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1. Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom

Im Laufe des Lebens erkrankt etwa eine von 76 Frauen an einem Ovarialkarzinom (OC).
Trotz der heutigen operativen und medikamentdésen Behandlungsmoglichkeiten ist die
Prognose im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen ungunstig. Die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt bei etwa 42 %. Circa 76 % der Falle werden in einem
fortgeschrittenen Stadium (FIGO Stadium 111/1V) diagnostiziert, da die Diagnostik limitiert
ist durch einen haufig symptomarmen Verlauf und ein fehlendes effektives Screening
(Robert Koch Institut/ Zentrum fur Krebsregisterdaten, 2022). Die Therapie des OC
beginnt mit der operativen Resektion des Tumors unter gleichzeitigem intraoperativem
Staging, um die weitere Behandlungsstrategie zu planen. Die meisten Patientinnen
profitieren zudem von einer adjuvanten Chemotherapie. Haufig kommen Carboplatin und
Taxane zum Einsatz und je nach Stadium Bevacizumab und/ oder PARP-Inhibitoren
(PARPI) (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022). Trotz makroskopischer
Komplettresektion, sind verbliebene Tumorreste moglich und peritoneale Rezidive treten

haufig auf, was sich ebenfalls negativ auf die Prognose ausubt (Roett und Evans, 2009).

1.1.1 PARP-Inhibitoren

Die Einfuhrung von Poly-ADP-Ribose-Polymerasen-Inhibitoren (PARPi) hat zu einer
bedeutenden Veranderung der Behandlungsansatze fur das OC wahrend des gesamten
Therapieverlaufs gefuhrt. PARPi werden in der Therapie des OC insbesondere zur
Erhaltungstherapie nach Operation und Chemotherapie eingesetzt (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2022).

PARPi hemmen die Wirkung von PARP. PARPs sind Enzyme, die an der effizienten
Reparatur von DNA-Einzelstrangbrichen beteiligt sind (Hoeijmakers, 2001). PARPi
binden an das aktive Zentrum der DNA-assoziierten PARPs, sodass keine Dissoziation
mehr maoglich ist (,PARP Trapping®). Somit verbleiben die Enzyme an der DNA und
blockieren den Zugang fur weitere Reparatur-Enzyme. Treffen die Replikationsgabeln auf
das PARP-DNA-Addukt fuhrt dies zu Doppelstrangbrichen. In gesunden Zellen werden
Doppelstrangbriche durch Homologe Rekombination (HR) repariert. Krebszellen, die
eine Defizienz in der HR aufweisen (bspw. durch Mutationen in BRCA1 oder BRCA2)
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konnen Doppelstrangbriche nicht ausreichend reparieren. Ersatzweise werden andere
Reparaturwege initiiert, wie die nicht-homologe-Endverknipfung, die jedoch
fehleranfalliger sind. Dies fuhrt zu einer genomischen Instabilitat der Tumorzelle, die
schliel3lich zur Einleitung der Apoptose fuhrt. Klinisch kann eine Ruckbildung des Tumors
beobachtet werden (Chan et al., 2021; Chen, 2011). Abbildung 1 verdeutlicht den

Prozess.
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Abb. 1: Wirkweise von PARP-Inhibitoren (Chan et al., 2021)

Einzelstrangbruch

Aktuell sind drei PARPI zur Therapie des OC zugelassen. Im Jahr 2014 wurde der erste
PARPi Olaparib (Lynparza; AstraZeneca) von der Europaischen Arzneimittel-Agentur
(EMA) in der EU zugelassen. Voraussetzung fur die Behandlung ist ein nachgewiesener
positiver Status der Homologen-Rekombinations-Defizienz (HRD), definiert als BRCA1/2-
Mutation oder genomische Instabilitat (EMA, 2022). Jedoch konnte eine signifikante
Verbesserung des mittleren progressionsfreien Uberlebens, sowohl fiir Patientinnen mit
BRCA-Mutation als auch fur BRCA-Wildtyp-Patientinnen nachgewiesen werden
(Ledermann et al., 2014). Der zweite PARPI Niraparib (Zejula; Tesaro) erhielt im Jahr
2017 seine Zulassung in der EU zur Behandlung vom OC mit HRD (EMA, 2020). Im
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Unterschied zu Olaparib ist die Indikation unabhangig vom BRCA Status und/oder einer
HRD (Mirza et al., 2016). Als dritter PARPI erhielt Rucaparib (Rubraca; Clovis Oncology)
2018 die Zulassung in der EU zur Behandlung des OC (EMA, 2023). Auch fur Rucaparib
konnte eine signifikante Wirksamkeit unabhangig vom BRCA Status nachgewiesen

werden (Ledermann et al., 2020).

Trotz der signifikanten Verbesserung des krankheitsfreien Uberlebens unter PARPI
Therapie zeigen sich Herausforderungen. So zum Beispiel die niedrige Bioverfugbarkeit
und schlechte Tumoranreicherung der Inhibitoren (Herman und Santos, 2023; Baldwin et
al., 2018; Heo und Dhillon, 2018; Singh et al., 2020). Daruber hinaus entwickeln etwa 40-
70 % der Tumoren im Verlauf einer Langzeiteinnahme eine Resistenz gegen diese
Therapie (Kim und Nam, 2022). Daher ist es von entscheidender Bedeutung, Strategien
zu entwickeln, um die PARPi Therapie weiter zu optimieren. Ein vielversprechender

Ansatz ist die kombinierte Behandlung mit Laserlicht.

1.2 Laser

Der Begriff Laser ist ein Akronym und erklart sich aus seiner Wirkweise. Er steht fur ,Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation” (Lichtverstarkung durch stimulierte
Aussendung von Strahlung) (Cios et al., 2021). Laserwirkungen werden durch mehrere
Parameter charakterisiert, wobei die Wellenlange der entscheidende Parameter ist. Sie
bestimmt die Eindringtiefe des Lichts - je hoher die Wellenlange, desto groRer ist die
Durchdringung des Gewebes. Dies ist jedoch auch mit thermischen Effekten verbunden,
die ebenfalls mit steigender Wellenlange zunehmen (Ash et al., 2017). Weitere Parameter
sind die Energie und die Dauer der Bestrahlung. Beide Parameter spezifizieren die
insgesamt von den Zellen aufgenommene Laserbestrahlungsdosis, die wiederum den
Zellstoffwechsel unterschiedlich beeinflusst (Basso et al., 2018). AuRerdem beeinflusst
die Betriebsart des Lasers - kontinuierlich (Dauerstrichbetrieb) oder pulsierend - die

Auswirkungen der Laserstrahlung auf das Gewebe (Cios et al., 2021).

1.2.1 Laser in der Medizin
Im Jahr 1961 fand Laser zum ersten Mal in der Medizin Anwendung, als Campbell

Netzhautablosungen damit behandelte (Campbell et al., 1963). In den letzten Jahren hat
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sich die Laser-Technologie bedeutend weiterentwickelt, was dazu gefuhrt hat, dass Laser
in zahlreichen medizinischen Bereichen sowohl als therapeutisches als auch als
diagnostisches Werkzeug eingesetzt werden. In der Gynakologie werden Laser
insbesondere bei chirurgischen Eingriffen fur die Exzision und die Ablation von Gewebe
verwendet (Phillips et al., 2020). Durch die Vielzahl an veranderbaren Parametern gibt es
jedoch ein breites Anwendungsgebiet. Die Lasersysteme, die fur medizinische Zwecke
zur Verfugung stehen, emittieren elektromagnetische Strahlung von ultraviolettem
(180 nm) bis mittlerem infrarotem (10 ym) Spektralbereich (Meister et al., 2004). Je nach
medizinischem  Anwendungsgebiet  unterscheiden  sich  die  verwendeten
Leistungsbereiche  erheblich. Wahrend bei chirurgischen  Anwendungen
hochenergetische Laser zum Einsatz kommen, um prazise Gewebeablation oder
Koagulation zu ermdglichen (Katta et al., 2022), gibt es auch Laseranwendungen im
Bereich der niedrigen Leistungen, die unter den Begriffen ,Photobiomodulation® (PBM)/
,Low-Level-Lasertherapie“ (LLLT) zusammengefasst werden (Fornaini et al., 2021). Der
Leistungsbereich ist nicht eindeutig definiert. Autoren sprechen bei der PBM/ LLLT von
applizierten Dosen zwischen 4 und 50 J/cm? (Zein et al., 2018). Die zellulare Wirkung der
PBM/ LLLT ist vielseitig. Es werden sowohl stimulierende (King, 1989; Wu et al., 2012),
als auch hemmende (Schindl et al., 2000) Effekte beschrieben.

1.2.2 Laser in onkologischen Anwendungen

Bisher wurden nur wenige Untersuchungen zur biologischen Wirkung von Laserstrahlen
im Bereich potenzieller onkologischer Anwendungen, aullerhalb der chirurgischen
Anwendung, durchgefuhrt. Die vorhandenen Studien untersuchten die Auswirkungen auf
Zellproliferation und Migrationsverhalten im Bereich der PBM/ LLLT (Zhang et al., 2008;
Liang et al., 2015). Fir potenzielle zuklnftige Therapieansatze sind jedoch auch
thermische Auswirkungen und die Auswirkungen auf die Membranpermeabilitat von

grol3em Interesse.

Die thermischen Effekte auf Gewebe unterscheiden sich je nach erreichter Temperatur
und Expositionsdauer (Dewey, 2009). Der hyperthermische Bereich umfasst
Temperaturen von circa 40-47 °C. In diesem Temperaturintervall werden Proteine

entfaltet und hydrophobe Gruppen freigelegt, die miteinander reagieren und Aggregate
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bilden konnen. Diese Prozesse sind durch das Vorhandensein von molekularen
Chaperonen, wie HSP70, reversibel und daher fur die meisten nicht malignen Gewebe
nicht dauerhaft schadigend (Roti Roti, 2008). Tumorzellen reagieren jedoch empfindlicher
auf Hyperthermie, was auch therapeutische Moglichkeiten eroffnet (Zhou et al., 2011;
Ahmed und Zaidi, 2013). Im Gegensatz dazu kommt es im Temperaturbereich von circa
48-60 °C bei allen Geweben zu starken Protein-Denaturierungen, die groRtenteils
irreversibel sind (Roti Roti, 2008). Daher ist es von entscheidender Bedeutung einen
therapeutischen Bereich fur die Laserbehandlung zu definieren, in dem gesundes

Gewebe nicht geschadigt wird, aber die antitumorale Therapie effektiv unterstutzt wird.

Durch Laser mit geeigneter Wellenlange und Leistung kann die Funktionalitat der
Zytoplasmamembran gestort werden und die Membran wird durchlassiger fur
niedermolekulare Substanzen inklusive Chemotherapeutika. Dies wird nicht nur durch die
Wirkung von Laserlicht selbst vermittelt (Caruso-Davis et al., 2011; Neira et al., 2002;
Montag et al., 2000), sondern auch durch die von Laser hervorgerufene ROS-Bildung
(Kim, 2002; Shields et al., 2021) und Hyperthermie (Ahmed und Zaidi, 2013).

1.3 Fragestellung

Die Forschungshypothese der vorliegenden Arbeit ist, dass der kombinierte Einsatz von
Laserbehandlung und PARPi eine potenzierte antiproliferative Wirksamkeit im OC-
Zellmodell aufweisen wird. Dies basiert auf der Annahme, dass die Laserbehandlung und
die damit verbundene Hyperthermie die Membrangangigkeit erhdhen und die Wirkung der
PARPi verstarken kann. Im klinischen Kontext konnte die gezielte intraoperative
Chemosensitivierung durch Laser in den Bereichen des Tumorgewebes dazu fuhren,
dass die Tumorzellen eine grolRere Menge an Chemotherapeutika aufnehmen. Dies
wiederum konnte zu besseren therapeutischen Ergebnissen fuhren, da niedrigere Dosen
der Chemotherapie verwendet werden konnten, was potenziell zu weniger
unerwunschten Nebenwirkungen fuhrt. Daruber hinaus konnte diese Methode dazu
beitragen, Resistenzen zu durchbrechen und somit die Effektivitat der Behandlung zu

erhohen.
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2. Material und Methoden
2.1 Material
Die Tabellen 2.1.1 bis 2.1.4 geben einen Uberblick (iber die verwendeten Geréte,

Verbrauchsmaterialien und Zelllinien.

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerat/Verbrauchsmaterial Hersteller
15 ml Rohrchen Corning, Inc. (Corning, USA)
50 ml Falcon Greiner Bio-One GmbH (Kremsmunster,

Osterreich)

Absaugvorrichtung Integra Vacusafe Integra Biosciences AG (Zizers, Schweiz)

Absaugvorrichtung uniVACUUSYS1 Lab Logistics Group GmbH (Meckenheim)

CASY Model TT — Cell counter and OMNI Life Science GmbH & Co KG

Analyzer (Bremen)

CASYcup OMNI Life Science GmbH & Co KG
(Bremen)

Feinwaage ABS 120-4 KERN & Sohn GmbH (Balingen-
Frommern)

Glaspasteurpipette VWR International GmbH (Darmstadt)

Inkubator Heracell 240 Heraeus Holding GmbH (Hanau)

Inkubator MCO-170 AICD-PE PHC Europe B.V. (Etten-Leur,
Niederlande)

Inkubator INCO2 108 Memmert GmbH + Co.KG (Schwabach)

Kryordhrchen 2 ml Sarstedt AG & Co. KG (Nurmbrecht)

Laser Wolf Diode 445 nm 10 W A.R.C. Laser GmbH (Nurnberg)

Energie-/ Leistungsmessgerat LabMax- | Coherent, Inc. (Santa Clara, USA)
TOP

PM10-Detektor Coherent, Inc. (Santa Clara, USA)

Lineartisch, Positioniertisch XYZ Achse | Pl MiCos GmbH (Eschbach)
VT-80

Mikroskop AE31E Motic Deutschland GmbH (Wetzlar)
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pH-Meter FiveEasyTM FE20

Mettler-Toledo GmbH (Schwerzenbach,

Schweiz)

Pipettensatz, 0,5-1000 ul

Eppendorf SE (Hamburg)

Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co. KG (Nurmbrecht)

Pipettierhilfe Pibetboy acu

Integra Biosciences GmbH (Biebertal)

Pipettierhilfe accu-jet® pro

Brand GmbH (Wertheim)

Probenrohre 75 x 12 mm

Sarstedt AG & Co. KG (Nurmbrecht)

Reagiergefaly 0,5 ml, 1,5 mi

Sarstedt AG & Co. KG (Nurmbrecht)

Serologische Pipette 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sarstedt AG & Co. KG (Nurmbrecht)

Sterilbank BSB3A

Gelaire Laminar Air Flow (Syndney,

Australien)

Sterilbank HERA safe

Heraeus Holding GmbH (Hanau)

Sterilbank safe 2020

Thermo Fischer Scientific, Inc.
(Massachusetts, USA)

Temperaturanzeigegerat TDA-3000

Jumo GmbH & Co. KG (Fulda)

Vortex Mixer RS-VA10

Phoenix Instrument GmbH (Garbsen)

Wasserbad WNE 22

Memmert GmbH + Co.KG (Schwabach)

Wasserbad Exatherm U3 (ZK)

Julabo GmbH (Seelbach)

Zellkulturflasche 75 cm?

Sarstedt AG & Co. KG (Nurmbrecht)

Zellkulturplatte 24 Well

Sarstedt AG & Co. KG (Nurmbrecht)

Zentrifuge 2-7 (ZK)

Sigma Laborzentrifugen GmbH (Osterode

am Harz)

Zentrifuge 5415R (ZK)

Eppendorf SE (Hamburg)

Zentrifuge 5804R

Eppendorf SE (Hamburg)

Tisch-pH-Meter pH 50 VioLab Basic

XS Instruments (Capri (MO), Italien)

Vornado miniature vortex mixer

Biozym  Scientific GmbH

Oldendorf)

(Hessisch

pH-Einstabmesskette far allgemein

wassrige Losungen

Dostmann electronic GmbH (Wertheim-

Reicholzheim)
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2.1.2 Chemikalien und kommerzielle Losungen

Chemikalie

Hersteller

Olaparib 10 mM

Selleck Chemicals LLC (Houston, USA)

Niraparib 10 mM

Selleck Chemicals LLC (Houston, USA)

Rucaparib 10 mM

Selleck Chemicals LLC (Houston, USA)

Kommerzielle LOsung Hersteller

CASYblue Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
CASYclean Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
CASYton Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
Dimethylsulfoxid PanReac AppliChem ITW Reagents

(Glenview, USA)

Kalibrierlésungen pH

Dostmann electronic GmbH (Wertheim-

Reicholzheim)

2.1.3 Zelllinien
Zelllinie Hersteller
OVCAR-3 CLS Cell Lines Service GmbH
(Eppelheim)
SK-OV-3 CLS Cell Lines Service GmbH
(Eppelheim)

2.1.4 Zellkultur: Medien und Zusatze

Produkt Hersteller/Herstellung
DMEM/F12 PAN-Biotech GmbH (Aidenbach
DPBS PAN-Biotech GmbH (Aidenbach

Fetales Rinderserum FBS

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach

Gentamycin

)
)
)
)

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach

Insulin-Transferrin-Selenium-
Ethanolamine (ITS-X)

Thermo Fischer Scientific, Inc.
(Massachusetts, USA)

RPMI 1640

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach)

Trypsin 10 x

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach)

Trypsin 1 x

5 ml 10x-Trypsin, 45 ml DPBS
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Zellinie Medium und Zusatze

OVCAR-3 RPMI 1640, 50 ml FBS, 620 ul
Gentamycin, 500 pl Insulin

SK-OV-3 DMEM/F12, 25 ml FBS, 620 ul
Gentamycin

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die fur diese Arbeit verwendeten Zelllinien SK-OV-3 und OVCAR-3 wurden zur
langerfristigen Lagerung in niedriger Passage schonend eingefroren und in flissigem
Stickstoff gelagert. Dafur wurden die adharenten Zellen vom Boden der
Kultivierungsflasche, zuerst mit 10 ml DPBS gewaschen, anschliel3end durch Zugabe von
2ml 1x Trypsin gel6st. Durch Zugabe von 4 ml serumhaltigen Mediums wurde die
Enzymreaktion gestoppt und die Zellen wurden in dem Medium resuspendiert.
AnschlieRend wurden sie 3 min lang bei 300 x g zentrifugiert. Das hierdurch gewonnene
Zellsediment wurde in 3 ml Einfriermedium (Kultur Medium + 10 % DMSO) resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde nun in zwei Kryorohrchen aufgeteilt und bei -80 °C fur 24 h
tiefgekuhlt. Zur permanenten Lagerung wurden die Zellen bei -196 °C im Stickstofftank
eingefroren.

Zum Auftauen der Zellen dampften die Kryoréhrchen bei Raumtemperatur aus,
anschlieBend wurden sie fur 30 s in ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt. Danach
wurden die Zellen in 10 ml Zelllinien-spezifischem Medium resuspendiert. Daraufhin
wurden sie fur 3 min bei 300 x g zentrifugiert. Das so erhaltene Zellpellet wurde in eine
T75 Zellkulturflasche mit 10 ml vorgelegtem Medium Uberfuhrt. Die Inkubation erfolgte bei
37 °C, 5 % CO2 und gesattigter Luftfeuchtigkeit.

2.2.2 Kultivierung und Normalpassage von Zellen

Die Konfluenz der Zellkulturflaschen wurde taglich lichtmikroskopisch gepruft. Beim
Erreichen einer Konfluenz von 80-90 % wurde das verbrauchte Medium aus den
Zellkulturflaschen abgesaugt und mit die Zellen 10 ml DPBS gewaschen. Zum Ablosen
der adharenten Zellen erfolgte die Zugabe des proteolytischen Enzyms Trypsin (2 ml 1 x
Trypsin). Die Zellen wurden mit dem Trypsin bei 37 °C bis zum Ablésen der Zellen vom

Flaschenboden inkubiert. Anschlielend wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von
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Zellkulturmedium gestoppt. Nach Resuspension der Zellen in dem Medium erfolgte die
Zentrifugation bei 300 x g fur 3 min. SchlieRlich wurde der Uberstand abgesaugt, das
Zellpellet in einem definierten Volumen frischen Mediums geldst und resuspendiert. Die
Suspension wurde in einem Umsetzverhaltnis von 1:10 bis 1:3 in T75 Zellkulturflaschen
mit 10 ml vorgelegtem Medium tberfuhrt. Fur Versuche wurden ausschliel3lich Zellen der

Passage 3-30 verwendet.

2.2.3 Aussaat/ Ernte von Zellen und Bestimmung der Zellzahl

Fur die Versuche wurden 24-Well-Zellkultur-Platten verwendet. Um den Zellen ein
exponentielles Wachstum innerhalb der entsprechend vorgesehenen Inkubationszeit zu
ermaoglichen, wurde fur jede Zelllinie eine definierte Anfangszellzahl pro Well ermittelt. So
wurden fiir OVCAR-3 3,0x10* Zellen und fiir SK-OV-3 2,0x10* Zellen zu Beginn in je ein
Well gesat. Die entsprechende Zellzahl wurde, suspendiert in 1ml Medium, in das
jeweilige Well Uberfuhrt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und gesattigter
Luftfeuchtigkeit.

Zur Ernte der Zellen wurde das verbrauchte Medium aus den Wells abgesaugt. Danach
erfolgte eine Waschung mit 0,5 ml DPBS. Anschlief3end erfolgte eine Inkubation bei 37 °C
fur 5 min mit 100 pl Trypsin. Die Zellen wurden daraufhin in 900 pyl Medium suspendiert
und in ein Reaktionsgefald uberfuhrt. Die Zellzahlung erfolgte automatisch mit dem Gerat
CASY TT. Bei diesem System beruht die Zahlung auf einer Messung der
Widerstandsanderung, bei der 50 ul der Zellsuspension in 10 ml CASYTon® dilutiert
werden. Das Gerat saugt automatisch ein Aliqgout davon durch eine Messkapillare, an der
eine Spannung angelegt ist. Jede Zelle fuhrt beim Passieren der Kapillare zu einer
Anderung des Widerstandes. Die Anzahl der gemessenen Widerstandsénderungen

entspricht der Zellzahl.

2.2.4 Behandlung mit den PARP-Inhibitoren

24 h nach Aussaat der Zellen in den 24-Well-Titerplatten wurde ein Mediumwechsel
durchgefuhrt. Das neue Medium wurde zuvor mit den PARPI in definierter Konzentration
versetzt. Da die PARPi in DMSO gelost wurden, wurde als Kontrolle Medium mit DMSO
versetzt. Pro Well wurde 1 ml des Gemisches den adharenten Zellen zugefuhrt. Die

anschlieende Inkubation erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 und gesattigter Luftfeuchtigkeit.
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2.3 Behandlung mit Laserstrahlung

Fur die Versuche wurde ein Diodenlaser mit der Wellenlange 445 nm gewahlt, der fur den
klinischen Einsatz zugelassen ist. Um eine kontinuierliche Ausgangsleistung zu
gewahrleisten wurde der Laser im Dauerstrichbetrieb betrieben. Die in den Versuchen

angegebenen Laserleistungen [W] entsprechen der Ausgabeleistung des Lasers.

Die Versuche wurden bei minimaler Umgebungsbeleuchtung durchgefuhrt. Die
Laserstrahlung wurde Uber eine Lichtleitfaser (Aufendurchmesser @ = 320 ym und
Innendurchmesser @ = 283 pm) zu der 24-Well-Titerplatte gefuhrt. Das distale Ende der
Faser wurde mithilfe einer metallischen Fihrungshdulse fixiert. Die Faser ragte 20 mm aus
der Fuhrungshulse heraus. Der Strahlaustritt erfolgte kegelformig (@ (Vollwinkel) 25,4 °
bzw. 443,3 mrad; NA: 0,22 mit NA=sin(a/2)).

Der Abstand zwischen Strahlaustritt und dem Boden der Mikrotiterplatte wurde so
gewahlt, dass die bestrahlte Flache dem Durchmesser eines Wells entspricht. So wurde
eine gleichmaliige Bestrahlung der gesamten Bodenflache des Wells gewahrleistet. Der
Abstand vom Strahlaustritt der Lichtleitfaser zum Boden der Well-Platte betrug hierbei
41,7 mm, die Flache eines Wells: 1,9 cm? Um &ulere Einfliisse, wie bspw. Austrocknung
oder eine mogliche Kontamination zu minimieren, blieb der Deckel der Well-Platte
wahrend der Behandlung mit Laserstrahlung geschlossen. Wahrend der
Laserbehandlung war der Zellrasen in jedem Well von 300,0 pl Medium bedeckt.

Die applizierte Dosis der Laserbehandlung konnte durch die Parameter Laserleistung P
und Bestrahlungsdauer t variiert werden. Die auf dem Zellrasen generierte Intensitat |
ergibt sich hierbei aus der emittierten Laserleistung P und der Bestrahlungsflache A wie

folgt:

1= —
A

Die applizierte Strahlungsdosis ® ergibt sich jetzt aus
d=1Ixt

Die applizierte Dosis @ ist eine leistungs- und zeitabhangige Grole der Form @ = @ (P.t).
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Laser und Lichtleitfaser waren wahrend der Versuche auf der optischen Bank fixiert. Um
den Lichtstrahl gezielt dem zu behandelnden Well zuzufuhren, wurde die Wellplatte auf
einem computergesteuertem XYZ-Positioniertisch, der eine Positionierung mit einer
Prazision von 1,0 ym ermoglichte, befestigt. Als Nullposition wurde die Einstellung
gewabhlt, die eine gleichmallige Bestrahlung der gesamten Bodenflache des Wells, in der
oberen, linken Ecke der Wellplatte, gewahrleistet. Durch eine Verschiebung des
Positioniertisches um je 18,6 mm pro Well konnten gezielt die anderen Wells der Platte

angefahren und behandelt werden.

2.3.1 Bestimmung der applizierten Dosis

Die am Laser eingestellte Leistung P entsprach nicht der Leistung, die im Versuchsaufbau
zu den Zellen gelangte. Daher wurde diese Leistung mithilfe eines Laserleistungs-
Messgerates in Verbindung mit einem PM10-Detektor bestimmt.

Der Zellrasen befand sich in einer Entfernung von 41,7 mm von dem distalen Ende der
Lichtleitfaser. Zusatzlich lagen der Deckel der Well-Platte sowie das Zellkulturmedium im
Strahlengang. Fur die Messung wurde der Detektor des Laserleistungsmessgerates
ebenfalls in einer Entfernung von 41,7 mm angebracht. Durch das Einbringen des Well-
Platten-Deckels sowie des Zellkulturmediums in den Strahlengang konnte schliel3lich so
auf die tatsachliche Leistung geschlossen werden und ein Anpassungsfaktor ermittelt
werden.

Bei der Messung in einem Abstand von 41,7 mm zum Strahlenaustritt wurde eine Leistung
von 78,67 % + 2,00 % der urspringlich eingestellten Laser-Leistung detektiert (Abb. 2 a).
Nach Einbringen des Bodens der Wellplatte in den Strahlengang, konnten noch 68,10 %
+ 1,74 % der Ausgangsleistung gemessen werden (Abb. 2 b). Als sowohl der Wellplatten-
Deckel als auch das Nahrmedium und der Wellplatten-Boden in den Strahlengang
gebracht wurden, wurden nur noch 59,76 % * 1,50 % der ursprunglich eingestellten
Leistung gemessen (Abb. 2 c).

Daher kann angenommen werden, dass etwa 70 % der ursprunglich eingestellten
Leistung den Zellrasen, der sich oberhalb des Wellplatten Bodens befindet, erreichen.
Dies liegt daran, dass der Wellplatten-Boden eine Leistungsminderung von etwa 10 %
verursacht ((a)-(b)). Diese Minderung kann aus den 59,76 % = 1,50% (c)
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herausgerechnet werden, um auf naherungsweise 70 % zu gelangen, die tatsachlich bei

den Zellen ankommen. Dies entspricht einem Anpassungsfaktor von 0,7.

Gemessene Leistung im Lichtleitfaser
Verhaltnis zur Ausgangs-Leistung T ! .
a 78,7+2,0% aibi c
i — Well-Deckel

b 691+1,7%
c 59,8+1,5%

41,7mm

h Zellkulturmedium

I i I — Well-Boden
|

Laserleistungs-
Messgerat

Abb. 2: Bestimmung der Laserleistung, die im Versuchsaufbau auf die Zellen wirkt. Das
Laserleistungsmessgerat ist in 41,7 mm Abstand zum Strahlenausgang des Lasers
angebracht. (a) Kein Hindernis liegt im Strahlengang. (b) Der Mikrotiterplatten-Boden liegt
im Strahlengang. (c) Mikrotiterplatten-Deckel und -Boden sowie das Zellkulturmedium
liegen im Strahlengang.

Um einen Vergleich der Leistung mit den in der Literatur gefundenen Ergebnissen zu
ermaoglichen, wurde die applizierte Dosis D in der Einheit J/cm? ermittelt. Dies wurde unter
der Voraussetzung durchgefuhrt, dass bei einer Entfernung von 41,7 mm genau eine
Well-Flache beleuchtet wurde. Die Flache A eines Wells, der Teil einer 24-Well Platte ist,
betragt 1,9 cm?. Daher wurde die Leistung pro 1,9 cm? vom Laserleistungsmessgerat
erfasst. Um die applizierte Dosis D in J/cm? auszudrucken, wurde folgende Formel

verwendet:

_ PxAnpassungsfaktor x t
B A
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2.3.2 Thermische Effekte durch Laserbehandlung

Zur Analyse der thermischen Effekte durch Laserbehandlung wurden zwei Ansatze mit
verschiedener Starttemperatur gewahlt. Im ersten Ansatz wurde das Zellkulturmedium
bei Raumtemperatur vorbereitet. Pro Well wurden 300 pyl des Mediums mit einer
Temperatur von 20,0£0,2 °C eingebracht. Vor der Behandlung wurde die Temperatur des
Mediums gemessen. Anschlieend wurde der Deckel der Wellplatte geschlossen und die
Laserbehandlung durchgefuhrt. Unmittelbar nach der Behandlung wurde die Temperatur
des Mediums erneut gemessen.

Im zweiten Ansatz wurde die mit 300 ul Nahrmedium pro Well befullte Wellplatte direkt
aus dem Inkubator genommen, um sicherzustellen, dass das Medium der Inkubator
Temperatur von 370,5 °C entsprach. Zusatzlich wurde eine Zellkulturflasche randvoll mit
Wasser gefullt und ebenfalls bei 37,0 °C im Inkubator gelagert. Wahrend der
Laserbehandlung wurde die Wellplatte Uber die mit Wasser gefullte Flasche positioniert,
um eine Kuhlung durch Exposition bei Raumtemperatur zu vermeiden. Vor der
Behandlung wurde die Starttemperatur des Mediums gemessen und unmittelbar nach der

Behandlung erneut.

2.3.3 Auswirkungen auf den pH-Wert des Nahrmediums durch Laserbehandlung

Bei Raumtemperatur und circa 0,04 % CO2 in der Raumluft wurden 300 pl
Zellkulturmedium pro Well eingebracht. Der pH-Wert des Nahrmediums wurde
unmittelbar vor der Laserbehandlung bestimmt. Wahrend der Laserbehandlung wurde der
Deckel der Wellplatte geschlossen. Direkt nach der Behandlung wurde der pH-Wert

erneut bestimmt.

2.3.4 Einfluss von Laserbehandlung auf das Zellwachstum in angrenzenden Wells

Ein auf der 24-Well Platte zentral liegendes Well wurde mit Laser (90 s, 5 W/ 10 W)
behandelt (Abb. 2). Nach 24 h, 72h und 120 h wurden die Zellzahlen bestimmt.
AuBerdem wurden die Zellzahlen der Wells bestimmt, die direkt an das Behandelte
angrenzen (,1. Reihe®), sowie die derjenigen, die mit einem Well Abstand an das
Behandelte angrenzen (,2. Reihe®). Als Kontrollgruppe wurde auf einer separaten

Wellplatte ausgesat, die zu keinem Zeitpunkt mit dem Laserlicht in BerUhrung kam.



23

Jedoch wurde die Kontroll-Mikrotiterplatte ebenfalls fur 90 s der Raumtemperatur

exponiert um vergleichbare Bedingungen zu erzeugen.
(7 )
L+—90s,50W/10,0W
+—1. Reihe
—2. Reihe

i

ol X X

Abb. 3: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus: Einfluss von Laserbehandlung
auf das Zellwachstum in angrenzenden Wells

2.3.5 Kombinierter Einsatz von Laserbehandlung und PARP-Inhibitoren

Fur die kombinierte Behandlung der Zellen mit Laser und PARPi wurden zwei
unterschiedliche Vorgehensweisen entwickelt. Der erste Ansatz beinhaltete eine
kombinierte, sequentielle Behandlung, bei der der Zellrasen 24 h nach der Aussaat
zunachst mit Laser behandelt wurde. Wahrend dieser Behandlung befanden sich 300 pl
reines Medium pro Well. Nach der Laserbehandlung wurden 700 pl mit PARP-Inhibitoren
versetztes Medium hinzugefugt. Die Konzentration der PARPi im Medium wurde hierbei
so gewahlt, dass die gewlnschte Endkonzentration im Gesamtvolumen von 1000 pl
erreicht wurde. Der zweite Ansatz umfasste eine simultane Behandlung, bei der die
Laserbehandlung in Anwesenheit von PARPi durchgefuhrt wurde. Den Zellen wurden
300 pl Medium mit PARPI in definierter Konzentration zugefuhrt, danach erfolgte die
Laserbehandlung. Im Anschluss wurden weitere 700 pl mit PARPI versetztes Medium
hinzugefugt.

Den Zellen der Kontrollgruppe wurde mit DMSO versetztes Medium zugefuhrt. Es bestand
kein Laserkontakt, jedoch wurden die Kontrollen auch gleichlang wie die behandelten
Zellen der Raumtemperatur exponiert.

Die anschlieBende Inkubation erfolgte bei 37,0°C, 5% CO2> und gesattigter
Luftfeuchtigkeit.
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2.3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und Analyse der Daten erfolgte mittels Microsoft Excel 2016.
Die Ergebnisse stammen aus mindestens drei unabhangigen Experimenten und wurden
als Mittelwert der absoluten Zellzahl + StAbw der absoluten Zellzahlen dargestellt. Die
Experimente wurden mit dem Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p<0,05 (*),
p<0,01 (**), p<0,001 (***).
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung eines geeigneten Zellkultur-Modellsystems

Um far die nachfolgenden Inkubationsversuche mit den Zelllinien SK-OV-3 und OVCAR-
3 ein geeignetes Modell zu etablieren, wurden die Zelllinien mit vier unterschiedlichen
initialen Zellzahlen ausgesat und der Wachstumsverlauf Gber 120 h verfolgt. Ziel war es,
den Zelllinien optimale Wachstumsbedingungen zu gewahrleisten.

SK-OV-3 Zellen zeigten fiir die Startzellzahlen 1,0x104, 2,0x10* und 3,0x10* im Verlauf
Uber 120 h ein stetig steigendes Wachstum, wohingegen der Ansatz mit 4,0x10* Zellen
nach 96 h die maximale Wachstumsdichte erreichte, was dazu fuhrte, dass die Zellen
begannen abzusterben (Abb. 4 A). OVCAR-3 Zellen zeigten fur alle vier Startzellzahlen
im Verlauf Gber 120 h ein stetig steigendes Wachstum (Abb. 4 B). Insgesamt zeigten beide
Zelllinien ein ahnliches Wachstumsverhalten. Bei einer Aussaat von 3,0x10* SK-OV-3-
und 4,0x10* OVCAR-3-Zellen erreichten beide Zelllinien nach 120 h etwa 2,5x10° Zellen.
Fir die anschlieRenden Experimente wurden daher als Startzellzahl fur SK-OV-3 3,0x10*
und fir OVCAR-3 4,0x10* Zellen gewahlt.

3.0 SK-OV-3 B 50— OVCAR-3

>

Zellen [x10%]
Zellen [x1035]

0 T T T T T 0 T T T T T
24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
Inkubation [h] Inkubation [h]

Abb. 4: Wachstumskinetiken von SK-OV-3 (A) und OVCAR-3 (B) Zellen in 24-Well-
Zellkulturplatten mit unterschiedlichen initialen Zellzahlen. Die Ergebnisse aus
mindestens drei unabhangigen Experimenten werden als MW * StAbw der absoluten
Zellzahlen dargestellt.
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3.2 Bestimmung der geeigneten Konzentration der PARPI

Nachdem ein geeignetes Modell fur die Inkubationsversuche mit den Zelllinien SK-OV-3
und OVCAR-3 etabliert worden war, wurden diese Zelllinien mit den PARPiI Ola, Ruca und
Nira behandelt, um den Wachstums-inhibierenden Effekt zu untersuchen. Ziel war es,
eine Konzentration zu bestimmen, welche eine inhibitorische Wirkung des Zellwachstums
von circa 25 % im Vergleich zu der DMSO-Kontrollgruppe zeigte (IC2s). Die 1C25 wurde
gewahlt, um im Kernversuch, der die Kombination von PARPi und Laser beinhaltet,
additive bzw. potenzierte Effekte besser zu erkennen. Die Behandlung der beiden
Zelllinien mit den PARPI zeigte, erwartungsgemall, einen Konzentrations-abhangigen,
Wachstums-inhibierenden Effekt.

Nach 120 h Inkubation mit DMSO zeigte die Kontrollgruppe der SK-OV-3 Zelllinie eine
durchschnittliche Zellzahl von 2,8x10° = 6,0x10%. Fir den PARPi Ola konnte
naherungsweise eine IC25 von 10,0uM ermittelt werden (120 h: Ola 10,0 uM 2,3x10° +
1,1x10%, p=0,0005). Fir Ruca wurde niherungsweise eine ICz von 1,0 uM ermittelt
(120 h: Ruca 1,0 uM 2,1x10° + 4,1x103, p=0,0001). Fir Nira konnte naherungsweise eine
IC25 von 0,4 uM ermittelt werden (120 h: Nira 0,4 uM 2,2x10° + 8,8x103, p=0,0004) (Abb.

5A).
A 3,0— SK-0V-3 B 3,01 OVCAR-3
A Kitrl. . A Kitrl.
- o 0Ola10,0pM 44 4 ©0la0,1uM e,
- B Ruca 1,0uM © ® Ruca 0,1uM *
Fy _| O Nira 0,4uM rey O Nira 0,1uM
- 2,0 -« 2,0
X X
c - c -
° K4
© ©
N 1,0 N 1,0
0 I | I I I 0 I T | I I
24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
Inkubation [h] Inkubation [h]

Abb. 5: Wachstumskinetik von SK-OV-3 (A) und OVCAR-3 (B) Zellen nach Inkubation mit
den PARPi Ola, Ruca und Nira. Die Ergebnisse aus mindestens drei unabhangigen
Experimenten werden als MW * StAbw der absoluten Zellzahlen dargestellt. Die
Experimente wurden mit dem Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p<0,0500 (*),
p<0,0100 (**), p<0,0010 (***).
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Nach 120 h Inkubation mit DMSO zeigte die Kontrollgruppe der OVCAR-3 Zelllinie eine
durchschnittliche Zellzahl von 2,8x10° + 2,6x103. Bei Verwendung des PARPi Ola konnte
naherungsweise eine ICzs von 0,1 uM ermittelt werden (120 h: Ola 0,1 uM 2,2x10° +
1,9x103, p=0,0093). Firr Ruca konnte ndherungsweise eine IC25von 0,1 uM titriert werden
(120 h: Ruca 0,1 uM 2,1x10% £ 7,5x103, p=0,0000). Eine I1Czs von ungefahr 0,1 uM wurde
fir den PARPI Nira ermittelt. (120 h: Nira 0,1 uM 2,0x10° + 1,7x10%, p=0,0002) (Abb. 5 B).

3.3 Biologisch relevante Effekte von 445 nm Laserstrahlen im in vitro OC-Modellsystem
Im Folgenden wurden die Effekte der 445 nm Laserwellenlange auf die OC-Zelllinien
untersucht. Es wurden Veranderungen von Temperatur und pH-Wert des
Zellkulturmediums analysiert. Dies ist von Relevanz, weil diese Faktoren einen
erheblichen Einfluss auf Zellantworten wie das Wachstum und den Stoffwechsel haben
konnen (Dewey, 2009), (Flinck et al., 2018). Des Weiteren wurde der Einfluss auf das
Wachstum der Zellen des behandelten Wells betrachtet. Ein Wachstums-modifizierender
Einfluss auf Zellen in angrenzenden Vertiefungen der Mikrotiterplatte konnte hingegen

ausgeschlossen werden.

3.3.1 Thermische Effekte durch 445 nm Laserstrahlen

Durch die Absorption von Laserstrahlung im Gewebe entsteht Warmeenergie und die
Temperatur erhoht sich (Ansari et al., 2013). Insbesondere hinsichtlich eines potenziellen
Einsatzes dieses Verfahrens bei Patientinnen, ist es wichtig, thermische Effekte zu
charakterisieren. Ziel war es, ein Behandlungsfenster zu definieren, in welchem die Zellen
und das Kulturmedium hochstens in einem hyperthermen Bereich erwarmt werden (bis
45,0 °C). In diesem Temperaturbereich kommt es bei kurzen Behandlungszeiten zu kaum
irreversiblen Schaden des Gewebes (Dewey, 2009), (Fajardo, 1984). Aullerdem sind
antitumorale Effekte von Hyperthermie beschrieben (Zhou et al., 2011), (Manning et al.,
1982).

Die Zellen wurden bis kurz vor der Behandlung bei 37,0 °C inkubiert, waren jedoch
wahrend der Laserbehandlung der Raumtemperatur von ca. 20,0 °C ausgesetzt. Daher
wurden fur die Temperaturcharakterisierung zwei Ansatze gewahlt, einer mit der

Starttemperatur von 37,0£0,5 °C und der andere mit der Starttemperatur von 20,0+0,2 °C.



28

So konnte eine Aussage getroffen werden Uber die Temperaturanderungen im Medium

wahrend der Versuche.

A Start T. 20,0£0,2 °C
T 16
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(1]
E- —
£ "]
<] =~
— =7
=y =)
0 I I I I I | I I
0,5 1 2 3 4 5 6 8
Leistung [W]
B Start T. 37,0+0,5 °C
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Abb. 6: Einfluss von 445 nm Laserstrahlen auf die Temperaturentwicklung im
Zellkulturmedium bei einer Starttemperatur von 20,0+0,2 °C (A) und 37,0+0,5 °C (B). Die
Ergebnisse aus mindestens drei unabhangigen Experimenten werden als MW + StAbw
der absoluten Zahlen dargestellit.

Die in Abbildung 6 abgebildeten Messwerte wurden mittels linearer Regression
ausgewertet. Ausgehend von einer Ausgangstemperatur von 20,0£0,2 °C fuhrte eine 30 s
Bestrahlung zu einem Temperaturanstieg von 1,1 K pro Watt Ausgangsleistung (y=1,1 x
Leistung [W] -0,4; R?=97,2 %). Bei einer Ausgangstemperatur von 37,0+0,5 °C fiihrte
dieselbe Bestrahlungsdauer zu einem vergleichbaren Temperaturanstieg von 1,0 K pro
Watt (y=1 x Leistung [W] -0,4; R?=95,5 %).

60s Bestrahlungsdauer fuhrten, ausgehend von 20,0+0,2 °C, zu einem Anstieg der
Temperatur von 1,4 K pro Watt (y=1,43 x Leistung [W] +0,2; R?=94,8 %). Bei einer
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Starttemperatur von 37,0+£0,5 °C konnte ein Anstieg von 1,2 K pro Watt beobachtet
werden (y=1,2 x Leistung[W] -0,0; R?=93,4 %).

Nach einer Exposition von 90 s Dauer konnte bei einer Initialtemperatur von 20,0£0,2 °C
eine Erwarmung von 1,7 K pro Watt erfasst werden (y=1,7 x Leistung [W] +0,7;
R?=96,7 %). Ausgehend von 37,0+0,5 °C wurde ein Temperaturanstieg von 1,6 K pro
Watt detektiert (y=1,6 x Leistung [W] +0,5; R?=96,3 %).

3.3.2 pH-Wert Anderungen des Zellkulturmediums durch 445 nm Laserstrahlen

Es wurde untersucht, ob die Applikation von Laserstrahlen einen Einfluss auf den pH-
Wert der Zellkulturmedien hat. Da sich die Zusammensetzung der Nahrmedien der SK-
OV-3 und OVCAR-3 Zelllinien unterscheiden, wurden beide individuell beurteilt.

Die Daten wurden mithilfe linearer Regression ausgewertet. Die Behandlung von SK-OV-
3 Medium fuhrte zu einer starkeren Veranderung des pH-Wertes als die Behandlung von
OVCAR-3 Medium.

Die 60s Bestrahlung von SK-OV-3 Medium mit dem Laser fuhrten durchschnittlich zu einer
Erniedrigung des pH-Wertes um -0,026 pro Watt Ausgangs-Laser-Leistung (y= -0,026 x
Leistung [W] + 7,7; R>= 90,5 %). Bei OVCAR-3 Medium konnte durchschnittlich eine
Erniedrigung des pH-Wertes um -0,018 pro Watt Laser Leistung festgestellt werden
(0,018 x Leistung [W] + 7,8; R?>= 84,7 %).

A 78— SK-OV-3-Medium B 7.8 OVCAR-3-Medium
1= = 1® %o
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Abb. 7: Einfluss von 445 nm Laserstrahlen auf den pH-Wert der Zellkulturmedien von SK-
OV-3 (A) und OVCAR-3 (B). Die Ergebnisse aus mindestens drei unabhangigen
Experimenten werden als MW + StAbw der absoluten Zahlen dargestellt.
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3.3.3 Ausschluss eines Wachstums-inhibierenden Effektes auf Zellen in angrenzenden
Vertiefungen der Mikrotiterplatte

In Vorversuchen zeigte sich ein wachstumsinhibierender Effekt der 445 nm Laserstrahlen.
Da unklar war, ob sich der Effekt nur auf die Zellen des behandelten Wells beschrankt,
wurden auch die Auswirkungen auf Zellen in benachbarten Wells untersucht. Mit diesem
Experiment konnte schlielllich gezeigt werden, dass sich der signifikant
wachstumsinhibierende Effekt der Laserbehandlung auf das behandelte Well selber
beschrankt. Angrenzende Wells unterschieden sich nicht signifikant von der
Kontrollgruppe, die nicht mit dem Laser in Kontakt kamen. Es wurden fur die
Laserbehandlung zwei verschiedene Einstellungen der Leistung und Zeit gewahlt.

Zum einem wurde die maximale Ausgangsleistung des verwendeten Lasers von 10,0 W
gewahlt, Gber einen Behandlungszeitraum von 90 s (331,6 J/cm?). Die behandelten SK-
OV-3 Zellen zeigten 120 h nach Laserkontakt einen signifikanten Unterschied im
Vergleich zu der Kontrollgruppe auf (120 h: Ktrl.: 2,4x10% + 2,6x10% 90 s, 10,0 W: 4,9x10*
+ 9,6x10%, p=0,0000). Im Gegensatz dazu wiesen weder SK-OV-3-Zellen der ersten
angrenzenden Reihe, noch der zweiten angrenzenden Reihe einen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle auf (120 h: 1. Reihe: 2,1x10°% + 3,8x10%, p=0,0647; 2. Reihe:
2,2x10%+ 2,8x104, p=0,2230) (Abb. 8 A). Vergleichbare Ergebnisse zeigte die OVCAR-3
Zelllinie. Die behandelten OVCAR-3 Zellen zeigten 120 h nach Laserbehandlung einen
signifikanten Unterschied zur Kontrolle (120 h: Ktrl.: 2,2x10°% + 4,0x10% 90's, 10,0 W:
3,9x10* = 2,7x10% p=0,0000). Ebenfalls wiesen weder OVCAR-3 Zellen der ersten
angrenzenden Reihe, noch der zweiten angrenzenden Reihe einen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle auf (120 h: 1. Reihe: 2,0x10% + 2,7x10%, p=0,0747; 2. Reihe:
2,1x10%+ 2,3x10%, p=0,2230) (Abb. 8 B).

Reproduzierbare Ergebnisse zeigte der Versuch bei mittlerer Ausgangsleistung von 5,0 W
und Behandlungsdauer von 60 s (165,8 J/cm?). Behandelte SK-OV-3 Zellen zeigten einen
signifikanten Unterschied zur Kontrolle, wahrend Zellen der ersten und zweiten
angrenzenden Reihe keinen signifikanten Unterschied aufwiesen (120 h: Ktrl.: 2,1x10°
1,2x10% 5,0 W, 60 s: 1,4x10° + 1,8x10%, p=0,0001; 1.Reihe: 2,0x10% + 1,9x104, p=0,0524;
2.Reihe: 2,0x10° + 2,3x10%, p=0,1510) (Abb. 8 C). Ebenfalls wiesen behandelte OVCAR-
3 Zellen einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf, wahrend Zellen der ersten und

zweiten angrenzenden Reihe keinen signifikanten Unterschied aufwiesen (120 h: Kirl.:
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2,4x10% + 3,1x10% 5,0 W, 60 s: 1,4x10° + 2,0x10%, p=0,0001; 1.Reihe: 2,3x10° + 2,4x10%,
p=0,1810; 2.Reihe: 2,3x10°%+ 2,6x10%, p=0,1770) (Abb. 8 D).

Somit konnte gezeigt werden, dass die Laserstrahlen sich nicht auf das Zellwachstum der
angrenzenden Wells auswirkten.

A SK-OV-3 B OVCAR-3
3,0— 3,0
A Kitrl. A Kitrl.
-| % 90s, 10,0W -1 % 90s, 10,0W
£, | SiRE £,,] iR
- _ . Reihe | . Reihe
x, 2,0 E. 2,0
s s -
] @
N 40— N 10+
0 T T T 0 ;g/?/#
24 72 120 24 72 120
Inkubation [h] Inkubation [h]
C 3,0 SK-0OV-3 D 3,0— OVCAR-3
A Ktrl. A Kirl. T
-1 % 60s, 5,0W -| % 60s, 5,0W
o ® 1. Reihe = ® 1. Reihe
< 2.0 O 2. Reihe < 20— O 2. Reihe
[ = ok c
2 . o -
© °
N 10— N 10—
0 T | | 0 | | |
24 72 120 24 72 120
Inkubation [h] Inkubation [h]

Abb. 8: Wachstumskinetik von SK-OV-3 (A, C) und OVCAR-3 Zellen (B, D). Ausschluss
eines wachstumsinhibierenden Effektes der 445 nm Laserstrahlen (30s, 10,0 W und
5,0 W) auf angrenzende Wells. Die Ergebnisse aus mindestens drei unabhangigen
Experimenten werden als MW + StAbw der absoluten Zellzahlen dargestellt. Die

Experimente wurden mit dem Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p<0,0500 (*),
p<0,0100 (**), p<0,0010 (***).
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3.4 Wachstumsinhibition der Zelllinien nach Laserbehandlung

Um die Wirkung von Laserbehandlungen auf das Wachstum der beiden Ovarialkarzinom-
Zelllinien zu untersuchen, wurden die Zellzahlen der beiden Zelllinien nach drei
verschiedenen Inkubationszeiten (24 h, 72h, 120 h) nach der Laserbehandlung
gemessen.

Dabei wurden verschiedene Laserparameter verwendet. Die Laserleistung wurde
eingestellt auf 0,5 W (minimale Leistung des verwendeten Lasers), 2,0 W, 4,0 W, 6,0 W,
8,0 W und 10,0 W (maximale Leistung des verwendeten Lasers). Die Behandlungsdauer
betrug jeweils 30 s, 60 s und 90 s. Das entspricht einer minimal applizierten Dosis von
5,5 J/cm? (30's, 0,5W) und einer maximal applizierten Dosis von 331,6 J/cm? (90 s,
10,0 W).

Bei jeder der verwendeten Einstellungen war eine Wachstumsinhibierung zu beobachten
(Abb. 9 A-F). Die Analyse der Zellzahlen 120 h nach der Laserbehandlung zeigte einen
linearen Zusammenhang zwischen Strahlendosis und Wachstumsinhibierung. Um den
genauen Zusammenhang zu analysieren wurde eine lineare Regression fur die
Messdaten nach 120 h durchgefuhrt.

Fur SK-OV-3 Zellen 120h nach 30s Laser Applikation lasst sich fur die
Regressionsgerade eine Gleichung von y= -8,4x10° x Leistung [W] +2,3x10% mit
R?= 89,3 % aufstellen. Das heilt, dass jede Erhohung der Laserleistung um 1,0 W in einer
durchschnittlichen Wachstumsinhibierung von 3,4 % im Vergleich zur Kontrolle resultiert.
(SK-OV-3 30 s 120 h: Ktrl. 2,5x10%+ 8,5x10%; 0,5 W 2,2x10% + 7,9x103; 2,0 W: 2,0x10° +
9,7x10% 4,0 W 1,8x10% + 5,7x103% 6,0 W 1,7x10% £ 1,6x10%; 8,0 W 1,6x10° + 4,9x103;
10,0 W 1,4x10% £ 7,5x10%) (Abb. 9 A). OVCAR-3-Zellen reagierten 120 h nach 30 s Laser
Applikation mit einer durchschnittlichen Wachstumsinhibierung von 3,0 % im Vergleich
zur Kontrollgruppe pro Erhéhung der Laserleistung um 1,0 W (y= -7,8x103x Leistung [W]
+2,6x105% R?= 84,2 %) (OVCAR-3 30 s 120 h: Ktrl. 2,6x10%+ 2,0x103% 0,5 W 2,4x10% +
1,4x10% 2,0 W 2,2x10% + 5,2x103; 4,0 W 2,1x10° £ 1,1x10% 6,0 W 2,0x10% £ 1,1x10%
8,0 W 1,9x10%+ 2,5x103; 10,0 W 1,7x10% + 4,5x10%) (Abb. 9 B).

120 h nach der 60s Laser-Behandlung von SK-OV-3 Zellen zeigte sich eine
durchschnittliche Reduktion des Zellwachstums um 6,1 % bei jeder Erhdhung der
Laserleistung um 1,0 W (y=-1,7x10%x Leistung [W] +2,8x10%; R?= 92,8 %) (SK-OV-3 60 s
120 h: Ktrl. 2,9x10% £ 1,1x10% 0,5 W 2,5x10% + 2,7x10%; 2,0 W 2,4x10% + 2,2x10%, 4,0 W
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2,1x10°% + 1,4x10% 6,0 W 1,6x10° £ 2,3x10% 8,0 W 1,3x10% 1,6x10% 10,0 W 1,1x105+
9,6x10%) (Abb. 8 C). OVCAR-3 Zellen zeigten bei gleichen Laser-Parametern eine mittlere
Wachstumsinhibierung von 6,8 % pro Erhéhung der Laserleistung um 1,0 W (y= -1,8x10*
x Leistung [W] +2,6x105% R2=97,2 %). (OVCAR-3 60 s 120 h: Ktrl. 2,7x10% + 1,5x10%
0,5 W 2,4x10%+6,0x10%; 2,0 W 2,3x10%+ 1,1x10% 4,0 W 1,9x10%+ 1,3x10% 6,0 W 1,4x10°
+ 8,2x10%; 8,0 W 1,1x10%t 1,4x10% 10,0 W 8,5x10%+ 2,7x103) (Abb. 9 D).

120 h nach 90s Laser-Behandlung der SK-OV-3 Zelllinie zeigte sich eine
durchschnittliche Inhibition des Zellwachstums um 8,0 % bei jeder Erhdhung der
Laserleistung um 1,0 W (y= -2x10%x Leistung [W] +2,2x105; R?=95,1 %). (SK-OV-3 90 s
120 h: Ktrl. 2,4x10% £ 5,5x10%; 0,5 W 2,1x10%+ 1,9x10% 2,0 W 1,7x10°5+ 1,1x10% 4,0 W
1,5x10° £ 1,2x10% 6,0 W 8,7x10* + 1,4x10% 8,0 W 6,7x10%t 1,4x10% 10,0 W 3,5x10%+
1,0x10%) (Abb. 9 E). OVCAR-3-Zellen reagierten bei gleichen Laser-Parametern mit einer
Reduktion des Zellwachstums um 9,3 % bei jeder Erhdhung der Laserleistung um 1,0 W
(y= -2,4x10%x Leistung [W] +2,2x10°%; R?=93,2 %). (OVCAR-3 90 s 120 h: Kitrl. 2,5x10%
1,1x10% 0,5W 2,0x10° + 8,0x103; 2,0 W 1,8x10° + 3,6x10% 4,0 W 1,0x10% £ 9,0x103;
6,0 W 5,0x10% + 1,2x10%; 8,0 W 3,9x10%+ 3,3x10%; 10,0 W 1,4x10%+ 7,6x103) (Abb. 9 F).

Fur den folgenden Kernversuch dieser Arbeit wurden Laserparameter ausgewahlt, die
eine inhibitorische Wirkung des Zellwachstums von bis zu 25 % im Vergleich zur
Kontrollgruppe bewirkten. Als Laser-Behandlungszeit wurden 60 s gewahlt und als
Leistungen 2,0 W, 3,0 W und 4,0 W.
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3.5 Kombination von PARPi und Laserbehandlung

Das Kernstick des vorliegenden Forschungsprojektes war die Kombination der
Laserbestrahlung mit den PARPI. In diesem Projektteil wurden OC-Zellen mit Laser
bestrahlt und fur 120 h mit einem PARPI inkubiert (Laser + Ola/ Ruca/ Nira). Zu erwarten
war, dass die Kombination von Laser und PARPi additive Effekte zeigen wdurde.
Tatsachlich lieBen sich teils sogar potenzierte Effekte bei kombinierter Behandlung
nachweisen. Fur diesen Versuchsteil wurden die zuvor titrierten Konzentrationen der drei
PARPI, sowie eine Laser-Behandlungsdauer von 60 s bei einer Leistung von 2,0 W
(44,2 J/lcm?), 3,0 W (66,3 J/cm?) und 4,0 W (88,4 J/cm?) verwendet. Fiir die kombinierte
Behandlung wurde aul’erdem untersucht, ob ein signifikanter Unterschied besteht
zwischen sequentieller Behandlung und simultaner Behandlung. Von additiv wird
gesprochen, wenn sich die Einzeleffekte addieren, d. h. die Wirkung der kombinierten
Behandlung der Summe der Einzelwirkungen entspricht. Hierbei wird eine Abweichung
von bis zu <5,0 % im Vergleich zur Kontrolle akzeptiert. Als potenziert wird ein Ergebnis
gewertet, wenn der Effekt der Kombination groRer ist, als es aufgrund der Addition der
Einzeleffekte zu erwarten gewesen ware. Fur die Einordnung als Potenzierung muss die
kombinierte Behandlung mindestens eine mittlere Wachstumsinhibition von 25,0 %
(orientiert an der Kontrollgruppe) aufweisen im Vergleich zu den addierten

Einzelwirkungen. Betrachtet werden hier die Messergebnisse 120 h nach Behandlung.

Bei kombinierter Behandlung von SK-OV-3 Zellen mit dem PARPi Ola und Laser war bei
allen drei verwendeten Leistungen des Lasers eine additive Wirkung zu verzeichnen (Abb.
10 A, C, E). Bei der Verwendung der Laserleistung 4,0 W zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen sequentieller und simultaner Behandlung (p=0,0292). Bei den
Leistungen 2,0 W und 3,0 W liel sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Kombinationen feststellen. (SK-OV-3 120 h: Kitrl. 2,6x10° + 7,8x103; Ola 10,0 yM 2,1x10°
+9,1x103, p=0,0001; 60 s, 2,0 W 2,2x10% + 8,1x103%, p=0,0163; 60 s, 2,0 W seq. 1,7x105
+ 1,2x10%, p=0,0001; 60 s, 2,0 W sim. 1,8x10° + 1,1x10%, p=0,0000; 60 s, 3,0 W 2,0x105
+ 5,0x103, p=0,0481; 60 s, 3,0 W seq. 1,6x10° + 1,7x10%, p=0,0001; 60's, 3,0 W sim.
1,5x10°% + 7,2x103, p=0,0000; 60 s, 4,0 W 1,9x10% + 1,2x10%, p=0,0187; 60 s, 4,0 W seq.
1,5x10° £ 1,7x10%, p=0,0001; 60 s, 4,0 W sim. 1,3x10%+ 6,2x10%, p=0,0000)
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Ebenso war bei kombinierter Behandlung von OVCAR-3 Zellen mit Ola und Laser bei den
drei verwendeten Laser-Leistungen ein additiver Effekt detektierbar (Abb. 10 B, D, F).
Zwischen sequentieller und simultaner Behandlung lie® sich kein signifikanter
Unterschied feststellen. (OVCAR-3 120 h: Ktrl. 2,8x10° + 1,8x10%; Ola 0,1 uM 2,0x105 +
1,1x10%, p=0,0004; 60 s, 2,0 W 2,4x10° + 2,3x10%, p=0,0325; 60 s, 2,0 W seq. 1,6x10° +
2,16x10%, p=0,0009; 60 s, 2,0 W sim. 1,7x10°%+ 2,6x10%, p=0,0023; 60 s, 3,0 W 2,1x10%+
1,2x10%, p=0,0006; 60 s, 3,0 W seq. 1,4x10% + 2,7x10% p=0,0015; 60s, 3,0 W sim.
1,4x10°+ 1,8x10%, p=0,0001; 60 s, 4,0 W 1,8x10% + 1,9x10%, p=0,0008; 60 s, 4,0 W seq.
1,2x10° £ 1,1x10%, p=0,0000; 60 s, 4,0 W sim. 1,2x10%+ 1,1x10%, p=0,0000)

Auch bei kombinierter Behandlung von SK-OV-3 Zellen mit dem PARPi Ruca und Laser
liel sich ein additiver Effekt bei allen drei Laser-Leistungen feststellen (Abb. 11 A, C, E).
Ein signifikanter Unterschied zwischen sequentieller und simultaner Behandlung liel3 sich
nicht feststellen. (SK-OV-3 120 h: Ktrl. 2,8x10° + 1,5x10% Ruca 1,0 uM 2,3x10° + 1,2x10%,
p=0,0021; 60's, 2,0 W 2,5x10° + 4,8x103, p=0,0053; 60 s, 2,0 W seq. 2,0x10° + 7,6x103,
p=0,0001; 60 s, 2,0 W sim. 2,0x10% £+ 1,4x10%, p=0,0002; 60 s, 3,0 W 2,3x10°% + 9,3x10°,
p=0,0008; 60's, 3,0 W seq. 1,8x10% + 8,6x10%, p=0,0000; 60's, 3,0 W sim. 1,7x10° +
9,1x103%, p=0,0000; 60 s, 4,0 W 2,1x10%+ 9,1x103, p=0,0002; 60 s, 4,0 W seq. 1,6x10°+
1,1x10%, p=0,0000; 60 s, 4,0 W sim. 1,6x10%+ 1,2x10%, p=0,0000)

OVCAR-3 Zellen reagierten bei kombinierter Behandlung mit Ruca und Laser additiv bis
potenziert. Bei Applikation von 2,0 W Laserleistung zeigte die sequentielle kombinierte
Behandlung einen additiven Effekt, wohingegen die simultane Behandlung einen
potenzierten Effekt zeigte (Abb. 11 B). Zwischen sequentieller und simultaner Behandlung
lied sich ein signifikanter Unterschied feststellen (p=0,0052). Auch bei Applikation von
3,0 W konnte bei sequentieller Behandlung eine additive Wirkung und bei simultaner
Behandlung eine potenzierte Wirkung detektiert werden (Abb. 11 D). Der Unterschied war
ebenfalls signifikant (p=0,0219). Bei Anwendung von 4,0 W konnte fur beide kombinierte
Behandlungsverfahren eine potenzierte Wirkung nachgewiesen werden (Abb. 11 F). Ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Verfahren bestand nicht. (OVCAR-3
120 h: Ktrl. 2,9x10% + 1,5x10% Ruca 0,1 uM 2,1x10° + 8,66x103, p=0,0011; 60's, 2,0 W
2,6x10° + 1,1x10%, p=0,0153; 60 s, 2,0 W seq. 1,8x10° + 7,6x103, p=0,0007; 60 s, 2,0 W
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sim. 1,4x10%+ 1,2x10%, p=0,0001; 60 s, 3,0 W 2,4x10% + 2,1x10%, p=0,0112; 60's, 3,0 W
seq. 1,4x10° + 3,3x103, p=0,0010; 60 s, 3,0 W sim. 1,1x10% + 1,0x10%, p=0,0001; 60 s,
4,0 W 2,2x10° + 6,3x103, p=0,0025; 60 s, 4,0 W seq. 1,1x10% + 1,9x10%, p=0,0001; 60 s,
4,0 W sim. 8,1x10*+ 4,7x103, p=0,0003)

SK-OV-3 Zellen zeigten bei kombinierter Behandlung von Nira und Laser deutlich geringer
ausgepragte Effekte. Die Verwendung von 2,0 W fihrte bei kombinierter Behandlung
nicht zu additiven Effekten (Abb. 12 A). Bei Anwendung von 3,0 W erzielte die sequentielle
Kombination ebenfalls keine additive Wirkung (Abb. 12 C). Die simultane Kombination
erzielte einen Effekt, der tendenziell als additiv zu werten ist. Ein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Varianten bestand nicht. Die Applikation von 4,0 W fuhrte sowohl bei
sequentieller als auch bei simultaner Kombination zu additiven Effekten (Abb. 11 E).
Zwischen den beiden Varianten war ein signifikanter Unterschied zu beobachten
(p=0,0166). (SK-OV-3 120 h: Kitrl. 2,8x10°% + 1,9x10% Nira 0,4 uM 2,2x10% + 5,5x10°,
p=0,0034; 60 s, 2,0 W 2,5x10° + 2,3x103, p=0,0549; 60 s, 2,0 W seq. 2,1x10° + 9,5x10°,
p=0,0012; 60 s, 2,0 W sim. 2,1x10% £ 5,1x103, p=0,0020; 60 s, 3,0 W 2,3x10% + 3,5x10°,
p=0,0065; 60 s, 3,0 W seq. 2,0x10% + 1,2x10%, p=0,0005; 60's, 3,0 W sim. 1,9x10° +
1,4x10%, p=0,0003; 60 s, 4,0 W 2,2x10%+ 1,2x10%, p=0,0015; 60 s, 4,0 W seq. 1,7x10% +
4,4x10%, p=0,0004; 60 s, 4,0 W sim. 1,6x10%+ 3,0x10%, p=0,0004)

OVCAR-3 Zellen reagierten bei kombinierter Behandlung mit Nira und Laser bei allen drei
Leistungen mit potenzierten Wirkungen (Abb. 12 B, D, F). Ein signifikanter Unterschied
zwischen sequentieller und simultaner Kombination bestand nicht. (OVCAR-3 120 h: Kirl.
2,9x10° + 4,8x103; Nira 0,1 uM 2,2x10% + 8,8x103, p=0,0005; 60s, 2,0 W 2,5x10° +
1,6x10%, p=0,0206; 60s, 2,0 W seq. 1,4x10° + 9,6x10%, p=0,0001; 60s, 2,0 W sim.
1,1x10%+ 1,9x10%, p=0,0012; 60 s, 3,0 W 2,3x10% + 1,7x10%, p=0,0095; 60 s, 3,0 W seq.
1,1x10° + 5,6x10%, p=0,0011; 60 s, 3,0 W sim. 9,4x10* + 2,1x104, p=0,0012; 60 s, 4,0 W
2,1x10%+ 1,1x10%, p=0,0008; 60 s, 4,0 W seq. 8,9x10* + 2,0x10%, p=0,0008; 60 s, 4,0 W
sim. 8,1x10*+ 1,8x10*, p=0,0006)
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Abb. 10: Wachstumskinetik von SK-OV-3 (A, C, E) und OVCAR-3 Zellen (B, D, F) bei
kombinierter Behandlung mit Laser (60s, 2,0 W, 3,0 W und 4,0 W) und Ola. Die
Ergebnisse aus mindestens drei unabhangigen Experimenten werden als MW * StAbw
der absoluten Zellzahlen dargestellt. Die Experimente wurden mit dem Student’s t-Test
statistisch ausgewertet p<0,0500 (*), p<0,0100 (**), p<0,0010 (***).
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Abb. 11: Wachstumskinetik von SK-OV-3 (A, C, E) und OVCAR-3 Zellen (B, D, F) bei
kombinierter Behandlung mit Laser (60s, 2,0 W, 3,0 W, und 4,0 W) und Nira. Die
Ergebnisse aus mindestens drei unabhangigen Experimenten werden als MW * StAbw
der absoluten Zellzahlen dargestellt. Die Experimente wurden mit dem Student’s t-Test
statistisch ausgewertet mit p<0,0500 (*), p<0,0100 (**), p<0,0010 (***).
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Abb. 12: Wachstumskinetik von SK-OV-3 (A, C, E) und OVCAR-3 Zellen (B, D, E) bei
kombinierter Behandlung mit Laser (60s, 2,0 W, 3,0 W und 4,0 W) und Ruca. Die
Ergebnisse aus mindestens drei unabhangigen Experimenten werden als MW * StAbw
der absoluten Zellzahlen dargestellt. Die Experimente wurden mit dem Student’s t-Test
statistisch ausgewertet mit p<0,0500 (*), p<0,0100 (**), p<0,0010 (***).
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die antiproliferative Wirksamkeit des kombinierten Einsatzes von
Laser mit der Wellenlange 445 nm und den PARPI Ola, Ruca und Nira im OC-Zellmodell

zu untersuchen.

Die Verwendung etablierter, permanenter Zelllinien bot den Vorteil der Vergleichbarkeit
der Ergebnisse und der Unabhangigkeit von Gewebespenderinnen. Um eine
standardisierte Bestrahlung wahrend der Laserbehandlung sicherzustellen, wurde eine
XYZ-computerisierte Linear-Verschiebeeinheit in Verbindung mit einem festen
Strahlenaustrittsfenster (Lichtleitfaser) des Lasers verwendet. Die Austrocknung der
Zellproben wurde wahrend der Behandlung durch die Zugabe von 300 pl
Zellkulturmedium pro Well und das Schliellen des Mikrotiterplatten-Deckels verhindert.
Die verwendeten Zellkulturmedien enthielten Phenolrot. Die Absorptionseigenschaften
von Phenolrot hangen sowohl von der Wellenlange als auch vom pH-Wert ab. Bei der
verwendeten Wellenlange von 445 nm ist die Absorption jedoch weitgehend pH-
unabhangig und liegt im mittleren Bereich des Absorptionsspektrums (Xu et al., 2006).

Um die tatsachliche Leistung zu bestimmen, die auf die Zellen wirkte, wurden Messungen
mit einem Laser-Leistungs-Messgerat durchgefuhrt. Dies war notwendig, da sich der
Zellrasen 41,7 mm vom Strahlenausgang des Lasers entfernt befand und sowohl der
Mikrotiterplatten-Deckel als auch das Zellkulturmedium im Strahlengang lagen. Die
Bestimmung dieser tatsachlichen Leistung war jedoch nur annahernd mdoglich, da zwei
Faktoren berucksichtigt werden mussten. Zum einen mussten die Messungen mit dem
Zellkulturmedium auch in Anwesenheit des Bodens der Mikrotiterplatte geschehen.
Dieser hatte im normalen Versuchsaufbau keinen Einfluss auf die tatsachliche Leistung,
da sich der Zellrasen oberhalb befand. Zum anderen befand sich, bedingt durch die
konkave Form des Detektors, eine =zusatzliche Luft-Schicht wunterhalb des
Miktotiterplatten-Bodens. Diese Faktoren wurden bestmdglich in die Berechnung der
tatsachlichen Leistung mit einbezogen. Dennoch kam es an den zusatzlichen Materialien
und Grenzflachen zu Effekten wie Reflektion, Lichtbrechung und Absorption, die das
Ergebnis moglicherweise beeinflusst haben. Da es sich hierbei um einen systematischen

Fehler handelt ist aber die Vergleichbarkeit der Versuche untereinander gewahrleistet.
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Da auch im eigentlichen Versuchsaufbau Reflektion und Streuung der Laserstrahlen zu
erwarten waren, musste ein signifikanter wachstumsinhibierender Effekt auf Zellen in
benachbarte Wells ausgeschlossen werden. Dies konnte durch den entsprechenden
Versuch nachgewiesen werden.

So wurde ein geeignetes in vitro Modell zu Untersuchung der biologischen Effekte von

445 nm Laserstrahlen etabliert.

4.1 Titration der PARPI

Es konnte festgestellt werden, dass OVCAR-3 Zellen sensibler auf die Behandlung mit
den PARPI reagierten als SK-OV-3 Zellen. Bei allen drei PARPi wurde eine deutlich
niedrigere Konzentration bendtigt, um die gewlnschte Wachstumsinhibierung (IC2s) zu
erreichen.

Beide Zelllinien, SK-OV-3 und OVCAR-3, besitzen die BRCA1/2-Wildtyp Sequenz (Hills
et al., 1989; Stordal et al., 2013). Allerdings weist OVCAR-3 einen Verlust der
Heterozygotie in BRCA1 und 2 auf (Stordal et al., 2013), zusammen mit weiteren
Veranderungen in Genen, die die homologe Rekombination (HR) beeinflussen, was zu
einem funktionellen Verlust der HR fuhrt (Bradbury et al., 2020). Zelllinien mit einem
BRCA1/2-Wildtyp, die aber einen Verlust der Heterozygotie aufweisen, zeigen ein
besseres Ansprechen auf Platin-basierte Therapien und diese Empfindlichkeit sei auch
auf PARPI Ubertragbar (Maxwell et al., 2017). OVCAR-3 zeigte in frUheren Studien sogar
die gleiche Empfindlichkeit gegenuber PARPi wie Zelllinien mit bekannten BRCA-
Mutationen (Bradbury et al., 2020).

Besonders deutlich war der Konzentrationsunterschied bei Ola, wobei SK-OV-3 Zellen
eine 100-fach hohere Konzentration bendtigten als OVCAR-3 Zellen. Ola ist klinisch nur
bei nachgewiesener homologer Rekombinationsdefizienz (HRD) zugelassen, was durch
BRCA1/2-Mutationen oder genomische Instabilitat definiert ist (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2022). Dennoch belegten frihere in-vitro-Studien die Wirksamkeit von PARPI
bei BRCA-Wildtyp-Tumoren, wenn auch erst bei hoheren Konzentrationen (Sun et al.,
2018). Die hier vorliegenden Daten unterstiutzen diese Beobachtung, da sie zeigen, dass
trotz des BRCA-Wildtyp-Status beide Zelllinien auf die PARPi-Therapie ansprechen. Bei

OVCAR-3-Zellen erfolgte dieses Ansprechen aufgrund eines funktionellen HR-Verlusts
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bereits bei niedrigeren Konzentrationen (Bradbury et al., 2020). Im Gegensatz dazu zeigte
SK-OV-3, die einen BRCA-Wildtyp aufweist und keine HR-Veranderungen aufweist, erst

bei wesentlich hoheren Konzentrationen ein Ansprechen auf die Therapie.

Im Gegensatz dazu wurden sowohl Nira als auch Ruca zur Erhaltungstherapie bei
Patientinnen unabhangig vom BRCA-Mutationsstatus und HR Defizienz zugelassen,
nachdem die Wirksamkeit in mehreren klinischen Studien bestatigt wurde (Gonzalez-
Martin et al., 2019; Ledermann et al., 2014; Gemeinsamer Bundesausschuss, 2019).
Daher konnte erwartet werden, dass auch SKOV-3 schon bei geringeren Konzentrationen
auf die Behandlung ansprechen wurde. Dies spiegelt sich in den erhobenen Daten wider.
Ruca zeigte eine nur 10-fach hohere Konzentration bei SK-OV-3 im Vergleich zu OVCAR-
3. Bei Nira war der Unterschied zwischen den Zelllinien noch geringer, wobei SK-OV-3

nur eine 4-fach hohere Konzentration benétigte als OVCAR-3.

4.2 Biologische Effekte von Laserlicht im blauen Spektrum

Durch die Absorption von Laserstrahlen im Gewebe entsteht Warmeenergie und die
Temperatur erhoht sich (Reichelt et al., 2017). Die erhobenen Daten zeigen einen linearen
Zusammenhang zwischen der zugefuhrten Laserenergie und der Temperatur des
Zellkulturmediums.

Die thermischen Effekte auf Gewebe sind sowohl abhangig von der erreichten
Temperatur als auch von der Expositionsdauer (Dewey, 2009). Die fir den Kernversuch
ausgewahlten Laserparameter fuhrten bei einer Starttemperatur von 37,0 °C zu
Temperaturen von 41,8 + 0,7 °C bis zu 44,1 £ 1,5 °C. Temperaturen im hyperthermischen
Bereich (ca. 40-47 °C) fuhren zu reversiblen Prozessen auf Protein-Ebene (Roti Roti,
2008). Die meisten nicht malignen Gewebe werden bei einer Behandlungsdauer von unter
1 h bei einer Temperatur von bis zu 44 °C nicht dauerhaft geschadigt (Fajardo, 1984). Im
Gegensatz dazu reagieren Tumorzellen empfindlicher auf Hyperthermie (Wierenga et al.,
2003; Hou et al., 2014). Einerseits hat Hyperthermie eine direkte antitumorale Wirkung
(Zhou et al., 2011), andererseits wurden wiederholt potenzierte Effekte im
Zusammenhang mit Chemotherapie festgestellt (Ahmed und Zaidi, 2013; van der Zee,
2002).
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Fur die zellulare Funktion ist ein physiologischer pH-Wert im Bereich von 7,4
entscheidend (Michl et al.,, 2019). Starke Veranderungen des pH-Wertes konnen
Parameter  wie  Proteinsynthese,  Stoffwechsel, = Zellwachstumsrate = sowie
Zelldifferenzierung und Klonierungseffizienz beeinflussen (Bertoncello, 2019). Zum
Einfluss von Laserstrahlen des blauen Spektrums auf die pH-Wert Entwicklung wurden
bisher noch keine Daten verdffentlicht. Jedoch konnte in den erhobenen Daten
beobachtet werden, dass die Laserbehandlung zu einer leichten Erniedrigung des
Medium-pH-Wertes fuhrte. Dieser Effekt war im SK-OV-3 Medium (DMEM/ F12 plus
Zusatze) starker ausgepragt als im OVCAR-3 Medium (RPMI 1640 plus Zusatze). Beide
Medien verwenden ein Natrium-Bikarbonat-Puffersystem und benétigen daher eine CO»-
Umgebung von 5-10 %, um einen physiologischen pH-Wert aufrechtzuerhalten (Ausubel
et al., 2001).

Da die Versuche bei Raumluft mit einem atmospharischem CO2 von ca. 0,04 %
durchgefuhrt wurden, war bei beiden Medien ein alkalischer pH-Wert bei Beginn der
Messungen zu beobachten (Bertoncello, 2019). Die leichte Erniedrigung des pH-Wertes
bei Laserbehandlung lasst sich auf den Temperaturanstieg wahrend der Behandlung
zuruckfuhren (Michl et al., 2019). Der leicht unterschiedliche Rickgang des pH-Werts bei
der Laserbehandlung zwischen den beiden Nahrmedien kann durch die unterschiedliche
Konzentration von Natriumbikarbonat in den Medien (Ausubel et al., 2001) erklart werden,
wobei das OVCAR-3-Medium aufgrund seiner hoheren Konzentration eine bessere

Pufferkapazitat aufweist im Vergleich zum SK-OV-3-Medium.

Neben den Auswirkungen auf Temperatur und pH-Wert sind auch mogliche
Beeinflussungen der DNA von Interesse, denn das Emissionsspektrum des blauen
Laserlichts befindet sich nahe dem UV-Bereich. Da DNA-Modifikationen bei UV-
Bestrahlungen bekannt sind (Greinert et al., 2012), ist es wichtig die Auswirkungen von
blauem Laserlicht in diesem Kontext zu untersuchen. In einer Studie von J. Reichelt et al.
wurde bei einer Behandlung mit 2,0 W und einer Vorschubgeschwindigkeit von 3 mm/s
an epithelialen und mesenchymalen Zellen keine Bildung von DNA-Doppelstrangbrichen
festgestellt. Es besteht jedoch das Potenzial fur DNA-Veranderungen bei langeren
Behandlungsdauern (Reichelt et al., 2017). Dies sollte in zukunftigen Studien weiter

untersucht werden.
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Des Weiteren hat blaues Laserlicht einen Einfluss auf photochemische Reaktionen. Es
konnte nachgewiesen werden, dass es eine dosisabhangige ROS-Freisetzung induziert
(Mignon et al., 2018; Mamalis et al., 2015). ROS sind bekannte Signalmolekule, initiieren
aber auch zytotoxische Effekte (Mignon et al., 2018). So haben ROS einen

entscheidenden Einfluss auf die Wachstumsinhibition bei Tumorzellen.

4.3 Wachstumsinhibierender Effekt

Bei allen applizierten Energiedosen im Bereich von 3,5 bis 331,57 J/cm? konnte eine
Wachstumsinhibition festgestellt werden. Dabei wurde ein linearer Zusammenhang
zwischen applizierter Laserdosis und dem Ausmal’ der Wachstumsinhibition festgestellt.
Im Gegensatz zu der Behandlung mit den PARPi, wo OVCAR-3 wesentlich sensibler

reagierte, reagierten hier beide Zelllinien annahernd gleich sensitiv.

Die Hemmung des Zellwachstums durch blaues Laserlicht kann durch verschiedene
Faktoren erklart werden. Neben der ROS-Produktion durch Laserstrahlen des blauen
Spektrums ist ein wichtiger Faktor die Temperaturentwicklung. Denn Diodenlaser, wie der
verwendete, uben auf zellularer Ebene hauptsachlich thermische Effekte aus (Reichelt et
al., 2017). Die Wirkung dieser Effekte hangt sowohl von Temperaturentwicklung als auch
von Expositionszeit ab (Roti Roti, 2008). In Bezug auf die Auswirkungen von Hyperthermie
auf Tumorzellen wurde beobachtet, dass sie ebenfalls die Produktion von
Sauerstoffradikalen stimuliert und oxidativen Stress erzeugt (Oei et al., 2017; Ba et al.,
2017; Hou et al., 2014). Dies wiederum fuhrt zur Auslosung von Apoptose in den
Tumorzellen (Yasumoto et al., 2004; Zhou et al., 2011).

Es zeigt sich eine Variabilitat in der Reaktion verschiedener Zelltypen sowie
unterschiedlicher Tumore (Bensadoun et al., 2020; Tam et al., 2020). In vitro- und in vivo-
Studien zur Lasertherapie im blauen Spektralbereich bei niedriger Energie (PBM) liefern
widerspruchliche Ergebnisse in Bezug auf biomodulatorische Wirkungen. Fur die meisten
nicht entarteten Zellen werden positive Auswirkungen auf Proliferation und
Lebensfahigkeit beschrieben (Etemadi et al., 2020; Samoilova et al., 2015). Im Gegensatz

dazu variieren die Ergebnisse bei Tumorzellen erheblich und reichen von férderlichen



46

Effekten hinsichtlich des Zellwachstum (Hamblin et al., 2018) bis hin zu verminderter
Lebensfahigkeit und Proliferation (Matsumoto et al., 2014; Chen et al., 2020; Shakibaie et
al., 2020; Samoilova et al., 2015). Diese Studien verwendeten Bestrahlungsdosen im
Bereich von 0,04 bis 24 J/cm?. Die beiden OC-Zelllinien aus den vorliegenden Versuchen
reagierten bei allen gewahlten Laserparametern mit einer Wachstumsinhibition, auch bei

der niedrigsten verwendeten Energiedosis von 5,5 J/cm?.

Bei hoheren Energiedosen (ab 50,5-59,7 J/lcm?) wird auch das Wachstum von nicht
entarteten Zellen gehemmt (Etemadi et al., 2020; Mamalis et al., 2015; Oplander et al.,
2011). Die Reaktion der Zellen ist, vergleichbar mit unseren eigenen Daten,

dosisabhangig (Mignon et al., 2018; Mamalis et al., 2015).

Diese wachstumsinhibierenden Eigenschaften von blauem Laserlicht wurden auch bei
Mikroorganismen untersucht. Schon bei niedriger Energie (3,5-30J) konnten
antibakterielle Eigenschaften nachgewiesenen werden (Lusche et al., 2020; Gutknecht et
al., 2018; Makdoumi et al., 2019). Das blaue Laserlicht zeigt auch antifungale
Eigenschaften und kann Pilze effektiv bekdmpfen, ohne dabei umgebende Keratinozyten

negativ zu beeinflussen (Wang et al., 2018).

4.4 Kombination von PARPi und Laserbehandlung

In dem Kernversuch wurde der kombinierte Einsatz von 445 nm Laserlicht mit den PARPI
untersucht. Die Rationale fur die Durchfuhrung des Kernversuches basiert auf der
Hypothese, dass Laserlicht die Sensibilisierung von OC-Zellen bewirkt, indem es eine
erhohte Membrangangigkeit induziert. So kann die Wirksamkeit der PARPI unterstutzt
werden und es konnte klinisch mit geringeren Dosen gearbeitet werden, was weniger
unerwunschte Nebenwirkungen zur Folge hatte. Diese Sensibilisierung konnte auf
verschiedene Weisen vermittelt werden:

So kann eine erhohte Membranpermeabilitat durch Laser vermittelt werden. Insbesondere
Untersuchungen im PBM-Bereich wiesen dies nach (Caruso-Davis et al., 2011; Neira et
al., 2002; Montag et al., 2000). Im Bereich der hoheren Laserleistungen,
gibt es zu diesem Thema, nach unserem Wissen, noch keine publizierten

Untersuchungen. Auch Hyperthermie, wie sie bei der Laserbehandlung entsteht, kann
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eine erhohte Membrangangigkeit vermitteln (Ahmed und Zaidi, 2013). Daruber hinaus
sind auch ROS an der Membranpermeabilisierung beteiligt (Shields et al., 2021). Die
ROS-Produktion wird sowohl durch Laserlicht im breiten Spektrum (Kim, 2002; Migliario
et al., 2014), als auch durch PBM im blauen Spektralbereich (Li et al., 2022; Kushibiki et
al., 2013), sowie durch Hyperthermie (Ahmed und Zaidi, 2013) induziert.

Zunachst konnte beobachtet werden, dass die OVCAR-3 Zelllinie sensibler auf die
kombinierte Therapie ansprach und sogar potenzierende Effekte verursachte. Auch bei
der Titration der PARPI reagierte OVCAR-3 empfindlicher. Wohingegen beide Zelllinien
mit einer gleich starken Wachstumsinhibition nach Laserbehandlung reagierten. Folglich
scheinen Zellen mit HR-Defizienz, die bereits empfindlicher auf PARPi ansprechen, mehr
von der Lasersensibilisierung zu profitieren. Die potenzierte Wirkung kann sowohl auf
Membranpermeabilisierung als auf die erzeugte Hyperthermie zurtckgefuhrt werden.
Frihere praklinische Studien (van der Heijden et al., 2005; Schaaf et al., 2016) und
klinische Studien, insbesondere im Kontext der HIPEC (Schaaf et al., 2015; Spiliotis et
al., 2015) haben gezeigt, dass Hyperthermie die Wirksamkeit von Chemotherapeutika
erhdohen kann. Sogar bei BRCA-Wildtyp oder HR-kompetenten Zellen habe Hyperthermie
das Potenzial die Wirkung der PARPI zu verstarken. Sei es durch den Abbau von BRCA2
(Schaaf et al., 2016; van den Tempel et al., 2018) oder die Induktion synthetischer Letalitat
bei HR-kompetenten Zellen (Fujimaki et al., 1990; Krawczyk et al., 2011). Jedoch spiegelt
sich dies nicht in den erhobenen Daten wider. Der entscheidende Unterschied scheint in
der Hyperthermie-Expositionsdauer zu liegen. Sie lag in den hier erhobenen Daten bei

60 s, wohingegen sie in den zitierten Studien mit 60 min deutlich langer war.

Es wurde aulierdem deutlich, dass sich die Effektstarke der kombinierten Behandlung
zwischen den drei verwendeten PARPi unterschied. Bei dem PARPi Ola konnten bei
beiden Zelllinien additive Effekte detektiert werden. Ola weist mit 435,08 g/mol das
hochste Molekulargewicht der drei verwendeten PARPI auf und verzeichnet eine niedrige
Zellmembranpermeabilitat (EMA, 2014). Dies mag der Grund dafur sein, dass Ola in der
kombinierten Behandlung keine potenzierten Effekte aufwies. In der kombinierten
Behandlung mit Nira lie3en sich markante Unterschiede zwischen dem Ansprechen der

beiden Zelllinien feststellen. OVCAR-3 Zellen reagierten bei kombinierter Behandlung bei
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allen Laser Leistungen potenziert. Wohingegen sich bei SK-OV-3 Zellen geringer
ausgepragte Effekte zeigten. Insbesondere bei niedrigen Laserleistungen zeigten sich
schwache Effekte. Bei hoheren Leistungen lieen sich additive Effekte verzeichnen.
Somit lieBen sich hier zwei Extreme feststellen. Bei SK-OV-3 erwies sich Nira als der
einzige PARPI der in der Kombinationsbehandlung Wirkungen erzielte, die nicht additiv
waren. Hingegen zeigte sich bei OVCAR-3 Nira als der einzige PARPI, der in allen drei
Laserleistungen potenzierte Wirkungen erzielte. Nira zeichnet sich mit 320,4 g/mol durch
das niedrigste Molekulargewicht der drei PARPI aus. Aul3erdem ist hier die hochste
Permeabilitat zu verzeichnen (EMA, 2017). Die Grunde fir die beobachteten
Unterschiede in der Reaktion auf die kombinierte Behandlung mit Nira und Laserleistung,
die sich in zwei extremen Auspragungen manifestierten, konnten nicht abschliefend
geklart werden. Das sehr gute Ansprechen von OVCAR-3 mag auf das Zusammentreffen
mehrerer gunstiger Faktoren zurickzufihren sein. Dazu zahlen das kleine
Molekulargewicht und die gute Membrangangigkeit von Nira, ebenso wie die hohere
Empfindlichkeit der OVCAR-3-Zelllinie gegenuber der PARPI-Therapie. Hingegen konnte
die Ursache dafur, dass bei SK-OV-3 bei niedrigen Laserleistungen Wirkungen
beobachtet wurden, die unterhalb des erwarteten additiven Effekts lagen, nicht
abschlieRend ermittelt werden.

Bei kombinierter Behandlung mit Ruca lieRen sich bei SK-OV-3 Zellen bei allen
Leistungen additive Effekte feststellen. OVCAR-3 Zellen zeigten additive bis potenzierte
Effekte auf.

Ruca weist mit 323,0 g/mol ein unwesentlich hoheres Molekulargewicht auf als Nira
(Kossatz et al., 2018). Jedoch ist die Permeabilitat von Ruca, ahnlich wie die von Ola,
vergleichsweise niedrig (Liao et al., 2022). Somit sind sowohl die Effektstarke der
kombinierten Behandlung als auch Molekulargewicht und Permeabilitat im mittleren

Bereich.

Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass teils ein signifikanter Unterschied bestand
zwischen der sequentiellen und simultanen kombinierten Behandlung. In den Fallen, in
denen ein signifikanter Unterschied festgestellt wurde, fuhrte die simultane Behandlung
immer zu besseren Ergebnissen. Dies wurde besonders deutlich bei der Ruca-

Kombinationstherapie der OVCAR-3 Zellen. Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied
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zwischen der sequentiellen und der simultanen Behandlung. Der Unterschied war so
ausgepragt, dass die sequentielle Behandlung zu additiven Ergebnissen fuhrte, wahrend
die simultane Behandlung zu potenzierten Ergebnissen flhrte. In der Literatur lie3en sich
zu diesem Thema keine publizierten Ergebnisse finden. Dennoch kdnnte eine Hypothese
in Betracht gezogen werden: Moglicherweise fuhrt der Laser zur erhohten
Membrangangigkeit im Moment der Behandlung, wobei sich die Poren anschlief3end

wieder schlief3en.

Es konnte ebenfalls festgestellt werden, dass hohere Laserleistungen den Effekt der
kombinierten Behandlung verbessern. Dies lasst sich anhand folgenden Beispiels
verdeutlichen: Bei der Ruca-Kombinationstherapie der OVCAR-3 Zellen fuhrte die
sequentielle Behandlung bei einer Laserleistung von 2,0 und 3,0 W zu einem additiven
Effekt. Bei einer Laserleistung von 4,0 W wurde jedoch bereits ein potenzierter Effekt
erzielt. Eine plausible Hypothese, die aus diesen Beobachtungen abgeleitet werden kann,
ist, dass hohere Laserleistungen zu einer verstarkten Membrangangigkeit der PARPI
fuhren. Es ist jedoch zu beachten, dass die Erhohung der Laserleistungen nicht
unbegrenzt maoglich ist, da sie aufgrund der daraus resultierenden starkeren thermischen
Effekte ihre Grenzen hat.

4.5 Klinischer Nutzen

Es konnte gezeigt werden, dass 445 nm Laserbehandlung in vitro bei OC-Zellen teils
potenzierte Wirkungen in Kombination mit PARPi bewirken kann. Diese Wirkung war
besonders ausgepragt bei der OVAR-3 Zelllinie, die eine HR-Defizienz aufweist, in
Kombination mit dem PARPi Nira. Nira zeichnet sich durch seine ausgezeichnete
Membrangangigkeit und sein geringes Molekulargewicht aus.

Der genaue Mechanismus hinter dieser Wirkung sollte in folgenden Studien weiter
untersucht werden. Insbesondere eine etwaige Membranpermeabilisierung durch die
445 nm Laserstrahlung im Leistungsbereich von bis zu 4,0 W sollte naher erforscht
werden. Hierbei kdnnte die Permeabilitat der Zytoplasmamembran fur niedermolekulare
Substanzen nach der Laserbehandlung untersucht werden. Dies konnte durch die
Behandlung von Zellen mit FITC-markierten Dextranen verschiedener GroRRen erfolgen,

gefolgt von der Analyse des intrazellularen FITC-Signals mittels Durchflusszytometrie. Auf
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diese Weise konnten Erkenntnisse daruber gewonnen werden, welche maximale
Molekulgrof3e nach der Laserbehandlung die Zellmembran passieren kann. Diese
Untersuchungen konnten wichtige Einblicke in die zugrunde liegenden Mechanismen

dieser vielversprechenden Therapie bieten.

Aktuell sind PARPI nur fur die orale Anwendung zugelassen. Sie unterliegen einem First-
Pass-Metabolismus, was die Bioverfugbarkeit stark reduziert (Herman und Santos, 2023;
Baldwin et al., 2018). Zum Beispiel zeigt Ola eine geringe Bioverfugbarkeit von lediglich
25-50 % und weist eine schlechte Anreicherungsfahigkeit im Tumorgewebe auf (Heo und
Dhillon, 2018; Singh et al., 2020). Daher besteht ein Bedarf, zu untersuchen, wie diese
Medikamente sicher und effektiv in das Tumorgewebe abgegeben werden koénnen. In
Tiermodellen wurden bereits vielversprechende Daten gesammelt, die die

intraperitoneale Verabreichung von PARPI betreffen (Wenande et al., 2018).

Die intraperitoneale Applikation von Chemotherapie findet als HIPEC (Hypertherme Intra-
PEritoneale Chemotherapie) bereits in der klinischen Praxis Anwendung. In der
deutschen Leitlinie gibt es noch keine Empfehlung fur die HIPEC als Standardtherapie
beim OC (Leitlinienprogramm Onkologie, 2022), aber jungste Studien konnten eine
signifikante Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate und des krankheitsfreien
Uberlebens zeigen (Filis et al., 2022).

Im Rahmen der HIPEC wird intraoperativ, nach Tumorexzision, der gesamte Bauchraum
erwarmt und anschliefend werden intraperitoneal Chemotherapeutika perfundiert (Riggs
et al., 2020). Ziel dieser Behandlung ist es, eventuell verbliebene Tumorreste und Mikro-
Metastasen nach einer operativen Resektion zu erreichen und diese gezielt mit den lokal
stark konzentrierten Medikamenten zu behandeln. Diese Methode bietet den Vorteil einer
gesteigerten Wirksamkeit des Zytostatikums. Zum einen durch die lokale Anwendung,
aber auch durch die Hyperthermie, durch die sowohl mdgliche Arzneimittelresistenzen
durchbrochen werden konnen (Bakrin et al., 2014; Hettinga et al., 1997), als auch eine
erhohte Eindringtiefe im Peritonealraum gewahrleistet werden kann (Lambert et al.,
2002). Es ist jedoch wichtig zu beachten, dass nicht nur der Tumor lokal behandelt wird,
sondern der gesamte Peritonealraum, was zu Nebenwirkungen an anderen Organen im

Peritonealraum fuhren kann (Filis et al., 2022).
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In diesem Zusammenhang konnte die lokale Sensitivierung des Gewebes durch
Laserbehandlung in unmittelbarer Nahe des entfernten Tumors vor oder wahrend der
HIPEC-Behandlung einen vielversprechenden Ansatz bieten. Dies konnte es
ermoglichen, niedrigere Dosen der Chemotherapie zu verwenden, sie gezielt in das
gewunschte Gebiet eindringen zu lassen und die Nebenwirkungen im Peritonealraum zu
minimieren. Eine weitere Moglichkeit zur Optimierung konnte darin bestehen, nahezu
nicht-permeable Chemotherapeutika zu verwenden. Auf diese Weise konnte die
Chemotherapie gezielt nur auf das durch Laser sensibilisierte Gewebe wirken, wahrend
das umgebende, nicht behandelte Gewebe weitgehend verschont bleibt. Es ist jedoch zu
beachten, dass diese Methode nur einmal wahrend der operativen Resektion des Tumors
durchgefuhrt werden konnte. Dieser vielversprechende Ansatz konnte neue
Maglichkeiten zur Verbesserung der Behandlung des OC erdffnen und die Effektivitat von

Therapien in diesem Bereich erhdhen.

In der klinischen Anwendung konnte so eine als "LAHIPEC" (Laser-assistierte HIPEC)
bezeichnete Therapieoption entstehen. Dieser Ansatz kombiniert Laser-Sensitivierung,
Hyperthermie und die intraperitoneale Verabreichung von PARPi. Durch die Laser-
Sensitivierung kann eine erhohte Zellmembranpermeabilitat erreicht werden (Caruso-
Davis et al., 2011; Neira et al., 2002; Montag et al., 2000). Gleichzeitig hat die Anwendung
von Hyperthermie nachweislich antitumorale Effekte und steigert die Wirksamkeit der
PARPi (van der Heijden et al., 2005; Schaaf et al., 2015; Spiliotis et al., 2015; Schaaf et
al., 2016; van den Tempel et al., 2018; Fujimaki et al., 1990; Krawczyk et al., 2011). Die
Intraperitoneale Verabreichung von PARPi ermdglicht eine hohe Konzentration am
gewunschten Wirkort und entfaltet die starkste Wirkung lokal im HR-defizienten
Tumorgewebe (Scott et al., 2015; Herbert, 2011). Die vielversprechendsten Ergebnisse
sind bei HR-defizientem Gewebe zu erwarten, insbesondere wenn die Laser-
Sensitivierung und die simultane Verabreichung von PARPi angewendet werden, wie aus

den vorliegenden Daten hervorgeht.

Jedoch muss berucksichtigt werden, dass zurzeit alle drei PARPi nur zur
Erhaltungstherapie nach einer bereits abgeschlossenen Platin-basierten Erstlinien-

Chemotherapie mit komplettem oder partiellem Ansprechen zugelassen sind (EMA, 2023,
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2022, 2020). Die Erhaltungstherapie wird bei OCs der FIGO Stadien Ill/IV nach
abgeschlossener Chemotherapie (meist sechs Zyklen Carboplatin/Paclitaxel) eingeleitet.
Der Einsatz von PARPI direkt im Anschluss an die Operation ist aktuell nicht zugelassen

(Leitlinienprogramm Onkologie, 2022).

Mehr als zwei Drittel der Patientinnen, die langfristig mit PARPi behandelt werden
entwickeln schlieRlich eine Resistenz (Wang et al., 2022). Daher besteht ein groles
Interesse daran, Therapiemdglichkeiten zu entwickeln, um die Tumore wieder
empfindlicher fur die PARPi-Therapie zu machen. Die molekularen Mechanismen der
Resistenzbildung sind vielfaltig. Zum Beispiel sind Ruckmutationen in den BRCA-Genen
beschrieben worden, die zu einer teilweisen Wiederherstellung der HR fuhren (Kim et al.,
2017; Edwards et al., 2008). In diesem Zusammenhang erweist sich die durch Laser
induzierte Hyperthermie auch als vielversprechender Ansatz, durch den bereits oben
erwahnten Abbau von BRCA2 (Schaaf et al., 2016) und die Induktion synthetischer
Letalitat (Kim et al., 2017).

Jedoch kdnnen Tumorzellen auch thermotolerant werden. Diese wird insbesondere durch
HSP90 vermittelt. Daher gibt es bereits vielversprechende experimentelle Ansatze zur
gleichzeitigen Hemmung von HSP90 (Kim et al., 2017).

Ein weiterer Resistenzmechanismus besteht in der Erniedrigung der -effektiven
Intrazellularen Arzneimittelkonzentration durch Hochregulation der Expression des P-gp-
Ausfuhrtransporters. Auch hier wurden bereits experimentelle Ansatze entwickelt, wie die
Inhibition des fur den Transporter kodierenden Gens, was zu einer teilweisen Umkehr der
Resistenz fuhrte (F Martins et al., 2021). Die Lasersensitivierung konnte ebenfalls zu einer
erhohten intrazellularen Arzneimittelkonzentration fuhren und somit zur Abschwachung
der Resistenz beitragen.

Die klinische Anwendung von Laserbehandlung zur Uberwindung von PARPI-
Resistenzen gestaltet sich allerdings schwierig, da sie einen operativen Zugang zum
Gewebe erfordert. Jedoch entwickelt ein Grofteil der Patientinnen Resistenzen erst nach

der Operation, im Rahmen einer Langzeittherapie mit den PARPi (Wang et al., 2022).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der klinische Einsatz einer LAHIPEC eine

innovative Therapieoption fur die Behandlung von Eierstockkrebs darstellen konnte. Im
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Zellkulturmodell lie3en sich potenzierte Effekte bei der Behandlung mit Laser und PARPI
feststellen und auch hinsichtlich potenzieller Resistenzen sind vielversprechende

Ergebnisse zu erwarten.
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5. Zusammenfassung

Laser-Behandlungen  bieten  neue  Therapieansatze in der  Onkologie.
Die Effekte von Laserbehandlungen wurden bereits, insbesondere im Bereich der
niedrigen Leistungen, untersucht. Hier wurden sowohl proliferationshemmende als auch
-féordernde Wirkungen beschrieben (Wu et al., 2012; Schindl et al., 2000). In dieser Arbeit
konnte der antiproliferative Effekt eines 445 nm Lasers nach einer Behandlungsdauer von
30-90 s und einer Energiedichte von 5,5 J/cm? bis 331,6 J/cm? auf Ovarialkarzinom -

Zellen gezeigt werden.

Die Zulassung der PARP-Inhibitoren hat zu einer bedeutenden Veranderung in der
Therapie des Ovarialkarzinoms gefuhrt. Geringe Bioverfugbarkeit (Baldwin et al., 2018),
niedrige Anreicherung im Tumor (Heo und Dhillon, 2018) und die zunehmende
Resistenzentwicklung (Kim und Nam, 2022) im Therapieverlauf werfen die Frage auf, wie
diese Therapie weiter optimiert werden kann. Im in-vitro-Modell konnten Effekte beim
kombinierten Einsatz von PARP-Inhibitoren und Laser nachgewiesen werden. Hierbei
zeigte sich die starkste Wirkung bei der OVCAR-3 Zelllinie mit den PARP-Inhibitoren
Niraparib und Rucaparib bei simultaner Laser-Behandlung. Hohere Energiedichten
verbessern das Ergebnis, sind jedoch aufgrund der mit der Laser-Behandlung

einhergehenden Temperaturentwicklung beschranki.

Die gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass 445 nm Laser-Behandlung neben der
Wachstumshemmung von Ovarialkarzinom-Zellen auch das Potential hat, die
bestehenden Therapieoptionen des Ovarialkarzinoms zu erweitern bzw. zu erganzen.
Denkbar ware ein Einsatz der Laser-Behandlung im Rahmen einer hyperthermen
intraperitonealen Chemotherapie (HIPEC) um die Schnittrander des entfernten Tumors
fur die Chemotherapie zu sensibilisieren. Vorbehaltlich sind hier weitere Untersuchungen,
wie die Laser-Behandlung im klinischen Kontext sowie der intraperitoneale Einsatz von
PARP-Inhibitoren.
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Abbildung 10  Wachstumskinetik von SK-OV-3 (A, C, E) und OVCAR-3 Zellen (B,
D, F) bei kombinierter Behandlung mit Laser (60 s, 2,0 W, 3,0 W
und 4,0 W) und Ola.

Abbildung 11 Wachstumskinetik von SK-OV-3 (A, C, E) und OVCAR-3 Zellen (B,
D, F) bei kombinierter Behandlung mit Laser (60 s, 2,0 W, 3,0 W,
und 4,0 W) und Nira.

Abbildung 12 Wachstumskinetik von SK-OV-3 (A, C, E) und OVCAR-3 Zellen (B,
D, E) bei kombinierter Behandlung mit Laser (60 s, 2,0 W, 3,0 W
und 4,0 W) und Ruca.
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