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Studienziel:

Uberprifung der Wirksamkeit und Sicherheit der Anwendung von Niedertemperatur-Argon-
Plasma zur in vivo Behandlung chronischer, kolonisierter bzw. infizierter Unterschenkel-
geschwiire jeglicher Genese, akuter Wunden, Hauterkrankungen bei denen Pathogene
(Bakterien, Pilze und Viren) eine klinische Rolle spielen, Juckreizerkrankungen sowie Patienten
mit Herpes Zoster in zwei Phasen.

Methoden:

Ulkusstudie (chronisch infiziert) * prospektiv, randomisiert-kontrollierte klinische Studie sowie
retrospektiv, randomisiert-kontrollierte Studie

Ulkusstudie (akut) +prospektiv, plazebo-kontrollierte randomisierte klinische Studie

Juckreizstudie zprospektiv, plazebo-kontrollierte randomisierte klinische Studie

Herpes Zoster Studie *prospektiv, plazebo-kontrollierte randomisierte klinische Studie

Fallzahl (geplant und analysiert )

150 geplante Probanden = Die Fallzahl erhdhte sich jedoch durch mehrere Amendments und
Erweiterungen des Prifplans auf insgesamt 379 analysierte Probanden.

Diagnose und Haupteinschlusskriterien:

Chronische, kolonisierte bzw. infizierte Unterschenkelgeschwiire jeglicher Genese, akute
Wunden, Hauterkrankungen bei denen Pathogene (Bakterien, Pilze und Viren) eine klinische
Rolle spielen, Juckreizerkrankungen sowie Herpes Zoster.

Prufprodukt (Dosierung, Art der Anwendung)

Niedertemperatur-Argon-Plasma appliziert Gber 2-7 Minuten, klinisch stellte sich die optimale
Behandlungsdauer von 1x taglich 2 bzw. 5 Minuten im add-on Verfahren.
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Dauer der Behandlung:
Die Dauer der Behandlung variierte je nach Studienabschnitt:

Ulkusstudie (chronisch infiziert) + Beendigung des Studieneinschlusses nach 3x negativem
bakteriellem Befund

Ulkusstudie (akut) tKomplette Abheilung der Lasion, Beendigung des stationaren Aufenthalts
Juckreizstudie +Beendigung des Juckreizes Uber 24h, Beendigung des stationéren Aufenthalts
Herpes Zoster Studie *Dauer des stationdren Aufenthalts

(in allen Studien konnte der Patient auf freiwilliger Basis die Studie zu jedem Zeitpunkt ohne
Nennung von Grinden beenden)

Referenzproduk t

Standardbehandlung des in beiden Kliniken gangigen etablierten Verfahren, beziehungsweise in
der Ulkusstudie (akut), Juckreizstudie und Herpes Zoster Studie eine Plazebobehandlung
bestehend aus reinem Argongas, welches auf die gleiche Temperatur erhitzt wurde wie das
Plasma.

Verblindung: Ulkusstudie (chronisch infiziert) nein, ansonsten einfache Verblindung

Wirksamkeitsbeurteilung:
Ulkusstudie (chronisch infiziert) +Reduktion der bakteriellen Last, beschleunigte Heilung

Ulkusstudie (akut) +Beschleunigte/komplette Abheilung
Juckreizstudie *Verbesserung/Beendigung des Juckreizes

Herpes Zoster Studie *Reduktion der Schmerzen, Verbesserte Abheilung

Sicherheitsbeurteilung:
Schmerzireie, tolerable Behandlung, keine Nebenwirkungen

Statistische Methodik:
Je nach Studienabschnitt wurde die erforderliche/zutreffende statistische Methode verwandt.

Zusammenfassung der Ergebnisse:

Ulkusstudie (chronisch infiziert): Das Studienziel der signifikant héheren Reduktion der
bakteriellen Last auf chronisch infizierten Wunden + unabhangig der Keimart, des
Resistenzmusters und der Genese der chronischen Wunde +wurde erreicht. Die Daten deuten
ebenfalls auf eine plasmainduzierte beschleunigte Wundheilung *insbesondere bei chronisch
vendsen Ulzera - hin.

Ulkusstudie (akut): Das Studienziel der beschleunigten/verbesserten Wundheilung wurde
erreicht.

Juckreizstudie: Das Studienziel der Juckreizlinderung wurde erreicht. Allerdings kam es auch im
Plazebomodus (reines Argongas) zur signifikanten Juckreizlinderung. Kinftige Studien mit
modifiziertem Randomisierungsprozess sind notig.

Herpes Zoster Studie: Das Studienziel der signifikanten Reduktion des akuten Schmerzes wurde
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erreicht. Desweiteren konnte der Heilungsverlauf der Zosterlasionen signifikant verbessert
werden.

Fallberichte konnten zeigen, dass Plasma auch bei anderen erregerassoziierten Erkrankungen
erfolgreich eingesetzt werden kann.

Wirksamkeit:

Die Wirksamkeit konnte in der Reduktion der Keimlast + unabhangig der Keimart, des
Resistenzmusters und der Genese der chronischen Wunde +gezeigt werden. Die Wundheilung
scheint besonders bei chronisch venodsen Ulzera und akuten Wunden verbessert zu sein.

Der Juckreiz prurigindser, dermatologischer Erkrankung l&asst sich mit Plasma lindern.

Akute Schmerzen kénnen durch die additive Plasmabehandlung in Zosterherden gelindert
werden. Die Abheilung der Zosterherde scheint ebenfalls positiv beeinflusst zu sein.

Fallberichte konnten zeigen, dass Plasma auch bei anderen erregerassoziierten Erkrankungen
erfolgreich eingesetzt werden kann.

Vertraglichkeit:

Die absolut schmerzfreie Applikation des Niedertemperatur-Argon-Plasmas fihrte in allen
Studienabschnitten zu einer hervorragenden Tolerabilitdt. Bis dato konnten Kkeine
Nebenwirkungen der Plasmaapplikation festgestellt werden.

Schlussfolgerungen:

Mit Hilfe der Niedertemperatur-Plasmen steht ein neues Verfahren zur Verfligung, mit dessen
Hilfe erregerassoziierte superfizielle Dermatosen, unabhangig der Keimart und des
Resistenzmusters, insbesondere chronisch infizierte Wunden im add-on Verfahren bei
hervorragender Tolerabilitat und bis dato nebenwirkungsifrei therapiert werden kénnen.

Datum des Berichts: 7.11.2014
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Zusammenfassung

Kalte atmospharische Plasmen stellen einen innovativen und sich rasch
entwickelnden neuen Forschungszweig im Bereich der Medizin und der Hygiene dar.
Im Gegensatz zu den neuartigen kalten Plasmen sind hei3e Plasmen oder im
Vakuum generierte Plasmen bereits etablierte Verfahren, z.B. als Standardprozedur
bei der Sterilisation von medizinischen Instrumenten oder beim Einsatz im operativen
Feld zur Entfernung, zur Kauterisierung und zum Schneiden von Gewebe. Als
neuere Anwendungen sind sie zudem im kosmetischen Bereich vertreten.

Kalte atmospharische Plasmen haben jedoch den Vorteil, dass sie bei Temperaturen
unterhalb von 40°C operieren und damit in vivo Anwendungen erlauben ohne das
Umgebungsgewebe durch Hitzeeinflisse zu schadigen. Sie behalten dabei je nach
Generierungsmethode bakterizide, antimykotische und antivirale Eigenschaften.
Zeitgleich kénnen sie zur Induktion von diversen Wundheilungskaskaden und zur
Proliferation von Fibroblasten fihren. Der Wirkmechanismus dieser kalten Plasmen
ist noch nicht vollkommen aufgeklart, jedoch scheinen die reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies, die bei der Plasmagenerierung entstehen, eine grof3e Rolle zu
spielen. Weitere aktive Komponenten im Plasma sind die UV-Strahlung, Photonen,
reaktive Atome und Molekile, geladene Teilchen (lonen/Elektronen) und
Ladungsunterschiede im elektrischen Feld sowie die Interaktionen der einzelnen
Vertreter untereinander.

Dieser Abschlussbericht enthalt neben einer detaillierten Beschreibung und
Charakterisierung des verwendeten Plasmagerats zur Generierung von Kkalten
Atmopharendruck-Plasma, eine Evaluierung des Sicherheitsprofils, Untersuchungen
zur Wirksamkeit (mikro- und zellbiologische in vitro Studien und in vivo Maus
Untersuchungen) sowie die Ergebnisse der weltweiten ersten klinischen Studien.
Teile dieses Abschlussberichts sind in zahlreichen Publikationen und in den
Habilitationsschriften von PD Dr. med. habil. Georg Isbary und PD Dr. rer. nat. habil.
med. Julia Zimmermann vero6ffentlicht und zur Einsicht mit angehéangt.

Die Ergebnisse dieser interdisziplinaren Forschung sind im Folgenden kurz
dargelegt:

1) Verwendetes Plasmagerat MicroPlaSter alpha/beta

Das verwendete Plasmageréat MicroPlaSter (Version alpha/beta) £vom Max Planck
Institut fur extraterrestrische Physik (MPE) zur Verfigung gestellt +erzeugt kaltes
Plasma bei Atmospharendruck fir die Behandlung von klein- und grof3flachigen
superfiziellen Hauterkrankungen. Gebaut wurden beide Versionen des MicroPlaSters
(alpha/beta) in Kooperation mit der Firma Adtec Plasma Technology Co. Ltd
(Hiroshima, Japan) nach den Standards der IEC 60601-1.

Der MicroPlaSter wird mit einer Frequenz von 2,45 GHz betrieben; die
Eingangsleistung betragt zwischen 80 und 110 Watt. Zur Plasmaerzeugung in der
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befindet sich am Ende eines beweglichen Behandlungsgreifarms. Die Offnung der

Fackel hat einen Durchmesser von 3,5 cm und erlaubt eine Behandlungsflache von

4-5 cm?. Mittels des verwendeten Argons werden die aktiven Plasmakomponenten

zum Zielgewebe transportiert. Die Temperatur des applizierten Plasmas am Zielort

betragt in etwa 20 - 33 °C (Publikation 1).

2) Sicherheitsbewertung

Wichtig fur die Implementierung neuartiger Behandlungsmethoden ist zum einen die
Sicherheit des Patienten und zum anderen die des Anwenders. Gerade bei der
Anwendung von kaltem Plasma <+ einem komplexen physikalisch-chemischen
Verfahren, das von multiplen Variablen abhangt + missen potentielle
Gefahrenquellen im Einklang mit existierenden internationalen Sicherheits-
bestimmungen sein und gegebenenfalls neue, noch nicht existierende
Sicherheitsempfehlungen geschaffen werden. Diese Aspekte sind im Detail in
diesem Abschlussbericht dargestellt und diskutiert.

Zusammenfassend zeigen die durchgefuhrten Untersuchungen die Unbedenklichkeit
der Anwendung von Niedertemperatur-Argon-Plasma * erzeugt mit dem
MicroPlaSter (Version alpha/beta) +fur Patient und Anwender. Im Detail wurde die
Temperaturentwicklung, die Hohe des Stromflusses durch das Gewebe des
Patienten, die vom MicroPlaSter emittierte UV-Strahlung und die Emission toxischer
Gase (wie O3z, NOg2, etc.) evaluiert und mit existierenden Sicherheitsbestimmungen
verglichen.

Die Einhaltung der elektromechanischen Sicherheit ist bei medizinischen Geraten
eine Grundvoraussetzung. Aus diesem Grund wurde vor Beginn der klinischen
Studie eine unabhangige Prufung der Geratesicherheit entsprechend europdaischer
Normen (IEC 60601-1, IEC 60601-1-1, IEC60601-1-2, u. a.) und eine
Risikobewertung (EN 1S014971:2000) von der Herstellerfirma Adtec Plasma
Technology Co. Ltd., Hiroshima (Japan) durchgefihrt (Anhang 1).

3) Wirksamkeit

Um die Wirksamkeit von Niedertemperatur-Argon-Plasma zu demonstrieren wurden

zum einen mikrobiologische zum anderen jedoch auch zellbiologische bzw. ex vivo
Untersuchungen durchgefiihrt. Letztere Untersuchungen sind von grof3er Wichtigkeit
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effektiv abgetdtet werden ohne das umliegende Gewebe bzw. die angrenzenden

Zellen zu schadigen.

a. Mikrobiologische Untersuchungen

Detaillierte Untersuchungen zeigen, dass Niedertemperatur-Argon-Plasma terzeugt



mit dem MicroPlaster (Version alpha/beta) - bakterizide, antimykotische und
antivirale Eigenschaften hat. In einer Phase | Studie +wie bereits im Ethikantrag
dargestellt + wurde der EinfluB von Niedertemperatur-Argon-Plasma auf
verschiedene Bakterien + und Pilzkulturen untersucht. Unabhangig von der
Bakterienart und dessen Antibiotika- bzw. Antimykotika-Resistenzlevel konnten
Reduktionen von bis zu 5 log innerhalb von nur 2 min Plasmabehandlung erreicht
werden (Anhang 1).

b.  Zellbiologische und ex vivo Untersuchungen

Zusatzlich zu den mikrobiologischen Untersuchungen wurde der Einfluss von kaltem
Plasma auf Zellen in Kultur, auf humanes Blut und humane ex vivo Haut untersucht
(siehe Ethikantrag). Dabei wurden die Plasmaparameter und die Dauer der
Behandlung ermittelt, die einerseits eine effektive Zerstérung der Mikroorganismen
ermdglichen und andererseits eine Anwendung an humaner Haut ohne Schadigung
von vitalem Gewebe zulassen.

Weitere Untersuchungen in Zellkultur zeigten sogar einen positiven Einflu der
Plasmabehandlung auf Fibroblasten. Diese zeigten nach Plasmaapplikation
signifikant gesteigerte Migrationsraten, wohingegen die Proliferationsraten nicht in
jeder Einstellung beeinflul3t wurden = ein wichtiger Aspekt zur Verhinderung der
Induktion mdglicher hypertropher Narben/Keloide. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die Plasmabehandlung wundheilungsrelevante Zytokine und
Wachstumsfaktoren induziert (Anhang 1).

c. Tierversuche

In in vivo Mausuntersuchungen (genehmigt in einem seperaten Ethikantrag; gestellt
von der Dermatologischen Klinik und Poliklinik am Universitatsklinikum Regensburg)
konnte gezeigt werden, dass die Plasmabehandlung mit dem MicroPlaSter beta zu
signifikant kleineren Wunden = also zu einer schnelleren Wundheilung in akuten
Wunden fuhrt (Arndt et al. 2013).

4) Ergebnisse der klinischen Studie

Die in diesem Rahmen durchgefihrte Studie wurde in verschiedene
Studienabschnitte unterteilt. Adressiert wurden chronisch infizierte Wunden
(Publikation 2, 4, 8), akute Wunden (Publikation 6), Juckreizerkrankungen
(Publikation 5) und Herpes Zoster (Publikation 9). Des Weiteren wurden Fallberichte
mit einem Hailey-Hailey Patient (Publikation 3) und einem Patient mit einer
chronischen (ESBL+) Infektion des &ufBeren Gehotrgangs (Publikation 7)
veroffentlicht.

|. Bereits die erste im Jahr 2010 vero6ffentlichte randomisiert-kontrollierte Studie

an chronisch infizierten Wunden mit dem MicroPlaSter alpha zeigte einen
signifikant hoheren bakteriziden Effekt bei einer einmal taglichen flinfmindtigen
Plasmaanwendung im add-on Verfaren (Publikation 2). Diese Studie wurde an
Patienten mit chronisch infizierten Wunden unterschiedlicher Atiologie vollzogen.



Diese positiven Ergebnisse konnten dann in der Folgestudie (Publikation 4) in
einer kirzeren Behandlungszeit von 2 Minuten sowohl mit dem MicroPlaSter
alpha, als auch der Nachfolgegeneration MicroPlaSter beta bestatigt werden.

Il. Nach dem erfolgreichen Nachweis der breiten bakteriziden und bis heute
nebenwirkungsfreien Eigenschaften der Plasmen bei sehr guter und absolut
schmerzfreier Vertraglichkeit, wurden daraufhin die Effekte auf eine beschleunigte
Wundheilung untersucht (Publikation 8). Anhand von retrospektiv ausgewerteten
Daten des grofiten mit Plasma behandelten Patientengutes zeigten sich zum
ersten Mal Hinweise, dass die Wundheilung durch den Einfluss des Plasmas
beschleunigt werden kann. Besonders schienen Patienten mit chronisch venésen
Ulzera in einem 5 Minuten Setting von der Plasmabehandlung zu profitieren.

lll. Um den Effekt des Plasmas auf die Wundheilung - unabhangig einer
bakteriellen Kolonisation/Infektion - beurteilen zu kénnen, wurde im Rahmen der
Studie anhand von 40 weiteren Patienten mit akuten Wunden
(Spalthautentnahmestellen) die Plasmawirkung in einer prospektiv plazebo-
kontrollierten Studie evaluiert (Publikation 6). Als Plazebo fungierte eine reine
Argongas-Applikation. Verbesserungen in Bezug auf die Reepithelialisierung
sowie die Reduktion von Fibrinbelagen und Blutkrusten konnten zwei
unabh&ngige verblindete Untersucher bereits ab dem zweiten Tag an den mit
Plasma behandelten Wundhélften nachweisen. Die Wundumgebung veranderte
sich in beiden Gruppen nicht, Wundinfektionen traten in der Studie keine auf.

IV. In einer weiteren randomisiert plazebo-kontrollierten klinischen Studie wurde
der lindernde  Effekt einer  zweimindtigen  Plasmaapplikation  auf
Juckreizerkrankungen untersucht. Hier kam es bei den Patienten zu keinen
signifikanten Verbesserungen im Vergleich zur Kontrollbehandlung (Argongas als
Plazebo) am selben Patienten. Jedoch kam es in beiden Gruppen zu einer
signifikanten Verbesserung des Juckreizes. Die Frage, ob das Plasma bei
pruriginésen Dermatosen zu einem Vorteil fuhrt, bleibt demnach Gegenstand
kunftiger Studien (Publikation 5).

V. Dass die Plasmatherapie nicht nur auf Wunden beschrankt ist konnte ferner in
einem Fallbericht mit einem Patienten mit der seltenen autosomal dominant
vererbten Hailey-Hailey Erkrankung an therapieresistenten Hautl&sionen im
Bereich der rechten Axilla und der rechten Leiste gezeigt werden (Publikation 3).
Der Behandlungserfolg des Plasmas konnte einerseits durch die erfolgreiche
Behandlung der sekundaren Impetiginisation (Proteus mirabilis und Candida
albicans) erfolgt sein, andererseits durch eine positive Verschiebung des bei
Hailey-Hailey Patienten pathophysiologisch gestdrten Redox-Systems durch
reaktive Sauerstoffspezies.

VI. In einem weiteren Fallbericht konnte an einem Patienten mit einer chronischen
Infektion des aufReren Gehorgangs nach einer Cholesteatom Operation gezeigt
werden, dass die Plasmaapplikation zu einer signifikanten Schmerzreduktion und
zu einer Verhinderung einer weiteren bakteriellen Infektion fuhrt. Sowohl
Antibiotika, als auch Schmerzmittel konnten im Verlauf der Plasmabehandlung
abgesetzt werden (Publikation 7).



VII. In dieser plazebo-kontrollierten Studie konnte gezeigt werden, dass die
zusatzliche Plasmaanwendung zur signifikanten Reduktion des akuten
Schmerzes bei Patienten mit Herpes Zoster fuhren kann. Zudem heilten die
Lasionen im add-on Verfahren in plasmabehandelten Lasionen signifikant besser
ab £ evaluiert durch drei unabhangige Herpes Zoster Spezialisten im
Doppelblindverfahren. Ferner zeigten sich - wie bereits in den anderen Studien *
keine Nebenwirkungen (Publikation 9) der schmerzfreien Applikation.

In diesem Abschnitt wurden die Ergebnisse der Klinischen Studien kurz
zusammengefasst. Nahere Angaben zur Durchfiihrung der einzelnen Studien und zu
deren Studienergebnisse, sowie zu dem verwendeten Plasmagerat, dessen
Sicherheitsbeurteilung und Wirksamkeit sind in den folgenden Kapiteln des
Abschlussberichts zu finden.
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Abkurzungsverzeichnis

alpha-SMA +tHQJO 9YDPBKWK PXVFOH DFWLQY

AFM - engl. '‘Atomic Force Microscope' - Rasterkraftmikroskop

CAP - engl. 'cold atmospheric plasma’ - atmosphéarisches Niedertemperaturplasma
CFU +tHQJO YFRORQ\ | RRBAR¢riOnko@enW V

DNA - Desoxyribonukleinsaure

eV - Elektronenvolt

ESBL - engl. 'extended-spectrum beta lactama V H |

GRO alpha +tHQJO YJURZWK UHDDWHKOBOIRQFRJIJHQH

ICNIRP - International Commission on Non lonizing Radiation Protection

IL-6 xInterleukin 6

IL-8 zInterleukin 8

kVpp - Kilovolt peak-to-peak

MCP1 +HQJO PPRQRF\WH FKHPRDWWUDFWDQW SURWHLQ

MCV zmittleres korpuskulares Volumen

MPE - Max Planck Institut fur extraterrestrischen Physik

MRSA =Methicillin resistenter Staphylococcus aureus

NIOSH - National Institute for Occupational Safety and Health

RNA - Ribonukleinsaure

RNS - engl. 'reactive nitrogen species' - reaktive Stickstoff Spezies

RONS - engl. 'reactive oxygen and nitrogen species' - reaktive Sauer- und Stickstoff
Spezies

ROS - engl. 'reactive oxygen species' - reaktive Sauerstoff Spezies

RF - Radiofrequenz

SD - engl 'standard deviation' - Standardabweichung

SEM - engl. 'scanning electron microscope' - Rasterelektronenmikroskop

SMD - engl. 'surface micro discharge' +Oberflachenentladungstechnik

TGF-B +tHQJO 9YWLVVXH JURZWK IDFWRU %01

TTP - engl. 'tissue tolerable plasma’' - atmosphéarisches Niedertemperaturplasma

UV - Ultraviollete Strahlung

VAS zVisuelle Analog Skala

VEGEF - vascular endothelial growth factor

VUV xVakuumultraviolettstrahlung



Ethik

'DV  )RUVFKXQJVSUR MHINGW ] LA3O B K P BNiedertemperatur-Argon-
Plasma zur in-vivo-Sterilisation chronischer Wunden wurde mitsamt den unten
aufgelisteten Amendments von der zustandigen Ethikkommission genehmigt.

Amendments

Im Laufe der Studie wurden folgende Amendments bei der Ethikkommission
eingereicht:

Amendment 1:

Geplant wurde die Installation eines neuen, verbesserten Plasmaerzeugers mit
integriertem Luftkihlsystem in das bestehende Plasmagerat, welches im Rahmen
der Studie eingesetzt werden sollte. Damit konnte die Temperatur des Plasmas
herabgesetzt werden und gleichzeitig die Plasmadichte am Zielgewebe verbessert
werden.

Das Anschreiben, das Amendment und die Antwort der Ethikkommission finden sich
im Anhang 2 wieder.

Amendment 2:

Erneut wurden Anderungen am Gerat angemeldet. Diese ermoglichten eine
effizientere Konstruktion und eine verbesserte Plasmaproduktion. Gleichzeitig sollte
die maximale Behandlungszeit des Plasmas unter in vivo Bedingungen auf 9 Minuten
erhoht werden. Aus in vitro Experimenten ergab sich dass bis zu dieser
Applikationsdauer eine sichere und effiziente in vivo Behandlung moglich ist.

Das Anschreiben, das Amendment und die Antwort der Ethikkommission finden sich
im Anhang 2 wieder.

Mitteilung an Ethikkommission:

In dieser Mitteilung an die Ethikkommission wurden Anderungen in Bezug auf die
Bestimmungsmethode der bakteriellen Last auf chronischen Wunden eingereicht.
Anstatt herkommlicher Abstrichverfahren sollten nun sogenannte Nitrozellulose Filter
verwendet werden, die deutlich bessere und exaktere Ergebnisse lieferten.

Das Anschreiben, die Mitteilung und die Antwort der Ethikkommission finden sich im
Anhang 2 wieder.



Amendment 3:

Das Plasmagerat wurde erneut modifiziert. Durch die Anderungen konnte das Gerat
deutlich kompakter gebaut werden, beinhaltete einen verbesserten Greifarm, eine
veranderte Plasmafackel, die die Behandlungstemperatur nochmals reduzieren
konnte sowie die Mdoglichkeit der Beimischung neuer Tragergase oder die
Verwendung einer Plazebo-Behandlung mit reinem Argongas. Letztere kamen zu
diesem Zeitpunkt noch nicht zur Anwendung.

Das Anschreiben, das Amendment und die Antwort der Ethikkommission finden sich
im Anhang 2 wieder.

Amendment 4:

Das Studienprotokoll sollte auf die Behandlungsindikation von Juckreizerkrankungen
erweitert werden. Ein Gesundheitsrisiko bei den oberflachlichen Zielstrukturen und
reduzierter Applikationsdauer war dabei nach éarztlichem Ermessen nicht zu
erwarten.

Das Anschreiben, das Amendment und die Antwort der Ethikkommission finden sich
im Anhang 2 wieder.

Amendment 5:

Messdaten zu den UV-Strahlungen der von uns angewendeten Plasmageréaten
(MicroPlaSter ./3) ergaben, dass auch weiterhin von keinen gesundheitlichen
Schaden durch eine Argon-Plasma-Behandlung ausgegangen werden konnte.

Das Anschreiben, das Amendment und die Antwort der Ethikkommission finden sich
im Anhang 2 wieder.

Amendment 6:

Operativ exzidierte Uberschussige Haut (Haut, die aus den Entlastungsdreiecken von
Priméarexzisionen von Tumoren gewonnen wurde, zur Gewahrleistung eines
operativen primaren Wundverschlusses) sollte von Patienten entnommen werden,
um Fibroblasten und Keratinozyten aus den Hautproben anzuziichten um die
Wirkung der kalten Plasmen auf die beiden Zelltypen weiter zu untersuchen.

Da hierfur anonymisierte Proben verwendet wurden, war laut § 15 der Berufsordnung
der Arzte Bayerns kein eigenes Amendment laut Ethik-Kommission notwendig.

Amendment 7:

Folgender Zusatz sollte im Studienprotokoll erganzt werden: Innerhalb der Studie zur
Behandlung chronisch infizierter Wunden, wurde nun in einem Patientenkollektiv von
40 Patienten mit Herpes Zoster (Gurtelrose) zusétzlich der Effekt des
Niedertemperatur-Plasmas als Add-on Verfahren getestet.

Das Anschreiben, das Amendment und die Antwort der Ethikkommission finden sich
im Anhang 2 wieder.



Versicherung

Alle Patienten, die in diese Studie eingeschlossen wurden, waren im Rahmen einer
Probandenversicherung abgesichert. Diese war mit der Gerling Vertrieb Deutschland
GmbH, spater dann HDI-Gerling Industrie Versicherung AG, abgeschlossen. Die
Bescheinigungen Uber diese Versicherung finden sich im Anhang 2 wieder.



Einleitung
Plasmen
Plasma allgemein

In der Physik wird Plasma (altgriech. "Gebilde") als der sogenannte 4.
Aggregatszustand neben dem festen, flissigen und gasférmigen Zustand
beschrieben. Erstmalig wurde der Begriff von Irving Langmuir 1928 erwéhnt, dem
das hochenergetische Gemisch aus teilweise ionisierten Gasen an das Blutplasma
Ein Plasma entsteht, wenn einem Gas so viel Energie zugefihrt wird, dass sich
dessen Bestandteile (Atome oder Molekile) teilweise oder komplett von einander
I6sen. Meistens ist das Plasma teilweise ionisiert, d.h. das Gemisch enthalt neutrale
und geladene Teilchen (Elektronen und lonen), es kann aber auch im vollstandig
ionisierten Zustand vorliegen. Durch Kollisionen von Gasatomen und Molekilen mit
diversen Elektronen und lonen kommt es zu einem hochenergetischen und in den
meisten Fallen dadurch sehr heiBem Gemisch. Je nach aktuell vorliegender
Atmospharenzusammensetzung, Luftfeuchtigkeit, Umgebungsdruck und
lonisierungsgrad fuhren weitere lonisierungs-, Dissoziations- und
Exzitationsvorgange zu einer komplexen Mixtur aus lonen, Elektronen, angeregten
Atomen und Molekilen, Radikalen, reaktiven Spezies, elektrischen Feldern,
ultravioletter Strahlung und Hitze.

Vorkommen der Plasmen

Uber 99,9% der sichtbaren Materie im Universum befindet sich im Plasmazustand,
so zum Beispiel die meisten Sterne, Nebel oder die Sonne. Auf der Erde findet man
Plasmen in der lonosphére sowie in Form von Blitzen und Polarlichtern wieder.

Auch die Technik macht sich die weitreichenden Eigenschaften der Plasmen in
zahlreichen Anwendungsmaglichkeiten zu nutze. In der Industrie sind Plasmen bei
der Oberflachenbearbeitung, in der Halbleiterindustrie, in der Fusionsforschung und
bei zahlreichen Analysetechniken nicht mehr wegzudenken. Im Alltag treffen wir auf
Plasmen bei Flachbildschirmen, Energiesparlampen, Autoscheinwerfern und beim
Schweil3en.

In der Hygiene und in der Medizin konnte das Plasma seit geraumer Zeit in Form von
Niederdruckplasmen bei Sterilisationsverfahren eingesetzt werden (Heinlin et al.
2011). Dabei sind grofe Vakuumsysteme bestehend aus Vakuumkammer und
Vakuumpumpen notwendig und die Applikation am Menschen ist dadurch nicht
maoglich. UV- und VUV-Strahlung scheinen hier neben den reaktiven Spezies eine
Hauptrolle bei den Inaktivierungsmechanismen zu spielen (Halfmann et al. 2007,
Singh et al. 2009).

Die Hitzeeigenschaften von Atmospharendruckplasmen in Form von Plasmabdgen
oder Radiofrequenzplasmen (RF) machte man sich dann spater zur Blutkoagulation
bzw. zur Kauterisierung von Tumoren, bei der Abtragung von Geweben in der
Chirurgie oder in der &sthetischen Medizin zu nutze. Bei den heil3en Plasmen kommt



es zum Heizwiderstand der sogenannten "Jouleschen Erwéarmung”, zu thermischer
lonisation und zur Ubertragung von hoher Energie auf das Zielgewebe. Diese
Plasmen haben durch die thermischen Effekte jedoch auch die Schadigung gesunder
Zellen im direkten und umgrenzenden Behandlungsareal zur Folge. Zudem
benotigen sie vorab eine Analgesie.

Kalte atmosphéarische Plasmen

Zwei Arbeitsgruppen (Laroussi et al. 2002, Stoffels et al. 2002) zeigten dann zum
ersten Mal, dass auch kalte Atmospharendruckplasmen - also Plasmen, die nicht im
Nieder- bzw. Hochdruckbereich generiert werden - bakterizide Eigenschaften
aufweisen koénnen ohne das Umgebungsgewebe direkt zu schadigen. Diese
Erkenntnis  erdffnete  den Plasmen eine ganze Breite an neuen
Applikationsmaoglichkeiten in der Hygiene und in der Medizin. Bei diesen kalten
atmosphéarischen  Plasmen (engl. cold atmospheric plasma - CAP),
Niedertemperaturplasmen oder auch gewebevertraglichen Plasmen (tissue tolerable
plasma - TTP) wird dem Gas nur so viel Energie zugefihrt, dass sich nur ein Teil der
Elektronen von den Atomen und Molekilen I6st und in Schwingung versetzt wird. Die
energiereichen Elektronen produzieren durch Kollisionsvorgange dann Radikale. Die
schweren lonen dagegen werden nicht in Schwingung versetzt, es kommt kaum zu
Kollisionen, die das Gemisch dann deutlich erhitzen lassen wirden. Je nach
Generierungstechnik nutzt man zudem die Umgebungsluft oder einen Gasfluss zum
Abkuhlen des Plasmas damit 40°C nicht Uberschritten werden oder das an sich
heiRe Plasma wird im Nanosekundenbereich gepulst appliziert und vermeidet durch
sehr kurze Kontaktzeiten das Erhitzen des Gewebes. Dies ermdglicht schmerzfreie
und gewebeschonende Anwendungen am Menschen. Plasmen lassen sich
heutzutage je nach Generierungsmethode und Umgebungsfaktoren auch designen.
Die um die 600 chemischen Reaktionen die wéhrend und direkt nach der
Plasmaentstehung ablaufen kdnnen sind mehr oder weniger kontrollierbar. Das
Plasma ist neben den gewahlten Erzeugungsparametern stark von der zum
Zeitpunkt der Entstehung vorherrschenden Zusammensetzung der umgebenden
Atmosphére abhangig. Durch Wahl eines Tragergases oder durch Zindung in der
Umgebungsluft l&sst sich je nach Plasmatechnik die Chemie justieren. Nobelgase -
am haufigsten werden Argon Ar oder Helium He verwendet - helfen dabei stabile
Entladungen bei niedrigen Temperaturen zu generieren. Die Vermischung mit der
Umgebungsluft oder durch Beimischung anderer Gase wie Sauerstoff kann dann zur
forcierten Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, engl. reactive oxygen
species) hilfreich sein. Dennoch ist Plasma nicht gleich Plasma, da sich ein weiterer
wichtiger Parameter, die Luftfeuchte, nicht nur von Region zu Region, sondern auch
von einem Tag auf den anderen stark unterscheiden kann. Aber auch hier haben
Plasmaphysiker durch Umgebungsstrome mit z.B. Sauerstoff oder Edelgasen Abhilfe
geschaffen.



Einteilung verschiedener Plasmageréate

Generell kann man drei verschiedene Arten der kalten atmospharischen Plasmen
unterscheiden - direkte, indirekte und sogenannte Hybridplasmen. Diese wurden im
Detail durch Isbary et al. 2013 oder in anderen Reviews (Fridman et al. 2008, Kong
et al. 2009 und Park et al. 2012) aufgefuihrt und beschrieben. Die in diesem
Studienprojekt verwendeten Gerate gehdren zur Gruppe der indirekten
Plasmaquellen.

Indirekte Plasmaquellen

Bei indirekten Verfahren wird das Plasma anhand zweier oder mehrerer Elektroden
generiert und die aktiven Plasmakomponenten dann per Diffusion oder durch ein
Tragergas zum Zielgewebe geleitet. Vorteil dieses Verfahrens ist zum einen die
flexible Grof3e der Plasmaquellen die je nach Zielgewebe sehr klein oder sehr grof3
gestaltet werden kann. Zum anderen wird bei diesem Verfahren das Tragergas oder
die Zusammensetzung der Umgebungsluft genutzt um die Plasmazusammensetzung
gezielt zu beeinflussen. Nachteil ist, dass die Plasmakomponenten mithilfe dieses
Verfahrens weniger gut kontrollierbar, inhomogener und die einzelnen generierten
Spezies in niedrigeren Konzentrationen als bei direkten Pasmageraten vorhanden
sind.

Klassische Vertreter sind kleinste Plasmanadeln (engl. plasma needles oder plasma
plumes), die etwas grol3eren Plasmajets bis hin zu Jet-Anordnungen oder die
sogenannte Rlasma-Fackel 3 (engl. plasma torch). Jets kénnen durch ihre bis zu
einigen wenigen Zentimeter langen Dusen sehr gezielt eingesetzt werden. Die
Plasmafackel, die in den MicroPlaSter-Generationen in ersten klinischen
Anwendungen im Rahmen dieses Studienprojekts zum Einsatz gekommen ist, kann
grolRere Flachen in einer Sitzung behandeln.

MicroPlaSter alpha und beta:

Beide MicroPlaSter Gerate (Version alpha und beta) wurden vom Max Planck Institut
fur extraterrestrische Physik fir die klinische Anwendung zur Verfiigung gestellt und
eigens fur die Behandlung klein- und grof3flachiger superfizieller Hauterkrankungen
konzipiert. Gebaut wurden beide Gerdte in Kooperation mit Adtec Plasma
Technology Co. Ltd (Hiroshima, Japan) nach den Standards der IEC 60601-1. Beide
Geréate sind in Abbildung 1 dargestellt.



Abbildung 1

Linke Abbildung: MicroPlaSter alpha
Rechte Abbildung MicroPlaSter beta

Die Plasma-Fackel in der das Plasma anhand von 6 Edelstahl-Elektroden geziindet
wird, befindet sich am Ende eines beweglichen Behandlungsgreifarms. Die Offnung

hat einen Durchmesser von 3,5 cm und erlaubt je Behandlungsfeld eine Flache von
bis zu 4-5 cm? (Abbildung 2).

Abbildung 2

Einsicht in die Plasma-Fackel des MicroPlaSter beta: Das Plasma wird Uber 6
Elektroden geziindet.

Der Abstand zum Zielgewebe wird durch ersetzbare Plastikabstandshalter auf etwa 2
cm maglichst konstant gehalten (siehe Abbildung 3 einer Plasmabehandlung).



Abbildung 3
Behandlungsbild des MicroPlaSter alpha bei einem chronischen Ulkus cruris

Die Frequenz der Mikrowellenenergie, mit der das Plasmagerat zur
Plasmaproduktion betrieben wird, liegt bei 2,45 GHz. Die Eingangsleistung variiert
zwischen 80 und 110 Watt. Durch den beweglichen Greifarm wird die Plasma-Fackel
mit dem Tragergas Argon (99,998 % Reinheit) versorgt, welches mit einem Gasfluss
von 2 - 5 | betrieben werden kann. Durch den Gasfluss werden alle aktiven
Plasmakomponenten zum Zielgewebe transportiert. Die Temperatur des applizierten
Plasmas bewegt sich am Zielort bei etwa 20 - 33 °C je nach Umgebungstemperatur
und Betriebsdauer des Gerates. Im Falle der Uberhitzung oder nach maximal 1200 s
Betrieb wird das Gerat automatisch abgeschaltet.

Die Beta-Generation (Abbildung 1 rechts) unterscheidet sich weitestgehend von der
Alpha-Version durch eine kompaktere Bauweise, einem flexibleren Greifarm und der
Mdglichkeit einer Plazebobehandlung. Bei der Plazebobehandlung appliziert das
Gerat lediglich ein auf 20 - 33 °C erhitztes Argongas - kein Plasma wird an den
Elektroden gezlindet.

Andere Tragergase konnten ebenfalls verwendet bzw. beigemischt werden, im
Rahmen der klinischen Forschung wurden diese jedoch nicht erprobt.



Ziele der Studie

Das Ziel der Studie war die Uberprifung der Wirksamkeit und Sicherheit der
Anwendung von Niedertemperatur-Argon-Plasma zur in vivo Behandlung
chronischer, kolonisierter bzw. infizierter Unterschenkelgeschwiire jeglicher Genese,
akuter Wunden, Hauterkrankungen bei denen Pathogene (Bakterien, Pilze und
Viren) eine klinische Rolle spielen, Juckreizerkrankungen sowie Patienten mit Herpes
Zoster in zwei Phasen.

lla:
x Uberprifung der Sicherheit und Effektivitat der Anwendung von
Niedertemperatur-Argon-Plasma.
Dosisfindung i. S. Optimierung der Plasmaparameter.
Definition von Behandlungszeit, -frequenz und -dauer.
Moglichkeit zur Detektierung der Veranderung von Keimlasten.
Die Rekruitierung von ausreichend Probanden fir die statistische
Auswertung.

X X X X

lb:

x Uberprufung der Wirksamkeit und Sicherheit der Anwendung von
Niedertemperatur-Argon-Plasma zur Behandlung der oben aufgefuhrten
klinischen Indikationen.

X Weiterentwicklung des bestehenden Plasmagerates im klinischen Einsatz.

x  Weiterentwicklung standardisierter Bildanalyseverfahren zur Beurteilung des
Heilungsverlaufs chronischer Wunden.



Prifplan, Case Report Forms

Studientherapien
Niedertempertatur-Argon-Plasma-Therapie

Die Behandlungen mit Plasma wurden in der Klinik fur Dermatologie, Klinikum
Schwabing, Stadtisches Klinikum Munchen GmbH, unter Leitung von Prof. Dr. W.
Stolz und in der Dermatologischen Kilinik und Poliklinik, Universitatsklinikum
Regensburg, unter der Leitung von Prof. Dr. S. Karrer durchgefuihrt. Das
Behandlungsgerat (MicroPlaSter alpha bzw. beta) wurde von dem Max-Planck-
Institut fir extraterrestrische Physik, Garching bei Minchen, zur Verfigung gestellt.
Bei der Behandlung wurde das Zielareal fiir einige Minuten (zwischen 2 - 7 Minuten)
dem Plasmagas ausgesetzt.

Das kreisformige Behandlungsareal hat einen Durchmesser von ca. 4-5 cm. Die
kumulierte Behandlungsdauer lag somit je nach Grol3e der zu behandelnden Wunde
bei bis zu max. 1200 s. Das Gerat beinhaltete eine automatische
Abschaltungsfunktion die nach 1200 s Behandlungszeit zur Sicherheit aktiviert
wurde.

Anwendung und Dosierung

In der ersten Phase der Studie wurde die optimale Behandlungszeit und
Detektionsmethode zum Nachweis einer Reduktion der Keimlast evaluiert. Die
Behandlungszeiten varierten somit in der Dauer (2 bis 7 Minuten) und im Modus der
Applikation (1x taglich versus mehrfach taglich). Im Rahmen der Wundbehandlung
der chronisch infizierten Wunden erhielten die Wunden initial die einmal tagliche 2 - 7
Minuten Behandlung pro Feld. Im gréReren Umfang =+ also in den beiden
vertffentlichten Studien zum Nachweis der Keimreduktion (Isbary et al. 2010 und
2012) +wurden die Wunden in der Phase IIb mit dem MicroPlaSter alpha Gerat
sowohl 5, als auch 2 Minuten behandelt, mit dem MicroPlaSter beta dann lediglich 2
Minuten. Das Patientenkollektiv mit akuten Ulzera (Spalthautwunden) und die
Patienten mit Juckreizerkrankungen erhielten jeweils eine 2 Minuten Applikation, die
Patienten mit Herpes Zoster erhielten aufgrund der intrazellular lokalisierten
Pathogene eine 5 Minuten Behandlung. Siehe Tabelle 1.



Nummer | Studie Probandenzahl | Behandlungszeit | Publikationen

gesamt pro Feld

la Ulkus Studie 166 2-7 min, 1xtgl. Isbary et al. 2010
MicroPlaSter und 2012
alpha (Publikationen 2

und 4)

1b Ulkus Studie 74 2 min, 1x tgl. Isbary et al. 2012
MicroPlaSter (Publikation 4)
beta

2 Ulkus Studie + | 40 2 min, 1x tgl. Heinlin et al. 2013
akute Wunden (Publikation 6)

3 Juckreiz Studie | 56 2 min, 1x tgl. Heinlin et al. 2013

(Publikation 5)

4 Herpes Zoster | 41 5 min, 1x tgl. Isbary et al. 2014
Studie (Publikation 9)

5 Hailey-Hailey 1 5 min, 1x tgl. Isbary et al. 2011
Fallbericht (Publikation 3)

6 Infektion 1 5 min, 1x tgl. Isbary et al. 2013
aulBerer (Publikation 7)
Gehérgang
Fallbericht

Tabelle 1

Ubersicht zu den durchgefiihrten Studien.

Begleittherapie

Die Plasmabehandlung erfolgte nicht anstatt anderer Ublicher Therapieverfahren,
sondern wurde zusatzlich zur Standardtherapie der jeweiligen Erkrankung
durchgefiihrt x£im sogenannten Add-on Verfahren. Die Patienten wurden bis auf die
Plasmabehandlung der Zielareale analog der in der Abteilung weitgehend
standardisierten Ublichen Therapie des jeweiligen Krankheitsbildes behandelt.
Studienpatienten erhielten die gleichen diagnostischen und therapeutischen
MalRnahmen wie Patienten, die nicht an der Studie teilnahmen. Zu diesen
MalRnahmen konnten im einzelnen gehodren: Salbenbehandlungen ggfs. in
Kombination mit modernen  Wundauflagen  (Wundreinigung, Forderung
Wundheilung), Antibiotikatherapie (oral oder intravends), Kompressionstherapie
(Kompressionsstrumpfe, elastische Kompressionsbinden, Lymphdrainage), klinische
und  fotografische = Wunddokumentation, bakteriologische =~ Wundabstriche,
Blutentnahmen, Temperaturmessung, Doppleruntersuchung der Beingefalie
(Ultraschall), hinzuziehen des medizinischen Rates von Kollegen aus anderen
Fachrichtungen und Dokumentation der Schmerzsymptomatik.

Die einzelnen Begleitmedikationen wurden fur jede Indikation gemaf Prufplan oder
Amendment verabreicht.



Randomisierung

Die Randomisierung wurde wie folgt vollzogen. Zur vereifachten Darstellung wurde
die Zuordung aus Tabelle 1 tibernommen.

la, 1b *chronische Wunden:

Im Rahmen eines Zwei-Seiten-Vergleichs wurde eine mit Plasma behandelte mit
einer nicht mit Plasma behandelten Wunde in der Ulkus Studie verglichen. Bei
grolReren einzelnen Wunden war es mdglich, die raumliche Halfte der Wunde mit
Plasma zu behandeln und die andere Halfte nicht (Randomisierung nach
proximaler/distaler Lokalisation). Wie bereits erlautert, wurde Plasma im Add-on-
Verfahren appliziert, das hei3t die Plasmabehandlung wurde zusatzlich zur
Standardtherapie durchgefuhrt. Die Zuordnung der proximalen/ distalen Wunden zur
Plasma- und Kontrollbehandlung an einem Patienten erfolgte randomisiert. Die
Randomisierung wurde computergestitzt durchgefihrt.

Eine Doppel-Verblindung war aufgrund des Therapieverfahrens nicht mdglich, es
wurde ein offenes Studiendesign gewabhilt.

2 zakute Wunden:

Durch die Verwendung des MicroPlaSter beta Gerates in der Ulkus Studie mit akuten
Ulzera (Spalthautentnahmestellen) war hier eine Plazebobehandlung (reine
Argongas-Applikation + das Argongas wurde in diesem Fall auf die identische
Temperatur wie das Argon-Plasma erwarmt) moglich. Hier wurde nach dem
Halbseitenvergleich nach lateral/medial randomisiert.

3- Juckreizerkrankungen:

Ebenso fand die gleiche Plazebobehandlung mit erhitztem Argongas bei Patienten
mit Juckreizerkrankungen statt. Die Randomisierung erfolgte hier am gleichen
Patienten nach verschiedenen Lokalisationen.

4 tHerpes Zoster:

Beim letzten Studienabschnitt mit Patienten, die an Herpes Zoster erkrankten, wurde
dann nach Probanden und nicht nach Lokalisationen am gleichen Patienten
randomisiert. Grund dafur war die Erfahrung aus der Juckreizstudie, dass eine
aussagekraftige Auswertung auf sensible Sensationen - wie Juckreiz oder
Schmerzen =*bei einer Lokalisationsrandomisierung nur begrenzt maglich ist. Auch
hier wurde in der Plazebobehandlung mit Argon gearbeitet.



Keimlast

In der Initialphase der Ulkusstudie variierte die Detektierungsmethode der Keimlast
der chronischen Wunden von 1 Standardabstrich, 2 Standardabstrichen, der Art der
Anwendung des Standardabstriches (strichformig, z-féormig etc.) bis hin zur
Verwendung von Abklatschverfahren durch Agarplatten und Nitrozellulosefilter.
Letztendlich wurden in der Phase Ilb bei den Wundbehandlungen (Isbary et al. 2010,
Isbary et al. 2012) zur Detektion der Keimlast taglich Nitrozellulosefilter verwendet
und zur Detektion der Keimart ein einmal wochentlich vollzogener Standardabstrich.

Fotodokumentation der Wunden - Bildanalyse
Standardisierte Bildaufnahme
Die Fotodokumentation erfolgte digital. Die Aufnahmen wurden mit entsprechenden

Skalen in Gro3e und Farbe standardisiert (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4
Fotodokumentation

Bildanalyseverfahren

Die geplante Einfihrung von Algorithmen zur quantitativen Charakterisierung des
Heilungsprozesses auf der Basis von digitalen Bildern konnte nicht realisiert werden,
da die einzelnen Wunden unterschiedliche Atiopathogenese, Lokalisation und
Ausdehnung (u.a. mit dem Einschluss von Gamaschenulzera, die die komplette
Zirkumferenz des Beines betrafen) aufwiesen. Dies machte eine Auswertung anhand
der digitalen Bilder unmoglich, da zu viele Stérfaktoren (Aufnahmewinkel, nicht alle
Bereiche der Wunde auf einer Aufnahme erfassbar, etc.) vorlagen.



Aus diesem Grund wurden fir die Auswertung von moglichen Wundgréf3en-
verdnderungen durch eine Plasma-Anwendung lediglich die Messungen der
maximalen Wundlangen und dbreiten vor der ersten Behandlung und nach der
letzten Anwendung verwendet (Isbary et al. 2013).

Im Rahmen der akuten Ulzera *Spalthautentnahmestellen +wurden die definierten
WundgroRen in Bezug auf die Reepithelialisierung, Fibrinbeldge, Blutkrusten und
Wundumgebung von zwei unabhangigen Wundexperten im Doppelblindverfahren
beurteilt (2, Tabelle 1).

Ebenso kam es zur Beurteilung der digitalen Aufnahmen der Herpes Zoster Studie
durch zwei unabhangige Dermatologen im Doppelblindverfahren (4, Tabelle 1).

Juckreiz/Schmerzen

Das Ausmald des Juckreizes bzw. des Schmerzes wurde anhand einer Visuellen
Analog Skala (VAS) erfasst. Diese wurde den Patienten direkt vor und sofort im
Anschluss an jede Plasma- bzw. Plazebobehandlung gegeben.

Erhebungsmethoden

Alle studienrelevanten Daten wurden mittels Dokumentationsbégen/Case Report
Forms erfasst. Die jeweiligen Case Report Forms (bzw. Anamnese- und
Behandlungsbogen) sowie Einwilligungsbdgen fur die einzelnen Studienabschnitte
befinden sich im Anhang 3.

Folgende Dokumentationsbégen befinden sich im Anhang:
x Ulkusstudie (chronisch infizierte und akute Wunden): Einverstandniserklarung
und Case Report Form
x Juckreizstudie: Einverstandniserklarung und Case Report Form
X Herpes Zoster Studie: Einverstandniserklarung und Case Report Form

Statistik und Datenerfassung
Statistik

Die vorliegende Studie war rein explorativ, es wurden nur deskriptive statistische
Verfahren eingesetzt.

Die erhobenen Parameter wurden tabellarisch dargestellt (stetige Variablen: N,
Anzahl der fehlenden Werte, Mittelwert, Standardabweichung, Median, Quatrtile,
Minimum und Maximum; kategoriale Variablen: N, %).

Zudem wurden alle erhobenen Parameter in Patientenlistings dargestellt.

Fur die Phase Ilb wurden die Tabellen pro Therapiegruppe (mit und ohne
Plasmatherapie), pro Studienabschnitt bzw. Behandlungsindikation und Gesamt
dargestellt.



Wirksamkeitsparameter wurden fiir die Phasen lla und llb in Bezug auf Veranderung
zu Baseline dargestellt. Fur die Phase Ilb wurde zusétzlich der individuelle
Unterschied der Verbesserung zu Baseline zwischen den Therapiegruppen (mit und
ohne Plasmatherapie) und Gesamt dargestellt (intra-individueller Unterschied).
Weitere Darstellungen (box plots, bootstrap test, log return etc.) konnten sich im
Rahmen der jeweiligen Auswertung ergeben.

Vertraglichkeit:

Dokumentation von unerwinschten Ereignissen erfolgten nach den Vorgaben des
ICH-E3 (International Conference on Harmonization = Study Report) in separaten
Bogen.

Fur die Statistik wurden +von Experten fur Statistik + unterchiedliche Programme
verwendet, u.a. SPSS v12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, United States) und IDL 7.0 (ITT
Visual Information Solutions, Boulder, CO, United States).

Datenerfassung
Alle Daten wurden von Prifarzten oder study nurses erfasst.

Die gesamte patientenbasierte Dokumentation erfolgte in den vorgesehenen Case
Report Forms in schriftlicher Form und wurde digital in rein pseudonymisierter Form
in Microsoft Excel Dateien Ubertragen und gespeichert.

Die Behandlungs- und Kontrollareale, Ergebnisse der Agarplatten nach Inkubation
wurden an jedem Behandlungstag zudem mittels digitaler Aufnahmen festgehalten
und in pseudonymisierter Form auf Datentragern gespeichert.

Patientenkollektiv

Insgesamt wurden im Rahmen diser Studie 379 Probanden in einem Zeitraum vom
24.10.2005 £19.12.2013 rekrutiert. Die Anzahl der Plasmabehandlungen belief sich
auf insgesamt 3221.

Tabelle 2 gibt Aufschluss dartiber wie viele Patienten pro Studienabschnitt behandelt
wurden.



Nummer

Studienzentrum

Studie

Probanden-
zahl

Behandlungs-
zeitraum

Behandlung en

la

Minchen

Ulkus Studie
MicroPlaSter
alpha

166

2005-2009

1509

1b

Minchen

Ulkus Studie
MicroPlaSter
beta

34

2009-2012

689

1b

Regensburg

Ulkus Studie
MicroPlaSter
beta

40

2009-2012

347

Regensburg

Ulkus Studie
+akute
Wunden

40

2009-2011

171

Regensburg

Juckreiz
Studie

46

2009-2011

218

Minchen

Juckreiz
Studie

10

2009

53

Minchen

Herpes
Zoster Studie

39

2012 - 2013

176

Regensburg

Herpes
Zoster Studie

2013

15

Minchen

Hailey-Hailey
Fallbericht

2011

19

Minchen

Infektion
aullerer
Gehorgang
Fallbericht

2013

43

Tabelle 2

Ubersicht tber durchgefiihrte Studienabschnitte, Studienzentren, Probandenzahl,
Behandlungszeitraum und Anzahl der durchgefuhrten Behandlungen

Rekruitierung

Im Prinzip konnte die Plasmabehandlung auch ambulant

in den beiden

Studienzentren Minchen und Regensburg (Beteiligung an der Studie ab dem Jahr
2009) durchgefuhrt werden. Nichtsdestotrotz wurde der Grof3teil der Patienten jedoch
im Rahmen des stationdren Aufenthalts behandelt. Bei keinem Patienten war die

Durchfiihrung der

stationaren Aufnahme.

Plasmabehandlung die Ursache der

teilstationdren oder




Einschlusskriterien

Allgemeine Kriterien:

In die Studie wurden nur volljdhrige und einwilligungsfahige Patienten
eingeschlossen. Voraussetzung fur die Teilnahme war das Vorliegen einer
schriftlichen Einwilligungserklarung (siehe Anhang 3). Im Rahmen der Studie wurden
insgesamt 379 Patienten mit infizierten Hautwunden oder anderen
Hauterkrankungen, bei denen eine bakterielle, mykotische oder virale Beteiligung
eine Rolle spielt, akuten Wunden oder Patienten mit Juckreizerkrankungen mit
Plasma behandelt.

Die Hauptindikationen zur Plasmabehandlung im Rahmen der Studie waren:

x Chronisch infizierte Unterschenkelgeschwire jeglicher Genese (arteriell,
vends, infektios, vaskulitisch, diabetisch, neuropathisch etc.)

x Patienten mit einer Kolonisation/Infektion von Haut, Schleimhaut und Wunden
mit Problemkeimen, Pilzen oder Viren

x Patienten mit akuten Wunden

x Patienten mit Juckreizerkrankungen

X Patienten mit Herpes Zoster

Des Weiteren konnten im Rahmen einer Studie eine Vielzahl unterschiedlicher
Diagnosen aus dem dermatologischen Fachgebiet sowie aus anderen
Fachbereichen im Einzelfall in Frage kommen. Die Indikation zum Einschluss in die
Studie wurde in solchen Féllen vom Studienleiter gemeinsam mit dem behandelnden
Arzt getroffen, beziehungsweise wie im Fall der Patienten mit Juckreizerkrankungen
durch die Ethikkommission genehmigt. Im Folgenden wurden mdgliche
Einschlussdiagnosen aufgezabhilt:

Gram-negativer Fulinfekt, impetiginisierte Ekzeme, impetiginisierte
Viruserkrankungen (Herpes, Windpocken, Girtelrose), OP-Wunden (speziell bei
Risiko der Impetiginisation oder beginnender Infektion), Viruswarzen, Follikulitiden,
Akne, Hidradenitis suppurativa, Folliculitis decalvans, Abszesse, Furunkel, M. Darier,
offene Frakturen, chronische Osteomyelitis.

Ausschlusskriterien

Minderjahrige und nicht einwilligungspflichtige Patienten wurden nicht in die Studie
mit eingeschlossen. Ebenso waren Schwangere und stillende Frauen und Patienten
mit metastasierenden Tumoren von der Teilnahme an der Studie ausgeschlossen.
Jeder Patient konnte ohne die Nennung von Grinden die Studienteilnahme zu jedem
Zeitpunkt abbrechen.



Sicherheitsbewertung

Vor Beginn der klinischen Studie wurde eine unabhangige Prifung der
Geratesicherheit entsprechend europaischer Normen (IEC 60601-1, IEC 60601-1-1,
IEC 60601-1-2, u.a.) und eine Risikobewertung (EN 1S014971:2000) von der
Herstellerfirma ADTEC Plasma Technology Co. Ltd., Hiroshima (Japan)
durchgefiihrt. Eine schriftiche Gebrauchsanweisung fur das Plasmagerat wurde
bereitgestellt (Anhang 1).

Das Argon-Plasma-Gerat wurde am 07.04.05 von der Abteilung Medizintechnik am
Klinikum Schwabing besichtigt und gepruft. Bei Demonstration von Anwendung und
Aufbau durch die Plasma-Physiker des Max Planck Instituts fur extraterrestrische
Physik sah der Leiter der Abteilung fur Medizintechnik am Klinikum Schwabing keine
Gefahr fur Patienten oder Anwender aufgrund konstruktiver Merkmale.

Sicherheitsaspekte einzelner Plasmakomponenten
Temperatur

Im Gegensatz zur Argon-Plasma-Koagulation, bei der hohe Temperaturen
erforderlich sind, ist eine hohe Temperatur bei der Plasma-Anwendung zur in vivo
Sterilisation von Gewebe nicht erwiinscht. Das fur die in vivo Sterilisation generierte
Plasma hat eine Gastemperatur von max. ca. 36°C. Eine thermische Schadigung
gesunden Gewebes, die ab einer Temperatur von ca. 43°C auftreten kann, ist somit
nicht moglich.

Anhand eines vorderen Schweinebeins ex vivo wurde zur Bestatigung die
Temperaturentwicklung im biologischen Gewebe bei kontinuierlicher Exposition
untersucht. Der Temperatursensor wurde durch einen seitlichen Kanal direkt unter
der Haut platziert, so dass die Hautoberflache unversehrt blieb. Dieses Hautareal
wurde mit dem Plasmagerat im Abstand von 2,5 cm behandelt. Nach einer Minute
konnte eine Erhdhung der Temperatur von anfangs 21,2° C um 1,4° C festgestellt
werden. Im weiteren Verlauf fallt diese Erwédrmung immer geringer aus. So betragt
die Temperaturerhhung gegentiber dem Anfangswert nach zwei Minuten 2,2° C und
nach drei Minuten 2,6° C. Die Messung wurde bis zu einer Abflachung der
Temperatur-Entwicklung fortgesetzt, auch wenn die resultierenden
Behandlungszeiten nicht dem praktischen Einsatz entsprechen. Nach etwa 30
Minuten wurden 27,9° C erreicht. Ab diesem Zeitpunkt sind nur noch leichte
Schwankungen um diesen Wert zu beobachten (Abbildung 5).

Insgesamt konnte also eine moderate Erwarmung des Gewebes festgestellt werden.
Eine Kihlung durch physiologische Prozesse im lebenden Gewebe wurde dabei
allerdings nicht berucksichtigt. Zudem hatte die Probe nicht Korpertemperatur, so
dass nur eine geringere Erwarmung bei der Behandlung in vivo zu erwarten war.
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Abbildun g 5

Dargestellt ist die subkutane Temperatur-Entwicklung bei kontinuierlicher
Plasmabehandlung am Beispiel eines vorderen Schweinebeins. Nach 2 Minuten
betragt die Erhéhung 2,2° C. Die Bestrahlung wurde bis zur Abflachung der Messkurve

40 Minuten lang fortgesetzt, auch wenn diese Behandlungsdauer den geplanten
Einsatz in der Klinikk um ein Vielfaches Ubertrifft. Nicht beriicksichtigt s ind
physiologische Kihlprozesse sowie der Umstand, dass die Anfangstemperatur mit
21,2° C deutlich unter der normalen Korpertemperatur liegt.

Nach den Modifikationen, die in Amendment 1 und 4 angemeldet wurden, konnte die
Plasmatemperatur am Zielgewebe weiter reduziert werden. Patienten beschrieben
die Plasmabehandlung Uber den gesamten Behandlungszeitraum der Phase Il
Studie als angenehmen warmen Lufthauch, der die Umgebungstemperatur um nicht
mehr als 5°C Uberschreitet. Dies entsprach einer Behandlungstemperatur von 19 bis
etwa 32°C.

Plasmakomponenten

Da es sich bei der kalten Plasmaanwendung um eine komplexe neuartige
Anwendung handelt, bei der die einzelnen Plasmakomponenten stark von dem
generierenden Plasmageréat, der Generierungsmethode und den zum Zeitpunkt der
Generierung vorherrschenden Umgebungsfaktoren abhangt, missen die Gerate und
das erzeugte Plasma in einem ersten Schritt moglichst genau untersucht/klassifiziert
werden. Problematisch ist dabei, dass es sich bei den Plasmen um ein variables
Produkt handelt, das im stdndigen Wechselspiel mit den multiplen physikalischen
und chemischen Reaktionen steht. Es ist daher nicht mdglich das Produkt Rlasma 3
fur verschiedene Gerate und unterschiedliche Anwendungsregionen einheitlich zu
definieren. Zudem fehlen viele Richtlinien, Grenzwerte und Erfahrungen zu diversen
Plasmakomponenten und dem potenziellen Einfluss auf verschiedene Zielstrukturen.

Aus diesem Grund ist es wichtig, dass bei der Plasmatechnologie einerseits
existierende Richtlinien/Grenzwerte eingehalten werden, andererseits in einem



standigen Wechselspiel neue Forschungsergebnisse und Erkenntnisse aus der
Plasmaanwendung in neue Richtlinien und Sicherheitsaspekte einflie3en.

Emittierte UV-Strahlung

Die MicroPlaSter-Generation wurde detailliert von Shimizu et al. 2008 und 2010
charakterisiert. Gebaut wurde das Gerat im Einklang mit dem internationalen
Standard fur elektrische medizinische Gerdate (IEC 60601-1). Bei dieser
Plasmagerate-Generation ist der Anteil an UV Strahlung héher als zum Beispiel bei
der Oberflachenentladungstechnologie (Morfill et al. 2009), liegt aber dennoch bei
Behandlungszeiten von 5 Minuten unterhalb des Grenzwertes von 3 mJ/cm? der
ICNIRP Richtlinien (International Commission on Non lonizing Radiation Protection)
fur die Applikation auf intakter Haut und denen adaptiert an einen Europaischen
Kommissionsreport (SCCP report 0949/05) fir nicht intakte Haut. Das optische
Emissionspektrum (Abbildung 6) zeigt, das hauptséachlich Wellenlangen im Bereich
der UV-A und UV-B Strahlung und nur zu einem geringen Anteil auch im UV-C
Bereich emittiert werden.
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Abbildung 6

Optische Emissionsspektrum des MicroPlaSter beta im Bereich der Wellenlangen 200
- 400 nm mit VergréRerung des UV-C Bereichs

In verschiedenen Publikationen wurde der Einfluss der UV-Strahlung thematisiert
und diskutiert (Heinlin et al. 2011, Isbary 2012 und 2013). Eine 1 Minute andauernde
Plasmabehandlung mit dem MicroPlaSter resultiert in einer aquivalenten UV-C
Strahlenbelastung wie ein 5 Minuten Aufenthalt in der Sonne (unabhangig von der
Jahreszeit in der Region Garching, in 482 m dber dem Meeresspiegel).
Entsprechend ist einminitige Plasmaexposition mit einer Strahlenbelastung fur UV-B



einem einmindtigem Aufenthalt im Freien gleichzusetzen und fir UV-A von nur
wenigen Sekunden (siehe Tabelle 3).

MicroPlaSter Natural sunlight
(5 min) (5 min)
UVA (320-400 nm) <100 pW/cm? 600 uW/cm?
UVB (280-320 nm) 40-60 pW/cm? 30-50 pW,/cm?
UVC (180-280 nm) 10-16 uW/cm? 1-2.5 pW/cm?

Tabelle 3

Vergleich der durchschnittlichen UV-Belastung (Uber 5 min) durch die natlrliche
Sonnenbestrahlung, gemessen dber ein 1 Jahr in Garching (482 m uber dem
Meeresspiegel), mit dem MicroPlaSter beta (100 W Mikrowellenleistung,
Argongasflussrate 2,5 sIm, gemessen in 20 mm Entfernung zur Elektrode).

Um diese Grenzwerte noch weiter zu unterschreiten xneben der dadurch ebenfalls
erreichten Zeit-/Kostenersparnis sowie des gesteigerten Patienten-/Anwender-
komforts +wurde der Effekt einer reduzierten Behandlungszeit von 2 Minuten im
Rahmen dieser Phase Il Studie untersucht (Isbary et al. 2012) (siehe vorheriges
Kapitel).

Erzeugte Plasmachemie +*toxische Gase

Eine Auswahl der in Gber 600 verschiedenen chemischen Reaktionen ablaufenden
positiven, negativen oder neutralen Spezies, die mit Hilfe einer
Oberflachemmikroentladungs-Elektrode =+ also einer anderen Plasmatechnologie -
generiert werden kdnnen, sind in Tabelle 4 dargestellt und wurden von Shimizu et al.
2012 und Sakiyama et al. 2010 und 2012 genauer thematisiert. Auch bei den in
dieser Phase Il Studie verwendeten MicroPlaSter Geréaten sind eine Vielzahl der in
Tabelle 4 aufgefiihrten positiv, negativ und neutral geladenen Spezies zu erwarten,
jedoch in unterschiedlichen Konzentrationen.

Positiv geladene Spezies N+, N2+, N3+, Na+, O+, O2+, NO+, NO2+, H+, Hao+,
Hsz+, OH+, H2O+, H3O+

Negativ geladenen Spezies e-, O-, O2-, Os3-, Os-, NO-, N20O-, NO2-, NOs-, H-,
OH-

Neutrale Spezies angeregtes N2, angeregter O, H, N ,O, angeregter
O2, O3, NO, N20, N203, N204, N20s, H2, OH, HO2,
H202, HNO, HNO2, HNO3

Tabelle 4

Auflistung der im Plasma generierten Spezies durch eine
Oberflachenmikroentladungs-Elektrode, bei der das Plasma in der Umgebungsluft



erzeugt wird. Viele der aufgelisteten Spezies werden auch mit den MicroPlaSter-
Geraten erzeugt *jedoch in anderen xsehr viel geringeren  +Konzentrationen.

Bei Isbary et al. 2010 und bei Nosenko et al. 2009 wurde die Bedeutung der
reaktiven Sauerstoff- und Stickstoff Spezies (RONS) fur Wundheilungszwecke aus
der MicroPlaSter-Generation diskutiert. Aufgrund der Verwendung des Nobelgases
Argon ist die Reaktivitat der generierten RONS in der MicroPlaSter-Generation
deutlich geringer als bei anderen Plasmageréaten, insbesondere derer, die in der
Umgebungsluft geziindet werden oder jener, bei denen Sauerstoff zuséatzlich
zugefuhrt wird.

Die Messungen fir Os, NO2 und NO fur die MicroPlaSter Gerate sind in Tabelle 5
gelistet. Zusatzlich sind die Grenzwerte des US National Institute for Occupational
Safety and Health (NIOSH) eingetragen.

Toxische Gase MicroPlaSter Grenzwerte NIOSH (fur
8h kontinuirliche
Exposition)
O3 0.1 ppm 0.1 ppm
NO2 6 ppm 5 ppm
NO <1 ppm 25 ppm
Tabelle 5

Emission toxischer Gase

Die gemessenen Werte fir Oz und NO liegen im Rahmen der zulassigen Grenzwerte
des amerikanischen Instituts NIOSH (National Institute for Occupational Safety and
Health). NO2 uUbersteigt diesen Grenzwert nur leicht. Es bleibt zu beachten, dass
diese Limits fur die Dauerexposition einer 8 h Inhalation festgelegt wurden und dass
die Plasmaexpositionen in der Regel nur wenige Minuten andauern.

Nichtsdestotrotz, da es bis dato keine internationalen Grenzwerte oder Richtlinien fur
die kurzzeitige Anwendung von z.B. Ozon oder Stickstoffdioxid auf intakter oder
geschadigter Haut gibt, sollte die Exposition fir den Patienten so gering wie mdglich
gehalten werden.

Zudem muss die Sicherheit des Anwenders, der ja langere Zeit in geschlossenen
Behandlungsrdumen gegentiber den toxischen Gasen exponiert sein kann, durch
ausreichend grol3e Behandlungsrdume und regelmaliges Luften, gewéhrleistet sein.



Wirksamkeitsnachweis

Die Wirksamkeit des Niedertemperatur-Argon-Plasmas wurde in einer ausfuhrlichen
Phase | Studie gezeigt und ist im Prufplan (Anhang 1) detailliert beschrieben. Im im
Folgenden sollen die Ergebnisse kurz zusammengefasst werden.

Ziel dieser Studie war es die Bereiche der Plasmaparameter und die Dauer der
Behandlung zu ermitteln, die einerseits eine effektive Zerstdrung von Bakterien oder
Pilzen ermdglichen und andererseits eine Anwendung an humaner Haut ohne
Schadigung von vitalem Gewebe zulassen.

Gegenstand dieser Studie waren mikrobiologische Untersuchungen an Bakterien und
Pilzen und ex vivo bzw. zellbiologische Untersuchungen an humaner Haut,
humanem Blut und verschiedenen Zellkulturen.

Weitergehende Untersuchungen von mit uns kooperierenden Arbeitsgruppen
unterstitzten die in diesem Rahmen durchgefiihrte Phase Il Studie.

Mikrobiologische Untersuchungen

Die Effektivitat der keimreduzierenden Wirkung der Plasmabehandlung wurde mit
verschiedenen Bakterienstammen untersucht. Diese wurden in definierten
Konzentrationen auf geeignete Agarmedien in Petrischalen aufgebracht, mit dem
Plasmagerat behandelt und in einem Brutschrank tGber Nacht inkubiert.

Zur Vergleichbarkeit der Versuchsergebnisse wurden die Proben immer mit den
gleichen Geréateeinstellungen (Gasflussrate Argon ~3 I/min, Gastemperatur ~36 °C,
Plasmadichte ~1020 m= am Austritt, Elektronentemperatur ~wenige eV) behandelt.
Der Abstand vom Geréat zu der Probe betrug immer 2,5 cm.

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Behandlungsdauer und erzieltem
Sterilisationseffekt ~ wurden  gram-positive und  gram-negative  Bakterien
unterschiedlich lang dem Plasmastrom ausgesetzt. Untersuchungen an koagulase-
negativen Staphylokokken zeigten, dass bereits nach 90 s ein deutlicher
Behandlungserfolg zu sehen war. Nach 180 s Behandlungsdauer waren in grof3en
Arealen der Petrischale keine Bakterienkolonien mehr erkennbar.

Experimente mit Escherichia coli zeigten ahnliche Ergebnisse: Hier war bereits nach
einer Exposition von 75 s mit dem blol3em Auge ein deutlicher Behandlungserfolg zu
sehen.

Eine Vielzahl von Bakterien kann Probleme bei der Wundheilung verursachen. Daher
wurde die desinfizierende Wirkung der Plasmabehandlung an einer Reihe von
Bakterien untersucht. Diese sind in der folgenden Tabelle 6 zusammengefasst:



Gram-positive Bakterien \ Gram-negative Bakterien

Residente oder passagere Hautflora bei gesunden Personen.

Enterococcus faecalis Bacteroides fragilis

Koagulase-negative Staphylokken Escherichia coli

Fakultativ pathogene und ggf. multiresistente Infektionserreger,
asymptomatische Besiedelung von Haut- und Schleimhéauten (z. B.
Gastrointestinaltrakt, Atemwege) moglich.

Staphylococcus aureus

methicillinresistente Staphylococcus
aureus (MRSA)

Gruppe A-Streptokokken

vancomycinresistente Enterokokken
(VRE)

Clostridium perfringens

Fakultativ pathogene Umweltkeime, selten auf der Haut gesunder Personen
nachweisbar.

Bacillus cereus Burkholderia cepacia
Group A Streptococcus pyogenes Pseudomonas aeruginosa
Tabelle 6

Bakterien, an denen die desinfizierende Wirkung von Niedertemperatur-Argon-Plasma
getestet wurde.

Die Ergebnisse zeigen, dass bislang alle getesteten Bakterien (Tabelle 6) sowie der
Pilz Candida albicans mittels kaltem Plasma inaktiviert werden kénnen (Abbildung 7).
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Abbildung 7

Inaktivierung von Bakterien mit Niedertemperatur-Plasma

Um nachzuprtfen, ob die Bakterien nicht nur temporar inaktiv sind (Nachweis der
Bakterizidie), wurden die behandelten Agarmedien fur zwei aufeinander folgende
Néachte inkubiert. Dieser Versuch wurde sowohl mit gram-positiven (Enterococcus
mundtii) als auch mit gram-negativen Bakterien (Escherichia coli) durchgefuhrt

Nach Inkubation Uber zwei N&achte bildeten sich in den bakterienfreien Bereichen
keine neuen Kolonien. Lediglich die bereits vorhandenen Kolonien wuchsen
erwartungsgemald weiter. Aus diesem Grund konnte davon ausgegangen werden,
dass die Bakterien abgetotet bzw. dauerhaft nicht mehr vermehrungsfahig waren.
Weitere Untersuchungen zeigten zudem, dass sich keine Resistenzen gegen die
Plasmabehandlung entwickelten. Diese Ergebnisse decken sich mit den Daten und
theoretischen Modellen von Zimmermann et al. (Zimmermann et al. 2012).

Zellbiologische und ex vivo Untersuchungen

Wie bereits erlautert wurde nicht nur die Wirksamkeit von kaltem Plasma gegen
verschiedene Pathogene in vitro untersucht, sondern auch eine detaillierte Studie zur

sicheren Anwendung von kaltem Plasma auf humanem Gewebe durchgefiihrt. Die
(UJHEQLVVH ]XU (YDOXDWLRQ HLQHV VLAKNBENQQGVKPUDWIB
im Prufplan dargestellt, der hier in Anhang 1 mitgeliefert wird.

Effekt der Plasmabehandlung auf humanes Blut:

Untersuchungen zeigten, dass eine Behandlung mit Niedertemperatur-Argon-Plasma
von bis zu 2 Minuten (langere Zeiten wurden nicht getestet) zu keinen
Veranderungen im Blutbild fuhrt (Tabelle 7).



Behandlungsdauer 0 Minuten 1 Minute 2 Minuten
Leukozyten/nl 6,0 6,2 6,2
Erythrozyten/pl 49 4.8 49
Hamatokrit (%) 44,7 44,9 44,5
MCV (fl) 91,2 92,0 91,5
Freies Hamoglobin (mg/l) 298 223 281
Thrombozyten/nl 199 190 199
Tabelle 7

Effekt der Plasmabehandlung auf menschliche Blutkomponenten.

In einem weiteren Experiment mit humanem Blut konnte zudem - mit dem
sogenannten Rasterkraftmikroskop (AFM) - gezeigt werden dass eine
Plasmabehandlung von bis zu 10 Minuten zu keinen sichtbaren Veranderungen der
Erythrozyten fuhrt (Abbildung 8).

a.) b.)

Abbildung 8

a.) Erythrozyten fur 10 min mit Plasma behandelt. Der Bildausschnitt hat eine
Kant HQOIQJH YRQ P
b.) Kontrolle

Effekt der Plasmabehandlung auf ex vivo humane Haut:

Mittels der Plasmabehandlung von vitalen humanen ex vivo Hautproben - gewonnen
innerhalb von Minuten nach Entnahme, im Rahmen von medizinisch indizierten
Exzisionen von Hauttumoren - wurde in einer Phase | Studie untersucht, inwiefern
die fur die Bakterienzerstorung erforderlichen Dosen zu Schédigungen fuhren. In
diesen Untersuchungen wurden die Hautproben bei verschiedenen Konfigurationen
des Plasmagerats und unterschiedlicher Expositionsdauer behandelt. Die
behandelten Proben und unbehandelte Kontrollproben wurden direkt anschliel3end
mittels eines Rasterkraftmikroskops ohne Fixierung unter physiologischen
Bedingungen sowie nach Fixation histologisch untersucht.



Histologie: Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass es bei einer
Plasma-Behandlungsdauer von 1, 2, 3 oder 4 Minuten histologisch keine
Unterschiede zwischen behandelter und unbehandelter Haut gibt. Bei einer Plasma-
Exposition von 10 Minuten, die in der Praxis nicht erreicht wurde, fand sich
histologisch in den Hautproben eine Vakuolisierung der Keratinozyten der basalen
Epidermis einschlie3lich der oberen Follikel. Im Zytoplasma fanden sich
Verklumpungen die wahrscheinlich veranderten Tonofilamenten entsprechen.

Rasterkraftmikroskop: An exzidierten humanen Hautproben wurde der Einfluss der
Plasmabehandlung auf die Hautoberflache untersucht. Dazu wurden 5 mm grof3e
Hautsticke 4 Minuten mit Plasma behandelt und anschlieBend mit dem
Rasterkraftmikroskop abgebildet. Die Ergebnisse zeigen, dass keine sichtbare
Veranderungen der Hautstruktur zu erkennen war (Abbildung 9).

a.) b.)
Abbildung 9
a.) Rasterkraftmikroskop-Aufnahme von mit Plasma behandelter ex vivo Haut. Der

%LOGDXVVFKQLWW KDW HLQH .DQWHQOIQJH YRQ P
b.) Kontrolle

Alle Untersuchungen zeigten bis dato GDVV HV HLQ VLFKHUHV AWKH
)HQV W H Uid deimEndittels kaltem Plasma Pathogene Keime abgetttet werden
kénnen ohne das umliegende humane Gewebe zu schadigen.

Wie bereits erlautert, wurden in Kooperation mit verschiedenen Arbeitsgruppen in
Minchen und Regensburg noch weitere in vitro und ex vivo Experimente sowie in
vivo Tierversuche durchgefuhrt, um die sichere Anwendung von Niedertemperatur-
Argon-Plasma zu demonstrieren. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind im
folgenden Kapitel (Diskussion und Schlussfolgerungen) kurz zusammengefasst. An
dieser Stelle wurde davon abgesehen, auf die Ergebnisse einzugehen, da diese nicht
die Basis fur die Zulassung zur Durchfiihrung dieser klinischen Studie waren.



Diskussion und Schlussfolgerungen
Allgemeines

Alexander Fleming entdeckte um 1928 die antibakteriellen Eigenschaften des
Penizillins und in den Folgejahren fand man rasch weitere antimikrobielle
Substanzen - die medizinische Gesellschaft feierte eine neue Ara im Kampf mit
pathogenen Bakterien. Dieser Enthusiasmus wurde dann aber schnell durch das
Auftreten erster resistenter Stamme gedampft.

Heutzutage gehort die Bestimmung des Resistenzmusters von Bakterien zur
taglichen klinischen Routine ebenso die Isolierung von Patienten mit multiresistenten
Keimen. Eine effiziente Behandlung bakterieller Infektionen ist aufgrund steigernder
Resistenzen und einem Mangel an neuen antimikrobiellen Substanzen zur
Herausforderung geworden. Globale Gesundheitsorganisationen wie die WHO
bewerten multiresistente Keime, wie den Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus (MRSA) inzwischen als globale Bedrohung (Grundmann et al. 2006). Eine
Infektion mit resistenten Keimen kann zu einer um 30-100% gesteigerten
Erkrankungs- und Todesrate, sowie einem Anstieg der direkten Kosten fiihren
(Cosgrove et al. 2003). Bei chronischen Wunden kann selbst die Besiedlung mit
pathogenen Keimen zur verzogerten Wundheilung beitragen.

Chronische Ulzera des Unterschenkels haben mit etwa 1% eine sehr hohe
Préavalenz in der Bevdlkerung und sind fir etwa 1-2% der jahrlichen Kosten im
Gesundheitssystem verantwortlich (Etufugh et al. 2007). Venose Ulzera bendtigen im
Schnitt etwa 24 Wochen zur Abheilung, 15% kommen niemals zur Abheilung und
Rezidive treten in etwa 15-71% aller Falle auf (Heit et al. 2002, Kurz et al. 1999).

Plasma

Niedertemperatur-Plasmen oder auch kalte atmospharische Plasmen oder engl. cold
atmospheric plasmas stellen einen interessanten neuen Forschungszweig dar. Im
Gegensatz zu den neuartigen kalten Plasmen finden heil3e Plasmen bereits als
Standardprozedur bei der Sterilisation von Instrumenten Verwendung oder werden
zur Entfernung, zur Kauterisierung und zum Schneiden von Geweben, sowie auch im
kosmetischen Bereich benutzt (Bogle et al. 2007, Elsaie et al. 2008).
Niedertemperatur-Plasmen haben jedoch im Vergleich zu den heil3en Plasmen den
Vorteil, dass sie unter 40°C operieren und damit in vivo Anwendungen erlauben ohne
das Umgebungsgewebe zu schéadigen. Nichtsdestotrotz behalten Niedertemperatur-
Plasmen, die ein physikalisch-chemisches Gemisch aus Elektronen, lonen,
angeregten Atomen und Molekulen, Radikalen, reaktiven Spezies und UV Strahlung
generieren, ihre antibakterielle, antimykotische und antivirale Eigenschaften

Wirkmechanismus von Niedertemperatur-Plasmen

Der genaue antimikrobielle Wirkmechanismus von Niedertemperatur-Plasmen ist
noch nicht vollstandig geklart. Wahrscheinlich ist aber das Zusammenspiel



verschiedener Mechanismen bei der Plasmaentstehung. Das teilweise ionisierte
Plasma ist wie bereits erlautert ein komplexes Gemisch aus reaktiven Spezies
(Wasserstoff-, Stickstoff- und Sauerstoffspezies), elektrischen Feldern, geladenen
Teilchen, Ladungsunterschieden und UV Strahlung und kann zu Permeabilisationen,
zu Ortlichen Energieentladungen und zu Elektroporation bei Zellen/Organismen
fuhren (Kong et al. 2009, Isbary et al. 2013). Die physikalischen und chemischen
Eigenschaften erlauben den Plasmen zudem die Penetration in kleinste Raume, wie
zum Beispiel bis zum Haarfollikel (Lademann et al. 2011). Reaktive Spezies
scheinen eine Hauptrolle bei den antimikrobiellen Eigenschaften zu spielen (Isbary et
al. 2013). Interessanterweise werden dabei besonders jene Spezies in hohem Mal3e
generiert, die sich der menschliche Organismus im Lauf der Evolution selbst fir die
Bekadmpfung von Mikroorganismen angeeignet hat (Kindt et al. 2007), nur in viel
hoheren Konzentrationen. Alle diese Mechanismen konnen je nach Art der
Niedertemperatur-Plasmen, der verwendeten Spezifikationen (Frequenz, Spannung,
etc.) und der Umgebungsfaktoren variieren. Dies lasst Resistenzen unwahrscheinlich
erscheinen, da sie die nattrlichen Umgebungsfaktoren der Organismen auf multiplen
Ebenen beeinflussen (Shimizu et al. 2008).

Klinische Phase lla Studie zur Evaluation der Effektivitat und Sicherheit von
kaltem Plasma

Initial wurde in einer Phase Ila die Sicherheit und die Effektivitit des
Niedertemperatur-Plasmas bestimmt. Dabei wurden die optimalen Plasmaparameter
und die geeignete Dosis (Definition der Behandlungszeit, -frequenz und -dauer)
untersucht. Um dieses zu ermdglichen wurden Amendments zu dem urspringlichen
Ethikantrag notig, die sowohl Verdnderungen der Plasma-Fackel und des Gerates
erforderten ebenso wie die Adaptation der Behandlungszeit (Anhang 2).

Ein groRBes Problem stellte zu Beginn zudem die Evaluierung von
Keimlastveranderungen auf Wunden dar. Standardabstrichverfahren twie sie in der
taglichen Routine im arztlichen Bereich mit sterilen, angefeuchteten Abstrichtupfern
zur Anwendung kommen zsind geeignet um die Keimart auf Wunden zu detektieren.
Allerdings scheitern sie beim Nachweis der Keimlast, sind sehr ungenau und
erfassen nur einen Bruchteil der auf der Wundoberflache befindlichen Bakterien und
sind folglich nicht reproduzierbar. Verschiedene Abnahmevarianten wurden erprobt:
linearer Abstrich, z-formiger Abstrich, zweimaliger Abstrich von unterschiedlichen
Untersuchern, zweimaliger Abstrich vom gleichen Untersucher und die direkte
Ubertragung des Abstriches auf Agarplatten. Alle Varianten kamen zu dem gleichen
Ergebnis: diese Abstrichverfahren sind fur den Nachweis von quantitativen
Keimveranderungen nicht verwertbar.

Andere Verfahren, wie ein direkter Abklatsch der Wundoberflache auf eine Agarplatte
scheiterten ebenfalls.

Mit sogenannten Nitrozellulosefiltern fand man dann eine Methode mit der die
Keimlast relativ genau erfasst werden kann. Diese flachen runden Filter werden sanft



auf die Wunde gelegt und saugen so die Wundflussigkeit und die Bakterien auf. Im
Anschluss werden die Filter dann auf Agarplatten gelegt und Uber Nacht inkubiert.
Das Vorhandensein eines quadratischen Musters auf der Oberflache erlaubt dann
die Auszéhlung der gewachsenen Bakterienkolonien (CFUs - colony forming units)
oder eine mittels digitaler Aufnahmen computerbasierten Auswertung (Abbildung 10).

Abbildung 10

CFUs auf Nitrozellulosefilter vor und nach der Plasmabehandlung.

In einer Zwischenauswertung konnte die Uberlegenheit der Nitrozellulosefilter klar
demonstriert werden. Dabei konnten unter in vitro Bedingungen mit Hilfe des
Abstrichverfahrens lediglich 3,49 18,67 % der gesamten Bakterien pro Testreihe (1x
Escherichia coli, 1x Staphylococcus aureus und 2x Pseudomonas aeruginosa)
erfasst werden. Die Detektionsrate bei Nitrozellulosefiltern lag mit 48,84-69,08 %
deutlich hoher (Abbildung 11).



Abbildung 11

Detektionsrate von Bakterien unter  in vitro Bedigungen: Abstrichverfahren versus
Nitrozellulosefilter

Klinische Phase Ilb Studie

Auf Basis der Untersuchungen, die in Abbildung 11 dargestellt sind, wurden
Nitrozellulosefilter zur Detektion der Keimlast an jedem Behandlungstag der
klinischen Phase Ilb Studie verwendet. Zum Nachweis der Bakterienart wurden an
einem Tag zwei Standardabstriche einmal pro Woche verwendet.

Aus den Daten der Phase lla entschied man sich ferner fir eine einmal tagliche 5
Minuten andauernde Plasmabehandlung. Bei dieser Dauer ergaben sich keine
Hinweise fur eine Schadigung des menschlichen Gewebes und gleichzeitig konnte
man damit von einer suffizienten antibakteriellen Wirkung ausgehen.

la, 1b *chronische Wunden

Die in diesem Studienprojekt initiierte, weltweit erste Studie mit einem solchen
Niedertemperatur-Argon-Plasmagerat wurde aufgrund der bereits genannten
Probleme bei der Behandlung chronischer Ulzera und der steigenden Resistenzen
unter Bakterien an Patienten mit chronisch infizierten Wunden im sogenannten Add-
on Verfahren erprobt (Isbary et al. 2010 Publikation 2). Die Patienten erhielten dabei
an einer randomisierten Wunde (im Falle mehrerer Ulzera) oder einer nach dem
Zufallsprinzip zugeordneten Wundhalfte (im Falle einer groRen Wunde) eine 1x
tagliche 5 Minuten andauernde Plasmabehandlung mit dem MicroPlaSter alpha
Gerat. Der Patient diente als eigene Kontrolle. Dies ermoglichte, dass der
antibakterielle Effekt klar der Plasmabehandlung zugeordnet werden konnte +da
beide Wunden/oder Wundhélften immer die identische Wundversorgung erhielten.
Ebenso hatte bei der Gabe eines systemisch verabreichten Antibiotikums die
Wirkung immer Einfluss auf die Therapie sowie auch auf die Kontrollareale.

Eine Verblindung/doppelte Verblindung war in diesem Stadium noch nicht méglich,
da das erste Gerat (MicroPlaSter alpha) keinen Plazebomodus beinhaltete und der
Patient wie auch der Anwender das Plasma sehen und riechen konnte.



Es konnte an 36 Patienten, die an 38 chronisch infizierten Ulzera unterschiedlicher
Atiologie (Abbildung 12) litten, nachgewiesen werden, dass durch die
Plasmabehandlung (insgesamt 291 Applikationen, das einem durchschnittlichen
Behandlungsintervall von 7,86 pro Patient entspricht) hoch signifikant mehr Bakterien
+ unabhangig der Keimart und des Resistenzmusters (Keimspektrum, siehe

Abbildung 13) zreduziert werden konnten.

Abbildung 12
Atiologie der chronischen Ulzera

Abbildung 13
Keimspektrum der chronisch infizierten Ulzera.

Der zusatzliche Benefit fir die mit Plasma behandelten Areale betrug in etwa 34%
(p<0.01) (Abbildung 14).



Abbildung 14

Bakterielle Reduktionsrate: Plasma versus Kontrolle

Die relativ hohe Reduktionsrate von etwa 33 % im Kontrollareal kann durch mehrere
Vorgénge zustande kommen:

Zum einen stellt die Filtermethode ein leichtes Débridement dar. Zudem kann ein
gewisser Trocknungseffekt wahrend der 5 Minuten andauernden Behandlungszeit im
Therapieareal nicht verhindert werden. Zum anderen wurden 14 Patienten mit einem
groBen Ulkus rekrutiert. Hier bestand trotz > 0,5 cm Sicherheitsabstand die
Maglichkeit, dass Plasmakomponenten ins Kontrollareal gestromt waren oder die
Wundflissigkeit an sich durch das Plasma verédndert wurde und somit das
Kontrollareal zu einemge ZLVVHQ OD%H APLWEHKDQGHOW?3 ZXUGH

Eine weitere wichtige Erkenntnis der Studie war, dass die Plasmabehandlung absolut

schmerzfrei und nebenwirkungsfrei verlief. Die Patienten verspurten lediglich einen
AZDUPHQ /XIWKDXFK3 GHU MH QD FKisgtred 2E3STIMiielP SHUD W )
konnte und von den Patienten als angenehm empfunden wurde.

Nach Untersuchungen, der durch die Plasmabehandlung freigesetzten UV-Dosen *
die sich nach internationalen Standards = bereits im unbedenklichen Bereich
befanden (siehe Kapitel Sicherheit), sollte nun eine reduzierte Behandlungszeit von 2
Minuten auf ihre Effektivitat hin erprobt werden. Ferner wurde das Plasmageréat
weiter verbessert. Das Gerat (MicroPlaSter beta) wurde deutlich kompakter,
beinhaltete einen weitaus besseren Greifarm und hatte die Madoglichkeit der
Beimischung eines weiteren Gases sowie der Plazebobehandlung mit reinem
Argongas. Letzteres wurde zu diesem Zeitpunkt noch nicht eingesetzt * andere
Gasmischungen wurden wéahrend der gesamten Studiendauer nicht verwendet.

In einem weiteren Patientenkollektiv sollte nun die Effektivitat einer 2 Minuten



andauernden Plasmaapplikation bei noch geringerer UV-Belastung und deutlicher
Zeitersparnis nach Genehmigung des Amendments durch die Ethikkommission
getestet werden. Gleichzeitig konnte die Effizienz beider Gerategenerationen
(MicroPlaSter alpha und beta) miteinander verglichen werden.

24 Patienten mit chronisch infizierten Wunden wurden nach dem gleichen Schema
behandelt, wie im zuvor genannten Studienabschnitt *allerdings mit einer 2 Minuten
andauernden Plasmatherapie (Isbary et al. 2012, Publikation 4). 14 Patienten
(zwischen 49 *85 Jahren, Durchschnitt 72,4 Jahre) erhielten die Behandlung mit
dem MicroPlaSter alpha Gerat =+ in insgesamt 70 Applikationen. 10 Patienten
(zwischen 41 +88 Jahren, Durchschnitt 76,0 Jahre) wurden in 137 Behandlungen
dem neueren MicroPlaSter beta ausgesetzt. Dabei kam es zu signifikanten
Reduktionen mit einem Benefit von etwa 40% (p<0.016) bei der Plasmaanwendung
mit dem alpha Gerat und zu hoch signifikant gréReren Reduktionen von 23,5%
(p<0.008) beim beta Gerat (Abbildung 15).

Abbildung 15
Bakterielle Reduktion: MicroPlaSter alpha und MicroPlaSter beta versus Kontrolle

Die Reduktion konnte erneut unabhangig der Keimart (Keimspektrum beider
Behandlungsgruppen - siehe Abbildung 16) erzielt werden.



Abbildung 16

Keimspektren beider Behanldungsgruppen
(a) MicroPlaSter alpha
(b) MicroPlaSter beta

Erneut ergaben sich keine Nebenwirkungen der uneingeschrankt schmerzfreien
Plasmabehandlung.

Bislang konnten die schmerzfreien und bis dato nebenwirkungsfreien
Plasmabehandlungen an Wundpatienten lediglich zeigen, dass die Behandlung
einen zusatzlichen bakteriziden Effekt erbringt. In vitro und in vivo Ergebnisse aus
einer Studie von Arndt et al. (Arndt et al. 2013) zeigten jedoch, dass mithilfe des
Niedertemperatur-Plasmas  (MicroPlaSter beta) wichtige Gene fur die
Wundheilungsmaschinerie induziert werden konnen und die Wundheilung im
Mausversuch beschleunigt wird.

In vitro konnte gezeigt werden, dass die 2 Minuten Plasmabehandlung *in Analogie
zur in vivo Behandlungszeit am Patienten + proinflammatorische Zytokine und
Wachstumsfaktoren stimuliert/induziert, so z.B. IL-6, IL-8, MCP-1, TGF-31 und TGF-
32. Ferner fUhrte die Behandlung nicht zur Veranderung proapoptotischer Faktoren
oder anti-apoptotischer Marker. Migrationsraten von Fibroblasten waren nach 2
Minuten Behandlung gesteigert +ein wichtiger Punkt im Rahmen der Wundheilung.
Gleichzeitig konnte keine erhdhte Proliferationsrate detektiert werden - ebenfalls von
Bedeutung bei der Vermeidung hypertropher Narben oder Keloiden. Auch Kollagen
Typ 1 und alpha-SMA wurden durch die Plasmabehandlung in vitro aktiviert twichtig
fur die Endphase der Wundheilung.

In vivo heilten die artifiziell zugefigten Wunden am Ricken von Ma&usen im
plasmabehandelten Areal besser als im Kontrollareal mit Plazebobehandlung (reine
Argongasbehandlung). Signifikant kleiner waren die Wunden am 3. und 5.
Behandlungstag. Histologisch zeigten sich gesteigerte Makrophagenzahlen in den
mit Plasma behandelten Wunden. Ebenso erhohte das Plasma den chemischen
Lockstoff fur neutrophile Granulozyten GRO alpha und das Serpine E, das von
Bedeutung in der Remodelling Phase ist und gleichzeitig aber auch Leukozyten
anlockt. Diese Tatsachen, ebenso wie die Ergebnisse der zuvor aufgefuihrten in vitro



Untersuchungen sprechen dafiir, dass Plasma gerade in der initialen
Entzindungsphase die Wundheilung unterstitzen kann. Am 15. Behandlungstag
zeigten mit Plasma behandelte Wunden ferner homogenere und dickere
Epidermisschichten als Kontrollwunden. Die Kollagenfasern fanden sich im
Therapieareal straff und koordiniert angeordnet. Im Gegensatz dazu zeigte sich im
Kontrollareal sehr locker strukturiertes Bindegewebe.

Die Daten von Arndt et al. (Arndt et al. 2013) werden von Untersuchungen von
Nosenko et al. (Nosenko et al. 2009) unterstitzt. Mit Hilfe eines kompakteren
Mikrowellen-Plasma-Gerats - bei dem das Plasma tber ein Elektrodenpaar geziindet
wird + konnte gezeigt werden, dass sowohl kurzfristige bakterizide, als auch
langerfristige bakteriostatische Effekte bei E. coli nach einer Plasmabehandlung
erzielt werden kénnen. Eine 5 Minuten Plasmaapplikation fuhrte zur Stimulation der
Proliferationsraten von Fibroblasten in vitro. Hier wurden keine Migrationsraten
untersucht, lediglich die Proliferationsraten. Die Anwendung des Plasmas Uber 10
Minuten resultierte dagegen in einer Inhibition des Fibroblastenwachstums. Ein
negativer Einfluss auf die Zellviabilitat und auf Migrationsraten konnte bei beiden
Behandlungszeiten nicht nachgewiesen werden.

2 *akute Wunden

Weiterer Bestandteil dieses Studienprojekts war die Untersuchung des Plasmas auf
eine moglicherweise beschleunigte Wundheilung an Patienten mit akuten Wunden
(Heinlin et al. 2013, Publikation 6). Hierfir wurden Patienten mit
Spalthauttransplantationen nach Exzisionen von Hauttumoren rekrutiert.

40 Patienten (zwischen 26 und 92 Jahren, Durchschnitt 64,8 Jahre) erhielten im
Rahmen einer randomisiert Plazebo-kontrollierten Studie eine taglich applizierte 2
Minuten andauernde Plasmabehandlung (MicroPlaSter beta) an den
Entnahmestellen der Spalthaute. Die Entnahmestellen bei verschiedenen Patienten
sind durch die Entnahmetechnik in Bezug auf die Wundtiefe und Lokalisation sehr
homogene akute Wunden. Die Kontrollbehandlung stellte eine reine Argongas
Behandlung der gegentuiberliegenden Wundhélfte dar. Die Grof3e der Entnahmestelle
variierte zwischen 9,0 und 78,8 cm? (Mittelwert 30,9 cm?). Der Erfolg wurde von 2
unabhangigen Untersuchern nach dem Doppelblindverfahren hinsichtlich der
Reepithelialisierung, der Zahl der Blutkrusten, der Fibrinbelage und der
Wundumgebung beurteilt. Die Ergebnisse zeigen, dass bereits ab dem zweiten
Behandlungstag die mit Plasma behandelten Wunden signifikante Verbesserungen
in der Wundheilung aufwiesen im Vergleich zu den Kontrollwunden (Abbildung 17).
Positive Effekte konnten bei der Reepithelialisierung, der Verringerung von
Fibrinbelagen und Blutkrusten nachgewiesen werden. Die Wundumgebung
veranderte sich in beiden Behandlungsarealen nicht wesentlich. In keinem Fall kam
es zur Wundinfektion wahrend der Studie. Diese Studie unterstiitzt die Vermutung,
dass Plasma die Wundheilung auch bei nicht infizierten Wunden anzuregen vermag.
Erneut wurde die schmerzfreie Behandlung sehr gut toleriert.



Abbildung 17

Oben: Plazebo (Argon) und mit Plasma behandelte Spalthautwunden.

Unten: Ergebnisse der Studie  +von zwei unabhangigen Untersuch ern nach dem
Doppelblindverfahren evaluiert. Der Vorteil fur die mit Plasma behandelte Seite wird
bereits nach der 2. bzw. 3 Plasmabehandlung deutlich.

1la, 1b *chronische Wunden

Basierend auf den Ergebnissen der Studie an akuten Wunden wurde daraufhin in
einer offenen, retrospektiven randomisiert kontrollierten Studie der Effekt des
MicroPlaSter alpha auf die Wundheilung (als sekundarer Endpunkt) evaluiert (Isbary
et al. 2013 Publikation 8).



Es bleibt zu beachten, dass die Wundheilung bei dieser Studie nur den sekundaren
Endpunkt darstellte und dass das Studiendesign fur den Nachweis der Reduktion der
Keimlast und nicht zur Beurteilung von Wundheilungszwecken konzipiert wurde.
Verglichen wurden die initialen maximalen Wundlangen und Wundbreiten in
Therapie- und Kontrollarealen mit den Werten nach der letzten Behandlung. Auf die
Messung der Wundtiefe, sowie der Berechnung der Wundflache wurde verzichtet.
Dies hatte folgende Grinde: Zum einen wird durch die Berechnung der Wundflache
(Lange x Breite) die Wundgrof3e konstant Uberschatzt. Das Hinzufigen der
Wundtiefe als dritte Dimension hatte den zuvor genannten Berechnungsfehler
multipliziert. Auf eine computerbasierte Messung der Wundgré3en durch digitale
Aufnahmen musste aufgrund der Zahl groBer Wunden in verschiedenen
Kdrperregionen mit unterschiedlichen Neigungswinkeln und variablen Abstanden zur
digitalen Kamera, die nicht immer auf ein digitales Bild reichten, verzichtet werden.
Aus diesem Grund wurde auf die sehr einfache Variante der Wundlangen- und
Wundbreitenbestimmung zurtickgegriffen.

Die Patienten dieser Studie wurden in 3 Gruppen aufgeteilt.

a. Gruppe A umfasste 70 Patienten mit chronisch infizierten Wunden
unterschiedlicher Atiologie (Abbildung 18) die zwischen 3 und 7 Minuten mit
Plasma im Add-on Verfahren behandelt wurden. Dabei konnten keine
signifikant grolReren Reduktionen in der Wundlange und Wundbreite im
Vergleich zu den Kontrollwunden festgestellt werden.

b. Gruppe B, eine Subgruppe von A, schloss 27 Patienten mit chronisch vends
bedingten Ulzera ein, die ebenfalls zwischen 3 und 7 Minuten mit Plasma
behandelt wurden. Hierbei verbesserten sich die mit Plasma behandelten
Wunden in der Breite signifikant im Vergleich zur Kontrolle. Dagegen kam es
zu keiner signifikanten Veranderung bei der Betrachtung der Wundlange.

c. In der Subgruppe C, einer sehr homogenen Gruppe, befanden sich nur
Patienten mit chronisch venods bedingten Wunden die eine 5 Minuten
Plasmabehandlung erhielten. Hierbei fuhrte das Plasma erneut zur signifikant
besseren Reduktion der Wundbreite aber nicht der Wundléange.

Die Tatsache, dass sich die Wundlangen in Gruppe B und C nicht signifikant
verbesserten, kann durch die Lokalisation der meisten Wunden, hauptsachlich am
Unterschenkel begrindet sein. Im Bereich der Wundbreite lag ein geringerer
mechanischer Stress - entgegengesetzt der natirlichen Spannungslinien des
Korpers - vor. In der Literatur ist bei Wunden beschrieben, dass die Abheilung in
Regionen mit hoher Spannung mit unkoordiniertem Heilungsvorgdngen assoziiert ist
(Arabi et al. 2007, Gauglitz et al. 2012). Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass sich
die Wunde im Rahmen der Wundlangenheilung initial fir diesen Adaptationsvorgang
verbreitern muss um eine Langenreduktion bei grof3er Spannung zu ermdglichen. Ein
weiterer Punkt, der zu beachten bleibt, liegt im Randomisierungsprozess. Die
Randomisierung fand bei einer grol3en solitiren Wunde nach distaler bzw.
proximaler Lokalisation statt. Die Wundlange wird in diesen solitdren Wunden jedoch
durch die Addition der La&nge der Kontroll- und Behandlungshélfte berechnet.



Dadurch besteht die Madoglichkeit, dass ein etwaiger positiver Effekt im
Behandlungsareal geringer zur Geltung kommt, als in Wunden bei denen das
Plasma uber die komplette Wundlange appliziert wurde.

Abbildung 18
Die verschiedenen Atiologien der eingeschlossenen Wunden aus Gruppe A.

Bei der Interpretation der Ergebnisse sind noch weitere Punkte zu berlcksichtigen.
Das Patientenkollektiv der Studie bot einige negative pradiktive Werte in Bezug auf
die Wundheilung auf. Tabelle 8 gibt die einzelnen Patienten- und
Wundcharakteristika wieder. In diese Studie wurden chronische Wunden unabhangig
der Atiogenese, der Lokalisation, der WundgroRe, der Dauer, und des Alters des
Patienten (ausgenommen des Einschlusskriteriums, dass alle Patienten volljahrig
sein mussten) eingeschlossen. Alle diese Faktoren haben einen Einfluss auf die
Wundheilung. Verschiedenartige Wunden, eine WundgroRe > 10 cm?, eine
Bestehensdauer > 1 Jahr, ein Patientengut mit hohem Altersdurchschnitt mit vielen
Begleiterkrankungen ist mit einem negativem Outcome und damit einem erschwerten
Nachweis flr ein positives Ergebnis assoziiert (Fonder et al. 2008, Kantor et al. 2000,
Kuehn 2007, Margolis et al. 1999, 2002, 2003, 2004, Moffatt et al. 2004). In der
Regel werden diese Parameter bei Wundstudien deshalb meist gemieden.

Eine weitere Einschrankung ist die kurze Einschlussperiode durch die Bestimmung
der Keimlast als primarem Endpunkt. Die Patienten erhielten im Schnitt etwa 8
Plasmaapplikationen was einer sehr kurzen Behandlungsperiode von etwa 2
Wochen entspricht. Chronische Wunden bendtigen jedoch relativ lange zur
Abheilung und der beste Zeitpunkt zur Bestimmung des Erfolges in Bezug auf die
Abheilungstendenz ist in der Literatur mit 4 Wochen beschrieben (Kantor et al. 2000).
Eventuell war fur weitere signifikante Veranderungen nicht genug Zeit.

Trotz dieser Einschrankungen deuten die Ergebnisse zum ersten Mal auf eine
beschleunigte Wundheilung bei Patienten mit chronischen Wunden hin besonders
bei chronisch vends bedingten Ulzera. Nebenwirkungen traten im Rahmen dieser
Studie keine auf.



(%)

Charakteristika Gruppe A | Gruppe B | Gruppe C
Zahl der Patienten 70 27 18
Weibliches Geschlecht 32 17 12
Durchschnittsalter (Jahren) 69,7 74,9 75,2
Alter > 80 Jahre (%) 27,1 48,1 50,0
Anteil systemischer Antibiotika (%) 80,0 88,9 83,3
Anteil Herzerkrankungen (%) 58,6 55,6 72,2
Anteil Diabetiker (%) 24,3 14,8 11,1
Anteil Lungenerkrankungen (%) 15,8 7,4 5,6
Anteil chronisches Lymphddem (%) 14,3 18,5 16,7
Anteil Immobilitat (%) 10,0 14,8 13,8
Anteil Fettleibigkeit (%) 30,0 29,6 27,8
Anteil Raucher (%) 12,9 7,4 0
Anteil Regelmafiger Alkoholkonsum (%) 7,2 111 11,1
Anteil Allergien (Typ | oder IV) (%) 35,7 55,2 55,5
Anteil mit mehr als einer Wunde (%) 67 (81,4) 21 (77,8) 16 (88,9)
Zahl der Plasmabehandlungen (Spanne) 8,39 (4-39) | 8,22 (4-39) | 7,1 (4-19)
Initiale Durchschnittslange Wunde 4,5 4,1 3,2
(Plasma) (cm)

Initiale Durchschnittslange Wunde 4.4 4,3 4.8
(Kontrolle) (cm)

Initiale Durchschnittsbreite Wunde 3,8 3,6 3,2
(Plasma) (cm)

Initiale Durchschnittsbreite Wunde 3,8 3,9 3,6
(Kontrolle) (cm)

mediane Veranderung der Wundlange 8,2 4,4 2,7
(Plasma) (%)

mediane Veranderung der Wundlange 51 8,7 8,4
(Kontrolle) (%)

mediane Veranderung der Wundbreite 10,4 11,4 14,6
(Plasma) (%)

mediane Veranderung der Wundbreite 4,2 0 0
(Kontrolle) (%)

Bestehensdauer der Wunde (< 3 Monate) 17,1 7,4 5,6
(%)

Bestehensdauer der Wunde (3 - 12 44,3 48,4 50,0
Monate) (%)

Bestehensdauer der Wunde (> 12 Monate) 38,6 44,4 44,4

Tabelle 8

Charakteristika des Patientenkollektivs und der Wunden.




Mit Hilfe dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die Plasmaanwendung mit
dem MicroPlaSter alpha und beta einerseits als sicher eingestuft werden kann, mit
Uber 8 Jahren klinischer Erfahrung, und andererseits effektiv bei der Behandlung von
Bakterien + unabhangig der Keimart und des Resistenzmusters +in Wunden ist.
Ferner scheint Plasma auch die Wundheilung an sich positiv zu beeinflussen.

Fallberichte

Die Anwendung von Niedertemperatur-Plasma ist aber nicht nur auf Patienten mit
Ulzera beschrankt. Zwei Fallberichte konnten verdeutlichen, dass auch andere
erregerassoziierte Erkrankungen erfolgreich mit Plasma behandelt werden kénnen.

5 xHailey-Hailey Erkrankung

Der erste Fallbericht (Isbary et al. 2011, Publikation 3) zeigte den Erfolg einer
zusatzlichen Plasmabehandlung bei einem Patienten mit therapieresistentem Morbus
Hailey-Hailey (bzw. dem Pemphigus chronicus benignus familiaris). Beim Morbus
Hailey-Hailey kommt es aufgrund eines autosomal dominaten genetischen Defekts
im ATP2C1-Gens zur akantholytischen Blasenbildung in mechanisch beanspruchten
und mazerationsgeféahrdeten Arealen. Der Patient mit therapieresistenten Lasionen
der rechten Axilla und der rechten Leiste erhielt eine einmal tagliche 5 Minuten
Plasmaanwendung (MicroPlaSter beta) neben der bereits initilerten topischen
Fusidinsdure- und Betamethason-Therapie. Die Leiste wurde nach Randomisierung
lediglich mit der zuvor genannten Lokalbehandlung ohne eine Plasmaanwendung
anbehandelt. Beide L&sionen waren mit Proteus mirabilis und Candida albicans
sekundar impetiginisiert.

Innerhalb von nur 4 Plasmaanwendungen kam es zur deutlichen Verbesserung des
Hautbefundes der rechten Axilla und ebenso zur Reduktion der stechenden
Schmerzen in diesem Bereich, wobei die unbehandelte rechte Leiste unverandert
blieb. Daraufhin erhielten beide Areale 4 weitere Plasmaanwendungen, unter denen
es auch in der Leiste zur deutlichen Verbesserung kam, bevor der Patient eine
Urlaubsreise antrat. Dort aggravierte der Hautbefund beider Areale unter topisch
desinfizierenden und steroidhaltigen Externa deutlich. Erst nach Ruckkehr flhrte es
unter 11 weiteren Plasmabehandlungen zu einer fast kompletten Abheilung der
erosiv-nassenden L&sionen der rechten Axilla und der rechten Leiste, sodass der
Patient daraufhin beschwerdefrei war (Abbildung 19). Der Wirkmechanismus des
Plasmas konnte bei diesem Patienten zum einen in der erfolgreichen Behandlung
der sekundaren Impetiginisation liegen und zum anderen mdglicherweise durch
einen Effekt der im Plasma generierten reaktiven Spezies, die das
pathophysiologisch gestdrte Redox-Verhaltnis von Hailey-Hailey Patienten positiv
beeinflusst haben konnte.



Abbildung 19

A) Unbehandelte rechte Leiste nach Verschlechterung im Urlaub (die blauen und
weildlichen Belage sind durch die topische Vorbehandlung entstanden)

B) Nach 11 weiteren Plasmabehandlungen kam es zur deutlichen Verbesserung des
Hautbildes mit dem Verbleiben eines milden Resterythems (Isbary et al. 2011)

6 - Infektion auRBerer Gehdrgang

Eine weitere Verotffentlichung verdeutlichte, dass Plasmen auch bei anderen
Indikationen erfolgreich eingesetzt werden kénnen (Isbary et al. 2013, Publikation 7).
Ein Patient litt in den vergangenen 3 Jahren an bakteriellen Infektionen der
Gehdorgange, sowie des Nasopharynx nach einer Cholesteatom Operation der linken
Paukenhohle, die subsequent mit ausgepragten Schmerzen verbunden war.
Erschwert wurde die antibiotische Behandlung dieser &aufRerst schmerzhaften
Infektion durch das Vorhandensein von ESBL+ Escherichia coli, die lediglich eine
Sensitivitat fur Cotrimoxazol aufwiesen. Vor der Plasmabehandlung fuhrte die
regelmaflige antibiotische Versorgung (lUber die letzten 6 Monate erfolgte eine
kontinuierliche systemische Gabe) mit Cotrimoxazol, einschlie3lich einer topischen
antiseptischen  Behandlung (bestehend aus Octenidin- und 0,3 %
Wasserstoffperoxid-Spilungen), zu keiner Sanierung der Keime.
Niedertemperatur-Argon-Plasma wurde taglich dber 5 Minuten appliziert
(MicroPlaSter beta, Abstand zur Offnung des &uReren Gehorgangs 2 cm = siehe
Abbildung 20).



Abbildung 20
Plasmabehandlung des infizierten Gehdrgangs.

Die Therapie erfolgte in 3 Zyklen a 8, 16 bzw. 19 Applikationen, was zu insgesamt 43
Behandlungen in 105 Tagen fihrte. Auf die Behandlung des Nasopharynx wurde
aufgrund der noch nicht ausreichend erforschten mdglichen Wechselwirkungen des
Plasmas mit dem Respirationstrakt bei Inhalation verzichtet.

Es kam direkt im Anschluss an die Plasmaexposition zur hoch signifikanten
Schmerzreduktion um 1,1 Stufen der mittels visuellen Analog Skala von 1-10
ermittelten Schmerzintensitat, sowie zur ebenfalls hoch signifikanten Verbesserung
des Schmerzes wahrend der Langzeitbehandlung (Abbildung 21). Eine systemische
Einnahme von Schmerzmitteln bendtigte der Patient Uber die gesamte
Studienperiode nicht. Auch die systemische Gabe von Cotrimoxazol konnte beendet
werden.



Abbildung 21

Schmerzentwicklung  wahren  der  Langzeitbehandlung (blau:  vor  der
Plasmabehandlung; rot: direkt nach der Plasmabehandlung)

Wahrend und bis 3 Wochen nach der letzten Anwendung des Plasmas kam es zu
keiner Reinfektion im Behandlungsareal, jedoch nach 3 Wochen zu einer erneuten
Detektion von ESBL+ Escherichia coli Bakterien im unbehandelten Nasopharynx.
Wie bereits in den Vorstudien festgestellt, konnten keine Nebenwirkungen der
absolut schmerzfreien Plasmabehandlung ermittelt werden.

Trotz der Einschréankung, dass das Plasmagerat nicht fur die Behandlung vom
Gehorgang konzipiert wurde und damit die Penetration des Plasmas durch die
Diffusion bis zum Zielgewebe deutlich eingeschrankt war, konnte der Patient
erfolgreich therapiert werden.

3 - Juckreizerkrankungen

Wichtiger weiterer Bestandteil dieses Studienprojekts war die Evaluierung des
Plasmaeffektes auf juckende Hauterkrankungen. Dabei wurden in einer randomisiert
plazebo-kontrollierten klinischen Studie 46 Patienten mit pruriginésen Dermatosen
eingeschlossen (Heinlin et al. 2013; Publikation 5). Der antiprurigindse Effekt einer 2
Minuten andauernden Plasmabehandlung (MicroPlaSter beta) im Add-on Verfahren
wurde bei diversen Juckreizerkrankungen getestet. Die Randomisierung erfolgte bei
der Auswahl der Therapie- und Kontrollareale im Seitenvergleich am gleichen
Patienten. Kontrollherde erhielten lediglich eine Plazebo-Behandlung (inertes
Argongas mit der gleichen Temperatur wie das Argon-Plasma). Die Charakteristika
des Patientenkollektivs finden sich in Tabelle 9.



Alter

Durchschnitt 59,5 Jahre (SD 16,85)
Schwankungsbereich 21-87 Jahre
Geschlecht

Weiblich 21 45,7 %
Méannlich 25 54,3 %
Bestehensdauer

Akut 6 13,0 %
Chronisch 40 87,0 %
Risikofaktoren

Stress 14 30,4 %
Erhohter Alkoholkonsum 7 15,2 %
Eisendefizit 2 4,3 %
Grunderkrankung

Atopisches Ekzem 21 45,7 %
Prurigo 12 26,1 %
Arzneimittelexanthem 6 13,0 %
Iktusreaktion 2 4,3 %
Lichen ruber 2 4,3 %
Psoriasis vulgaris 2 4,3 %
Bulléses Pemphigoid 1 22%
Begleiterkrankungen

Diabetes Mellitus 15 32,6 %
Hyperurikdmie 9 19,6 %
Psychiatrische Erkrankung 8 17,4 %
Niereninsuffizienz 5 10,9 %
Lebererkrankung 4 8,7 %
Chronisch lymphatische Leuké&mie 1 2,2%

Tabelle 9

Charakteristika des Patientenkollektivs der plaz  ebo-kontrollierten klinischen Studie
mit prurigindsen Dermatosen

Die Ergebnisse wurden mittels einer Visuellen Analog Skala (VAS) direkt vor und
nach der Plasmaanwendung erfasst. Patienten verspirten kurzfristig, wie auch
langfristig keine signifikanten Unterschiede in der Juckreizwahrnehmung bei den
Therapie- bzw. Kontrollherden. Interessanterweise kam es aber in beiden Gruppen
zu einer ahnlich ausgepragten und signifikanten Reduktion des Juckreizes. Es kam
zu keinen Nebenwirkungen in beiden Behandlungsgruppen. In wie weit nun eine
Plasmabehandlung den Juckreiz positiv beeinflussen kann, muss im Rahmen
kunftiger Studien geklart werden. Winschenswert waren hier Studien bei denen die
Patienten ein relativ homogenes Erkrankungsprofil aufweisen. Ebenso sollte dann
eine Randomisierung nach Patienten und nicht nach der Lokalisation erfolgen. Da es
sich bei der Juckreizwahrnehmung um eine sehr subjektive Wahrnehmung handelt,
die zugleich relativ schwer in lhrer Intensitat an eng benachbarten Arealen zu



unterscheiden ist, kann hierbei ein adaptiertes Studienkonzept moglicherweise
Klarheit schaffen.

4 +Herpes Zoster

Um den Effekt der subjektiven Wahrnehmung zu reduzieren wurde beim letzten
grol3en Patientenkollektiv dieses Studienprojekts nach Patienten und nicht nach der
Lokalisation randomisiert. Evaluiert wurde hier der Effekt des Niedertemperatur-
Argon-Plasmas sowohl auf die Zostersherde, als auch auf die akuten Schmerzen.
(Isbary et al. BJD submitted). In dieser randomisiert plazebo-kontrollierten
prospektiven Klinischen Studie erhielten Patienten eine einmal taglich 5 Minuten
andauernde Plasmabehandlung pro Behandlungsfeld. Die Kontrollgruppe wurde mit
Argon Gas als Plazebo Uber 5 Minuten behandelt. Jeder Patient erhielt die im
Studienprotokoll festgelegte Standardtherapie (antivirale, analgetische und
antiseptische Behandlung). Insgesamt wurden maximal 4 Herde behandelt, da sich
sonst eine Behandlungszeit von langer als 20 Minuten ergeben héatte. Die Steigerung
der Behandlungszeit von 2 auf 5 Minuten lag darin begriindet, da es sich beim
Herpes Zoster um eine intrazellulare virale Erkrankung handelt. Um den
gewilnschten Effekt zu erzielen, wurde davon ausgegangen, dass langere
Einwirkzeiten fir das Plasma notig waren.

Es bleibt zu beachten, dass auf die Behandlung von Zosterherden in direkter
Augennahe verzichtet wurde, da bislang detaillierte Untersuchungen zu méglichen
Plasmainteraktionen mit dem Auge fehlen.

Insgesamt wurden 41 Patienten in die Studie mit eingeschlossen (Siehe Tabelle 10).
Es gab 4 drop-outs. Bei 2 Patienten wurde topisch mit Vioform lotio anstatt des im
Studienprotokoll aufgefuhrten Polyhexanids behandelt was eine Auswertung der
digitalen klinischen Bilder unmdglich machte. Bei 2 weiteren Patienten ergab sich
aus der PCR Untersuchung, dass es sich nicht um eine Infektion mit dem Varizella
Zoster Virus, sondern mit dem Herpes simplex Virus handelte.



Behandlung Kontrolle

(Plasma 5 (Argon gas 5

min) min)
Patienten 19 18
Durchschnittsalter (Spanne) in Jahren 64.3 (19-94) 61.8 (27-91)

Frauenanteil

8/19 (42.1 %)

7/18 (38.9 %)

Befall der Trigmenialregion

8/19 (42.1 %)

10/18 (55.6 %)

Krebserkrankung in Anamnese

2/19 (10.5 %)

2/18 (11.1 %)

Kardiovaskulare Vorerkrankungen

6/19 (31.6 %)

9/18 (50 %)

Behandlungszahl (Durchschnitt pro Patient) 89 (4.68) 81 (4.5)
Initialer Schmerz, VAS Spanne (Median) 0-10 (3) 0-8 (2.5)
Schmerz bei Followu-p 2, VAS Spanne 0-3.5 (0) 0-3.2 (0.5)

(Median)

Verbesserung der Schmerzen -
Patientenzahlen

54/89 (60.7 %)

33/81 (40.7 %)

Verschlechterung der Schmerzen -
Patientenzahlen

0%

10/81 (12.3 %)

Keine Beeinflussung der Schmerzen -
Patientenzahlen

35/89 (39.3 %)

38/81 (46.9 %)

Durchschnittliche Schmerzreduktion, VAS
Spanne (Median)

0-4.5 (0.6)

0-3.5 (0.3)

Teilnehmer Follow-up 1 (2 Wochen)

10/19 (52.6 %)

11/18 (61.1 %)

Schmerzen bei Follow-up 1

4/10 (40 %)

5/11 (45.5 %)

Teilnehmer Follow-up 2 (4 Wochen)

9/19 (47.4 %)

10/18 (55.6 %)

Schmerzen bei Follow-up 2

219 (22.2 %)

4/10 (40 %)

DLQI bei Erstvisite 1, Spanne (Median) 0-18 (6) 1-20 (8)
DLQI nach letzter Behandlung, Spanne 0-23 (8) 0-17 (5)
(Median)

DLQI Follow-up 1, Spanne (Median) 1-18 (4) 0-19 (7)
DLQI Follow-up 2, Spanne (Median) 0-16 (3.5) 0-7 (1)
Zahl der Patienten mit Verbesserung des 8 9

DLQI nach Entlassung

Zahl der Patienten mit unverandertem DLQI 2 0

nach Entlassung

Zahl der Patienten mit Verschlechterung des 7 7

DLQI nach Entlassung

Tabelle 10

Charakteristika des Patientenkollektivs der plazebo-kontrollierten klinischen
Studie mit Herpes Zoster (Isbary et al. CPMJ 2014)

Die minimale Behandlungszeit belief sich auf 3 Tage, die maximale auf 8 bzw. 9

Tage, je nach Behandlungsgruppe.




Es konnte gezeigt werden, dass sich durch eine zusatzliche Plasmabehandlung (19
Patienten, Altersdurschnitt 64,3 Jahre, 42,1% Frauen, siehe auch Tabelle 10) der
akute Zosterschmerz signifikant haufiger (p<0,01) und auch signifikant starker
(Median von 0,6 vs. 0,3, p<0,05) reduzierte, als bei Patienten der Kontrollgruppe (18
Patienten, Altersdurchschnitt 61,8 Jahre, 38,9% Frauen). Zudem wurde bei keinem
Patienten der Plasmagruppe eine Verschlechterung des Schmerzes nach
Behandlung angegeben, wohingegen 12,3% der Argongruppe eine Verschlechterung
beklagten. Der Initialschmerz (median) war in der Plasmagruppe hdoher, der
Entlassungsschmerz (median) dagegen in der Kontrollgruppe.

Der Anteil an Patienten, die initial mit Paracetamol oder Tramadol behandelt wurden,
war in der Plasmagruppe hdher (Tabelle 11). Dagegen musste in der Kontrollgruppe
das Schmerzmittel haufiger gesteigert, in der Plasmagruppe haufiger gesenkt
werden (Tabelle 11).

Behandlung Kontrolle

(Plasma 5min) (Argon gas 5min)
Aciclovir 5mg/kg i.v., Initiale Dosis 8/19 (42.1 %) 7/18 (38.9 %)
Aciclovir 7.5 mg/kg i.v., Initiale Dosis 9/19 (47.4 %) 9/18 (50 %)
Aciclovir 10 mg/kg i.v., Initiale Dosis 2/19 (10.5 %) 2/18 (11.1 %)
Aciclovir Steigerung im Verlauf 2/19 (10.5 %) 0
Initialer Paracetamol Gebrauch 13/19 (68.4 %) 10/18 (55.6 %)
Paracetamol Steigerung im Verlauf 1/19 (5.3 %) 3/18 (16.7 %)
Paracetamol Reduktion im Verlauf 3/19 (15.8 %) 1/18 (5.6 %)
Initialer Tramadol Gebrauch 5/19 (26.3 %) 2/18 (11.1 %)
Tramadol Steigerung im Verlauf 3/19 (15.8 %) 2/18 (11.1 %)
Tramadol Reduktion im Verlauf 1/19 (5.3 %) 0
Initialer Pregabalin Gebrauch 17/19 (89.5 %) 14/18 (77.8 %)
Pregabalin Steigerung im Verlauf 0 1/18 (5.6 %)

Tabelle 11

Charakteristika der Schmerzbehandlung im Patientenkollektiv. (Isbary et al.
CPMJ 2014)

Es lieRen sich anhand dieser Studie nur begrenzt Aussagen zum moglichen Einfluss
des Plasmas auf den Langzeitschmerz (sogenannte Postzosterneuralgie) machen.
Dazu misste ein langerer Beobachtungszeitraum kontrolliert werden. Die freiwilligen
Follow-up Untersuchungen 2 bzw. 4 Wochen nach der letzten Behandlung wurden in
der 4 Wochen Periode nur von 47,3% der Patienten der Plasmagruppe und in 55,6%
der Falle in der Kontrollgruppe wahrgenommen. Dennoch klagten in der
Plasmagruppe nur 22,2%, in der Kontrollgruppe jedoch 40% der Patienten Uber
Schmerzen. Drei unabhangige Zosterspezialisten (2 Dermatologen und 1 Internist)
beurteilten die Evolution der Zosterlasionen in den ersten Tagen in Bezug auf die
Blaschen- und Erythementwicklung in den plasmabehandelten Arealen signifikant
besser, als in den Kontrollarealen (Siehe Abbildungen 22-23). Ebenso zeigte sich der
Gesamtaspekt besser, hier allerdings ohne signifikanten Trend (Abbildung 24).
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Abbildung 22

Links: Der Heilungsverlauf der Zosterblaschen wurden von drei unabhéngigen,
nach dem Doppelblindverfahren arbeitenden, Herpes Zoster Spezialisten, in
den plasmabehandelten Herden besser beurteilt, als in den Kontrollarealen.
Signifikante Unterschiede zeigten sich am ersten und zweiten Evaluierungstag.
Rechts: Der Heilungsverlauf der Erytheme wurde erneut in den
plasmabehandelten Herden besser beurteilt, als in den Kontrollarealen.
Signifikante Unterschiede zeigten sich am ersten Evaluierungstag. (Isbary et al.
CPMJ 2014)

Abbildung 23

Der klinische Gesamtaspekt der Zosterherde wurde von drei unabhéangigen,
nach dem Doppelblindverfahren arbeitenden, Herpes Zoster Spezialisten, in
den plasmabehandelten Herden besser beurteilt, als in den Kontrollarealen.
Signifikante  Unterschiede zeigten sich hier zwischen den beiden
Behandlungsgruppen jedoch nicht. (Isbary et al. CPMJ 2014)
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Erneut traten keine Nebenwirkungen der absolut schmerzfreien Behandlung auf.

Zusammenfassend lasst sich aus dieser Studie an Herpes Zoster Patienten
festhalten, dass Plasma den akuten Schmerz in Zosterlasionen signifikant reduzieren
und den Heilungsverlauf gleichzeitig signifikant verbessern kann.
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