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Uberblick

1. Uberblick

Krebserkrankungen sind nach Herzerkrankungen die zweithaufigste Todesursache
weltweit. Rund 10 Millionen Menschen sterben pro Jahr an Krebserkrankungen und jahrlich
kommen etwa 19.3 Millionen Krebs-Neuerkrankungen hinzu, wobei die Zahlen weiterhin
ansteigen [1]. Trotz innovativer Fortschritte in den Bereichen der diagnostischen Methoden
und Kombinationstherapieverfahren hat sich die 5-Jahres-Uberlebensrate in den letzten 15
Jahren fir einige Tumorentitdten nur unzureichend verbessert [2]. Die hauptsachliche
Ursache dafur ist die Entstehung von therapieresistenten Tumoren, die neben dem
Therapieversagen zu einem Wiederauftreten des Krebses filhren kénnen. Um die
Uberlebensrate der Patienten zu erhohen, ist es somit unumganglich effizientere
Therapieansatze zu entwickeln oder bestehende zu optimieren.

Physikalisches Gasplasma ist ein medizinisches Tool mit versatilen Eigenschaften und
weist unter anderem ein antitumorales Potential auf. Dieses beruht auf der Freisetzung
vielfaltiger reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS/RNS; Reactive Oxygen
Species/Reactive Nitrogen Species) und kann eine Tumorzersetzung durch Induktion von
oxidativem Stress initiieren. Durch eine Teil-lonisation eines Gases mittels Energiezufuhr
in Form von starken elektrischen Feldern werden frei bewegliche Elektronen, ionisierte
Atome sowie reaktive Spezies generiert, die unterschiedliche biologische Effekte vermitteln
kénnen. Neben einer Vielzahl von in vitro und in vivo Untersuchungen suggerieren auch
einige klinische Fallstudien tumorinhibierende Effekte von Gasplasmaapplikationen in
Krebspatienten. Allerdings konnte lediglich bei einem Teil der Patienten eine Reduktion der
Tumorlast erzielt werden. Ein anderer Teil wiederum zeigte nach einer anfanglich
sichtbaren Gasplasma-vermittelten Tumorverringerung im Laufe der Zeit ein verstarktes
Tumorwachstum (Therapie-Resistenz).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es 1) Moglichkeiten zur Optimierung der
Behandlungseffizienz von medizinischem Gasplasma zu erforschen und 2) potentielle
Wege zur Uberwindung entstandener Gasplasma-Behandlungsresistenzen in Tumorzellen
zu identifizieren. Die Implementation von 3D-gedruckten Gasplasma-Aufsatzen war dabei
ein innovativer Ansatz zur Modulation der Gasplasmaeffekte. Nach Testung von zwei
neuartigen Aufsatze zur dynamischen Druckreduktion des Gasplasmas konnte abh&ngig
von der Gasflussstarke und des verwendeten Adapters eine gesteigerte Tumorinhibierung
verzeichnet werden. Um das Potenzial der Gasplasmaanwendung in der Onkologie weiter
zu explorieren und die Auftrittswahrscheinlichkeit von Resistenzen zu verringern, bietet die
Kombination mit anderen Tumor-Behandlungsverfahren eine weitere Mdoglichkeit, die
therapeutischen Effekte zu verstarken. Untersuchungen hinsichtlich eines synergistischen
Wirkmechanismus einer Kombinationsbehandlung von Gasplasma mit neu synthetisierten

small molecules konnten vielversprechende Ergebnisse erzielen. Sowohl in vitro als auch
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Uberblick

in ovo konnte ein erhohter tumortoxischer Effekt beobachtet werden, welcher in einem
Xenograft-Mausmodell validiert werden konnte. Durch Etablierung und Analyse
Gasplasma-resistenter  Tumorzellen  sollten  mogliche  Adaptationsmechanismen
entschlusselt und neue therapeutische Ansatze zur Umgehung oder Uberwindung von
Resistenzen  entdeckt  werden.  Physiologische  sowie  molekularbiologische
Untersuchungen enthillten, dass Gasplasma-insensitive Tumorzellen vor allem durch
Aneignung Stammzell-dhnlicher Eigenschaften sowie oxidativer Adaptation dem repetitiven
ROS/RNS Stress unbeschadet entkommen kénnen. Der resistente Tumorzell-Phénotyp
konnte durch Transkriptomanalysen mit einer signifikant erhthten Expression des
Interleukin-1 receptor, type 2 (ILLR2) korreliert werden.

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit herausgearbeitet werden, dass der
Antitumor-Effekt der Gasplasmabehandlung sich durch ein Anpassen der Plasma-Jet-
Geometrie sowie durch Kombinationsansatze mit pharmakologischen Substanzen
verbessern lasst. Des Weiteren erlaubte die Entwicklung einer Gasplasma-
Resistenzmodels von Hautkrebszellen ein tieferes Verstandnis der zu Grunde liegenden
Mechanismen. Diese Erkenntnisse unterstiitzen den Ansatz das Potential der Gasplasma-
Technologie-Anwendung in der Onkologie durch weitere, zukinftige Untersuchung zu

erforschen.



Einleitung

2. Einleitung
2.1. Krebsepidemiologie und Pathogenese

Rund 50 Millionen Menschen leben weltweit mit einer Krebserkrankung, wobei die
Inzidenzraten weiterhin steigend sind. Laut aktuellen Studien entstehen bei 20 % der
Menschen im Laufe ihres Lebens Malignome durch bdsartige Transformationen von
Gewebevorlaufer- oder Stammzellen. Diese resultieren in einer unkontrollierten
Vermehrung der mutierten Zellen, wodurch sie zerstérend in umliegendes gesundes
Gewebe wachsen sowie Absiedelungen in andere Korperregionen, sogenannte
Metastasen, bilden kdnnen. Dabei ist die Auftretenshaufigkeit bei Mannern knapp 19 %, die
Mortalitatsrate sogar 43 %, hoher als bei Frauen. Trotzdem ist Brustkrebs bei Frauen
(11.7 %) der am haufigsten diagnostizierte Krebs, dicht gefolgt von Lungenkarzinomen
(11.4 %). Maligne Neoplasmen der Prostata (7.3 %), der Haut (6.2 %) sowie des Kolons
(6.0 %) gehdren ebenfalls zu den flinf meistvertretenen Tumorentitaten [1].

Faktoren die zur Entstehung solcher Malignome beitragen sind neben dem nicht
beeinflussbaren intrinsischen Risiko der spontanen Mutationen als Resultat zufalliger DNA
Replikationsfehler die teilweise modifizierbaren exogenen und endogenen Risikofaktoren.
Zu letzteren gehdren  sowohl  Geschlechterabhdngige  Unterschiede  des
Hormonhaushaltes, Immunsystems und der Verfugbarkeit von Wachstumsfaktoren als
auch das Alter der Menschen. Dieses ist einer der entscheidendste Risikofaktor, da eine
starke Korrelation zwischen dem Krebsrisiko und der kumulativen Anzahl von Zellteilung
gewebespezifischer Stammzellen sowie akkumulierter onkogener Gewebemutationen und
DNA-Schadigungen Uber die Zeit nachgewiesen wurde [3, 4]. Folglich nimmt die
Erkrankungsrate mit zunehmendem Alter exponentiell zu, weshalb das mittlere Alter einer
Krebsdiagnose im Durchschnitt bei 66 Jahren liegt.

Zellmutationen und DNA Schadigungen konnen hervorgerufen werden durch zusatzliche
Einwirkungen exogener Risikofaktoren wie eine Exposition gegenlber Karzinogenen,
beispielsweise UV-Strahlung und Chemikalien, aber auch die Vorinfektion mit bestimmten
Pathogenen wurde in den letzten Jahren mit der Entstehung von Karzinomen in Verbindung
gebracht. [5, 6] Soziobkonomische Faktoren wie der generelle Gesundheitsstatus sowie die
Lebensweise (bspw. Konsum von Tabak und Alkohol, Erndhrung und Ubergewicht) sind
nicht nur mit einem erhdhten Krebsrisiko assoziiert, sondern haben auch einen signifikanten
Einfluss auf die Uberlebensrate [2].

Das therapeutische Vorgehen richtet sich meist nach Stadium, Entitat und feingeweblichem
Typ des Tumors, sowie Ausbreitung und Lokalisation der Tumormasse [7]. Dennoch gehort
die chirurgische Resektion der betroffenen Bereiche zur Erstlinientherapie, da sie vor allem

in frihen Krebsstadien den effektivsten Behandlungsansatz darstellt. Auch wenn diese
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Therapieoption die zuverlassigste Wahl zur kurativen Behandlung von Krebs vor
Metastasierung darstellt, bringt sie viele Risiken wie starke Schmerzen, spatere Infektionen,
Blutverlust oder Gerinnselbildung mit sich [8]. Befindet sich der Tumor in einer
schwerzugéanglichen anatomischen Region oder liegt in unmittelbarer Nahe lebenswichtiger
Gefal3e oder Strukturen erschwert dies eine erfolgreiche Therapie zusatzlich, da durch
operative Eingriffe auch das Risiko besteht vitale Kérperorgane zu schédigen. Deshalb
finden bei einer Inoperabilitat des Tumors haufig eine lokoregiondre oder systemische
Applikation von Chemotherapeutika sowie Radiotherapie Anwendung. Diese
konventionellen Behandlungsansatze gehen fast immer mit starken Nebenwirkungen
einher, welche gesunde Zellen, Organe oder Gewebe schadigen kénnen [9, 10]. Toxische
Effekte auf das Knochenmark, das Nervensystem, das Herz sowie eine beeintrachtigte
Fruchtbarkeit zahlen dabei zu den haufigsten Begleiterscheinungen und Spatfolgen [11].
Aufgrund einer erschwerten Dosisselektion, fehlender Spezifitat, einem schnellen Abbau
der applizierten  Substanzen und ungewollten  Nebeneffekte sind diese
Behandlungsverfahren somit stark limitiert und werden zumeist erst bei fortgeschrittenen
Stadien, Metastasierung oder Lokalrezidiven eingesetzt [12]. Viele Krebspatienten
empfinden ihre Erkrankung als grof3e Last die nicht nur mit einem emotionalen Disstress
assoziiert ist, sondern in Abhangigkeit von der Schwere und Frequenz bestimmter
Nebeneffekte auch negative Auswirkungen auf die taglichen Aktivtaten, das soziale Leben
sowie berufliche Laufbahn haben konnen was zu einer starken Einschrankung der
Lebensqualitat fuhrt [13].

Deutlich nebenwirkungsarmere Therapieansatze, welche seit Anfang der 2000er Jahre die
Behandlung von Krebserkrankungen global revolutioniert haben, zielen auf die Stimulation
des korpereigenen Immunsystems zur Induktion einer gerichteten Antitumorantwort ab.
Dabei kdnnen bestimmte Komponenten des Immunsystems die entarteten Zellen von den
gesunden Koérperzellen anhand von Molekiilen, die ausschlief3lich in Krebszellen exprimiert
(tumorspezifische Antigene) oder verandert (tumorassoziierte Antigene) sind, differenzieren
und eliminieren [14]. Allerdings haben Tumorzellen verschiedene Mechanismen etabliert,
um der Erkennung durch Immunzellen zu entkommen. So kénnen sie beispielsweise die
Expression von tumorspezifischen Antigenen runterregulieren oder die Funktionalitat des
Immunsystems durch die Sekretion immunsuppressiver Signalmolekiile (z.B. Zytokine,
Chemokine oder Wachstumsfaktoren) bzw. Inhibierung von Immunzellen durch Expression
spezifischer Oberflachenmolekile beeintréchtigen [15]. Durch die Implementation von
Immuntherapien kann jedoch die Immunzellaktivitat verstarkt und folglich die
Tumorzerstorung durch das korpereigene Immunsystem gefordert werden. Neben der
Erh°hung der ASichtbarkeitidi des Tumors f

Inhibierung spezifischer Rezeptoren auf der Zelloberflache eine gesteigerte tumortoxische
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Antwort hervorgerufen werden [15]. Neben der guten Vertraglichkeit aufgrund der hohen
Tumorselektivitat gehoért auch eine verbesserte Gesamtiiberlebensrate zu den Vorteilen
dieser onkologischen Behandlungsoptionen. Gleiches trifft flr die zielgerichtete oder auch
targeted Krebstherapie zu. Diese umfasst alle Behandlungen mit Medikamenten oder
anderen Substanzen, die gezielt spezifische molekulare Strukturen der malignen Zellen
anvisieren und in Vorgange eingreifen, die fir das Tumorwachstum essentiell sind. Dadurch
kann das Wachstum und die Ausbreitung von Krebszellen blockiert werden [16]. Nicht
selten dienen dabei molekulare Strukturen als therapeutisches Ziel, die mit Signalwege der
AHaat ks of a®Saeziert sind.fDiese biologischen Kennzeichen von Krebszellen
wurden von Hanahan und Weinberg 2000 erstmals beschrieben, und meinen Fahigkeiten
die Zellen wéahrend ihrer mehrstufigen Entwicklung zu Karzinomen erwerben und folglich
einen wichtigen Teil der Tumorpathogenese darstellen. Neben der bereits erwahnten
Immunevasion und ungehinderten Proliferation gehdren auch die genetische Instabilitat,
ein invasives und metastatisches Potenzial, tumorférdernde Inflammation, ein deregulierter
Metabolismus sowie Induktion angiogenetischer Prozesse zu den charakteristischen
Merkmalen maligner Zellen [17]. Basierend auf diesen Erkenntnissen werden nach wie vor
neue und innovative Therapieverfahren entwickelt zu deren vielversprechendsten sowohl
die photodynamische Therapie, Nanomedizin als auch Stammzell- und Gentherapie zahlen
[12].

2.2. Gasplasma-induzierter oxidativer Stress als Therapie

Das medizinische Gasplasma, oder auch kaltes Atmosphéarendruckplasma genannt,
erlangte Ende der 90er Jahre ein zunehmendes Interesse als therapeutisches Tool. Dabei
handelt es sich um ein Gas, welchem solange Energie zugefiihrt wird bis die Elektronen
einen hochenergetischen Zustand erreichen in welchem sie vom Atom dissoziieren und
freie Elektronen sowie lonen formen kénnen. Urspringlich kommen diese (teilweise)
ionisierten Gase aus dem Bereich der Technologie, wo sie fur Oberflachenbehandlungen
oder zur Werkstoffverarbeitung unter hohen Temperaturen und niedrigem Druck erzeugt
werden. Durch den allgemeinen Fortschritt in der Technologie sowie Kklinisch abgestimmte
Ummodellierung von Plasmaquellen wurde eine Generierung von niedrigtemperiertem
(AkaltemiAi) Gasplasma unter Atmosph2rendr
entsprechende Vorrichtung eingeleitet und das Gas durch eine Hochspannungselektrode
ionisiert, wobei die produzierte Teilchentemperatur ungefahr eine GréRenordnung niedriger
ist als die Elektronentemperatur. Somit arbeiten kalte Gasplasmen lediglich bei
Temperaturen bis 40 °C, weshalb sie auf lebende Gewebe oder Zellkulturen angewendet

werden kénnen [18].
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Gasplasma ist ein Multikomponentensystem, da es neben den generierten Elektronen und
lonen ebenfalls Photonen (Lichtemission im UV- bis Infrarotlichtbereich),
elektromagnetische Felder als auch neutrale sekundére Radikale wie reaktive Sauerstoff-
und Stickstoffspezies umfasst, deren Zusammensetzung die Eigenschaften des Plasmas
charakterisieren [19]. Es sind mehrere Gasplasmagerate (bspw. kINPen MED) fir
biomedizinische Implementationen in der Klinik zugelassen und im Jahr 2022 wurde dieses
innovative Therapietool sogar in die Leitlinie zur Behandlung chronischer
Wundheilungsstérungen aufgenommen. Die antimikrobiellen, antiviralen und fungiziden
Eigenschaften des Plasmas machen es zu einer vielseitig einsetzbaren Technologie in der
Klinik [20], weshalb es zumeist bei der Sterilisation oder Dekontamination, aber auch
anderen Anwendungsfeldern wie Blutgerinnung, Zahnmedizin und Onkologie zum Einsatz
kommt [21].

Die biologischen Effekte lassen sich hauptsachlich auf die Freisetzung der reaktiven
Sauerstoff- und Stickstoffspezies zurlckfihren die mittels Induktion von oxidativem Eu-
oder Disstress in die Zellphysiologie eingreifen [22]. Die am meisten emittierten Spezies
sind neben Ozon (Os) die kurzlebigen Hydroxylradikale (- OH), Superoxidanionen (- O2) und
Singulett-Sauerstoff (0O2) als auch langlebige Spezies wie Sauerstoffdioxid (NO2) und
Wasserstoffperoxid (H.0,) [23]. ROS/RNS sind nachweislich Molekiile mit pleiotropen
Funktionen, welche Konzentrationsabhangig sowohl schadliche als auch stimulierende
Effekte vermitteln kdnnen [24]. Wirkt nur eine niedrige bis moderate Menge produzierter
Spezies auf die Zellen agieren ROS/RNS als zellulare Modulatoren indem sie durch post-
translationale Modifikationen an der Regulation von Redox-Signalwege beteiligt sind und
bspw. mitogene Prozesse fordern [25]. Diese Eigenschaften macht man sich hauptsachlich
in der Wundheilung zur Stimulation der Geweberegeneration zunutze. Im Gegensatz dazu
fihren hohere Level an generierten ROS/RNS zu einem intrazellularen Redox-
Ungleichgewicht, wodurch der oxidative Stress steigt und in der irreversiblen Schadigung
zellularer Komponenten wie Proteinen, Lipiden und DNA resultieren kann [26]. Dadurch
koénnen Zelltod-assoziierte Signalprozesse wie Apoptose oder Ferroptose induziert werden,
welche letztendlich fir die beobachteten zytotoxischen Effekte bei Tumorzellen
verantwortlich sind [27]. Das tumortoxische Potential des Gasplasmas korreliert dabei
signifikant mit der Anzahl freigesetzter ROS/RNS die wiederrum linear mit der zum Plasma
zugefuhrten Energie und applizierten Behandlungszeit zunimmt [28].

Viele in vitro und in vivo Studien belegen die Inaktivierung von Krebszellen durch
Gasplasma eindrucksvoll und heben insbesondere die selektiven antitumoralen Effekte
hervor [26, 29-33]. Tumorzellen weisen im Vergleich zu gesunden Zellen durch bspw.
Aktivierung von Onkogenen wie c-myc, eine mitochondriale Dysfunktion oder dem Verlust

von funktionellem p53 ein héheres basales Level an intrazellularem oxidativem Stress auf

-10-



Einleitung

[34], wodurch sie anfalliger fir Schaden durch einen Uberschuss reaktiver Spezies sind
[35]. Somit kénnen ROS/RNS nach dem Konzept der Hormesis sowohl die Pathogenese
von malignen Zellen stimulieren, sich in zu hohen Mengen jedoch auch negativ auf das
Uberleben auswirken. Aufgrund dieser starken therapeutischen Relevanz von oxidativem
Stress wurden sowohl ROS/RNS fordernde als auch eliminierende Strategien zur
Krebsbek&ampfung entwickelt von denen allerdings nur die pro-oxidativen (ROS/RNS
freisetzend) Ansatze erfolgreiche Ergebnisse lieferten [36]. Wie auch beim medizinischen
Gasplasma beruht der hauptséchliche Wirkmechanismen weiterer Behandlungsmethoden
wie Radiotherapie und einiger Chemotherapeutika (z.B. Doxorubicin) auf der Generation
von oxidativem Stress [36]. Allerdings kommt es bei der Administration dieser Ansatze
durch exzessive und unkontrollierte Freisetzung von ROS/RNS haufig zur willkirlichen
Schadigung von gesundem Gewebe wodurch starke Nebeneffekte, bspw.
Nervenschadigungen oder Suppression des Knochenmarks, auftreten kénnen [37]. Im
Vergleich zu den konventionellen Standardtherapien birgt die therapeutische Applikation
von Gasplasma nur ein geringes Risiko und ist aufgrund seiner starken Tumorselektivitat,
welche gesunde Zellen und Gewebe vor der toxischen Wirkung verschont, sowie der
Maoglichkeit gezielt bestimmte Regionen lokal zu behandeln sehr nebenwirkungsarm.
Neben der generellen Tumortoxizitdt durch Manipulation des intrazellularen Redox-
Gleichgewichtes kann medizinisches Gasplasma auch die Aktivitdt des Immunsystems
stimulieren. Insbesondere die Expression von sogenannten molekularen Damage/Danger-
Associated Molecular  Pattern  (DAMP)  wie  Calreticulin  (CALR)  oder
Hitzeschockprotein 70/90 (HSP70/90) wird nach Gasplasma-Exposition signifikant auf der
Tumorzelloberflache hochreguliert [38]. Dies erleichtert Immunzellen die Erkennung von
Krebszellen und kann in dem immunogenen Zelltod, also der Immunzell-vermittelten
Vernichtung der malignen Zellen resultierten. Au3erdem konnte ein verandertes Profil
immunsupprimierender- als auch aktivierender Oberflachenmolekiile sowie eine divergente
Sekretion inflammatorischer und immunmodulierender Signalstoffe verzeichnet werden,
welche neben einer gesteigerten Aufnahme von Tumorzellen durch dendritische Zellen
(DCs) auch zu einer verstéarkten Zytotoxizitat von natirlichen Killerzellen fiihren kann [39,
40]. In vivo Studien belegen ebenfalls eine signifikant héhere Infiltration von Lymphozyten
aber auch Makrophagen und DCs in das Tumorgewebe sowie die Induktion einer adaptiven
Immunantwort nach Gasplasmaapplikation [41, 42]. Medizinisches Gasplasma beeinflusst
somit das gesamte Tumormikromilieu (TME; Tumor Microenvironment) und die Tumor-
Immun-Interaktionen [43], die zu einer Stimulation des Immunsystem und der Generation

einer Antitumorantwort fihren kénnen.
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2.3. Modifikation von medizinischem Gasplasma

Im Laufe der Jahre wurden unterschiedlichste Konfigurationen des Gasplasmas mit dem
Ziel der Leistungsoptimierung und Effektivitatssteigerung erforscht. Prinzipiell tragen die
Rahmenbedingungen unter denen das entsprechende Gasplasmagerat betrieben wird
entscheidend zu den erzeugten Effekten bei und ermdglichen eine freie Modulation der
Gasplasmaeigenschaften. Neben allgemeinen Parametern wie Abstand zwischen
Plasmajet und Zieloberflache, Behandlungszeit, verwendete elektrischen Energie,
Glasfluss sowie der gewdahlte Behandlungsmodus (ableitend oder nicht-ableitend)
beeinflusst auch die Art und Zusammensetzung des zugefihrten Gases bzw.
Gasgemisches die vermittelten Effekte [20, 21]. Hauptsachlich findet durch Anpassungen
des Settings eine verédnderte Radikalproduktion statt, welche deutlich unterschiedliche
Mischungen von ROS/RNS hervorbringt und sich auf die Gasplasmachemie
auswirkt [44, 45]. Allerdings konnten auch resultierende Modifikationen anderer
physikochemischer Faktoren wie die Elektronendichte und elektrischen Felder zu
abweichenden biologischen Effekten beitragen. Mittels Verwendung einer pulsmodulierten
Radiofrequenz-Stromquelle konnten Mahreen et al. eine helikale Form des Gasplasmas
induzieren, welche sich sichtbar von der herkdbmmlichen konischen Form unterscheidet.
Diese helikalen Strukturen haben Auswirkungen auf die chemischen Eigenschaften des
Plasmajets da sie eine vermehrte Luftzufuhr in den Plasmaionisierungsbereich erméglichen
was die Bildung von ROS/RNS bei geringen Temperaturen beginstigt [46]. Des Weiteren
konnte eine Studie aus dem Jahr 2018 zeigen, dass eine Erhdhung der
Entladungsspannung mit einer potenzierten Generation der reaktiven Spezies H,O, und
NOy korreliert als auch eine gesteigerte Reduktion von lebensfahigen Krebszellen zur
Folge hatte [47]. Vergleichbare Daten wurden nach Modulation des Gasflusses erhalten
und bestétigten einen Zusammenhang zwischen den verwendeten Betriebsparameter und
der Gasplasmachemie [48]. Neben den allgemeinen Anpassungen von Betriebsparametern
sollen auch neuentwickelte Plasmaquellen sowie innovative technologische Adaptation
nicht nur die biomedizinische Applikation leichter und effizienter, sondern auch angenehmer
fur die Patienten machen. Vielversprechend Ergebnisse konnten durch den Einsatz eines
Neon-betrieben Gasplasmajets mit insgesamt zwei Effluenten, welche sich an der Spitze
zu einem V vereinigen, gewonnen werden [39]. Ein erhohter Anteil apoptotischer und
nekrotischer Krebszellen nach Behandlung als auch ein geringeres Irritationspotential
deuteten nicht nur auf eine verstarkte Tumortoxizitdt, sondern auch eine verbesserte
Gewebevertraglichkeit gegentiber der herkdmmlichen Gasplasmatechnologie hin. Uber die
Jahre wurden einige dieser technischen Neuerungen am Gasplasmageréat selbst entworfen
und etabliert, jedoch wurden die Modifikationen meist nur physikochemisch beurteilt und

lassen nur Mutmaf3ungen uber potentielle biologische Auswirkungen zu [49]. Im Gegensatz
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dazu wurde in mehreren Forschungsprojekten die Auswirkungen einer Gaszumischung
hinsichtlich der zellbiologischen Effekte analysiert wodurch die Erkenntnis erlangt wurde,
dass die Gasplasmazusammensetzung und damit einhergehenden biologischen Effekte in
einer direkten Verbindung zueinanderstehen. Das bedeutet, dass in Abhangigkeit des
zugefihrten Gases die Zusammensetzung der produzierten reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies variiert und folglich auch die therapeutischen Eigenschaften des
medizinischen Gasplasmas. Neben einem verstarkten antimikrobiellen Effekt und einer
verbesserten Blutplattchenaktivierung sowie Wundheilung nach Variation des
Gasplasmasettings [50-53] konnten auch potenzierte tumortoxische Auswirkungen
nachgewiesen werden [41, 54, 55]. Beispielsweise konnte durch Zumischung von O zu
einem Helium-betrieben Gasplasmajet die Induktion von Apoptose sowie Inhibierung der
metabolischen Aktivitdt von behandelten Tumorzellen signifikant erhéht werden [56].

Die charakteristischen Eigenschaften des Gasplasmas lassen sich demzufolge leicht
modulieren und ermdoglichen einen Einsatz in vielen potentiellen Bereichen der
Lebenswissenschaften. Durch die Entschliisselung der Zusammenhénge zwischen den
einzelnen modifizierbaren Parameter und daraus resultierende physikochemischen
Anderung kann es fiir industrielle aber auch biomedizinischen Anwendungen spezifisch
optimiert und genutzt werden. Das Multikomponenten-Tool stellt somit nicht nur im Hinblick
auf die Tumorbekdmpfung, sondern auch auf die immer mehr im Fokus stehende
personalisierte Medizin eine attraktive Therapieoption mit der Moglichkeit zur individuellen
Anpassung dar.

2.4. Kombinationstherapie mit small molecules

Die Steigerung antitumoraler Effekte durch die Kombination verschiedener therapeutischer
Behandlungsverfahren stellt spatestens seit der Etablierung von Tumorresistenzen ein
essentielles Feld in der Krebsforschung dar. Die simultane Implementation von
Radiotherapie und Applikation von Chemotherapeutika fand erstmals in den frilhen 1950er
Jahren Anwendung und ist seit den vielversprechenden Behandlungserfolgen nicht mehr
aus dem Kilinikalltag wegzudenken [57]. Zunehmend werden auch neue Anséatze zur
Tumorbekampfung miteinander kombiniert, um bestmogliche Therapieerfolge zu erzielen,
die Wirkung von nicht-tumortoxischen Arzneidosen zu verstarken oder entstandene
Insensitivitat der Krebszellen zu Gberwinden und somit ein Wiederauftreten des Karzinoms
zu verhindern. In den vergangenen Jahren wurden die Auswirkungen einer
Kombinationsbehandlung von medizinischem Gasplasma mit vielen konventionellen
Therapieoptionen wie Radiotherapie [58, 59] und Chemotherapeutika [60, 61], aber auch
neueren Techniken, zu denen die Administration von Nanopartikeln [62, 63] und gepulsten

elektrischen Feldern [64] z&hlen, mit groRem Interesse erforscht. Mehrere Studien haben
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zudem madgliche synergistische Effekte zwischen Gasplasma und kleinen inhibitorischen
Molekilen, den so genannten small molecules, evaluiert. Diese niedermolekularen
chemi schen Verbindungen haben nur ein se
kénnen entweder natirlichen Ursprungs sein oder aber synthetisch hergestellt werden [65,
66]. Im Gegensatz zu Antikdrpern zielen small molecules typischerweise auf intrazellulare
Strukturen ab und zeigen unterschiedliche Toxizitatsprofile was sie attraktiv far
Kombinationsbehandlungen macht. Aufgrund ihrer geringen GroRe kénnen sie effektiv im
Gewebe verteilt werden und nicht nur an Zielstrukturen auf der Zelloberflache binden,
sondern auch Zellmembranen durchdringen und intrazellulare Proteinstrukturen erreichen.
Die meisten small molecules greifen in die Regulation von pro-tumorigenen Signalwegen,
die entweder mit dem Uberleben, der Proliferation, der Metastasierung, dem
Tumormikromilieu oder der antitumorale Immunantwort assoziiert sind, ein [67, 68]. Neben
Toll-like- oder anderen Liganden-bindende Rezeptoren auf der Zelloberflache visieren die
chemischen Verbindungen aullerdem Kinasen, epigenetisch-regulierende Proteine,
Matrixmetalloproteinasen, DNA Reparatur Enzyme und Proteasomen an [69]. Somit
modulieren sie entscheidend spezifische Signalwege und kénnen gezielt zur
Tumorvernichtung eingesetzt werden. Untersuchungen hinsichtlich einer potentiellen
Kombinationen von small molecules mit medizinischem Gasplasma konnten fast
ausschlie3lich synergistische antitumorale Effekte nachweisen [7, 70, 71], die sich auch
in vivo validieren lieRen [72, 73]. Da die Membran von Zellen sensitiv gegenuber
physikalischen und chemischen Einflissen ist, konnen die Gasplasma-produzierten
ROS/RNS direkt mit den darin vorkommenden Lipiden interferieren, wodurch sich die
Membranpermeabilitdt erhéht und die Molekille besser in die Zelle gelangen um dort ihre
Wirkung zu entfalten [74, 75]. Aber auch eine Gasplasma-modulierte Expression von
Transportern erleichtert die Aufnahme additiver Substanzen in die Krebszelle wie Sagwal
et al. zeigen konnten. Die Wissenschaftler identifizierten wahrend der
Kombinationsbehandlung von Melanomzellen mit Gasplasma und Doxorubicin eine
verstarkte Akkumulation des chemotherapeutischen Stoffes in der Zelle, welche durch eine
Plasma-induzierte Hochregulation des organischen Kationentransporters SLC22A16
vermittelt wurde [76]. Durch den Einsatz von Gasplasma und die damit einhergehende
erhdohte Membrandurchlassigkeit werden somit geringere Konzentrationen von einem
bestimmten tumortoxischen Molekll benétigt, um eine gleiche oder sogar effizientere
Wirkung wahrend der Krebsbehandlung zu erzielen. Eine reduzierte Administration der
Therapeutika fiihrt wiederum zu einer verringerten Toxizitat im Patienten und vermindert
folglich die Schwere von moglichen Nebenwirkungen. GroRRangelegte Screenings von
Bibliotheken mit small molecules, die beispielsweise durch Glykosylierung oder Alkylierung

strukturell modifiziert wurden und veranderte physiologische Eigenschaften haben [77],
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konnten vielversprechende Kandidaten fir Kombinationsbehandlungen mit Gasplasma zur
Steigerung des tumortoxischen Potentiales identifizieren. Erste Experimente mit
unterschiedlichen Derivaten von Pyrazolopyrimidinon [78] und Indirubin, welche beide
Zellzyklus-assoziierte Kinasen innerhalb der Zelle inhibieren, enthillten eine verstérkte
Hemmung der Krebszellvitalitdt nach Kombinationsbehandlung mit der Gasplasma-
Technologie [79]. Die kombinatorische Anwendung von Gasplasma mit Molekilen, welche
die Cytochrome C Oxidase [80, 81] oder aber den Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1)
Rezeptor blockieren, erzielten synergistische Effekte in 3D Spheroid-Modellen als auch in
vivo. Die Kombination von Plasma mit immunmodulierenden small molecules bietet dabei
eine der erfolgversprechendsten Varianten, da es Tumortoxizitat mit Immunaktivierung
vereint und wie im Fall der Kombination von PD-1-Antikdrpern mit Plasma zu einer
verstarkten Leukozyteninfiltration und Bekampfung der Tumorzellen durch kérpereigene
Zellen bewirkt [82].

2.5. Entwicklung von Therapieresistenzen

Im Laufe der Zeit ist es Tumorzellen gelungen Mechanismen zu etablieren, die sie nicht nur
vor der Erkennung und Vernichtung durch das Immunsystem schitzen, sondern lhnen
ermaoglichen den toxischen Auswirkungen einer Therapie zu entkommen. Die Entwicklung
von Resistenzen durch eine hohe Mutationsrate, Plastizitat aber auch intra- und
intertumorale Heterogenitdt von Tumoren konnte bereits bei fast allen therapeutischen
Anwendungen beobachtet werden und stellt die gréRte Herausforderung fur die
Krebsheilung dar [12, 83]. Resistenzen limitieren nicht nur stark die therapeutische
Effektivitdat, sondern konnen sogar zum Versagen der Behandlung mit weiterhin
unkontrolliertem Tumorwachstum (Rezidiven) flhren, weshalb sie die vorherrschende
Ursache fur Todesfdlle von Krebspatienten weltweit sind. Um die Wirksamkeit von
antitumoralen Therapieoptionen signifikant zu steigern ist es somit unumganglich neue
Strategien zu entwerfen, die nicht nur erlauben Resistenzen zu umgehen, sondern
eventuell sogar ihre Entstehung zu verhindern oder umzukehren. Daflr ist ein
tiefergreifendes Verstandnis aller potentiellen Resistenz-Mechanismen notwendig, zu
denen neben dem gesteigerten metabolischen Abbau und Efflux von therapeutischen
Agenzien die rapide Beseitigung von DNA Schéaden, Mutationen von Therapietargets,
epigenetische Veradnderungen, Inhibierung von Zelltodwegen und Regulation des TMEs
gehdren [84]. Fur eine gute Translation von Untersuchungsergebnissen ist es essentiell die
Stressantworten von Krebszellen nach mehrfachen Behandlungszyklen zu erforschen, um
mogliche Adaptionen frihzeitig zu erkennen und Wege diese zu umgehen ausfindig zu
machen. Denn nur in 50 % der Falle sind primare intrinsische Resistenzen bereits vor der
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ersten therapeutischen Anwendung in Tumorzellen oder -geweben (z.B. bestehende
Tumorklone) vorhanden und gestatten das Uberleben bzw. die Anpassung an den
Behandlungsstress [85, 86]. Stattdessen erwerben viele Krebszellen nach einer
anfanglichen Phase der Reaktion die nutzlichen Eigenschaften Uber den Verlauf der
Therapie. Hierbei kann die Sensitivitdt von Tumorzellen sowohl durch genetische (z.B.
genetische Diversitat, epigenetische Veranderungen) als auch nicht-genetischen Faktoren
(z.B. metabolische Inaktivierung von Stoffen, kompensatorische Signalwege) beeinflusst
werden. Viele Tumorzellen eignen sich beispielswiese unter einem anhaltendem toxischen
Stress Eigenschaften von Krebsstammzellen an, die eine deutlich reduzierte
Empfindlichkeit gegeniiber verschiedenen Behandlungsverfahren durch eine hohe
Heterogenitat, Plastizitat, Selbsterneuerung und pro-tumorigener Kapazitat aufweisen [84].
Hinzu kommt eine haufig beobachtete verringerte Proliferationsrate, die sich in einer
zellularen Dormanz, Seneszenz oder proliferativen Verlangsamung abbilden kann.

Da die tumorschadigenden Effekte einer Vielzahl von therapeutischen Mitteln auf der
Generation von oxidativen Stress beruhen, spielen auch oxidative Anpassungen eine
entscheidende Rolle bei der Etablierung von Resistenzen. Unter anhaltendem oxidativen
Stress entwickeln Krebszellen eine verbesserte antioxidative Kapazitat, welche sie vor den
schadigenden Einflissen schitzt. Neben der gesteigerten Expression von Enzymen zur
Detoxifikation der reaktiven Spezies wird beispielsweise die Verfugbarkeit von
Prooxidantien wie Eisen oder Kupfer in der Zelle minimiert. Auch die an der Degradierung
von oxidierten Molekilen (Ubiquitin-Protease-Weg) beteiligten Proteine liegen in einer
hoheren Anzahl in ROS/RNS-adaptieren Zellen vor [87].

Mit der oxidativen Stress-induzierenen Gasplasma Technologie konnten in onkologischen
Patientenstudien nur teilweise Erfolge bei der Behandlung unterschiedlicher Krebsentitaten
erzielt werden. In Abhangigkeit des Tumortyps, -stadiums und i lokalisation fiihrten 10-66 %
der Gasplasmaanwendungen zu keiner erkennbaren Inhibierung des Tumorwachstums
bzw. kam es als Folge unzureichender Wirksamkeit zu Rezidiven [88-91]. Diese
Beobachtungen lassen auf intrinsische aber auch erworbene Resistenzen gegeniiber der
Gasplasmatherapie schlieRen, wobei vor allem erstere bereits in friihreren Studien erforscht
wurden. Diesen zufolge wird die Gasplasmasensitivitat beispielsweise von Faktoren wie
dem generellen Krebsstadium [92], Expression von Aquaporinen, Cholesterolgehalt der
Zellmembran [93] sowie dem Aminosaurestoffwechsel [94] und Vorhanden sein der
assoziierten Transportern (z.B. Cystein-Glutamat Antiporter XCT) [95] beeinflusst. Weitere
potentielle Ursachen einer moéglichen Gasplasmaresistenz vermittelt durch eine adaptive
Stressantwort wurden bisher jedoch nicht untersucht.

Schlussendlich gibt es eine Reihe von Mechanismen die von Tumorzellen zur Umgehung

toxischer Auswirkungen einer Behandlung genutzt werden kdnnen, allerdings zeitgleich
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auch als neues Therapieziel zur Vernichtung solch resistenter Zellpopulationen dienen oder
die Effektivitat konventioneller Behandlungen steigern konnen. Durch die Kombination von
Therapien mit nicht-Uberlappenden Inhibierungsmechanismen, Entwicklung neuer
Generationen von Medikamenten, Stimulation des Immunsystems und den Einsatz
innovativer Behandlungstechniken wie Immunopravention, Mikropartikel oder Nanomedizin
kénnen sich Resistenzen in der Zukunft iberwinden lassen. Auch adaptive Stressantworten
stellen attraktive therapeutische Ziele dar, da sie die Mdoglichkeit bieten die
Therapieresultate durch die sofortige Inhibierung der malignen Zellen als auch die
Vermeidung des Aufkommens genetisch resistenter Klone zu verbessern [96]. Daflr ist es
allerdings notwendig die Bandbreite an mdglichen Anpassungsstrategien und

Stressphanotypen zu identifizieren [96].
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3. Zusammenfassung

In dieser Promotionsarbeit sollten drei unterschiedliche Wege und Ansétze zur Steigerung
der Effizienz und Wirksamkeit von medizinischem Gasplasma als onkologisches
Therapietool erforscht und hinsichtlich ihres Potentials beurteilt werden. Neben der (a)
Modulation des Gasplasmas selbst durch Verwendung unterschiedlicher Aufsatze fir das
zugehorige Gerat wurden auch die Auswirkungen einer (b) Kombination von Gasplasma
mit neu entwickelten synthetisierten small molecules untersucht und (c) die adaptive
Stressantwort von Krebszellen zur Aufklarung mdoglicher Resistenzmechanismen
analysiert. Den Antof3 zur Erkundung dieser drei Wege zur Verbesserung der
Gasplasmatherapie wurde durch eine sehr intensive Literaturrecherche zu dem aktuellem
Stand der Gasplasmaforschung und ihrer klinischen Anwendungsbeispiele in der Medizin
gegeben. Da es lediglich zu Kopf-Hals-Krebs ausfihrliche Patientenstudien hinsichtlich der
Implementation der Gasplasmatherapie und somit keine Vergleichsmaoglichkeit mit anderen
Tumorarten gibt, wurden im Rahmen eines Ubersichtsartikels [97] neben der
Beschreibung der allgemeinen charakteristischen Eigenschaften, Mechanismen und
Funktionsweise von Gasplasmen alle Studien, welche die Auswirkungen von Gasplasma
auf Kopf-Hals-Krebs behandeln, eingehend diskutiert. Die Untersuchungen belegen, dass
ROS/RNS die Hauptvermittler der Plasma-induzierten Zellantwort sind, die vor allem mittels
Steigerung des oxidativen Stresses innerhalb der Zelle diese durch Einleitung
apoptotischer Signalprozesse in den Zelluntergang treiben. Dies konnte sowohl in vitro als
auch bei in vivo und ex vivo behandelten malignem Patientengewebe mittels TUNEL-
Farbung validiert werden. Aber auch andere Signalprozesse werden durch die
Gasplasmaexposition in der Zelle angestof3en. Die Stérung des Downstream Signaling des
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), der eine zentrale Rolle fir die Regulation des
Zellzyklus, die Proliferation und die Differenzierung spielt, ist ein weiterer Effekt der durch
Gasplasma-generierten oxidativen Stress in den Tumorzellen initiiert wird. Die Kombination
von medizinischem Gasplasma mit EGFR-gerichteten Nanopartikeln konnte sogar eine
18-fach starkere antitumorale Wirkung erzielen und unterstreicht die steigende Relevanz
der Kombination unterschiedlicher Therapiestrategien. In einem Uberblick tber bereits
durchgefuhrte klinische Studien werden insbesondere die Gasplasma-assoziierten
Auswirkungen am Patienten eingehend erlautert und beurteilt. So konnte durch die
angeregte Wundheilung der ulzerierenden Tumore, die Reduktion des mikrobiellen
Wachstums und der damit einhergehenden Reduktion des typischen Ublen Geruchs die
Lebensqualitdt der Patienten maf3geblich gesteigert werden. Durch die gezielte lokale
Anwendbarkeit und hohe Tumorselektivitat stellt die Gasplasmaapplikation eine sehr
nebenwirkungsarme Therapieoption dar, wenn gleich nur teilweise Tumorregression bei der
Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren erzielt werden konnten. Bei mehreren Patienten liel3
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sich eine Verringerung der Tumormasse beobachtet bevor das Tumorwachstum trotz
fortgesetzter Plasmabehandlung wiedereinsetzte und Tumorrezidive aufgrund von
Anpassung der Krebszellen an die Langzeitbehandlung vermuten lie3. Aufgrund dieser
limitierten Inhibierungswirkung im Patienten sind weitere Analysen notwendig, um
potentielle Adaptationsprozesse nach wiederholter Gasplasmabehandlung zu ergriinden
und die Effizienz zu optimieren. Zusammenfassend unterstreicht der Ubersichtsartikel den
groRen Nutzen den die Gasplasmatherapie in einem palliativen Setting fir Betroffene
bringen kann. Die partielle Regression des Tumorwachstums in 50 % der Falle lieferte
ebenfalls Nachweise fir die therapeutische Wirksamkeit und spricht fir die Gasplasma-
Technologie als adjuvante oder neoadjuvante Behandlungsoption in Kombination mit
anderen Therapien.

Ein potentieller Ansatz zur Verbesserung der Therapieergebnisse ist die Erh6hung der
Wirksamkeit durch Modulation des Gasplasmas selbst. Im Rahmen der ersten Publikation
[98] haben wir den Einsatz zweier neuartiger Adapter fir Gasplasmagerate und ihre
klinische Anwendung im Bereich der Onkologie geprift. Die aus Keramik (Al2O3)
hergestellten Aufsatze wurden in Zusammenarbeit mit Physikern und Ingenieuren (Leibniz-
Institut fir Plasmaforschung und Technologie, Greifswald) designt, um durch Modifikation
der Stromungseigenschaften des generierten Gasplasmas die induzierten antitumoralen
Effekte zu potenzieren. Innerhalb der 3D-gedruckten Adapter sollte durch die Anbringung
einer perforierten Deflektorplatte zwischen Gasplasmastrahl und Behandlungsziel die
nominale Flache fir die Ablagerung von ROS/RNS als eigentliche Vermittler der
tumortoxischen Effekte erhdht werden. Dariiber hinaus sollte der dynamische Druck des
Gasplasmas, welcher bei der Verwendung hoher Durchflussraten auf das Gewebe wirkt,
durch die Ablenkplatte verringert werden. Es wurde sowohl ein Aufsatz mit niedriger als
auch hoher dynamischer Druckreduktion (DPR; Dynamic Pressure Reduction) getestet. Der
Adpater mit einer geringen DPR verwendet eine vollstandig perforierte Scheibe, wéahrend
fir eine hohe DPR eine teilweise perforierte Scheibe mit festem Zentrum in das Gehause
eingesetzt wurde. Aufgrund des Gasplasma-generierten Druckgradienten saugen die
Adapter die Umgebungsluft mit einer konstanten Durchflussrate in das Glocken-artig
geformte Gehéause, wodurch das Verhdltnis von Luft zu Tragergas innerhalb der aktiven
Plasmazone stabilisiert wird. Zusatzlich erfolgt eine Abschirmung vor &uReren
Stromungsstorungen was in der Stabilisierung der Zirkulation freier Radikale innerhalb der
aktiven Plasmazone resultiert. Durch diese funktionelle  Konstruktion der
Gasplasmaaufséatze sollte aulBerdem der Behandlungsradius im Vergleich zu einer
fokussierten punktuellen Exposition durch den alleinigen Gasplamastrahl erweitert werden.
Aufgrund ihrer Beschaffenheit konnen die 3D-gedruckten Keramiksysteme einfach und

schnell an erforderliche Spezifikationen angepasst werden, jedoch ist ihr Potential in der
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biomedizinischen Forschung nocht nicht entschliisselt.

Die indirekte Messung des dynamischen Drucks mittels Bestimmung der
Flussigkeitsverdrangung wahrend der Gasplasmabehandlung zeigte, dass die
Implementation der Keramiksysteme sowohl bei einer moderaten (2 slm) als auch hohen
(5 slm) Gasdurchflussrate zu einem verringertem dynamischen Druck gegenuber der
regularen Gasplasmaanwendung fuhrt. Allerdings wiesen Analysen gasplasmabehandelter
Flussigkeiten keine gesteigerte Anreicherung von ROS/RNS durch die Anbringung der
DPR-Aufsatze nach. Die Behandlung von Luziferase-exprimierenden CT26 Tumorzellen
mit  Adapter-komplementiertem Gasplasma zeigte weiterhin keine verstarkten
antikanzerogenen Effekte wie eine verbesserte Reduktion der metabolischen Aktivitat,
Apoptoseinduktion oder Zellvitalitat. Ursache kénnte neben dem fehlenden aktiven Eintrag
der Spezies in die Flussigkeit durch den reinen Gasplasmastrahl, welcher die behandelte
Oberflache im Vergleich zu der Adapter-Applikation durch Flussigkeitskonvektion kiinstlich
vergroRert und in vitro deshalb nur bei moderater Durchflussraten anwendbar ist, auch der
ausbleibende direkte Kontakt mit der Zieloberflache sein. Dadurch wird der
Diffusionsabstand erhoht und aufgrund der hohen Reaktivitat und kurzen Lebenszeit einer
Viel zahl generierter Spezies (bspw. OH O 1 ns
Folglich lassen sich die beiden Behandlungsregime in vitro nur schwer vergleichen.

Mittels des in ovo Models wurden flir eine bessere Translatierbarkeit der Ergebnisse
3D-Tumororganoide auf der Chorioallantoismembran von Hihnerembryonen geziichtet
und mit dem entsprechenden Ansatz behandelt um die antitumorale Effekte besser
beurteilen zu kdnnen. Wie bereits in vitro zu beobachten war, konnte bei einer moderaten
Durchflussrate  keine  verstarkte  Tumorinhibierung gegeniber der regularen
Gasplasmatherapie festgestellt werden. Allerdings zeigte der Keramikaufsatz mit geringer
DPR bei einer hohen Druchflussrate (5 slm) eine signifikant bessere Tumortoxizitét.
Dartber hinaus wurde die Immunogenitat der Tumorzellen durch diese Adapter-
komplementierte Behandlung malgeblich erhéht was zu einer verstarkten
Antitumorantwort durch gesteigerte Aktivierung des Immunsystems filhren konnte.
Gleichzeitig resultierte die Verwendung des Aufsatzes mit nur teilweise perforierter Scheibe
in einem geringeren lIrritationspotential gegeniber den anderen getesteten
Behandlungsregimen und bestéitigte die gute Gewebevertraglichkeit dieser
Therapiestrategie.

Folglich konnte mit den Adaptersystemen mittels Reduktion des dynamischen Druckes mit
homogener Verteilung der ROS/RNS auf eine nominal erweiterte Behandlungsflache eine
Effizienssteigerung erzielt werden, da die anitumorale und immunstimulierende Wirkung
des Gasplamas im praklinischne in ovo Model unter hohen klinisch relevanten

Durchflussraten signifikant verstarkt wurde wéahrend eine hervorragende Gewebetoleranz
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gewahrleistet ist. Die Studie unterstreicht den vielversprechenden Ansatz und die
Umsetzbarkeit der Gasplasmaoptimierung durch Einsatz von Strémungsmodulierenden
Adaptern in Onkologie und anderen medizinischne Bereichen.

In  Rahmen einer zweiten Publikation wurden die Auswirkungen einer
Kombinationstherapie von Gasplasma mit neuartigen small molecules eingehend
untersucht [99]. Kombinationsbehandlungen haben in den letzten Jahren durch
beeindruckende Effizienz gegenlber einer Vielzahl von Krebsarten immer mehr Relevanz
im onkologischen Feld gewonnen. Da Monotherapien immer haufiger zur Etablierung von
Resistenzen fihren, kann der simultane Einsatz zweier Behandlungsstrategien mit
unterschiedlichen Wirkmechanismen ein effektiver Ansatz zur Uberwindung von
Tumoradaptationen und Optimierung der Behandlunsresultate sein.

Chromone sind natirlich vorkommende heterozyklische Verbindungen die vielfaltige
biologische Eigenschaften besitzen. lhr antitumorales, antivirales und antimikrobielles

Potential vermitteln sie unter anderem durch Regulation zellularer Signalwege mittels

Bindung an Proteinkinasen, Tyrosinphosphatasen oder Transkriptionsfaktor e n ( z . B.

Insgesamt  wurden zu Beginn der Untersuchungen 155 neusynthetisierte
Chromonverbindungen sowohl als Monotherapie als auch in Kombination mit Gasplasma
auf ihre antitumorale Effektivitat in 3D-Tumorspheroiden getestet. Durch die Beurteilung der
Auswirkungen einer Kombinationsbehandlung im ersten Schritt der Evaluierung lassen sich
direkte Aussagen Uber die Toxizitat der Verbindung allein als auch Kombination treffen was
mit Hinblick auf die zukiinftige klinische Anwendung von grofR3er Wichtigkeit ist. So kdnnen
kategorisch small molecules, welche zu keiner Steigerung Gasplasma-assoziierter Effekte
fuhren bzw. deren Wirkung sich erst mit der Kombinationstherapie entfalten, identifiziert
werden. Dabei zeigten die beiden Chromonderivate SM837 und 1S112 die beste
Tumortoxizitat und wurden nachfolgend hinsichtlich ihres Einflusses auf den intrazellularen
oxidativen Stress, das invasive Potential und die Vitalitdt der Tumorzellen genauer beurteilt.
Weder SM837 noch IS112 konnten als Monotherapie eine Steigerung des ROS/RNS Levels
oder eine Beeintrachtigung der Zelladhasion bewirken. Im Gegensatz dazu lie3en sich nach
der Applikation von Gasplasma oder der Kombination der Therapieansatze sichtbare
Veranderungen beobachten. Der potenzierte antikanzerogene  Effekt der
Kombinationsbehandlung konnte sowohl in einem in ovo Tumororganoid-Modell als auch
in einem Xenograft-Mausmodell validiert werden. Neben einer starken Verringerung der
Tumorlast durch 1S112 und Gasplasma alleine bewirkten alle Kombinationsbehandlungen
eine synergistische Tumorinhibierung. Allerdings zeigte 1S112 eine nicht vernachléassigbare
Toxizitat in vivo. Histologische Analysen der behandelten Tumore konnten lediglich eine
signifikante Induktion von Apoptose nach Gasplasmabehandlung nachweisen, was darauf

hindeutet, dass zusatzliche Mechanismen oder Zelltodwege bei der Vermittlung der starken
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Zusammenfassung

Antitumotoxizitat von der Kombinationsbehandlung beteiligt sind.

Zusammenfassend konnte die Chromonverbindung SM837 als small molecule mit geringer
Toxizitat und guter Vertraglichkeit identifiziert werden, deren Einsatz in Kombination mit
medizinischem Gasplasma jedoch eine beachtliche synergistische antikanzerogene
Wirkung in vitro, in ovo und in vivo hervorruft. Dadurch konnten im Vergleich zu Gasplasma
als Monotherapie nicht nur verbesserte Behandlungserfolge erzielt und die
Gasplasmaeffektivitdt optimiert sondern auch ein neuer innovativer Ansatz zur
Tumortherapie ermittelt werden.

Ein weiterer Weg die Erfolge der Gasplasmatherapie zu steigern besteht darin die
Adaptationsprozesse, welche den Tumorzellen erlauben den wiederkehrenden oxidativen
Stress unbeschadet zu Uberstehen und hauptsachlich fur das Therapieversagen sowie
Tumorrezidive verantwortlich sind, aufzudecken. Mit der Entschliisselung der
Resistenzmechanismen kénnte durch Umgehung dieser eine konstante Effektivitat der
Behandlung Uber einen langeren Therapiezeitraum gewahrleistet, aber auch bereits
bestehende Resistenzen Uberwunden werden. Deshalb haben wir in einer dritten
Publikation die chronische oxidative Stressadaptation in Krebszellen eingehender
betrachtet [100]. Eine Resistenzetablierung wurde bereits bei mehreren
Therapiestrategien, deren Tumortoxizitat auf einer gesteigerten Produktion intrazellularer
ROS/RNS beruht, wie beispielsweise Chemo- oder Radiotherapie aber auch Gasplasma,
beobachtet. Zur Evaluierung der Auswirkungen und Anpassungen einer repetitiven
Gasplasmabehandlung wurde ein neues standardisiertes in vitro Zellkulturmodell etabliert,
woflr die beiden Plattenepithelkarzinom-Zelllininen A431 und SCC-25 einmal pro Woche
Gasplasma-induzierten  oxidativen  Stress  ausgesetzt wurden. Nach acht
Behandlungszyklen wurde die Stressantwort von Wildtypzellen (WT) mit der von repetitv
behandelten (RE; repetitively-exposed) Krebszellen verglichen. Neben morphologischen
Veranderungen wie der VergroRerung der Zelloberflache zeigten mehrfachbehandelte
Zellen eine signifikant geringere Gasplasmaempfindlichkeit, da weder Proliferation noch
Vitalitat dieser Zellen durch die Behandlung mafgeblich beeintréchtigt wurden. Diese
erworbene Gasplasma-Insensibilitdt der RE-Tumorzellen ging mit einem vermehrten G2
Zellzyklus-Arrest in Form der Senezenz einher. Indem die adaptierten Zellen sich in eine
nicht-teilende Zellphase begeben, kénnen sie die toxischen Einflisse unbeschadet
Uberstehen und durch nachfolgende Reinitierung der Proliferation resistente
Subpopulationen bilden. Diese Anpassung ist ein klassisches Charakteristikum von
Krebsstammzellen und deutet auf den Erwerb &@hnlicher Eigenschaften unter wiederholter
Gasplasmaexposition hin.

Im Vergleich zu den Wildtyp-Krebszellen lie3 sich in den wiederholt Gasplasma-

behandelten Zellen eine oxidative Adaptation detektieren, da sowohl die basale Expression
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Zusammenfassung

von den antioxidativen Enzymen Katalase und Superoxiddismutase als auch das
intrazellulare Level an ROS/RNS gesteigert war. Dies steht im Kontrast zu der bisherigen
Annahme, dass Zellen mit hohem oxidativen Stress anfélliger gegeniber weiteren
ROS/RNS Schéaden sind. Eine verstarkte Abundanzen von reaktiven Spezies in malignen
Zellen wurde allerdings auch mit Tumorprogression und der Selektion von
Krebsstammzellen in Verbindung gebracht, die durch ihre enorme Therapietoleranz zum
Behandlungsversagen beitragen kénnen.

Die Gasplasmaapplikation fuhrte in den Wildtypzellen zu einer signifikant reduzierten
Sekretion von dem Platelet-derived Growth Factor-AA (PDGF-AA) und fur die SCC-25
WT-Zellen wurde eine deutlich starke Freisetzung von pro-inflammatorischen Molekilen
quantifiziert. Jedoch wiesen die RE-Zellen ein stark verandertes Sekretionsprofil auf,
welches sich insbesondere durch die Konzentration des PDGF-AA von den Wildtypzellen
unterscheiden lie3. Transkriptionsanalysen der signifikant differentiell expremierten Gene
zeigten eine starke Korrelation von acht Genen, darunter auch C5a Anaphylatoxin
Chemotactic Receptor 1 (C5AR1), mit der Gasplasmaempfindlichkeit der Wildtypzellen
wohingegen eine gesteigerte Expression von dem immunsupprimierenden Interleukin-1
receptor, type 2 (IL1R2) stark mit der Resistenz der RE-Zellen korrelierte. ILLR2 unterstitzt
neben der Stammzellerneuerung auch die Tumorangiogenese, Proliferation sowie
Migration und kdnnte als neues Ziel zur Entwicklung innovativer Therapieansatze dienen,
da die Inhibierung des Rezeptors bereits erfolgreich zur Krebsbekéampfung eingesetzt
wurde.

Die Stressantwort der Gasplasma-adaptieren Zellen und Wildtyp-Zellen wurde weiterhin in
einem Xenograft-Mausmodell untersucht. Der therapeutische Einsatz des Gasplasmas
inhibierte das Tumorwachstum von WT- und RE-Tumoren, jedoch zeigten die Tumore der
repetitiv behandelten Krebszellen eine signifikant geringere Reduktion der Tumorlast bis
Versuchstag 8. Weiterhin lieR sich fir die RE-Tumore ein erkennbar langsameres
Wachstum und erheblich hochregulierte Basalexpression einer Vielzahl von
Oberflachenmarkern wie dem immunsupprimierenden Programmed Cell Death Ligand 1
(PD-L1) als auch dem tumorférdernden Rezeptor EGFR nachweisen.

Die generierten Daten bestéatigen, dass eine repetitive Behandlung mit Gasplasma-
produzierten ROS/RNS einen resistenten Phanotyp mit Stammzell-ahnlichen
Eigenschaften wie G2 Zellzyklus-Arrest, oxidativer Adaptation und Zellvergré3erung
selektiert. Diese adaptierten Krebszellen etablierten in vivo langsamwachsende Tumore mit
immunreprimierenden  und  pro-tumorigenen  Charakteristika. = Die  erworbene
Gasplasmainsensitivitdt korrelierte stark mit einer gesteigerten Expression von IL1R2,
welcher als potentieller Biomarker und zur Entwicklung innovativer Therapieoptionen zur

Uberwindung bestehender Resistenzen dienen kann.
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Zusammenfassung

Diese vorliegende Arbeit hatte das Ziel unterschiedliche Ansatze zur Optimierung der
Gasplasma-induzierten antikanzerogenen Wirkung zu erforschen. Dabei konnte durch eine
direkte Modulation der Gasplasma-Stromungseigenschaften mittels Implementation
neuartiger Keramik-Adapter eine Verbesserung der Tumortoxizitat bei hohen klinisch
relevanten Durchflussraten im 3D-Tumororganoidmodel detektiert werden. Neben einer
gesteigerten  antitumoralen Effektivitdt wurde  auch  eine  hervorragende
Gewebevertraglichkeit der Adapter-komplementierten Gasplasmabehandlung validiert.
Des Weiteren wurde durch ein Screening von 155 neusynthetisierten small molecules die
Chromonverbindung SM837 als vielversprechender Kanditat fir Kombinationstherapien mit
Gasplasma identifiziert. Die Kombination beider Behandlungen resultierte sowohl in vitro,
in ovo als auch in vivo in synergistischen antitumoralen Effekten und einer potenzierten
Gasplasmawirksamkeit.

Die Untersuchung mehrfachbehandelter Tumorzellen in einem neuetablierten in vitro
Zellkulturmodell offenbarte zudem verschiedene Adaptationsmechanismen, die mit einer
Gasplasmainsensitivitdt einhergehen. Neben dem Erwerb von Stammzell-ahnlichen
Eigenschaften lie? sich eine starke Korrelation der hochregulierten Expression des IL1R2
mit dem resistenten Phanotyp nachweisen. Dieser immunsupprimierende Rezeptor kann
als Biomarker zur Entwicklung neuer Krebstherapien genutzt werden, welche in
Kombination mit der Gasplasmatechnologie die antitumoralen Effekte optimieren oder die

Uberwindung von Resistenzen unterstitzen konnen.
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Abstract: Despite progress in oncotherapy, cancer is still among the deadliest diseases in the Western
world, emphasizing the demand for novel treatment avenues. Cold physical plasma has shown
antitumor activity in experimental models of, e.g., glioblastoma, colorectal cancer, breast carcinoma,
osteosarcoma, bladder cancer, and melanoma in vitro and in vivo. In addition, clinical case reports
have demonstrated that physical plasma reduces the microbial contamination of severely infected
tumor wounds and ulcerations, asis often seen with head and neck cancer patients. These antimicrobial
and antitumor killing properties make physical plasma a promising tool for the treatment of head
and neck cancer. Moreover, this type of cancer is easily accessible from the outside, facilitating
the possibility of several rounds of topical gas plasma treatment of the same patient. Gas plasma
treatment of head and neck cancer induces diverse effects via the deposition of a plethora of reactive
oxygen and nitrogen species that mediate redox-biochemical processes, and ultimately, selective
cancer cell death. The main advantage of medical gas plasma treatment in oncology is the lack of
adverse events and significant side effects compared to other treatment modalities, such as surgical
approaches, chemotherapeutics, and radiotherapy, making plasma treatment an attractive strategy
for the adjuvant and palliative treatment of head and neck cancer. This review outlines the state of
the art and progress in investigating physical plasma as a novel treatment modality in the therapy of
head and neck squamous cell carcinoma.

Keywords: kINPen; HNSCC; plasma medicine; reactive oxygen and nitrogen species; RNS; ROS

1. Introduction

Using the properties of physical plasma, medical gas plasma technology has been successfully
investigated for the treatment of several types of diseases. Known and upcoming applications include
decontamination, wound healing, blood coagulation, surface modifications, dentistry, and the treatment
of various medical conditions, including cancer [1-5]. The latter is among the most investigated in the
past few years because cancer mortality is still not significantly declining, current treatment schemes
often come with severe side effects, and therapy resistance is an urgent issue, even with new treatment
modalities. Therapeutic efficacy is not only vital in curative approaches but also in the palliation of

Appl. Sci. 2020, 10, 1944; doi:10.3390/app10061944 www.mdpi.com/journal/applsci
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patients where the quality of life during the remaining weeks and months of life is the therapeutic
goal [6]. Many cancer studies concerning this topic indicate that physical plasma, a partially ionized
gas that contains numerous active components, including electrons and ions, free radicals, reactive
molecules, and photons [7], might be an attractive tool in adjuvant cancer treatment [8-17]. Plasma
selectively affects cancer cells with no or little harm to the surrounding non-malignant cells in the
tissue. The selectivity of plasma toward cancer cells can be attributed to differences in their stages in the
cell cycle compared to non-malignant cells; their varying characteristics, such as the redox state; and
altered antioxidant defense mechanisms [18-20]. The detailed mechanism of action by which plasma
induces the various cancer-cell-specific effects is not well understood at the molecular level [18]. These
traits make plasma a promising technology for the minimally invasive treatment of topical tumors [19]
that are easily accessible for multiple gas plasma treatment cycles [21]. Head and neck cancer belongs
to these type of cancers, which has been investigated post plasma treatment in several studies during
the past few years. Not only in vitro and in vivo investigations have been performed, successfully
demonstrating the efficacy of physical plasma toward selectively inactivating head and neck cancer
cells (Table 1), but also several clinical investigations were conducted with so far promising results
(Table 2).

Table 1. Biological effects of physical plasma in head and neck cancer cells in vitro and in vivo.
DBD: dielectric barrier discharge; direct: immediate exposure of tissue or cells in culture vessels to
gas plasma system; indirect: exposure of a liquid to gas plasma treatment and either immediate or
delayed addition of this plasma-conditioned liquid to cells in culture or injection into the tissue. ATM:
ataxia-telangiectasia mutated, EGFR: epidermal growth factor receptor, MAPK: mitogen-activated
protein kinase, MMP: mitochondrial membrane potential, OSCC: oral squamous cell carcinoma, ROS:
reactive oxygen species, TfR: transferrin-receptor.

Treatment
Modality; Plasma Model
Gas and Source

Main Findings and Mechanism
of Action

Cell Type/Animal

Model Lk

The ability to form colonies and cell
viability was selectively reduced in a

dose-response manner in head and neck

Direct; helium JHU-022, JHU-028,  Guerrero-Preston

squamous Fell carcinoma cells through plasma jet In vitro JHU-029, SCC25 etal. [19]
non-apoptotic mechanisms due to plasma
treatment, whereas normal oral epithelial
cells remained unaffected.
Physical plasma reduces cell viability, ﬁ:ﬁfz isii\faa:ee
induces DNA-damage and apoptosis in (SMD)A'm airg In vitro FaDu, OSC 19 Welz et al. [22
head and neck squamous cell carcinoma. (MiniFlatPlaSter)
Treatment with plasma-conditioned Indirect;
liquid induces transcriptomic changes DC-powered s @ »
and highly activates p53 pathway-related  air-water plasma Tnivite SCELS Shigkals[28]
genes in oral squamous cell carcinoma. jet
Inactivation effect of plasma-derived
active species on oral cancer cells is higher 1y, . gy i o In vitro HSC2 Onoetal. [24]
through a small amount of medium than
through a high amount of medium.
Plasma-derived NO radicals lead to
se[echve kl”"-\g of oral :s‘quamfwus cgll D"edi nitrogen fvits SCC-15, HSC-2 Lee etal. [25]
carcinoma cells by targeting dysfunction plasma jet
of EGFR.
Physical plasma treatment of OSCC
induces c'ell death by triggering the Direct; helllum Hvitto osce Ramireddy et
apoptosis pathway and increases plasma jet al. [26]

intracellular ROS levels.
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Table 1. Cont.
PRI g Treatment %
Main Findings axrd Mechanism Modality; Plasma Model Cell Type/Animal Ref.
of Action Model
Gas and Source
Plasma treatment coupled with Direct;
cancer-specific antibody-conjugated gold  copper-polytetrafluo it SCC25 Choi etal. [36]
nanoparticles significantly decreases roethylene-DBD in o
cancer cell viability. air
Direct;
Apoptosis and sub-G1 arrest were caused he:ur:_?x)'icn MSK QLL1
by physical plasma through DNA pray-typ s % Chang et al.
d : 3 non-thermal In vitro SCC1483, SCC15, 2
amage and the ATM/p53 signaling : [37]
A atmospheric SCC25
pathway in head and neck cancer cells.
pressure plasma
system
The efficacy of plasma depends on the
treatment time, volume, and the cell type, Tidisast: Peraiiaiot al
since head and neck cancer cells showed et areon In vitro SCC-15 erelra ctal.

more susceptibility toward plasma
treatment than the non-cancer cell line.

plasma jet

[38]

Table 2. Impact of physical plasma treatment on squamous cell carcinoma of the head and neck region

in patients in vivo and of tumor tissue treated with plasma ex vivo.

Treatment Modality;

Mechanism of Action Plasma Source Study Design/Population Ref.
Ex vivo plasma treatment of head
and neck cancer tissue biopsies
increased the number of apoptotic 10 patients with squamous cell carcinoma
cells and the levels of cytochrome ¢ Direct and indirect: of the head and neck: tissue samples were
in the extracellular liquid, indicating vbR G lasnadot 2 collected during their preoperative Hasse etal.
apoptotic cell damage. rlle’F::n ME[% inpatient care at the clinic and subsequently [6]
Cell motility significantly decreased ex vivo plasma-treated.
in head and neck squamous cell In vitro experiments with HNO97 cells.
carcinoma cells in vitro after the
physical plasma treatment.
Application of physical plasma on Six patients with locally advanced (pT4)
locally ad\'ancec! lllead and nec}( Direct; argon plasma squamous cell carcinoma of the 9roph§ryinx: Metelmann et
cancer leads to visible changes in . plasma treatment as part of their palliative
the tumor surface and reduces JetAINEenVED rogram and for microbial al.izt]
Pprog
strong odor and pain. decontamination.
Group I (n = 12): Plasma treatment as part
Physical plasma treatment causes of their palliative program and to reduce
apoptosis in head and neck cancer  Direct; argon plasma microbiological contamination. Schuster et al.
tissue and leads to visible effects at jet KINPen MED Group II (n = 9): curatively surgery and [39]
the tumor surface. received plasma treatment before total
tumor resection.
Patient 1 with T4 squamous cell carcinoma
Hyperspectral imaging revealed a of the oral cavity: plasma treatment for
relevant increase of superficial and microbial decontamination and as part of
deeper cutaneous oxygen saturation,  Direct; argon plasma the palliative concept. Rutkowski et
hemoglobin concentration, and jet KINPen MED Patient 2 with T3 squamous cell carcinoma al. [40]

distribution in plasma-treated head
and neck cancer.

Physical plasma treatment
decreased the request for pain
medication and the typical odor due
to the reduction of microbial
contamination in patients with head

Direct; argon plasma

of the oral cavity: plasma treatment for
microbial dec and lati
of cell proliferation.

12 patients with advanced squamous cell
carcinoma of the head and neck: plasma
treatment for decontamination of the

Metelmann et

and neck cancer. Partial JetkINECa MED infected cancer ulcerations as part of a al.[41]
plasma-treatment led to superficial palliative program.
partial remission of the tumor and
wound healing.
Physical plasma displayed no severe 10 female and male patients with locally
side effects, except a few mild Direct; argon plasma advanced squamous cell carcinoma of the Schuster et al.
reactions like bad taste, exhaustion, jet KINPen MED head and neck area: for palliative 2]

and bleeding in the treatment of
head and neck cancer.

decontamination primarily focusing on the
possible side effects of plasma treatment.
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Table 1. Cont.
PRI g Treatment %
Main Findings axrd Mechanism Modality; Plasma Model Cell Type/Animal Ref.
of Action Model
Gas and Source
Thle killing eflf]ec‘tjs of pfj\ysnca:hplasma ort\ Direct; argon
oral cancer cells depends on the amounts Habahiro SAS, Ca9-22,
ot catalytic Fe(ll). non-equilibrium HSC-2, HSC-3,
?hya{cal pla?mg inhibits the migration, atmospheric In vitro HSC4, Sa3, Satoetal. [27]
invasion activities, and colony-forming S
ph 5 pressure plasma Ho-1-u-1
abilities of oral squamous cell carcinoma devi
evice
cells.
Plasma-treatment induced cell death of
head and neck squamous cell carcinoma Directaridindirect:
cells due to increased gene expression of ::fuan_om 1mc % SCC15, FaDu,
mitochondrial E3 ubiquitin-protein ligase —L SCC-QLLI,
1(MUL1), which inhibited the level of . Invioand SCCI483,SNUIO4, . o 28]
AKT and p-AKT. reslsjure in vivo SCC7, AMC-HN6 A
Plasma-conditioned liquid inhibited P C3H/He] mice,
R ; R non-thermal 4
tumor progression by increasing the lastas sostont BALB/c nu/nu mice
MULI level and reducing p-AKT levels in P R
in vivo head and neck tumor models.
Physical plasma treatment leads to the
inactivation of oral cancer cells through Direct: air-oxygen
the activation of apoptosis-related to ch'- % DygD In vitro HSC3 Mine et al. [29]
proteins, such as p53, c-Jun-N-terminal rch-typ
kinase (JNK), and p38.
Physical plasma exposure generates a
large amount of oxidative stress in oral
cancer cells and has a significant
inhibitory effect on cancer cell growth s grice < Kaushik et al.
due to the promoted activation of Direat, DBLYin:air Iniwitro KB [30]
caspases, a compromised redox state, and
a loss of MMP that results in the decline
of cellular viability.
Oral squamous cancer cell migration and
invasion is inhibited through a decreased
focal adhesion kinase expression and Direct;
matrix metalloproteinase-2/9 activity nitrogen/helium/ 3 SCC1483,
caused by physical plasma depending on  argon micro-nozzle In vitro MSKQLL1 Kangetal. [31]
the gas-type. Thereby, N2-plasma plasma jet system
inhibited cell migration and invasion the
most efficiently.
Physical plasma-induced apoptosis of Direct;
head and neck cancer cells by a helium-oxygen
mechanism involving MAPK-mediated spray-type s FaDu, SNU1041,
mitochondrial ROS and inhibited the atmospheric AR SNU899, HN9 Kang etal. [32]
3 in vivo 2
growth of cancer cells in a nude mouse pressure BALB/c nu/nu mice
xenograft model, resulting in the non-thermal
accumulation of intracellular ROS. plasma system
Apoptosis of head and neck cancer cells is
induced by the activation of MAPK, p53 Direct; oxygen In vitro HSC3 Hayashi et al.
proteins, and caspase due to physical torch-type DBD [33]
plasma.
Physical plasma induces secondary
double-strand breaks (DSB) during a
short treatment time in oral cancer cells Direct; nitrogen 2
and the number of cells with plasma jet Invitro sce2s Han etal. [34]
plasma-mediated DSB decreases farther
from the irradiation center.
Plasma treatment specifically kills oral
squamous cell carcinoma cells via Direct;
antibody-conjugated gold nanoparticles, ~copper-polytetrafluor Tivitio SCC2s Kim etal. [35]

and the efficiency can be enhanced
through conjugation with anti-EGFR and
anti-TfR antibodies.

oethylene-DBD in
air
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2. Head and Neck Cancer

Head and neck cancer accounts for roughly 4% of all cancers worldwide and is the sixth most
common type of cancer with over 800,000 new cases annually [43]. This type of cancer occurs more
than twice as often among men than women [44], and the average age of diagnosis is approximately
50 years old [45]. Head and neck cancer arises at several anatomical sites of the upper aerodigestive
tract, such as the oral cavity, pharynx, and larynx, whereby the most common histologic type (90%)
is the head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) [46]. It is widely accepted that alcohol and
tobacco over-use is associated with the majority (72%) [47,48] of this malignancy, partly through the
formation of free radicals leading to DNA damage and mutation [49,50]. Another high-risk factor is
infection with specific serotypes of human papilloma virus (HPV), especially HSP16 and HSP18. These
were established to have an etiological role in the development of HNSCC, primarily of the oropharynx.
HPV-associated HNSCC arises in younger patients more often than tobacco- and alcohol-driven
HNSCC, and are associated with prolonged survival and better treatment outcomes [51]. Despite the
ongoing discovery of new therapies and the optimization of existing therapies, head and neck cancer
remains challenging to treat due to resistance development and high genetic heterogeneity [52,53].
Conventional treatment approaches are surgical excision, chemotherapy, and radiotherapy, and
therapeutic decisions are based on the tumor location and stage. Approximately one-third of patients
display an early-stage disease, while two-thirds suffer from advanced head and neck cancer with
lymph node metastases [19]. Early-stage malignancies are predominantly treated using radiation
therapy, either alone or in combination with surgery. Chemotherapy in combination with radiation
is used as a primary treatment strategy or following surgical resection for patients with advanced
disease stages. Treatment options for recurrent disease or distant metastasis are more limited [45],
leading to poor survival outcomes and high morbidity [19]. Some of the existing chemotherapeutic
agents are poorly selective and associated with toxicities. The surgical removal of oral cancer can
result in a facial distortion with physical and psychological consequences [54], and it is sometimes not
possible because of the cancer tissue being in close vicinity to vital nerves or vasculature. In addition,
patients often develop loco-regional recurrences, distant metastases, and second primary tumors [55].
The emergence of immunotherapy, especially immune checkpoint inhibitors (ICIs), has provided
significant clinical improvements, but only about 20% of the patients respond to this kind of cancer
therapy [56]. The prognosis for patients with head and neck cancer is mainly determined by the
stage at diagnosis. It is devastating to note that survival has not markedly improved in recent
decades, with there being an average 5-year survival rate of only 40-50%, and even as poor as 25%
for hypopharyngeal cancer [55-57]. This highlights the urgent need for new treatment strategies,
experimental investigations, and discoveries of new therapeutic targets in HNSCC.

3. HNSCC and Oxidative Stress

The results of numerous investigations indicate a crucial role of physical plasma-generated
reactive oxygen and nitrogen species (ROS) for the inhibitory and antitumoral activity on cancer cells
observed with plasma treatment [58]. ROS seem to be important since they trigger the biochemistry and
redox signaling pathways necessary to promote oxidation-related changes that lead to altered cellular
functions and the activation of apoptosis [30,59]. This is because it is known that ROS are biologically
active components that modulate cellular responses in targeted cells [60]. Direct plasma treatment
primarily influences the cell physiology through the presence of highly active, short-lived ROS like
OH, 0,7, NO, and HOONO, whereas indirect treatment with plasma-conditioned liquid exhibits toxic
cell effects, primarily due to long-lived species like H;O,, NO,~, and NO3™ [61]. The impact of both
plasma-type-generated ROS has been described mainly for the treatment of head and neck squamous
cell carcinoma cells. Kang et al. showed the ROS-mediated inactivation of plasma-treated head and
neck cancer cells could be rescued via the addition of antioxidants, which abolished plasma-mediated
cytotoxicity through the reduction of apoptosis, levels of intracellular ROS, mitochondrial superoxide,
and the loss of mitochondrial membrane potential (MMP) [32]. Besides the initiation of cell death
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mechanisms, ROS cause the general elevation of oxidative stress within cancer cells [26]. These ROS
or secondary ROS may be able to alter cellular structures, such as DNA and RNA, and proteins
could be damaged, potentially leading to autophagy and induction of the DN A-damage response.
The latter may be a consequence of the DNA secondary double-strand breaks that have been suggested
as a consequence of plasma treatment of head and neck cancer cells [34], but this finding is likely
attributed to apoptosis induction [62]. Furthermore, cancer cells might be more prone toward ROS
than non-malignant cells since they often display a decreased antioxidant capacity, resulting in higher
susceptibility toward ROS-induced signaling responses and cell death [20].

Relating to head and neck cancer, physical plasma-generated ROS have an additional advantage.
They inhibit and decrease the microbial growth on advanced-stage tumors, which generally is an
issue because the contamination of the tissue produces a hostile odor that negatively affects social
interactions and reduces the patients” quality of life [21]. Here, the antimicrobial efficacy of plasma [63]
aids in the palliation of the patients. Besides cold physical plasma, other therapy approaches aim
for ROS generation to target cancer selectively based on the different redox states of non-malignant
and malignant cells. Since malignant cells possess elevated intrinsic ROS generation, they are more
dependent on antioxidants for cell survival; therefore, they are more vulnerable to further oxidative
stress [20]. The chemotherapeutic agent cisplatin has been used widely in the treatment of head and
neck cancer, mostly in combination with other anticancer drugs like docetaxel, fluorouracil (5FU), or
2-deoxy-d-glucose, whereby they produce intracellular ROS and oxidative stress [64,65]. These ROS
lead to a shift in the cellular antioxidant defense capacity and the MMP, which initiates anti-proliferative
effects and apoptosis in cancer cells [30].

4. In Vitro and In Vivo Studies

Several head and neck cancer cell lines have been investigated regarding the effects of
physical plasma on their proliferation and cell activity (Table 1). Most of these experimental
in vitro studies used the oral squamous cell carcinoma cell line SCC-15, as well as SCC-25, and
highlighted their plasma-induced inactivation due to the reduction of cell growth, induction of
apoptosis, and secondary DNA damage, especially through plasma-derived ROS [19,25,28,34-38].
Other HNSCC cell lines were also tested, showing one or more of the tumor-toxic plasma-associated
characteristics [6,19,22,24,26-33,37]. In addition, HNSCC has been shown to be more prone to physical
plasma treatment than non-malignant cells since the viability of the latter did not significantly decrease
after plasma application. The fact that plasma selectively targets cancer cells, leaving non-malignant
cell types, such as human fibroblasts (e.g., human gingival fibroblast-1 (HGF-1), HS-K, and IMR-SV-90)
or human keratinocytes (HaCaT) unaffected, makes plasma a promising tool for adjuvant head and
neck cancer therapy [25,27,29]. Moreover, two studies demonstrated an enhanced selectivity of plasma
after the addition of antibody-conjugated gold nanoparticles, which specifically targeted SCC-25 head
and neck cancer cells [35,36]. Cancer cell selectivity was achieved through the conjugation of anti-EGFR
(epidermal growth factor receptor) or anti-TfR (transferrin-receptor) antibodies to the nanoparticles
since this type of cancer usually overexpresses EGFR and TfR. As a result, an 18-fold increased efficacy
of the nanoparticle treatment was found compared to the cancer cells not pretreated with plasma [35].
Therapeutic drugs often target the EGFR transmembrane protein since it plays a vital role in the
regulation of the cell cycle, proliferation, differentiation, and transformation. Hence, its degradation
leads to the inhibition of cell growth [66]. Lee et al. showed that plasma has a similar impact on
HNSCC. The plasma-derived ROS induced EGFR dysfunction and degradation in the SCC-15 and
HSC-2 cell lines, thereby interrupting the EGFR downstream signaling pathway, consequently killing
the squamous cell carcinoma [25].

Selectivity, however, is not necessarily a universal feature of gas plasma applications in cancer
treatment. Several studies have found non-malignant cells to be more vulnerable when compared to
their malignant counterparts or cancer cells in general [67-69]. This is also known from the field of
redox biology, where, for instance, human leukemia cells were less prone to ROS-induced cell death
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compared with non-malignant myeloid cells [70]. The many studies in murine animal models and the
few studies in patients (see below) nevertheless suggest that gas plasma treatment at least eradicates
tumor cells while leaving the host intact. Systemic toxicity was also not observed either in mice or
humans. Although it is unknown whether gas plasma treatment might be killing non-malignant cells
in the tumor microenvironment, the overall decline of tumor mass will, in the end, indicate whether
this technology can be usefully applied in oncology or not.

Besides EGEFR, studies suggested a crucial role of the p53-signaling pathway in plasma-induced
head and neck cancer cell death [23,29,33,37]. This protein contributes to the redox balance within
the cells via regulation of the antioxidant gene expression and further senses DNA damage, initiates
signaling pathways for the DNA repair, and fulfills the role of a cell-cycle regulator [20]. Subsequently,
plasma-induced secondary DNA damage resulted in p53-mediated cell-cycle arrest in head and neck
squamous cell carcinoma cells, ultimately impairing cell viability. Thereby, p53 and its downstream
pathway are activated via phosphorylation through the ataxia-telangiectasia mutated (ATM) kinase,
inducing cellular responses, such as apoptosis, indicating the importance of the ATM/p53 pathway for
plasma-mediated head and neck cancer (HNC) cell inactivation [37]. Moreover, Hayashi et al. and
Mine et al. demonstrated the contribution of p53 during plasma-induced apoptosis. They showed
that plasma-mediated activation of mitogen-activated protein kinase (MAPK) proteins, like c-Jun
N-terminal kinase (JNK) and p38, induces p53 phosphorylation, which resulted in apoptosis of the
HNSCC cell line HSC3 [29,33].

In addition to the different signaling pathways that are induced through the physical plasma
application, the redox state of the cancer cell lines is also influenced by the plasma treatment. It has
been reported that the antioxidative activity of cancer cells is generally lower than in non-malignant
cells due to a compromised redox state, showing decreased levels of the two major redox state
regulators glutathione (GSH) and nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) [30,33].
The additional intracellular oxidative stress that is generated by plasma-derived ROS leads to further
imbalances in the cellular redox state and the loss of the MMP. This results in cell damage of
squamous carcinoma cells after a plasma-mediated increase of intracellular ROS levels [26,28,30,32].
Furthermore, physical-plasma-induced ROS selectively enhances the iron-dependent lipid peroxidation
and mitochondrial superoxide formation in HNSCC cells since they harbor more catalytic Fe(Il) than
non-malignant cells. Consequently, the amount of catalytic Fe(Il) matters for the killing efficacy of
physical plasma, suggesting the presence of ferroptosis processes during cancer cell inactivation [27].
Besides inactivation, several studies also point to a decrease in the motility of squamous cell carcinoma
cells after plasma treatment [6]. Kang et al. revealed that the migration and invasion of the head
and neck cancer cell lines MSKQLL1 and SCC1483 were significantly reduced after plasma treatment
through the downregulated expression of the focal adhesion kinase (FAK), integrin, and paxillin,
especially when utilizing N as a feed gas [31]. The ability to form colonies was also impaired by
plasma treatment in various HNSCC cell lines [19,27,30]. The fact that the application of different feed
gases influences the effectivity of plasma, as shown by Kang et al., demonstrates the possibility to
optimize physical plasma further for head and neck cancer treatment [31].

In contrast to the in vitro studies, only two in vivo studies have been performed regarding the
physical plasma treatment of HNSCC. The first study confirmed preliminary in vitro results by in vivo
experiments using a syngeneic mouse model, as well as a xenograft mouse model. It was demonstrated
that the application of a physical-plasma-conditioned liquid applied over one week reduced the head
and neck tumor progression through an increase of mitochondrial E3 ubiquitin-protein ligase 1 (MUL1)
expression, ultimately resulting in a decline of p-AKT levels and AKT kinase activity. Correspondingly,
the tumor weight and volume were significantly reduced in the plasma-treated group compared to
the control group [28]. Since AKT contributes to the regulation of cell survival and death in terms of
apoptosis and cancer development, it is not surprising that it plays an essential role in plasma-induced
HNC cell damage [71]. AKT degradation is mediated by MULI1, which binds to the kinase domain of
phosphorylated AKT, thereby inhibiting its downstream signaling. This finally leads to the suppression
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of cell proliferation and migration. Since the expression of MUL1 was enhanced by plasma-derived
ROS, the reactive species were also assumed to be responsible for the increased MUL1/AKT binding
observed. In untreated HNSCC cells, changes in AKT and MULI levels were not noticed [28].

The second study investigated the impact of plasma on the growth of FaDu HNC cells in vitro
and additionally in vivo using a nude mice xenograft model. Physical-plasma-induced apoptosis was
ascertained in the cancer cells through MAPK-mediated mitochondrial ROS and dysfunction. A rise in
the expression of p-p38, p-JNK, and p-extracellular-regulated kinase (ERK) was observed, which was
presumably intertwined in the plasma-induced cell death. The treatment not only inhibited the tumor
growth, volume, and weight after 11 days of application, but also caused increased intracellular ROS
and apoptosis within the tumor tissue in comparison to the untreated control group. Therefore, ROS
mediated the plasma-induced apoptosis in vivo and in vitro [32].

5. Clinical Studies

All clinical studies that investigated the impact of physical plasma on head and neck cancer
(Table 2) were performed with the kINPen MED (Neoplas tools GmbH, Greifswald, Germany),
which is licensed for the treatment of infected wounds, as well as infective skin diseases, and has
been described in detail before [1]. Except for one trial, the application of plasma was used for
the treatment of locally advanced squamous cell carcinoma of the head and neck region, with the
primary aim of tumor tissue decontamination as part of the palliative concept. The most apparent
plasma-induced effects were a visible change of the tumor surface similar to partial local regression,
wound healing of infected ulcerations, and the reduction of the typical fetid odor that is caused by
microbial contamination of the tumor. Regarding cancer patient palliation, a decline of requested
pain medication was observed, along with an improvement in social interaction, positive emotional
effects, and weight gain. These effects led to an overall increase in patients’ quality of life [21,39,41].
In a few patients, an 80% reduction of the tumor surface was even observed [21]. The reduction of
the tumor mass and inhibition of tumor growth was not only apparent through visible changes, but
was also confirmed on a molecular level using TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling) staining indicative of apoptosis within the plasma-treated tissue [21,39]. This was
confirmed in ex vivo plasma-treated tumor tissue samples, showing increased apoptosis within the
tumor tissue [6]. Molecular analysis of the liquid environment that harbored the tissues after plasma
treatment moreover revealed elevated cytochrome c levels in malignant over non-malignant samples.
This was concomitant with changes in the inflammatory signatures, as seen in elevated levels of tumor
necrosis factor-a (TNF«), interleukin-10 (IL-10), and interferon-y (IFNy) in plasma-treated head and
neck cancer when compared to plasma-treated non-malignant tissue.

Another trial utilized hyperspectral-imaging technology to investigate the impact of plasma on
tissue microcirculation parameters in head and neck cancer. An increase of superficial and deeper
cutaneous oxygen saturation was demonstrated that correlated with elevated hemoglobin concentration
and distribution within the plasma-treated region compared to the non-treated area. Around the spot
of plasma treatment, this effect extended locally to the adjacent region not directly being exposed to
plasma treatment. Interestingly, the effect also lasted well beyond the time when plasma treatment
was stopped. Such a plasma-mediated impact on the microcirculation may not only promote wound
healing, but may also reduce microbial contamination through an increased influx of leukocytes [40].

It is essential to mention that plasma-mediated tumor regress was only effective in some patients
(responders), while others showed no response (non-responders) [21,41]. One particular case showed a
dramatic tumor shrinkage with plasma treatment over 7 months before tumor growth relapsed, despite
the continuation of the plasma treatment further. This loss of physical plasma efficacy with long-term
treatment reveals one of the challenges in the medical application of this innovative tool since the
success seems to depend on various parameters ranging from the general genetics of the tumor to
the tumor microenvironment and possibly adaption [21]. Clonal evolution and tissue conductivity
also contribute to potential therapeutic resistance in head and neck tumors [39]. Theoretically, tissue
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conductivity may influence the production of plasma-derived ROS, thereby altering the plasma
composition itself and, as a result, its downstream effects in the tumor tissue [21].

In light of the current literature, it is difficult to assess whether gas plasma treatment of HNSCC
might be more promising in this type of tumor than other tumor types. A sophisticated comparison
with other tumor entities is currently lacking and improbable to achieve because animal models of
cancer differ in their susceptibility to treatment agents, as well as in their genetic background. However,
the clinical success of plasma treatment in HNSCC patients already demonstrates its principal capability
for having therapeutic success. It is conceivable that gas plasma treatment may not only be used
for tumor patient palliation, but also as adjuvant or neo-adjuvant therapy during radiotherapy or
chemotherapy. This way, the tumor cells might be targeted by several mechanisms simultaneously,
as we have recently demonstrated experimentally in other types of cancer cells [72-74].

Besides efficacy, safety is also a key trait of any anticancer treatment. In plasma-treated tumor
patients, no severe or serious side effects were reported during the treatment. Some patients complained
about a dry mouth, bad taste, exhaustion, and a sharp pain after longer therapy sessions [21,39,42].
Collateral edema, as well as superficial bleeding, occurred in some of the treated tumors, and in
one case, sub-mucosal necrosis was observed [41,42]. Nevertheless, unwanted effects were always
mild to moderate, but never life-threatening [42]. Even if the squamous cell carcinoma of the head
and neck region is among the easiest accessible tumors for physical plasma treatment, some tumor
areas remained badly inaccessible. This is partly because the plasma jet effluent is perpendicular
to the handpiece, while in some situations, a 60°-90° tilted plasma effluent to the side would be
ideal for reaching all tumor surfaces [41]. Nevertheless, HNSCC constitutes a surgical challenge for
resection since the tumors emerge close to vital structures important for breathing, vocalization, and
swallowing, which is why physical plasma seems to be a promising tool for the treatment of this
area [6]. After dozens of plasma treatment sessions, several patients had shown desmoplastic reactions
in the tumor tissue [21,41]. This potential side effect leads to a stiff tumor topology and morphology
with abundant fibroblasts and collagen that may hamper the penetration of drugs on the one hand [75]
and ROS from consecutive plasma treatment on the other. While this is an undesired effect, gas plasma
treatment is currently employed only in HNSCC patients in the palliative setting with no therapeutic
option left, and these patients benefit substantially from plasma-mediated pain relief, antimicrobial
effects, and partial tumor regress until the disease becomes fatal.

6. Conclusions

Contrary to conventional therapeutic approaches, plasma displays nearly no side effects since it is
minimally invasive and the treatment is defined to a local region without affecting the whole organism.
Preclinical evidence points to a promising role of physical plasma in the treatment of HNSCC. However,
the clinical studies demonstrated both plasma-mediated tumor remission in some patients, while
others did not respond to the treatment at all. Therefore, further studies are needed that focus on the
question of what makes plasma treatment effective against HNSCC. This includes studying the impact
of the tumor microenvironment, the tumor microflora, the molecular determinants in HNSCC cells
that render them either sensitive or resistant to plasma treatment, and possible adaption processes
of HNSCC cells to repeated plasma application. Such findings, along with more elaborated clinical
studies, may spur the future utilization of cold physical plasma in the palliation or adjuvant treatment
of head and neck cancer patients.
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Simple Summary: Cancer is a devastating disease. New treatment avenues are demanded to
promote successful and safe cancer therapies. Gas plasma is a novel tool recently promoted for
cancer treatment. This so-called fourth state of matter is known in its hotter forms, such as fire and
lightning. Technology leap innovations enabled the usage of gas plasma for medical purposes. In
laboratory models, gas plasma has shown promising antitumor effects in several types of cancer. One
particularly successful gas plasma device type is called jet plasma. We here attempted to optimize
those by testing two adapters mountable on plasma jet devices, which have two functions. One is
to increase the amount of ambient air, similar to a turbo coming close to the plasma jet, to produce
more free radicals within the same time for anticancer treatment. The second is to add a filter with
varying porosity between the plasma jet and the treatment target. This increases the area of free
radical deposition, potentially enabling larger skin or tumor treatment areas compared to the focused
treatment area of the plasma jet alone. We here provide evidence that such a filter enhanced the
antitumor effects of a certified argon plasma jet.

Abstract: Medical gas plasma is an experimental technology for anticancer therapy. Here, partial
gas ionization yielded reactive oxygen and nitrogen species, placing the technique at the heart of
applied redox biomedicine. Especially with the gas plasma jet KINPen, anti-tumor efficacy was
demonstrated. This study aimed to examine the potential of using passive flow shaping to enhance
the medical benefits of atmospheric plasma jets (APP]). We used an in-house developed, proprietary
Modular Nozzle System (MoNoS; patent-pending) to modify the flow properties of a KINPen. MoNoS
increased the nominal plasma jet-derived reactive species deposition area and stabilized the air-
plasma ratio within the active plasma zone while shielding it from external flow disturbances or
gas impurities. At modest flow rates, dynamic pressure reduction (DPR) adapters did not augment
reactive species deposition in liquids or tumor cell killing. However, MoNoS operated at KINPen
standard argon fluxes significantly improved cancer organoid growth reduction and increased tumor
immunogenicity, as seen by elevated calreticulin and heat-shock protein expression, along with a
significantly spurred cytokine secretion profile. Moreover, the safe application of MoNoS gas plasma
jet adapters was confirmed by their similar-to-superior safety profiles assessed in the hen’s egg
chorioallantoic membrane (HET-CAM) coagulation and scar formation irritation assay.
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