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Zusammenfassung 
Eine Behandlung von Tumoren mit physikalischem Kaltplasma zeigt eine erhöhte 

Toxizität und ein reduziertes Tumorwachstum. Zeitgleich werden während einer 

Behandlung mit Plasma eine Vielzahl an reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies 

(RONS) generiert, welche Immunzellen stimulieren können. Viele neue Therapieansätze 

bestreben nicht nur eine Tumortoxizität, sondern auch eine Förderung der 

körpereigenen, da diese häufig durch Mechanismen der Tumorzellen unterdrückt wird. 

Zu solchen Therapien zählen checkpoint inhibitoren, Vakzinierungen oder ein adaptiver 

Zelltransfer mit transgenen oder vor-stimulierten Zellen. Die dadurch geförderte 

Antitumor-Immunantwort basiert grundlegend auf einem mehrphasigen Prozess. Dieser 

beginnt mit einer Antigen-unspezifischen frühen Phase, in der das innate Immunsystem 

aktiviert wird und zu einer Vermehrung und Differenzierung von Antigen-spezifischen 

CD4+ und CD8+ T-Zellen führt. Da während einer Entzündungsreaktion viele RONS 

gebildet werden, um Fremdkörper zu eliminieren und Immunzellen zu rekrutieren, ist 

eine Therapie mit RONS naheliegend. Durch die Anwendung von Kaltplasma können die 

gebildeten RONS zum Entzündungsgeschehen beitragen und Zellen des innaten und 

adaptiven Immunsystems stimulieren. Eine veränderte Immunogenität von Tumorzellen 

sowie eine daraus resultierende direkte Aktivierung von Immunzellen im Kontext einer 

Antitumor-Immunantwort wurden nach einer Behandlung mit Jet-Plasmen bislang nicht 

untersucht. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Kaltplasma-Behandlung von Hautkrebszellen und 

eines Modellantigens unter Berücksichtigung einer Antitumor-Immunantwort durch 

natürliche Killerzellen des innaten Immunsystems sowie adaptive Immunzellen in vitro 

und in vivo untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Kaltplasma 

zu einer erhöhten Tumortoxizität führt und das Repertoire der Oberflächenmoleküle auf 

Tumorzellen verändert. In vivo wurde eine vermehrte Infiltration von Immunzellen in das 

Tumormikromilieu beobachtet, welche mit einer erhöhten Aktivierung von Lymphozyten 

und Konzentrationen immunstimulatorischer Zytokine einherging. Durch die zeitgleich 

reduzierten Tumorgrößen, ist eine durch Immunzellen vermittelte Tumortoxizität als 

Erklärung naheliegend. In zwei Vakzinierungsstudien konnte die Immunogenität von 

Plasma-behandelter Tumorzellen und einem Tumorassoziierten Modellantigen bestätigt 

werden. 
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Glossar 
Alle für diese Doktorarbeit relevanten Termini sind wie folgt definiert: 

A375 A375 ist eine humane Zelllinie des malignen Melanoms. 

A431 A431 ist eine humane Zelllinie des Plattenepithelkarzinoms. 

B16F10 B16F10 ist eine murine Zelllinie des stark metastasierenden 

Melanoms. 

B16F10-Ova B16F10-Ova ist eine murine, transgene Zelllinie des stark 

metastasierenden Melanoms, welches Ovalbumin exprimiert. 

Adaptive 

Immunantwort 

Während der adaptiven Immunantwort erkennen Antigen-

spezifische T-Zellen ihr entsprechendes Antigen auf der 

Zelloberfläche und können weitere Immunzellen rekrutieren und 

Tumorzellen eliminieren. 

Adjuvans Adjuvanzien sind nicht-biologische Hilfsstoffe (z.B. Lösungen mit 

Aluminiumverbindungen, Emulsionen) um die Wirkung einer 

Substanz zu verstärken und/oder eine Immunantwort zu 

unterstützen. 

Antigen Ein Antigen ist eine Substanz (z.B. Protein oder Peptid), welches 

extrazellulär vorliegt oder auf der Zelloberfläche (auch Epitop 

genannt) präsentiert wird. 

Antigenität Die Antigenität beschreibt die Fähigkeit einer Substanz mit einem 

Antikörper oder durch die Bindung an MHC mit einem T-Zell-

Rezeptor zu interagieren. 

Antigen-

präsentierende 

Zelle 

Antigen-präsentierende Zellen nehmen extrazelluläre Antigene auf, 

spalten sie enzymatisch zu kleineren Peptiden und präsentieren sie 

an der Zelloberfläche. 

CD4+ T-Zellen CD4+ T-Helferzellen interagieren über spezifischer Rezeptoren (TCR) 

mit Antigenen, welche auf Antigen-präsentierenden Zellen 

präsentiert werden, um weitere Immunzellen zu rekrutieren. 

CD8+ T-Zellen CD8+ T-Zellen erkennen mit Hilfe ihres TCR Antigene auf der 

Zelloberfläche und können zytotoxische Moleküle sezernieren, um 

körperfremde Zellen wie z.B. Tumorzellen zu eliminieren. 
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Gedächtniszellen 

(memory cells) 

Gedächtniszellen besitzen spezifische Rezeptoren die gegen ein 

Antigen gerichtet sind und können bei einer wiederholten Infektion 

sofort eine Immunantwort auslösen. 

HaCat HaCat sind humane, nicht-maligne Zelllinie (immortale 

Kerationzyten). 

Immunogenität Die Immunogenität beschreibt die Fähigkeit einer Zelle oder eines 

Proteins eine Immunzellantwort zu induzieren. 

MHC-Komplex Die an den major histocompatibility complex (MHC) gebundenen 

Antigene (pMHC), auch Epitop genannt, ermöglichen eine 

Interaktion mit TCR tragenden T-Zellen. 

Natürliche 

Killerzellen (NK-

Zellen) 

NK-Zellen sind Teil des angeborenen Immunsystems (innat), können 

Tumorzellen eliminieren und weitere Immunzellen rekrutieren. 

OT-II Transgener Mausstamm, dessen Mäuse CD4+ T-Zellen mit einem 

spezifischen TCR für Ovalbumin besitzen und durch die Interaktion 

mit Ova323-339 Epitope beladenen MHC-II aktiviert werden. 

Plasma Als (physikalisches) „Plasma“ wird ein energetisches, ionisiertes Gas 

bezeichnet, das unter anderem durch eine hohe Produktion reaktiver 

Spezies gekennzeichnet ist. Im Kontext dieser Arbeit werden primär 

molekulare Plasmen einer Ionentemperatur nahe oder bei 

Raumtemperatur (physikalische Kaltplasmen) behandelt. 

RONS  Reaktive Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (RNS) umfassen eine 

Vielzahl kurz- und langlebiger Moleküle wie Wasserstoffperoxid 

(H2O2), Hydroxyl-Radikal (HO•), Superoxid Anion (O2
-•), Hypochlorid 

(OCl-), Peroxynitrit (ONOO-), und Stickstoffmonoxid (NO). RNS 

enthalten reaktiven Sauerstoff und werden daher in aufgeführten 

Publikationen unter dem Begriff ROS subsumiert. 

Tumorantigen Tumorantigene sind spezifische oder assoziierte Antigene und dienen 

als Zielstruktur zur Unterscheidung von Krebszellen und normalen 

Zellen. 
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1. Einleitung 
 

1.1. Hautkrebs und Therapieoptionen 

Nach dem Basalkarzinom ist das Plattenepithelkarzinom (Spinaliom) der 

zweithäufigste bösartige Hauttumor, da Metastasen zu einer hohen Mortalitätsrate 

führen [1]. Das Spinaliom entwickelt sich häufig aus der Krebsvorstufe der aktinischen 

Keratose und entsteht vorrangig in Hautarealen mit starker UV-Exposition wie dem 

Gesicht, den Händen, Schultern, Armen sowie im Übergangsbereich von der Haut zur 

Schleimhaut. Weitere prädisponierende Faktoren sind Gifte wie Teer, Arsen, Ruß und 

chronischer Alkohol- oder Tabakkonsum. Neben dem Plattenepithelkarzinom ist ein 

weiterer bösartiger Hauttumor das maligne Melanom, welches von Melanozyten 

ausgeht. Dieser bereits frühzeitig metastasierende Tumor betrifft vor allem hellhäutige 

Menschen und korreliert mit schweren Sonnenbränden vor dem 20. Lebensjahr, sowie 

mit angeborenen oder erworbenen Dysplasien der Haut (Nävi). Melanome entstehen zu 

30% aus Nävuszellnävi, die restlichen aus normaler Haut. 

Während das Plattenepithelkarzinom nur selten Fernmetastasen bildet, ist das 

Metastasierungsrisiko beim malignen Melanom sehr hoch. Dennoch ist eine hohe 

Überlebensrate von etwa 80% beim Melanom vor allem durch die medizinische 

Früherkennung und weniger durch erfolgreiche Therapieoptionen begründet. Bei 

fortgeschrittenem Krankheitsverlauf zeigen nur wenige Therapien Erfolg (non-

responder) [2]. Zudem sind die häufig lokal angewandten Therapien, wie Exzision, bei 

Metastasen wirkungslos. In diesen Fällen ist eine Kombinationstherapie erforderlich, z.B. 

durch die zusätzliche Behandlung mit systemisch-wirkenden Agenzien. 

Therapieoptionen neben der operativen Resektion sind beim fortgeschrittenen 

Plattenepithelkarzinom und malignen Melanom die Chemotherapie und Bestrahlung. 

Sie haben jedoch starke Nebenwirkungen und verbessern die Prognose nur marginal [3, 

4]. Bei dem malignen Melanom werden aufgrund einer häufig auftretenden Mutation 

und Fehlfunktion der Serin–Threonin-Proteinkinase Therapien mit 

Proteinkinaseinhibitoren angewendet. Diese Therapien zeigen jedoch nur eine bedingte 

Tumorremission, gehen häufig mit Nebenwirkungen einher und haben meist keinen 

Effekt auf Metastasen [5, 6]. Eine weitere Therapieoption ist die Gabe von körpereigenen 
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Botenstoffen, wie z.B. mit Interferon Alpha. Die Behandlung zeigte in geringer 

Konzentration keinerlei Effekte auf Tumorzellen [7] und eine Gabe mit erhöhter 

Konzentration Tumortoxisch wirkte, führte diese Therapie zu einem vermehrten 

Auftreten von Autoimmunerkrankungen [8-10]. 

Ein vielversprechender Therapieansatz ist die Stimulation der körpereigenen 

Immunantwort. Bereits 1950 beschrieb Frank Macfarlane Burnet die Idee der 

immunologischen Tumorüberwachung (tumor surveillance), bei der Immunzellen den 

Organismus überwachen, um entartete Zellen zu töten oder ihr Wachstum zu begrenzen. 

Zu den immunologisch wirkenden Therapieoptionen gehören z.B. monoklonale 

Antikörper, die an Oberflächenmoleküle auf Immunzellen oder Tumorzellen binden. 

Tumorzellen haben verschiedene Mechanismen entwickelt um sich der Erkennung von 

Immunzellen zu entziehen. Zu diesen Mechanismen zählt die Veränderung der 

Oberflächenmarker und die immunsuppressive Eigenschaft des Tumormikromilieus. Das 

Versagen des Immunsystems bösartige Zellen zu erkennen und zu eliminieren, spielt eine 

wichtige Rolle bei der Pathogenese von Krebs. Daher ist das Ziel einer Immuntherapie 

die Intensivierung der Immunzellaktivität des Wirts, um eine erfolgreiche Antitumor-

Wirkung zu erzielen. 2018 wurde der Medizin-Nobelpreis für die Forschung an 

Checkpoint-Inhibitoren an James P. Allison (USA) und Tasuku Honjo (Japan) verliehen. 

Diese Inhibitoren binden Rezeptoren an der Zelloberfläche von Immunzellen (z.B. PD-1 

und CTLA 4) oder Liganden von Tumorzellen (z.B. PD-L1) um die Toleranz von 

anergischen, supprimierten Lymphozyten zu durchbrechen. Durch die Blockade der 

inhibitorisch-wirkenden Moleküle wird eine Rezeptor-Ligand Interaktion verhindert. 

Nachfolgend wird die Aktivität von Lymphozyten gefördert, wodurch zytotoxisch 

wirkende Moleküle sekretiert werden, um Tumorzellen zu töten. Trotz des 

vielversprechendes Ansatzes gibt es non-responder, da nicht alle Tumorzellen die 

entsprechenden Liganden auf der Zelloberfläche präsentieren [11, 12].  

Neben den Checkpoint-inhibitoren ist die therapeutische Vakzinierung eine 

weitere immunologische Behandlungsoption. Als Vakzin werden Tumor-spezifische 

Moleküle, Antigene, oder Antigen-codierende Gensequenzen (mRNA) verabreicht, 

damit Antigen-spezifische T-Zellen ausdifferenzieren und den Tumor spezifisch 

bekämpfen. Antigene sind Aminosäuresequenzen aus intrazellulär abgebauten 

Proteinen, welche für T-Zellen auf der Zelloberfläche präsentiert werden. In Tumorzellen 
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können aufgrund von Mutationen und Fehlfunktionen tumorspezifische Antigene (TA) 

entstehen, die sich gänzlich von Antigenen auf gesunden Zellen unterscheiden [13]. Im 

Melanom wurden bereits in den 1990er Jahren verschiedene TA identifiziert (z.B. MAGE, 

TRP2, PMEL, MART), welche adaptive, Antigen-spezifische T-Zellen stimulieren [14, 15].  

Tumorspezifische Proteine können aufgrund verschiedener fehlregulierter Prozesse 

entstehen, die eine Tumorzelle von einer gesunden Zelle unterscheidet, und eine 

Gruppierung ermöglicht. Dazu zählen TA z.B. aus unnatürlich stark exprimierten 

Proteinen, oder jene die einem bestimmten Expressionmuster eines anderen Zelltyps 

zugeordnet sind (Differenzierungsantigen). Außerdem kann eine onkogene 

Virusinfektion (Onkovirale Antigene), Mutationenen (Neoantigene), oder epigenetische 

Dysregulation (Keimbahnantigene) spezifische Proteine hervorrufen. Durch ihre hohe 

Spezifität gilt die Vakzinierung mit TA als personalisierte Therapieoption und einige 

Studien belegen bereits die erfolgreiche Anwendung [16-18]. Ähnlich zu der 

therapeutischen Immunisierung, kann eine präventive Vakzinierung ebenfalls eine 

adaptive Immunantwort initialisieren. Solche Immunisierungen werden durch die 

Vakzinierung von Antigenen induziert und z.B. bei Virus-assoziierten Tumoren, zur 

Prävention des Gebärmutterhalskrebses, bereits angewendet. 

Einen immunologischen Effekt zur Stärkung der eigenen Immunantwort zeigt auch 

die photodynamische Therapie (PDT) [19, 20]. Durch die Gabe von 

Photosensibilisatoren, welche bei einer Wellenlänge zwischen 630 und 635nm lokal 

angeregt werden, wird oxidativer Stress in Tumorzellen hervorgerufen und eine 

Entzündungsreaktion ausgelöst. Mechanistisch erfolgt dies über die Generierung von 

reaktiven Spezies durch den im Gewebe angereicherten Sauerstoff. Daher ist eine 

sauerstoffreiche Tumorumgebung erforderlich, was jedoch durch das überwiegend 

hypoxisch vorliegende Tumormikromilieu häufig nicht gegeben ist [21, 22]. In einem 

optimierten System oder mit Hilfe einer kombinatorischen Therapie könnte ein erhöhter 

Sauerstoffgehalt erzielt werden, wodurch die PDT in Tumorzellen zu einem durch 

oxidativen Stress vermittelten Zelltod führt. Da während des Zelluntergangs der 

Tumorzelle immunzellstimulierende Moleküle sekretiert und an der Zelloberfläche 

präsentiert werden, fördert PDT eine Immunantwort. Ähnlich zur PDT, induziert die 

Behandlung mit physikalischem Kaltplasma einen oxidativen Stress in Tumorzellen. Dies 

geschieht durch die Bildung von kurzlebigen und langlebigen reaktiven Sauerstoff- und 
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Stickstoffspezies (RONS). Für den klinischen Einsatz sind seit 2013 vier Geräte zertifiziert: 

kINPen MED (Neoplas Tools GmbH, Deutschland), SteriPlas (ADTEC, UK), PlasmaDerm 

(CINOGY GmbH, Deutschland) und Plasma Care (terraplasma medical GmbH, 

Deutschland) [23]. Eine lokale Anwendung von Kaltplasma zeigt in vitro und in vivo eine 

erhöhte Tumortoxizität und ein reduziertes Tumorwachstum des malignen Melanoms 

[24-26] und des Plattenepithelkarzinoms [27, 28]. Zudem wurde in einer erst kürzlich 

veröffentlichten Studie eine systemische Tumorreduktion nach einer lokalen Tumor-

Behandlung mit Kaltplasma, eine sogenannte abskopale Wirkung, gezeigt [29, 30]. Eine 

hierfür erforderliche Aktivität von Immunzellen verdeutlicht die verschiedenen 

Wirkparameter des Multi-Komponenten Systems. Nachdem das Plasma auf das Gewebe 

trifft, sorgen kurzlebige Spezies für primär biochemische Prozesse, wie zum Beispiel 

Veränderungen an Biomolekülen und Modifikationen an Strukturen. Nachfolgend 

sorgen körpereigene Signale der regulären Zellbiologie für sekundäre biologische 

Prozesse. Dazu zählen abhängig vom Zelltyp u.a. Redox-Stress, Zelltod, Aktivierung, 

Veränderung von Oberflächenmarkern und Ausschüttung von Chemokinen und 

Zytokinen [31-35]. Diese wiederum führen zu einer Veränderung der Interaktion 

zwischen Tumorzelle und Immunzelle, sowie einer Veränderung des 

Tumormikromilieus, welches die körpereigene Immunabwehr fördert. 

1.2. Kaltplasma generierte RONS als Therapie 

Als „Plasma“ wird ein energetisch angereichertes quasi-neutrales Gas 

bezeichnet. Durch die zugeführte Energie werden Elektronen aus der Elektronenhülle 

von Atomen oder Molekülen entfernt, sodass ein Gebilde (altgriechisch πλάσμα plásma) 

aus leichten Molekülen, Atomen, Radikalen, Ionen und ungebundenen Elektronen 

entsteht. Plasma wird auch als vierter Aggregatzustand beschrieben, wenn nach dem 

Übergang von flüssig zu fest, zu gasförmig weitere Energie zugegeben wird (Abb.1A). 

Beispiele für verschiedene Arten von Plasma sind im Zusammenhang mit 

astrophysikalischen und atmosphärischen Erscheinungen (Sterne, Blitze, Polarlichtern) 

oder auch mit industriellen Prozessen (Plasmaschweißen) zu finden. Solche Plasmen 

sind durch ein thermisches Gleichgewicht mit hoher Wärmeerzeugung charakterisiert, 

sodass Elektronen und Ionen dieselbe Temperatur aufweisen. Für die Ionisierung eines 

Gases ist es möglich, Plasmen im Bereich der Raumtemperatur zu erzeugen. Dazu erfolgt
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beispielsweise eine Stoßionisation durch eine Elektronenbeschleunigung in einem 

elektrischen Feld [36]. Bei nieder-energetischen „nicht-thermischen Plasmen“, auch 

Kaltplasmen genannt, besitzen Elektronen eine viel höhere Temperatur als die Ionen. 

Zudem liegt die Ionen- bzw. Neutralteilchentemperatur nahe oder bei Raumtemperatur 

(Abb. 1B). Daher ermöglicht die Nutzung von Kaltplasma eine Behandlung von 

temperaturempfindlichen Oberflächen und findet, neben anderen 

Anwendungsbereichen, Verwendung als medizinische Technologie [37]. Im 

medizinischen Bereich ist besonders die Eigenschaft der RONS-Produktion 

hervorzuheben, welche in der Gasphase sowie durch die Interaktion mit Oberflächen 

und Flüssigkeiten entstehen [38-42] (Abb. 1C). „RONS“ bezeichnet eine heterogene 

Gruppe von Molekülen und Verbindungen wie z.B. Wasserstoffperoxid (H2O2), das 

Hydroxyl-Radikal (OH•), das Superoxid Anion (O2
-•) und Hypochlorid (OCl-). Da die 

meisten reaktiven Stickstoffspezies ebenfalls reaktiven Sauerstoff enthalten, werden 

diese in den aufgeführten Publikationen unter dem Begriff ROS subsumiert (Siehe 

Kapitel 6). 

 

 

Abbildung 1: Kaltplasma generiert reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies. (A) Durch die sukzessive 
Energiezufuhr kann ein Aggregatzustand von fest, zu flüssig, zu gasförmig, zu Plasma wechseln. (B) 
Verhältnis zwischen Neutralteilchentemperatur und Teilchendichte mit Beispielen von natürlich 
auftretenden Plasmen und dem Kaltplasmajet (kINPen). (C) Das im kINPen gezündete Plasma trifft als 
Effluent auf eine Flüssigkeit. Neben geladenen Teilchen werden reaktive Spezies gebildet, welche mit 
Oberflächen und Flüssigkeiten reagieren. 

 

Die Zusammensetzung der entstehenden RONS in der Gas- und Flüssigphase 

kann durch eine Modulation der Plasmaerzeugung beeinflusst werden [43]. Zu den 

Simulationsparametern gehören beispielsweise das elektrische Feld und dessen 

Frequenz sowie Amplitude. Zudem kann die Verwendung verschiedener Einzelgase, 

Gasgemische, sowie Änderungen der Distanz, Durchflussrate und Behandlungsdauer zu 
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qualitativen und quantitativen Veränderungen der RONS-Zusammensetzung führen. 

Dieses variable Multi-Komponenten-System macht die Verwendung von Kaltplasma in 

der Medizin einzigartig und schafft Synergien zu biologischen Abläufen wie nachfolgend 

erläutert. 

In biologischen Systemen sind exogene und endogene reaktive Spezies von 

großer Relevanz, da sie molekulare Prozesse regulieren und abhängig vom ihrer 

Konzentration zu Eustress oder Distress führen [44].  Geringere Konzentrationen fördern 

verschiedene zelluläre Abläufe, wie Proliferation, Migration oder Angiogenese. Eine 

erhöhte RONS Konzentration hingegen löst eine zunächst harmlose Stressantwort aus, 

die mit zunehmender Konzentration oxidativen Stress auslöst. Letzteres ist durch 

Zellschädigung und Zelltod gekennzeichnet. Mit Hilfe von extrazellulären RONS, z.B. 

durch eine Behandlung mit Kaltplasma, kann das natürliche Gleichgewicht verändert 

werden, wodurch unterschiedliche Wirkungen erzielt werden [45]. Abhängig von der 

generierten RONS Konzentration kann Kaltplasma eine Gewebestimulierende Wirkung 

in der Wundheilung oder eine toxische Wirkung bei der Behandlung von Krebs erzielen 

[46, 47].  

In chronischen Wunden mit Läsionen bleibt eine Wundheilung häufig aus. 

Obwohl die zellulären und molekularen Mechanismen einer ausbleibenden 

Gewebereparatur und Heilung noch wenig verstanden sind, liegen schlecht regulierte 

Reparaturmechanismen, Entzündung, Angiogenese, Matrixablagerung und 

Zellrekrutierung, sowie mikrobielle Kontaminationen der Pathologie zugrunde [48]. Ein 

wichtiger sekundärer Botenstoff während der Wundheilung ist Sauerstoff [49]. 

Sauerstoff dient als Substrat für die Adenosintriphosphat Produktion, welches während 

der Gewebeerneuerung als Energiequelle benötigt wird. Die durch Kaltplasma 

generierten RONS dienen als Radikalderivat für Sauerstoff, um die 

Wundheilungsprozesse zu fördern. Außerdem hat Plasma eine toxische Wirkung auf 

Bakterien, welche chronische Wunden häufig besiedeln. Diese Effekte wurden in 

zahlreichen Studien der Vergangenheit untersucht und kürzlich von Bekeschus et al. 

Zusammengefasst [50]. Neben der desinfizierenden Wirkung zeigte eine Behandlung mit 

Kaltplasma positive Effekte auf die Wundheilung und auf Läsionen [51-55]. Eine 

Plasmaexposition führt zu einer Zellvermehrung in Keratinozyten und Fibroblasten [56, 

57] und fördert die Migration und Ausbreitung von Hautzellen durch die Veränderung
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der Integrin-abhängigen Zell-Adhäsion [58]. Generell beschleunigt Kaltplasma den 

Wundverschluss [59], wirkt antimikrobiell [60] und fördert Entzündungen sowie die 

Rekrutierung von Immunzellen [61]. 

Während der Behandlung von chronischen Wunden spielt der Aspekt der 

bakteriellen Kontamination eine wichtige Rolle, da sie eine Entzündungseaktion und 

Immunantwort erschwert. Besonders bei Entzündungsreaktionen ist die natürliche 

Bildung von RONS ein wesentlicher Bestandteil [62, 63], da sie für den Redox-basierten 

Energie- und Signaltransport wichtig sind [64, 65]. Während dieser Immunreaktion sind 

einige Immunzellen wie Neutrophile Granulozyten und Makrophagen in der Lage, durch 

enzymatisch katalysierte Prozesse reaktive Spezies zu bilden [66]. Diese RONS lösen 

nicht nur in Bakterien, sondern auch in infizierten und atypischen Körperzellen einen 

oxidativen Stress aus, wodurch spezielle Moleküle auf der Zelloberfläche präsentiert 

werden. Immunzellen erkennen die präsentierten Moleküle als Damage associated 

pattern (DAMP), werden aktiviert und tragen zur Rekrutierung weiterer Immunzellen 

bei [67, 68], um eine adaptive Immunantwort zu induzieren. Da DAMPs auf Immunzellen 

stimulierend wirken, wird dieser Zelluntergang auch als immunogener Zelltod 

(immunogenic cell death, ICD) bezeichnet [69]. Die durch Neutrophile Granulozyten und 

Makrophagen sezernierten RONS können nicht nur oxidativen Stress in Tumorzellen 

auslösen, sondern dienen auch als Signalmoleküle zur Rekrutierung weiterer 

Immunzellen. Die Behandlung mit Kaltplasma kann eine Entzündungsreaktion fördern, 

die natürliche Produktion von RONS unterstützen und eine Immunreaktion durch 

Redox-Stress stimulieren. Letzteres konnte nicht nur während der Wundbehandlung 

gezeigt werden, sondern wird auch bei der Behandlung von Tumoren vermutet. In vitro 

Studien bestätigen, dass eine Behandlung mit Kaltplasma zu der Präsentation 

verschiedener DAMPs an der Zelloberfläche führt [70, 71]. Daher ist ein durch Kaltplasma 

induzierter ICD und nachfolgend vermittelte Immunantwort naheliegend. 

 

1.3. Die innate und adaptive Antitumor Immunantwort 

Um den Körper vor Pathogenen und anderen körperfremden Strukturen zu 

schützen, besitzen höhere Lebewesen neben dem innaten (angeborenen) ein adaptives 

(erworbenes) Immunsystem. Zu dem angeborenen Immunsystem gehören natürliche 

Barrieren (Haut- und Schleimhäute), welche das Eindringen von Pathogenen 
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erschweren, sowie Zellen zur „Frontlinien“-Verteidigung, um Fremdstoffe und 

Pathogene zu beseitigen und ihre Ausbreitung zu verhindern. Diese schnelle, jedoch 

unspezifische Reaktion geht mit einer Entzündungsreaktion einher und induziert durch 

die Rekrutierung von weiteren Immunzellen eine adaptive Immunantwort [72, 73]. 

Eine Entzündungsreaktion ist die erste Reaktion für die Induktion einer 

Immunantwort. Sie ist in erster Hinsicht durch die Entstehung von Wärme, Schmerz, 

Rötung, Schwellung und funktionelle Beeinträchtigung charakterisiert. Während des 

Entzündungsgeschehens infiltrieren unter anderem natürliche Killerzellen (NK-Zellen), 

Monozyten, Granulozyten, Mastzellen, Makrophagen und dendritische Zellen (DCs) das 

geschädigte Gewebe. NK-Zellen attackieren und töten geschädigte, infizierte Zellen, aber 

auch Tumorzellen, indem sie ein bestimmtes Expressionsmuster von 

Oberflächenmolekülen erkennen [74]. Zu diesen Expressionsmustern zählt z.B. eine 

verstärkte Expression von inhibitorischen Markern, oder eine reduzierte Präsentation 

von stimulierenden Rezeptoren [75, 76]. Außerdem erkennen sie Zellen, denen diese 

Moleküle gänzlich fehlen. Nachdem eine Tumorzelle getötet wurde, nehmen 

Makrophagen, Granulozyten und DCs die verbliebenen Proteine über verschiedene 

Mechanismen auf. Während der Phagozytose werden Proteine in einem Phagosom 

aufgenommen, welches mit dem Lysosom zum Phagolysosom verschmilzt. Die 

aufgenommenen Proteine werden enzymatisch verdaut, sodass Peptide entstehen, 

welche im endoplasmatischen Retikulum an ungebundenen Major histocompatibility 

complex (MHC)-Moleküle der Klasse I (cross-presentation) oder der Klasse II gebunden 

werden. Die mit Peptid beladenen MHC-Moleküle (pMHC) werden in Vesikeln zur 

Zellmembran transportiert, um von dort die Antigene mittels MHC-I für CD8+ T-Zellen 

oder mittels MHC-II für CD4+ T-Zellen zu präsentieren. Neben der phagolysosomalen 

Aufnahme ins Zellinnere, können extrazelluläre Proteine auch mittels Pinozytose oder 

Makropinozytose aufgenommen, im Makropinosom verdaut und an der Zelloberfläche 

präsentiert werden. Nach der MHC-Beladung migrieren die professionellen 

Antigen-präsentierenden Zellen (APC) zum lymphatischen Gewebe, um eine T-Zell 

Aktivierung zu ermöglichen. APCs sind durch die Präsentation von Antigenen wichtig für 

die Induktion der adaptiven Immunantwort. Antigene entstehen jedoch nicht nur aus 

verdauten, extrazellulären Proteinen, sondern auch durch den Abbau von intrazellulären 

Proteinen im Proteasom und werden ebenfalls mittels MHC-I präsentiert. Im Vergleich 
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zu den extrazellulär aufgenommenen Proteinen, handelt es sich hierbei um Peptide von 

„körpereigenen“ Proteinen und werden auf allen kernhaltigen Zellen mittels MHC-I 

präsentiert. Da auch Tumorzellen Antigene präsentieren, ist es die Aufgabe von Antigen-

spezifischen Lymphozyten die präsentierten Antigene zu erkennen, zu unterscheiden 

und zu reagieren. 

Die adaptive Immunantwort wird durch Antigen-spezifische Lymphozyten 

vermittelt, welche einen spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) bzw. B-Zell-Rezeptor (BCR) 

besitzen. Man unterscheidet auch zwischen der humoralen Immunantwort, welche sich 

durch Antikörper sezernierende Plasmazellen auszeichnet (in den hier vorliegenden 

Arbeiten nicht weiter untersucht) und der zellulären Immunantwort, welche durch 

direkten Zell-Zellkontakt ausgelöst wird. Zu den Antigen-spezifischen T-Zellen gehören 

CD8+ T-Zellen, welche auch als Effektor-Zellen oder zytotoxischen T-Zellen (CTL) 

bezeichnet werden, sowie die CD4+ Helferzellen. Diese T-Zellen reifen im Thymus heran 

(priming) und werden dort selektiert um einen Angriff auf körpereigene Strukturen zu 

vermeiden [77]. Dann migrieren sie zu lymphatischen Geweben und patrouillieren, bis 

sie auf eine Zelle treffen, die ein Antigen präsentiert. Naive CD4+ T-Zellen werden in 

peripheren Lymphorganen durch eine Interaktion zwischen TCR und pMHC-II auf APCs 

aktiviert, woraufhin sie proliferieren und zu Subpopulationen differenzieren. Eine 

Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen erfolgt durch eine CD4+ vermittelte Rekrutierung, 

eine Interaktion mit APCs, oder eigenständig durch die Interaktion zwischen TCR und 

MHC-I auf Tumorzellen. Sobald eine Antigen-spezifische CD8+ T-Zelle ein TA auf der 

Zelloberfläche erkennt, wird sie aktiviert, um die transformierte Zelle mittels 

zytotoxischer Enzyme (z.B. Granzym B) zu töten. Im Vergleich zu CD8+ T-Zellen 

differenzieren CD4+ Helferzellen nach ihrer Aktivierung zu verschiedenen Subtypen, um 

unter anderem eine zelluläre (CD8+ Rekrutierung) oder humorale (B-Zell Rekrutierung) 

Immunantwort hervorzurufen. Abhängig von ihrem Subtyp haben verschiedene 

Aufgaben; sie können zu einer Aktivierung (als TH1 oder TH17 Zelle) oder Hemmung 

(regulatorische T-Zellen, Treg) der zellulären Immunantwort beitragen. 

Sobald eine Immunreaktion eingeleitet wird, können Antigen-spezifische T-Zellen 

differenzieren und die Tumorzelle spezifisch töten. Dieses Zusammenspiel der innaten 

und adaptiven Immunzellen im Kontext der Immunabwehr gegen Tumorzellen wird auch 

als Tumorimmunitätszyklus bezeichnet [78] (Abb. 2). 
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Abbildung 2: Tumorimmunitätszyklus. Die Antitumor-Immunantwort wird durch innate Zellen eingeleitet, 
um adaptive Immunzellen zu rekrutieren und Tumorzellen zu eliminieren. Natürliche Killerzellen erkennen 
atypische Zellen mittels einer Rezeptor-Ligand Interaktion und töten solche Tumorzellen. Die durch den 
Zelltod sekretierten Proteine werden durch dendritische Zellen aufgenommen, degradiert und als Peptide 
an der Zelloberfläche präsentiert. Eine solche Antigen-präsentierende Zelle interagiert mit CD8+ oder 
CD4+-Zellen, um eine Antigen-spezifische CD8+ T-Zellantwort einzuleiten. Diese infiltrieren das 
Tumormikromilieu, interagieren mit Tumorzellen und sezernieren zytotoxische Enzyme. 

1.4. Kaltplasma zur Unterstützung der Antitumor-Immunantwort  

Vereinzelt vorliegende entartete Zellen können durch Immunzellen meist erfolgreich 

identifiziert und eliminiert werden, sodass ein Tumor bei immunkompetenten 

Menschen seltener wächst, als bei immunsupprimierten Patienten. Dennoch entwickeln 

Tumorzellen aufgrund ihrer hohen Mutationsrate und einer Selektivität unterschiedliche 

Mechanismen, um einer Immunantwort zu entkommen (Immune escape). Zu diesen 

Mechanismen gehören die Präsentation von Rezeptoren und die Sekretion von 

Molekülen mit immunsuppressiven Funktionen, sowie eine reduzierte Expression von 

MHC-I [79, 80]. Durch ihre reduzierte Antigenität und/oder Immunogenität haben sie 

einen Wachstumsvorteil, da sie der zytotoxischen T-Zell Antwort entgehen. Sobald sich 

ein Tumorgewebe bildet, schaffen einige Tumore eine Mikroumgebung, die die 

Produktivität einer Antitumor-Immunantwort zusätzlich beeinflusst. 
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Der hypothetische Effekt von Kaltplasma auf die Immunogenität von Tumorzellen und 

auf Immunzellen im Tumormikromilieu wurde bereits in einigen Übersichtsarbeiten 

zusammengefasst [81-83], jedoch nur geringfügig wissenschaftlich belegt. Eine 

Behandlung mit Kaltplasma zeigte, ähnlich zu einer PDT-Behandlung [84], in 

verschiedenen Krebszelllinien eine Erhöhung von ICD-Markern und MHC-I [85-87], sowie 

einer Reduktion von PDL-1 [88]. Neben Veränderungen des Rezeptorrepertoires, 

induziert Kaltplasma auch Redox-Stress welcher zum Zelltod führt [89, 90]. 

Der Effekt von innaten Immunzellen auf Plasma-behandelte Zellen wurde 

hauptsächlich in vitro mit ko-kultivierten DCs oder Makrophagen gezeigt. Zum Beispiel 

sezernieren DCs und Makrophagen vermehrt entzündungsfördernde Zytokine wie IFNγ 

und TNFα, wenn sie mit behandelten Pankreas Tumorzellen ko-kultiviert werden [91, 

92]. Zudem wirkt eine Behandlung mit Plasma durch ein RONS angereichertes 

Mikromilieu stimulierend auf DCs und Makrophagen [93-96]. Die Anreicherung an 

extrazellulären RONS kann dazu beitragen, dass die durch ICD freigesetzten Antigene 

oxidativ modifiziert werden, wodurch ihre Immunogenität erhöht werden kann. RONS-

modifizierte Proteine führen in APCs zu einer veränderten Antigen-Prozessierung und zu 

einer verstärkten Aktivierung von Immunzellen [97-99]. Die daraus resultierenden 

oxidierten Epitope können eine veränderte Immunogenität aufweisen, wodurch 

Antigen-spezifische T-Zellen aktiviert oder inhibiert werden. Einige durch RONS 

induzierte Modifikationen, wie eine Oxidation, können außerdem zu der Entstehung 

einiger Krankheiten beitragen und wurden kürzlich zusammengefasst [100]. Außerdem 

können durch oxidativ modifizierte Antigene neue Erkennungssequenzen für T-Zellen 

entstehen, wodurch eine Erweiterung des T-Zell Pools möglich ist. 

Das adaptive Immunsystem beinhaltet einen großen Pool verschiedener Antigen-

spezifischer T-Zellen. Dennoch ist die Aktivierung einer einzelnen T-Zelle nicht 

ausreichend, um eine Immunantwort zu induzieren, sodass eine minimale Anzahl an 

Zellen vorliegen muss (Threshold) [101-103]. Antigen-spezifische T-Zellen erkennen ihr 

spezifisches Antigen durch die Interaktion zwischen TCR und beladenem MHC-Komplex. 

Abhängig von der Bindungsstärke wird eine Aktivierung induziert. Die Bindung kann 

durch Modifikationen, wie z.B. einen Aminosäureaustausch oder posttranslationelle 

Modifikationen (PTM) auf Aminosäure- oder Strukturebene, am Peptid verhindert oder 

verändert werden [104, 105]. Durch eine lokale Behandlung von Tumoren mit  
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Kaltplasma können reaktive Spezies oxidative Modifikationen an Antigenen von 

Tumorzellen induzieren, um sie als „körperfremd“ zu markieren. Diese können zu einer 

verstärkten T-Zellantwort führen. Zusätzlich bewirkt das Plasma-behandelte 

Mikromilieu, ähnlich zu einer RONS-angereicherte inflammatorischen Umgebung, eine 

Stimulation von APCs. Dies löst eine verbesserte Antigen-Prozessierung und verstärkte 

T-Zellaktivierung vermuten.
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1.5. Ziele der Arbeit 

Seit einigen Jahren wird physikalisches Kaltplasma erfolgreich in der Klinik zur 

Behandlung von Wunden und infektiös-ulzerierenden Tumoren eingesetzt. Aus 

zahlreichen in vitro und ex vivo Studien geht hervor, dass die Behandlung nicht nur eine 

toxische und direkte tumorreduzierende Wirkung hat, sondern auch eine 

immunologische Komponente besitzt. Trotz jahrelanger anwendungsorientierter 

Forschung wurden die Funktionen von innaten und adaptiven Immunzellen in einem 

Kaltplasma-behandelten Tumormikromilieu wenig untersucht. In dieser Doktorarbeit 

werden in vier wissenschaftlichen Arbeiten die folgenden Ziele verfolgt: 

 

1. Nachweis einer zytotoxischen Aktivität von NK-Zellen auf Plasma-behandelte 

Tumorzellen, um den Effekt von angeborenen Immunzellen im Tumormikromilieu 

als erste Immunantwort zu untersuchen (Kapitel 2.1 und 6.1); 

 

2. Analyse einer immunologischen Komponente der Plasma-Behandlung in vivo 

durch eine verstärkte Rekrutierung und Aktivierung von CD4+, CD8+ und APCs im 

Tumormikromillieu (Kapitel 2.2 und 6.2); 

 

3. Ex vivo und in vivo Untersuchung der Immunogenität von Plasma-modifizierten 

Antigenen unter der Verwendung des Ovalbumin-Modellsystems (Kapitel 2.3 und 

6.3); 

 

4. Erläuterung der Verwendung von Kaltplasma zur Modifizierung und Optimierung 

von Tumor-Vakzinen (Kapitel 2.4 und 6.4). 
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2. Zusammenfassung und Diskussion 
 

2.1. Kaltplasma-behandelte Tumorzellen stimulieren innate Lymphozyten  

Hautkrebszellen und andere Tumore sind in der Lage, körpereigene 

Abwehrmechanismen zu umgehen und eine immunsupprimierende Umgebung zu 

schaffen. Dadurch können sie, trotz starker phänotypischer Unterschiede zu nicht-

malignen Zellen, die Wahrscheinlichkeit reduzieren, von Immunzellen erkannt und 

eliminiert zu werden. NK-Zellen beispielsweise migrieren als Lymphozyten des 

angeborenen Immunsystems durch den Körper, um infizierte Zellen, immunglobulin-

markierte Zellen oder entartete Zellen zu identifizieren und zu töten [106]. Wenn 

Tumorzellen die Expression von immunstimulierenden MHC-Klasse-IB-Kettenproteinen 

(MIC-A/MIC-B) herunterregulieren, oder die Expression von immunsupprimierenden 

Markern wie MHC-I steigern, reduziert dies die Aktivität von NK-Zellen: immune escape 

[107-109]. Einige Therapeutika und andere äußere Einflüsse sind in der Lage, das 

Repertoire der Oberflächenmarker von Tumorzellen so zu verändern, dass NK-Zellen 

wieder aktiviert werden können [110, 111]. 

Wir konnten zeigen, dass eine Kaltplasma-Behandlung von 

Plattenepithelkarzinomzellen (A431) und Melanomzellen (A375) zu einem veränderten 

Oberflächenmarker-Profil führt (Kapitel 6.1, [112]). Wir beobachteten eine erhöhte 

Expression der aktivierenden Liganden MIC-A und MIC-B, sowie eine reduzierte 

Expression von inhibierenden HLA-E-Molekülen in behandelten A431- und/oder A375-

Tumorzellen, jedoch nicht in nicht-malignen Zellen (HaCaT Keratinozyten). Bereits zuvor 

wurde eine durch RONS und Redox-Stress erhöhte Expression von MIC-A,B beschrieben 

[113, 114], welche relevant für die Aktivierung von NK-Zellen ist. 

NK-Zellen tragen keimbahnkodierte Rezeptoren mit inhibitorischer und 

aktivierender Funktion [115]. Dazu zählen: T-Zell-Immunglobulin-Mucin (TIM), C-Typ-

Lektin-Familienrezeptor-Heterodimer (CD94/NKG2), natürliche zytotoxische Rezeptoren 

(NCR) wie NKp44 und Killerzell-Immunoglobulin-ähnliche Rezeptoren (KIR). 

Identifizieren NK-Zellen mit Hilfe ihrer Rezeptoren eine Zelle als Bedrohung, werden 

Oberflächenmarker wie z.B. der Fas-Ligand (FASL) und der TNF-abhängige Apoptose-

induzierende Ligand (TRAIL) exprimiert, die durch Bindung an Todesrezeptoren den
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Zelltod in Tumorzellen einleiten [116]. In der vorliegenden Arbeit konnten wir 

beobachten, dass entzündungsfördernde Zytokine wie Interferon-gamma (IFN-γ), 

Interleukin (IL)-6, IL-8 und Tumornekrosefaktor (TNF) sowie der Inhalt der zytotoxischen 

Granula (Granzym B) unter dem Einfluss von Kaltplasma vermehrt ausgeschüttet 

werden. 

Zudem konnten wir zeigen, dass eine Plasma-Behandlung der Tumorzellen in 

einer Ko-Kultur von Tumorzellen und NK-Zellen aus peripherem Blut (PBMC) die 

zytotoxische Wirkung der NK-Zellen steigert. Durch die Präsenz von NK-Zellen wurden 

die metabolische Aktivität der Tumorzellen herabgesetzt, mehr Zelltod in Tumorzellen 

gemessen sowie eine erhöhte Sekretion von Granzym B nachgewiesen. Dieser Effekt 

konnte in beiden Typen von Hautkrebszellen, jedoch nicht in nicht-malignen 

Keratinozyten beobachtet werden. Dies verdeutlicht, dass Plasma auf maligne Zellen 

toxisch wirkt, ohne gesunde Zellen zu beeinträchtigen. Eine erhöhte Sekretion der 

entzündungsfördernden Zytokine IL-6 und IL-8 in einer Ko-Kultur von NK-Zellen mit 

Plasma-behandelten Tumorzellen lässt eine verstärkte Immunogenität mit der Fähigkeit 

zur Induktion einer adaptiven Immunantwort vermuten. Zuvor wurde gezeigt, dass 

erhöhte Konzentrationen von IL-6 und IL-8 mit einer besseren Prognose im Patienten 

einhergehen [117]. Die Rekrutierung von Immunzellen durch die Sekretion 

proinflammatorischer Zytokine führt zu einer vermehrten Einwanderung von 

Immunzellen in das Tumormikromilieu. Neben anderen Immunzellen werden adaptive 

Immunzellen wie T-Helferzellen und zytotoxische CD8+ T-Zellen stimuliert. Um die 

Immunogenität von mit Plasma-behandelten Tumorzellen und die Infiltration von 

Immunzellen zu untersuchen, sind Studien im lebenden Organismus essenziell, da es 

nicht möglich ist, eine Immunantwort in einer Zellkultur nachzuahmen. Daher haben wir 

in einer weiteren Arbeit die Immunogenität von Plasma-behandelten Melanomzellen in 

einem syngenen Tumormodell in der Maus untersucht. 

 

2.2. Kaltplasma erhöht die Immunogenität von Tumoren  

Abhängig von der Dichte der infiltrierenden Immunzellen kann ein Tumor als 

„heiß“ oder „kalt“ eingestuft werden [118, 119]. Ein „heißer“ Tumor ist durch eine 

erhöhte Dichte von Immunzellen im Tumorgewebe charakterisiert, welche eine 

Antitumor-Immunantwort auslösen können. Zu diesen Immunzellen zählen neben 
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Zytokin-ausschüttenden innaten Immunzellen auch aktivierte CTLs. Insbesondere Typ I-

Interferon (IFN-I) sezernierende Zellen sind zur Rekrutierung von T-Zellen wichtig und 

tragen zu einem immunogenen Mikromilieu bei. Bei „kalten Tumoren“ fehlen die 

Infiltration von Immunzellen, Zytokinsekretion und T-Zellrekrutierung. Diese werden 

vom Immunsystem aufgrund ihrer geringen Immunogenität ignoriert und sprechen nur 

wenig auf Immuntherapien an. Einige Therapien zielen darauf, die Infiltration von 

Immunzellen zu fördern, um einen „kalten“ Tumor in einen „heißen“ Tumor zu 

transformieren. Die dafür erforderliche erhöhte Immunogenität wird zum Beispiel durch 

die Induktion des ICD geschaffen. Der immunogene Zelltod ist durch eine erhöhte 

Expression, Sekretion oder Translokation von Calreticulin (CRT), Hitzeschock-Proteinen 

(HSPs), HMGB1, MHC-I und weiteren Molekülen charakterisiert [120-122]. Da bereits 

gezeigt wurde, dass eine Behandlung mit Kaltplasma ICD auslöst [70, 71, 91], liegt die 

Vermutung nahe, dass Kaltplasma in vivo Entzündungsreaktionen und adaptive 

Antitumor-Immunantworten induziert. 

Wir konnten zeigen, dass eine Kaltplasma-Behandlung des murinen Melanoms 

(B16F10) in vivo zu einer Reduktion der Tumormasse führt, die von einer vermehrten 

Einwanderung von Immunzellen begleitet ist (Kapitel 6.2, [123]). Die Verwendung 

verschiedener Gaszumischungen zur Optimierung der Behandlung zeigte in unser Arbeit 

unterschiedlich starke Effekte, was durch die Produktion unterschiedlicher RONS 

begründet ist [124, 125]. Eine Behandlung mit Helium-Sauerstoff-Plasma (pHeO2) führte 

zu einer nahezu vollständigen Tumorreduktion, während Argon-Sauerstoff-Plasma 

(pArO2), Helium-Plasma (pHe) und Argon-Plasma (pAr) geringere Effekte zeigten. 

Interessanterweise wird der klinisch zugelassene kINPen MED mit pAr verwendet, 

obwohl in der vorliegenden Arbeit eine stärkere Regression mit pHeO2 beobachtet 

wurde. Dies sollte in zukünftigen Studien weiter evaluiert werden. Der Fokus in der 

vorliegenden Arbeit lag neben der Optimierung einer Behandlung außerdem auf dem 

immunologischen Effekt einer Plasma-Behandlung. Daher wurden die Tumore isoliert 

und die Infiltration von Immunzellen untersucht. In pHeO2 und pAr behandelten 

Tumoren konnte, neben der Reduktion der Tumormasse, mehr infiltrierende CD8+ und 

CD4+ T-Zellen, Makrophagen und DCs beobachtet werden. Eine Behandlung mit der 

Positivkontrolle Imiquimod (immunstimulatorischer Agonist für den Toll-like-Rezeptor 7 

und 8 [126, 127]), war im Vergleich weniger wirksam. Das Stroma enthielt weniger 
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tumorinfiltrierende CD4+ T-Zellen. Zudem konnten wir im Vergleich zu mit Plasma 

behandelten Tumoren nach Imiquimod-Applikation weniger Makrophagen und DCs im 

Gewebe messen, obwohl die Behandlung zu einer Reduktion der Tumormasse führte. 

Imiquimod wird durch seinen immunstimulatorische Effekt vorwiegend als adjuvante 

Tumortherapie in Kombination mit anderen Therapeutika empfohlen. Der Einsatz von 

Imiquimod in Kombination mit einer Plasma-Behandlung zeigte in unserer Arbeit neben 

einer verstärkten Tumorreduktion eine erhöhte Dichte von infiltrierenden Immunzellen. 

Die von sterbenden Tumorzellen freigesetzten Moleküle können durch APCs 

aufgenommen und präsentiert werden, um T-Zell Priming einzuleiten und 

Gedächtniszellen zu generieren (Kapitel 1.3). In unserer Arbeit haben wir den 

immunisierten Mäusen die Milzen entnommen, um Immunzellen zu isolieren. 

Anschließend haben wir die Splenozyten in vitro mit Tumorfragmenten stimuliert, um 

die Aktivität von Gedächtniszellen zu messen und dadurch Aufschluss über die 

systemische Wirkung nach einer lokalen Plasma-Behandlung zu erhalten. Die Aktivität 

der Lymphozyten wurde durch die Inkubation mit Hitze-inaktivierten Tumorzellen 

erhöht, besonders die von Gedächtniszellen. Diese Zellen besitzen Antigen-spezifische 

Rezeptoren und sind für die Erkennung von MHC-Peptid-Komplexen auf Tumorzellen 

unerlässlich. Sie werden als Antwort auf eine Tumor-Immunisierung gebildet werden 

und bieten dann Schutz vor Tumorwachstum. In vorherigen Studien konnte gezeigt 

werden, dass eine Immunisierung mit Tumorlysat oder Lysat-beladenen APCs einen 

tendenziellen, jedoch keinen vollständigen Schutz bietet [128-130]. In darauf 

aufbauenden Studien konnte hingegen gezeigt werden, dass durch HOCl modifizierte 

Lysate wirksamer sind [131, 132]. Im Vergleich mit HOCl allein, enthält Kaltplasma ein 

breites Spektrum an RONS und ermöglicht eine Vielfalt weiterer Modifikationen der 

Tumorantigene. Unsere Arbeit befasste sich mit der Effizienz einer Vakzinierung mit 

durch Kaltplasma getöteten und oxidativ modifizierten Tumorzellen (oxLysaten). Wir 

konnten zeigen, dass solche Immunisierung mit oxLysaten das Tumorwachstum stärker 

beeinträchtige als eine nicht ICD-induzierende Behandlung (MitomycinC). In vorherigen 

Studien wurde verdeutlicht, dass die stärkere Aktivierung Antigen-spezifischer CD8+ 

T-Zellen bei der ICD-vermittelten Immunantwort durch eine verbesserte 

Antigenerkennung begründet ist [133, 134]. Dies konnte in unserer Studie ebenfalls 
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beobachtet werden, da eine vermehrte CD8+ T-Zellaktivierung in stimulierten 

Immunzellen nach einer Vakzinierung mit oxLysat vorlag. 

Die erhöhte Immunogenität des oxLysats könnte durch einen adjuvanten Effekt 

begründet sein, d. h. auf eine Aktivierung innater Immunfunktionen, die zur Stimulation 

und Rekrutierung der adaptiven Immunzellen beiträgt. Alternativ kann das oxLysat 

neben oxidativ modifizierten Antigenen auch native Antigene enthalten. Die 

modifizierten Antigene könnten eine höhere Affinität zu MHC-Molekülen besitzen und 

zu einer verstärkten T-Zellantwort führen (Antigenität). Da zudem die TCR-Überlagerung 

zur Aktivierung der T-Zellen beiträgt, kann diese durch die Orientierung und Lage der 

Peptide in der MHC-Peptidbindungstasche oder durch Modifikationen an Aminosäuren 

beeinflusst werden [135]. Durch die Aufnahme der im oxLysat enthaltenen Proteine 

durch APCs könnten also zusätzliche Epitope präsentiert werden, welche durch ein 

unbehandeltes, natives Protein nicht entstehen. Die neuen Epitope würden zu einer 

Erweiterung des TCR-Repertoires führen. In einigen Studien konnte zuvor gezeigt 

werden, dass eine Erweiterung des T-Zell-Pools zu einer stärkeren Antitumor-

Immunantwort führt [136, 137]. Die spezifische Erkennung von Antigenen und 

RONS-modifizierten Antigenen durch T-Zellen mit spezifischen TCR wurde in der 

nachfolgenden Arbeit untersucht. 

 

2.3. Immunisierung durch Vakzinierung eines oxidierten Antigens 

Tumorantigene sind in der klinischen Praxis sowohl als Tumormarker für die 

initiale Diagnostik, als auch therapeutisch z.B. für die Entwicklung von monoklonalen 

Antikörpern hilfreich. Spezifische, körpereigene Antikörper die gegen ein Tumorantigen 

gerichtet sind, können auch durch eine Immunisierung mit dem entsprechenden TA im 

Organismus gebildet werden. Diese führt jedoch nicht nur zu einer Bildung von 

Antikörpern, sondern ermöglicht zudem, dass sich Antigen-spezifische CTLs, Helferzellen 

und Gedächtniszellen entwickeln. Eine erfolgreiche Immunisierung durch die Injektion 

von Peptiden oder DNA lässt sich an der reduzierten Tumorprogression ablesen, welche 

auf der Aktivierung von Antigen-spezifischen T-Zellen basiert [17, 18, 138]. In einigen 

Modellsystemen konnte zudem gezeigt werden, dass eine Immunisierung mit HOCl-

modifizierten TA, oder TA mit Aminosäureaustausch den Krankheitsverlauf deutlicher 

verbessert, als eine Immunisierung mit nativem Protein oder Peptid [139, 140]. Obwohl 
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sich Tumorzellen durch die Präsentation von TA und Neoantigenen von gesunden Zellen 

unterscheiden, reagieren T-Zellen nicht zwangsläufig auf diese Unterschiede. Ob naive 

T-Zellen aktiviert werden, hängt von der Stärke der TCR-pMHC-Interaktion ab, welche 

durch Modifikationen an Epitopen variieren kann. Diese Bindungsstärke ist davon 

abhängig, wie gut ein Antigen in der MHC-Bindungstasche liegt und wie der TCR an das 

pMHC Molekül bindet. Durch verschiedene Bindungsaffinitäten zwischen Antigen und 

MHC, sowie zwischen TCR und pMHC, kann das Epitop stärker oder schwächer 

immunogen sein [141, 142]. In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass ein 

Austausch einzelner Aminosäuren des Epitops in der Ankerregion und an mittleren 

Positionen zu unterschiedlichen Bindungsaffinitäten führen, wodurch die T-Zellaktivität 

variiert [143, 144]. Die Aktivierung der T-Zellen korreliert typischerweise mit allgemeinen 

Parametern der TCR-pMHC-Interaktion, wie Andockwinkel, Cofaktor-Anforderung, 

Assoziation Raten, Dissoziationsraten, Halbwertszeit oder Verweilzeiten [145]. Eine 

starke TCR-pMHC Bindung durch einen hochaffinen CD4+ TCR korreliert 

interessanterweise mit einem reduzierten Tumorwachstum [146, 147]. 

Daraus resultiert die Frage, ob durch eine Plasma-Behandlung entstehende 

RONS-modifizierte Antigene stärker oder schwächer immunogen sind als nicht-

modifizierte. In unserer Studie wurden die durch Plasma-induzierten Veränderungen an 

einem Modellantigen untersucht und deren Effekte auf die T-Zellaktivierung ex vivo und 

in vivo analysiert (Kapitel 6.3, [148]). Zudem haben wir die Antitumor-Immunantwort 

nach einer Immunisierung von wildtypischen Mäusen mit Plasma-behandeltem Protein 

eruiert. In unserer Arbeit haben wir das Hühnereiweißprotein (Ovalbumin, Ova) als 

Modellantigen gewählt, welches auch von Melanomzellen exprimiert wurde (B16F10-

Ova). Eine Antigen-spezifische T-Zellantwort konnte mit hoher Sensitivität in TCR-

transgenen Mäusen (OT-II) untersucht werden, welche angereicherte CD4+ T-Zellen mit 

spezifischen TCR für Ova besitzen. Unter Verwendung des kINPen mit verschiedenen 

Gasen und Gaszumischungen (pAr und pHeO2) konnten wir strukturelle Veränderungen 

und oxidative Modifikationen an Ova (oxOva) beobachten. In vorherigen 

Veröffentlichungen wurden verschiedene Modifikationen an Aminosäuren, Peptiden 

und Proteinen durch verschiedene Plasma-Konditionen gezeigt [125, 149], jedoch wurde 

die Immunogenität nicht berücksichtigt. Zudem wurde beobachtet, dass eine 

Behandlung mit Plasma zu strukturellen Veränderungen in Proteinen führt, welche teils 



Zusammenfassung und Diskussion 
 

23 
 

die Aktivität oder Funktion verändern [150-156]. Strukturelle Veränderungen von 

Proteinen können immunogene Effekte aufweisen und zu Immunzellpolarisationen 

führen [157, 158]. Außerdem können RONS-modifizierte Proteine die Aufnahmeaktivität 

von APCs steigern [159]. In unserer Arbeit konnten wir bestätigen, dass oxOva von APCs 

besser aufgenommen wird als unbehandeltes OVA. Dazu wurden die Zellen mit einem 

Tracer-Protein (DQ-Ova), welches bei einem intrazellulären Abbau fluoresziert, 

stimuliert. Zeitgleich wurde Ova oder oxOva zugegeben, um den APCs die Wahl zwischen 

DQ-Ova oder Ova/oxOva zu gewähren. Das gemessene DQ-Ova Signal war in Präsenz von 

oxOva schwächer, als in Gegenwart des nativen Proteins und zeigt daher die bevorzugte 

Aufnahme von oxOva oder dessen induzierte Signaltransduktion. Durch den Verdau von 

Ova und oxOva werden Peptide auf MHC-Komplexen für T-Zellen präsentiert. In 

isolierten Immunzellen von OT-II Tieren konnten wir nach einer Stimulation mit oxOva 

eine stärkere Aktivierung und Proliferation von Antigen-spezifischen CD4+ T-Zellen, sowie 

eine erhöhte Zytokinsekretion messen. Diese Effekte konnten jedoch nicht durch eine 

Behandlung mit äquimolaren RONS Konzentrationen (H2O2, NO2
−, NO3

−, HOCl; alle 

eingesetzt in der genau der Konzentration, wie sie durch eine Kaltplasma-Behandlung in 

Flüssigkeiten generiert werden) rekapituliert werden. Da H2O2, NO2
−, NO3

−, HOCl jeweils 

langlebige Spezies sind, wurde der beobachtete Effekt vermutlich durch kurzlebige 

reaktive Spezies induziert. Die Entstehung von kurzlebigen RONS macht die Verwendung 

des Kaltplasmas einzigartig, da diese kommerziell nicht erhältlich sind. Trotz RONS-

Modifikationen wird eine Antigen-spezifische Aktivierung ermöglicht und wurde durch 

eine ausbleibende T-Zellantwort in unspezifischen CD4+ T-Zellen aus wildtypischen 

C57BL6 und SKH-1 Mäusen nach der Stimulation mit oxOva bestätigt. Durch die 

intraperitoneale Injektion von oxOva in OT-II Tieren konnten wir in vivo ebenfalls eine 

erhöhte T-Zellaktivierung und vermehrte Sekretion von entzündungsfördernden 

Zytokinen nachweisen. 

In einem proof-of-concept Experiment konnten wir zeigen, dass in wildtypischen 

Mäusen (C57BL6) eine Immunisierung mit oxOva einen besseren Schutz vor einem 

Melanom (B16F10-Ova) bietet, als eine Vakzinierung mit Ova. Die wildtypischen Tiere 

besitzen keine genetisch codierten Antigen-spezifischen T-Zellen für Ova und konnten 

erfolgreich immunisiert werden. Eine Differenzierung von Gedächtniszellen wurde in 

Ova und oxOva-vakzinierten Tieren durch eine Stimulation der Immunzellen mit 
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unbehandelten Protein bestätigt. Mit oxOva vakzinierte Tiere zeigten eine stärkere 

T-Zellaktivierung durch Ova als mit Ova vakzinierte Tiere. Da es in oxOva-vakzinierten 

Tieren theoretisch keine für Ova spezifischen T-Zellen geben sollte, können die 

beobachteten Effekte ex vitro nur durch eine veränderte TCR-pMHC Bindungsaffinität 

oder einen erweiterten T-Zell-Pool begründet sein. 

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass Ovalbumin nach einer Behandlung mit 

Kaltplasma eine erhöhte Immunogenität besitzt und einen Schutz vor dem Wachstum 

von Ovalbumin-exprimierenden Melanomzellen bietet. 

 

2.4. Oxidierte Antigene als therapeutische Vakzinen 

Die oxidativ modifizierten Antigene können, wie zuvor gezeigt, zu einer 

vermehrten T-Zellaktivierung führen und als präventive Vakzinen eine Antitumor-

Immunantwort fördern (Kapitel 2.2, 2.3). Während einer Immunantwort und des 

Priming-Prozesses proliferieren T-Zellen, welche einen spezifischen TCR besitzen und 

gegen das Antigen gerichtet sind. Durch die in unseren Studien durchgeführten 

Stimulationsassays konnten wir zeigen, dass eine Vakzinierung mit oxidativ modifizierten 

Lysat und Antigen auch zu einer Aktivierung von T-Zellen nach Stimulation mit 

unbehandelten Proteine führt. Die erhöhte Immunogenität und erfolgreiche 

Immunisierung kann durch eine Erweiterung des TCR Repertoires, eine veränderte 

Bindungsaffinität der Antigene oder durch eine Stimulation der innaten Immunzellen 

begründet sein. Während der Immunisierung differenzieren Antigen-spezifische 

T-Zellen, welche jedoch nicht nur durch eine präventive Vakzinierung, sondern auch 

durch eine therapeutische Vakzinierung entstehen. Beide Anwendungen dienen der 

Bekämpfung von Tumorzellen, und beugen der Tumorprogression und rezidivierendem 

Tumorwachstum vor. Die Verwendung von RONS-modifizierten Antigenen oder 

Tumorlysaten als therapeutisches Vakzin ist aufgrund der gezeigten verstärkten 

Immunogenität naheliegend. In der vorliegenden Literaturarbeit wurde eine mögliche 

personalisierte Therapie durch eine Tumorbiopsie mit anschließender Kaltplasma-

Behandlung und Vakzinierung erörtert (Kapitel 6.4, [160]). Ziel dieser Anwendung ist die 

Aktivierung des Immunsystems, um die körpereigene Antitumor-Immunantwort bei 

Krebspatienten durch die Gabe von RONS-modifizierten Antigenen zu stärken. 
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Verschiedene Antigen- oder Tumorzell-basierte Vakzinen wurden bereits 2014 

mit verschiedenen Adjuvanzien oder Immunmodulatoren in Studien mit bis zu 1349 

Probanden getestet [161]. In weiteren Studien wurde gezeigt, dass eine 

Immunisierung mit MART, gp100 und anderen Antigenen, sowie Multipeptid-

Vakzinen zu einer Aktivierung und Vermehrung von Antigen-spezifischen T-Zellen 

führt [162-165]. Da Tumore eine starke Heterogenität aufweisen und die 

Präsentation einzelner TA eher unwahrscheinlich ist, ist eine Immunisierung durch 

eine Kombination mehrerer Antigene ein vielversprechender Ansatz. Um 

vorhandene Peptide im Tumorgewebe zu identifizieren und zu sequenzieren, 

werden Biopsien aufgrund der verschiedenen Antigenen und Neoantigenen 

entnommen [166]. Mit Hilfe der daraus resultierenden Erkenntnis können 

personalisierte Therapien mit individuellen Antigenen entwickelt und verabreicht 

werden (aktuelle Patientenstudie: NCT03633110). Neoantigene sind durch ihre 

Abweichung von natürlichen Proteinen stärker immunogen, wodurch ihre Präsenz 

in Tumoren mit einem besseren klinischen Verlauf im Pankreaskarzinom und 

Melanom korreliert [16, 167]. Dennoch besteht weiterer Optimierungsbedarf der 

Vakzinen aus Biopsien, da einige Studien aufgrund ausbleibender Tumorreduktion 

abgebrochen wurden [168-171]. Verschiedene Strategien zur Optimierung von 

Antigenvakzinen durch Adjuvanzien, oxidative Modifikationen oder Einkapseln 

wurden bereits vorgeschlagen [172-175]. Eine weitere Strategie ist die Verwendung 

von Kaltplasma, welches durch reaktive Spezies individuelle oxidative 

Modifikationen an Antigenen oder Tumorlysaten induziert. Oxidative 

Modifikationen dienen als intrinsisches Adjuvans und mechanistisch wird ihnen eine 

Funktion zugeschrieben, die den DAMPs ähnelt [176, 177]. Die Injektion von mit 

RONS behandelten Lysaten führt zur Aktivierung und Vermehrung von T-Zellen mit 

TCRs für native und auch für oxidierte Antigene. Methodisch sollen Biopsien aus dem 

Tumorgewebe des Patienten entnommen, ex vivo unter sterilen Bedingungen mit 

Kaltplasma behandelt und in den Patienten injiziert werden. Ziel dieses 

therapeutischen Ansatzes ist die Stimulation des Immunsystems durch die Gabe von 

RONS-modifizierten Antigenen.  
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3. Zusammenfassung und Ausblick 
 

In den vorliegenden Arbeiten wurde gezeigt, dass (1) eine Behandlung von 

Hautkrebszellen mit Kaltplasma einen stimulatorischen Effekt auf natürliche Killerzellen 

in vitro erzielt, (2) die Behandlung von Melanomen in vivo zu einer erhöhten Infiltration 

von Immunzellen in das Tumorgewebe und zur Reduktion des Tumorwachstums führt. 

(3) Eine Vakzinierung mit RONS-modifizierten Tumorlysat und Tumorantigen aktiviert 

T-Zellen stärker und verringert das Tumorwachstum. 

Die genannten proof-of-concept-Experimente wurden durchgeführt, um die 

immunologischen Konsequenzen einer Kaltplasma-Behandlung im Tumorkontext zu 

untersuchen. Zusammenfassend führt eine Behandlung von Hautkrebszellen mit 

Kaltplasma zu einer Veränderung der Oberflächenrezeptoren, welche auf einen 

immunogenen Zelltod hinweisen und innate Immunzellen stimuliert. Zeitgleich 

verändert Plasma die Immunogenität von sezernierten Molekülen, da das Plasma-

behandelte Ovalbumin bevorzugt von innaten Zellen aufgenommen wird und zu einer 

erhöhten Aktivierung von Antigen-spezifischen T-Zellen führt. In vivo führt die 

Kaltplasma-Behandlung zu einer reduzierten Tumormasse und fördert die Migration von 

Immunzellen in das Tumorgewebe. Zuletzt konnte gezeigt werden, dass eine präventive 

Vakzinierung mit RONS modifizierten Lysat und Antigen zu einem reduzierten Melanom 

Wachstum führt. 

Zukünftig sollten Studien zu der therapeutischen Vakzinierung mit oxidativ 

modifizierten Lysaten und Antigenen erfolgen. Zudem sollte die durch Plasma-

behandeltes Antigen verstärkte T-Zellaktivierung durch die Verwendung eines 

relevanten Tumor-Antigen analysiert und bekräftigt werden. Um grundlegende 

Mechanismen zu verstehen, sollten (I) Prozesse der Erkennung, Prozessierung und 

Präsentation von oxAntigenen in Antigen-präsentierenden Zellen und (II) Epitope, 

T-Zellrezeptorsequenzen und Bindungsaffinitäten in nachfolgenden Studien untersucht 

werden. 
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4. Abkürzungsverzeichnis 
 

APC Antigen-präsentierende Zelle 

CTL Zytotoxische T-Zelle 

DAMPS Schädenassoziierte Moleküle; damage-associated molecular patterns 

DC Dendritische Zelle; dendritic cell 

ICD Immunogener Zelltod; immunogenic cell death 

H2O2 Wasserstoffperoxid 

HO• Hydroxyl-Radikal 

HOCl Hypochlorige Säure 

MHC major histocompatibility complex 

NK(-Zellen) Natürliche Killerzellen 

NO Stickstoffmonoxid 

O2-• Superoxid Anion 

OCl- Hypochlorid 

ONOO- Peroxynitrit 

Ova Ovalbumin 

oxOva Plasma-behandeltes Ovalbumin 

pAr Argon Plasma 

pArO2 Argon 2% Sauerstoff Plasma 

pHeO2 Helium 2% Sauerstoff Plasma 

PDT photodynamische Therapie; photodynamic therapy 

pMHC Mit einem Peptid beladenes MHC-Moleküle 

TA Tumorantigen 

TCR T-Zellrezeptor 

RONS  Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies 
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