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1 Einleitung

1  Einleitung

1.1 Allgemeines

Schon die Natur- und Heilkundlerin Hildegard von Bingen erwdhnte im Mittelalter Wunden — diese
konnten durch die Heilung zu einem kostbaren Besitz werden, zu kostbaren Perlen. Die Kunst
besteht darin, die Wunden in Perlen zu verwandeln [1].

Noch heute sind die Versorgung und die Behandlung zur Heilung von Wunden eine der
Herausforderungen des chirurgischen Alltags. Definiert sind Wunden als eine Trennung des
physiologisch geschlossenen Gewebes. Sie konnen klassifiziert werden in akute und chronische
Wunden. Durch mechanische oder thermische Einwirkungen kdnnen sie entstehen, seltener durch
chemische oder strahlenbedingte Ursachen. Schirfwunden als Beispiel mechanischer Wunden
kénnen u.a. von Stich-, Schnitt- oder Quetschwunden abgegrenzt werden. Thermische Wunden
(Verbrennungswunden) unterliegen wegen pathophysiologischen Besonderheiten einer
besonderen Aufmerksamkeit. Wunden, die nach acht Wochen nicht spontan heilen, werden als
chronisch eingestuft. Grundsatzlich kénnen einige Wundarten auch nach kiirzerem klinischem
Zeitraum als chronisch eingeordnet werden — beispielsweise superinfizierte Wunden, Dekubitus
oder Wunden, die aufgrund bekannter schlechter Durchblutungsverhéltnisse beispielsweise wegen

einer arteriellen Verschlusskrankheit entstanden sind [2].

Wundheilung stellt ein komplexes Thema dar, insbesondere die Pathogenese von chronischen
Wunden ist bisher nur wenig verstanden. Ca. 1% der Bevolkerung in Industrielandern leidet an
chronischen Wunden [3]. Der demographische Wandel mit stetig steigendem Lebensalter sowie die
Verbreitung von Wohlstandserkrankungen wie beispielsweise das metabolische Syndrom sind
ursachlich fir die zunehmende Multimorbiditat. Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie stellen
zwei Erkrankungsbilder des metabolischen Syndroms dar. Der Gesundheitsbericht der deutschen
Diabetesgesellschaft aus dem Jahr 2018 gibt an, dass ca. 7-8% der deutschen erwachsenen
Bevolkerung an Diabetes mellitus Typ 2 leidet. Die Gesamtprdvalenz von Diabetes-Erkrankungen
liegt bei 9,9%. Deutschlandweit leiden ca. 2-10% am diabetischen FuB-Syndrom (DFS). , Jeder vierte

Ill

Diabetiker erleidet im Laufe seines Lebens ein DFS!“ [4]. Schwere Durchblutungsstérungen und
erhohte Infektionsraten durch Diabetes mellitus stellen Hauptursachen fiir die Entwicklung
chronischer Wunden und infolge dessen auch von Amputationen dar [5]. Dies ist insbesondere
unter Berlicksichtigung des hohen Rezidivrisikos von FuBldasionen und den hohen

Behandlungskosten von Amputationen von hoher gesundheitsékonomischer Relevanz [4]. Zudem
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ist die 5-Jahres-Mortalitatsrate von diabetesbedingten Amputationen und deren gesundheitlichen
Folgen mit Gber 50% nicht zu unterschatzen [5].

Die arterielle Hypertonie stellt einen Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung der Arteriosklerose dar
[6]. Diese ist wiederum ursachlich flr die Entwicklung der arteriellen Verschlusskrankheit. Etwa 3-
10% der Allgemeinbevolkerung leidet an der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK);
mit hoherem Lebensalter (>70 Jahre) steigt die Pravalenz auf etwa 20%. Durch die pAVK kommt es
zur Minderdurchblutung bis hin zur kritischen Extremitdtenischamie, die mit einem erhéhten Risiko
flir Wunden und Amputationen einhergeht [7].

Aufgrund der oben genannten Verschlechterung der Durchblutungssituation sind Diabetes mellitus
und die arterielle Hypertonie wichtige Faktoren bei der Entstehung von Wundheilungsstérungen
und folglich Ursache chronischer Wunden. Auch andere Erkrankungen wie vendse Erkrankungen,
Hauterkrankungen und Karzinome haben chronische Wunden zufolge. Da diese Erkrankungen mit

steigendem Lebensalter auftreten, steigt die Inzidenz chronischer Wunden mit dem Alter [8, 9].

Wie bereits oben erwadhnt stellen Verbrennungswunden besondere Herausforderungen fir die
chirurgischen Behandler dar [10]. Einerseits ist der Verlauf von Verbrennungswunden initial
erschwert einzuschatzen, da die Rekapillarisierung durch Thrombosierung von Mikrokapillaren
abnehmen kann [11]. Andererseits sind systemische Reaktionen wie u.a. das systemische
inflammatorische  Response-Syndrom  (SIRS) und  hypovoldmischer  Schock  (sog.
Verbrennungskrankheit) Folgen, die die Behandlung erschweren konnen. Deren Auftreten steigt
mit héherem Anteil der verbrannten Korperoberfliche. Weiterhin bringt die Schadigung der
Hautfunktionen Mikrozirkulationsstérungen mit sich, die die Prozesse der physiologischen

Wundheilung storen [12—-14].

Angesichts der hohen Pravalenz von chronischen Wunden und der herausfordernden Behandlung
von Verbrennungswunden ist die Erforschung von Therapien zur Verbesserung der Wundheilung
von grolRem klinischen Interesse. Zudem stellen die generellen Folgen chronischer Wunden einen
groBen gesundheitsékonomischen Aspekt dar, was das Interesse unterstiitzt effiziente
Behandlungsstrategien zu entwickeln.

Es konnte gezeigt werden, dass direktes kaltes atmospharisches Plasma (di_CAP) Auswirkungen auf
die Mikrozirkulation von menschlichem Gewebe hat [15]. AuRerdem beeinflusst es mikrobielle
Besiedlungen, womit es unterstiitzende Wirkungen auf Wundheilungsprozesse haben kann [3, 16].
Vorangegangene Studien zeigten zudem unterstlitzende Effekte des CAP auf schlecht heilende

Wunden — es kann die Geweberegeneration und Wundheilung verbessern [17].
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In dieser Arbeit wird die Mikrozirkulation von drei unterschiedlichen Wundarten untersucht: akut
spontanheilende Wunden, Verbrennungswunden und chronische Wunden. Es wird gepriift,
inwiefern die Anwendung von di_CAP die kutane Mikrozirkulation beeinflussen kann. Die
Sauerstoffsattigung, der kapillare Blutfluss und der postkapillare venése Flllungsdruck werden als
Parameter der Mikrozirkulation quantitativ erhoben. Durch die Erhebung der Mikrozirkulation als
Surrogatparameter der Wundheilung kénnen mogliche Riickschlisse auf Heilungstendenzen von

Wunden gezogen werden [18].

1.2 Wunden und Wundheilung

Stérungen der physiologischen Hautintegritat durch Gewebsverletzungen werden als Wunden
bezeichnet. Die Heilung dieser stellt einen komplexen physiologischen Prozess dar, an dem
zahlreiche Zellen, Mediatoren und Signalmolekiile beteiligt sind.

Die Physiologie der Wundheilung teilt sich in drei Phasen: exsudativ- inflammatorische (Tag 1-3),
proliferative (Tag 4-7) und reparative Phase (Tag 8-12). Gewebsverletzungen mit Zerstérung von
Kapillaren fiihren zur Aktivierung der extrinsischen und intrinsischen Gerinnungskaskade. Dies stellt
den Beginn der exsudativen inflammatorischen Phase dar [19]. Aktivierte Thrombozyten und
andere verletzte Zellen schiitten diverse Wachstumsfaktoren und Zytokine aus. Wéahrend der
Inflammation sind PDGF (,platelet-derived growth-factor”), TGF-B (,transforming growth factor
beta“), IGF (,insulinlike growth factor”) und EGF (,,epidermal growth factor”) wichtige Mediatoren.
Sie aktivieren Entziindungszellen, vor allem neutrophile Granulozyten und Monozyten.

48-96 Stunden nach der Verletzung spielen insbesondere Monozyten eine zentrale Rolle im Prozess
der Mediatorfreisetzung zur Aktivierung von Fibroblasten, Keratinozyten und leiten die
Angiogenese (ber die Ausschiittung von TNF-a (tumor necrosis factor alpha), TGF-B (transforming
growth factor beta) sowie VEGF (vascular endothelial growth factor) ein. Der Gewebsuntergang
fihrt initial zur Ansduerung des Gewebes, welches als chemotaktisches Signal der
Granulozytenaktivierung wirkt und damit Bakterien bekampft. Die GefdaRproliferation nimmt bis
Tag 3 stark zu, wodurch die lokale Durchblutung gesteigert wird. Es beginnt der Prozess der
Angiogenese. Dies flihrt zu einer verbesserten Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des Gewebes
und ermoglicht einen verbesserten Kohlenstoffdioxidabtransport, was auch das Sdure-Base-Milieu
reguliert [20].

Folglich wird die proliferative Phase eingeleitet. Diese ist durch Reepithelialisierung sowie Aufbau
der extrazellularen Matrix gekennzeichnet. Keratinozyten und Fibroblasten spielen in dieser Phase
die Schliisselrollen. Die Proliferation geht in die Reparationsphase Uber. Die Freisetzung von PDGF
und EGF aus Makrophagen und Thrombozyten wirken stimulierend - Fibroblasten differenzieren

zum Teil zu Myofibroblasten aus, die fir die Wundkontraktion und damit Annaherung der
8
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Wundrander verantwortlich sind [21]. Die Wundkontraktion ermdglicht den Keratinozyten eine
schnellere Reepithelialisierung [20].

Ein wesentlicher stimulierender Faktor fiir die Proliferation von Endothelzellen ist die vermehrte
Produktion von NO (Stickstoffmonoxid), die durch die lokale Hypoxie im Wundbereich
hervorgerufen wird. NO erhoht die Freisetzung von VEGF. Schon 1986 wurde gezeigt, dass NO lber
Endothelzellen Einfluss auf den GefalStonus hat [20, 22]. Der Reparationsphase schlieRt sich die
Differenzierungsphase an, auch Remodeling genannt. Diese dauert zwischen 2 Wochen und einem

Jahr [23]. Das Narbengewebe wird im Verlauf der Zeit reiRfester und damit belastungsstabiler [24].

1.2.1 Wundheilungsstorungen - Ursachen chronischer Wunden

Nach klinischen Gesichtspunkten kdnnen akute von chronischen Wunden unterschieden werden.
Akute Wunden heilen innerhalb von 2-4 Wochen komplikationslos aus. Falls es durch
unphysiologischen Ablauf und verlangsamter Wundheilung trotz addquater Therapie zu keiner
Abheilung innerhalb von 8 Wochen kommt, bezeichnet man Wunden als chronisch — es ist dann
von einer Wundheilungsstérung auszugehen.

Wundheilungsstorungen sind meist nicht auf eine einzelne Ursache zurlickzufiihren. Vielmehr ist es
das Zusammenwirken unterschiedlicher Faktoren, die den Wundheilungsprozess einschranken. In
infizierten Wunden kommt es zur Fehlsteuerung der Entziindungszellen und Zytokine, die die
Balance der physiologischen Wundheilung stort. Zu Infektionen kommt es durch mikrobielle
Besiedlung - einerseits primar wahrend des Verletzungsvorgangs, andererseits sekundar durch
Keimbesiedlung im Verlauf [20]. Unginstige Nahrstoffverhaltnisse kénnen
Wundheilungsstorungen beglinstigen, beispielsweise Nahrstoffmangel bei Kachexie oder

Suchterkrankungen wie Alkoholabhangigkeit [25].

Diabetespatienten weisen Stérungen des Glukosestoffwechsels auf, was sie fir
Wundheilungsstorungen durch Mikro- und Makroangiopathie pradisponiert. Hinzu kommt die
Polyneuropathie, die zu einer schlechten taktilen Wahrnehmung fihrt, sowie die Schadigung
motorischer Nervenfasern, die Fulifehlstellungen bedingen kann. Verletzungs- bzw. Ulzera
bedingte Schmerzen sind durch die Neuropathie vermindert. Dies schrankt Schutzfunktionen ein
wie das Verlagern und Zuriickziehen des FuBes bei normalerweise druck- oder stoRbedingten
Schmerzen. Diese Faktoren verstirken das Risiko fiir Druckulzerationen. Die Mikro- und
Makrozirkulationsstorungen verringern den Blutfluss im Wundbereich und damit die
Nahrstoffversorgung [20]. Das diabetische FuBRsyndrom (DFS) wird zudem durch funktionelle
Mikrozirkulationsstorungen beglinstigt — sympathische Nervenfasern sind in ihrer Funktion gestort,

was zu weitgestellten arteriovendsen Shunts in der Haut flhrt und lokale Hypoxie hervorruft [26].
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Ein weiterer Hauptrisikofaktor chronischer Wunden sind vaskulare Erkrankungen, insbesondere
die arteriosklerotisch bedingte arterielle Verschlusserkrankung oder die chronisch vendse
Insuffizienz [7, 20]. Aus den pathologischen Prozessen resultieren Durchblutungsstorungen, die
zu Gewebshypoxie filihren und von Entziindungsprozessen begleitet werden. Durch die
chronische Unterversorgung von Sauerstoff und Nahrstoffen kommt es insbesondere in der
Peripherie zum Gewebsuntergang [27]. Klinisch wird die pAVK nach Fontaine oder Rutherford-
Stadien eingeteilt (Tab. 1). Als einfaches diagnostisches Mittel fir die Hdmodynamik ist die
Messung des Ankle-Brachial-Indexes (ABI, Tab. 2) mittels Dopplerverschlussdruck etabliert. Dieser
wird aus dem Blutdruckquotienten von Unterschenkel zu Arm ermittelt. Sowohl erniedrigte als
auch erhohte ABI-Werte sind mit einer erhohten Mortalitatsrate assoziiert. Ein ABI >1,3 kann
Hinweise auf eine Mediasklerose geben, die gehaduft bei Diabetespatienten vorkommt, da durch

die sklerosierte Mediaschicht der Arterien der Verschlussdruck des Unterschenkels steigt [7]

Fontaine Rutherford
Stadium Klinisches Bild Grad Kategorie | Klinisches Bild
I asymptomatisch 0 0 asymptomatisch
lla Gehstrecke >200m I 1 Leichte Claudicatio
intermittens
lIb Gehstrecke <200m I 2 MaRige Claudicatio
intermittens
I 3 Schwere Claudicatio
intermittens
i Ischamischer Il 4 Ischamischer Ruheschmerz
Ruheschmerz
v Ulkus, Gangran 1] Kleinflachige Nekrose
1] 6 GrolRflachige Nekrose

Tabelle 1 - Klassifikation der pAVK nach Fontaine und Rutherford anhand klinischer Kriterien.

ABI Interpretation

>0,9-1,2 Normwert

0,75-0,9 Leichte pAVK

0,5-0,75 Schwere pAVK

>1,3 Hinweis auf Mediasklerose

Tabelle 2 - Interpretation des vermessenen Ankle-brachial-Indexes.
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Chronische Wunden (Abb. 1) weisen abhangig der Genese Pradilektionsstellen auf. Fiir das DFS sind
Lasionen insbesondere im Bereich des ersten MittelfulRknochens, an der Ferse sowie seltener an
Zehen lokalisiert [26]. Ulzera durch AVK kommen (iberwiegend akral an den FiiRen vor und treten

im Bereich des AuBenkndchels oder (iber der Schienbeinkante auf [28].

Abbildung 1 - Chronische Wunden. Links: typisches DFS; rechts: Mischbild einer fortgeschrittenen pAVK sowie Diabetes
mellitus Typ 2.

1.2.2 Verbrennungen und Verbrennungswunden

Laut WHO erleiden jahrlich ca. 265.000 Menschen Verbrennungs- oder Veradtzungsverletzungen
[14]. 2018 wurden in Deutschland in spezialisierten Verbrennungszentren insgesamt 1802
Erwachsene und 2621 Kinder versorgt [29]. Derartige Verletzungen werden nach folgenden
Entstehungen unterschieden: Verbriihungen mit heiRen Flissigkeiten oder Wasserdampfen,
Verbrennungen durch direkte Flammeneinwirkung und Kontaktverbrennungen, Veratzungen durch
Laugen und Sduren als Verletzungen nichtthermischer Genese sowie Verbrennungen durch
elektrischen Strom [14]. 2018 erlitten 49% der erwachsenen Patienten Verbrennungen durch
direkte Flammeneinwirkung bzw. Verpuffung, 24% durch Verbrihungen, 7% waren
Kontaktverbrennungen, 6% verbrannten sich mit Fett/ Ol, 2% erlitten Stromunfille. 5% waren auf
Explosionen zuriickzufihren. Kinder verbrihten sich am haufigsten (2018 72%). Bei Unterscheidung
nach Unfallhergdngen fanden 2018 70% im hauslichen oder freizeitlichen Umfeld statt, 21% waren
Arbeitsunfalle, 3% Suizidversuche, 1% kriminelle Delikte 1% sind auf Verkehrsunfalle

zurickzufihren. Kinder verunfallten zu 96% in hauslicher bzw. freizeitlicher Umgebung [29].

Zur Einschatzung der Prognose und weiteren Therapieplanung werden Brandverletzungen klinisch
nach Verbrennungstiefen und dem FlachenausmaR in Relation zur Korperflache (KOF) beurteilt. Ob

chirurgische Interventionen und Hauttransplantationen notwendig sind, wird anhand der
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Verbrennungstiefe entschieden. Diese werden klinisch in drei Grade eingeteilt. Auf die Epidermis
beschrankte Verbrennungen, mit einem schmerzhaften Erythem und ausgepragter
Hautschwellung, werden als Grad | charakterisiert. Verbrennungen I. Grades heilen narbenlos aus,
es ist keine chirurgische Therapie erforderlich. Als Beispiel ist der Sonnenbrand zu nennen.
Verbrennungen Il. Grades werden abhangig von der Schadigung der Dermisanteile in lla
(oberflachliche Dermis betroffen) und Ilb (tiefere Dermisschicht betroffen) eingeteilt (Abb. 2).
Gemein ist ihnen die komplette Schadigung der Epidermis. Wahrend lla°-Verbrennungen durch
flissigkeitsgefiillte epidermale Hautblasen mit vitalem, gut durchblutetem Wundgrund
charakterisiert sind und mit starken Schmerzen einhergehen, weisen 1lb°- Verbrennungen nach
Entfernung der kaum flissigkeitsgefillten bzw. trockenen Blasen einen weiBlichen Wundgrund mit
verzogerter Rekapillarisierung auf. Da die Schmerzrezeptoren mitgeschadigt sind, werden diese
Verletzungen kaum von Schmerzen begleitet. Hier ist die chirurgische Intervention, beispielsweise
die Hauttransplantation, immer notwendig, nachdem die primare Exzision oder Nekrosektomie des
verbrannten Gewebes durchgefiihrt wurde. Verbrennungen Ill. Grades sind durch die Schadigung
aller Hautschichten gekennzeichnet (Abb. 3). Klinisch zeigt sich ein weiRer Wundgrund, der keine

Rekapillarisierung mehr aufweist. Die Verbrennung kann auch Hautanhangsgebilde betreffen [14].

Abbildung 2 - Mischbild von zwei Verbrennungswunden nach Blasenabtragung. Links: Verbrennungswunde
mit Anteilen von lla® im AuBenbereich sowie tieferer llb°- Verbrennung zentral; rechts: lla°-Verbrennungswunde.
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Abbildung 3 - Fotografische Aufnahme einer Patientin beim Verbandswechsel mit ausgepriagten Verbrennungen,
insbesondere weisen Riicken und Arme IlI°-Verbrennungen auf.

Die Haut hat als gréRtes Organ des menschlichen Organismus vielfaltigste physiologische Aufgaben,
u.a. der mechanische Schutz gegen duflere Einflisse und Keime sowie die Regulierung des
Flissigkeits- und Warmehaushalts. Verbrennungen beeintrachtigen diese Funktionen der Haut. Das
SchadigungsausmalR ist abhdngig von der Temperatur und der Einwirkzeit. Entstandene
Hautldsionen werden histologisch in drei Zonen eingeteilt (Abb. 4): Zone 1 — Nekrosezone, die sich
im Zentrum der Lasion befindet und durch irreversible Gewebsschadigung charakterisiert wird.
Zone 2, die sog. Stasezone, grenzt an die Nekrosezone. Sie wird durch die gestdrte Gewebsperfusion
mit Anteilen vitaler und deutlich geschadigter Zellen definiert. Die Stasezone kann sich im Verlauf
zur Koagulationsnekrose entwickeln, was als "Nachbrennen" bezeichnet wird. Es schwemmen
vasokonstriktive und entzindliche Mediatoren ein. Zone 3 ist die Hyperamiezone, in der es durch
die lokale Entzlindungsreaktion zur Vasodilatation kommt. Hier sind vitale Zellen zu finden, von

denen die physiologische primare Wundheilung ausgeht [14].

Abbildung 4 - Histologische Einteilung der Verbrennung
nach Jackson. Zone 1: innere Zone der Nekrose
(irreversibel). Zone 2: mittlere Zone der Stase (reversibel-
irreversibel). Zone 3: &uBere Zone der Hyperdmie
(reversibel) [14].
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Durch die Hitzeeinwirkung werden auf Zellebene Proteindenaturierungen und
Zellmembranstérungen hervorgerufen. Es kommt zur Ausbildung von Koagulationsnekrosen; die
Verschlechterung der kutanen Mikrozirkulation ist die Folge [13]. Einerseits werden Kapillaren
direkt geschadigt, andererseits fihrt die verminderte Perfusion zur Freisetzung von Toxinen und
Mediatoren. Die Endothelzellschadigung und die Folgen der Mediatorenausschiittung bringen
Flussigkeitsverschiebungen ins Interstitium mit sich, wodurch ausgepragte Odeme und ein massiver
intravasaler FlUssigkeitsverlust entstehen koénnen, sog. ,Verbrennungskrankheit” [30].
Infolgedessen entstehen lokale Odeme. Metabolite wie Endothelin, Histamin, Bradykinin,
Serotonin, Katecholaminen, Vasopressin, Prostaglandine, TNF-a, Nitrogene und Monoxide
induzieren eine inflammatorische Antwort [31]. Komplementabhidngig werden Neutrophile
aktiviert, die reaktive Sauerstoffradikale sowie proinflammatorische Zytokine wie IL-1, TNF-a und
IL-6 freisetzen [12, 32]. Durch die ischamische Gewebsnekrose entstehen toxische Nebenprodukte,
die molekulare Mechanismen beeinflussen, dermale Strukturen kdnnen weiter zerstort werden.
Diese Prozesse laufen insbesondere in der Stasezone ab. Hypovoldmie, Gewebedédem und
Infektionen sind weitere Faktoren, die die Mikrozirkulation storen [10]. Zudem verschlechtern
vasokonstriktorische Medikamente zur Schockbekampfung die kutane Mikrozirkulation [31].

Die Entziindungsmediatoren werden systemisch ausgeschwemmt, was vor allem bei groRflachigen
Verbrennungen (>20% verbrannte KOF) Konsequenzen hat. In Verbindung mit enormen
Flassigkeitsverlusten und -verschiebungen kann dies zum hypovolamischen Schock mit
kardiovaskuldren Funktionsstorungen und weiteren Organdysfunktionen, im Extremfall zum

Multiorganversagen, fihren [13].

1.3 Kutane Mikrozirkulation

Der Blutkreislauf wird in Makro- und Mikrozirkulation unterteilt. Es gilt als eines der groRten
Organsysteme des menschlichen Organismus. Allein das Endothel, welches die innerste
Wandschicht von BlutgefdRen auskleidet, umfasst eine Gesamtoberfliche von 1000m?, woriber
taglich bis zu 80.000L Flissigkeit ausgetauscht werden [33]. Die Gesamtlange des BlutgefalRsystems
umfasst 20.000 - 40.000km, was der Lidnge des Aquators entspricht. Die kleinen und kleinsten
Gefalle, in denen die Mikrozirkulation stattfindet, machen ca. 99% der Blutgefalle des Menschen
aus. Diese stellen die kleinste funktionelle Einheit des Herz-Kreislauf-Systems dar und bestehen aus

Arteriolen, Kapillaren und Venolen, die einen maximalen Durchmesser von 150um haben [34, 35].

Das GefalRsystem der Haut ist dreidimensional aufgebaut. Es besteht aus senkrecht und horizontal
zur Hautoberflache gerichteten GefaRen. Die Urspriinge liegen in den oberflachlichen Muskellogen,
die einen waagerecht zur Oberflache verlaufenden tiefen dermalen Plexus (2mm unterhalb der
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Hautoberflache) an der Kutis- Subkutisgrenze bilden. Aus dem tiefen dermalen Plexus entspringen
Gefalle, die senkrecht zur Hautoberflache verlaufen und den oberen subepidermalen Gefal3plexus
(400 - 500um) bilden. Die KapillargefaRsysteme der Haut werden aus beiden Plexus gebildet (Abb.
5) [36, 37]. Der tiefe Plexus ist vor allem flr die nutritive Versorgung verantwortlich [36, 38].
Anastomosen zwischen den Plexus erméglichen die Blutzirkulation zwischen Oberflache und Tiefe.
Der grofRte Anteil der mikrovaskularen Hautversorgung befindet sich in der papillaren Dermis, 1-
2mm unterhalb der epidermalen Oberflache [37]. Anatomisch betrachtet sind die Arteriolen den
Kapillaren vorgeschaltet, die wiederum die Venolen mit Blut speisen. Die kleinen GefaRe bilden eine

mikrozirkulatorische Einheit [38].

Die Kapillaren besitzen anders als die Arteriolen keine glatten Muskelzellen, was fir die
unterschiedliche Funktionen ausschlaggebend ist. Sie bilden den Ubergang vom arteriellen und
vendsen Gefallsystem, was sie flr den Austausch von Gasen und Nahrstoffen zwischen Blut und
Gewebe verantwortlich macht [38]. Diese bedarfsgerechte Bereitstellung von Sauerstoff und
Nahrstoffen sowie der Abtransport von Stoffwechselendprodukten wie z.B. Kohlenstoffdioxid ist
eine der Hauptfunktionen der Mikrozirkulation. Zur nutritiven Versorgung der Haut zahlt
insbesondere die regelrechte Sauerstoffversorgung. Die Epidermis wird sowohl Gber die Kapillaren
als auch Gber Diffusion aus der Atmosphéare mit Sauerstoff versorgt, Korium und Subkutis werden

hingegen nur aus dem GefalRsystem mit Sauerstoff gespeist [36].

Die Mikrozirkulation ist auBerdem an der Regulation von Leukozytenadhdsionen und damit an

Funktionen des Immunsystems beteiligt [34]. Zudem Ubernimmt sie die Thermoregulation der

Haut.
=% o &0, o o A
s O ° - o
o@eﬂo St (O] o o .
[ \/f - _—— Kapillaren

= subepidermaler
GefaRplexus

Arteriolen

Abbildung 5 - Schema der Epidermis,

und Venolen Dermis und Subkutis mit GefaBplexus.

tiefer Der tiefe dermale Plexus ist iiber

dermaler Arteriolen und Venolen mit dem

GefdaRplexus subepidermalen Plexus verbunden
[81].
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Zu starke hydrostatische Druckschwankungen sollen auf Kapillarebene vermieden werden, um
Stérungen des Nahrstoffaustauschs zu verhindern. Ein relevanter Teil des hydrostatischen
Druckabfalls wird auf Mikrozirkulationsebene reguliert [35]. Arteriolen reagieren mit Konstriktion
und Dilatation auf Veranderungen des Blutdrucks und kénnen selbigen durch Konstriktion steigern.
Dieses komplexe Zusammenspiel ist essentiell zur Regulation des systemischen peripheren

Widerstandes und damit der Blutdruckregulation [39].

Funktionsstorungen  der  Basalmembranen und der Endothelzellen fihren zu
Mikrozirkulationsstorungen. Diese sind an der Pathogenese zahlreicher Krankheiten beteiligt, die
u.a. Mikroangiopathien im Rahmen des diabetischen FuRsyndroms erklaren [40—44]. Weiterhin
wird die Mikrozirkulation durch Faktoren wie u.a. Temperatur, systemischer Blutdruck,

Ernahrungsstatus, Stress, Nikotinkonsum, physischer Aktivitat und Alter beeinflusst [38].

1.4 Kaltes atmospharisches Plasma

Physikalisch wird Plasma als vierter Aggregatzustand nach den typischen bekannten dreien (fest,
flissig, gasformig) betrachtet. Aus der Natur sind Warmeplasmen als Gewitterblitze bekannt. Sie
zeigen sich als hochelektrische Entladungen zwischen Wolken bzw. zwischen Wolken und der Erde.
Der Chemiker Irving Langmuir beschrieb Plasma erstmalig im Jahre 1928 [17]. Plasmen finden
bereits seit Jahrzehnten in verschiedenen Gebieten Anwendung: Sie werden zur Sterilisation und
Desinfektion von medizinischen Instrumenten oder Lebensmittelverpackungen genutzt [45-47].
Seit den 1960er Jahren werden sie zur Modifikation von biomedizinischen Produkten eingesetzt
[17]. Im Bereich der therapeutischen Anwendungen werden Kaltplasmen gebraucht. Es wird in
indirekte und direkte Formen des Plasmas unterschieden. Wenn Plasma aus chemischen
Reaktionen innerhalb einer Rohre mit Gasen wie Argon, Helium oder der Luft zwischen zwei
Elektroden entsteht, wird es als indirekt bezeichnet. Dies stellt einen flieRenden Prozess dar, der
Partikel in dem zu behandelnden Objekt aktiviert. Bei der direkten Plasmaerzeugung wird die Haut
als Gegenelektrode genutzt. Dadurch erreicht das Plasma direkt die Haut und das darunter liegende

Gewebe [16]. Der generierte Strom flieSt durch den Kérper und entfaltet dort seine Wirkung [3].

Atmosphaérisches Plasma ist ein ionisiertes Gas, das aus einem ,Gemisch” geladener Teilchen
(Elektronen sowie positiv und negativ geladene lonen), Molekilen, Atomen und Photonen besteht
[48]. Wenn Gasen Energie zugefiihrt wird, konnen diese in den Zustand des Plasmas libergehen. Bei
der Nutzung von Kaltplasmen werden Wirkkomponenten (iber ein elektrisches Feld generiert.
Chemische und physikalische Wirkkomponenten werden gebildet, darunter zdhlt u.a. die

Generierung von Radikalen und Warmestrahlungen (Abb. 6). Geladene Partikel wie lonen und
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Elektronen werden in aktivierter Form freigesetzt. AuRerdem generieren Plasmen
elektromagnetische Strahlungen vom ultravioletten bis in den sichtbaren Spektralbereich [49].

Kaltes atmosphdrisches Plasma erzeugt darlber hinaus biologisch aktive Komponenten wie
reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS, RNS) [16, 48, 50]. In Reaktion mit der
Umgebungsluft entstehen diese Spezies wie Stickstoffmonoxide (NO), -dioxide (NO3), Ozon (Os),
Superoxide (0;-), und weitere reaktive Radikale [3, 17, 50]. Sie spielen eine wichtige Rolle in der
Abwehr von Mikroorganismen wie Bakterien, Viren und Pilzen [3, 51]. Die reaktiven Spezies
kommen physiologisch vor und regulieren u.a. zelluldare Funktionen von eukaryotischen Zellen
durch die Bildung von extrazellularen Signalmolekiilen wie Hormonen, Wachstumsfaktoren,
Neurotransmittern und Zytokinen. Ebenfalls sind sie an intrazelluldaren Signalwegen beteiligt. Zwei
wichtige Aufgaben haben sie dabei inne — die Beteiligung an intrazellularen Redoxreaktionen und

damit oxidative Proteinmodifikationen innerhalb der Signalwege [52, 53].

Abbildung 6 - Darstellung der biologisch wirksamen Komponenten von
kaltem atmospharischem Plasma [17].
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Plasma und Mikrozirkulation

Kaltes atmospharisches Plasma kann die Mikrozirkulation an gesunder Haut beeinflussen. In
unserer Forschungsgruppe konnte nach einmaliger Plasmaanwendung an radialen Unterarmen
eine Erhohung der lokalen kutanen Sauerstoffsattigung und des kapillaren Blutflusses gezeigt
werden. Die mehrfache di_CAP-Anwendung steigerte die Effekte und verlangerte die Wirkdauer.
Diese Ergebnisse wurden mittels WeiBlicht- und Laser-Doppler-Spektrometrie quantifiziert [15, 54].
Auch andere in vitro und in vivo Studien lassen vermuten, dass CAP die Mikrozirkulation

beeinflussen kann [55-58].

Plasma und Keimreduktion

Die zunehmende Resistenzlage von Mikroorganismen gegen Arzneimittel spielt im klinischen Alltag
eine groBe Rolle. Wundheilungen kdnnen durch die Besiedlung mit Bakterien (am haufigsten

Staphylokokken, aber auch Streptokokken und Pseudomonaden) und Bildung von Biofilmen
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beeintrachtigt sein. In mehreren Studien konnte der Einfluss von Plasma auf diese Besiedlungen

mit Mikroorganismen gezeigt werden [48, 51, 59-61].

1.5 Fragestellungen

Aus den bisherigen Uberlegungen leiten sich folgende Fragestellungen ab:

1. Beeinflusst die Anwendung von direktem kaltem atmospharischem Plasma die Mikrozirkulation von
Wunden?

2. Welche Effekte hat die mehrmalige Anwendung des direkten kalten atmosphérischen Plasmas auf
die Mikrozirkulation in Wunden?

3. Zeigt die Plasmaanwendung Wirkungen auf die Keimbesiedlung von Wunden?
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign und -rahmen

Diese Studie achtete die ethischen Grundsatze basierend auf den Richtlinien der Deklaration von
Helsinki. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Universitat zu Libeck unter der
Autorisierungsnummer 14-266 am 14.01.2015 genehmigt und ist bei ClinicalTrials.gov registriert

(NCT02417818).

Die klinische prospektive Studie wurde im Zeitraum von November 2015 bis September 2019 am
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Libeck in der Klinik fur Plastische Chirurgie,

Handchirurgie, Intensivstation fiir Schwerbrandverletzte durchgefihrt.

Die Erhebung der Mikrozirkulation erfolgte auf oberflachlichen spontanheilenden Wunden
(Spalthautentnahmestellen), an oberflachlich verbrannten Hautarealen (na°-
Verbrennungsverletzungen) sowie auf nicht spontanheilenden (chronischen) Wunden vor und nach
der Therapie mit direktem kaltem atmospharischem Plasma (di_CAP).

Summiert wurden 100 Patienten wahrend ihres stationdren Aufenthalts rekrutiert. Sie wurden nach
ausfihrlicher Aufklarung, schriftlicher Einwilligung und Priifung auf Ein- und Ausschlusskriterien in

die Studie eingeschlossen.

2.2 Studienteilnehmer

2.2.1 Einschlusskriterien

Eingeschlossen in die Studie wurden Patienten, die in der plastisch-chirurgischen oder
gefdlchirurgischen Abteilung des Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Libeck
behandelt wurden. Es konnten mannliche und weibliche Studienteilnehmer, die mindestens 18
Jahre alt waren und selbststandig in die Studie einwilligen konnten, teilnehmen.

Patienten mit spontan heilenden Wunden kamen bis innerhalb der ersten drei Tage nach
Spalthautentnahme an der Entnahmestelle des ventralen Oberschenkels fiir die Studie infrage,
wenn die Wunde bis zur Messung/ Anwendung okklusiv verbunden war.

Patienten mit lla°- Verbrennungswunden konnten rekrutiert werden, wenn deren Verbrennung/
Verbrihung innerhalb der letzten 48 Stunden entstand. In dieser Kohorte galten zusatzliche
Einschlusskriterien: die vorhandene Rekapillarisierung und ein Feuchtverband auf der Wunde.
Patienten mit Diabetes mellitus und/ oder einer peripheren Verschlusserkrankung (pAVK), deren

Wunde an der unteren Extremitdt nach drei Wochen nicht abheilte, wurden in die Studie
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eingeschlossen. Die Wundklassifikation erfolgte nach Wagner. Anhand dieser Einteilung wurden

Wunden der Grade 1-3 in die Studie eingeschlossen.

2.2.2 Ausschlusskriterien

Als Ausschlusskriterien wurden definiert: Hauterkrankungen im Applikations- und Messbereich,
Therapien mit Immunsuppressiva oder Kortison, tiefe Venenthrombosen und Gerinnungsstérungen
sowie Schwangere oder stillende Patientinnen. Ebenfalls als Ausschlusskriterien galten:
Lokalisationen der Wunden in Lungen-, Gehirn- oder Rickenmarksndahe oder Infektionen und

Tumore in der Nahe des Applikations- und Messbereiches.

2.2.3 Dokumentation

Anhand eines Dokumentationsbogens wurden Krankengeschichten aufgenommen. Weiterhin
wurden bei allen Studienteilnehmern  Nebenerkrankungen erfasst, insbesondere
GefaRerkrankungen wie Arterielle Hypertonie, Koronare Herzkrankheit (KHK, mit/ ohne Bypass/
Stent), periphere Verschlusskrankheit (pAVK, Stadieneinteilung nach Fontaine) und chronische
Veneninsuffizienz (CVI). Zudem wurde die Raucheranamnese (Angabe in packyears = multipliziert
die taglich konsumierten Zigarettenschachteln pro Jahr) erhoben.

Dauermedikationen, die Auswirkungen auf das GefdaRsystem haben, wurden erfasst. Dies schlieRt
Medikamente wie Acetylsalicylsdure (ASS), Clopidogrel, Marcumar, Betablocker, Calcium-
Antagonisten und Nitrate ein.

Innerhalb der Kohorten wurden weitere Anamnesedaten erhoben: Die Applikation und Messung
auf Spalthautentnahmestellen erfolgte bis zum dritten Tag nach der Entnahme der Spalthaut, dieser
Zeitpunkt wurde notiert. Bei den lla®-Verbrennungswunden waren der Anteil der verbrannten
Korperoberflache, der jeweilige Tag nach der Verbrennung und die Verbrennungsursache (z.B.
heiBes Wasser, Ol, Flamme) relevant.

Bei Patienten mit chronischen Wunden mit Diabetes mellitus (Typ 1 oder Typ 2) wurde der
insulinabhangige Diabetes Mellitus Typ 2 vom nicht insulinabhangigen Diabetes Mellitus Typ 2
unterschieden. Weitere Parameter wie aktueller Glykohdmoglobinwert (HbA1lc), der Zeitpunkt der
Erstdiagnose des Diabetes und die Wochenanzahl, in der die Wunde nicht abheilte, wurden
festgehalten. Vor Beginn der Messung wurde die WundgréRe in Lange x Breite mit einem Lineal
ausgemessen. Der Pulsstatus (Palpation und GefaRR- Doppler) der A. dorsalis pedis sowie der A.
tibialis posterior wurde untersucht. Der Ankle-brachial-Index (ABI) wurde nach der
Mikrozirkulationsmessung mittels Handdopplergerat und Blutdruckmessung der A. dorsalis pedis
bzw. A. tibialis posterior in Relation zum mittleren Blutdruck der Aa. brachiales ermittelt. Weiterhin
wurde der diabetische Neuropathiescore (MDNS - Michigan Diabetic Neuropathy Score, Abb. 27)

erhoben. Der Dokumentationsbogen ist im Anhang zu finden.
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2.3 Anwendungsmethode - Direktes kaltes atmospharisches

Plasma

In dieser Studie wurde der Einfluss von direktem kaltem atmosphérischem Plasma (di_CAP) auf die
Mikrozirkulation sowie auf die Keimbesiedlung von Wunden untersucht. Hierzu verwendeten wir
das nicht- invasive PlasmaDerm®FLEX9060- Gerat (CINOGY GmbH, Duderstadt), welches direktes
kaltes atmospharisches Plasma generiert (Abb. 7). Die Plasmaerzeugung erfolgt dielektrisch mittels
abgegrenzter Entladung. Die Elektrode liegt in elektrisch isoliertem Material, was die Ausweitung

der Gaswarme und des Stromflusses limitiert.

Die Elektrode des CAP ist von einem Schwamm mit einem sterilen Abstandshalter umgeben. Der
Schwamm ermoglicht die gleichmaRige und flexible Anwendung auf der zu behandelnden Wunde.

Das einmalige Applizieren des kalten Plasmas dauerte 90 Sekunden.

Abbildung 7 - PlasmaDerm®FLEX9060 - Gerdt (CINOGY GmbH, Duderstadt) zur Applikation des
kalten atmosphérischen Plasmas.
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2.4 Mikrozirkulationsmessung

Die Mikrozirkulationsmessungen wurden mit dem Oxygen-to-see Gerat (O2C- Gerat, Firma LEA

Medizintechnik GmbH, GielRen, Abb. 8) erhoben.

Abbildung 8 - 02C- Gerat der Firma LEA Medizintechnik; Bildschirmiibersicht im Darstellungsmodus.

Das Oxygen-to-see ist ein Gerat, das die Mikrozirkulation und Sauerstoffversorgung von
menschlichem Gewebe nicht-invasiv erfasst. Es misst mittels Glasfasersonde die Himoglobinwerte
relative Hamoglobinmenge und Sauerstoffsattigung sowie die Durchblutungsgroen relativer
Blutfluss und die Blutflussgeschwindigkeit im Messvolumen des Gewebes ort- und zeitgleich [18].
Mit einer flexiblen Flachsonde ist das parallele Applizieren zur Gewebsflache des zu messenden
Bereiches  moglich. Das Gerdt kombiniert zwei  physikalische  Messprinzipien:
Weillichtspektrometrie und Laser-Doppler-Spektrometrie.

Abb. 8 zeigt beispielhaft die Bildschirmibersicht im traditionellen Darstellungsmodus des O2C-
Gerats. A stellt die Verlaufsgraphen fir die Messparameter als Mittelwerte iber 2 Sekunden dar —
die Sauerstoffsattigung wird in blau, die relative Hdmoglobinmenge in rot, der Blutfluss in griin und
die Blutflussgeschwindigkeit in gelb aufgezeichnet. Links davon (B) kann die y-Achse fiir jede der
vier MessgroRen eingestellt werden. Rechts aufen (C) sind die aktuellen Werte in einer
Gewebetiefe von 2-4mm und 6-8mm fir die jeweiligen Parameter (gleiche Farbkennzeichnung wie
Graphen B). Mittig rechts (D) werden die Verlaufsgraphen der ungemittelten Werte der vier
Parameter angezeigt. Fenster E zeigt ein Histogramm der Geschwindigkeitsverteilung der
Erythrozyten, Fenster F das korrigierte Hamoglobinspektrum, Fenster G das Rohspektrum des

eingestrahlten WeiBlichts und Fenster H das Weilllichtspektrum im infrarotnahen
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Welllenldangenbereich. Die vier zuletzt genannten Felder dienen vor allem der Kontrolle und damit

der Justierung der Messsondenapplikation.

2.4.1 Messprinzip Weillichtspektrometrie

Hier wird Licht eines kontinuierlichen Spektrums des gesamten Wellenlangenbereichs (500 -
800nm) genutzt, um Hamoglobinparameter zu erfassen. Lichtstrahlen werden beim Eintritt ins
Gewebe an Mitochondrien gestreut. Durch die Streuung dandern sich die Ausbreitungsrichtung und
damit auch die Lichtintensitdt. Zur Ermittlung der relativen Hamoglobinmenge (rHb) wird die
Absorptionsspektrometrie verwendet. Aufgrund wellenabhangiger Blutfarbstoffe (Hamoglobin)
wird das Licht unterschiedlich stark absorbiert. Blutreiches Gewebe absorbiert relativ viel Licht,
sodass die Sondendetektoren an der Gewebeoberflaiche weniger Licht messen. Aus dem
absorbierten Lichtanteil berechnet das 02C die relative Hamoglobinmenge. Diese zeigt den
mikrovaskuldren Fallungsstand und die GefdlRdichte an. Die relative Hamoglobinmenge pro
Gewebevolumen ist von Faktoren wie GefdaRdichte, GefaRlumen und der gesamten
Hamoglobinmenge im Blut abhangig.

Es werden sowohl bewegte als auch in einer Blutsdule stehende Erythrozyten erfasst. Daher ist der
ermittelte Wert dem relativen, postkapillaren vendsen Fillungsdruck identisch. Die relative
Hamoglobinmenge wird in Arbitrary units (AU) angegeben. Dies sind relative Werte, die zur
Erfassung von Veranderungen genutzt werden.

AulRerdem berechnet das 02C die aktuellen Sauerstoffsattigungswerte des Hamoglobins. Eine
unterschiedliche Sattigung des Blutfarbstoffes verandert die Farbe des eintretenden Lichtstrahls.
An der Gewebeoberflache wird das spektral veranderte Weilllicht detektiert und durch das 02C
analysiert. Dementsprechend ist arterielles sauerstoffreiches Hamoglobin hellrot, hingegen

venodses niedrig gesattigtes dunkelrot bis blau-violett gefarbt [18].

2.4.2 Messprinzip Laser- Doppler- Spektroskopie

Es wird ein Diodenlaser mit einer spezifischen Wellenldange von 820nm und einer Leistung von
30mW genutzt [18]. Beim Eintritt in das Gewebe wird der Laserstrahl analog dem Weilllicht an
Mitochondrien gestreut. Ein Lichtdoppler erfasst alle Erythrozytenbewegungen in einem
Kapillarnetz. Es wird das Prinzip des Doppler- Effekts angewandt: Das Licht hat eine spezifische
Wellenldnge, damit entspricht es einer bestimmten Frequenz. Dieses Licht wird beim Auftreffen auf
bewegliche Erythrozyten frequenzverschoben. Zur Bestimmung der Frequenzverschiebungen wird
die , heterodyne Lichtschwebungstechnik” genutzt, bei der nicht frequenzverschobenes Licht mit

dem frequenzverschobenen Licht ins Verhaltnis gesetzt wird. An der Gewebeoberflache wird die
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Frequenzverdnderung (in Hertz) detektiert. Aus dieser lasst sich die Blutflussgeschwindigkeit
bestimmen. Mit zunehmender Anzahl bewegter Erythrozyten im Gewebe steigt das detektierte
Laserlicht-Signal, dessen Wert zum Blutfluss berechnet wird. Der Blutfluss (Angabe in AU) ldsst sich
aus dem Produkt der Anzahl und der Geschwindigkeit der Erythrozyten und deren gesamter Summe

aus allen Erythrozytengeschwindigkeiten in einem bestimmten Messvolumen (Zv-N) ermitteln.

2.4.3 Messwerte- und Messzeitpunkte

Fir die Ermittlung der Messwerte aus der kombinierten Weilllicht- und Laser- Doppler-
Spektrometrie emittiert und detektiert die Messsonde 20 Lichtimpulse pro Sekunde. Das Oxygen-
to-see-Gerat speichert Uiber einen internen Festplattenspeicher alle 2 Sekunden einen Messwert
pro Parameter. Die Flachsonde wurde vor, zwischen und nach den jeweiligen
Anwendungsmethoden auf der gleichen Gewebestelle platziert. Zu allererst wurde die Baseline
Uber mindestens 5 Minuten ermittelt. Dies diente der Erfassung der Ausgangsdurchblutung, wofir
geradlinige Verlaufe der Graphen erreicht werden sollten, bevor die erste Anwendung durchgefiihrt
wurde. Mittelwerte wurden aus den gesamten Messzeiten (variabel 10 — 30 Minuten je nach

Anwendungs- und Messprotokoll) erhoben.

2.5 Studienablauf

Nach ausfihrlicher Patientenaufklarung gemafl dem Ethikprotokoll, Prifung der Ein- und

Ausschlusskriterien und schriftlicher Einwilligung wurden Patienten in die Studie eingeschlossen.

Die Fotodokumentation der Wunden erfolgte nach Platzierung auf einem griinen, sterilen Tuch
(Abb. 9). Die Patienten ruhten 15 Minuten in liegender Position mit leicht erhhtem Kopfteil vor

Beginn der Messung.

Die anschlieRenden Messungen und Methodenanwendungen werden getrennt aufgefiihrt:

2.5.1 Einmalige lokale Anwendung mit CAP auf akuten Wunden

Vor jeder Messung der Mikrozirkulation und CAP- Anwendung wurde ein mikrobiologischer
Wundabstrich von den Verbrennungswunden und Spalthautentnahmestellen genommen. Dieser
wurde auf mogliche Erreger und Resistenzen hin untersucht. Falls die Wunde mit
Koagulationsresten oder Hautfetzen verunreinigt war, wurde sie nach dem Wundabstrich mit
Natrium-Chlorid-Lésung gesdubert. Verbrennungswunden wurden in Wundbereichen gemessen,
die eine Rekapillarisierung zeigten. Die Hautsonde des 02C war mit durchsichtiger Tegadermfolie™
(Hersteller 3M Deutschland GmbH, Neuss) blasenfrei umhillt (Abb. 9). Befestigt wurde sie mittels

transparenten Fixierpflastern Transpore™ (Hersteller 3M Deutschland GmbH, Neuss), sodass die
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Sondenflache parallel zur Wundoberflache auflag und sich wahrend der Messung nicht verschieben
konnte.

Die Mikrozirkulation wurde mit dem Oxygen-to-see Gerat zunachst Giber 5 Minuten gemessen
(=Baseline). Die Baselinemessung wurde zum Vergleich zur Mikrozirkulation nach der lokalen
Anwendung mit CAP verwendet. Es folgte die CAP- Anwendung fir 90 Sekunden im selben
Wundbereich (Abb. 9). Direkt danach wurde ein erneuter Wundabstrich genommen. Anschliefend

wurde die Mikrozirkulation iber 30 Minuten an gleicher Lokalisation gemessen.

Abbildung 9 - Links: die 02C-Sonde ist auf einer lla°-Verbrennungswunde eines ventralen Unterschenkels befestigt,
rechts: die Applikation von kaltem atmospharischem Plasma mit dem PlasmaDerm-Device auf derselben lla°-
Verbrennungswunde.

2.5.2 Repetitive lokale Anwendung mit CAP auf akuten Wunden

Die Vorbereitung der Wunde zur Mikrozirkulationsmessung und repetitiven CAP- Therapie
unterschied sich nicht von oben genannter einmaliger CAP- Anwendung. Nach dem Wundabstrich
und der Reinigung der Wunde erfolgte die Bestimmung der Baseline (iber 5 Minuten. Das kalte
atmospharische Plasma wurde dreimal, jeweils 90 Sekunden appliziert. Nach erster und zweiter
Anwendung wurde die Mikrozirkulation tber jeweils 10 Minuten aufgezeichnet. Direkt nach der
dritten Anwendung wurde ein erneuter Wundabstrich genommen. Anschliefend wurde die

Mikrozirkulation liber weitere 20 Minuten gemessen.

2.5.3 Einmalige und repetitive lokale Anwendung mit CAP auf chronischen
Wunden
Die Durchfiihrung der Mikrozirkulationsmessung und CAP- Anwendung auf chronischen Wunden

unterschied sich nicht von den Anwendungen auf spontanheilenden Wunden. In diesem Teil der
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Studie wurde eine Wundklassifikation nach Wagner vorgenommen (Abb. 26) und der ABI bestimmt.
Patienten, die Grad 4 oder 5 in der Wagner Ulzera- Klassifikation aufwiesen, wurden von der
Studienteilnahme ausgeschlossen. AuBerdem wurde der diabetische Neuropathiestatus mittels
MDNS (Abb. 27) erhoben. Der Score berechnet sich aus verschiedenen neurologischen Aspekten
wie der Sensibilitdt in der Peripherie (Vibration, Druckreize), den Muskeleigenreflexen und der

Muskelkraft (Fingerabduktion, GroRzehenextension).

2.6 Statistische Analyse

Die gesamten aufgenommen Parameter des O2C wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft® Excel® fiir Office 365 MSO (Microsoft Corporation, Version 1908, Redmond, USA)
eingefiigt. Mit diesem Programm wurden flir metrische Daten Mittelwerte und
Standardabweichungen Uber alle Minuten der Messzeiten berechnet. Diese wurden in eine
Statistiksoftware (IBM® SPSS® Statistics, Version 25, Ehningen) Gberflhrt. Dort wurde der T-Test fir
verbundene Stichproben gewahlt, nachdem die Normalverteilung mittels Normal- Quantil- Plot
gepriift wurde. Der T-Test wurde genutzt, um statistische Berechnungen in der vorab festgelegten
Reihenfolge der gemessenen Werte des O2C nach den Anwendungen zu ermitteln. Da es sich um

separate Studien handelte, wurde unadjustiert getestet.

Fiir dichotom verbundene MessgrofRen wurde der McNemar-Test angewandst, in diesem Fall fiir die

mikrobiologischen Wundabstriche im Vorher- Nachher- Vergleich.

Bereits vor Beginn und Durchfiihrung der Studie erfolgte eine Fallzahlberechnung im Institut fir
Medizinische Biometrie und Statistik der Universitit zu Liibeck. Eine Uberpriifung der angewandten
Tests dieser Arbeit wurde ebenfalls in Kooperation mit dem Institut fiir Medizinische Biometrie und

Statistik der Universitat zu Libeck durchgefihrt.
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3  Ergebnisse

1. Ergebnisse der Mikrozirkulationsmessung nach CAP- Anwendung

Die CAP- Therapie hat statistisch signifikante Auswirkungen auf die Mikrozirkulation. Auf
spontanheilenden Wunden, wie hier beispielhaft an Spalthautentnahmestellen, konnte die
Mikrozirkulation nach einmaliger CAP- Anwendung gesteigert werden. Die Sauerstoffsattigung stieg
in 2-4mm Gewebstiefe um 5%, der kapillare Blutfluss zeigte im Vergleich zur Ausgangsmessung eine
Zunahme von fast 26%.

Bei repetitiver Anwendung hatten die zweite und dritte CAP-Applikationen keine signifikanten
Verdanderungen der Sauerstoffsattigung zur Folge. Der postkapillare venose Fillungsdruck fiel in 2-
4mm Gewebstiefe nach der 3. CAP signifikant um fast 30%. Bei 6-8mm fiel der postkapillare venose

Fillungsdruck bereits nach der ersten CAP-Anwendung signifikant um 6,7%.

Die Mikrozirkulation von lla°- Verbrennungswunden wurde durch Anwendung des CAP signifikant
beeinflusst - die oberflachliche Sauerstoffsattigung nahm um 5% zu, der postkapillare venose

Fiullungsdruck um 7%, der kapillare Blutfluss um 35%.

Auf chronischen Wunden wurde die Mikrozirkulation in der Oberflache und Tiefe der Wunden
durch die CAP- Anwendung beeinflusst. Sowohl die Sauerstoffsattigung als auch der kapillare
Blutfluss waren bis zum Ende der Messungen erhoht.

Nach einmaliger CAP- Behandlung konnte die Sauerstoffsattigung in 2-4mm Gewebstiefe signifikant
um 12,6% erhoht werden. Der kapilldre Blutfluss nahm um 16,5% nicht signifikant zu, wahrend er
in 6-8mm Gewebstiefe signifikant um 22% gesteigert werden konnte.

Die repetitive Anwendung von CAP bewirkte auf chronischen Wunden die signifikante Steigerung
der Sauerstoffsattigung pro CAP- Applikation, maximal nahm sie um 16,7% nach der 3.
Plasmatherapie zu. Der kapillare Blutfluss zeigte in der Oberflache nicht signifikante Steigerungen
um 22,56%. In 6-8mm Gewebstiefe stieg der kapillare Blutfluss nach der ersten und zweiten CAP-
Behandlung nicht signifikant. Nach der 3. Anwendung prasentierte sich eine maximale signifikante

Steigerung von 17%.

2. Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung

Nach einmaliger Applikation von CAP konnten sowohl auf spontanheilenden als auch auf
chronischen Wunden signifikante Keimreduktionen nachgewiesen werden. Unterschiede liefSen
sich im Keimspektrum feststellen: Spontanheilende Wunden waren vor allem mit grampositiven

Kokken, chronische Wunden eher mit gramnegativen Stdbchen besiedelt. Auf
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Verbrennungswunden wurden weder vor noch nach der CAP- Anwendung Erreger im Wundabstrich

nachgewiesen.

3.1 Patientenkollektiv

Im Zeitraum von November 2015 bis September 2019 wurden insgesamt 100 Patienten in die Studie

eingeschlossen. In Tab. 3 werden die Verteilung von Geschlecht, Alter, GroRe, Gewicht und BMI

aufgefihrt.
Kohorte (CAP) Geschlecht @ Alter @ GroRe @ Gewicht @ BMI
. 40,85 178,05 84,84 26,83
Einzel Stx 14m, 6w +15,84) +9,60cm +19,90kg  +7,27kg/m?
. 40,8 175,2 81,50 26,35
Repetitiv Stx 14m, 6w +13,97) +8,33cm +19,40kg  +5,23kg/m?
Einzel 16w 4m 40,35 177,8 85,60 26,88
Verbrennungswunde ’ +18,82) +10,30cm +21,11kg +5,14kg/m?
. . 66,8 176,3 83,25 27,1
Einzel Chronische Wunde 16m, 4w +£10,93J +12,55¢m +22,63kg +6,66kg/m?
Repetitiv 17m. 3w 66,55 177,1 88,55 27,98
Chronische Wunde ! +10,97) 18,80cm +19,32kg +4,99kg/m?

Tabelle 3 - Ubersicht des gesamten Patientenkollektivs. Ergebnisse von Geschlechterverteilung, mittlerem Alter,
GroRe, Gewicht und BMI der einzelnen Kohorten (CAP Einzel- und Repetitivanwendung auf Spalthautentnahmestellen,
CAP Einzelanwendung auf Verbrennungswunden sowie CAP Einzel- und Repetitivanwendung auf chronischen
Wunden).
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Zur detaillierten Ubersicht werden die Ergebnisse in den einzelnen Kohorten beschrieben.

3.2 Einmalige lokale CAP- Therapie auf spontanheilenden Wunden

Patientenkollektiv

Fiir den Studienabschnitt der einmaligen lokalen CAP-Therapie auf Spalthautentnahmestellen als
Modell spontanheilender Wunden wurden 20 Datensatze statistisch ausgewertet. Geschlechts-,
Alters-, GroRBen- und Gewichtangaben kdonnen der Tab. 3 entnommen werden. Im Durchschnitt
wurde die Studie 1,75 + 0,79 Tage nach der Spalthauttransplantation durchgefiihrt. Die Angaben

des Dokumentationsbogens sind in Tab. 4 aufgefihrt.

Anamnese Absolut Relativ
Indikation flr
Spalthauttransplantation:
Verbrennung/Verbrihung 7 35%
Selbstintendierte
Verbrennungen/ Vereisungen 5 25%
Verletzungen durch Unfélle 4 20%
Defektwunde nach
Wundinfektion 2 10%
Wundheilungsstérungen 1 5%
Weichteiltumor 1 5%
Arterielle Hypertonie 3 15%
Keine Erkrankung 17 85%
Medikamente
B-Blocker 1 5%
B-Blocker + Ca?*Antagonist 1 5%
Ca?*Antagonist 1 5%
Keine Medikamente 17 85%
Nikotinabusus
Aktiv 14 (§12,29py) 70%
Terminiert 1 5%
Kein Nikotinabusus 5 25%
Gesamtzahl 20 100%

Tabelle 4 - Erkrankungen, Vorerkrankungen und Medikation des Kollektivs mit
Spalthautentnahmestellen als spontanheilende Wunden bei CAP- Anwendung.
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3.2.1 Ergebnisse der Mikrozirkulationsmessung

Oberflachliche Gewebssauerstoffsittigung

In den ersten 4 Minuten nach der CAP- Anwendung zeigte sich im Vergleich zur Baseline eine
signifikante Steigerung der kutanen Sattigung (Abb. 10). Die Sauerstoffsattigung ist in der ersten
Messminute um 5% gestiegen (92,66 + 4,76% vs. Baseline 88,21 + 6,52%, p<0,01). Weitere
signifikante Sattigungszunahmen konnten in den nachfolgenden Minuten 2 (92,40 + 4,68%, p<0,01),
3 (92,46 +5,63%, p<0,01) und 4 (91,87 + 6,54%, p<0,05) gezeigt werden. Bis zur 14. Minute nach
der CAP-Anwendung war die Sattigung im Mittel hoher als in der Ausgangsmessung. Ab Minute 15
sank sie nicht signifikant unterhalb des Ausgangswertes. Die minimale Sauerstoffsattigung lag in

Minute 27 (86,27 £ 9,47%) ohne statistische Signifikanz vor.
Tiefe Gewebssauerstoffsittigung

In 6-8mm Gewebstiefe lag die Baseline der Sauerstoffsattigung bei 88,76 + 3,27%. Es zeigten sich
keine signifikanten Veranderungen nach einmaliger CAP- Anwendung. Die Sauerstoffsattigung fiel

bis zur 30. Messminute auf einen minimalen Wert von 86,52 + 4,80% (p>0,05).
Oberflachlicher postkapillirer vendser Fiillungsdruck

Der postkapillare vendse Fillungsdruck zeigte in einer Gewebetiefe von 2-4mm nach einmaliger
CAP- Anwendung keine signifikanten Verdanderungen. Die Baseline betrug 89,74 + 30,08 AU,
innerhalb der 1. Minute nach der Anwendung steigerte sich der postkapilldre venése Fillungsdruck
nicht signifikant auf 90,58 + 28,15 AU. Dies war gleichzeitig der maximale Wert in der gesamten Zeit

der Mikrozirkulationsmessung tGber 30 Minuten.
Tiefer postkapillirer vendser Fiillungsdruck

Die Messung des postkapillaren venosen Fullungsdruck in einer Gewebetiefe von 6-8mm lag vor
der CAP- Anwendung bei 59,39 + 12,94 AU. Nach der Anwendung zeigten sich keine signifikanten
Veranderungen. Der postkapillare venose Fillungsdruck war in Minute 1 bei 59,16 + 13,39 AU
(p>0,05), in Minute 6 bei 59,61 + 13,64 AU (p>0,05), was den Maximalwert darstellt. Minimal war
der postkapilldre vendse Fullungsdruck in Minute 29 und 30 bei 57,35 + 12,74 AU (p>0,05).

Oberflichlicher kapillidrer Blutfluss

Der kapillare Blutfluss (Abb. 11) stieg innerhalb der ersten Minute nach der CAP-Therapie um 19,3%
(220,14 + 65,91 AU vs. Baseline 184,52 + 56,77 AU, p<0,001). Der statistisch hoch signifikante
Anstieg des Blutflusses hielt Gber die gesamte Messzeit an. Einen Maximalwert zeigte der Blutfluss
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in der 15. Minute (232,15 * 58,90 AU, p<0,001) nach CAP-Applikation. In Bezug auf die

Ausgangsmessung stellt dies eine prozentuale Steigerung von 25,8% dar.

Tiefer kapilldrer Blutfluss

In einer Gewebetiefe von 6-8mm zeigten sich keine signifikanten Veranderungen des kapillaren
Blutflusses nach CAP- Anwendung. Der Baseline- Flow lag bei 256,11 + 42,49 AU, in der 1. Minute
nach CAP- Therapie sank der Flow nicht signifikant auf 251,31 + 60,85 AU (p>0,05). Weitere nicht
signifikante Blutflussmessungen zeigten unter anderem folgende Werte: Minute 5 253,52 + 54,61
AU (p>0,05), Minute 10 250,61 + 53,20 AU (p>0,05), Minute 15 254,74 + 59,75 AU (p>0,05). Ein
maximaler kapillarer Blutfluss wurde in Minute 16 (262,98 + 36,57 AU, p>0,05) erreicht.
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Abbildung 10 - Darstellung der Sauerstoffsattigung vor und nach einmaliger CAP-Anwendung bei
Spalthautentnahmestellen in 2-4mm Gewebstiefe. *p<0,05, #p<0,01.
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Oberflachlicher kapilldrer Blutfluss
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Abbildung 11 - Darstellung des kapillaren Blutflusses vor und nach einmaliger CAP-Anwendung bei
Spalthautentnahmestellen in 2-4mm Gewebstiefe. §p<0,001.

3.2.2 Mikrobiologische Ergebnisse

Mikrobiologisch konnte eine signifikante Keimreduktion gezeigt werden (p<0,01; Abb. 12). Vor der
CAP-Anwendung waren 13 Wunden mit grampositiven Kokken besiedelt (Tab. 5). Nach der CAP-
Anwendung waren 3 Wunden mit grampositiven Kokken besiedelt (p=0,002). Weiterhin wurden
auf einer Wunde Pilze positiv nachgewiesen. Nach der CAP-Behandlung waren diese nicht mehr

nachweisbar.
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Abbildung 12 - Anzahl der spontanheilenden Wunden mit besiedelten Keimen
vor und nach CAP-Anwendung. #p<0,01
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Keim Vor CAP Nach CAP

Staphylococcus aureus 4 1
Staphylococcus epidermidis 3 2
Staphylococcus capitis 1 0
Staphylococcus haemolyticus 1 0
Staphylococcus wanneri 1 0
Enterococcus faecalis 2 0
Propionibacterium acnes 1 0
Candida albicans 1 0
Gesamtzahl 14 3

Tabelle 5 - Verteilung der Keimspektren von spontanheilenden Wunden
sowie deren Gramfirbung und Verteilungen vor/ nach CAP.

3.3 Repetitive lokale CAP- Therapie auf spontanheilenden Wunden

Patientenkollektiv

Fiir den Studienabschnitt der repetitiven lokalen CAP-Therapie auf Spalthautentnahmestellen als
Modell spontanheilender Wunden wurden 20 Datensatze statistisch ausgewertet. Geschlechts-,
Alters-, GréRen- und Gewichtangaben kénnen der Tab. 3 entnommen werden. Im Durchschnitt
wurde die Studie 2,2 + 0,7 Tage nach der Spalthautentnahme durchgefiihrt. Die Angaben des

Dokumentationsbogens sind in mit absoluten und relativen Verteilungen Tab. 6 aufgelistet.
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Anamnese Absolut Relativ

Indikation fur
Spalthauttransplantation:

Verletzungen durch Unfalle 8 40%

Verbrennung/Verbrihung 7 35%

Defektwunde

nach Wundinfektion 2 10%

Defektwunde nach Tumorresektion 2 10%

Sonstige 1 5%
Erkrankung

Arterielle Hypertonie 3 15%

Arterielle Hypertonie + KHK + pAVK

+ CVI 1 5%
Keine Erkrankung 16 80%

Medikamente

B-Blocker + ASS 2 10%

B-Blocker + Marcumar 1 5%

B-Blocker + Ca?*Antagonist 1 5%
Keine Medikamente 16 80%
Nikotinabusus

Aktiv 12 (@17,83py) 60%

terminiert 1 5%
Kein Nikotinabusus 7 35%
Gesamt 20 100%

Tabelle 6 - Erkrankungen, Vorerkrankungen und Medikation des Kollektivs mit
Spalthautentnahmestellen als spontanheilende Wunden bei repetitiver CAP-Anwendung.

3.3.1 Ergebnisse der Mikrozirkulationsmessung

Oberflichliche Gewebssauerstoffsittigung

Die oberflachliche Sauerstoffsattigung (Abb. 13) der Spalthautentnahmestellen stieg in der ersten
Minute signifikant nach CAP-Anwendung um 9% (91,26 + 7,25% vs. Baseline 83,68 + 12,94%,
p<0,05). Auch die folgenden fiinf Minuten zeigten signifikante Erhéhungen (2. Minute 90,14 *
7,63%; 3. Minute 89,73 + 7,71%; 4. Minute 89,43 + 7,66%; 5. Minute 88,53 + 8,40%, p<0,05). Die
Sauerstoffsattigung hielt sich in den folgenden Minuten durchschnittlich bei rund 88%. In Minute
10 wurde eine erneute Signifikanz im Vergleich zum Ausgangswert vor der CAP- Anwendung
verzeichnet (88,35 = 8,07%, p<0,05). Nach der zweiten Anwendung des CAP fiel die
Sauerstoffsattigung nicht signifikant (Minute 11 88,11 + 8,26%, p>0,05), die dann bis zur 20. Minute
unterhalb der Baseline auf 83,11 + 11,78% sank. Nach erneuter (drittmaliger) CAP- Anwendung

stieg die Sauerstoffsattigung nicht signifikant um 5%, in Bezug auf Minute 20 (21. Minute 87,44 +
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8,52%, p>0,05). Weitere 11 Minuten war die Sattigung auf erhéhtem/gleichem Niveau wie die der
Ausgangsmessung. Ab der 32. Minute nahm die oberfldachliche Sauerstoffsattigung nicht signifikant

bis auf einen minimalen Wert von 82,13 + 9,83% in Minute 40 ab.

Tiefe Gewebssauerstoffsittigung

Die Sauerstoffsattigung bei 6-8mm Gewebstiefe zeigte keine signifikanten Veranderungen nach
dreimaliger CAP- Anwendung. Die Ausgangssattigung lag bei 89,62 + 5,39%. Nach erster CAP-
Anwendung stieg sie nicht signifikant auf 90,23 + 3,51% innerhalb der ersten Minute, nach der
zweiten CAP- Anwendung lag sie in der ersten Minute bei 89,63 + 3,30%, nach der dritten
Anwendung lag sie bei 89,77 + 3,60% (p>0,05). Minimal war die Sauerstoffsattigung in der letzten
Messminute nach dreifacher CAP- Anwendung bei 88,04 + 4,67% (p>0,05).

Oberflichlicher postkapillarer vendser Fiillungsdruck

Vor der CAP- Anwendung betrug der postkapillare venose Fillungsdruck 31,34 + 18,70 AU (Abb.
14). Nach der ersten CAP-Therapie sank der relative Himoglobingehalt in der ersten Minute nicht
signifikant um 4,4% (29,95 + 17,01 AU, p>0,05). Im weiteren Verlauf der ersten Messzeit zeigten
sich keine wesentlichen Veranderungen. In Minute 10 lag der durchschnittliche postkapillare
venose Fillungsdruck bei 28,98 + 17,65 AU (p>0,05). Nachdem das CAP ein zweites Mal angewandt
wurde, fiel der postkapilldre venése Fiillungsdruck in Minute 11 auf 28,07 + 11,84 AU (p>0,05). Uber
die Minuten 12 - 18 konnten keine signifikanten Anderungen ermittelt werden. Die Werte hielten
sich um durchschnittlich 27,77 + 12,61 AU (p>0,05). 9 und 10 Minuten nach der zweiten CAP-
Anwendung zeigte der postkapillare vendse Fillungsdruck statistisch signifikante Verdanderungen
(Minute 19: 27,41 + 13,07 AU; Minute 20: 27,40 + 13,04 AU vs. Baseline 31,34 + 18,70 AU, p<0.05).
Im Vergleich zur Ausgangsmessung dnderte sich der postkapillare vendse Fillungsdruck in der 20.
Messminute um 12,57%. Auch nach der dritten CAP-Anwendung nahm der postkapillare venése
Flllungsdruck geringere Werte an (Minute 21: 25,78 + 11,50 AU, p<0,05). Wahrend der gesamten
weiteren Messzeit nahm dieser Messparameter stetig ab bis er einen minimalen Wert in Minute 40
erreichte (24,17 + 11,74 AU, p<0,05). Hier wurden in allen Messminuten signifikante Ergebnisse
erzielt. Insgesamt sank der Parameter fiir den postkapillaren vendsen Fiillungsdruck bis auf 77,13%

des Ausgangswertes.

Tiefer postkapillirer vendser Fiillungsdruck

Es zeigte sich bei repetitiver CAP- Anwendung eine signifikante Abnahme des postkapillaren
venodsen Flllungsdrucks nach der ersten CAP- Anwendung innerhalb der ersten sechs Messminuten

(1. Minute 72,84 £ 22,12 AU vs. Baseline 77,51 £ 24,85 AU, p<0,05; Abb. 15). Insgesamt war der
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postkapillare venodse Fullungsdruck im Vergleich zu den Ausgangswerten nach den drei CAP-

Anwendungen erniedrigt.

Oberflachlicher kapillirer Blutfluss

Es zeigten sich keine signifikanten Veranderungen des kapillaren Blutflusses nach repetitiver CAP-
Therapie. Nach der ersten CAP- Anwendung sank der kapillare Blutfluss nicht signifikant um 1,4%
(241,67 £ 65,78 AU vs. Baseline 245,10 + 61,80 AU, p>0,05). In den folgenden 9 Messminuten nahm
der kapillare Blutfluss Werte von minimal 242,52 + 66,12 AU (Minute 4, p>0,05) bis maximal 246,80
+ 65,77 AU (Minute 10, p>0,05) an. Nachdem CAP ein zweites Mal angewandt wurde, betrug der
kapillare Blutfluss in der 11. Messminute 244,10 + 56,33 AU (p>0,05). Bis zur 14. Minute sank er auf
239,62 + 57,70 AU (p>0,05), stieg bis zur 16. Minute auf 246,26 + 56,34 AU (p>0,05) und fiel dann
wieder bis zur 20. Messminute auf 242,91 + 57,03 AU (p>0,05).

Nach der dritten Plasma- Therapie stieg der Blutfluss um 1,75% beziglich der Ausgangsmessung
vor CAP- Anwendungen (Minute 21 249,39 * 55,39 AU, p>0,05). Auch in der 22. Messminute zeigte
der Blutfluss einen héheren Wert (247,28 * 56,63 AU, p>0,05). Ab der 23. Minute wurde der
Blutfluss bis zur letzten Messminute geringer (Minute 40: 232,03 + 64,98 AU, p>0,05). Bis zur 34.
Minute war der Blutfluss im Mittel bei 242,07 + 64,88 AU (p>0,05), danach nahm er Werte von rund
235,65 + 64,07 AU (p>0,05) an.

Tiefer kapillidrer Blutfluss

Nach repetitiver CAP- Anwendung zeigten sich keine signifikanten Verdanderungen des Blutflusses
in einer Gewebetiefe von 6-8mm. Die Ausgangsmessung lag bei 264,05 + 34,20 AU. Nach der ersten
CAP- Anwendung war der kapillare Blutfluss unverandert 265,04 + 34,46 AU in der ersten Minute
(p>0,05). Nach der zweiten CAP- Anwendung sank der kapilldre Blutfluss nicht signifikant in der
ersten Messminute auf 257,01 + 41,65 AU (p>0,05). Nach der dritten CAP- Anwendung stieg der
kapillare Blutfluss nicht signifikant auf 269,63 + 37,97 AU (p>0,05). Ein maximaler Blutfluss wurde
in Minute 20 nach der 3. CAP- Anwendung erreicht (272,41 + 41,52 AU, p>0,05).
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Abbildung 13 - Darstellung der Sauerstoffsattigung bei Spalthautentnahmestellen in 2-4mm Gewebstiefe
bei repetitiver CAP- Anwendung. *p<0,05.
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Abbildung 14 - Darstellung des postkapilldren venoésen Fiillungsdrucks bei Spalthautentnahmestellen in
2-4mm Gewebstiefe bei repetitiver CAP- Anwendung. *p<0,05.
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Abbildung 15 - Darstellung des postkapilldaren venosen Fiillungsdrucks bei Spalthautentnahmestellen in 6-
8mm Gewebstiefe bei repetitiver CAP- Anwendung. *p<0,05.

3.3.2 Mikrobiologische Ergebnisse

Bei der repetitiven Anwendung des CAP konnten signifikante Keimreduktionen auf den
Spalthautentnahmestellen erreicht werden (p<0,01, Abb. 16). Der erste Abstrich zeigte bei
insgesamt 15 Wunden eine Besiedlung - groftenteils mit grampositiven Kokken (11 Wunden=
73,3%), folgend von gramnegativen Stdabchen (3 Wunden). Eine Wunde war mit grampositiven
Stabchen besiedelt. Nach der dreifachen CAP- Anwendung waren auf 4 Wunden grampositive
Kokken (p<0,05), auf einer Wunde gramnegative Stabchen und auf einer weiteren grampositive
Stabchen nachweisbar. Eine genaue Verteilung der Keimspektren kann der Tab. 7 entnommen

werden.
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Abbildung 16 - Anzahl der spontanheilenden Wunden mit besiedelten Keimen bei
repetitiver CAP-Anwendung. *p<0,05; #p<0,01.

Keim Vor CAP Nach CAP

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus capitis

Staphylococcus haemolyticus

Enterococcus faecalis

Clostridium perfringens

Pseudomonas aeruginosa

Morganella morganii

Rl R R R R N R OV~

Leclercia adecarobxylata

| O O | k| O R O] N| =

R
]

Gesamt

Tabelle 7 - Verteilung der Keimspektren von spontanheilenden Wunden sowie deren
Gramfarbung und Verteilungen vor/ nach repetitivem CAP.
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3.4 Einmalige lokale CAP-Therapie auf IIa°-Verbrennungswunden

Patientenkollektiv

Es nahmen 20 Patienten mit akuten lla°- Verbrennungen teil. Die Verbrennungsoberflache betrug
im Mittel 3,13 + 3,26%. Die grofite lag bei 15%, die kleinste bei 0,5%. Die CAP- Behandlung und
Mikrozirkulationsmessung der Verbrennungswunden fand 1,30 * 0,47 Tage nach dem

Verbrennungsunfall statt. Weitere Dokumentationsangaben sind in Tab. 8 aufgefihrt.

Anamnese Absolut Relativ
Verbrennungsursache:

Heilles Wasser 8 40%

HeiRes Ol/ Fett 6 30%

Flamme 3 15%

Kontaktverbrennung 3 15%
Arterielle Hypertonie 1 5%
KHK 1 5%
Keine chronische Erkrankung 18 90%
Medikamente

Marcumar 1 5%
Keine Medikamente 19 95%
Nikotinabusus 9 (@14,56py) 45%
Kein Nikotinabusus 11 55%
Gesamtzahl 20 100%

Tabelle 8 - Erkrankungen, Vorerkrankungen und Medikation des Kollektivs mit lla°-
Verbrennungswunden bei einmaliger CAP- Anwendung.

3.4.1 Ergebnisse der Mikrozirkulationsmessung

Oberflachliche Gewebssauerstoffsittigung

In den ersten vier Minuten nach der Anwendung des kalten atmospharischen Plasmas konnte eine
signifikante Steigerung der kutanen Sattigung (Abb. 17) erreicht werden. Die Sattigung ist in der
ersten Messminute um 5,38% gestiegen (93,23 + 3,04% vs. Baseline 88,47 + 8,07%, p<0,05).
Weitere signifikante Ergebnisse konnten in den nachfolgenden Minuten 2 (92,80 + 4,44%, p<0,01),
3(91,78 +7,16%, p<0,01) und 4 (91,29 + 8,61%, p<0,05) gezeigt werden. Bis zur letzten Messminute

war die kutane Sauerstoffsattigung im Vergleich zur Ausgangsmessung erhoht.
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Tiefe Gewebssauerstoffsittigung

Nach einmaliger CAP- Anwendung wurde die Sauerstoffsattigung in der Tiefe von 6-8mm nicht
signifikant gesteigert (1. Minute 81,11 + 16,12% vs. Baseline 77,70 + 16,90%, p>0,05). Dies ist eine
maximale Steigerung von 4,39%. Wahrend der gesamten 30minitigen Messzeit war die
Sauerstoffsattigung im Vergleich zur Ausgangsmessung nicht signifikant erhéht (Minute 30 79,44 +
17,56%, p>0,05).

Oberflachlicher postkapillirer vendser Fiilllungsdruck

Der postkapillare Flllungsdruck lag in der Ausgangsmessung bei 83,60 + 16,25 AU (Abb. 18). Nach
der Anwendung des kalten atmospharischen Plasmas stieg er in der ersten Messminute zunachst
nicht signifikant um 6,64% (89,15 + 12,56 AU, p>0,05). Die folgenden sechs Minuten zeigten
signifikante Steigerungen. Maximal war der postkapillare vendse Fillungsdruck in Minute 9 bei
89,62 + 14,40 AU, p<0,05, was eine Zunahme von 7,2% darstellt. Insgesamt war der postkapillare

venose Flllungsdruck im Vergleich zur Baseline bis zur letzten Messzeit erhoht.

Tiefer postkapillarer venéser Fiillungsdruck

In einer Gewebstiefe von 6-8mm war der postkapillare vendse Fillungsdruck im Vergleich zur
Ausgangsmessung Uber die gesamte Messzeit nicht signifikant erhéht (1. Minute 62,87 + 21,25 AU
vs. Baseline 60,35 + 25,48 AU, p>0,05). Ein maximaler Wert war in Minute 16 zu verzeichnen (66,33

+ 22,53 AU, p>0,05). Dies stellt eine prozentuale Zunahme von 9,9% dar.

Oberflichlicher kapilldrer Blutfluss

Der kapillare Blutfluss (Abb. 19) zeigte bei den Ila®-Verbrennungswunden Ausgangswerte von
126,76 + 66,26 AU. Nach der CAP-Anwendung stieg der Blutfluss in der ersten Messminute nicht
signifikant auf 150,98 + 79,71 AU, was eine prozentuale Zunahme um 19,11% ausmacht. In der
zweiten Minute nahm der kapillare Blutfluss signifikant um 23,4% zu (156,42 + 80,12 AU, p<0,05).
Die Messminuten sechs bis neun sowie ab Minute 14 bis 30 zeigten hochsignifikante Steigerungen
des kapillaren Blutflusses in der oberflachlichen Wundgrund (p<0,01). Eine maximale Zunahme
zeigte Minute 15 (172,33 + 78,40 AU, p<0,01) mit einer prozentualen Steigerung von 35,95%.
Insgesamt waren die Messwerte fiir den kapillaren Blutfluss nach der CAP- Anwendung Gber 30

Minuten erhoht.

41



3 Ergebnisse

Tiefer kapilldrer Blutfluss

Es zeigten sich keine signifikanten Veranderungen des kapillaren Blutflusses in einer Gewebstiefe
von 6-8mm nach der CAP- Anwendung (1. Minute 223,32 + 51,70 AU vs. Baseline 222,91 + 54,17
AU, p>0,05). Nicht signifikante Steigerungen des Blutflusses waren wahrend der gesamten Messzeit

zu beobachten, ein maximaler Blutfluss wurde in Minute 30 (237,19 + 48,32 AU, p>0,05) erreicht.

Dies stellt eine Steigerung von 6,41% dar.
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Abbildung 17 - Darstellung der Sauerstoffsattigung vor und nach einmaliger CAP-Anwendung bei l1a°-
Verbrennungswunden in 2-4mm Gewebstiefe von. *p<0,05; #p<0,01.
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Abbildung 18 - Darstellung des postkapilldren venoésen Fiillungsdrucks vor und nach einmaliger CAP-
Anwendung bei lla°-Verbrennungswunden in 2-4mm Gewebstiefe. *p<0,05.
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Abbildung 19 - Darstellung des kapillaren Blutflusses bei lla°-Verbrennungswunden vor und nach
einmaliger CAP-Anwendung in 2-4mm Gewebstiefe bei einmaliger CAP- Anwendung. *p<0,05;

#p<0,01.
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3.4.2 Mikrobiologische Ergebnisse
Von allen Wunden wurde vor und nach der Therapie mit CAP ein mikrobiologischer Wundabstrich

genommen. Dabei wurden weder vor noch nach der CAP- Anwendung Keime nachgewiesen.

3.5 Einmalige lokale CAP- Therapie auf chronischen Wunden

Patientenkollektiv

Es wurden 20 Datenséatze von Patienten mit chronischen Wunden ausgewertet. Darunter befanden
sich 6 Patienten mit pAVK, 8 Patienten mit Diabetes mellitus und 6 Patienten mit einer Kombination
aus pAVK und Diabetes mellitus. In dem Patientengut mit Diabetes mellitus fand sich ein mittlerer
HbAl1c von 6,98 + 1,35%. Zudem wurde in der Dokumentation der insulinabhdngige vom nicht
insulinabhangigen Diabetes mellitus unterschieden (Tab 9). Nach der Wundklassifikation nach
Wagner/ Armstrong waren die mehrheitlichen Wunden oberflachlich (Grad 1), nur vier zeigten

Defekte bis zur Sehnen- und Kapselebene (Grad 2).

Die Untersuchungen des ABI ergaben einen durchschnittlichen Quotienten von 0,89 + 0,32, der als
Hinweis auf das Vorliegen einer pAVK gedeutet wird. Beim Neuropathiescore (MDNS) wurden 6,11
+ 4,41 Punkte Uber die Gesamtheit ermittelt, d.h. es lag im Durchschnitt keine bis leichte
Neuropathie vor. Die Verteilung der Schweregrade ist in Tab. 10 ersichtlich. Weitere Ergebnisse
der Dokumentationsdaten wie Nebenerkrankungen, Medikamentenanamnese und Nikotinabusus

sind der Tab. 10 zu entnehmen.

Diabetes | Insulinpflichtig | Nicht Absolut | Relativ
mellitus Insulinpflichtig

Typ 1 3 0 3 21,4%
Typ 2 7 4 11 78,6%

Tabelle 9 - Anzahl der insulinabhdngigen und insulinunabhangigen Diabetes
mellitus - Patienten der Kohorte chronische Wunden bei einmaliger CAP-
Anwendung.
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Anamnese Absolut Relativ
Diabetes mellitus 14 70%
Arterielle Hypertonie 17 80%
KHK 9 45%
pAVK 12 60%
Medikamente
ASS 11 55%
Clopidogrel 3 15%
Marcumar 1 5%
B- Blocker 4 20%
Ca%*Antagonist 4 20%
Medikamentenanamnese
unbekannt 5 25%

Neuropathie anhand MDNS
Keine Neuropathie 11 55%

Milde Neuropathie 6 30%

Moderate Neuropathie 3 15%

Schwere Neuropathie 0
Nikotinabusus

Aktiv 5 (@34,4py) 25%

Terminiert 4 20%
Kein Nikotinabusus 11 55%
Gesamtzahl 20 100%

Tabelle 10 - Erkrankungen, Vorerkrankungen und Medikation des Kollektivs einmalige
CAP- Anwendung bei chronischen Wunden.

3.5.1 Ergebnisse der Mikrozirkulationsmessung

Oberflichliche Gewebssauerstoffsattigung

In der ersten Minute nach der CAP-Anwendung konnte die Sauerstoffsattigung signifikant um
maximal 12,63% gesteigert werden (70,28 + 25,49% vs. Baseline 62,40 + 27,03%, p<0,01; Abb. 20).
Die signifikante Erhohung der Sauerstoffsattigung blieb Gber die ersten sechs Minuten nach der
Therapie (Minute 2: 69,78 + 26,29%, p<0,01; Minute 3: 69,10 * 26,61%, p<0,01; Minute 4: 68,66 +
25,95%, p<0,05; Minute 5: 67,75 + 26,13%, p<0,05, Minute 6: 67,47 + 26,14%, p<0,05). Insgesamt
war die Sauerstoffsattigung im Vergleich zur Ausgangsmessung (iber die gesamte Messzeit von 30

Minuten erhoht.
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Tiefe Gewebssauerstoffsittigung

Nach einmaliger CAP- Anwendung zeigten sich keine signifikanten Veranderungen der
Sauerstoffsattigung in 6-8mm Gewebstiefe (Baseline 62,02 + 30,57%, 1. Minute 62,08 + 27,84%,
p>0,05). Sie stieg in den darauffolgenden Minuten an, eine maximale Sauerstoffsattigung wurde in

Minute 6 erreicht 63,93 + 26,65%, p>0,05. Minimal war sie in Minute 22 (59,78 + 25,98%, p>0,05).
Oberflachlicher postkapillirer vendser Fiillungsdruck

In der Gewebstiefe von 2-4mm wurde der postkapillare vendse Fillungsdruck nach einmaliger CAP-
Anwendung nicht signifikant beeinflusst. Die Ausgangsmessung lag bei 68,33 + 27,21 AU, innerhalb
der ersten Minute nach Anwendung verhielt er sich unverandert (68,32 + 23,91 AU, p>0,05).
Insgesamt schwankte der Fillungsdruck zwischen einem Maximalwert in Minute 4 68,62 + 24,03

AU und einem Minimalwert 66,66 + 21,45 AU in Minute 10, p>0,05.
Tiefer postkapillarer venéser Fiillungsdruck

Auch in tieferen Gewebsschichten zeigte der postkapillare vendse Fillungsdruck nach einmaliger
CAP- Behandlung auf chronischen Wunden keine signifikanten Verdnderungen. Die
Ausgangsmessung lag bei 51,56 + 15,55 AU. Es waren ansteigende Werte des postkapilldaren
venosen Fillungsdrucks ab Minute 1 (52,88 + 15,56 AU, p>0,05) bis zu einem Maximum in Minute
29 (57,31 + 16,50 AU, p>0,05) zu beobachten, was eine prozentuale Steigerung von 11,15% ergibt.

Oberflichlicher kapillidrer Blutfluss

Es zeigten sich keine signifikanten Veranderungen. Der kapillare Blutfluss lag vor der CAP-
Anwendung bei 90,97 + 79,60 AU. Zunachst sank er innerhalb der ersten Minute nicht signifikant
um 8,9% auf ein minimales Niveau von 83,54 + 66,17 AU, p>0,05. Bis zur 5. Minute stieg er auf 91,00
+ 75,40 AU, bis zur 10. Minute auf 94,31 + 80,83 AU, nahm bis zur 15. Minute auf 100,79 + 83,99
AU zu, p>0,05. Die Tendenz war {iber den Verlauf steigend, der maximale kapillare Blutfluss wurde
in der 18. Minute (105,97 + 92,33 AU, Minute, p>0,05) erreicht, was eine prozentuale Steigerung
von 16,49%. In Minute 25 lag der Blutfluss gemittelt bei 101,96 + 85,16, in Minute 30 bei 102,37 +
83,61.

Tiefer kapilldrer Blutfluss

Der kapillare Blutfluss lag vor der CAP-Anwendung bei 160,57 + 96,68 AU (Abb. 21). Er war wahrend
der gesamten Messzeit erhéht. Ab der 11. Minute (179,75 + 104,19 AU, p<0,05) war der kapillare
Blutfluss signifikant gesteigert. Ein maximaler Blutfluss wurde in Minute 27 (196,28 + 111,94 AU,

p<0,01) erreicht, was eine maximale prozentuale Steigerung von 22,24% ausmacht. In der letzten
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Messminute (30. Minute 192,65 + 99,81 AU) war der Blutfluss im Vergleich zur Baseline 19,97%

erhoht.
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Abbildung 20 - Darstellung der Sauerstoffsattigung bei chronischen Wunden in 2-4mm Gewebstiefe bei
einmaliger CAP- Anwendung. *p<0,05, # p<0,01.
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Abbildung 21 - Darstellung des kapillaren Blutflusses bei chronischen Wunden in 6-8mm Gewebstiefe bei
einmalige CAP- Anwendung. *p<0,05; #p<0,01.
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3.5.2 Mikrobiologische Ergebnisse

Von den chronischen Wunden wurden vor und nach der CAP- Anwendung Wundabstriche
entnommen. Die Behandlung zeigte eine hoch signifikante Keimreduktion. Insgesamt waren 20
positive Wundabstriche vor der CAP-Anwendung zu notieren, nach der CAP waren es noch 11
Wunden (p<0,01, Abb. 22). Bei Betrachtung der Keimspektren zeigten sich folgende Ergebnisse: 7
Wunden waren vor der Anwendung mit grampositiven Kokken besiedelt, 4 danach (p>0,05). Auf
einer Wunde wurden grampositive Stabchen nachgewiesen, dessen Wundabstrich auch nach der
CAP noch positiv war. 12 Wunden waren mit gramnegativen Stdbchen besiedelt. Nach der
Anwendung waren diese auf 6 Wunden zu identifizieren (p<0,05). Eine genaue Verteilung der

Keimspektren kann der Tab. 11 enthommen werden.
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25
W vor CAP

c
$ 20 - M nach CAP
c
S
=
c
g 15 A
[}
E-]
9]
‘n
9}
2 10 -
S
7]
e *
=
8
c 5 A
<

0 -

Keimbesiedlung Grampositive Grampositive Gramnegative
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Abbildung 22 - Anzahl besiedelter chronischer Wunden mit Keimspektrum. *p<0,05; #p<0,01.
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Keim Vor CAP Nach CAP
Staphylococcus aureus 3 1
Staphylococcus epidermidis 1 0
Streptococci 1 1
Enterococcus faecalis 1 1
Corynebacterium striatum 1 1
Escherichia coli 2 0
Pseudomonas aeruginosa 5 2
Klebsiella pneumoniae 1 1
Parvimonas micra 1 1
Citrobacter coseri 1 1
Enterobacter cloacae 3 2
Gesamt 20 11

Tabelle 11 - Verteilung der Keimspektren vor/ nach CAP.

3.6 Repetitive lokale CAP- Therapie auf chronischen Wunden

Patientenkollektiv

Es wurden 20 Datensédtze von Patienten mit chronischen Wunden ausgewertet, deren Wunden in
einer Sitzung dreimal lokal mit CAP behandelt wurden. Darunter befanden sich 7 Patienten mit
pAVK, 5 Patienten mit Diabetes mellitus und 8 Patienten mit einer Kombination aus pAVK und
Diabetes mellitus. In dem Patientengut mit Diabetes mellitus fand sich ein mittlerer HbAlc von 7,47
+0,81%. Zudem wurde dokumentiert, ob der Diabetes mellitus insulinabhangig war (Tab. 12).
Auch in dieser Kohorte war die Mehrheit der Wunden nach der Wundklassifikation Wagner/
Armstrong als oberflachlich (Grad 1) einzuordnen, wahrend vier Wunden Defekte bis zur Sehnen-
und Kapselebene (Grad 2) zeigten.

Die Untersuchungen des ABI ergaben einen durchschnittlichen Quotienten von 1,05 £ 0,39, der als
Normwert gedeutet wird und damit durchschnittlich keinen Hinweis auf eine pAVK gibt. Beim
Neuropathiescore (MDNS) wurden 5,8 + 5,36 Punkte tUber die Gesamtheit ermittelt, d.h. es lag im
Durchschnitt keine Neuropathie vor. Die Verteilung der Schweregrade ist in Tab. 13 ersichtlich.
Weitere Ergebnisse der Dokumentationsdaten wie Nebenerkrankungen, Medikamentenanamnese

und Nikotinabusus sind der Tab. 13 zu entnehmen.
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Diabetes | Insulinpflichtig | Nicht Absolut | Relativ
mellitus insulinpflichtig

Typ1l 1 0 1| 7,7%
Typ 2 6 6 12 | 92,3%

Tabelle 12 - Anzahl der insulinabhédngigen und insulinunabhingigen Diabetes
mellitus - Patienten der Kohorte chronischen Wunden bei repetitiver CAP-

Anwendung.
Anamnese Absolut Relativ
Diabetes mellitus 13 65%
Arterielle Hypertonie 15 75%
Koronare Herzkrankheit 8 40%
pAVK 15 75%
Chronisch vendse Insuffizienz 4 20%
Medikamente

ASS 11 55%

Clopidogrel 7 35%

Marcumar 4 20%

B- Blocker 7 35%

Ca?*Antagonist 2 10%
Medikamentenanamnese
unbekannt 3 15%
Neuropathie anhand MDNS

Keine Neuropathie 12 60%

Milde Neuropathie 5 25%

Moderate Neuropathie 3 15%

Schwere Neuropathie 0
Nikotinabusus

Aktiv 8 (@37,5py) 40%

Terminiert 1 5%
Kein Nikotinabusus 11 55%
Gesamtzahl 20 100%

Tabelle 13 - Erkrankungen, Vorerkrankungen, Medikation sowie Klassifikation des
Neuropathiestatus des Kollektivs repetitiver CAP- Anwendung an chronischen
Wunden.

3.6.1 Ergebnisse der Mikrozirkulationsmessung
Oberflachliche Gewebssauerstoffsittigung

Die Sauerstoffsattigung betrug vor der ersten CAP - Anwendung 66,41 + 19,94%. Innerhalb der
ersten Minute stieg sie signifikant um 7,74% (1. Minute 71,55 + 22,0%, p<0,05, Abb. 23). Uber die
gesamte Messzeit nach der ersten CAP- Therapie zeigte sich die Sauerstoffsattigung im Vergleich
zur Baseline erhoht. Nach der zweiten CAP- Anwendung konnte die Sauerstoffsattigung auf

maximal 75,05 + 14,99% (p<0,01) erhoht werden, was eine prozentuale Steigerung von 13%
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darstellt. Auch nach dieser Anwendung war die Sauerstoffsattigung tber die zehn Messminuten
hoher als die Baseline. Nachdem die Wunden das dritte Mal mit CAP behandelt wurden, nahm die
Sauerstoffsattigung weiterhin zu — sie erreichte ein Maximum von 77,51 + 14,92% (p<0,01). Die
Steigerung der Gewebsoxygenierung hielt bis zur 40. Messminute an. Nach der repetitiven CAP-
Therapie auf chronischen Wunden war eine maximale Sauerstoffsattigung von 16,71% zu

verzeichnen.
Tiefe Gewebssauerstoffsittigung

Die Sauerstoffsattigung chronischer Wunden zeigte nach der ersten CAP- Therapie einen
maximalen Anstieg von 12,75% (1. Minute 74,26 + 18,28% vs. Baseline 65,86 + 22,96%, p>0,05). Sie
war wahrend der gesamten Messzeit hoher als die Ausgangsmessung, zeigte allerdings keine
erneuten Steigerungen nach der zweiten und dritten CAP- Behandlung. Nachdem CAP das zweite
Mal angewendet wurde, war die Sauerstoffsattigung in der 12. Messminute am hochsten (68,71 +
22,32%, p>0,05), was eine prozentuale Steigerung von 4,3% im Vergleich zur Baseline darstellt. Die
Oxygenierung in der Gewebstiefe von 6-8mm hielt sich auf einem stabilen erhéhten Niveau nach
der dritten CAP- Therapie. Allerdings konnten keine signifikanten Steigerungen erreicht werden.
Die Sauerstoffsattigung lag in folgenden Messminuten um 69%: Minute 22 (69,08 + 19,39%,
p>0,05), 23 (68,86 + 19,42%, p>0,05), 27 (68,97 + 20,23%, p>0,05), 31 (69,03 + 19,97%, p>0,05), 32
(69,16 + 20,05%, p>0,05), 34 (68,95 + 19,72%, p>0,05), 38 (68,65 + 20,58%, p>0,05), 39 (68,56 +
21,80%, p>0,05) sowie 40 (68,69 * 20,96%, p>0,05). Maximal zeigte sich die Sauerstoffsattigung
nicht signifikant in der 37. Messminute nach der 3. CAP- Therapie (69,90 + 19,45%, p>0,05). Dies
stellt eine prozentuale Zunahme von 6,13% im Vergleich zum Zeitpunkt vor der CAP- Behandlung

dar.
Oberflichlicher postkapilliarer vendser Fiillungsdruck

Die repetitiven CAP- Anwendungen fiihrten zu keinen signifikanten Veranderungen des
postkapillaren vendsen Fillungsdrucks im oberflachlichen Wundareal. Vor der ersten Anwendung
betrug der GefaRfillzustand 77,07 £ 22,08 AU. Nach der ersten CAP- Therapie ging dieser mit nicht
signifikanten Veranderungen einher — maximal zeigte er sich in der 1. Minute (77,34 £ 24,01 AU,
p>0,05), minimal in der 10. Minute (73,98 + 25,35 AU, p>0,05). Nach der zweiten CAP- Anwendung
stieg die lokale Blutmenge maximal auf 77,72 + 21,51 AU in Minute 13 (p>0,05) und sank nicht
signifikant auf minimal 74,65 + 23,14 AU in der 20. Minute. Die dritte CAP- Behandlung fihrte zu
einem Anstieg des postkapillaren vendsen Fillungsdrucks (21. Minute 84,68 + 22,32 AU, p>0,05),
was eine maximale prozentuale Steigerung von 9,87% darstellt. Bis zur 40. Messminute (80,23 +

22,01 AU, p>0,05) war dieser Parameter im Vergleich zur Baseline nicht signifikant erhéht.
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Tiefer postkapillirer vendser Fiillungsdruck

Hingegen des oberflachlichen postkapillaren vendsen Fillungsdrucks nahm dieser in der
Gewebstiefe von 6-8mm nach der dreifachen CAP- Therapie tendenziell ab. Die Ausgangsmessung
lag bei 55,84 + 21,53 AU. Nachdem das erste Mal CAP appliziert wurde, sank die lokale Blutmenge
bis Minute 10 auf 54,29 + 23,85 AU (p>0,05). Die zweite CAP- Behandlung flihrte weiterhin zu
geringeren Werten bis zu einem Minimum in Minute 17 (51,81 + 20,75 AU, p>0,05). Nach der
dritten CAP- Applikation sank der postkapillare vendse Fillungsdruck weiter. Dies zeigte sich in
Minute 25 signifikant (50,19 + 22,15 AU, p<0,05), was gleichzeitig der niedrigste Wert der gesamten

Messung und damit eine maximale signifikante Abnahme um 10,12% darstellt.

Oberflachlicher kapilldrer Blutfluss

Vor den CAP- Applikationen lag der kapillare Blutfluss im Durchschnitt bei 113,92 + 91,38 AU (Abb.
24). Nach der ersten CAP- Anwendung sank er zunachst nicht signifikant auf minimal 103,63 + 89,59
AU in der 1. Minute, p>0,05. Die zweite CAP- Applikation bewirkte eine Zunahme des kapillaren
Blutflusses (Minute 15 129,56 + 96,74 AU, p>0,05). Nachdem CAP zum dritten Mal angewandt
wurde, waren weitere Steigerungen des kapillaren Blutflusses zu beobachten. Statistisch signifikant
wurden diese ab der 35. Messminute. Bis zur letzten Minute war der kapillare Blutfluss im Vergleich
zur Ausgangsmessung erhoht. Der kapilldrer Blutfluss konnte nach der dreifachen CAP- Behandlung
im oberflachlichen Wundareal signifikant um maximal 22,56% in Minute 37 (139,62 + 96,81 AU,

p<0,05) gesteigert werden.

Tiefer kapillidrer Blutfluss

Die mehrfache Anwendung von CAP fiihrte zu signifikanten Steigerungen des kapillaren Blutflusses
von chronischen Wunden (Abb. 25). Die Baseline lag bei 164,96 + 107,97 AU. Nach der ersten CAP-
Applikation prasentierte sich der Blutfluss in Minute 9 maximal (178,33 + 98,65 AU, p>0,05), was
eine statistisch nicht signifikante Steigerung von 8,1% ausmacht. Die zweite CAP- Behandlung
bewirkte zunachst einen durchschnittlichen Blutfluss auf Hohe der Ausgangsmessung, wahrend er
bis zur 20. Minute anstieg (187,39 + 95,02, p>0,05) — dies stellt eine nicht signifikante prozentuale
Zunahme von 13,6% dar. Nachdem CAP das dritte Mal angewandt wurde, sank der kapillare
Blutfluss zunachst wieder (Minute 21 173,45 + 102,02 AU, p>0,05), lag jedoch um 5% hoher als vor
den drei CAP- Applikationen. Von Minute 33 bis zum Ende der Messung prasentierte der kapillare
Blutfluss in der Gewebstiefe von 6-8mm signifikante Steigerungen. Maximal war er in Minute 36

(193,10 £ 99,72, p<0,01), was eine maximale Zunahme von 17,06% ist.
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Abbildung 23 - Darstellung der Sauerstoffsattigung bei chronischen Wunden in 2-4mm Gewebstiefe bei
repetitiver CAP- Anwendung. *p<0,05, # p<0,01.
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Abbildung 24 - Darstellung des kapilldren Blutflusses bei chronischen Wunden in 2-4mm Gewebstiefe bei
repetitiver CAP- Anwendung. *p<0,05.
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Tiefer kapillarer Blutfluss
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Abbildung 25 - Darstellung des kapilldren Blutflusses bei chronischen Wunden in einer Gewebetiefe von 6-8mm
nach repetitiver CAP- Anwendung. *p<0,05, #p<0,01.
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4 Diskussion

4.1 Klinische Wirkungen von kaltem atmosphirischem Plasma

4.1.1 Einfluss von CAP auf die Mikrozirkulation

Sowohl bei spontanheilenden, Verbrennungswunden als auch bei den chronischen Wunden
beeinflusste die Anwendung von direktem kaltem atmospharischem Plasma die Mikrozirkulation.
Vergleichbar mit dem Effekt in gesunder Haut nahmen die Sauerstoffsattigung und der kapillare
Blutfluss zu [15]. Beckert et al stellten 2004 fest, dass die Sauerstoffsattigung und der kapillare
Blutfluss in nichtheilenden Wunden von Diabetespatienten signifikant niedriger waren im Vergleich
zu heilenden Wunden von Diabetespatienten sowie im Vergleich zu gesunder Haut von
Kontrollprobanden. Als heilende Wunden wurden zu Studienbeginn diejenigen definiert, deren
WundgrolRRe sich innerhalb von 6 Wochen um mindestens 50% reduzierte. Aus dieser Erkenntnis
kann davon ausgegangen werden, dass sowohl die Sauerstoffsattigung als auch der kapillare
Blutfluss pradiktive Parameter sind, um die Wahrscheinlichkeiten moglicher Heilungen von
Wunden beurteilen zu kénnen [62]. Daeschlin et al. fihrten 2018 Untersuchungen der
Mikrozirkulation mit einer Hyperspektralkamera nach CAP-Applikation auf einer akut
postoperativen und einer chronischen Wunde bei pAVK durch. Die Sauerstoffsattigung und die
Hamoglobinkonzentration waren sowohl im behandelten Wundbereich als auch in der
Wundumgebung nach der CAP-Behandlung erhoht [63]. Diese und unsere Ergebnisse mittels 02C-
Erfassung unterstiitzen die Annahme, dass die Mikrozirkulation durch CAP-Behandlung in
Wundbereichen gesteigert werden kann. Die erhdhte Sauerstoffsattigung ist als Zeichen einer
verbesserten Durchblutung und damit verbesserter Gewebsoxygenierung zu werten [10, 64]. Die
Steigerung des Blutflusses ermoglicht die effizientere Nahrstoffversorgung des Gewebes sowie den
besseren Abtransport von Stoffwechselprodukten [5].

Auch in vivo Studien untersuchten den Effekt von CAP auf die Mikrozirkulation. Kim et al.
beobachteten Angiogeneseprozesse wahrend Wundheilungsphasen im Mausmodell. Die
GefalRdichte war in der plasmabehandelten Region héher als im nahen Wundbereich im Vergleich
zur nicht plasmabehandelten Region. Die Wundareale waren nach der Plasmabehandlung deutlich
reduziert. Die Untersuchung mittels angiographisch- optischer Kohdarenztomographie lasst
vermuten, dass Plasmawirkungen die Wundoberfliche durchdringen und in vaskuldren
Wundgrenzbereichen Prozesse der Angiogenese initiieren [58]. Collet et al. malien eine Steigerung
der Sauerstoffsattigung sowie die Verbesserung des Blutflusses an Haut von Mausen nach

Plasmaapplikation mittels zeitgleich gemessenem Sauerstoffpartialdruck [56].
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Zur Vorstudie von Kisch et al. zeigten unsere Messungen Unterschiede in den absoluten
Ausgangswerten von Sauerstoffsattigung und kapillarem Blutfluss, die bei intakter Haut niedriger
waren als bei Spalthautentnahmestellen und Verbrennungswunden [15]. Der Sauerstoffumsatz in
gesunder Haut ist flr den Zellerhalt geringer als in Wunden. Fiir die Gewebsreparatur der Wunden
ist zudem ein deutlich gesteigerter Metabolismus notwendig [18]. Hohere Ausgangswerte sind
auBerdem durch die bereits begonnene Neovaskularisation im Rahmen der Wundheilung zu
erklaren [65]. Durch die fehlende Epidermis und fehlende Anteile der Dermis ist der Messpunkt des

02C naher am kapillaren Plexus der verbliebenen Dermis verlagert [37, 66]

Analyse der erhobenen Mikrozirkulationsparameter

Gewebssauerstoffsittigung
Bei allen drei Wundentitdten ist in der Gewebsschicht von 2-4mm die Sauerstoffsattigung
signifikant angestiegen. Auffallend sind die unterschiedlichen absoluten Werte sowohl der
oberflachlichen als auch der tiefen Oxygenierungswerte.
Die Sauerstoffsattigung der Spalthautentnahmestellen als Modell spontanheilender Wunden zeigte
in 6-8mm Gewebstiefe (89,18 + 4,40%) hohere Ausgangswerte als in 2-4mm (85,95 + 10,37%).
Hingegen war die Sauerstoffsattigung von Verbrennungswunden in 2-4mm Gewebstiefe (88,47 +
8,07%) um 10,77% hoher als in 6-8mm (77,70 + 16,90%).
Im Vergleich zu den Werten von spontanheilenden Wunden (85,95 + 10,37%) wiesen die
chronischen Wunden (64,40 + 23,53%) noch stdrkere Unterschiede auf. Allerdings gab es kaum
Unterschiede zwischen Oberflache (2-4mm: 64,40 + 23,53%) und Tiefe (6-8mm: 63,89 + 26,84%).
Die interindividuelle Varianz ist bei Letzteren wesentlich groRer als bei den spontanheilenden und
Verbrennungswunden, die durch die unterschiedlichen Stadien der pAVK und der
Mikroangiopathien erklarbar sind. Es muss davon ausgegangen werden, dass die geringere
Sauerstoffsattigung als ein wesentlicher Faktor der Durchblutung die verzogerte Heilung der
chronischen Wunden bedingt. Die Sauerstoffsattigung stieg nach der einmaligen CAP- Anwendung
in chronischen Wunden maximal um 13%. Die mehrfache Applikation von CAP konnte eine
signifikante Steigerung der Oxygenierung um insgesamt 16,7% maximal in Bezug zur
Ausgangsmessung bewirken. Insgesamt war die Sauerstoffsattigung im Wundbereich bis zur letzten
Messminute hoher als vor der CAP- Behandlung. Entsprechend kann von einer verbesserten
Mikrozirkulation durch die mehrmalige CAP- Therapie ausgegangen werden, die die Wundheilung
maRgeblich beeinflusst. Wie lang die Erh6hung der Sattigung anhalt und welche Langzeiteffekte die
CAP- Behandlung auf die Wundheilung hat, ist durch weitere klinische Studien zu prifen.
Die Differenz der Sauerstoffsattigung der Verbrennungswunden zwischen Oberflache und Tiefe ist
als Hinweis auf einen verldangerten Heilungsprozess zu werten. Die eingeschrankte Durchblutung
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aus der Tiefe kann mittels O2C friihzeitig diagnostiziert werden [18]. Einerseits kann diese
Erkenntnis das bisherige klinische Prozedere und der visuellen Beurteilung der Wundentwicklung
unterstitzen und die Entscheidungsfindung zur operativen Versorgung von Verbrennungswunden
erleichtern [10]; andererseits konnte die CAP-Behandlung eine Maoglichkeit darstellen, die
Mikrozirkulation und Wundheilungsprozesse zu optimieren und damit eine konservative

ergianzende Therapiemethode zur Versorgung von lla®-Verbrennungswunden.

Kapilldrer Blutfluss

Der kapillare Blutfluss nahm bei spontanheilenden Wunden und Verbrennungswunden nach
einmaliger CAP- Behandlung an der Oberflache signifikant zu. In chronischen Wunden stieg er in
der tieferen Gewebsschicht von 6-8mm signifikant. Der gesteigerte Blutfluss war (iber die gesamte
Messzeit von 30min in allen drei Wundentitdten zu verzeichnen und zeigte keine fallende Tendenz
zum Ende der Aufzeichnung. Anhand dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass bereits die
einmalige CAP- Therapie positive Auswirkungen auf die Wundheilung hat.

Der Vergleich der absoluten Werte der drei Wundarten zeigt Unterschiede. Die Ausgangswerte aller
spontanheilenden Wunden (Oberflache 214,07 + 66,07 AU, Tiefe 258,23 + 45,64 AU) sind absolut
hoéher als die der Verbrennungswunden (Oberflache 126,76 + 66,26 AU, Tiefe 222,91 + 54,17 AU).
Eine noch groRere Differenz besteht im Vergleich zu den chronischen Wunden (Oberflache 102,15
+ 85,19 AU, Tiefe 162,71 + 100,99 AU). Anhand dieser Werte kann gemutmalit werden, dass der
kapillare Blutfluss einen pradiktiven Wert fir die Wundheilung darstellt und niedrigere Werte auf
verzogerte Wundheilungsprozesse hinweisen konnen. Dies zeigte Merz bereits 2007. Sie
untersuchte im Rahmen der Dissertation in einer Verbrennungsklinik die Mikrozirkulation von lla°-
und llIb°- Verbrennungswunden und konnte mithilfe der Ergebnisse kritische Blutflusswerte von
<100 AU festlegen, bei denen eine verzégerte Heilung auftrat [67]. Allerdings ist zu beachten, dass
die Ausgangswerte auf Grund anatomischer Variationen zwischen Individuen sehr unterschiedlich

sein kdnnen.

Betrachtet man die Verdnderungen des kapillaren Blutflusses nach einmaliger und repetitiver CAP-
Therapie, lasst sich innerhalb der Kohorte spontanheilender Wunden folgendes feststellen: Die
repetitive Behandlung hat keine Steigerung des Blutflusses zufolge. Auffillig sind bereits die
absoluten Flow-Werte der Ausgangsmessung in der Oberflache (245,10 + 61,80 AU) im Vergleich
zur Baseline vor einmaliger CAP- Applikation (184,52 + 56,77 AU). Aufgrund anatomischer
Variationen kann es zu diesen Unterschieden gekommen sein.

Die repetitive Applikation von CAP auf chronischen Wunden zeigte prozentual keine starkere

Zunahme des kapillaren Blutflusses im Wundgebiet als die einmalige CAP- Behandlung wahrend der
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Messzeit. Dies kann die klinische Bedeutung des CAP in der kurz aufeinander folgenden
Mehrfachanwendung bei chronischen Wunden in Frage stellen. Allerdings genligt die alleinige
Betrachtung des Flows nicht, um eine Verbesserung und Steigerung von Wundheilungsprozessen
nach repetitiver CAP- Behandlung auszuschlieRen. Insbesondere die gesteigerte
Gewebsoxygenierung nach mehrmaliger CAP- Applikation kann als wichtiger Parameter der
Mikrozirkulation berlicksichtig werden. Auffallig ist der jeweilige Anstieg des kapillaren Blutflusses
insbesondere zur zweiten Halfte bis zum Endpunkt der Mikrozirkulationserhebung. Vermutungen
liegen nahe, dass die CAP- Therapie die Mikrozirkulation nachhaltig beeinflussen kann. Um das
langfristige klinische Outcome von Wunden und Wundheilung beztglich des Blutflusses nach CAP-

Behandlung beurteilen zu kénnen, sind weitere, langfristig angelegte Studien erforderlich.

Postkapillirer vendser Fillungsdruck

Der postkapillare vendse Fillungsdruck (rHb) ist als Parameter der lokalen Himoglobinmenge und
damit als Mal fir die Blutmenge im MikrogefaRsystem einzustufen. Krug wertete einen
postkapillaren vendsen Fillungsdruck von Gber 90 AU als vendsen Stauungsparameter. Die
Filtrationskapazitdt nimmt mit zunehmendem rHb nach intravasal ab, was die Odementwicklung
des Gewebes nach sich zieht [18]. Die CAP-Therapie zeigte in unseren Untersuchungen
unterschiedliche Effekte auf den rHb. Die einmalige CAP- Behandlung fiihrte auf spontanheilenden
Wunden zu keinen Veranderungen des rHb, wahrend sich bei Verbrennungswunden bis 7-10%ige
Steigerungen sowohl in 2-4mm als auch in 6-8mm Gewebstiefe (iber die gesamte Messzeit
prasentierten.

Bei den chronischen Wunden stieg der rHb ausschlieRlich in der Tiefe um 8,4% nicht signifikant,
wohingegen die CAP-Anwendung in der Oberflache keine Veranderungen mit sich brachte. Kritische
rHb-Werte von {ber 90 AU wurden in unseren Messungen nicht erreicht. Aus unseren
Untersuchungen lasst sich daher schlieRen, dass die CAP-Therapie keine Effekte hat, die eine
venodse Stauung beglinstigt. Zur Einschatzung einer kritischen vendsen Stauung genligt das alleinige
Betrachten der lokalen Himoglobinmenge nicht. Laut Krug ist diese in Betracht zu ziehen, wenn der
rHb Uber 90 AU betragt und die Sauerstoffsattigung gleichzeitig kritische Werte von unter 10%
erreicht [18]. Da die CAP-Therapie in allen Kohorten eine Steigerung der Sauerstoffsattigung im
Wundgewebe bewirkte, unterstiitzt es unsere Annahme, dass die CAP- Therapie keine kritische
vendse Stauung nach sich zieht. Erwahnt werden muss nichtdestotrotz ein moéglicher rHb-Anstieg
nach CAP-Anwendung. Kramer mutmalite 2012, dass eine Erhéhung des rHb eine Akkumulation
metabolischer Stoffwechselprodukte beglinstigen und damit Wundheilungsprozesse

beeintrachtigen kann [43]. Inwiefern die CAP- Behandlung die postkapillire venoése Fillung
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verandert und welche langfristigen Auswirkungen Veranderungen der lokalen Blutmenge auf die

Wundheilung haben, kann mit den hier vorliegenden Daten nicht abschliefend beurteilt werden.

4.1.2 CAP - Einfluss auf Keimbesiedlung

In vitro- Studien zeigten antiseptische Effekte und inaktivierende Wirkungen des CAP auf Biofilme
[68, 69]. Es kommen die in der Einleitung beschriebenen Wirkkomponenten zum Tragen -
physikalische und biologische bzw. biochemische Wirkmechanismen sind relevant. Besonders
reaktive Spezies und Radikale sind antimikrobiell wirksam [50]. Der dadurch hervorgerufene
oxidative Stress kann zu Zellwandschaden fiihren. Einerseits wird die Integritat der Zellmembran
und -wand durch direkte Permeabilisierung gestort, was das Austreten von Zellkomponenten
bewirken kann [70, 71]. Sobald duRere Strukturen beschadigt sind, kdnnen reaktive Spezies ins
Zellinnere penetrieren und dort die DNA-Struktur sowie intrazellulare Proteine schadigen [49].
Imlay et al. wiesen u.a. eine Inaktivierung von eisenabhangigen Dehydratasen, mononukledren
Eisenproteinen und DNA-Schaden nach [72]. Intrazelluldre Proteine werden folglich durch oxidative
oder nitrosative Spezies beschadigt [71]. Relevant kann die Kombination aus ROS und RNS zur
Inaktivierung von Mikroorganismen sein. Oehmigen et al. zeigten, dass Stickstoffoxide allein
Bakterien nicht abtoteten [73]. Weiterhin flihrt Plasma chemisch zu direkten DNA-Schaden.
Hydroxide und Sauerstoff werden gebildet und brechen atomare Bindungen der
Zellwandstrukturen auf [49]. Elektrostatische lonenbewegungen bewirkten mechanische
Zerstorungen bakterieller Wandstrukturen [74].

UV-Strahlung und Ozone scheinen weniger relevante Bedeutungen im Kontext der Keimreduktion
zu haben [51]. Dies wiesen auch Helmke et al. nach [75]. Veranderungen des pH-Wertes kdnnen
ebenfalls zur Inaktivierung von Mikroorganismen beitragen [76—78]. Helmke et al schlussfolgerten
in einer in vitro Studie an Staphylokokkus epidermidis- Kulturen, dass insbesondere die durch
reaktive Spezies hervorgerufenen Membranschadigungen sowie bakterielle DNA-Schadigungen
durch synergistische Wirkung der pH-Verschiebungen in das saure Milieu zur bakteriziden Wirkung
beitragen. Komplette Wachstumshemmungen der Kulturen zeigten sich erst ab einem pH <4 [75].
In der Studie von lkawa et al. fihrten pH-Senkungen auf 4,7 zur Keimabt6tung. Auch in dieser Studie

wurde die Wirkung von UV-Strahlung und Warmeproduktion als weniger relevant angesehen [79].

Insgesamt scheint die Zusammensetzung der vom CAP-System gleichzeitig gelieferten
Wirkkomponenten, dem sog. ,chemischen Cocktail“, fiir die antimikrobiellen Wirkungen
ausschlaggebend zu sein [69]. CAP kann die Keimzahl reduzieren, ohne allergene Reaktionen oder
Resistenzen hervorzurufen. Auf folgende Mechanismen kann die inaktivierende Wirkung des
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Plasmas zurickzufiihrt werden: "Erzeugen eines lebensfahigen, aber nicht kultivierbaren Zustands;
peroxidative Schadigung von Lipiden, Proteinen und DNA; programmierter Zelltod bei Bakterien;
direkte mechanische Lyse von Zellen aufgrund elektrostatischen Drucks" [76].

In mehreren Studien konnte eine hohere Empfindlichkeit gramnegativer Bakterien als
grampositiver Keime gegentiber CAP gezeigt werden [17, 51, 80, 81]. Mai-Prochnow et al bestéatigen
eine starkere Empfindlichkeit gramnegativer Bakterien gegenliber CAP. Sie vermuten eine
Korrelation der plasmainaktivierenden Wirkung mit der Zellwanddicke [82]. Laroussi et al nehmen
an, dass die Zelllyse von Escherichia coli- Bakterien durch CAP auf elektrostatische Spannungen
zurickzufihren ist sowie ein Zusammenhang mit antimikrobiellen Wirkungen reaktiver
Sauerstoffspezies bestehen kann [81]. Insbesondere die duRere Zellhiille gramnegativer Erreger
kann durch elektrostatische Spannungen lysiert werden, hingegen wirkt die dickere Mureinschicht

grampositiver Bakterien schiitzend gegen CAP- Wirkungen [51].

Sowohl grampositive als auch gramnegative Bakterien wurden durch die CAP- Anwendung in
unseren Untersuchungen auf den spontanheilenden und chronischen Wunden signifikant
verringert. Die Unterschiede der Keimspektren der jeweiligen Wundentitaten sind klinisch typisch
[83]. Es kommt im zeitlichen Verlauf von Wunden zu einem Wechsel des Keimspektrums. Bei
Wundentstehung ist eine Kolonisation mit Hautkeimen wie beispielsweise dem grampositiven
Bakterium Staphylococcus epidermidis charakteristisch. Heilt die Wunde nicht und besteht mehr
als 4 Wochen ist sie haufiger mit Fakalbakterien besiedelt, z.B. Enterobacterium spp. und
Anaerobier [26]. Das zeigte ebenfalls unsere Untersuchung mittels Wundabstrich: spontanheilende
Wunden waren vor allem mit grampositiven Bakterien kolonisiert, wahrend die chronischen
Wunden in absoluter Anzahl gehduft von gramnegativen Keimen und Anaerobiern besiedelt waren.
Schon 2014 zeigten Brehmer et al. die keimreduzierenden Wirkungen von CAP mit dem
PlasmaDerm® in klinischer Anwendung auf chronisch vendsen Ulzera [59]. Auch die tagliche
Behandlung mit kaltatmospharischem Argon- Plasma auf chronisch infizierten Wunden bewirkte

hoch signifikante Reduktionen der Keimbelastung [84, 85].

4.1.3 CAP und Wundheilung
In vitro und in vivo Studien zeigten den positiven Einfluss von kaltem atmosphéarischem Plasma auf
die Wundheilung [53, 86]. Moglicherweise kdnnen kritisch heilende Wunden von CAP- Therapien

profitieren. Einflisse werden auf unterschiedliche Wirkkomponenten des Plasmas zuriickgefihrt.
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Eine kritische Wundheilung resultiert haufig durch lokale Hypoxie. Die Stimulation wvon
Zellproliferationen kann Angiogenese und damit die verbesserte lokale Sauerstoffversorgung
regulieren. Eine tragende Bedeutung kommt der Ausschittung von oxidativen Radikalen (ROS) zu,
die in geringen Konzentrationen Signaltransduktionen und Genexpressionen regulieren. Uber die
Generierung reaktiver Spezies entsteht u.a. Stickstoffmonoxid (NO) [3]. Dieses nimmt Einfluss auf
die kutane Mikrozirkulation. Bei direkter Applikation penetriert es die Epidermis und Dermis und
entfaltet seine Wirkung [78]. Es ist bekannt als potenter Vasodilatator, wodurch der Blutfluss
gesteigert und die Gewebeoxygenierung verbessert wird [56]. Unsere Untersuchungen
unterstltzen diese Annahmen: sowohl bei spontanheilenden, Verbrennungs- als auch chronischen
Wunden konnte der Blutfluss gesteigert und die Sauerstoffsattigung durch die Plasmenapplikation
erhdht werden.

Durch reaktive Sauerstoffspezies kodnnen die Endothelzellproliferation verbessert und die
Ausschittung von  Wachstumsfaktoren  stimuliert werden. Auch dadurch  werden
Angiogeneseprozesse induziert [49]. Schmidt et al. untersuchten im Mausmodell den Einfluss von
CAP auf die Reepithelialisierung dermaler Ohrwunden. Die plasmabehandelten Wunden heilten
schneller als die nichtbehandelten Wunden durch Forderung der Granulation und
Reepithelialisierung. Weiterhin priften sie den Einfluss eines kernspezifischen Faktors, der fir die
zelluldre Redoxhomoostase relevant ist - Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor). CAP-
Behandlungen stimulierten die Bildung von Nrf2 [50]. Damit kann es Wirkungen auf intra- und
extrazellulare Redoxreaktionen sowie auf Entziindungsreaktionen haben. Nrf2 spielt zudem eine
Schliisselrolle bezilglich der Férderung von Granulation und Reepithelialisierung als Folge der
Migration von Hautzellen. AuRerdem kann es die Makrophagen- und Neutrophileneinwanderung
an Wundstellen induzieren [50, 53]. Reparaturmechanismen der Haut werden u.a. durch die p53-
Inhibition beschleunigt, was sich nach der CAP- Behandlung zeigte. Gleichzeitig erfolgte die
Stimulierung von Angiogenese Faktoren. P53 ist ein Protein, das eine zentrale Rolle im
programmierten Zelltod spielt. Es ist als Tumorsuppressorgen bekannt, was u.a. von grolem
Interesse in der onkologischen Forschung ist. Proinflammatorische Komponenten waren nach der
CAP- Behandlung tendenziell vermindert. Fibroblasten, Keratinozyten, Makrophagen sowie
neutrophile Leukozyten lGbernehmen im Prozess der Wundheilung wichtige Funktionen [53]. Die
Plasmaanwendung kann die Wirkung von Fibroblasten und Keratinozyten stimulieren und damit
die Wundheilung beschleunigen [87]. Hingegen zeigten Balzer et al 2015 einen reduzierenden
Effekt auf die Lebensfahigkeit CAP-behandelter humaner Fibroblasten in vitro bei gleichzeitig
moglicher Modifikation der Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Nekrotische
Zelluntergange, Zellablésungen oder andere toxische Effekte waren nicht zu beobachten. Sie

schlussfolgerten, dass die Behandlung mit kaltem atmosphadrischem Plasma den
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Wundheilungsprozess durch verschiedene Wirkkomponenten beeinflusst - die Wirkungen sind
dosis-, anwendungs- und haufigkeitsabhangig [16].

Plasmaapplikationen fihren zur Senkung des pH-Wertes auf Lipidoberflaichen. Hydrolipidfilme
gesunder Hautbereiche weisen ausgeglichene pH-Bereiche zwischen 5,4-5,9 auf. Steigt der pH tber
6 werden fiir pathogene Hautkeime optimale Wachstumsbedingungen geschaffen. Bei niedrigeren
Werten wird das Wachstum von Keimen hingegen gehemmt. Dieser Metabolismus ist fir
therapeutische Strategien der Wundheilung von Interesse, da Wundbereiche und betroffene
Stellen von Hauterkrankungen Defizite im Saure-Base-Gleichgewicht aufweisen [77]. CAP kann die
Ansduerung im Gewebe induzieren und zur Akkumulation von Nitrit, Nitrat und Wasserstoffperoxid
fliihren [16]. Wasserstoffperoxid (H,0;) kommt im Plasma vermehrt vor. Bei chronischen Wunden
ist die endogene H,0, -Synthese wegen lokaler Hypoxie vermindert. Roy et al. zeigten nach
topischer Applikation von niedrigdosierter H,0, -Losung die Induktion von Angiogeneseprozessen.
Grundlegend sei der Einfluss von H,0, auf die Genexpression von VEGF und seinem Rezeptor
VEGFR-1, die die Bildung von Endothelzellen induzieren. Die vermehrte Endothelzellbildung und
Vaskularisierung unterstiitzen die physiologischen Wundheilungsprozesse [88]. Transdermal
verabreichtes NO durch Anwendung von angesauertem Nitrit und damit einhergehende
Erniedrigung des pHs erhohte die Durchblutung der epigastrischen Hautlappen von Ratten. Der
oberflachliche Blutfluss wurde in der in vivo-Studie von Gribbe et al. mittels Laser-Doppler-

Perfusionsbildgebung dargestellt [89].

Eine weitere Wirkkomponente des CAP stellt die Entstehung eines elektrischen Feldes dar.
Goldman et al. zeigten am Wundmodell fiir Dekubitus und Beinulzera, dass die Proliferation
dermaler Fibroblasten nach Applikation eines elektrischen Feldes angeregt wurde [90].

UV-Strahlung wird bereits in der Dermatologie erfolgreich als Therapiemethode zur Behandlung
von Psoriasis und Ekzemen angewandt [3]. In Abhdngigkeit der Wellenldnge kommen
unterschiedliche Wirkungen durch UV- Strahlung zum Tragen. Wahrend die langerwellige UVA-
Strahlung (320-400nm) in tiefere Hautschichten eindringt, juckreizstillend und antifibrotisch wirkt,

zeigt insbesondere das kurzwelligere UVB 311nm entzlindungshemmende Wirkungen [91].

Hingegen der in vitro- und in vivo beschriebenen wundheilungsférdernden Prozesse erbrachten die
bisher durchgefiihrten klinischen Untersuchungen des CAP in Anwendung auf chronisch vendsen
Ulzera keine signifikanten Unterschiede im gemessenen Wundbereich  zwischen
plasmabehandelter und Kontrollgruppe [57, 59]. Jedoch muss erwahnt werden, dass bei Vergleich
der absoluten WundgroRenreduktion eine starkere Reduzierung der PlasmaDerm®-behandelten
Wunden zu messen war. Zudem heilte nur eine Wunde in den sieben Wochen vollstandig aus, diese

erhielt die CAP-Applikationen [59]. Diese und weitere Studienergebnisse sind in der Metaanalyse
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von Assadian et al. aufgefiihrt, die zusammenfassend der CAP- Anwendungen bislang keinen
klinischen Benefit fiir die Behandlung offener chronischer Wunden zusprechen. Allerdings muss
beachtet werden, dass verschiedene Plasmadevices ausgewertet wurden, wobei die
unterschiedlichen technischen Details nicht grundlegend miteinander verglichen werden kénnen

[55].

Bernhardts aktueller Review fasst die moglichen Einflisse des CAP auf die Wundheilung zusammen:
UV-Strahlung und reaktive Gase wie Ozon desinfizierten Wunden, Stickoxide und Stickstoffspezies
stimulierten die Gewebsregenerierung und elektrische Strome stimulierten Angiogeneseprozesse.
Zudem kann die Ansduerung des Wundgebiets fordernde Wirkungen haben. In diesem Review
verspricht man sich von der der Plasmabehandlung eine vielversprechende und kostenglinstige

neue Behandlungsoption im Bereich diverser Krankheiten [92].

4.1.4 CAP als sichere Behandlungsmethode?

In der klinischen Anwendung auf chronisch venésen Ulzera von Ulrich et al. zeigte sich die
Anwendung mit dem kINPenMed- Plasmastab als eine sichere Methode, die fiir die Patienten gut
vertraglich war [57]. Auch die Verwendung des PlasmaDerm® bewies sich als sicher und wurde von
der Mehrheit der Patienten an chronisch vendsen Ulzera in der Studie von Brehmer et al. toleriert.
Allerdings beschrieben zwei Patienten bei der PlasmaDerm®-Anwendung Schmerzen und ein
Warmegefihl im behandelten Bereich [59]. Isbary et al untersuchte die Wirkung von CAP-Argon auf
die Keimbelastungen chronisch infizierter Wunden. Wahrend der Behandlungen traten weder
Schmerzen noch andere Komplikationen auf, sodass die CAP-Anwendungsmethode insgesamt als

sicher und schmerzfrei eingestuft werden kann [84, 85].

Unerwiinschte Wirkungen und Nebenwirkungen zeigten sich in unserem Patientenklientel bei
einigen Patienten durch ein unangenehm kribbelndes Gefiihl bis hin zu nadelstichartigen
Schmerzen und teilweise auftretendem Warmegefiihl wahrend der Plasmaanwendung mit dem
PlasmaDerm® in allen drei Wundgruppen. Zu Studienabbriichen fiihrten diese unerwiinschten
Nebenwirkungen nicht. Unsere Beobachtungen stehen im Gegensatz zu den o.g. Studien und

Untersuchungen von Emmert et al. [91].

Langzeitauswirkungen der Plasmabehandlungen wurden in den reguldaren Nachuntersuchungen
der Patienten nicht evident. Bekannt ist aus vorangegangenen Studien die dosisabhdngige Wirkung
des CAP auf zelluldire Mechanismen, die die Keimreduktionen als auch die Mikrozirkulation
beeinflussen [49]. In vivo- Studien zeigten nach der Anwendung zwei verschiedener Atmospharen

hinsichtlich Kernaberrationen befruchteter Hiihnereier keine genetischen Veranderungen.
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Mutagene Wirkungen durch CAP konnte durch Kluge et al. ausgeschlossen werden [93]. Wende et
al konnten keine genotoxischen Veranderungen an menschlichen Zellen in vitro feststellen. [94] Die
Anwendung des Argon-Plasmas mittels MicroPlaSter B® hatte keine genotoxischen Auswirkungen
auf die untersuchten Fibroblasten und Keratinozyten [95]. Die DBD Behandlung bewies sich in der
Studie von Rajasekaran als sicher. Die 120sekiindige Plasmabehandlung an Hautzellen von Mausen
verursachte keine Entziindungen, Verdnderungen der Kollagenstrukturen noch induzierte es
andere Gewebsverletzungen [96]. Die Anwendung des CAP-generierendem Jet kINPen verursachte
auf menschlichen Lymphozytenzellen keine erhéhten Bildungsraten von Mikronuklei [97]. Erhdhte
Mutagenitatsraten konnten auch an Zellen von chinesischen Hamstern in den Untersuchungen von
Boxhammer et al. ausgeschlossen werden [98].

Rutkowski stufte die lokale Anwendung von CAP in seiner Dissertationsarbeit "hinsichtlich der
therapieassoziierten Ausbildung kanzerdser bzw. prakanzerdser Lasionen, lokaler pathologischer
Beeinflussung der kutanen Mikrozirkulation sowie einer Minderung der Lebensqualitat” als sicher
ein [51]. Andere potenziell schadigende Auswirkungen des elektrischen Feldes, der Temperatur,
des Ozons oder der UV-Strahlung durch CAP-Behandlung an Schweinezellen und in vitro lebende
epidermale menschliche Zellen konnten ausgeschlossen werden. In diesem Rahmen priiften
Timmel et al. Zytotoxizitatstests, die keine negativen Folgen der Plasmabehandlung aufbrachten
[99].

Boehm et al. stuften in den Untersuchungen an fetalen Rinderseren die Generierung von
Wasserstoffperoxid (H.0,) als moglichen Hauptfaktor der zytotoxischen Wirkung ein. In
Abhéangigkeit des umgebenen Mediums kénnen die Effekte der Plasmabehandlung langlebig sein,
sodass neben dem neuen Ansatz als Krebsbehandlung das Risiko der Karzinogenese durch oxidative
stressbedingte genetische Veranderungen beachtet werden missen [100].

Erhohte H,0,- Konzentrationen zeigten auch unterstitzende Auswirkungen fir
Wundheilungsprozesse. Allerdings sind diese konzentrationsabhadngig — in geringer Konzentration
(0,15%) beschleunigt es Wundheilungsprozesse, wahrend hoherkonzentrierte (3%) Losungen zu
Gewebsschadigungen filihrten und Regenerationsprozesse hemmten. Noch hoher gewdhlte
Konzentrationen toteten in in vivo- Studien die untersuchten Mause [88]. Der Betrachtung von
genotoxischen und mutagenen Wirkungen gingen Schmidt et al. nach. An murinen Ohrwunden der
Haut konnten sie weder makroskopisch morphologische Veranderungen, histologische
Gewebsveranderungen noch erhéhte Tumormarker nachweisen, sodass sie die Plasmaapplikation

mit dem Argon-Plasma-Jet kINPen als langfristig sicher ohne tumordse Entartungen einstufen [101].
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4.2 Methodik - Mikrozirkulationsmessung

Zur Erhebung der Mikrozirkulation nutzten wir eine quantitative, einfach anwendbare, nicht
invasive Messmethode (Oxygen-to-see Gerat, Firma LEA Medizintechnik GmbH, Giellen). Sie
kombiniert Gewebsspektrometrie mit Laser-Doppler-Technik. Der groRe Vorteil des O2C ist die zeit-
und ortsgleiche Untersuchung von Blutfluss und Sauerstoffsattigung [18], wodurch die
mikrovaskuldre Versorgung des Gewebes beurteilt werden kann. Damit konnen Riickschliisse auf
mikrovaskuldre Dysfunktionen gezogen werden. Durch die Registrierung in verschiedenen
Gewebetiefen kann die kutane als auch die oberflachlich muskuldare Mikrozirkulation je nach
Messort und demnach je nach Fetttiefe differenziert betrachtet werden [64]. Es stellt eine valide
und zuverldssige Messmethode dar, was in zuvor durchgefiihrten Studien gezeigt werden konnte
[62, 64, 102, 103]. Ghazanfari et al. zeigten lineare Zusammenhange fiir alle Messtiefen. Sie gaben

fir die Untersuchung des kapillaren Blutflusses eine intraindividuelle Streuung von 5% an [102].

Wie in der Studie von Fuchs et al. ist die hohe inter- und intraindividuelle Variabilitdt der
Messergebnisse aufgefallen [104]. Regionale Heterogenitdaten der Hautperfusion und vielfiltige
patientenabhdngige Faktoren wie u.a. Nikotinabusus oder GefaRerkrankungen kénnen diese
Variabilitat begriinden. Hingegen oben erwdahnter Studien werteten Roustit et al. diese

Messtechnik wegen der hohen Variabilitat als keine vollstandig reproduzierbare Methode [105].

Sowohl als Vor- als auch als Nachteil der kombinierten Laser-Doppler- und Photospektrometrie ist
die Sensitivitdit bei der Erkennung und die Quantifizierung relativer Verdnderungen des
Hautdurchflusses als Reaktion auf einen bestimmten Stimulus zu werten. Einerseits werden
dadurch kleinste Verdanderungen der mikrovaskuldren Verhaltnisse erkannt. Andererseits macht es
diese Messtechnik storanfillig fiur Umgebungs- und Lokalfaktoren, die die Mikrozirkulation
beeinflussen. Beispielsweise ist die Hautdurchblutung mitverantwortlich fiir die Thermoregulation
— geringe Schwankungen fiihren insbesondere in Extremitdaten wegen arteriovendser Shunts zu
erheblichen Unterschieden der kutanen Zirkulation [106]. Um diese Diskrepanzen zu minimieren,
ruhten die Patienten vor den Messungen mindestens 15 Minuten zur Akklimatisierung unter

Standardbedingungen.

Verschiedene Sonden ermdglichen die Applikation auf jeder anatomisch moglichen Koérperstelle.
Wir verwendeten die Flachsonde LFX-27, mit der die flexible Anpassung auf Haut und
Wundoberflichen moéglich war [18]. Statt der empfohlenen transparenten doppelseitigen
Klebefolie nutzten wir eine transparente Tegadermfolie zur Fixierung der Sonde. Damit wurden
Messdefizite durch Sondendislokation vorgebeugt. Die Applikation der Messsonde und die

Zugfestigkeit des Pflasterstreifens sind benutzerabhangig. Weitere Storfaktoren der
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Mikrozirkulationsmessung sind Muskelbewegungen und Umweltfaktoren wie Lichtverhaltnisse und
Temperatur, die durch Standardisierung des Versuchsablaufs und Erfassen des Umgebungslichtes
vor Messungsbeginn moglichst ausgeschalten wurden [107]. Messtechnische Fehler durch
unterschiedliche Untersucher minimierten wir, indem immer derselbe Untersuchung die Messung
in einer Kohorte ausfihrte.

Eine Limitation der Laser-Doppler-Gewebsspektrometrie mittels O2C ist die Registrierung der
Mikrozirkulation in einem nur kleinen Gewebeausschnitt [38]. Insbesondere in unserer
Untersuchung war die Fliche des CAP-Gerdts mit 22,5cm? nicht identisch mit der
SondendetektionsgroRe des 02C-Gerdts, sodass Veranderungen der Mikrozirkulation in
angrenzenden Wundbereichen bzw. in angrenzenden gesunden Hautarealen nicht erfasst werden
konnten. Ein weiterer Nachteil ist die Bestimmung des kapillaren Blutflusses, der nicht in absoluten
Perfusionswerten gemessen wird [38, 105], sondern indirekt aus der Anzahl von Erythrozyten in
einem bestimmten Messvolumen ermittelt wird. Die daher verwendete Einheit ,arbitrary units” ist
innerhalb des physikalisch internationalen Einheitensystems nicht generalisiert vergleichbar [18].
Insgesamt ist es als Nachteil anzusehen, dass dadurch keine Normwerte der

Mikrozirkulationsparameter existieren kénnen.

4.3 Limitationen

Je nach Kohorte dokumentierten wir verschiedene Kriterien, die Einfluss auf die Mikrozirkulation
haben. Allerdings ist die KohortengréBe von n=20 fiir eine Subgruppenanalyse statistisch zu klein.
Zukinftige groRere Studien sollten insbesondere in Bezug auf die Untersuchung von chronischen
Wunden Ursachen differenzieren. Die Mikrozirkulationsergebnisse sollten in die Auswertung
Subgruppen einbeziehen, die Mikro- und Makroangiopathien/ Diabetes mellitus/ pAVK bzw.
Diabetes mellitus und pAVK unterteilen. Bernheim stellte im Rahmen der Dissertationsarbeit 2018
fest, dass die Mikrozirkulation bei arterieller Verschlusskrankheit (AVK) mit und ohne Diabetes
mellitus Veranderungen aufweist. Demnach sind die Sauerstoffsattigung und der kapillare Blutfluss
bei Patienten mit einem Kombinationsleiden aus AVK und Diabetes mellitus signifikant geringer als

bei Patienten mit alleiniger AVK [103].

Gleiches trifft fir die Einstufung der Polyneuropathie zu, von der wir keine statistische
Subgruppenanalyse durchfiihrten. Die Mikrozirkulation von Diabetespatienten mit nachweislicher
diabetischer Polyneuropathie prasentierte sich in der Untersuchung von Lefrandt et al geringer als
bei den Diabetespatienten, die nicht an einer diabetischen Polyneuropathie litten [108]. Ebenso
werteten wir Daten der Mikrozirkulationsmessung nicht anhand der Nikotinanamnese und der
Relation von Koérpergewicht zu KérpergroBe (BMI) ndher aus. Der Einfluss von Nikotin auf das
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GefaBsystem ist in vielen Studien belegt worden. Nikotinkonsum steigert das Risiko an
ischdamischen Insulten und an akuten Myokardinfarkten zu erkranken [109, 110]. Ebenso
beeintrachtigt es die Vasodilatation auf mikrovaskularer Ebene [111]. Demnach ist auch von einem
Einfluss auf die Haut- und Wunddurchblutung durch Nikotin auszugehen, welcher bei
Auswertungen dieses Studienformats berticksichtigt werden kann. Beziiglich des BMlIs konnte in
der Vorstudie gesunder Probanden gezeigt werden, dass sich der Effekt von di_CAP bei
normalgewichtigen Probanden starker auf die Mikrozirkulation auswirkt als bei Probanden mit
einem BMI >25 kg/m? [15]. Scalia befasste sich 2013 mit dem wechselseitigen Einfluss von
Adipositas und Mikrozirkulation. Entziindungsprozesse scheinen im mikrovaskularen Gefalbett zu
beginnen. Durch Nahrstoffiiberladung produzieren Adipozyten erhohte Konzentrationen der
Lipoproteinlipase, die wiederum Triglyzeride synthetisiert. Freie Fettsdauren fallen vermehrt an, die
akut entzindliche Prozesse im Gefdaendothel und damit mikrovaskuldare Dysfunktionen
unterschiedlicher Organgewebe hervorrufen konnen [112]. Wie stark der Einfluss von Adipositas
auf die kutane Mikrozirkulation ist, bleibt zum jetzigen Zeitpunkt ungeklart. Die di_CAP- Therapie
bewirkte in unseren Untersuchungen bereits statistisch signifikante Steigerungen der
Mikrozirkulation, obwohl der durchschnittliche Wert des BMI im libergewichtigen Bereich lag.

Bei den akuten spontanheilenden Wunden wurde die Spalthaut in einer Tiefe von 0,2mm
entnommen. Je nach Druckstidrke des Dermatoms kann es zu Unterschieden der Epidermis- und
Dermisabtragung gekommen sein, was u.a. Schwankungen der Messwerte begriinden kann [66,
104].

Weitere Faktoren, die die kutane Mikrozirkulation beeinflussen kénnen, sollten in zukinftigen
Studien berlicksichtigt werden: zum einen der Einfluss des Geschlechts sowie der Einfluss von
kreislauf- und gerinnungswirksamen Medikamenten, von denen wir keine Subgruppenanalyse

vornahmen.

4.4 Fazit und Kklinischer Ausblick

Es wurde der Einfluss von direktem kaltem atmosphéarischem Plasma mit dem PlasmaDerm®-Gerat
auf die Mikrozirkulation als Surrogatparameter der Wundheilung in den drei Wundentitdten
spontanheilenden Wunden, Verbrennungswunden und chronischen Wunden untersucht. Die
guantitative Erhebung der Mikrozirkulation erfolgte mit kombinierter Gewebsspektrometrie und

Laser-Doppler-Technik (02C- Gerat, Firma LEA Medizintechnik GmBH, GieRRen).

Die Ergebnisse zeigen eine Verbesserung der kutanen Mikrozirkulation in den Wundarealen nach
der CAP-Applikation. Insbesondere konnten Steigerungen der Gewebssauerstoffsattigung sowie

des kapillaren Blutflusses unabhdngig der Wundentitat beobachtet werden. Mitunter wurde die
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Zunahme der kutanen Mikrozirkulation in chronischen Wunden durch mehrfache
Plasmaanwendungen verstarkt. Messtechnische Defizite und Storfaktoren in der
Mikrozirkulationsmessung kdnnen nicht vollkommen ausgeschlossen werden, auch wenn wir diese
durch Standardisierung der Untersuchungsbedingungen wie Temperatur, Beleuchtung,
Untersuchungsposition sowie exakter Befestigung der Sonde moglichst vorbeugten.

Die keimreduzierende Wirkung der CAP-Therapie wie es bereits in zahlreichen anderen Studien
beschrieben wird, konnte in unseren durchgefiihrten mikrobiologischen Wundabstrichen bestatigt

werden.

CAP ist eine sichere und von den Patienten tolerierbare Anwendungsmethode. Trotz zum Teil
aufgetretener lokaler unerwiinschter Wirkungen wahrend der Anwendung wie beispielsweise
Kribbelgefiihl kam es zu keinen Studienabbriichen.

In vitro und in vivo Studien konnten bisher keine genotoxischen, mutagenen oder kanzerogenen
Effekte der CAP-Anwendung nachweisen. Es wurden jedoch auch dosisabhdngige Wirkungen
einzelner Komponenten des ,Plasma-Wirkcocktails“ wie unter anderem der Bildung von
Stickstoffoxiden, Wasserstoffperoxid und reaktiven Stickstoff- und Sauerstoffspezies beschrieben,
deren Auswirkungen in langfristig klinisch angelegten Studien naher betrachtet werden sollten.
Bestandteil unserer Untersuchungen waren lediglich die Mikrozirkulationsmessungen direkt vor
und direkt nach der CAP-Therapie Uber ein festgelegtes Zeitintervall. Langerfristig angelegte
klinische Studien sind notwendig, um einerseits langer wirkende Effekte des CAP auf die
Mikrozirkulation und die Wundheilung bewerten und andererseits mogliche Konsequenzen auf die

Lebensqualitat der Patienten erheben zu kénnen.

In Zusammenschau unserer Ergebnisse mit den vielzadhligen in vitro und in vivo Studien scheint die
Anwendung von direktem kalten atmospharischen Plasma eine neue innovative Moglichkeit in
diversen medizinischen Anwendungsfeldern und damit eine adjuvante nicht invasive
Therapieoption zu sein. Einerseits wirkt CAP hemmend auf das Wachstum von Keimen, die
insbesondere im stationaren Bereich wegen zunehmender Haufigkeiten mit multiresistenten
Erregern therapeutische Herausforderungen darstellen und letztendlich zu steigenden
Mortalitatsraten fihren. Andererseits hat es positive Wirkungen auf Wundheilungsprozesse, was
bei kritisch heilenden Wunden infolge unterschiedlicher Genese wie GefiRerkrankungen pAVK/
chronisch vendse Ulzera oder das DFS wegen steigender Alterserwartung und Multimorbiditat eine
bedeutende Rolle spielt. Auch dermatologische Krankheitsbilder wie atopische Dermatitis, keloide
Narben oder die Narbenbehandlung infolge von Akne kénnen von der Anwendung mit CAP durch

desinfizierende, entziindungshemmende und wundheilungsférdernde Wirkungen profitieren [92].
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Durch die Forderung der kutanen Mikrozirkulation kénnen CAP-Anwendungen im Bereich der
plastischen Chirurgie eine Therapiemethode darstellen, wenn es im Rahmen von Haut- und
Hautplastiktransplantationen  zu  kritischen  Durchblutungen mit dem Risiko des
Transplantatverlusts kommt.

Ein weiteres Anwendungsfeld stellt die Tumorbehandlung dar. Unter anderem wurde die CAP-
Wirkung hinsichtlich muriner Hauttumore untersucht. CAP kann das Wachstum von Krebszellen
durch Induktion von Apoptoseprozessen hemmen [92]. Fir die Tumorbehandlung bietet die CAP-
Therapie neue Moglichkeiten, deren Wirksamkeit durch zukiinftige Studien untermauert werden

muss.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Angesichts der klinischen Bedeutung von Wundheilungsstérungen untersucht diese
Dissertation eine neue Therapiemoglichkeit. Wunden sind Verletzungen von physiologisch
geschlossenem Gewebe, die klinisch in spontan heilende und chronische Wunden unterteilt
werden. Ursdchlich fur kritisch heilende Wunden kdénnen Stoérungen der Mikrozirkulation sein, die
durch kardiovaskulare sowie metabolische Erkrankungen (arterielle Verschlusskrankheit, Diabetes
mellitus) oder durch Verbrennungsverletzungen hervorgerufen werden kénnen. In vitro und in vivo
Studien konnten keimreduzierende und wundheilungsfordernde Wirkungen durch die Anwendung
von kaltem atmospharischem Plasma (CAP) zeigen. Direktes CAP ist ein ionisiertes Gas, das aus
geladenen Teilchen besteht. Chemische und physikalische Wirkkomponenten werden Uber ein
elektrisches Feld generiert. Diese konnen die kutane Mikrozirkulation beeinflussen, die als
Surrogatparameter der Wundheilung gilt. Fragestellungen: Beeinflusst die CAP- Anwendung die
Mikrozirkulation in Wunden? Welche Effekte hat die mehrmalige Anwendung? Zeigt die
Anwendung Wirkungen auf die Keimbesiedlung? Material und Methoden: Auf 100 Wunden,
darunter 40 spontanheilende Spalthautentnahmestellen, 20 Verbrennungswunden und 40
chronische Wunden, wurde direktes kaltes atmosphérisches Plasma (PlasmaDerm®, CINOGY,
Duderstadt) appliziert. Die kutane Mikrozirkulation wurde vor und nach der Anwendung in den
Gewebstiefen  2-4mm  und  6-8mm  mittels  kombiniertem  Laser-Doppler-  und
Photospektrometrieverfahren (Oxygen-to-see Gerat, Firma LEA Medizintechnik GmbH, GielRen)
gemessen; dabei wurden Gewebssauerstoffsattigung [%], kapillarer Blutfluss [AU] und
postkapillarer vendser Fillungsdruck [AU] erfasst. Neben der einmaligen CAP- Anwendung auf allen
Wundarten wurden die Auswirkungen der dreifachen Anwendung auf spontanheilenden und
chronischen Wunden untersucht. Darlber hinaus wurde die Keimbelastung der Wunden vor und
nach der Behandlung bestimmt. Ergebnisse: Nach einmaliger CAP-Anwendung konnte die
Sauerstoffsattigung in 2-4mm Gewebstiefe in allen untersuchten Wunden signifikant gesteigert
werden - in spontanheilenden Wunden um 5%, in Verbrennungswunden um 5,4%, in chronischen
Wunden um 12,6%. Auch der kapilldre Blutfluss nahm durch die einmalige CAP- Therapie signifikant
zu — bei spontanheilenden Wunden um 25,8%, bei Verbrennungswunden um 35,95%, bei
chronischen Wunden um 22,2%. Die mehrmaligen CAP- Applikationen fiihrten in spontanheilenden
Wunden zu einer signifikanten Abnahme des postkapillaren venésen Flllungsdrucks. In chronischen
Wunden zeigte die Sauerstoffsattigung in 2-4mm Gewebstiefe pro Applikation einen signifikanten
Anstieg; der kapilldre Blutfluss zeigte nach mehrfacher Applikation eine signifikante Zunahme in
oberflachlichen und tiefen Gewebsschichten. In spontanheilenden und chronischen Wunden kam

es zur signifikanten Keimreduktion. Schlussfolgerung: Die Anwendung mit direktem kaltem
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atmospharischem Plasma fihrte zur Steigerung der Mikrozirkulation in den untersuchten
Wundarealen, insbesondere bewirkte sie eine Zunahme der Sauerstoffsattigung und des kapilldren
Blutflusses. Die mehrmalige CAP-Applikation konnte diese Effekte noch verstarken. Die
mikrobiologische Kolonisation konnte signifikant reduziert werden. Die CAP-Therapie kann
demnach durch eine Steigerung der Mikrozirkulation und eine Reduktion der Keimbelastung
wundheilungsfordernde Wirkungen aufweisen. Wie sich eine wiederholende und langfristige
Anwendung des CAP im klinischen Alltag auf die Wundheilung auswirkt, sollte von zukiinftigen

Studien untersucht werden.
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Anhange

Anhdnge

0 Keine Lasion, ggf. FuRdeformation oder Zellulitis

1 Oberflachliche Ulzeration

2 Tiefes Ulkus bis zur Gelenkkapsel, zu Sehnen oder Knochen

3 Tiefes Ulkus mit Abszedierung, Osteomyelitis, Infektion der Gelenkkapsel
4 Begrenzte Nekrose im VorfuR- und Fersenbereich

5 Nekrose des gesamten Fulles

Abbildung 26 - Wundklassifikation des Diabetischen FuBsyndroms nach Wagner

Michigan Diabetic Neuropathy score (MDNS)

Sensibilitat
rechts normal abgeschwacht
Vibration an der GroRzehe ] 1
10g- Filament 0 1
Nadelstich an dorsaler Grofizehe  schmerzhaft nicht schmerzhaft
o 2
links normal abgeschwiacht
Vibration an der Groftzehe 0 1
10g- Filament 0 1
Nadelstich an dorsaler Groffzehe  schmerzhaft nicht schmerzhaft
o 2
Muskelkraft
rechts normal moderat verringert
Spreizen der Finger 0 1
GroBfzehenextension 0 1
Dorsalflexion des FuBes ] 1
links
Spreizen der Finger 0 1
GroRzehenextension ] 1
Dorsalflexion des FuRes ] 1
Reflexe
rechts prasent prasent bis verstarkt
Bizepssehnenreflex 0 1
Trizepssehnenreflex 0 1
Patellarsehnenreflex 0 1
Achillessehnenreflex 0 1
links
Bizepssehnenreflex 0 1
Trizepssehnenreflex 0 1
Patellarsehnenreflex o 1
Achillessehnenreflex ] 1
Grad 0: < 6 Punkte (keine Neuropathie)
Grad 1: 7-12 Punkte (leichte Neuropathie)
Grad 2: 13-29 Punkte (moderate Neuropathie)
Grad 3: 230 Punkte (schwere Neuropathie)

Abbildung 27 - Diabetischer Neuropathiescore (MDNS)
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7 Anhange

Dokumentationsbogen

Dokumentationsbogen fiir die Referenzliste zur Studie

Quantifizierung der kutanen Durchblutung mittels O2C nach PlasmaDerm

Patienten-ID

(=Erster Buchstabe von
Vorname, Erster Buchstabe
von Nachname,
Geburtsjahr)

Vor- und Nachname

Geburtsdatum

Telefon (fur Rickfragen)

Email (fiir Rickfragen)
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Anhange

Pseudonymisierter Dokumentationsbogen fiir Studiendaten zur Studie

Quantifizierung der kutanen Durchblutung mittels 02C nach PlasmaDerm

Datum der Messung: .

Name des Anwenders:

Patienten-ID

(=Erster Buchstabe von
Vorname, Erster Buchstabe
von Nachname, Geburtsjahr)

Studiengruppe | Einfach PlasmaDerm
] Repetitiv PlasmaDerm
Wund/Knochengruppe ] [la® Verbrennungswunde
] Spalthautentnahmestelle
o Chron. Wunde
Geburtsjahr
Geschlecht ] mannlich
| weiblich
GrolRe cm
Gewicht kg

Krankengeschichte (kurz)

Nebendiagnosen und
sonstige Angaben

Bei Chron. Wunde ausfiillen:

] Diabetes Mellitus Typ o 1/ Typ o 2 (o insulinpflichtig), hbAlc: %
Erstdiagnose des Diabetes (Jahr):
Wunde seit (Wochen):

A. dorsalis pedis: 0 links, o rechts palpabel / o links, o rechts zu dopplern

A. tibialis posterior: 0 links, O rechts palpabel / o links, o rechts zu dopplern

ABI/Kn6chel-Arm-Index:

Transkutane Sauerstoffmessung (TcO2) per Radiometer:

Michigan Diabetic Neuropathy Score (MDNS=DNS):

WundgrofRe an Messtag: cmx  cm (=> ungefahr cm?)

Bei Verbrennungswunde und Spalthautentnahme ausfiillen:
Verbrennungsoberflache: % Korperoberflache

(Falls Diabetes Mellitus, bitte auch Abschnitt unter ,Bei Chron. Wunde
ausfillen” ausfllen)

Postop-Tag (Spalthautentnahmestelle): Tag nach Verbrennung:
Verbrennungsursache (heiRes Wasser/Ol/Fett/Flamme...):

Bei allen Patienten ausfiillen:

] Arterielle Hypertonie

o KHK (o Bypass, o Stent)

O pAVK, Stadium n. Fontaine:

(o Schaufensterkrankheit, o Stent, o0 Bypass, O TEA)
(Gehstrecke: Meter)

Ccvi

Nikotinabusus, packyears:

sonstige GefaRerkrankung:

Medikation

ASS
Clopidogrel
Marcumar

O o oo oo

82




Anhange

O
O
O

beta-Blocker
Ca-Antagonisten
Nitrospray

Einschlusskriterien

Bei Chron. Wunde:

O

und

Wunde alter als 3 Wochen

O Diabetes Mellitus oder o pAVK

Bei lla®° Verbrennungswunde:

O
O
O

Rekap vorhanden bis grenzwertig
Feuchtverband auf Wunde (fir Messung/Anwendung entfernen)
Verbrennungsverletzung innerhalb d. letzten 48 Stunden

Bei Spalthautentnahmestelle:

Innerhalb der ersten 3 Tage nach Spalthautentnahme
Okklusivverband auf Wunde (fir Messung/Anwendung entfernen)

Ausschlusskriterien

O00Do0Oo0aoaoijoo

Jinger als 18 Jahre

Sonstige Hauterkrankung im Applikations- oder Messbereich
Immunsuppressiva-Therapie

Kortison-Therapie

Gerinnungsstérungen

Schwangerschaft/Stillen
Lungennihe/Gehirnndhe/Rickenmarknihe/Infektion oder Tumor in

der Ndhe

O

Tiefe Venenthrombose (TVT)

Fur Chron. Wunden:

WAGNER CLASSIFICATION OF DIABETIC FOOT ULCERS

Grade 0: No ulcer in a high risk foot.

Grade 1: Superficial ulcer involving the full skin thickness but not underlying tissues.

Grade 2: Deep ulcer, penetrating down to ligaments and muscle, but no bone involvement or abscess formation.

Grade 3: Deep ulcer with cellulitis or abscess formation, often with osteomyelitis.

Grade 4: Localized gangrene.

Grade 5: Extensive gangrene involving the whole foot.
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10 Veroffentlichung der Arbeitsergebnisse

Vortrage

(1) Schulz L, Kisch T, Stang F, Maildander P, Kramer R. Quantifizierung der kutanen Mikrozirkulation
im standardisierten Wundmodell nach Anwendung von kaltem atmospharischem Plasma.
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