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|. Kurzbericht

Chronische Wunden sind eine gro3e Belastung fur Betroffene und fiir das Gesundheitssystem.
Eine besondere Herausforderung bei der Heilung chronischer Wunden stellen
antibiotikaresistente Mikroorganismen dar. Daher bedarf es neuer innovativer Ansatze zur
Bekampfung von antibiotikaresistenten Mikroorganismen.

Das Ziel des Verbundprojekts ,Plasfect® war die Bekampfung von antibiotikaresistenten
Bakterien (AMR) in Wunden mittels physikalischer Kaltplasma-Technologie. Dabei sollten
sowohl ein zugelassenes Kaltplasmagerat optimiert werden, als auch neues Gerat von einem
franzosischen Partner entwickelt werden. Die Kaltplasmaquellen sollten auf unterschiedlichen
Ebenen in vitro, in vivo am Mausmodell sowie an humanen Wunden untersucht und getestet
werden. Dieses Teilprojekt von Plasfect diente der Evaluierung der antimikrobiellen
Wirksamkeit von Plasma gegen arzneimittelresistente Bakterien in menschlichen chronischen
Wunden. Dabei lagen die Aufgaben des Projektpartners der Universitdtsmedizin Rostock
(UMR) darin, eine Stellungnahme der lokalen Ethikkommission fir die Gewinnung von
Patientenproben einzuholen, Wundproben von Patienten mit chronischen Wunden zu
akquirieren, infizierte Wunden mit Kaltplasma zu behandeln und Wundabstrichproben vor und
nach der Behandlung zu gewinnen sowie die Aufbereitung und Weitergabe der Proben an die
Projektpartner vom INP in Greifswald.

Im Rahmen des Teilprojektes der Universitdtsmedizin Rostock konnten zunachst die
technischen und organisatorischen Voraussetzungen fir die Rekrutierung von Patientinnen
und Patienten geschaffen werden, die es im weiteren Verlauf des Projektes erlaubten, die
Anwendung von kaltem Atmospharendruckplasma im klinischen Setting an Wunden mit
antibiotikaresistenten Mikroorganismen zu erproben. Dabei war neben der Abstimmung
zwischen Klinik und Forschungslabor auch eine enge Absprache mit dem Projektpartner INP
in Greifswald essentiell, um sicherzustellen, dass die Handhabung und Lagerung der Proben
die Voraussetzungen fir verschiedene anschlielende Untersuchungen beim Projektpartner
erfillen. Bevor Wundabstrichproben von Patientinnen und Patienten eingeholt wurden, wurde
eine Stellungnahme der lokalen Ethikkommission eingeholt. Es musste sichergestellt werden,
dass ausreichend Wundmaterial durch die Wundabstriche fir die geplanten anschlieRenden
Laboruntersuchungen gewonnen wird. Daher wurde zunachst das Abstrichprotokoll zur
Verbesserung der Probenquantitat und —qualitdt durch austesten unterschiedlicher Driicke
und Abstrichflachen optimiert werden. Nachdem der Prozess des Wundabstrichs und der
anschlielenden Prozessierung und Lagerung der Proben etabliert war wurden auch
Abstrichproben vor und nach Kaltplasmabehandlung gewonnen. Diese wurden entsprechend
des etablieren Protokolls im Anschluss zeitnah im Forschungslabor prozessiert, um Zellen und
Zelliberstande zu separieren. Es wurden Zellen fir durchflusszytometrische Analysen,
Zelliberstande fir Zytokinanalysen und zusatzliche Abstriche flir RNA-Analysen gewonnen.

Des Weiteren wurde ein Datenerfassungsbogen erarbeitet, in dem behandlungsrelevante
klinische Daten parallel zur Probenentnahme erfasst wurden. Diese Daten wurden in
pseudonymisierter Form mit dem Projektpartner vom INP geteilt und kénnen so mit den
analytischen Daten zu den Wundabstrichproben korreliert werden. Weitere relevante klinische
Daten wurden im Nachgang aus klinischen Befunden und Arztbriefen extrahiert und fir die
abschliel3ende Auswertung herangezogen.

In der Regel wurden Proben zum Zeitpunkt der ersten Kaltplasma-Behandlung eines
Klinikaufenthalts der Patientinnen und Patienten genommen. Bei einigen Patientinnen und
Patienten wurden aber auch zu verschiedenen Zeiten im Verlauf Abstrichproben gewonnen.
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Ganz wesentlich zum Erfolg des Projektes hat die enge interdisziplindre Zusammenarbeit
zwischen Klinik und Wissenschaft sowie mit den Verbundpartnern aus Deutschland und
Frankreich beigetragen. Die Vernetzung tragt bereits jetzt Frichte in Form von weiteren
gemeinsamen Verbundprojekten auf europaischer Ebene und wird auch die zukunftige
Forschung und Entwicklung am Standort und l&nderiibergreifende starken.

Il. Eingehende Darstellung

Ziel des Verbundprojekts ,Plasfect war es antibiotikaresistente Mikroorganismen (AMR) in
chronischen Wunden mit Hilfe der physikalischen Kaltplasma-Technologie zu bekampfen.
Dazu wurde ein bestehendes Kaltplasmagerat optimiert und ein neues Geradt von einem
franzésischen Partner entwickelt. Chronische Wunden stellen sowohl fiir die Betroffenen als
auch fur das Gesundheitssystem eine erhebliche Belastung dar. Insbesondere
antibiotikaresistente Mikroorganismen erschweren den Heilungsprozess. Aus diesem Grund
sind innovative LoOsungsansatze zur Bekampfung dieser Resistenzen erforderlich. Die
Kaltplasmaquellen sollten sowohl in vitro als auch in vivo im Mausmodell und an menschlichen
Wunden getestet werden. Das Teilprojekt der Universitatsmedizin Rostock konzentrierte sich
auf die Evaluierung der antimikrobiellen Wirksamkeit von Kaltplasma gegen
arzneimittelresistente Bakterien in chronischen menschlichen Wunden. Die Aufgaben der
Universitatsmedizin Rostock bestanden in erster Linie darin, die Genehmigung der lokalen
Ethikkommission fir die Gewinnung von Patientenproben einzuholen, Wundproben von
Patienten mit chronischen Wunden zu sammeln, infizierte Wunden mit Kaltplasma zu
behandeln sowie vor und nach der Behandlung Wundabstrichproben zu entnehmen. Zudem
war die Universitdtsmedizin Rostock fir die Aufbereitung und Weiterleitung der Proben an die
Projektpartner des INP in Greifswald verantwortlich.

Im Rahmen des Projekts konnten zunachst die technischen und organisatorischen Grundlagen
fur die Rekrutierung von Patientinnen und Patienten geschaffen werden. Dies erméglichte es
im weiteren Projektverlauf, die Anwendung von kaltem Atmosphéarendruckplasma im
klinischen Umfeld an Wunden mit antibiotikaresistenten Mikroorganismen zu erproben. Hierbei
war eine enge Abstimmung zwischen Klinik, Forschungslabor und dem Projektpartner INP in
Greifswald erforderlich, um sicherzustellen, dass die Handhabung und Lagerung der Proben
den Anforderungen fiur die nachfolgenden Untersuchungen entsprechen. Vor der Entnahme
von Wundabstrichproben wurde eine Stellungnahme der lokalen Ethikkommission eingeholt.
Zudem musste gewadhrleistet werden, dass genigend Wundmaterial flr die geplanten
Laboruntersuchungen durch die Abstriche gewonnen wird. Daher wurde das Abstrichprotokoll
durch Tests mit verschiedenen Dricken und Abstrichflachen zur Optimierung der
Probenquantitdt und -qualitdit angepasst. Nachdem der Abstrichprozess sowie die
nachfolgende Verarbeitung und Lagerung der Proben etabliert waren, wurden Abstrichproben
vor und nach der Kaltplasmabehandlung entnommen. Diese Proben wurden nach dem
etablierten Protokoll zeitnah im Forschungslabor aufbereitet, um Zellen und Zelliiberstande zu
separieren. Dabei wurden Zellen fur durchflusszytometrische Analysen, Zelliberstéande flr
Zytokinanalysen und zusatzliche Abstriche fir RNA-Analysen gewonnen.

AuBBerdem wurde ein Datenerfassungsbogen entwickelt, in dem behandlungsrelevante
klinische Daten parallel zur Probenentnahme erfasst wurden. Diese pseudonymisierten Daten
wurden mit dem Projektpartner INP geteilt und ermdglichen so eine Korrelation mit den
analytischen Daten der Wundabstrichproben. Weitere klinische Daten wurden aus Befunden
und Arztbriefen extrahiert und fir die abschlieRende Auswertung verwendet.

In der Regel wurden Proben wahrend der ersten Kaltplasma-Behandlung wahrend eines
Klinikaufenthalts der Patientinnen und Patienten entnommen. Bei einigen Patienten wurden
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jedoch auch im Verlauf des Aufenthalts oder an verschiedenen Aufenthalten wiederholte
Abstrichproben genommen.

Zur Durchfuihrung des Vorhabens wurden Personalmittel fir einen Clinician Scientist sowie
Reisemittel bewilligt. Die Personalmittel wurden wie geplant eingesetzt, um die
Projektdurchfiihrung durch einen Clinician Scientist zu ermdglichen. Die Besetzung der Stelle
durch einen Clinician Scientist war essentiell, da im Rahmen des Projektes Patientinnen und
Patienten mit infizierten chronischen Wunden identifiziert und rekrutiert werden mussten. Die
Studienteilnehmerinnen mussten in Bezug auf die Teilnahme an der Studie arztlich aufgeklart
werden. Darlber musste die Kaltplasmabehandlung durchgefiihrt, Wundabstrichproben
genommen werden und relevante klinische Daten erhoben werden.

Aufgrund der Corona-Pandemie wurde auf die urspriinglich geplanten Projekttreffen in
Prasenz verzichtet und stattdessen auf die Mdglichkeit von Online Meetings zuriickgegriffen.
Daher wurden die bewilligten Reisemittel nicht in Anspruch genommen. Reisen zu
Veranstaltungen bei denen die Projektergebnisse prasentiert wurden, wurden aus anderen
Mitteln finanziert.

Die Projektarbeiten stellen einen wichtigen und notwendigen Schritt bei der Uberfiihrung der
Kaltplasma-Technologie in die klinische Anwendung zur Behandlung von mit
antibiotikaresistenten Mikroorganismen infizierten chronischen Wunden dar. Nur durch die
Anwendung am Patienten kann letztendlich der klinische Nutzen erprobt und demonstriert
werden. Damit war dieses Teilprojekt ein wichtiger Baustein im Gesamtvorhaben von Plasfect
und fir das Forschungsfeld der Plasmamedizin im allgemeinen. Die interdisziplinare
Zusammenarbeit zwischen Arztinnen und Arzten sowie Wissenschaftlerinnen und
Wissenschaftlern aus den Bereichen der Biologie, Chemie und Physik ist essentielle
Voraussetzung, um innovative Technologien wie die Kaltplasma-Technologie in die klinische
Anwendung zu bringen.

Insgesamt wurden im Verbund wesentliche Fortschritte sowohl bei der Optimierung einer
existierenden Kaltplasmaquelle als auch bei der Entwicklung einer neuen Multijet-
Plasmaquelle gemacht. Durch Modifikation der Arbeitsgaszusammensetzung kann die
Zusammensetzung der erzeugten reaktiven Spezies moduliert werden. Durch die Realisierung
einer Multijet-Plasmaquelle kdnnen gréRere Flachen in einer kiirzeren Zeit behandelt werden.
Eine Patentierung und Zertifizierung der Neuentwicklungen steht noch aus und wird weiterhin
durch die Projektpartner angestrebt.

Ein entscheidender Faktor fir den Erfolg des Projekts war die enge interdisziplindre
Zusammenarbeit zwischen Klinik und Forschung sowie mit den Verbundpartnern aus
Deutschland und Frankreich. Diese Vernetzung tragt bereits Friichte in Form weiterer
gemeinsamer Projekte auf europaischer Ebene und wird die zuklnftige Forschung und
Entwicklung am Standort sowie Uber Landergrenzen hinweg starken. Dabei wird die
Erweiterung der Anwendungsmoglichkeiten der Multijet-Plasmaquelle fir den Einsatz zur
Behandlung von Aktinischen Keratosen erprobt (PlasmACT). An diesem Projekt sind drei der
vier Plasfect-Projektpartner beteiligt.

Im Zusammenhang mit den wissenschaftlichen Arbeiten im Rahmen des Projektes sind bereits
einige Publikationen hervorgegangen und mindestens eine weitere ist zu erwarten.

o Bekeschus S, von Woedtke T, Emmert S, Schmidt A. Medical gas plasma-stimulated
wound healing: Evidence and mechanisms. Redox Biology 46 (2021) 102116

e Saadati F, Moritz J, Berner J, Freund E, Miebach L, Helfrich I, Stoffels I, Emmert S,
Bekeschus S. Patient-Derived Human Basal and Cutaneous Squamous Cell
Carcinoma Tissues Display Apoptosis and Immunomodulation Following Gas Plasma
Exposure with a Certified Argon Jet. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 11446



Anlage 2

Emmert S, Pantermehl S, Foth A, Waletzko-Hellwig J, Hellwig G, Bader R, lliner S,
Grabow N, Bekeschus S, Weltmann KD, Jung O, Boeckmann L. Combining
Biocompatible and Biodegradable Scaffolds and Cold Atmospheric Plasma for
ChronicWound Regeneration. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 9199

Boeckmann L, Berner J, Kordt M, Lenz E, Schafer M, Semmler M-L, Frey A, Sagwal
S, Rebl H, Miebach L, Niessner F, Sawade M, Hein M, Ramer R, Grambow E,
Seebauer C, von Woedtke T, Nebe B, Metelmann H-R, Langer P, Hinz B, Vollmar B,
Emmert S, Bekeschus S. Combination of cold gas plasma and experimental small
molecules exerts synergistic skin cancer toxicity in vitro and in vivo. J. Adv. Res. 2024
Mar;57:181-196

Berner J, Herold L, Martinet A, Miebach L, von Woedke T, Weltmann K-D, Emmert S,
Boeckmann L, Bekeschus S. Reactive Species Risk Assessment Using Optimized
HET-CAM Safety Evaluation of Feed Gas-Modified Gas Plasma Technology and
Anticancer Drugs. ACS Applied Materials & Interfaces 2024 Jun;16(27)34480—-34495



