische Analyse: two-way ANOVA, Dun-
nett’s multiple comparisons test. * p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001.

a) NaCl
Durch die KAP-Behandlung konnte eine starke, dosisabhangige Steigerung der NO3'-
Intensitat im Vergleich zur unbehandelten Losung erzielt werden (vgl. Abb. 7).

b) KM

Bei KM konnte nach der KAP-Behandlung eine sehr starke, dosisabhangige Zunahme
von NOj im Vergleich zur unbehandelten Losung beobachtet werden.
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c) PBS
Auch bei PBS kam es gegenuber der unbehandelten Losung zu einem starken, dosis-
abhangigen Anstieg der NOs™-Intensitat nach der durchgeflihrten KAP-Behandlung.

d) MP

Nach der KAP-Behandlung konnte insbesondere nach einer 5-minutigen KAP-Be-
handlung eine sehr starke dosisabhangige Steigerung von NO3z" im Vergleich zur un-
behandelten Probe beobachtet werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bis auf eine Ausnahme bei allen KAP-
behandelten Losungen eine Steigerung von ROS, H202, NO2 und NO3 beobachtet
werden konnte. Am starksten konnte durch die KAP-Behandlung die Intensitat von
NO2 und NOg3" gesteigert werden. Der Anstieg von ROS fiel bei allen Losungen hinge-
gen gering aus. Aullerdem konnte beobachtet werden, dass die Intensitat der reakti-
ven Spezies in den meisten Fallen von der KAP-Dosis abhing.
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3.2 Messung der reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies im Langzeitversuch

Im Kurzzeitversuch wurde ermittelt, wie sich die RONS-Intensitat direkt nach der KAP-
Behandlung in den unterschiedlichen Losungen verhielt. Da laut Gebrauchsanweisung
BT bis zu 90 Tage nach dem Offnen angewendet werden kann, stellte sich die Frage,
ob die RONS auch nach mehreren Wochen noch in den behandelten Losungen nach-
weisbar sind. Deswegen behandelten wir die bereits in 3.1 verwendeten Losungen
jeweils 1, 2 und 5 Minuten mit 4 kHz KAP und inkubierten diese bei Raumtemperatur
fur bis zu 4 Wochen dunkel in Schraubgefallen. Nach Ablauf von 1, 2, 3 und 4 Wochen
wurde dann die Intensitat der bereits unter 3.1 ermittelten RONS gemessen. Die ge-
messene Intensitat wurde dann mit der jeweils unbehandelten Losung verglichen so-
wie mit den Ergebnissen aus dem Kurzzeitversuch. Genau wie im Kurzzeitversuch

beschrieben, wurde die Intensitat in schwach, stark und sehr stark unterteilt.

3.2.1 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
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Abbildung 8: ROS-Intensitat im Langzeitversuch von a) NaCl, b) KM, c) PBS und d) MP im unbehandelten Zu-
stand sowie nach 1-, 2- und 5-minutiger Plasmabehandlung (4 kHz) im Verlauf von vier Wochen. Die Signifikan-
zen beziehen sich auf den Vergleich zwischen der unbehandelten Probe mit der jeweils Plasmabehandelten.
Statistische Analyse: two-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparisons test. * p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
****p < 0.0001.
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a) NaCl

Genau wie im Kurzzeitversuch konnte auch nach Ablauf der vier Wochen bei allen
behandelten Proben eine leichte dosisabhangige Steigerung von ROS im Vergleich
zur unbehandelten Losung ermittelt werden (vgl. Abb. 8 a). Gegenlber der gemesse-
nen ROS-Intensitat aus dem Kurzzeitversuch sinkt diese im Verlauf von vier Woche
leicht ab.

b) KM

Bei allen behandelten Proben aus dem Langzeitversuch konnten leicht erhdhte dosis-
abhangige ROS-Werte im Vergleich zur unbehandelten Losung beobachtet werden
(vgl. Abb. 8 b). Gegenuber dem Kurzzeitversuch kam es im Langzeitversuch jedoch
im Verlauf der vier Wochen zu einer Reduktion von ROS.

c) PBS
Verglichen mit der unbehandelten Probe konnte bei PBS nach der KAP-Behandlung
ein leichter Abfall von ROS beobachtet werden (vgl. Abb. 8 c). Gegenuber dem Kurz-
zeitversuch kam es innerhalb der vier Wochen zu einem weiteren Abfall der ROS-
Werte.

d) MP
Im Vergleich zu der unbehandelten Probe konnte bei allen Proben aus dem Langzeit-
versuch eine leichte Steigerung von ROS ermittelt werden (vgl. Abb. 8 d). Diese fiel

jedoch geringer aus als die des Kurzzeitversuchs.
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3.2.2 Wasserstoffperoxid (H20>)
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Abbildung 9: H.O2-Intensitat im Langzeitversuch von a) KM und b) PBS im unbehandelten Zustand sowie nach
1-, 2- und 5-minutiger Plasmabehandlung (4 kHz) im Verlauf von vier Wochen. Die Signifikanzen beziehen sich auf
den Vergleich zwischen der unbehandelten Probe mit der jeweils Plasmabehandelten. Statistische Analyse: two-
way ANOVA, Dunnett’s multiple comparisons test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

a) KM

Im Vergleich zum unbehandelten KM konnten bei allen KAP-behandelten Proben im
Langzeitversuch ein starker dosisabhangiger Anstieg von H2O> beobachtet werden
(vgl. Abb. 9 a). Gegenuber dem Kurzzeitversuch fiel dieser jedoch im Verlauf der vier
Wochen wieder ab.

b) PBS
Bei PBS konnte im Langzeitversuch durch die KAP-Behandlung eine leichte dosisun-
abhangige H20O2-Steigerung im Vergleich zur unbehandelten Probe hervorgerufen

werden (vgl. Abb. 9 b). Diese verhielt sich auch im Verlauf von vier Wochen recht stabil.
Genau wie im Kurzzeitversuch wurden beim plasmabehandelten NaCl und MP hete-

rogene H2O2-Intensitaten ermittelt, was die weitere Auswertung und grafische Darstel-

lung unmaoglich machte.
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3.2.3 Nitrit (NO27)
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Abbildung 10: NO,-Intensitat im Langzeitversuch von a) NaCl, b) KM, ¢) PBS und d) MP im unbehandelten Zu-
stand sowie nach 1-, 2- und 5-minitiger Plasmabehandlung (4 kHz) im Verlauf von vier Wochen. Die Signifikanzen
beziehen sich auf den Vergleich zwischen der unbehandelten Probe mit der jeweils Plasmabehandelten.
Statistische Analyse: two-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparisons test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
**** p <0.0001.

a) NaCl

Bei allen KAP-behandelten Proben aus dem Langzeitversuch konnte im Vergleich zu
der jeweils unbehandelten Probe ein leichter dosisunabhangiger Anstieg von NO_™ er-
mittelt werden (vgl. Abb. 10 a). Im Verlauf von vier Wochen erfolgte dann gegenuber

der Probe aus dem Kurzzeitversuch eine tendenzielle Abnahme.

b) KM

Bei KM konnte durch die KAP-Behandlung genau wie im Kurzzeitversuch auch im
Langzeitversuch eine starke dosisabhangige Steigerung von NO2 verglichen mit der
unbehandelten Probe erzielt werden (vgl. Abb. 10 b). Diese verhielt sich Uber die vier

Wochen hinweg recht konstant.

c) PBS

Auch bei PBS konnte im Langzeitversuch ein starker dosisabhangiger Anstieg von
NO>" entgegen der unbehandelten Probe beobachtet werden, welcher sich auch im
Verlauf der vier Wochen recht stabil verhielt (vgl. Abb. 10 c).
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d) MP

Gegenuber der unbehandelten Probe kam es bei allen KAP-behandelten MP-Proben
im Langzeitversuch zu einer leichten dosisunabhangigen Zunahme von NO>™ (vgl. Abb.
10 d). Diese nahm aber im Vergleich zu den Messungen aus dem Kurzzeitversuch

stark ab.
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Abbildung 11: NOs-Intensitat im Langzeitversuch von a) NaCl, b) KM, ¢) PBS und d) MP im unbehandelten Zu-
stand sowie nach 1-, 2- und 5-minitiger Plasmabehandlung (4 kHz) im Verlauf von vier Wochen. Die Signifikanzen
beziehen sich auf den Vergleich zwischen der unbehandelten Probe mit der jeweils Plasmabehandelten.
Statistische Analyse: two-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparisons test. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
**** p <0.0001.

a) NaCl

Gegenuber der unbehandelten Probe konnte bei allen KAP-behandelten Proben im
Langzeitversuch eine sehr starke dosisabhangige Steigerung von NOg3™ ermittelt wer-
den, welche sich auch wahrend der vier Wochen recht stabil verhielt (vgl. Abb. 11 a).

b) KM

Dieser sehr starke dosisabhangige NOs™-Anstieg war auch bei allen KAP-behandelten
KM-Proben des Langzeitversuchs verglichen mit den unbehandelten Proben ersicht-
lich (vgl. Abb. 11 b). Uber die vier Wochen hinweg stellte sich dieser als recht bestandig

dar.
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c) PBS

Im Vergleich zu den unbehandelten Proben konnte bei allen KAP-behandelten PBS-
Proben im Langzeitversuch eine starke dosisunabhangige Zunahme von NO3  beo-
bachtet werden, welcher sich auch im Verlauf der vier Wochen sehr stabil darstellte
(vgl. Abb. 11 c).

d) MP

Entgegen der unbehandelten Probe konnte bei allen behandelten Proben des Lang-
zeitversuchs ein sehr starker dosisunabhangiger Anstieg von NO3 gemessen werden
(vgl. Abb. 11 d). Im Vergleich zu der gemessenen NO3s-Menge aus dem Kurzzeitver-

such kam es jedoch wahrend der vier Wochen zu einem leichten Abfall.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bis auf eine Ausnahme (ROS in PBS)
bei allen KAP-behandelten Proben auch nach Ablauf von vier Wochen erhohte RONS-
Werte im Vergleich zur unbehandelten Probe ersichtlich waren. Je nach gemessener
reaktiver Spezies und Losung kam es jedoch zu Unterschieden. So fiel auf, dass die
reaktiven Spezies sich in den gepufferten Losungen KM und PBS haufig stabiler ver-
hielten als in MP und NaCl. ROS verhielt sich in allen getesteten Losungen im Lang-
zeitversuch instabil und es kam im Vergleich zum Kurzzeitversuch zu einem leichten
Abfall. Die in NaCl, KM und MP nachgewiesenen ROS lagen jedoch weiterhin Uber
dem Wert der jeweils unbehandelten Losung.
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3.3 Bakterizide Wirkung von plasmabehandelten Losungen auf Escherichia coli

Nachdem in 3.1 und 3.2 sichergestellt wurde, dass es durch die KAP-Behandlung von
NaCl, KM, PBS und MP zu einem Anstieg der reaktiven Spezies im Vergleich zur un-
behandelten Probe kam, sollte im folgenden Schritt getestet werden, inwieweit sich
dies auf die bakterizide Wirkung dieser Losungen auswirkt. Da sich die antimikrobielle
Wirkung von KAP aus verschiedenen Wirkkomponenten zusammensetzt, stellte sich
die Frage, ob allein durch den nachgewiesenen Anstieg der reaktiven Spezies eine
bessere antimikrobielle Wirkung der Losungen erzielt werden kann. Aul3erdem sollte
herausgefunden werden, ob die Steigerung der reaktiven Spezies fur eine bessere
antimikrobielle Wirkung ausreichend ist und inwieweit diese von der KAP-Dosis ab-
hangt. Um die Abhangigkeit der bakteriziden Wirkung von der KAP-Dosis zu untersu-
chen wurden die Losungen wie in 3.2.1 und 3.2.2 fur 2 und 5 Minuten mit 4 kHz KAP
behandelt, zusatzlich wurde die KAP Dosis auf 10 Minuten erhoht. Da in KM, PBS und
NaCl eine Vielzahl von Losungsbestandteilen enthalten sind, wurde zuerst die bakte-
rizide Wirkung von KAP-behandeltem MP untersucht. Auf diese Weise sollten mogli-
che Interaktionen zwischen KAP und LoOsungsmittelbestandteilen ausgeschlossen
werden, um so eine relativ neutrale Aussage zur bakteriziden Wirkung durch den allei-
nigen Anstieg der reaktiven Spezies nach durchgefuhrter KAP-Behandlung zu erhal-
ten. In der Vergangenheit wurde in unserem Labor vor allem mit dem Bakterienstamm
E. coli gearbeitet, weswegen dieser auch bei den unten aufgefuihrten Versuchen ein-
gesetzt wurde. Nachdem bei KAP-behandelten MP eine gute bakterizide Wirkung auf
E. coli nachgewiesen werden konnte, wurde unter 3.3.1.2 die Wirkung von KAP-be-
handelten KM getestet.

3.3.1 Etablierungsversuch zur Bestimmung der antibakteriell wirkenden KAP-Dosis

3.3.1.1 Millipore Wasser

Durch die KAP-Behandlung von MP konnte dessen bakterizide Wirkung auf E. coli im
Vergleich zur unbehandelten Probe signifikant gesteigert werden (vgl. Abb. 12). Durch
eine 2-minutige Plasmabehandlung konnte die Anzahl der Kolonie bildenden Einheiten
(KBE) um 98,69% gesenkt werden. Nach einer 5-minutigen Behandlung waren es
99,75% und nach einer 10-minutigen Plasmaapplikation trat eine noch umfassendere
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Reduktion um 99,97% ein. Von einer desinfizierenden Wirkung spricht man ab einer
Reduktion der KBE um 99,999%, welche nach einer einstiundigen Einwirkzeit jedoch
nur bei den drei Positivkontrollen (PK) H202, Ethanol und Chlorhexamed (CHX) vorlag.
Die KBE der PK lagen jeweils unterhalb der Detektionsgrenze von 10°.

Bakterizide Wirkung von plasmabehandeltem

Miliporewasser
(n=3)

108+

107

KBE

99,9% Reduktion

99,999% Reduktion

Detektionsgrenze

Abbildung 12: Bakterizide Wirkung von KAP-behandelten Millipore Wasser (MP) auf Escherichia coli (E. coli) nach
einer Stunde Einwirkzeit. Dargestellt werden die koloniebildenden Einheiten (KBE) in MP nach 2-, 5- und 10-minu-
tiger KAP-Behandlung (4 kHz). Die Signifikanzen beziehen sich auf das unbehandelte MP. Statistische Analyse:
two-way ANOVA; Dunnett’s multiple comparisons test. *** p < 0.001, **** p < 0.0001

3.3.1.2 Kontaktlinsenmittel

Nach der KAP-Behandlung der Biotrue All-in-One L6sung von Bausch + Lomb konnten
keine ausschlaggebenden Veranderungen auf die antibakterielle Wirkung im Vergleich
zur unbehandelten Losung beobachtet werden (vgl. Abb.13). Nach der 2-minUtigen
KAP-Behandlung zeigte sich ein tendenzieller Anstieg der KBE um das 3,4-fache im
Vergleich zum unbehandelten KM. Nach der 5-minutigen Behandlung entsprach der
Anstieg dem 3,3-fachen und nach 10 Minuten dem 2,5-fachen. H202, Ethanol und CHX
fungierten wie unter 3.3.1.3 als PK. Die Anzahl an KBE lag bei ihnen jeweils unter der
Detektionsgrenze von 10°. Als Negativkontrolle (NK) diente PBS. Im Vergleich zu PBS
kann beim unbehandelten KM eine leichte antibakterielle Wirkung beobachtet werden.
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Die Wirkung vom plasmabehandelten KM ist hingegen mit der Wirkung von PBS ver-

gleichbar.
Bakterizide Wirkung von plasmabehandeltem
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Abbildung 13: Bakterizide Wirkung von KAP-behandelten Kontaktlinsenmittel (KM) auf Escherichia coli nach einer
Stunde Einwirkzeit. Als KM wurde die Biotrue All-in-One Lésung von Bausch + Lomb verwendet (BT). Dargestellt
werden die koloniebildenden Einheiten (KBE) in KM nach 2-, 5- und 10-minitiger KAP-Behandlung (4 kHz). Es
konnten keine Signifikanzen zwischen dem KAP-behandelten KM und dem unbehandelten KM bestimmt werden.
Statistische Analyse: two-way ANOVA Dunnett’s multiple comparisons test.

3.3.2 Bakterizide Wirkung von unterschiedlichen KAP-behandelten Losungen auf

Escherichia coli mit unterschiedlichen Einwirkzeiten

Im Versuch 3.3.1.2 fiel auf, dass die bakterizide Wirkung von dem verwendeten Kon-
taktlinsenmittel BT im Vergleich zur NK nur gering ausfiel. Aus Veroffentlichungen war
bereits bekannt, dass die bakterizide Wirkung von manchen All-in-One-Lésungen nur
als mangelhaft bewertet wurde. Deswegen wurden unter 3.3.2 noch zwei weitere Kon-
taktlinsenldsungen getestet, um herauszufinden, ob bei diesen eine bessere bakteri-
zide Wirkung im Vergleich zu BT vorliegt. Als zusatzliche Kontaktlinsenlosungen wurde
die Eyemax24 Kontaktlinsenlésung von der MPG&E Handel und Service GmbH (EM)
und die Boston® Ein-Flaschen-Kombi-Lésung von Bausch + Lomb (B&L) eingesetzt.
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AuRerdem sollte herausgefunden werde, ob durch die KAP-Behandlung die bakteri-
zide Wirkung dieser beiden Kontaktlinsenlosungen starker beeinflusst werden kann als
die von BT. Da unter 3.3.1.1 die bakterizide Wirkung vom KAP-behandelten MP von
der KAP-Dosis abhing, wurde in diesem Versuch ausschlief3lich die maximale Behand-
lungsdauer von 10 Minuten ausgewahlt. Des Weiteren konnte in den Packungsbeila-
gen von BT und B&L nachgelesen werden, dass die Einwirkzeit mindestens 4 Stunden
betragen soll. Bei EM wurde hingegen sogar eine Mindesteinwirkzeit von 6 Stunden
empfohlen. Angesichts dieser Informationen stellte sich die Frage, ob durch eine Ver-
langerung der Einwirkzeit der Kontaktlinsenmittel deren bakterizide Wirkung verbes-
sert werden kann. Aufgrund dessen wurde in diesem Versuch die Einwirkzeit von einer
auf 4 bzw. 24 Stunden verlangert. Auf diese Weise sollte herausgefunden werden, ob
die bakterizide Wirkung der unbehandelten und der KAP-behandelten Losungen von
der Einwirkzeit abhangt. Als PK wurde bei diesem Versuch 3%iges H20. verwendet.
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Abbildung 14: Bakterizide Wirkung von unterschiedlichen KAP-behandelten Losungen auf Escherichia coli nach
a) einer, b) vier und c) 24 Stunde Einwirkzeit. Dargestellt werden die koloniebildenden Einheiten (KBE) in den
Lésungen nach 10-minutiger KAP-Behandlung (4 kHz). H2O, fungiert als PK. Die Signifikanzen beziehen sich je-
weils auf die unbehandelte Lésung. Statistische Analyse: Mann-Whitney test. Ns (nicht signifikant), * p < 0.05, ** p
<0.01, *** p <0.0001.

a) 1 Stunde Einwirkzeit
Bei MP und NaCl konnte durch die 10-minutige KAP-Behandlung eine verbesserte
bakterizide Wirkung auf E. coli im Vergleich zur unbehandelten Losung beobachtet
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werden (vgl. Abb. 14 a). Demnach konnten durch das KAP-behandelte MP die KBE
um mehr als 99,999% reduziert werden. Beim KAP-behandelten NaCl lag die Reduk-
tion bei Uber 99,9%. Bei den drei verwendeten Kontaktlinsenmitteln blieb die bakteri-
zide Wirkung auch nach der 10-minutigen KAP-Behandlung im Vergleich zur jeweils
unbehandelten Losung recht konstant und lag unter 99,9%. Bei der PK lag die Anzahl
der KBE unter der Detektionsgrenze von 10°.

b) 4 Stunden Einwirkzeit

Auch nach der vierstindigen Einwirkzeit zeigten das KAP-behandelte MP und NaCl
eine bessere bakterizide Wirkung gegenuber der jeweils unbehandelten Probe. Im
Vergleich zur einstindigen Einwirkzeit fiel diese starker aus und die Anzahl der KBE
lag bei beiden Lésungen unterhalb der Detektionsgrenze von 10° (vgl. Abb. 14 b). Die
antibakterielle Wirkung der drei unbehandelten Kontaktlinsenldsungen war nach der
vierstundigen Einwirkzeit vergleichbar mit den ermittelten Werten aus 3.3.2 a. Auch
nach der KAP-Behandlung der drei Kontaktlinsenldsungen konnten keine ausschlag-
gebenden Veranderungen im Bereich der bakteriziden Wirkung verzeichnet werden.
Die Reduktion der KBE lag bei den unbehandelten und KAP-behandelten Kontaktlin-
senlosungen unter 99,9%. Wie unter 3.3.2 a lag die Anzahl der KBE bei der PK unter-
halb der Detektionsgrenze.

c) 24 Stunden Einwirkzeit

Nach 24 Stunden war die bakterizide Wirkung vom KAP-behandelten MP und NacCl
mit den Ergebnissen aus 3.3.2 b vergleichbar. Die Anzahl der KBE lag bei beiden Lo-
sungen unter der Detektionsgrenze. Bei den drei unbehandelten Kontaktlinsenmitteln
konnte nach der verlangerten Einwirkzeit eine tendenziell bessere bakterizide Wirkung
gegenuber E. coli erreicht werden. Die bakterizide Wirkung von BT lag weiterhin unter
99,9% jedoch sank die Anzahl der KBE von urspriinglich 108 (vgl. Abb. 14 a) auf 10*
(vgl. Abb. 14 c). Bei EM stieg die bakterizide Wirkung an und lag letztendlich bei Uber
99,9% (vgl. Abb. 14 c). Durch B&L konnte die Anzahl der KBE nach der 24-stindigen
Einwirkzeit so stark gesenkt werden, dass sich diese unterhalb der Detektionsgrenze
befand. Die beiden plasmabehandelten Kontaktlinsenmittel BT und EM bewirkten im
Vergleich zur jeweils unbehandelten Probe eine weniger starke Reduktion der KBE.
Bei B&L konnte hingegen kein Unterschied zwischen dem plasmabehandelten und
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-unbehandelten Zustand gemacht werden. Bei der PK lag die Anzahl der KBE unter-
halb der Detektionsgrenze.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch die KAP-Behandlung von MP und
NaCl eine stark bakterizide Wirkung gegenuber E. coli erzielt werden konnte. Schon
nach der kurzen Einwirkzeit von einer Stunde war bei den beiden vorbehandelten Lo-
sungen die Reduktion der KBE klar ersichtlich. Ab einer vierstundigen Einwirkzeit war
die bakterizide Wirkung vom plasmabehandelten MP und NaCl mit der von H202 ver-
gleichbar. Dem gegenuber wurden die antimikrobiellen Eigenschaften der drei ausge-
wahlten Kontaktlinsenldsungen durch die KAP-Behandlung in Bezug auf E. coli per se
nur gering beeinflusst. Durch eine Verlangerung der Einwirkzeit konnten diese jedoch
leicht gesteigert werden.

3.4 Reinigungswirkung von plasmabehandelten Losungen auf lipidbeschichtete

Kontaktlinsen

Neben der Kontamination mit Bakterien kommt es wahrend der Kontaktlinsennutzung
auch zu Lipidablagerungen auf der Linse. Neben den physiologischen Lipiden aus dem
Tranenfilm kdnnen auch Lipide aus Cremen oder Kosmetika auf die Linsenoberflache
gelangen. Durch diese Ablagerungen wird wiederum die Adhasion von Bakterien be-
gunstigt, weswegen die Reinigung der Oberflache von Lipidbestandteilen durch Kon-
taktlinsenmittel neben der bakteriziden Wirkung eine essentielle Rolle einnimmt. Auf-
grund dessen sollte analysiert werden, ob die KAP-Behandlung einen positiven Effekt
auf die Lipidreinigungswirkung der Kontaktlinsenmittel hat. Hierfur wurden die drei, be-
reits unter 3.3.2 verwendeten Kontaktlinsenmittel genutzt. Auch die KAP-Dosis von 10
Minuten wurde aus diesem Versuch ubernommen. Da mithilfe von Cholesterol keine
homogene Lipidbeschichtung auf der Kontaktlinsenoberflache erzielt werden konnte,
wurde fur die vorliegenden Versuche natives Olivendl benutzt. Gegenuber den zuerst
verwendeten Hydrogel-Kontaktlinsen zeigten die Silikon-Hydrogel-Linsen eine bes-
sere Lipidablagerungstendenz, weswegen die Auswahl letztendlich auf diese fiel.
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Abbildung 15: Vergleich der Reinigungswirkung von unbehandeltem Millipore Wasser (MP), der Biotrue All-in-
One-Ldsung von Bausch + Lomb (BT), der Eyemax24 Kontaktlinsenl6sung von der MPG&E Handel und Service
GmbH (EM) und der Boston® Ein-Flaschen-Kombi-Lésung von Bausch + Lomb (B&L) mit der jeweils plasmabe-
handelten Lésung (4 kHz) auf lipidbeschichtete Kontaktlinsen. KAP-Behandlungszeit von 10 min. n=5. Statistische
Analyse: Paired t test. Ns (nicht signifikant), *** p < 0.001

Durch die 10-minutige KAP-Behandlung konnte bei der Biotrue All-in-One Lésung von
Bausch + Lomb (BT) eine signifikant bessere Reinigungswirkung auf lipidbeschichtete
Kontaktlinsen im Vergleich zur unbehandelten Losung erzielt werden (vgl. Abb. 15).
Nach der Reinigung der beschichteten Linsen mit der plasmabehandelten BT-Losung,
konnten 73% weniger Lipidkugeln auf deren Oberflache vorgefunden werden als nach
der Reinigung mit der unbehandelten Losung (vgl. Abb. 16). Auch bei den anderen
beiden Kontaktlinsenreinigungsmitteln EM und B&L konnte durch die KAP-Behand-
lung eine tendenziell bessere Reinigung der Linsenoberflache von Lipiden gegenuber
der jeweils unbehandelten Linsenlosung erzielt werden. Beim plasmabehandelten EM
konnten im Vergleich zur unbehandelten Losung die Lipidablagerungen um 27,6% re-
duziert werden. Noch ausgepragter war der Effekt bei B&L, hier wurde die Reinigung

der Kontaktlinsen von Lipiden um 47,4% gesteigert. Bei MP konnte im Gegensatz zu
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den Kontaktlinsenreinigungsmitteln durch die KAP-Behandlung keine verbesserte Rei-
nigungswirkung gegenuber der Lipidbeschichtung erzielt werden. MP fungierte in dem
Versuch als NK, H202 als PK.

lipidbeschichtete
Kontaktlinse ohne
Reinigung

unbehandelte Losungen

MP + 10 min Plasma BT + 10 min Plasma EM + 10 min Plasma

B&L + 10 min Plasma

Abbildung 16: Exemplarische Darstellung der Reinigungswirkung von Millipore Wasser (MP), der Biotrue All-in-
One-Ldsung von Bausch + Lomb (BT), der Eyemax24 Kontaktlinsenl6sung von der MPG&E Handel und Service
GmbH (EM) und der Boston® Ein-Flaschen-Kombi-Lésung von Bausch + Lomb (B&L) nach Plasmabehandlung
(4 kHz) und im unbehandelten Zustand auf lipidbeschichtete Silikon-Hydrogel-Tageslinsen unter dem Fluoreszenz-
mikroskop bei 5-facher VergroRerung. Verwendeter Fluoreszenzfarbstoff: Nilrot. Aufnahmen mit Axiocam MR im
Wellenlangenbereich von 542 bis 554 nm.

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass durch die KAP-Behandlung die Rei-
nigungswirkung der von uns getesteten Kontaktlinsenreinigungsmittel gegenuber Lip-

iden gesteigert werden konnte.

3.5 Auswirkung der KAP-Behandlung auf den pH-Wert der verschiedenen
Losungen in Abhangigkeit von der Behandlungsdauer

Um Irritationen durch Kontaktlinsenmittel bei Kontaktlinsentragern zu verhindern, spielt
der pH-Wert der Reinigungslosung eine wichtige Rolle. Er ahnelt dem der physiologi-
schen Tranenldsung und liegt bei 7,45 + 0,16. In verschiedenen Studien wurden Ver-
anderungen des pH-Wertes nach einer KAP-Behandlung beschrieben [144][145]. Nun
stellte sich die Frage, ob die KAP-Behandlung auch einen Einfluss auf den pH-Wert
von KM, PBS, MP und NaCl hat.
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pH-Wert-Messung der behandelten Losungen
(n=3)
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Abbildung 17: Auswirkung der KAP-Behandlung (4 kHz) auf den pH-Wert von Kontaktlinsenmittel (KM), phosphat-
gepufferte Losung (PBS), Millipore Wasser (MP) und physiologische Kochsalzldsung (NaCl). Die KAP-Dosis betragt
1 min, 2 min und 5 min. Die Signifikanzen beziehen sich auf die jeweils unbehandelte Probe. Statistische Analyse:
two-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparisons test. * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

Die KAP-Behandlung der vier untersuchten Losungen hatte unterschiedliche Auswir-
kungen auf deren pH-Werte. Bei KM und PBS verhielt sich der pH-Wert wahrend der
Behandlung recht stabil. Der urspringliche pH-Wert vom unbehandelten KM lag bei
7,54 und war somit leicht alkalisch. Durch die 5-minatige Plasmabehandlung sank der
Wert um 0,1 ab und lag bei 7,44. Bei PBS konnte hingegen eine Abnahme des pH-
Wertes um 0,28 verzeichnet werden (vgl. Abb. 17). Durch die 5-minitige KAP-Behand-
lung fiel der pH-Wert der Losung von 7,18 auf 6,9 und lag somit im leicht sauren Milieu.
Starkere Schwankungen wurden beim KAP-behandelten MP und NaCl registriert. So
fiel der Ausgangswert im MP von ursprunglich 8,45 durch die 5-minutige Behandlung
auf 2,95 ab, bei NaCl von 7,77 auf 2,99. Bei allen Losungen konnte nach der KAP-
Behandlung ein Abfall des pH-Wertes beobachtet werden. Dieser sank abhangig von
der jeweiligen KAP-Dosis. Bei den beiden gepufferten Losungen KM und PBS war der

Abfall des pH-Wertes jedoch geringer ausgepragt als bei NaCl und MP.
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4. Diskussion und Ausblick

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Durch Kontaktlinsen konnte in den vergangenen Jahrzehnten ein immenser Fortschritt
im Bereich des Refraktionsausgleichs erzielt werden. Dennoch durfen auch potenzielle
Kontaktlinsenkomplikationen, wie Hornhautvaskularisationen, Konjunktivitiden oder
Keratitiden nicht verharmlost werden. Das Risiko fur das Auftreten einer solchen Kom-
plikation Iasst sich vor allem durch die grundliche Reinigung der Linse reduzieren. Un-
tersuchungen in der Vergangenheit zeigten jedoch, dass die mikrobiozide Wirkung von
All-in-One-Kontaktlinsenmitteln oftmals nicht zufriedenstellend ist [54].

In den letzten Jahren hat die Desinfektion mithilfe von kaltem atmospharischem
Plasma (KAP) im medizinischen Bereich betrachtlich an Bedeutung gewonnen [69],
weswegen die Frage aufkam, ob sich die Eigenschaften von KAP auch auf Kontaktlin-
senldsungen Ubertragen lassen und man somit die antibakterielle Wirkung von diesen
verbessern kann.

Die Inaktivierung und Abtotung von Mikroorganismen und Viren durch den Einsatz von
KAP basiert auf der Synergie von verschiedenen physikalischen und chemischen
Wirkkomponenten. Neben elektromagnetischen Feldern, Warmestrahlung und UV-
Strahlung sind die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) von grol3er Be-
deutung. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen der KAP-Be-
handlung auf unterschiedliche RONS im Kontaktlinsenmittel untersucht.

Als Kontaktlinsenmittel kam hierbei exemplarisch die Biotrue All-in-One-Lésung von
Bausch + Lomb (BT) zum Einsatz. In Kontaktlinsenmitteln werden Phosphat oder Bo-
rat als Puffersystem eingesetzt, um einen konstanten pH-Wert zu erreichen, welcher
dem physiologischen Tranenfilm entspricht. Deswegen wurden neben BT die Auswir-
kungen der KAP-Behandlung auf die RONS-Konzentration in einer weiteren phosphat-
gepufferten Losung (PBS) untersucht. AuRerdem wurden die Untersuchungen durch
eine physiologische Kochsalzlésung (NaCl) und Millipore Wasser (MP) erganzt. NaCl
wird bereits teilweise verwendet, um Kontaktlinsen abzuspulen und so von groben Ver-
unreinigungen zu befreien, ohne jedoch antibakteriell zu wirken. Im Rahmen dieser
Studienversuche wurde getestet, ob durch eine KAP-Behandlung eine antibakterielle

Wirkung erreicht werden kann und sich somit der Einsatzbereich von NaCl im Bereich
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der Kontaktlinsenreinigung erweitern lasst. Im Gegensatz zu den drei zuvor aufgezahl-
ten Losungen sind in MP, keine Mineralien oder lonen enthalten, die mit dem KAP
interagieren konnen.

Im sogenannten Kurzzeitversuch wurden direkt nach der KAP-Behandlung (4 kHz; 1,
2 und 5 Minuten) die Menge von Wasserstoffperoxid (H202), Nitrat (NOgz"), Nitrit
(NOz2’) und weiteren reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ermittelt. Dabei fiel auf, dass
nach der KAP-Behandlung ein Konzentrationsanstieg der RONS im Vergleich zur je-
weils unbehandelten Losung erfolgte. In den meisten Fallen verhielt sich dieser An-
stieg dosisabhangig. Da die Biotrue All-in-One-L6sung, wie in der Packungsbeilage
beschrieben, bis zu 90 Tage nach Anbruch verwendet werden kann, stellte sich die
Frage, ob der beobachtete Anstieg der reaktiven Spezies auch Uber einen langeren
Zeitraum in den getesteten Losungen nachweisbar ist. Aufgrund dessen erfolgte im
Langzeitversuch die Messung der RONS eine, zwei, drei und vier Wochen nach der
KAP-Behandlung. Hierbei fiel auf, dass die ermittelte Konzentration der reaktiven Spe-
zies auch im Verlauf von vier Wochen in den meisten Fallen noch tber dem Wert der
unbehandelten Probe lag. Es konnten jedoch Unterschiede zwischen den vier Losun-
gen beobachtet werden. So verhielten sich die reaktiven Spezies beispielsweise in den
beiden gepufferten Losungen, KM und PBS, stabiler als im NaCl und im MP.

Im Anschluss wurde aul3erdem kontrolliert, inwieweit der bereits nachgewiesene An-
stieg der reaktiven Spezies nach der KAP-Behandlung eine Auswirkung auf die bak-
terizide Wirkung der vier LOsungen auf den Bakterienstamm Escherichia coli (E. coli)
hat. Neben der bereits benutzten Biotrue All-in-One Lésung von Bausch + Lomb wur-
den zwei weitere Kontaktlinsenldsungen genutzt, um herauszufinden, ob deren anti-
bakterielle Wirkung gegenuber E. coli mit BT vergleichbar ist. Es handelte sich hierbei
um die Boston® Ein-Flaschen-Kombi-L6sung von Bausch + Lomb (B&L) und
Eyemax24 Kontaktlinsenlésung von der MPG&E Handel und Service GmbH (EM). Es
wurden verschiedene Einwirkzeiten ausgewahlt, in denen die unterschiedlichen Lo-
sungen auf die Bakterien einwirkten. In Abhangigkeit von der Einwirkzeit der Kontakt-
linsenlésungen konnte die Reduktion der gramnegativen Bakterien etwas gesteigert
werden. Bei NaCl und MP konnte hingegen durch die KAP-Behandlung ein starker
Anstieg der bakteriziden Wirkung gegenuber E. coli verzeichnet werden.

Neben der Kontamination der Kontaktlinse mit potentiell pathogenen Erregern konnen
auch Ablagerungen auf der Linsenoberflache den Tragekomfort deutlich reduzieren
und als Nahrboden fur Bakterien fungieren [1] [33]. Aufgrund dessen spielt neben der
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bakteriziden Wirkung auch die Reinigungswirkung der Linsenmittel gegenuber Lipid-
und Proteinablagerung eine ausschlaggebende Rolle. Inwieweit sich die Reinigungs-
wirkung durch die Plasmabehandlung beeinflussen lasst, wurde an lipidbeschichteten
Silikon-Hydrogel-Tageslinsen getestet. Durch die Plasmabehandlung der drei Kontakt-
linsenldsungen konnte der Reinigungseffekt gegenlber Lipidablagerungen in allen
Fallen gesteigert werden. Da neben der Reinigungswirkung des Linsenmittels auch die
Vertraglichkeit nicht vollig auler Acht gelassen werden sollte, wurde zusatzlich noch
getestet, inwieweit sich die KAP-Behandlung auf den pH-Wert der vier Losungen aus-
wirkt und ob eine Dosisabhangigkeit hierbei ersichtlich wird. Bei den beiden gepuffer-
ten Losungen konnte nur ein geringer pH-Wert-Abfall beobachtet werden, wohingegen

bei MP und NaCl ein betrachtlicher Abfall gemessen wurden.

Im nun folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse diskutiert und ein Ausblick bezug-
lich der KAP-Behandlung von Kontaktlinsenmittel wird gegeben.

NaCl PBS MP KM
BT EM B&L

Reaktive 1 1 1 1 : .
Spezies (KZV)

Reaktive 1 1 1 1 : .
Spezies (LZV)

Bakterizide 1" - 1" o o o
Wirkung

Lipidreinigung - - l 1" 1 1
pH-Wert 1 I i ) - -

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Auswirkung der KAP-Behandlung verschiedener Lésungen auf die Konzentration der
reaktiven Spezies im Kurz- (KZV) und Langzeitversuch (LZV), die bakterizide Wirkung gegenuber Escherichia coli,
den pH-Wert und die Lipidreinigungsfunktion.

Bemerkung: Bezug wird jeweils zur unbehandelten Probe genommen. 11 starker Anstieg, 1 leichter Anstieg, <«
keine ersichtliche Auswirkung, | leichter Abfall, || starker Abfall, - es wurden keine Versuche durchgefiihrt.

NaCl (physiologische Kochsalzldsung), PBS (phosphatgepufferte Lésung), MP (Millipore Wasser), KM (Kontaktlin-
senlésung), BT (Biotrue All-in-One-Lésung), EM (Eyemax24 Kontaktlinsenlésung), B&L (Boston® Ein-Flaschen-
Kombi-Lésung), * signifikante Veranderung nach der maximaler KAP-Behandlungsdauer (5 oder 10 Minuten je
nach Versuchsaufbau) im Vergleich zur unbehandelten Lésungen p < 0.001, ** signifikante Veranderung nach der
maximaler KAP-Behandlungsdauer (5 oder 10 Minuten je nach Versuchsaufbau) im Vergleich zur unbehandelten
Lésungen p < 0.0001.
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4.2 Unmittelbare und langanhaltende Auswirkungen der KAP-Behandlung auf
die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) in vier unterschiedlichen

Losungen

Wie bereits unter 4.1 beschrieben Iasst sich die Wirkung von KAP auf das synergisti-
sche Zusammenspiel verschiedenster physikalischer und chemischer Komponenten
zuruckfuhren. Vor allem die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) neh-
men hierbei einen wichtigen Stellenwert ein. Die genaue Zusammensetzung der
RONS variiert je nach Plasmaquelle, Arbeitsgas, Energieverbrauch, Behandlungszeit
und Lage der zu behandelnden Probe zur Elektrode [69]. Die bei der KAP-Behandlung
generierten RONS konnen in Losungen eindringen und so ihre Wirkung auf diese Uber-
tragen. Bei diesen plasmaaktivierten Losungen (PAL) handelt es sich um ein komple-
xes Gemisch aus verschiedenen chemischen Komponenten, deren Zusammenset-
zung von der behandelten Losung, dem verwendeten Gas sowie der Art der Aktivie-
rung abhangt [136]. Wahrend der Plasmabehandlung von Losungen konnen drei Pha-
sen unterschieden werden. Sie werden als Gasphase, Plasma-Flussigkeits-Grenzfla-
che und Flussigkeitsbereich bezeichnet [142]. In der Gasphase liegen kurz- und lang-
lebige reaktive Spezies, wie Stickstoffmonoxid, Ozon, Hydroxylradikale, Singulett-Sau-
erstoff und Superoxidanionen vor [143]. Durch ZusammenstolRe der reaktiven Spezies
kann es in der Gasphase zur Ausbildung von Sekundarprodukten kommen. Im Bereich
der Plasma-Flussigkeits-Grenzflache treten die reaktiven Spezies mit Wasserdampf in
Kontakt, bevor dann die wasserldslichen Spezies in die flissige Phase Ubertreten und
in Losung gehen [142] [146]. In PAL sind vor allem langlebige reaktive Spezies enthal-
ten, welche eine wesentliche Rolle fur die biologische Wirkung der Losung spielen. Da
es sich hierbei vor allem um Wasserstoffperoxid (H202), Nitrit (NO2) und Nitrat (NOz")
handelt [143], fuhrten wir direkt im Anschluss an die KAP-Behandlung eine Konzen-
trationsbestimmung dieser reaktiven Spezies in den verschiedenen Losungen durch
(Kurzzeitversuch). In einem Langzeitversuch wurde auf3erdem die Stabilitat, der bei
der KAP-Behandlung entstandenen reaktiven Spezies Uber vier Wochen hinweg beo-
bachtet. Kontaktlinsenldsungen konnen bis zu 90 Tage nach Anbruch benutzt werden,
weswegen die Stabilitat der reaktiven Spezies Uber diesen Zeitraum hinweg von im-
menser Bedeutung ist, zumal die Wirkung von plasmabehandelten Losungen in erster
Linie von den reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies abhangt [147]. In der Ver-

gangenheit gab es bereits Messungen dazu, inwieweit und fur wie lange die reaktiven
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Spezies in unterschiedlichen Losungen stabil sind. Die meisten Veroffentlichungen lie-
gen bisher zu plasmabehandeltem Wasser vor, wobei jedoch die Lagerzeiten und die
Lagerbedingungen stark variieren [148] [149] [150]. Teilweise wird in den Studien Uber
die antibakterielle Wirkung der plasmabehandelten Losung auf die Stabilitat der reak-
tiven Spezies geschlossen [147]. Es wird geschlussfolgert, dass ohne eine gesteigerte
Konzentration an RONS keine antibakterielle Wirkung der plasmabehandelten Losung
vorliegen kann. In den vorliegenden Studien wurden unterschiedliche Ergebnisse ge-
neriert. So nimmt laut Traylor et al. die H202- und NO2-Konzentration in plasmaakti-
viertem Wasser (PAW) innerhalb von zwei Tagen stark ab und liegt letztendlich unter
der Nachweisgrenze [148]. Die NOs-Konzentration hingegen steigt jedoch im Verlauf
von vier Tagen langsam an. Beim plasmaaktivierten PBS konnen demgegenuber im
Verlauf von sieben Tagen keine Schwankungen der RONS-Konzentrationen verzeich-
net werden [148]. Im Gegensatz dazu stehen die Beobachtungen von Vlad und
Anghel, bei denen sich NO3 und H202in PAW im Verlauf von einer 21-tagigen Lage-
rung im Dunkeln bei Raumtemperatur stabil verhalten [149]. Neben den unterschiedli-
chen Lagerzeiten spielen auch die Lagerungsbedingungen, allen voran die Lagertem-
peratur, eine besondere Rolle. So untersuchten Shen et al. die H2O2-, NO2 und NO3
Konzentration in PAW im Verlauf von 30 Tagen bei einer Lagertemperatur von 25, 4,
- 20 und - 80 °C. Die H202- und NO2-Konzentration verhalt sich in diesem Zeitraum bei
- 80 °C konstant, wohingegen bei den hoheren Temperaturen ein Konzentrationsabfall
beobachtet wird. Bei NO3" kommt es unabhangig von der Lagertemperatur im Verlauf
der 30 Tage zu einem Abfall der Konzentration [150]. Die Lagerung der vier von uns
verwendeten Losungen erfolgte bei Raumtemperatur im Dunkeln, da Kontaktlinsen-
pflegemittel in der Regel so aufbewahrt werden. Interessant ware es auf3erdem, in
Anlehnung an die vorliegenden Publikationen herauszufinden, inwieweit das Absen-
ken der Temperatur sich auf die Konzentration und die Stabilitat von H.O2, NO2" und

NOjs in den vier Losungen auswirkt.
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Abbildung 18: Grafische Darstellung der Zunahme der reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) in phy-
siologischer Kochsalzl6sung (NaCl), Kontaktlinsenmittel (KM), einer phosphatgepufferten Lésung (PBS) und Milli-
pore Wasser (MP) nach durchgefiihrter KAP-Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Losung im Kurzzeitver-
such. Bemerkung: Konzentration hangt von der KAP-Dosis ab (da), reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Wasserstoff-
peroxid (H20-), Nitrit (NO2’), Nitrat (NO3)

4.2.1 Wasserstoffperoxid (H20»)

Bei H202 handelt es sich um die wichtigste und stabilste langlebige reaktive Sauer-

stoffspezies in plasmabehandeltem Wasser [151]. H20: ist vollstandig wasserloslich
[146] und unabhangig von der benutzten Plasmaquelle konnte bereits in der Vergan-
genheit durch eine KAP-Behandlung eine Konzentrationssteigerung in deionisiertem
Wasser beobachtet werden [152]. Andere Untersuchungen konzentrierten sich auf die
Auswirkungen der Plasmabehandlung auf die H202-Konzentration in der gepufferten
Lésung PBS. Auch hierbei konnte eine gesteigerte Menge an H.O> gemessen werden
[153]. Zu den beiden weiteren von uns verwendeten Losungen gab es in Bezug auf
die Veranderung der H2.O2-Konzentration nach KAP-Behandlung noch keine vergleich-
baren Veroffentlichungen.

Die H202-Messungen in den beiden ungepufferten Losungen MP und NaCl brachten
sowohl im Kurzzeit- als auch im Langzeitversuch bei den Versuchswiederholungen
heterogene Messergebnisse hervor, weswegen eine Auswertung unmoglich war. Bei
der spater durchgefuhrten Messung des pH-Wertes stellte sich heraus, dass die stark
schwankenden Messergebnisse mit einem pH-Wert-Abfall in MP und NaCl wahrend
der Plasmabehandlung in Verbindung stehen konnten, fir den der verwendete Assay
laut Herstellerangaben nicht ausgelegt ist. Der pH-Wert von PBS und KM verhielt sich
hingegen auch nach durchgefuhrter KAP-Behandlung recht stabil, weswegen die Er-
mittlung der H2O2-Konzentration nach Plasmabehandlung moglich war. Bei beiden L6-
sungen konnte direkt nach der KAP-Behandlung eine behandlungsdauerabhangige
H20O2-Anstieg im Vergleich zur unbehandelten Losung ermittelt werden, was mit den

-78 -



bereits vorliegenden Daten im Einklang steht [153]. Bei PBS fiel diese gegenuber dem
KM geringer aus, was mit dem enthaltenen Puffersystem zu tun haben konnte. Anstelle
eines Phosphatpuffers wurden in der Biotrue All-in-One Kontaktlinsenldsung von
Bausch + Lomb Borverbindungen in Form von Borsaure und Natriumborat verwendet,
um den pH-Wert zu stabilisieren. Dies kdonnte der ausschlaggebende Grund dafur sein,
dass bei KM eine gréRere H.O>-Zunahme nach Plasmabehandlung messbar war. Im
Verlauf von vier Wochen nahm diese wieder ab, sie lag jedoch weiterhin Uber den
Werten der unbehandelten Probe. Diese Beobachtung wurde bereits in den vorliegen-
den Veroéffentlichungen bei PAW gemacht. Die Ursache fur den Rickgang der H2O»-
Konzentration stellt dort die Reaktion von H202 mit NO2™ zu Peroxynitrit (ONOQO-) dar
[154]. Beim plasmabehandelten PBS konnten im Verlauf von vier Wochen kaum
Schwankungen der H20O2-Werte beobachtet werden. Dies lasst darauf schlieRen, dass
sich H20: in plasmabehandeltem PBS stabiler verhalt. Der enthaltene Phosphatpuffer
in PBS konnte sich auf die Reaktion von H202 mit NO2™ auswirken, was schlussendlich
die Umwandlung von H202 zu ONOO- hemmt. H2O- bleibt also erhalten und Schwan-
kungen im Bereich der H202-Konzentration bleiben aus. Da sich H202 Uber vier Wo-
chen hinweg in den beiden gepufferten Losungen unterschiedlich verhalt, kann davon
ausgegangen werden, dass der stabile pH-Wert keinen erheblichen Einfluss auf die

H202-Konzentration und die Entstehungsreaktion von ONOO" hat.

4.2.2 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
Die reaktiven Sauerstoffspezies werden in kurzlebig und langlebig unterteilt [143]. Zu

den Kurzlebigen gehdren neben Singulett-Sauerstoff auch Superoxidanionen, wohin-
gegen sich H20> deutlich stabiler in Losungen verhalt [151] und demnach auch langer
und besser nachgewiesen werden kann. Aufgrund dieses Sachverhalts kann davon
ausgegangen werden, dass ein Anstieg der ROS-Konzentration auch mit einem An-
stieg der H202-Konzentration in Verbindung steht.

Im KAP-behandelten MP und NaCl konnte sowohl im Kurzzeit- als auch im Langzeit-
versuch ein ROS-Anstieg beobachtet werden. Anhand dieser ROS-Zunahme kann da-
von ausgegangen werden, dass es auch zu einem Anstieg der H.O2-Menge in MP und
NaCl kam, welcher mit dem uns vorliegenden Assay jedoch aufgrund der plasmabe-
dingten pH-Wert-Schwankungen nicht messbar war. Diese Beobachtungen wirden
mit bereits vorliegenden Veroffentlichungen Ubereinstimmen, bei denen es zu einer
gesteigerten H.O2-Konzentration nach KAP-Behandlung kommt [153] [155] [152]. Die
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Steigerung der reaktiven Sauerstoffspezies war bei MP im Kurz- und Langzeitversuch
unabhangig von der Behandlungsdauer. Bei NaCl hingegen fiel bei beiden Versuchs-
durchfuhrungen eine Abhangigkeit zwischen Behandlungsdauer und ROS-Zunahme
auf (vgl. Abbildung 18). Bei beiden behandelten Losungen kam es im Verlauf von vier
Wochen zu einem leichten Abfall der ROS-Menge, was mit den Ergebnissen aus der
Studie von Tsoukou et al. Ubereinstimmt [147].

Im KM konnte wahrend des Kurzzeitversuchs ein leichter, behandlungsdauerabhangi-
ger ROS-Anstieg beobachtet werden, welcher im Verlauf von vier Wochen jedoch wie-
der abnahm. Bei PBS kam es durch die KAP-Behandlung zu keiner ROS-Steigerung.
Da in bereits vorliegenden Publikationen der Konzentrationsanstieg von ROS von der
Art der Entladung und dem Luftspalt zwischen Plasmaquelle und Flussigkeit abhing
[152] [151], ware es zu Uberlegen diese beiden Modifikatoren in zukunftigen Versu-
chen abzuandern, um auch in PBS einen Anstieg der ROS-Konzentration generieren

zu kdnnen.

4.2.3 Nitrit (NO2’) und Nitrat (NOg3’)
Neben H202wurden in der Vergangenheit vor allem die beiden reaktiven Stickstoffspe-

zies Nitrat (NOg3") und Nitrit (NO27) in PAL nachgewiesen, welche jedoch nur entstehen
konnen, wenn im Tragergas Stickstoff enthalten ist [151]. Aufgrund dessen kon-
zentrierten sich die von uns durchgefuhrten Untersuchungen auf die Menge dieser
beiden RNS in den vier Losungen nach durchgeflhrter KAP-Behandlung im Vergleich
zur unbehandelten Losung sowohl im Kurz- als auch im Langzeitversuch. Nach der
KAP-Behandlung mit dielektrischer Oberflachenentladung kann in bereits vorliegen-
den Publikationen in deionisiertem Wasser ein Anstieg der NO2- und NOz™-Konzentra-
tion verzeichnet werden [156]. Der Ort der Entladung hat hierbei einen immensen Ein-
fluss auf die jeweilige RNS-Konzentration. So kdnnen bei einer Entladung direkt im
Wasser hohere RNS-Konzentrationen generiert werden als bei der Entladung auler-
halb [154]. Da mdgliche Interferenzen zwischen der Nachweisreaktion und der in der
Losung enthaltenen Salzkomponenten nicht ausgeschlossen werden kdnnen, wurde
in den vorliegenden Veroffentlichungen vor allem die Auswirkung der Plasmabehand-
lung auf die RNS in deionisiertem Wasser untersucht [156].

Die von uns direkt nach der KAP-Behandlung ermittelten NO2™- und NOs-Werte in MP
stimmen mit diesen bereits bestehenden Erkenntnissen uberein. Bei NO2 konnte ein
starker, dosisunabhangiger Anstieg beobachtet werden. Im Vergleich dazu fiel jedoch

- 80 -



die behandlungsdauerabhangige NO3™-Steigerung starker aus, was damit zusammen-
hangen konnte, dass NO2" uber das Zwischenprodukt Peroxynitrit teilweise in NO3 um-
gewandelt wird [155]. Bei NaCl konnte gegenuber dem plasmabehandelten MP nur ein
leichter dosisunabhangiger NO2>-Anstieg beobachtet werden. Dies kdnnte mit den ent-
haltenen Natrium- (Na*) und Chloridionen (Cl") zusammenhangen, die entweder mit
dem entstandenen NO2 interagieren oder sich auf das kolorimetrische Nitrit-Nitrat-
Assay-Kit auswirken. In Bezug auf die NOs-Menge konnte im plasmabehandelten
NaCl eine starke dosisabhangige Steigerung beobachtet werden, welche jedoch ge-
ringer ausfiel als die in MP. Bei den beiden ungepufferten Lésungen NaCl und MP
konnte im Verlauf von vier Wochen ein Abfall der NO>-Menge verzeichnet werden. Bei
Oehmingen et al. kommt es bereits eine Woche nach der KAP-Behandlung von deio-
nisiertem Wasser mithilfe einer dielektrischen Oberflachenentladung zu einem Abfall
der anfanglich angestiegenen NO2-Konzentration. Als Ursache wurde hier die Um-
wandlung von NO2 zu NOg3™ unter sauren Bedingungen genannt [156]. Durch die KAP-
Behandlung kommt es zu einem Abfall des pH-Werts, welcher die Umwandlung von
NO>" zu salpetriger Saure begunstigt [157]. Dieser Sachverhalt wurde auch bei MP
und NaCl zutreffen, denn auch bei diesen Losungen konnte nach der KAP-Behandlung
ein saurer pH-Wert gemessen werden. Shen et al. fanden heraus, dass die Stabilisie-
rung der NO2z-Konzentration in plasmabehandeltem Wasser durch eine Reduktion der
Lagertemperatur moglich ist. So konnte durch eine Reduktion der Lagertemperatur auf
- 80 °C ein Absinken der NO2z-Konzentration im Verlauf von 30 Tagen verhindert wer-
den [150]. Aufgrund dieser Beobachtung konnte man bei zukunftigen Versuchen die
Lagertemperatur reduzieren und so versuchen die NO2-Konzentration zu stabilisieren.
Bei den beiden gepufferten Losungen KM und PBS konnte nach der Plasmabehand-
lung jeweils eine starke dosisabhangige NO2-Steigerung verzeichnet werden, welche
mit den Messwerten von MP vergleichbar ist. Dies wurde bedeuten, dass die in den
beiden gepufferten Losungen enthaltenen Inhaltsstoffe keine ausschlaggebende Wir-
kung auf NO2" haben. Der NOs-Anstieg im plasmabehandelten PBS war mit dem von
NO2 vergleichbar. Deshalb kann darauf geschlossen werden, dass die bereits be-
schriebene Umwandlung von NO2 zu NOg3" in PBS gehemmt wird und sich deswegen
NO-" stabiler verhalt. Wahrend des Langzeitversuchs verhielt sich die NO2™-Steigerung
in PBS und KM stabil, was mit dem bestandigen pH-Wert in Verbindung steht [156].
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4.3 Auswirkung der KAP-Behandlung auf die bakterizide Wirkung verschiedener
Losungen am Beispiel von Escherichia coli

In der Vergangenheit konnten bei den All-in-One Kontaktlinsenlésungen keine zufrie-
denstellenden mikrobioziden Wirkungen beobachtet werden [44]. Sie wiesen entweder
WirklUcken auf [58] oder waren im schlimmsten Fall selbst die Ursache fur die Entste-
hung von Keratitiden. So kam es beispielsweise im Jahr 2006, in Singapur, Hongkong
und den Vereinigten Staaten durch die Nutzung der ReNUMoisturelLoc-Lésung von
Bausch + Lomb zu dem vermehrten Auftreten von mykotischen Hornhautentzindun-
gen [55]. Diese Beobachtungen bezuglich der schlechten antimikrobiellen Wirkung
konnten auch bei den von uns durchgefuhrten Versuchen bestatigt werden. Wahrend
der Etablierungsversuche wurde die bakterizide Wirkung von insgesamt neun Kontakt-
linsenreinigungsmitteln gegenuber Escherichia coli (E. coli) getestet. Die beste Wir-
kung gegenuber den gramnegativen Bakterien konnten durch die Biotrue All-in-One
Lésung von Bausch + Lomb (BT), die Boston® Ein-Flaschen-Kombi-Lésung von
Bausch + Lomb (BL) und die Eyemax24 Kontaktlinsenlésung von der MPG&E Handel
und Service GmbH (EM) generiert werden. Aufgrund dessen erfolgten die nachfolgen-
den Versuche mit diesen drei Losungen, bei denen jedoch nur BL nach einer 24-stun-
digen Einwirkzeit eine desinfizierende Wirkung aufwies. Bei der vom Hersteller ange-
gebenen Einwirkzeit von mindestens vier Stunden lag die Reduktion von E. coli bei
allen drei Losungen unter 99,9%. Diesen Kontaktlinsenlosungen kdnnen demnach
keine desinfizierenden Eigenschaften zugesprochen werden, fur die eine Reduktion
der Bakterien von 99,999% notig ware. Auch durch eine KAP-Behandlung konnte die
desinfizierende Wirkung der von uns verwendeten Kontaktlinsenreinigungsmittel nicht
verbessert werden. Beim KAP-behandelten MP und NaCl hingegen wurden beeindru-
ckende bakterizide Wirkungen gegenuber E. coli verzeichnet. So lag bei den beiden
zehnminutig behandelten Losungen bereits nach einer vierstiindigen Einwirkzeit eine
desinfizierende Wirkung vor. In der Vergangenheit konnte bereits beobachtet werden,
dass durch plasmaaktiviertes Wasser (PAW) eine Inaktivierung von E. coli moglich ist
[136]. Die Verlangerung der Kontaktzeit mit den Bakterien oder die Steigerung der
Plasmabehandlungszeit verbesserte die bakterizide Wirkung der plasmaaktivierten
Lésung, was auch bei den von uns durchgefuhrten Versuchen ersichtlich war [152].
Laut Perinban et al. lassen sich die antimikrobiellen Eigenschaften von PAW auf den
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synergistischen Effekt aus dem sauren pH-Wert, dem hohen positiven Oxidations-Re-
duktionspotential und der Bildung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies zu-
ruckfuhren [151]. Wodurch es zu oxidativen Schaden im Bereich der Zellmembran,
dem Abbau der Zellwand, einer Zellschrumpfung, dem Austritt von Cytoplasma oder
einem Abbau der DNA kommen kann, was eine bakterizide Wirkung mit sich bringt
[147]. In BT kam es zwar zu einem Anstieg der RONS-Konzentration, der pH-Wert-
Abfall blieb jedoch aus. Dieses fehlende Zusammenwirken aus saurem pH-Wert und
dem Konzentrationsanstieg der reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies konnte die
Ursache dafur sein, dass die KAP-Behandlung sich nicht auf die bakterizide Wirkung
von Kontaktlinsenmitteln auswirkt. Der alleinige Anstieg an RONS in KM reicht dem-
nach nicht aus, um die bakterizide Wirkung gegenuber E. coli zu verbessern.

Die von uns generierten Ergebnisse beziehen sich auf Bakterien, die sich in einem
planktonischen Zustand befinden. Da die Bakterien auf der Kontaktlinsenoberflache
hingegen adharieren und es zu der Ausbildung von Biofilmen kommen kann, ware es
interessant zu Uberprufen, ob die Wirkung der plasmabehandelten Losungen auf
planktonische Bakterien mit den von uns ermittelten Ergebnissen Ubereinstimmt. In
vorliegenden Publikationen wurde diesbezuglich erwahnt, dass die Wirkung von plas-
maaktiviertem Wasser gegenuber Bakterien im planktonischen Zustand besser ist, da
es in der adharenten Phase zu der Ausbildung einer Schutzschicht kommt [151]. Ne-
ben dem Zustand der Bakterien spielen auch deren Eigenschaften eine immense
Rolle, was die Anfalligkeit gegenluber plasmabehandelten Losungen angeht. Bei E. coli
handelt es sich beispielsweise um gramnegative Stabchen, welche Bestandteil der
physiologischen Darmflora sind [158]. Pathogenetisch gelangen diese durch kontami-
nierte Finger auf die Kontaktlinsenoberflache und somit zwangsweise ins Auge, wo sie
folglich Entzindungen verursachen konnen. Durch E. coli hervorgerufene Infektionen
des Auges sind jedoch eher selten, da sie direkt von Phagozyten eliminiert werden
[159]. Als haufigste infektionsbedingte Kontaktlinsenkomplikation kann die Keratitis
angefuhrt werden, welche in 90% der Falle bakterieller Genese ist [160] [161]. Als hau-
figste Erreger in Bezug auf die kontaktlinsenassoziierte Keratitis konnen Staphylococ-
cus aureus (S. aureus) und Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) genannt wer-
den [162]. Da die von uns durchgefuhrten Versuche ausschlieldlich die antibakterielle
Wirkung der verschiedenen plasmabehandelten Losungen gegenuber E. coli unter-
sucht haben, ware es auRerdem von gro3em Interesse zu untersuchen, ob die Wir-

kung auf S. aureus und P. aeruginosa vergleichbar ist. Bei P. aeruginosa handelt es
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sich wie bei E. coli um ein gramnegatives Stabchen [163], wohingegen S. aureus als
grampositives, kugelférmiges Bakterium vorliegt [164]. Gegenuber KAP konnte bei
gramnegativen Bakterien eine hohere Sensitivitat beobachtet werden als bei grampo-
sitiven Bakterien [165]. Im direkten Vergleich zu E. coli war S. aureus gegenuber plas-
mabehandeltem Wasser weniger anfallig. Jedoch konnten beide Bakterienstdmme
durch eine 24-stindige Einwirkzeit bis unter die Nachweisgrenze reduziert werden
[152]. Neben E. coli und S. aureus konnte bei PAW auch gegenuber P. aeruginosa
eine bakterizide Wirkung beobachtet werden [166]. Da die von uns verwendeten Kon-
taktlinsenlosungen laut Hersteller bis zu drei Monate nach Anbruch benutzt werden
konnen, ist es von grof3er Bedeutung, dass die gute antibakterielle Wirkung Uber die-
sen Zeitraum hinweg erhalten bleibt. Die von uns durchgefuhrten Versuche berlck-
sichtigen ausschliel3lich die antibakterielle Wirkung direkt nach der KAP-Behandlung,
weswegen an dieser Stelle Bezug auf bereits vorliegende Ergebnisse genommen wer-
den muss. Im Bereich der bakteriellen Langzeitwirkung unterscheiden sich diese je-
doch deutlich. Laut Tsoukou et al. hangt die bakterizide Wirkung von PAW stark von
der Lagertemperatur ab. Wird PAW demnach bei Raumtemperatur oder 4 °C gelagert,
geht die bakterizide Wirkung gegenuber E. coliund S. aureus vollstandig verloren. Bei
einer Lagertemperatur von — 80 °C oder — 150 °C hingegen ist auch nach 6 Monaten
noch eine bakterizide Wirkung ersichtlich, die keinesfalls dem direkt behandelten PAW
etwas nachsteht [147]. Demgegenuber sind die Beobachtungen von Lee et al. zu nen-
nen, gemaf deren Studien die bakterizide Wirkung von PAW unabhangig von der La-
gertemperatur Uber 6 Monate auf S. aureus, E. coliund P. aeruginosa aufrechterhalten
werden konnten [166]. In Bezug auf die tagliche Reinigung von Kontaktlinsen mit plas-
mabehandelter LOosung, ware es von grol3er Bedeutung, dass die bakterizide Wirkung
auch bei Raumtemperatur aufrecht erhalten bleiben kann. Denn kaum ein Linsentrager
hat die Moglichkeit die Reinigungslosung bei — 80 °C oder — 150 °C zu lagern.
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4.4 Auswirkung der KAP-Behandlung auf die Reinigungswirkung verschiedener
Losungen gegeniiber lipidbeschichteter Kontaktlinsen

Eine mogliche Kontamination der Kontaktlinse mit Bakterien, Viren und Pilzen kann
durch Ablagerungen auf der Linsenoberflache begunstigt werden [33]. Allem Voran
sind an dieser Stelle neben den Proteinablagerungen die Lipidablagerungen zu nen-
nen, welche vor allem auf Monats- und Jahreslinsen zu beobachten sind. Diese Lipid-
ablagerungen konnen entweder exogener oder endogener Genese sein. Wobei die
exogenen Lipide vor allem auf Kosmetikprodukte zurtckzufuhren sind und die endo-
genen Lipide aus dem Tranenfilm stammen [18]. Die endogenen Lipide bilden den
Hauptbestandteil der aul3eren Tranenfilmschicht und sollen dem Verdunsten entge-
genwirken. Die Lipide werden von der Meibomdrise sezerniert und beinhalten Cho-
lesterin, Cholesterinester, Triglyceride und Phospholipide [31]. Da wahrend der Eta-
blierungsversuche keine gleichmaRige Lipidbeschichtung der Silikon-Hydrogel-Tages-
linsen mithilfe von Cholesterol moglich war, wurde alternativ natives Olivendl verwen-
det. An den lipidbeschichteten Kontaktlinsen wurde im Anschluss die Reinigungswir-
kung von KAP-behandelten MP, BT, EM und B&L im Vergleich zur jeweils unbehan-
delten Probe getestet. Bei allen behandelten Kontaktlinsenmitteln konnte gegenuber
der unbehandelten Probe eine bessere Reinigungswirkung auf die Lipidbeschichtung
verzeichnet werden. Bei MP kam es hingegen zu einer schlechteren Lipidreinigung. In
den Kontaktlinsenlosungen konnte eine Konzentrationssteigerung der reaktiven Spe-
zies beobachtet werden, genau wie im MP. Der Anstieg der reaktiven Spezies in den
behandelten Losungen begunstigt eine Lipidoxidation [167]. Bei dieser greifen Radi-
kale die ungesattigten Fettsauren im Bereich der Doppelbindung an und spalten ein
Wasserstoffatom ab. Auf diese Weise entsteht folglich ein Lipidradikal, welches mit
Sauerstoff weiter zu einem Peroxylradikal reagiert. Das entstandene Peroxylradikal ist
dann in der Lage, eine weitere Doppelbindung anzugreifen. Diese Reaktion geht so
lange weiter, bis kein Wasserstoff mehr vorliegt [168]. Bei Olivendl handelt es sich um
ein pflanzliches Ol, welches einen hohen Gehalt an einfach ungeséattigten Fettsduren
aufweist [169]. Deshalb ist Olivendl sehr anfallig fur die Oxidation durch Radikale [170].
Aber nicht nur in den Fettsduren vom Olivendl sind Doppelbindungen enthalten, son-
dern auch im Cholesterin, den Cholesterinestern, den Triglyceriden und den Phos-
pholipiden des Tranenfilms [171-173]. Aufgrund dessen kann davon ausgegangen
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werden, dass es auch bei diesen Lipiden bei Kontakt mit plasmabehandelten Losun-
gen zu einer Lipidoxidation kommt. Inwieweit diese Oxidation aber eine Folge auf die
Reinigung und den Tragekomfort der Kontaktlinse hat, muss noch geklart werden.

Der einzige Unterschied, der zwischen den gepufferten Kontaktlinsenlésungen und
dem ungepufferten MP beobachtet werden konnte, war der pH-Wert. Durch die Plas-
mabehandlung nimmt der pH-Wert von MP ab und liegt letztendlich im sauren Bereich,
wohingegen sich der pH-Wert der Kontaktlinsenldsung recht stabil verhalt. Bei einem
Abfall des pH-Wertes kommt es in der Losung zu einem Konzentrationsanstieg der
Wasserstoffionen [174]. Diese lonen sind einfach positiv geladen. Das Kontaktlinsen-
material von Silikon-Hydrogel-Linsen besteht hingegen aus einem negativ geladenen
Material [19]. Aufgrund dessen kann davon ausgegangen werden, dass sich die positiv
geladenen Wasserstoffionen an die Linse lagern. Das hat zur Folge, dass das Linsen-
material in einen ungeladenen Zustand ubergeht, was den Lipiden wiederum die An-
lagerung erleichtert. Bei Lipiden handelt es sich um hydrophobe Reagenzien, die sich
nicht in polaren Losungsmitteln I6sen lassen [175] und sich deswegen schlecht auf der
geladene Linsenoberflache ablagern. Aufgrund dessen nimmt mit der KAP-Behand-
lung und dem daraus resultierenden pH-Wert-Abfall die Reinigungswirkung von MP
gegenuber lipidbeschichteter Silikon-Hydrogel-Kontaktlinsen ab. In den Kontaktlinsen-
I6sungen sind anders als bei MP noch viele weitere Wirkstoffe enthalten, die zu einer
Lipidreinigung fuhren. Da bei allen Kontaktlinsenlosungen nach der KAP-Behandlung
eine bessere Lipidreinigung ersichtlich war, kann davon ausgegangen werden, dass
das Plasma einen unterstutzenden Effekt auf diese reinigenden Inhaltsstoffe hat. In
den von uns durchgefuhrten Versuchen wurden ausschlief3lich Tageslinsen verwen-
det, welche in der Regel nicht gereinigt, sondern direkt nach dem Gebrauch verworfen
werden. Es ware demnach von grof3em Interesse, ob auch bei Monats- oder Jahres-
linsen eine verbesserte Lipidreinigung durch die KAP-Behandlung der Linsenlésung

erzielt werden kann.
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4.5 Auswirkung der KAP-Behandlung auf den pH-Wert von verschiedenen

Losungen

Wie in bereits vielen vorliegenden Publikationen beschrieben, konnten auch wir einen
Abfall des pH-Wertes in den beiden ungepufferten Lésungen MP und NaCl beobach-
ten [152, 155, 176]. Mit zunehmender Plasmaexposition sank der pH-Wert immer wei-
ter ab und lag letztendlich im sauren Bereich. Fur den Abfall des pH-Wertes sind die
reaktiven Spezies verantwortlich, die bei der Plasmabehandlung entstehen. Sie re-
agieren mit der Losung und bilden saure Komponenten, wie salpetrige Saure, Salpe-
tersaure und Wasserstoffperoxid. Diese sind dann die Ursache fur das Absinken des
pH-Wertes [151]. Da die reaktiven Spezies je nach verwendetem Tragergas variieren
konnen, hangt schlussendlich auch der pH-Wert der Losung von diesem ab. Fungiert
die Umgebungsluft beispielsweise als Tragergas, oder ist Stickstoff in ihr enthalten,
kommt es zur Ausbildung von Stickoxiden. Diese fuhren konsekutiv zu einem Absinken
des pH-Wertes, wenn sie in LOsung gehen [151]. Der saure pH-Wert begunstigt dann
wiederum die Ausbildung neuer chemischer Spezies [154]. Laut Thirumdas et al. ver-
halt sich der pH-Wert-Abfall Gber 30 Tage hinweg bei verschiedenen Temperaturen
stabil [154]. Aufgrund der Tatsache, dass durch die Plasmabehandlung von MP und
NaCl eine Verschiebung des pH-Wertes in den sauren Bereich erfolgt, ist der Einsatz
dieser Losungen bei der Kontaktlinsenreinigung eher kritisch zu bewerten, da es pH-
Wert-empfindliche Linsen gibt, welche bei pH-Wert-Schwankungen ihre Form veran-
dern. Durch die Verschiebung des pH-Werts in den sauren Bereich, kommt es zu einer
Reduktion des Durchmessers sowie des hinteren optischen Radius [39]. AuRerdem
konnen die sauren Losungen nach dem Reinigungsprozess in das Auge gelangen,
was Irritationen begunstigt. Um dies zu verhindern, konnten Kontaktlinsentrager eine
neutralisierende Losung auf die Linse geben, bevor sie diese auf das Auge setzen. Ein
vergleichbarer Neutralisationsprozess findet bereits bei den sehr gut wirkenden Per-
oxidsystemen Verwendung [1]. Nach der Reinigung mit H-O2 kommen Katalase- oder
Natriumpyruvatlosungen zum Einsatz, um den sauren pH-Wert zu neutralisieren [41].
Man muss jedoch bedenken, dass ein weiterer Schritt bei der Reinigung mehr Aufwand
fur den Kontaktlinsentrager bedeuten wirde. Bei KM und PBS wurde durch die KAP-
Behandlung der pH-Wert kaum beeinflusst. Er lag auch nach der funfminttigen Be-
handlung noch im neutralen Bereich, was sich auf das Puffersystem zuruckfuhren
lasst, das in beiden Losungen enthalten ist. Puffersysteme sind in der Lage bei Zugabe
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einer Saure oder einer Base eine Veranderung des pH-Wertes zu verhindern. Hierfur
enthalten sie ein konjugiertes Saure-Base-Paar. Die Aufgabe der Saure besteht darin
die anfallenden OH-lonen abzufangen, wohingegen die Base die H*-lonen neutrali-
siert [177]. In Kontaktlinsenlosungen fungiert neben Phosphat auch Borat als Puffer-
system, damit der pH-Wert der Losung maoglichst dem der physiologischen Tranen-
flussigkeit entspricht [39]. In denen von uns getesteten Kontaktlinsenmitteln wurde
Natriumborat als Puffersystem verwendet. Aufgrund des stabilen pH-Wertes ist daher
nichts gegen die Plasmabehandlung von Kontaktlinsenlésungen einzuwenden.

Abschliel3end soll noch einmal ein Bezug zur ursprunglichen Fragestellung genommen
werden. Kann durch eine KAP-Behandlung die Wirkung von Kontaktlinsenmitteln ver-
bessert und so das Risiko fur mogliche Kontaktlinsenkomplikationen, wie die infektiose
Keratitis reduziert werden?

Eine positive Auswirkung der KAP-Behandlung war vor allem bei der Reinigung der
Kontaktlinsen von Lipidablagerungen ersichtlich. Diese verbesserte Reinigung der Lin-
senoberflache von Lipiden wirkt sich letztendlich auf die Adhasion von Mikroorganis-
men aus. Die Lipidablagerungen werden also stark vermindert, was folglich die Konta-
mination durch Bakterien, Viren und Pilze reduziert. Aufgrund der verminderten Mi-
kroorganismenadhasion sinkt die Wahrscheinlichkeit, dass der Linsentrager eine in-
fektionsbedingte Kontaktlinsenkomplikation erleidet. In Bezug auf die bakterizide Wir-
kung von Kontaktlinsenmittel gegenuber E. coli konnten durch die KAP-Behandlung
keine erheblichen Veranderungen im Vergleich zur unbehandelten Kontaktlinsenlo-
sung festgestellt werden. Diese Beobachtung unterstutzt die bereits bestehende Ver-
mutung, dass die bakterizide Wirkung von plasmabehandelten Losungen nicht aus-
schlieBlich vom Anstieg der RONS abhangt. Sie lasst sich auf den synergetischen Ef-
fekt zwischen den RONS und dem pH-Wert-Abfall zurlckfUhren [176]. Im plasmabe-
handelten Kontaktlinsenmittel konnte zwar ein Anstieg aller RONS beobachtet werden,
jedoch verhielt sich der pH-Wert sehr stabil und lag auch nach durchgefuhrter KAP-
Behandlung noch im neutralen Bereich. Anders war dies beim plasmabehandelten MP,
wo neben der gesteigerten RONS-Menge auch ein Abfall des pH-Wertes beobachtet
wurde. In Bezug auf die bakterizide Wirkung gegenuber E. coli konnte das behandelte
MP faszinierende Ergebnisse erzielen, welche sogar mit einer 3%igen H2O> Lésung
vergleichbar waren. Wurde man aufgrund der guten bakteriziden Wirkung ausschlief3-
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lich plasmabehandeltes MP zur Kontaktlinsenreinigung verwenden, wurde es im Be-
reich des Auges zu Irritationen kommen, da der pH-Wert der Losung nicht dem der
physiologischen Tranenfliissigkeit entspricht. Aufgrund dessen liegt die Uberlegung
nahe, ob plasmabehandeltes MP in Kombination mit plasmabehandeltem Kontaktlin-
senmittel Anwendung finden soll. In einem ersten Schritt wirde man mittels KAP-be-
handeltem MP die Linse von Bakterien befreien, bevor in einem zweiten Schritt die
Linse mit plasmabehandeltem KM in Kontakt kommt. In dem zweiten Schritt wirde
dann eine Neutralisation des pH-Wertes und eine intensivierte Reinigung der Linse
von Lipidablagerungen erfolgen. Auf diese Weise lielRen sich die Vorteile beider be-
handelter Losungen kombinieren, was die Kontaktlinsenreinigung effizienter gestalten
und das Auftreten von Kontaktlinsenkomplikationen mindern wirde. Da Kontaktlinsen-
reinigungsmittel laut Hersteller bis zu 90 Tage nach Anbruch verwendet werden kon-
nen, musste aullerdem getestet werden, ob die gesteigerte Lipidreinigung auch noch
nach dieser Zeit bei den plasmabehandelten Losungen vorliegt. Wahrend der Lang-
zeitversuche ist aufgefallen, dass es im Verlauf von vier Wochen zu einem Abfall aller
reaktiven Spezies im behandelten MP kommt. Da die bakterizide Wirkung vor allem
von diesen reaktiven Spezies abhangt, gilt es aullerdem abzuklaren ob und wie weit
diese im Verlauf von 90 Tagen noch absinken und ob dies eine Auswirkung auf die
bakterizide Wirkung der Losung hat. In bereits vorliegenden Publikationen wurde her-
ausgefunden, dass durch ein Absenken der Lagertemperatur die Stabilisierung der
reaktiven Spezies maoglich ist [150], was sich mit gro3er Wahrscheinlichkeit auch auf
MP Ubertragen liele.
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5. Zusammenfassung

Das Auftreten von Kontaktlinsenkomplikationen, hervorgerufen durch eine mangel-
hafte Reinigung der Linsen mithilfe von sogenannten ,All-in-One-Kontaktlinsenreini-
gungslosungen® stellt global gesehen ein medizinisch relevantes Problem dar. Daher
liegt ein Hauptfokus klinischer Forschungsbemuhungen in diesem Bereich auf der
|dentifikation und der Etablierung neuartiger sowie potenter Substanzen zur Reinigung
von Kontaktlinsen. Durch kaltes atmospharisches Plasma (KAP) konnten in der Ver-
gangenheit in diversen medizinischen Bereichen hervorragende antibakterielle Effekte
erzielt werden, welche sich auch auf Losungen Ubertragen lie3en. Aufgrund dieses
Sachverhalts sollte in dieser Dissertation geklart werden, ob durch die KAP-Behand-
lung von Kontaktlinsenlosungen eine bessere Reinigungswirkung von Kontaktlinsen
erzielt werden kann. Neben den Kontaktlinsenldsungen wurden drei zusatzlichen L6-
sungen in die Versuche mit einbezogen. Es handelt sich um Millipore Wasser (MP),
physiologische Kochsalzlosung (NaCl) und eine phosphatgepufferte Losung (PBS).
Da vor allem die Konzentration der reaktiven Stickstoff- und Sauerstoffspezies (RONS)
eine Schlusselrolle bei der antibakteriellen Wirkung der Losungen einnimmt, wurde
zuerst die Konzentration der RONS in KM, NaCl, PBS und MP nach durchgeflhrter
KAP-Behandlung (4 kHz; 1, 2, 5 min) bestimmt. Die Messung von den reaktiven Sau-
erstoffspezies, Wasserstoff, Nitrit und Nitrat erfolgte dazu direkt nach der KAP-Be-
handlung (Kurzzeitversuch) und im Verlauf von vier Wochen (Langzeitversuch). Auf
diese Weise wurde die Stabilitat der RONS in den Losungen evaluiert. Des Weiteren
wurde die antibakterielle Wirkung der plasmabehandelten Losungen auf Escherichia
coli getestet. Hierzu wurden die Biotrue All-in-One Lésung von Bausch + Lomb (BT),
die Boston® Ein-Flaschen-Kombi-Lésung von Bausch + Lomb (BL) sowie die
Eyemax24 Kontaktlinsenlésung von der MPG&E Handel und Service GmbH (EM) ver-
wendet. Neben dem Einsatz unterschiedlicher Kontaktlinsenreinigungsmittel wurde die
Einwirkzeit der Losungen auf die Bakterien von einer Stunde auf bis zu 24 Stunden
verlangert. Ein weiteres Augenmerk wurde auf die Reinigungswirkung der KAP-behan-
delten Losungen gegenuber lipidbeschichteten Silikon-Hydrogel-Tageslinsen gelegt,
bevor abschliefend die Messung des pH-Wertes der KAP-behandelten Losungen er-
folgte. Letztendlich konnte direkt nach der KAP-Behandlung ein Anstieg der RONS-

Konzentration in den Losungen verzeichnet werden, welcher sich im Verlauf von vier
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Wochen als stabil erwies bzw. leicht absank. Bezuglich der antibakteriellen Wirkung
gegenuber E. coli konnten bei den plasmabehandelten Kontaktlinsenlésungen keine
fundamentalen Einflisse verzeichnet werden, wohingegen bei MP und NaCl durch die
KAP-Behandlung desinfizierende Eigenschaften mit einer Keimreduktion um 99,999%
generiert wurden. Die Reinigungswirkung der Kontaktlinsenmittel auf lipidbeschichtete
Silikon-Hydrogel-Tageslinsen konnte jedoch durch die Plasmabehandlung deutlich
verbessert werden, wahrend sich die Reinigungswirkung von MP nach erfolgter Plas-
mabehandlung verschlechterte. Bei der abschlieienden Messung des pH-Wertes fiel
auf, dass es bei MP und NaCl nach der KAP-Behandlung zu einem deutlichen Abfall
des pH-Wertes kam, wohingegen in den gepufferten Losungen KM und PBS kaum

Schwankungen verzeichnet werden konnten.

Schlussendlich kann durch die vorliegenden Ergebnisse die Hypothese propagiert
werden, dass durch die KAP-Behandlung von Kontaktlinsenlosungen keine Verbesse-
rung der antibakteriellen Wirkung gegenuber E. coli generiert werden kann. Jenseits
der alleinigen KAP-Behandlung, ist sicherlich eine perspektivisch interessante Frage-
stellung, ob sich die bisherige Kontaktlinsenreinigung nicht durch plasmabehandelte
Medien, wie beispielsweise MP oder NaCl, erganzen lie3e. Gerade gegenuber E. coli
entfalteten diese beiden plasmabehandelten Losungen eine beeindruckende antibak-
terielle Wirkung, welche einem Desinfektionsmittel in keiner Weise etwas nachsteht.
In zukunftig durchgeflhrten Versuchen gilt es noch zu klaren, ob sich diese Wirkung
ausschlieBlich auf E. coli bezieht, oder ob die Haupterreger fur die kontaktlinsenasso-
ziierte Keratitis, S. aureus und P. aeruginosa, genauso effizient eliminiert werden kon-
nen. Derimmense Vorteil der beiden plasmabehandelten Medien gegenlber den stan-
dardmafigen Desinfektionsmitteln besteht darin, dass sie keine potentiell allergenen
Stoffe beinhalten und bisher keine Resistenzen von Bakterien nachgewiesen werden
konnten. Wahrend der Plasmabehandlung von MP und NaCl wurde zwar ein Abfall
des pH-Wertes in den sauren Bereich verzeichnet, welcher das Auge beim Einsetzen
der Linse reizen konnte, jedoch konnte man diesen verhindern, indem man die Linse
vor dem Einsetzen mit einer plasmabehandelten Kontaktlinsenlosung abspult.
Dadurch wurde der pH-Wert wieder im Bereich des physiologischen Tranenfilms lie-
gen. AuRerdem konnte man sich so die pflegenden Eigenschaften des Linsenmittels
zunutze machen, was den Tragkomfort deutlich steigern wurde. Des Weiteren haben
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unsere Versuche gezeigt, dass durch die KAP-behandelte Kontaktlinsenldsung die Li-
pidablagerungen auf den Linsen deutlich reduziert werden konnten, was eine zukunf-
tige Bakterienadhasion immens verringert und somit auch das Risiko fur den Kontakt-
linsentrager an einer kontaktlinsenassoziierten Keratitis zu erkranken, deutlich redu-
ziert. Anhand dieser Uberlegungen wird klar, dass weitere experimentelle wie auch
translationale klinische Forschungsarbeit notig ist, bevor abschlieend geklart werden
kann, ob sich KAP als Bereicherung in der Kontaktlinsenreinigung erweist. Gerade
das, in der vorliegenden Arbeit gezeigte, antibakterielle Potential von KAP-behandel-
ten Losungen konnte zukunftig schwerwiegende okulare Infektionen bei Kontaktlinsen-
tragern reduzieren und damit eine neuartige Saule der Primarprophylaxe in der Medi-

zin beschreiben.
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6. Anhang

6.1 Tabellen

Tabelle 1

6.2 Abbildungen

Abbildung 1

Abbildung 2
Abbildung 3
Abbildung 4

Abbildung 5

Abbildung 6

Abbildung 7
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Ubersicht tber die Auswirkung der KAP-Behandlung verschiede-
ner Losungen auf die Konzentration der reaktiven Spezies im
Kurz- (KZV) und Langzeitversuch (LZV), die bakterizide Wirkung
gegenuber Escherichia coli, den pH-Wert und die Lipidreinigungs-

funktion

Vereinfachte grafische Darstellung des Funktionsprinzips von
a) Volumen-DBEs, b) Oberflachen-DBEs und c) Plasmajets
Aufbau des plasma care® Gerats von Terraplasma

Ubersicht der verschiedenen Wirkkomponenten von KAP
ROS-Intensitat im Kurzzeitversuch von NaCl, KM, PBS und MP im
unbehandelten Zustand sowie nach 1-, 2- und 5-minutiger Plas-
mabehandlung (4 kHz)

H20o-Intensitat im Kurzzeitversuch von NaCl, KM, PBS und MP im
unbehandelten Zustand sowie nach 1-, 2- und 5-minutiger Plas-
mabehandlung (4 kHz)

NO2-Intensitat im Kurzzeitversuch von NaCl, KM, PBS und MP im
unbehandelten Zustand sowie nach 1-, 2- und 5-minutiger Plas-
mabehandlung (4 kHz)

NOs-Intensitat im Kurzzeitversuch von NaCl, KM, PBS und MP im
unbehandelten Zustand sowie nach 1-, 2- und 5-minutiger Plas-
mabehandlung (4 kHz)



Abbildung 8

Abbildung 9

Abbildung 10

Abbildung 11

Abbildung 12

Abbildung 13

Abbildung 14

Abbildung 15

Abbildung 16
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ROS- Intensitat im Langzeitversuch von a) NaCl, b) KM, c) PBS
und d) MP im unbehandelten Zustand sowie nach 1-, 2- und
5-minutiger Plasmabehandlung (4 kHz) im Verlauf von vier
Wochen

H20:2- Intensitat im Langzeitversuch von a) KM und b) PBS im un-
behandelten Zustand sowie nach 1-, 2- und 5-minatiger Plas-
mabehandlung (4 kHz) im Verlauf von vier Wochen

NO2- Intensitat im Langzeitversuch von a) NaCl, b) KM, c) PBS
und d) MP im unbehandelten Zustand sowie nach 1-, 2- und
5-minutiger Plasmabehandlung (4 kHz) im Verlauf von vier
Wochen

NOs™- Intensitat im Langzeitversuch von a) NaCl, b) KM, c) PBS
und d) MP im unbehandelten Zustand sowie nach 1-, 2- und
5-minutiger Plasmabehandlung (4 kHz) im Verlauf von vier
Wochen

Bakterizide Wirkung von KAP-behandelten Millipore Wasser (MP)
auf Escherichia coli (E. coli) nach einer Stunde Einwirkzeit. Dar-
gestellt werden die koloniebildenden Einheiten (KBE) in MP nach
zwei-, funf- und zehnminutiger KAP-Behandlung (4 kHz)
Bakterizide Wirkung von KAP-behandelten Kontaktlinsenmittel
(KM) auf Escherichia coli nach einer Stunde Einwirkzeit
Bakterizide Wirkung von unterschiedlichen KAP-behandelten
Losungen auf Escherichia coli nach a) einer, b) vier und c) 24
Stunden Einwirkzeit

Vergleich der Reinigungswirkung von unbehandeltem Millipore
Wasser (MP), der Biotrue All-in-One-Lésung von Bausch + Lomb
(BT), der EyemaxZ24 Kontaktlinsenlésung von der MPG&E Handel
und Service GmbH (EM) und der Boston® Ein-Flaschen-Kombi-
Lésung von Bausch + Lomb (B&L) mit der jeweils plasmabehan-
delten Losung (4 kHz) auf lipidbeschichtete Kontaktlinsen
Exemplarische Darstellung der Reinigungswirkung von Millipore
Wasser (MP), der Biotrue All-in-One-Lésung von Bausch + Lomb
(BT), der Eyemax24 Kontaktlinsenlésung von der MPG&E Handel
und Service GmbH (EM) und der Boston® Ein-Flaschen-Kombi-



Abbildung 17

Abbildung 18
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Lésung von Bausch + Lomb (B&L) nach Plasmabehandlung (4
kHz) und im unbehandelten Zustand auf lipidbeschichtete Silikon-
Hydrogel-Tageslinsen unter dem Fluoreszenzmikroskop bei
5-facher VergrofRerung

Auswirkung der KAP-Behandlung (4 kHz) auf den pH-Wert von
Kontakltinsenmittel (KM), phosphatgepufferte Losung (PBS), Milli-
pore Wasser (MP) und physiologische Kochsalzlosung (NaCl)
Grafische Darstellung der Zunahme der reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies (RONS) in physiologischer Kochsalzlsung
(NaCl), Kontaktlinsenmittel (KM), einer phosphatgepufferten
Lésung (PBS) und Millipore Wasser (MP) nach durchgeflhrter
KAP-Behandlung im Vergleich zur unbehandelten LOosung im

Kurzzeitversuch



6.3 Abkuirzungsverzeichnis

ATCC
B&L

BT

CHX
DBE
DK-Wert
DMSO
DNA
DRH 123
E. coli
EDTA
Em

EM

Ex
HEMA

HEMa/DMA — Polymer
HEMA/NVP — Polymer
HEMA/PC — Polymer

H202
HSV
IL-6/8
KAP
KBE
KM
LZV
MCP-1
MMA
MP
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American Type Culture Collection

Boston® Ein-Flaschen-Kombi-Lésung

Biotrue All-in-One-Lbésung

Chlorhexamed

dielektrisch behinderte Entladungen
Sauerstoffdurchlassigkeit von Kontaktlinsenmaterialien
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Dihydrorhodamin 123

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Emission

Eyemax24 Kontaktlinsenlésung

Extinktion

Hydroxyethylmethacrylat

Hydroxyethylmethacrylat — Vinylpyrrolidon — Polymer
Hydroxyethylmethacrylat — Glycerolmethocrylat — Polymer
Hydroxyethylmethacrylat — Phospharylcholin — Polymer
Wasserstoffperoxid

Herpes-Simplex-Virus

Interleukin-6/8

kaltes atmospharisches Plasma

koloniebildende Einheiten

Kontaktlinsenmittel (Biotrue All-in-One-Lésung)
Langzeitversuch

Monocyte Chemoattractant Protein-1

Methylmetacrylat

Millipore Wasser



ONOO-

P. aeruginosa

PAL

PAW
pHEMA
PK
PMMA
PBS

R 123
RNS
RONS
ROS

S. aureus
SMD
TGF-R1/32
vT-Linsen
uv
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Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus
physiologische Kochsalzlosung
Natriumnitrit

Natriumnitrat

Negativkontrolle

Stickstoffmonoxid

Stickstoffdioxid

Nitrit

Nitrat

Superoxid

Singulett Sauerstoff

Hydroxylradikal

Peroxynitrit

Pseudomonas aeruginosa
plasmaaktivierte LOsung
plasmaaktiviertes Wasser
Poly(2-Hydroxyethylmethacrylat)
Positivkontrolle

Polymethylmethacrylat
phosphatgepufferte Salzlosung
Rhodamin 123

reaktive Stickstoffspezies

reaktive Stickstoff- und Sauerstoffspezies
reaktive Sauerstoffspezies
Staphylococcus aureus
Oberflachenmikroentladung
Transforming Growth Factor B1/82
weiche Kontaktlinsen mit einer verlangerten Tragedauer
ultraviolette Strahlung
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