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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie, Atiologie, Klinik und Diagnostik des Ovarialkarzinoms

Mit 6.700 Neuerkrankungen und 5.100 Sterbefallen pro 100.000 Frauen im Jahre 2022 in
Deutschland verursacht das Ovarialkarzinom (OC) ein Drittel aller bdsartigen
Neubildungen des weiblichen Genitales und die Halfte aller Sterbefdlle an
Krebserkrankungen dieser Organe. Auch wenn die Zahlen der Neuerkrankungen und der
Sterbefalle rucklaufig sind, erkrankt weiterhin jede 74. deutsche Frau im Laufe ihres

Lebens an Eierstockkrebs (Zentrum flir Krebsregisterdaten, 2022).

Aufgrund einer langen symptomfreien Zeit werden 76 % der Erkrankungen erst im
Stadium 11I/IV mit Ausbreitung auf die Peritonealflachen von Abdomen und Becken
diagnostiziert. Dies ist der Hauptgrund fiir die schlechte Uberlebensrate, welche im
Zeitraum von 5 Jahren ab Diagnosestellung im Stadium | bei 92 %, in einem spaten
Stadium bei nur 29 % liegt (Farrell et al., 2022; Zentrum fur Krebsregisterdaten, 2022).
Hat der Tumor hamatogen gestreut, sind vor allem die Leber und die Lunge betroffen. Ein
lleus, eine Pneumonie und Embolien zahlen zu den haufigsten Todesursachen (Blohmer
et al., 2020).

Die Risikofaktoren des OC sind zunehmendes Alter, Asbest- und Talgexposition, aber
auch Ubergewicht und hormonelle Faktoren. So erhéhen Kinderlosigkeit und
Unfruchtbarkeit das Erkrankungsrisiko, wahrend es durch Geburten und lange Stillzeiten
gesenkt wird. Ebenfalls protektiv wirken die Einnahme oraler hormoneller Kontrazeptiva
und die Ligatur der Tubae uterinae (Menon et al., 2018). Ein erhdhtes Erkrankungsrisiko
besteht fur Frauen mit Brust-, Uterus- oder Darmkrebs sowie bei Brust- und
Eierstockkrebs unter erstgradigen Verwandten. Genetisch finden sich bei einer von zehn
Frauen hochpenetrante Veranderungen in den Tumorsuppressorgenen Brustkrebsgen-
(BRCA-) 1 und 2 (Holschneider und Berek, 2000; Zentrum fur Krebsregisterdaten, 2022).
In 20 % der Falle wird eine Veranderung oder Uberexpression der Onkogene ERBB?2,
MYC, C-RAS oder K-RAS beschrieben (Blohmer et al., 2020).



Tumore des Ovars konnen von Epithelzellen, Stromazellen oder Keimzellen ausgehen.
Unter den boésartigen Tumoren ist der mit 90 % vorherrschende Subtyp epithelialen
Ursprungs, wobei dieser in der Regel aggressiver ist als das nicht-epitheliale OC (Reid et
al., 2017; Torre et al., 2018). Innerhalb der bosartigen epithelialen OC sind das hochgradig
serose (HGSOC, 70 %), endometrioide (ENOC, 10 %), klarzellige (CCOC, 10 %),
muzindse (MOC, 3 %) und niedriggradig serdse (LGSOC, <5 %) zu unterscheiden.
DarlUber hinaus sind Tumore mit unklarem oder geringem malignem Potential bekannt
(Reid et al., 2017). Anhand ihrer genetischen Instabilitat lassen sich epitheliale Malignome
aullerdem in einen Typ | und einen instabileren Typ Il einteilen. Karzinome vom Typ | sind
meistens grof3e, unilaterale, zystische, indolent auftretende Tumore, die sich vermutlich
durch Mutationen und bdsartige Transformation aus gutartigen extraovariellen Lasionen
entwickeln. Typ llI-Karzinome umfassen insbesondere das HGSOC und gehen haufig mit

Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 einher (Torre et al., 2018; Menon et al., 2018).

In frGhen Stadien sind die Symptome meist unspezifisch, was die Diagnosestellung
erschwert und verzogert (Jayde et al., 2009). Am haufigsten wird eine Zunahme des
Bauchumfangs festgestellt, gefolgt von Blahungen, Fatigue und abdominellen
Schmerzen. Dariber hinaus wird von Verdauungs- und Miktionsbeschwerden, Unterleib-

und Ridckenschmerzen, vaginalen Blutungen und Gewichtsverlust berichtet (Goff, 2012).

Fur eine erste Diagnosestellung sollten eine bimanuelle rektovaginale Untersuchung und
eine Vaginal- und Abdomensonographie erfolgen. Hinzukommen die Durchflhrung einer
Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT) oder
Positronenemissionstomographie (PET) wund die Bestimmung verschiedener
Tumormarker, wobei das Cancer-Antigen 125 (CA125) und das Humane-Epididymis-
Protein 4 (HE4) fUr das epitheliale OC geeignet sind (Blohmer et al., 2020). Eine wichtige
Information ist auRerdem der BRCA-Mutationsstatus, weshalb bei allen Patientinnen eine
entsprechende genetische Untersuchung durchgefuhrt werden sollte (Basta et al., 2015).
Diese kann Aufschluss Uber das Vorhandensein eines familiaren Brust- und
Eierstockkrebssyndroms (HBOC) oder eines familiaren nichtpolypdsen
Kolonkarzinomsyndroms (HNPCC, Lynch-Syndrom) geben. Beide Tumorsyndrome

gehen mit einer genetischen Pradisposition fur gynakologische Tumore einher und fuhren



zu einer familiaren Haufung sowie einem fruheren Erkrankungsalter (Malander et al.,
2004).

An einer effektiven Screeningmethode fur die Erkennung des OC wird noch geforscht,
wobei die Kombination aus einem transvaginalen Ultraschall und der Bestimmung des
Tumormarkers CA125 im Vordergrund stehen. Eine Reduktion der Mortalitat wurde damit
bisher allerdings nicht erreicht, weshalb ein Screening der Allgemeinbevdlkerung nicht
empfohlen wird (Menon et al., 2018; Blohmer et al., 2020; Leitlinienprogramm Onkologie,
2024; Matulonis et al., 2016).

1.2 Grading und Therapie des Ovarialkarzinoms

Die Firstline-Therapie des primaren OC ist eine zytoreduktive Operation (CRS) mit
folgender intravendser (iv) platinbasierter Chemotherapie (Farrell et al., 2022;

Leitlinienprogramm Onkologie, 2024; Matulonis et al., 2016).

Wahrend des offenen oder laparoskopischen chirurgischen Eingriffs sollte der
histologische Typ und der histologische Differenzierungsgrad bestimmt werden. Ziel des
Eingriffs ist eine RO-Resektion, wobei die GroRe des Residualtumors neben dem
Tumorstadium, dem Grading sowie dem Alter und Allgemeinzustand der Patientin ein
wichtiger prognostischer Faktor ist (Blohmer et al., 2020; Leitlinienprogramm Onkologie,
2024; Ataseven et al., 2016; Du Bois et al., 2009).

Die chirurgische Einteilung des OC erfolgt anhand der FIGO-Klassifikation. Ein Tumor im
Stadium | ist auf die Eierstocke oder Eileiter beschrankt. Im Stadium Il sind einer oder
beide Eierstocke oder Eileiter mit Ausbreitung in das kleine Becken oder das Peritoneum
betroffen. Bei Ausbreitung auf das extrapelvine Peritoneum und/oder Metastasen in
retroperitoneale oder abdominelle Lymphknoten spricht man von Stadium Ill. Sind bereits
Fernmetastasen, ausgenommen Peritoneal- und abdominelle Lymphknotenmetastasen,
vorhanden, handelt es sich um Stadium IV (Prat, 2014; Blohmer et al., 2020). Auch die
TNM-Klassifikation kann verwendet werden (Prat, 2014).

In einigen Fallen, insbesondere bei Erkrankungen im Fruhstadium, kann eine alleinige

chirurgische Intervention mit detaillierter Nachbeobachtung ausreichend sein.
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Gegebenenfalls schon im FIGO-Stadium IC, auf jeden Fall ab FIGO-Stadium 1B folgt auf
die Staging- oder Debulking-Operation eine systemische Chemotherapie, bei der fiir eine
erleichterte Medikamentengabe zusatzlich Uber eine Portplatzierung nachgedacht werden
sollte (Armstrong et al., 2021; Wacker et al., 2020).

Der Standard der Chemotherapie beim OC ist die Kombination aus Carboplatin (Carbo)
und Paclitaxel (Pacli) (Matulonis et al., 2016; Muggia, 2021; Katsumata et al., 2013).
Dieses Therapieregime wird in 6 Zyklen verabreicht und ist meist gut vertraglich und
wirksam. Es muss an den mdglichen OP-Zeitpunkt, das Erkrankungsausmalf3, die
Funktion lebenswichtiger Organe und eventuell vorhandene Begleiterkrankungen
angepasst werden. Sinnvoll ist eine Carbo-Konzentration mit einer Area under the curve
(AUC) von 5-6 an Tag 1 mit einer wochentlichen Gabe von 60-80 mg/m? Pacli an Tag 1,
8 und 15 in einem 21- oder 28-tagigem Zyklus (Bookman, 2016; Armstrong et al., 2021).
Die aktuelle S3-Leitlinie empfiehlt die Gabe von 175 mg/m? Pacli iv innerhalb von 3
Stunden alle 3 Wochen uUber 6 Zyklen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2024). Aufgrund
moglicher Vorteile hinsichtlich des Nebenwirkungsprofils, gab es Uberlegungen zum
Austausch von Pacli gegen Docetaxel (Doce). Es hat sich sowohl bei platin- als auch bei
pacli-resistenten Erkrankungen als wirksam erwiesen und zeigte in Kombination mit
Carbo &hnliche Ergebnisse hinsichtlich des progressions-freien Uberlebens (Vasey et al.,
2004). Da keine signifikante Therapieverbessung durch Docetaxel hervorgerufen werden
konnte, wird eine Anwendung in der Behandlung des fortgeschrittenen OC aktuell nicht

empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2024; Vasey et al., 2004).

Abhangig von der Histologie kann auch eine adjuvante Therapie mit Hormonpraparaten
in Betracht gezogen werden. Bei einem fortgeschrittenen OC mit zweifelhaftem Erfolg
einer primaren CRS oder Kontraindikationen gegen eine Operation kann eine
neoadjuvante Chemotherapie mit Intervall-CRS infrage kommen (Armstrong et al., 2021,
Cortez et al., 2018).

Zu den neusten Medikamenten zahlt das kurzlich erst zugelassene Mirvetuximab
Soravtansine, ein Antikorper-Wirkstoff-Konjugat, welcher an den Folatrezeptor a bindet
(Bogani et al., 2024; European Medicines Agency, 2024). In der Erhaltungstherapie findet
Bevacizumab, ein Inhibitor des Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF) und

Angiogenese-Hemmer, Anwendung, der bei fortgeschrittenem OC in Kombination mit
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Carbo und Pacli verabreicht werden soll (Leitlinienprogramm Onkologie, 2024).
Zunehmend in den Fokus gelangt die Behandlung mit Poly(ADP-ribose-) Polymerase-
(PARP-) Inhibitoren (z. B. Olaparib), momentan vor allem als Erhaltungstherapie nach OP
und Chemotherapie (Armstrong et al.,, 2021). Hinzu kommen zahlreiche
immuntherapeutische Ansatze, die bisher primar therapieverbessernd und

krankheitsstabilisierend wirken (Cortez et al., 2018).

1.2.1 Carboplatin

Carbo (Abb. 1A) ist ein Platinderivat der 2. Generation, welches als Alkylator Gber DNA-
Vernetzung zum DNA-Strangbruch wahrend der Replikation flihrt (Corte-Rodriguez et al.,
2015). Carbo ist ahnlich wirksam wie das strukturell ahnliche Cisplatin, wobei seine

Carboxylestergruppen weniger reaktiv sind (Zhang et al., 2022).

Carbo wird iv Uber 15-30 min verabreicht und Uber die Nieren ausgeschieden. Die
Halbwertzeit (HWZ) betragt 2,5 Stunden und somit ein Zehnfaches der HWZ von
Cisplatin. Bei Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion (Kreatinin-Clearance < 60
ml/min) wird eine Dosisreduktion empfohlen. Das Indikationsspektrum von Carbo ahnelt
dem von Cisplatin. Beide Substanzen kdnnen bei Hoden-, Urogenital- sowie kleinzelligen
Lungen- und Kopf-Hals-Karzinomen eingesetzt werden. Carbo ist ein wesentlicher
Bestandteil der Therapie des fortgeschrittenen epithelialen OC (Edelman und Rupard,
2006; Ramalingam et al., 2018; Gerson et al., 2018). Empfohlen wird dabei die Gabe Uber
6 Zyklen mit einer AUC von 5 (Leitlinienprogramm Onkologie, 2024).

Im Vergleich zu Cisplatin weist Carbo ein geringeres, dennoch nicht zu
vernachlassigendes Toxizitatsprofil auf. Dosislimitierend ist die Myelosuppression, wobei
die Thrombozytopenie starker wiegt als die Leukopenie. Ubelkeit und Erbrechen treten
haufig auf, kdbnnen aber durch Antiemetika gut behandelt werden. Unter hohen Dosen
kénnen Hepatotoxizitat, Nierenfunktionsstérungen und Zytotoxizitat auftreten (Gerson et
al., 2018).
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1.2.2 Paclitaxel

Pacli (Abb. 1B) ist fur die Behandlung von Eierstock-, Brust- und Lungenkrebs sowie des
Kaposi-Sarkoms zugelassen. Es wirkt Uber die Stabilisierung der Mikrotubuli und 16st
damit einen Arrest am mitotischen Kontrollpunkt aus, der letztendlich zum Zelltod flhrt
(Farrar und Jacobs, 2022).

Eine Resistenz gegen Pacli kann durch eine veranderte Tubulinstruktur oder verstarkte
Membranphosphoglykoproteine hervorgerufen werden. Im Nebenwirkungsprofil von Pacli
finden sich unter anderem Uberempfindlichkeitsreaktionen sowie Neuro- und
hamatologische Toxizitat, weshalb besondere Vorsicht bei der Verabreichung geboten ist
(Farrar und Jacobs, 2022; Mekhail und Markman, 2002).

Nach der aktuellen S3-Leitlinie wird eine Gabe von 175 mg/m? Pacli alle drei Wochen
empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2024 ). Ggf. sollte eine individuelle Anpassung
abhangig von vorhandenen Begleiterkrankungen und allgemeiner Vertraglichkeit erfolgen
(Bookman, 2016).

1.2.3 Docetaxel

Doce (Abb. 1C) ist ein seit 1994 zugelassenes, halbsynthetisches Taxan und wird bei der
Behandlung einer Reihe von Krebserkrankungen, darunter Brust-, Prostata- und
Lungenkrebs, eingesetzt (Earhart, 1999). Es wird angenommen, dass Doce einen
zweifachen antineoplatischen Mechanismus aufweist. Zum einen die Hemmung der
mikrotubularen Depolymerisation, zum anderen die Verringerung der Auswirkungen durch
die Genexpression des B-Zell-Lymphom-Proteins 2 (bcl-2) und des B-Zell-Lymphom-
extra-large-Proteins (bcl-xL). Durch die Stabilisierung der Mikrotubuli werden die Zellen in
der G2M-Zellzyklusphase angehalten und die bcl-2-Phosphorylierung induziert, wodurch
die Apoptose der Zellen ausgelost wird. Doce zeigte sich im Vergleich zu Pacli als
starkerer Ausloser der beschriebenen Phosphorylierung durch die etwa doppelt so hohe
Affinitat zu Tubulin (Pienta, 2001; Stein, 1999).

Mit 100 mg/m? Kdrperoberflache (KOF) Doce alle 3 Wochen kann bei Patientinnen mit
fortgeschrittenem, zuvor mit Platinwirkstoffen behandeltem Eierstockkrebs eine

Gesamtansprechrate von 30 % und eine Ansprechdauer von 6 Monaten erzielt werden
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(Kavanagh, 2002). Doce zeigt in Kombination mit Carbo insgesamt keine signifikanten
Vorteile gegenliber Pacli, kann aufgrund eines ahnlichen progressions-freien Uberlebens
und niedrigerem Risiko fur Neurotoxizitdt aber als mogliche Alternative in der OC-

Behandlung in Erwagung gezogen werden (Vasey et al., 2004).

A Carboplatin B Paclitaxel C Docetaxel
l‘i )‘4 A/ .
H _r|q rIJ_ H i’\(
H I o 0
(o) (0] H
. ’ o] 2\ SR .0 o A or o
SO SO
MW = 371.25 g/mol MW = 853,9 g/mol MW = 807,9 g/mol

Abb. 1: Strukturformeln und Molmassen (MW) von Carbo (A), Pacli (B) und Doce (C)
(PubChem, 2023a, 2023b, 2023c)

1.3 Hypertherme intraperitoneale Chemotherapie

Die hypertherme intraperitoneale Chemotherapie (HIPEC) beschreibt die direkte
Verabreichung von Krebsmedikamenten unter Erwarmung der Bauchhodhle (Tsuyoshi et
al., 2020). Die intraperitoneale (ip) Verabreichung soll die Effektivitdt der Chemotherapie
am Wirkort erhohen und gleichzeitig die systemischen Nebenwirkungen reduzieren
(Gelissen et al., 2023). Synergistisch wirkt bei der HIPEC die Warme, die das Eindringen
der Chemotherapeutika in die Zellen verstarkt sowie die DNA-Reparatur und Angiogenese
einschrankt und die Apoptose beschleunigt. Zellular unterdrickt die Hyperthermie die
homologe Rekombination und die DNA-Reparatur, wodurch es zu einer Sensibilisierung
der Tumorzellen fur die Chemotherapie kommt (Farrell et al., 2022; Oei et al., 2015;
Bookman, 2016). Eine gro3tmadgliche chirurgische Tumorentfernung ist unerlasslich, da
die HIPEC ihre Wirkung nur bis zu einer maximalen Gewebetiefe von 5 mm entfalten kann
(Tsuyoshi et al., 2020).
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Die HIPEC fuhrt zu einer Reihe von Nebenwirkungen, wobei in einer Umfrage unter 209
ASCO- und SGO-Mitgliedern aus dem Jahre 2005 vor allem die neurologische Toxizitat
mit 55 %, gefolgt von Ubelkeit und Erbrechen mit 51 % und Katheterinfektionen und
Nephropathie mit je 39 % benannt wurden (Naumann et al., 2009). In einer anderen Studie
wurde von einer verlangsamten Wiederherstellung der Darmfunktion, pulmonalen
Komplikationen, Infekten und Anamie berichtet. Dies fuhrte in der Gesamtkonstellation zu
einem signifikant verlangerten Krankenhausaufenthalt (18 Tage mit HIPEC im Vergleich
zu 13 Tagen ohne HIPEC) (Farrell et al., 2022).

In Deutschland wird die HIPEC beim fortgeschrittenen OC aufgrund geringer Datenlage
momentan nicht empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2024). Dennoch ist die
HIPEC ein aktuelles Forschungthema. Es bestehen Hinweise auf ein verbessertes
Gesamtuberleben beim Einsatz nach Intervall-CRS und neoadjuvanter Chemotherapie,

insbesondere bei Vorliegen eines OC der Stufe Ill (Gelissen et al., 2023).

1.4 Laser

.Laser“ ist ein Akronym, welches 1957 von Gordon Gould formuliert wurde und ,Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation“ bedeutet. Es handelt sich um
monochromatisches Licht, das sich durch eine hohe Intensitat auszeichnet. Das Gewebe
kann auf Laserstrahlung mit Reflexion, Streuung, Remission und Absorption reagieren,
wobei die Effekte von der Wellenlange und den Gewebeeigenschaften abhangig sind. So
kommt es bei einer kirzeren Wellenlange zum Beispiel zu groieren Streuungseffekten
als bei langeren Wellenlangen. Problematisch bei der Streuung ist nicht nur der
Energieverlust und die damit einhergehende Beeintrachtigung der applizierten Dosis,

sondern auch der Anstieg unerwinschter Therapieeffekte (Netsch et al., 2021).

Laserstrahlung wird in der Medizin z. B. im Bereich des Entzindungs- und
Schmerzmanagements eingesetzt (Liang et al., 2015; Matsumoto et al., 2014). Auch in
der Therapie des Lichen sclerosus der Vulva, von low-grade squamous intraepithelial
lesions (LSIL) oder Condylomata acuminata der Zervix findet Laserstrahlung Anwendung
(Yordanov et al., 2020; Wu et al., 2024). Wird flr die Ubertragung der Laserenergie ein

Photosensitizer verwendet, spricht man unter anderem von Photodynamischer Therapie
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(PDT). Meist wird Licht im spektralen Bereich verwendet, welches einem
Wellenlangenbereich zwischen 400 und 750 nm entspricht (Matsumoto et al., 2014).
Bekannt ist, dass durch niedrig dosierte Laserstrahlung die Zellproliferation und -migration
reguliert werden, was zu erhdhtem Fibroblastenwachstum, erhéhter Angiogenese in
Hautwunden und verringertem Einwandern von Entzindungszellen fuhrt (Liang et al.,
2015). Allerdings kann auch der gegenteilige Effekt hervorgerufen werden, welcher sich
in der Krebstherapie zunutze gemacht wird (Matsumoto et al., 2014). Ursachlich ist die
Produktion Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), wodurch eine Zellapoptose und -nekrose
ausgelost werden (Akbarzadeh et al., 2016). Gleichzeitig kann Laserstrahlung Einfluss
auf die Membranpermeabilitat nehmen, wobei eine mogliche Ursache die
Warmeproduktion durch die Laserbehandlung ist. Die kurzfristige Steigerung der
Membranpermeabilitat kann zu einer hdheren Wirkstoffaufnahme und somit einer

verbesserten Wirksamkeit einer Chemotherapie fuhren (Yao et al., 2017).

1.5 Fragestellung

Das Fehlen spezifischer Fruhsymptome und einer effektiven Screeningmethode fuhrt
dazu, dass bei einem Grolteil der Betroffenen das OC erst spat erkannt wird. Eine
Therapie in diesen spaten Stadien ist mit einer Vielzahl von Nebenwirkungen und einer
hohen Einschrankung der Lebensqualitdt verbunden. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt
im Durchschnitt unter 45 % (Webb und Jordan, 2017).

Auch wenn der Einsatz von HIPEC kontrovers diskutiert wird, konnte die Kombination der
ip Chemotherapie mit physikalischen Verfahren wie Laser eine vielversprechende
Therapieoption bieten. Die Exposition mit Laserstrahlung wirkt auf verschiedene zellulare
Regulationsmechanismen. Unter anderem wird eine erhdhte Durchlassigkeit der
Zytoplasmamembran hervorgerufen, die zu einer gesteigerten Sensitivitat gegenuber
Zytostatika fihren kann (Yao et al., 2017).

In dieser Arbeit wird mit zwei verschiedenen OC-Zelllinien gearbeitet. Zunachst werden
Inkubationsversuche mit Carbo, Pacli und Doce zur Ermittlung der Konzentrationen des
halbmaximalen inhibitorischen  Effekts  durchgefuhrt. Gleichzeitig wird die

Laserbehandlung durch Veranderung von Laserleistung, Laserenergie und
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Behandlungszeit optimiert. Kernstick der Versuche ist die Kombination von Zytostatika-

und Laserbehandlung, deren Effekte eingehend untersucht werden.

Ziel des Projekts ist die Charakterisierung moglicher synergistischer Effekte einer
kombinierten Zytostatika- und Laserbehandlung und die Diskussion der Frage, ob

dadurch die Therapie des fortgeschrittenen OC optimiert werden kénnte.



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

17

Gerate/Verbrauchsmaterialien Hersteller

15 ml Réhrchen Corning Science Mexico (Reynosa,
Mexiko)

50 ml Falcon Greiner Bio-One (Kremsmiunster,
Osterreich)

Absaugvorrichtung Integra Vacusafe
Absaugvorrichtung uniVACUUSYS1
CASY Model TT — Cell counter and
Analyzer

Diodenlaser Typ “Wolf’
Elektrophoresesystem Mini-PROTEAN®
Tetrasystem

Feinwaage ABS 120-4

Filterpapier

Filterspitzen SafeSeal Tips Professional
Gewebekulturflasche 25 cm?
Gewebekulturflasche 75 cm?
Glaspasteurpipette

Inkubator Heracell 240

Inkubator INCO2 108

Inkubator MCO-170 AICD-PE
Laserleistungsmessgerat LabMax-TOP
Leistungsdetektor VT-80

Magnetrtuhrer IKA RH basic 2
Mikroskop AE31E

Mikrozentrifuge

Pipettensatz, 0,5-1000 pl
Pipettenspitzen

Pipettierhilfe accu-jet® pro
Pipettierhilfe pipetboy acu
Reagiergefald 0,5ml

Reagiergefald 1,5ml

Reagiergefald 2ml

Serologische Pipette 5ml, 10ml, 25ml
Sicherheitswerkbank BSB3A

Sterilbank HERA safe
Sterilbank safe 2020

Temperaturanzeigegerat TDA-3000

Integra Biosciences (Zizers, Schweiz)
LLG Labware (Meckenheim)
Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)

A.R.C. Laser GmbH (Nurnberg)
Bio-Rad Laboratories (Munchen)

KERN & Sohn (Balingen-Frommern)
Whatman (Dassel)

VWR (Leuven, Belgien)

Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)

VWR International (Darmstadt)
Heraeus (Hanau)

Memmert (Schwabach)

PHCDbi (AZ Etten-Leur, Niederlande)
Coherent (California, USA)

PI miCos (Eschbach)

VWR International (Darmstadt)
Motic (Wetzlar)

Biozym (Hessisch Oldendorf)
Eppendorf (Hamburg)

Sarstedt (NUmbrecht)

Brand (Wertheim)

Integra Biosciences GmbH (Biebertal)
Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)

Gelaire Laminar Air Flow (Sydney,
Australien)

Heraeus Instruments (Hanau)
Thermo Fischer Scientific
(Massachusetts, USA)

Jumo (Fulda)
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Vortex Mixer RS-VA10
Vortex Mixer Vornado

Waage EMB 2000-2
Wasserbad

Wasserbad EXATHERM U3 electronics

Zellkulturplatte CELL + 24 well
Zentrifuge 5804R

Phoenix Instrument (Garbsen)
Biozym Scientific GmbH (Hessisch
Oldendorf)

KERN & Sohn (Balingen-Frommern)
Memmert (Blichenbach)

Julabo GmbH (Seelbach)

Sarstedt (NUmbrecht)

Eppendorf (Hamburg)

2.1.2 Chemikalien und kommerzielle Losungen

Chemikalien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Albumin Fraktion V (BSA)
Bromophenolblau

Coomassie ® Brilliant Blue G 250
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
Essigsaure

Ethanol

Glycerol

Glycin

Isopropanol

Milchpulver, fettarm
Natriumcholrid (NaCl)

Parafim M ®

Ponceau-S

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
N,N,N’,N’-Tetramedthylethylendiamin
(TEMED)

Trichloressigsaure
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
(TRIS)

Tween ® 20

Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Feinchemie K.-H., Kallies KG (Sebnitz)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Bemis (Wisconsin, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Kommerzielle Lésungen

Hersteller

CASYblue
CASYclean
CASYton

Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
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2.1.3 Zelllinien
Zelllinien Hersteller
OVCAR-3 CLS Cell Lines Service (Eppenheim)
SK-OV-3 CLS Cell Lines Service (Eppenheim)

2.1.4 Zellkulturen: Medien und Zuséatze

Produkte Hersteller/Herstellung

DMEM/F12 PAN Biotech (Aidenbach)
DPBS PAN Biotech (Aidenbach)
Fetales Rinderserum FBS PAN Biotech (Aidenbach)
Gentamycin PAN Biotech (Aidenbach)

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

Gibco® Life Technologies (Carlsbad,
USA)

RPMI 1640 PAN Biotech (Aidenbach)
Trypsin 10x PAN Biotech (Aidenbach)
Trypsin 1x 5ml 10x-Trypsin, 45ml DPBS
Zelllinie Medium und Zusatze
OVCAR-3 RPMI 1640, 50mI FBS, 620pl
Gentamycin, 500ul Insulin
SK-OV-3 DMEM/F12, 25ml FBS, 620l

Gentamycin

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Zur dauerhaften Lagerung der Zellen wurden diese schonend eingefroren und in einem
Tank mit flissigem Stickstoff gelagert. Zur Vorbereitung des Einfrierprozesses wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und anschliefend mit 2 ml 1x Trypsin vom Boden der
Zellkulturflasche geldst. Die Zellen wurden dann in 4 ml Nahrmedium resuspendiert. Bei
der folgenden Zentrifugation mit 300 x g Uber 3 min entstand ein Zellpellet, welches in 3
ml Einfriermedium resuspendiert wurde. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in Kryovials

gefullt und zunachst Uber 24 Stunden bei -80 °C gelagert. Die permanente Lagerung

erfolgte in FlUssigstickstoff bei -196 °C.
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Zum Auftauen der Zellen wurden die mit gefrorener Zellsuspension gefullten Kryovials
zunachst vorsichtig bei Raumtemperatur aufgewarmt und anschlielend fur 30 s in ein 37
°C warmes Wasserbad getaucht. Es folgte die Resuspension mit 10 ml Nahrmedium pro
Kryovial. Nachdem die Zellsuspension vollstandig aufgetaut war, wurde diese fur 3 min
bei 300 x g und 21 °C zentrifugiert. In einer T75 Zellkulturflasche wurden wahrenddessen
10 ml Nahrmedium vorgelegt. Nach der Zentrifugation der Zellsuspension wurde der
Uberstand abgesaugt und das entstandene Zellpellet mit 1 ml Medium resuspendiert. Die
Zellen wurden anschlief3end in die vorbereitete T75 Zellkulturflasche Uberfuhrt und bei 37

°C, einem CO2-Gehalt von 5 % und gesattigter Luftfeuchtigkeit im Inkubator gelagert.

2.2.2 Kultivierung und Normalpassage der Zellen

Durch Mikroskopie der in den Kulturflaschen gelagerten Zellen wurde in regelmafligen
Abstanden das Wachstum, die Morphologie sowie die Vitalitat der Zellen beurteilt. Bei
einer Konfluenz von 80-90 % erfolgte das Passagieren der Zellen. Hierfir wurden diese
zunachst mit 10 ml PBS gewaschen und mit 2 ml 1x Trypsin bei 37 °C inkubiert.
Mikroskopisch wurde nach 3-8 min beurteilt, ob sich die Zellen vom Boden der
Kulturflasche geldst hatten. Zur Beendigung der Trypsin-Reaktion wurden die Zellen mit
4 ml Nahrmedium resuspendiert und in ein 15 ml fassendes Zentrifugationsgefal®
Uberfuhrt. AnschlielRend erfolgte eine Zentrifugation flr 5 min bei 300 x g und 21 °C. Der
entstandene Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit 1 ml N&éhrmedium
resuspendiert. In einem zuvor gewahlten Verhaltnis wurde die Zellsuspension auf

beschriftete und mit 10 ml Medium vorbereitete T75 Zellkulturflaschen tberfihrt.

2.2.3 Zellaussaat, -ernte und Zellzahlbestimmung

Die Auswahl des Zellkulturgefal3es war von der Art des Versuchs abhangig, wobei hier in
erster Linie 24-Well-Zellkulturplatten verwendet wurden. Zu Beginn der Zellversuche
wurde flr jede Zelllinie eine geeignete Zellzahl ermittelt, die pro Well ausgesat wurde und
Uber den Inkubationszeitraum ein exponentielles Wachstum ermdglichte. Die Ernte
erfolgte abhangig vom Versuch alle 24, 72 oder 120 h. Dabei wurden zunachst das

Nahrmedium aus dem Well abgesaugt und die Zellen mit 500 pyl PBS gewaschen.
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AnschlieRend wurden diese mit 100 pl 1x Trypsin bei 37 °C inkubiert. Nach 3-8 min wurde
die Reaktion unter dem Mikroskop beurteilt. Bei ausreichendem Abldsen der Zellen vom
Boden der Zellkulturplatte wurde die Reaktion durch Suspendieren mit 200 pl
Nahrmedium beendet. Aus der entstandenen Zellsuspension wurden 50 pl in 10 mi
CASYton Uberfuhrt. Im CASY TT Cell Counter begann die Zellzdhlung mit dem
funfmaligen Invertieren der Flussigkeit. Die darauffolgende Messung erkannte die vitalen
Zellen, die sich im elektrischen Widerstand von toten Zellen und Zelltrimmern
unterschieden. Die Grenzwerte wurden durch Kalibrierung auf die entsprechenden

Zelllinien festgelegt.

2.3 Laserparameter und -aufbau

Bei dem verwendeten Laser handelte es sich um einen Diodenlaser des Typs ,Wolf*. Die
Wellenlange des Lasers betrug 445 nm. Alle Messungen wurden im Modus ,,Continous
Wave® (CW) durchgefihrt. Die Leistung konnte zwischen 0,5 und 10 W in Schritten von
0,1 W variiert und mithilfe eines Leistungsdetektors verifiziert werden. Das Laserlicht
wurde durch eine Glasfaser mit einem Aul3endurchmesser von @augen = 320 ym und
einem Innendurchmesser von Qinnen = 283 um geleitet. Das distale Faserende wurde mit
20 mm Uberstand durch ein metallisches Flihrungsrohr gefihrt und mit einem Handstlick
fixiet. An der Faser kam es mit zunehmender Versuchsanzahl zu
Abnutzungserscheinungen. Diese flhrten zu einer hdheren Streuung des Laserlichts und

machten in regelmaligen Abstanden eine Neukonfiguration der Faserspitze erforderlich.

Die 24-Well-Zellkulturplatte mit den zu behandelnden Zellen wurde auf einem
Positioniertisch fixiert, welcher dreidimensional mit einer Genauigkeit von 1 pm
computergesteuert bewegt werden konnte. Die Startposition wurde so gewahlt, dass
durch den Laserstrahl genau die Grolie eines Wells abgedeckt wurde. Dadurch entsprach
die Kegelflache des Lasers etwa der Flache eines Wells, die 2,06 cm? betrug. Die Position
wurde zu Beginn der Versuche kalibriert und war somit stets wiederherstellbar. Da die
Zellen in den einzelnen Wells behandelt wurden, wurde der Tisch nach jedem
Bestrahlungsvorgang um 18,6 mm in x- bzw. y-Richtung bewegt. Der Versuchsaufbau
wurde wahrend der Zellversuche nicht verandert, um maximale Reproduzierbarkeit zu

gewabhrleisten.
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2.3.1 Temperaturuntersuchung

Zur Untersuchung der Temperaturentwicklung wahrend der Laserbehandlung wurde eine
24-Well-Zellkulturplatte mit 1 ml Nahrmedium pro Well beflllt. Das Nahrmedium wies eine
Ausgangstemperatur von 19,9 °C entsprechend der Raumtemperatur auf. Jedes Well
wurde mit einer Leistung von 1 bis 7 W fir eine Dauer von 30, 60 und 90 s bestrahlt. Die

Temperatur wurde vor und nach Behandlung mit einem Temperaturfuhler gemessen.

2.3.2 Leistungsmessung

Um die Leistungsverluste bei der Laserbehandlung zu quantifizieren, wurde ein
Leistungsdetektor verwendet. Zwischen der Laserfaser und dem Leistungsdetektor wurde
eine 24-Well-Zellkulturplatte platziert, die mit 0, 500 oder 1000 pl Medium pro Well befllt
wurde. Dadurch konnten die Einflussfaktoren auf den Leistungsverlust beurteilt werden.

Die Behandlungsabstande wurden entsprechend angepasst.

2.3.3 Aussaat von Zellen fur die Laserbehandlung

FUr die Laserbehandlung wurden die Zellen in 24-Well-Zellkulturplatten gesat. Die in
vorherigen Versuchen festgelegte Zellzahl betrug 20.000 SKOV3-Zellen bzw. 30.000
OVCARS3-Zellen pro Well. Nach dem Aussaen wurden die Zellen fur 24 Stunden bei 37
°C und 5 % CO2-Anteil inkubiert. Anschlie3end wurde ihnen das Nahrmedium entzogen
und durch 500 pl neues Nahrmedium ersetzt. In den Versuchen mit gleichzeitiger
Zytostatikabehandlung wurde das Nahrmedium zuvor mit der entsprechenden Menge des
jeweiligen Zytostatikums versetzt. Es folgte die Laserbehandlung. AnschlieRend wurden
pro Well nochmals 500 pyl Nahrmedium, ggf. versetzt mit Zytostatikum, hinzugefligt und
die Zellen wieder bei 37 °C inkubiert.

2.4 Statistische Auswertung

FUr die statistische Auswertung und Datenanalyse wurde das Programm Microsoft Excel
Version 2308 verwendet. Alle Daten verstehen sich als Mittelwerte +

Standardabweichung, normiert auf die Kontrolle (= 1) nach Durchfiihrung von mindestens
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zwei unabhangigen Versuchen pro Experiment. Fur die Auswertung mit Microsoft Excel
wurde der Student’sche t-Test verwendet, wobei die Signifikanzgrenzen p < 0,05 (*), p <

0,01 (**) und p < 0,001 (***) festgelegt wurden.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung eines In-Vitro-OC-Modells mit SKOV3- und OVCARS3-Zellen

Zur Ermittlung geeigneter Zellzahlen fur die Kultur in 24-Well-Zellkulturplatten wurden
jeweils 2, 4 und 6x10° SKOV3- (Abb. 2A) bzw. OVCARB3-Zellen (Abb. 2B) pro Well
ausgesat. Die Zellen sollten ein annahernd exponentielles Wachstum zeigen, ohne gegen
Ende der Inkubationszeit abzusterben. Unter Berucksichtigung der mikroskopischen
Beobachtungen wurde fiir die nachfolgenden Versuche eine Zellzahl von 2x10° SKOV3-
und 3x10° OVCAR3-Zellen ausgewahlt.

A SKOV3 B OVCAR3
304 25+ s
- 6x10°%w - 6x10°%/w
- 4x10%w 201 = 4x10%w
— - 2x10%w = - 2x10°%w
o 204 (=)
% % 19
ic’ lc’ 104
G 107 9
5-
c T T T T T 0 T T T T T
24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
Zeit [h] Zeit [h]

Abb. 2: Wachstumskinetik von SKOV3-Zellen und OVCAR3-Zellen

Wachstum von jeweils 2x10%, 4x10% und 6x10° SKOV3-Zellen (A) und OVCAR3-Zellen
(B) uber einen Zeitraum von 120 h. Die Ergebnisse stammen aus mindestens drei
unabhangigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert + SD der absoluten Zellzahlen.

3.2 Wachstum von SKOV3- und OVCAR3-Zellen mit Carbo, Pacli und Doce

Um den Einfluss des Zytostatikums und der Laserstrahlen auf SKOV3- und OVCARS3-
Zellen quantifizieren zu kénnen, wurden beide Noxen zunéchst einzeln beobachtet. Uber
einen Zeitraum von 120 h wurde der Effekt von Carbo, Doce und Pacli auf das Wachstum
von SKOV3- (Abb. 3) und OVCARS-Zellen (Abb. 4) beobachtet. Getestet wurden jeweils
drei verschiedene Konzentrationen aus einem in der Literatur beschriebenen Bereich. Ziel
war es, eine Konzentration zu finden, bei der eine Wachstumshemmung von etwa 20 %

erreicht wurde. Damit konnten sowohl eine signifikante Einzelwirkung als auch
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synergistische Effekte in der Kombination von Zytostatikum und Laserstrahlung gezeigt

werden.

Bei der Inkubation von SKOV3-Zellen mit Carbo (Abb. 3A) zeigte sich bei der héchsten
und der niedrigsten Konzentration ein signifikanter antiproliferativer Effekt ab
Inkubationszeiten von 96 h (0,3 uM) und 120 h (3,0 uM). Bei einer Konzentration von 1,0
MM Carbo konnte keine signifikante Hemmung beobachtet werden. Weder die
gewunschte Zellwachstumshemmung von 20 % noch eine vollstandige Hemmung
konnten durch die gewahlten Carbo-Konzentrationen erreicht werden. Fir weitere

Versuche wurde eine Konzentration von 3,0 yM Carbo verwendet.

Unter dem Einfluss von Doce (Abb. 3B) zeigte sich fir 0,3 nM kein signifikanter
antiproliferativer Effekt, daftr aber bei 0,5 nM, insbesondere bei langerer Inkubationszeit
(ab 72 h). Bei einer Konzentration von 1,0 nM konnte ab einer Inkubationsdauer von 48 h

eine signifikante Hemmung gezeigt werden.

Bei der Behandlung mit Pacli (Abb. 3C) zeigten die SKOV3-Zellen ein ahnliches
Verhalten. Bei einer Konzentration von 0,5 nM konnte kein signifikanter antiproliferativer
Effekt erzielt werden. Dieser zeigte sich bei 2,0 nM ab einer Inkubationszeit von 48 h, bei

10,0 nM Uber den kompletten Inkubationszeitraum.
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Abb. 3: Wachstumskinetik von SKOV3-Zellen mit Carbo, Pacli und Doce

Wachstum von SKOV3-Zellen unter Einfluss von unterschiedlichen Konzentrationen von
Carbo (A), Doce (B) und Pacli (C) Uber einen Zeitraum von 120 h. Die Ergebnisse
stammen aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert
+ SD der absoluten Zellzahlen. Die Auswertung erfolgte mit dem Studentschen t-Test
(p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p=<0,001 (***)).

Die gleichen Ansatze wurden mit OVCAR3-Zellen (Abb. 4) durchgefuhrt. Das
Zellwachstum unter Carbo (Abb. 4A) veranderte sich bei einer Konzentration von 0,3 uM
nicht signifikant. Bei einer Konzentration von 1,0 yM konnte nach 120 h Inkubation, bei

3,0 uM ab einer Inkubationsdauer von 96 h eine signifikante Inhibition festgestellt werden.

Wie bei Carbo erbrachte auch die geringste Konzentration von Doce (0,05 nM) (Abb. 4B)
keine signifikante Wachstumshemmung. Bei einer Konzentration von 0,2 nM Doce kam
es nach einer Inkubationsdauer von 120 h, bei 1,0 nM Doce nach 72 h zu einer

signifikanten Hemmung.
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Auch bei Pacli (Abb. 4C) hatte die niedrigste gewahlte Konzentration von 0,5 nM keinen

signifikanten antiproliferativen Effekt, ebenso wie 1,0 nM. Unter der doppelten

Konzentration (2,0 nM) zeigte sich eine signifikante Inhibition nach 120 h.
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40-

Kitrl

0,3 uM
1,0 M
3,0 uM
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o ¢

-
o
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24 48 72 96 120
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-+ 2,0nM

Zellen (x10°)
N
<

-
o
1

24 48 72 96 120
Zeit [h]

B

Zellen (x10°)

-
o
1

40-

w0
<

N
<
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- 1,0nM

24 48 72 96 120
Zeit [h]

Abb. 4: Wachstumskinetik von OVCAR3-Zellen mit Carbo, Pacli und Doce

Wachstum von OVCARS3-Zellen unter Einfluss von unterschiedlichen Konzentrationen
von Carbo (A), Doce (B) und Pacli (C) Uber einen Zeitraum von 120 h. Die Ergebnisse
stammen aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert
+ SD der absoluten Zellzahlen. Die Auswertung erfolgte mit dem Studentschen t-Test

(p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).

3.3 Charakterisierung physikalischer Parameter beim Einsatz von Laser im In-Vitro-OC-

Modell

Mit den technischen Daten des Lasers und dem Durchmesser des Laserlichtkegels liel3

sich der Abstand zwischen der Laserfaser und dem Zellrasen auf dem Wellboden
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berechnen. Fir eine groRtmogliche Vergleichbarkeit sollte dieser bei allen Versuchen
konstant bleiben und die Kalibrierung zu Beginn war entsprechend wichtig. Der
verwendete Laser verflgte Uber eine Numerische Apertur NA = 0,22 mit NA = sin (a/2).

Anhand dessen lieBen sich der Offnungswinkel a = 25,4° und der halbe Offnungswinkel

% =12,7° des Laserstrahls bestimmen. Der Lichtkegel, den der Laser bildete, sollte genau

das Well einer 24-Well-Zellkulturplatte abdecken und hatte somit einen Durchmesser von
16,2 £ 0,2 mm (Abb. 5). Daraus resultierte der Radius r = 8,1 mm. Bei der Berechnung
konnte man ein rechtwinkliges Dreieck voraussetzen. Die Gegenkathete war dabei der
Radius r subtrahiert mit dem halben Faserdurchmesser f. Nach Division durch tan (%) liel
sich der Abstand zwischen Laserfaser und Wellboden x = 35,2 mm bestimmen. Mit
diesem Wert konnte die Nullposition des Lasers kalibriert und zu Beginn jedes Versuchs

wiederhergestellt werden.

r = Radius eines Wells -
f = AuBendurchmesser der Laserfaser
x = Abstand Laserfaser <> Well

a = Offnungswinkel Laserstrahl N

Abb. 5: Laserparameter

Schematische Darstellung des Laserstrahls und eines Wells einer 24-Well-Zellkulturplatte
zur Berechnung des Behandlungsabstands x mithilfe des Offnungswinkels a, des
Laserfaserdurchmessers f und des Radius r eines Wells.
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Durch den Versuchsaufbau bei der Laserbehandlung der Zellen kam es aus technischen
Grunden zu Leistungsverlusten des Lasers. Die Leistung konnte durch einen
Leistungsdetektor gemessen werden. Multipliziert mit der Behandlungszeit in s lie® sich
daraus die Energie in J und unter Berucksichtigung der Kegelflache von 2,06 cm?

(entsprach der Flache eines Wells) die applizierte Dosis in J/cm? berechnen.
Leistung [W] x Behandlungszeit [s] = Energie []]

Energie []]

= applizierte Dosis [L]
Fliche eines Wells [cm?] cm?

Wie Abb. 6 zu entnehmen ist, wurde der 36 mm hohe Detektor auf dem beweglichen xyz-
Tisch platziert. Dieser befand sich 24 mm unter der normalen Behandlungsposition
(Nullposition). Die Distanz zwischen der Detektorflache und den Auflagepunkten der 24-
Well-Zellkulturplatte betrug 12 mm. Die Geometrie des Detektors erlaubte keine
vollstandig korrekte Nachstellung des Versuchsaufbaus, da sich eine 12 mm hohe
Luftschicht zwischen Zellkulturplatte und Leistungsdetektor befand. Die Verluste
zwischen der Laserstrahlung und der Atmosphare waren jedoch vernachlassigbar und

wurden nicht weiter berlcksichtigt.
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I Laserfaser

Laserstrahl

Deckel

- 24-Well-Zellkulturplatte
I Zellmedium

S ZcIrasen

Boden

Detektor

Abb. 6: Aufbau zur Detektion des Leistungsabfalls

Fotografische (A, B) und schematische (C) Darstellung des Versuchsaufbaus zur
Detektion des Leistungsabfalls. Abgebildet sind die Laserfaser (A ohne Laserstrahl, B mit
Laserstrahl), die 24-Well-Zellkulturplatte und der Leistungsdetektor. Der Laserstrahl traf
in angegebener Reihenfolge auf folgende Schichten: Deckel der 24-Well-Zellkulturplatte,
Zellkulturmedium, Zellrasen, Boden der 24-Well-Zellkulturplatte, Leistungsdetektor.

Bei der Platzierung der 24-Well-Zellkulturplatte auf dem Detektor befanden sich
entsprechend den Abbildungen zwei Schichten zwischen Laserfaser und Detektor: der
Deckel sowie der Boden der 24-Well-Zellkulturplatte. Getestet wurden dem zufolge jeweils
der Leistungsabfall, der auf den Boden bzw. den Deckel im Laserstrahl zurlickzufiihren
war. Unter Zellversuchsbedingungen befand sich auRerdem Zellkulturmedium im Well. Im
vorliegenden Versuch wurde der Leistungsabfall durch 500 uyl und 1000 uyl Medium in
einem Well jeweils mit und ohne Deckel getestet. Aus Sterilitatsgrinden war es
unvermeidbar, dass bei den Zellversuchen die 24-Well-Zellkulturplatte geschlossen blieb,
sodass die Messungen ohne Deckel nur der Vollstandigkeit dienten. In folgenden

Versuchen wurden die Zellen immer in 500 ul Medium behandelt.



32

In Tab. 1 ist die Restleistung in % der eingestellten Laserleistung aufgefuhrt. Durch den
Detektor kann bereits ohne Hindernisse im Lichtkegel ein Leistungsverlust von 20 bis 25
% Uber die Glasfaser des Lasers ermittelt werden. Bei niedrigen Leistungen hat die leere
24-Well-Zellkulturplatte im Laserstrahl geringere Auswirkungen auf die Leistung. Erst ab
2 W wird durch die Platte ein hoherer Leistungsverlust hervorgerufen als durch den Laser
allein. Ist die Platte mit Zellmedium gefullt, kann ein hoherer Leistungsabfall beobachtet
werden, wobei dieser bei 1000 pl nochmals hoher ist als bei 500 pl. Insgesamt nimmt der
prozentuale Anteil der detektierten Restleistung bei steigender Leistung ab. Ein 10 W
starker Laserstrahl, der vor dem Detektor auf eine mit 1000 yl Medium geflllite und
geschlossene 24-Well-Zellkulturplatte trifft, verliert knapp 50 % seiner Leistung. Bei 1 W
konnen unter gleichen Bedingungen noch 60 % der Leistung gemessen werden.

Wichtig ist dies im Hinblick auf die Zellversuche. Es ist festzustellen, dass die vollstandige
eingestellte Leistung die Zellen nicht erreicht. Somit waren diese einer geringeren Energie
ausgesetzt, was bei weiterfiUhrenden Versuchen berlcksichtigt werden musste.

Tab. 1: Detektierte Restleistung des Laserstrahls

Getestet wurden Leistungen von 0,5 bis 10 W. Die detektierte Restleistung ist als Anteil
in % der eingestellten Laserleistung angegeben.

Ohne Deckel Mit Deckel
Einstellung nur nur Boden + 500 pl 1000 pl 500 pl 1000 pl

[W] Leer | Boden | Deckel | Deckel |Zellmedium Zellmedium |Zellmedium Zellmedium
0,5|80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 60,0 80,0 60,0
1|/70,0 70,0 70,0 70,0 70,0 60,0 60,0 60,0
2|75,0 70,0 70,0 65,0 65,0 60,0 65,0 55,0
3|76,7 70,0 70,0 66,7 66,7 63,3 63,3 56,7
4|77,5 70,0 70,0 65,0 67,5 62,5 62,5 55,0
5180,0 72,0 72,0 68,0 68,0 64,0 64,0 56,0
6|76,7 70,0 70,0 65,0 66,7 60,0 61,7 55,0
7175,7 68,6 68,6 62,9 65,7 60,0 60,0 52,9
8|75,0 67,5 67,5 62,5 65,0 58,8 58,8 52,5
9/74,4 67,8 67,8 62,2 64,4 58,9 58,9 52,2

10| 75,0 68,0 68,0 62,0 65,0 59,0 58,0 51,0
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3.4 Temperaturentwicklung bei Laserbehandlung

Laserstrahlung ist eine energiereiche elektromagnetische Welle und fuhrt zu einer
Erwarmung des behandelten Materials. Da im vorliegenden Projekt thermische Effekte
auf das Zellwachstum ausgeschlossen werden sollten, wurde die Temperaturentwicklung
uberpruft. Die Wachstumsinhibition der Zellen sollte keiner hitzebedingten Inaktivierung
geschuldet sein und die Temperaturanderung AT wahrend des Versuchs sollte moglichst
gering gehalten werden. Gleichzeitig galt es zu prtifen, ob die Temperatur einen Einfluss

auf die Membranpermeabilitat der Zellen hat.

1 ml Zellkulturmedium wurde in einem Well einer 24-Well-Zellkulturplatte mit
Laserstrahlen behandelt und die Temperatur vor und nach Behandlung gemessen.
Daraus lieR sich die Temperaturanderung AT berechnen. Abb. 7 zeigt die Ergebnisse im
Leistungsspektrum von 1 bis 7 W und Expositionszeiten von 30, 60 und 90 s. Die
Temperatur des Mediums entsprach zu Versuchsbeginn der Raumtemperatur von 19,9

°C. Der Versuch wurde zwei Mal durchgeflihrt und die Temperaturanderung gemittelt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Temperatur mit zunehmender Leistung und Zeit
anstieg. Zwischen Behandlungszeit (bis 90 s) und Temperaturanderung konnte ein
annahernd linearer Zusammenhang festgestellt werden. Der Temperaturanstieg war bei
niedrigeren Leistungen geringer als bei hoheren Leistungen. So fiuhrte eine
Laserbehandlung mit einer Leistung von 1 W zu einer Zunahme der Temperatur um etwa
0,9 K pro 30 s. Bei einer Laserbehandlung von 2 W nahm die Temperatur um etwa 2 K
pro 30 s zu, bei 3 W um 3,3 K pro 30 s. Auch zwischen Leistung (bis 5 W) und
Temperaturanderung wurde bei gleichbleibender Behandlungszeit ein annahernd linearer
Zusammenhang gezeigt. Bei 30 s ergab sich eine Erwarmung um 1,1 K/W, bei 60 s um
2,3 K/W und bei 90 s um 3,3 K/W.
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Temperaturanderung A T von 1 ml Medium nach
Laserbehandlung
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Abb. 7: Temperaturentwicklung durch Laserbehandlung

Temperaturanderung von 1 ml SKOV3-Medium bei einer Laserbehandlung mit 1 bis 7 W
Uber 30, 60 und 90 s bei 445 nm. Dargestellt sind die Mittelwerte zweier unabhangiger
Experimente.

3.5 Wachstum von SKOV3- und OVCAR3-Zellen nach Laserbehandlung

Nachdem die Versuchsbedingungen fur den Laser eingehend Uberpruft waren, sollte der
Einfluss der Laserstrahlung auf das Zellwachstum von SKOV3- und OVCAR3-Zellen
beobachtet werden. Dafur wurden die Zellen 24 h nach dem Aussden mit dem Laser
behandelt. Getestet wurden Leistungen von 0,5 und 1 W sowie Behandlungszeiten
zwischen 30 und 120 s. Das Zellwachstum wurde 24, 72 und 120 h nach Behandlung
ermittelt.

Bei SKOV3-Zellen (Abb. 8) konnten zunadchst unter keiner der getesteten
Parameterkombinationen signifikante Unterschiede im Zellwachstum nachgewiesen
werden. In darauffolgenden Versuchen wurden demensprechend hdhere Leistungen

getestet.
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A SKOV3 +445nm0,5W B SKOV3+445nm1W
25- 25+
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Abb. 8: Wachstumskinetik von SKOV3-Zellen nach Laserbehandlung

Wachstum von SKOV3-Zellen nach einer Laserbehandlung mit 0,5 W (A) und 1 W (B)
uber 30 bis 120 s bei 445 nm. Die Zellzahl wurde zu drei Zeitpunkten Uber einen Zeitraum
von 120 h gemessen. Die Ergebnisse stammen aus mindestens zwei unabhangigen
Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert £ SD der absoluten Zellzahlen. Die Auswertung
erfolgte mit dem Studentschen t-Test (p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).

OVCARS3-Zellen (Abb. 9) hingegen zeigten bei 90 s Laserbehandlung nach 72 h einen
signifikanten antiproliferativen Effekt, der bei der Zellzahimessung nach 120 h deutlich

sichtbar war. Dies galt sowohl fur eine Behandlung mit 0,5 W als auch mit 1 W.

A OVCAR3 +445nm0,5W B OVCAR3 +445 nm1W
20- 20-
- Kirl -&- Kirl
154 O 60s 154 O 60s
“:c_, - 90s * ":c_, - 90s
X » *
= 104 = 10
2 2
N N ]
0 L] L] L] 0 L] L] L]
24 72 120 24 72 120
Zeit [h] Zeit [h]

Abb. 9: Wachstumskinetik von OVCARS3-Zellen nach Laserbehandlung

Wachstum von OVCARS3-Zellen nach einer Laserbehandlung mit 0,5 W (A) und 1 W (B)
Uber 60 und 90 s bei 445 nm. Die Zellzahl wurde zu drei Zeitpunkten Uber einen Zeitraum
von 120 h gemessen. Die Ergebnisse stammen aus mindestens zwei unabhangigen
Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert £ SD der absoluten Zellzahlen. Die Auswertung
erfolgte mit dem Studentschen t-Test (p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).
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Da die ersten beiden Messzeitpunkte im Hinblick auf die Fragestellung weniger relevant
waren, wurde in spateren Versuchen nur das Zellwachstum nach 120 h Inkubation
gemessen. Weitergehend wurden fur beide Zelllinien Leistungen von 1, 2, 3 und 4 W mit
Behandlungszeiten von 60, 90 und 120 s getestet. Die Kontrolle (=0 W) entspricht jeweils

der Population, die nicht mit Laserstahlen behandelt wurde.

Bei Exposition von SKOV3-Zellen gegenuber Laser (Abb. 10) gab es bei einer
Behandlung von 60 s ab einer Leistung von 2 W einen signifikanten antiproliferativen

Effekt, bei 90 s und 120 s zeigte sich dieser erst ab 3 W.

A SKOV3 +445nm 60 s B SKOV3 +445nm 90 s
30+ 30-
"g 20- a T % 20- T s
X 3
8 k5
E 10+ E 104
0- 0-
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Leistung [W] Leistung [W]

SKOV3 +445nm 120 s

(@

©
S

N
<

Zellen (x10°)

=
o
1

0 1 2 3 4
Leistung [W]

Abb. 10: Wachstum von SKOV3-Zellen nach Laserbehandlung

Wachstum von SKOV3-Zellen nach einer Laserbehandlung mit 1 bis 4 W (0 W = keine
Laserbehandlung) Uber 60 s (A), 90 s (B) und 120 s (C) bei 445 nm. Die Zellzahl wurde
nach 120 h gemessen. Die Ergebnisse stammen aus mindestens vier unabhangigen
Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert £ SD der absoluten Zellzahlen. Die Auswertung
erfolgte mit dem Studentschen t-Test (p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).
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Wie oben dargestellt hatte eine Laserbehandlung von 60 s bei OVCAR3-Zellen (Abb. 11)
keinen  signifikanten  Effekt auf die Zellproliferation. Ein  signifikanter
Wachstumsunterschied bei 1 W und 90 s Behandlung ergab sich nicht. Dieser stellte sich
bei diesen Versuchen erst ab 3 W ein. Bei einer Behandlungsdauer von 120 s war eine

signifikante Zellinhibition ebenfalls erst ab 3 W erkennbar.

A OVCAR3 +445nm 60 s B OVCAR3 +445nm90 s
30+ 30-
S 20 % 201 * x
% X
s &
E 101 E 101
0 0-
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Leistung [W] Leistung [W]
C OVCAR3 +445nm 120 s
301+
S 204 . .
X
3
E 10
0-

0 1 2 3 4
Leistung [W]

Abb. 11: Wachstum von OVCAR3-Zellen nach Laserbehandlung

Wachstum von OVCAR3-Zellen nach einer Laserbehandlung mit 1 bis 4 W (0 W = keine
Laserbehandlung) tber 60 s (A), 90 s (B) und 120 s (C) bei 445 nm. Die Zellzahl wurde
nach 120 h gemessen. Die Ergebnisse stammen aus mindestens vier unabhangigen
Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert £ SD der absoluten Zellzahlen. Die Auswertung
erfolgte mit dem Studentschen t-Test (p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).

Da die Behandlung von SKOV3-Zellen Uber 60s und von OVCARS3-Zellen Uber 90 s die
groflite Konstanz zeigte, wurde der Fokus in den folgenden Versuchen, insbesondere bei
der Laserbehandlung in Anwesenheit der Zytostatika, auf diese beiden

Behandlungszeiten gelegt. Der Vollstandigkeit halber und um einen ausreichenden
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Vergleich zwischen den Zelllinien erhalten zu konnen, wurden die anderen Zeiten

dennoch weiterhin getestet.

3.6 Kombination von Laser- und Zytostatikabehandlung

Nachdem Zytostatikakonzentrationen festgelegt waren, bei denen das Zellwachstum um
anndhernd 20 % gehemmt wurde, wurde die Wirkstoffbehandlung mit der
Laserbehandlung kombiniert. SKOV3-Zellen wurden jeweils mit 3,0 yM Carbo, 0,5 nM
Doce oder 2,0 nM Pacli inkubiert. Bei OVCAR3-Zellen wurden Konzentrationen von 0,5
MM Carbo, 0,2 nM Doce und 1,0 nM Pacli festgelegt. Die Zellen wurden zunachst mit den
Laserstrahlen behandelt und anschlieRend mit dem Zytostatikum inkubiert. Insbesondere
die SKOV3-Zellen reagierten sehr sensibel auf die Laserbehandlung. Es konnte eine
signifikante Zellinhibition bei beiden Zelllinien gezeigt werden. Allerdings war diese auch
bei alleiniger Laserbehandlung nachweisbar und nicht zielfuhrend bei der Untersuchung
synergistischer Effekte der Kombinationsbehandlung. Das Regime wurde deshalb unter
der Hypothese geandert, dass die Laserstrahlen nur in einem kurzen Zeitraum wahrend
der Behandlung auf die Zellmembran und deren Transportmechanismen wirken, sodass
die Zytostatika nur in dieser Zeit verstarkt in die Zelle eindringen konnen. In den folgenden
Versuchen wurden die Zellen daher vor der Laserbehandlung mit dem Zytostatikum
inkubiert und dementsprechend in Anwesenheit des Zytostatikums mit den Laserstrahlen
behandelt.

Daflur wurde den Zellen nach 24 h Inkubation das Nahrmedium entzogen und gegen 500
Ml Medium ersetzt, welches mit der festgelegten Zytostatikakonzentration versetzt war.
Anschlie®end wurden die Zellen mit Laserstrahlen behandelt. Danach wurden nochmals
500 pl Medium mit der festgelegten Zytostatikakonzentration hinzugefiigt, sodass die
Gesamtwirkstoffkonzentration unverandert blieb. Bei der Laserbehandlung wurden
Leistungen von 1 W bis 3 W angewendet. Die Kontrolle (=0 W) entspricht jeweils der

Population, die nicht mit Laserstrahlen behandelt wurde.

Bezulglich der Fragestellung, ob eine Zytostatikabehandlung besser wirkt, wenn die Zellen
mit Laserstrahlung vorbehandelt wurden, ist besonders der Unterschied zwischen dem

Zellwachstum bei alleiniger Zytostatikabehandlung im Vergleich zu dem Zellwachstum bei
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der kombinierten Behandlung relevant. Dieser wurde mithilfe des Studentschen t-Tests
quantifiziert und grafisch gekennzeichnet (p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).

Dargestellt ist die Behandlung von SKOV3-Zellen mit Behandlungszeiten von 60 s und 90
s bei Leistungen von 1, 2 und 3 W (Abb. 12). Die Kombination einer 60-sekindigen
Laserbehandlung von SKOV3-Zellen mit 3,0 uM Carbo zeigte keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle ohne Laser. Allerdings war erkennbar, dass die
alleinige Behandlung mit Carbo nicht inhibierend auf das Zellwachstum wirkte. Dies
entspricht den Ergebnissen der vorherigen Versuche mit Carbo. Bei 90 s ergab sich ab 2

W ein signifikanter Unterschied zwischen einfacher Zytostatika- und kombinierter

Behandlung.
A SKOV3: 445 nm 60 s + Carbo B SKOV3: 445 nm 90 s + Carbo
209 Ktrl 2 . Ktrl
. 3,0 uM Carbo 20- 3,0 uM Carbo
< < 15 * .
Z 0] x
5 5 10
S N
54 5
0- 0-
0 1 2 3 0 1 2 3
Leistung [W] Leistung [W]

Abb. 12: Wachstum von SKOV3-Zellen unter Carbo + Laser

Wachstum von SKOV3-Zellen nach Zugabe von 3,0 yM Carbo und nachfolgender
Laserbehandlung mit 1 bis 3 W (0 W = keine Laserbehandlung) tber 60 s (A) und 90 s
(B) bei 445 nm. Die Zellzahl wurde nach 120 h gemessen. Die Ergebnisse stammen aus
mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert + SD der
absoluten Zellzahlen. Die Auswertung erfolgte mit dem Studentschen t-Test (p<0,05 (*),
p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).

Das gleiche Bild zeigte sich bei den Versuchen mit Doce (Abb. 13), wobei aufgrund eines
Versuchsfehlers die Messung mit einer Laserbehandlung von 90 s und 3 W
ausgeschlossen werden musste. Im abgebildeten Leistungsbereich konnten weder bei 60
s noch bei 90 s Behandlung signifikante Wachstumsunterschiede zur Kontrolle ohne
Laserbehandlung dargestellt werden. Jedoch wurde hier auch allein durch Doce keine
signifikante Wachstumshemmung festgestellt, auch wenn die festgelegte Konzentration

von 0,5 nM in Vorversuchen einen antiproliferativen Effekt hervorgerufen hatte.
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A SKOV3: 445 nm 60 s + Doce B SKOV3: 445 nm 90 s + Doce
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Abb. 13: Wachstum von SKOV3-Zellen unter Doce + Laser

Wachstum von SKOV3-Zellen nach Zugabe von 0,5 nM Doce und nachfolgender
Laserbehandlung mit 1 bis 3 W (A) bzw. 1 und 2 W (B) (0 W = keine Laserbehandlung)
Uber 60 s (A) und 90 s (B) bei 445 nm. Die Zellzahl wurde nach 120 h gemessen. Die
Ergebnisse stammen aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Dargestellt sind
Mittelwert £ SD der absoluten Zellzahlen. Die Auswertung erfolgte mit dem Studentschen
t-Test (p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).

Bei Pacli (Abb. 14) wurden Behandlungszeiten von 60 s und 90 s mit Leistungen von 1
bis 3 W getestet, wobei keine signifikanten Unterschiede zur alleinigen Behandlung mit
Pacli festgestellt werden konnten. Die SKOV3-Zellen reagierten auch hier nicht signifikant

auf die in Vorversuchen festgelegte Pacli-Konzentration.

A SKOV3: 445 nm 60 s + Pacli B SKOV3: 445 nm 90 s + Pacli
201 201
Hl Ktrl Kt
15 T 2,0 nM Pacli 154 B 2,0 nM Pacli
‘e )
% -~
= 104 ‘:’ 104
2 2
N N
0- 0-
0 1 2 3 0 1 2 3
Leistung [W] Leistung [W]

Abb. 14: Wachstum von SKOV3-Zellen unter Pacli + Laser

Wachstum von SKOV3-Zellen nach Zugabe von 2,0 nM Pacli und nachfolgender
Laserbehandlung mit 1 bis 3 W (0 W = keine Laserbehandlung) tber 60 s (A) und 90 s
(B) bei 445 nm. Die Zellzahl wurde nach 120 h gemessen. Die Ergebnisse stammen aus
mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert + SD der
absoluten Zellzahlen. Die Auswertung erfolgte mit dem Studentschen t-Test (p<0,05 (*),
p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).
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Insgesamt erbrachte die Behandlung von SKOV3-Zellen mit Laserstrahlung und
Zytostatika mit einer Ausnahme keine aussagekraftigen Ergebnisse, da die festgelegten
Konzentrationen der Zytostatika nicht den in den Vorversuchen gezeigten

antiproliferativen Effekt hervorgerufen haben.

OVCARS3-Zellen wiederum reagierten starker auf die kombinierte Behandlung. Die
Kombinationen von Carbo, Doce, Pacli und Laserstrahlen erbrachten jeweils

vergleichbare Effekte auf das Zellwachstum.

Eine Kombination von Laserbehandlung und 0,5 yM Carbo (Abb. 15) zeigte bei OVCARS-
Zellen signifikante Wachstumsunterschiede im Vergleich zur Kontrolle mit Carbo allein,
insbesondere bei hoheren Laserleistungen. Eine Laserbehandlung von 60 s Dauer mit
einer Leistung von 3 W ergab in Kombination im Vergleich zur einfachen Behandlung mit
Carbo einen signifikanten Unterschied. Bei 90 s Behandlung zeigte sich eine signifikante

Wachstumsinhibition bereits ab einer Leistung von 2 W.

A  OVCAR3:445nm 60 s + Carbo B  OVCARS: 445 nm 90 s + Carbo
30+ -
= Kl ® Kl
_ T 0,5 uM Carbo 20- 0,5 uM Carbo
x = 157
c * [
2 S 10 * *
3 10+ S
54
0- 0-
0 1 2 3 0 1 2 3
Leistung [W] Leistung [W]

Abb. 15: Wachstum von OVCAR3-Zellen unter Carbo + Laser

Wachstum von OVCARS3-Zellen nach Zugabe von 0,5 uyM Carbo und nachfolgender
Laserbehandlung mit 1 bis 3 W (0 W = keine Laserbehandlung) Gber 60 s (A) und 90 s
(B) bei 445 nm. Die Zellzahl wurde nach 120 h gemessen. Die Ergebnisse stammen aus
mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert £+ SD der
absoluten Zellzahlen. Die Auswertung erfolgte mit dem Studentschen t-Test (p<0,05 (*),
p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).

Auch bei der Kombination aus Laserstrahlung und Doce (Abb. 16) konnte ein signifikanter
Effekt bei hdheren Laserleistungen erzielt werden. Bei 60 s zeigte sich ein signifikanter

Wachstumsunterschied zur Kontrolle ohne Laser ab 3 W, bei 90 s ab 2 W.
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Abb. 16: Wachstum von OVCARS3-Zellen unter Doce + Laser

Wachstum von OVCARS3-Zellen nach Zugabe von 0,2 nM Doce und nachfolgender
Laserbehandlung mit 1 bis 3 W (0 W = keine Laserbehandlung) tber 60 s (A) und 90 s
(B) bei 445 nm. Die Zellzahl wurde nach 120 h gemessen. Die Ergebnisse stammen aus
mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert £+ SD der
absoluten Zellzahlen. Die Auswertung erfolgte mit dem Studentschen t-Test (p<0,05 (*),
p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).

Bei der Laserbehandlung von OVCARS3-Zellen in Anwesenheit von Pacli (Abb. 17)
ergaben sich bei 60 s Behandlungsdauer keine signifikanten Wachstumsunterschiede.
Bei 90 s konnte im Gegensatz dazu ab einer Leistung von 2 W eine Wachstumsinhibition
festgestellt werden. Angemerkt werden muss hierbei allerdings, dass bei den
vorliegenden Versuchen schon die Wachstumshemmung allein durch die ausgewahlte

Konzentration an Pacli wesentlich hoher war als bei Doce und Carbo.
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Abb. 17: Wachstum von OVCARS3-Zellen unter Pacli + Laser

Wachstum von OVCARS3-Zellen nach Zugabe von 1,0 nM Pacli und nachfolgender
Laserbehandlung mit 1 bis 3 W (0 W = keine Laserbehandlung) tber 60 s (A) und 90 s
(B) bei 445 nm. Die Zellzahl wurde nach 120 h gemessen. Die Ergebnisse stammen aus
mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwert + SD der

absoluten Zellzahlen. Die Auswertung erfolgte mit dem Studentschen t-Test (p<0,05 (*),
p<0,01 (**) und p<0,001 (***)).
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4. Diskussion

Das OC wird in einem Grol3teil der Falle erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert,
bei denen es bereits zu einer Metastasierung innerhalb der Peritonealhhle gekommen
ist (Matulonis et al., 2016; Cortez et al., 2018). Das ubliche Therapieregime beinhaltet die
Gabe von Carbo und Pacli alle drei Wochen Uber 6 Zyklen, ggf. kombiniert mit
Bevacizumab und/oder einem PARP-Inhibitor im Rahmen der Erhaltungstherapie
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2024). Jedoch sind Rezidive haufig und viele Erkrankte
entwickeln eine Platinresistenz (Matulonis et al., 2016; Cortez et al., 2018;
Leitlinienprogramm Onkologie, 2024). Bei 5,3 % der Patientinnen schreitet das
Tumorwachstum trotz platinhaltiger Firstline-Chemotherapie fort (platinum non-sensitive),
bei 17,2 % kommt es innerhalb der ersten sechs Monate nach platinhaltiger
Chemotherapie zu einem Rezidiv (platinum resistent) (Cortez et al., 2018; Basta et al.,
2015). Die Mechanismen sind im Detail ungeklart, allerdings gibt es Vermutungen tber
eine Inaktivierung der Tumorsuppressorgene Retinoblastom 1 (RB1), Neurofibromin 1
(NF1), RAD51B und PTEN (Matulonis et al., 2016).

In dieser Arbeit wurden die Veranderungen der Zellzahl in Anwesenheit der Zytostatika
Carbo, Doce und Pacli betrachtet, wobei auffiel, dass die beiden verwendeten OC-
Zelllinien SKOV3 und OVCARS3 sehr unterschiedlich auf die Wirkstoffe reagierten. Bei
SKOV3-Zellen liel® sich im Vergleich zu OVCARS3-Zellen eine geringere Sensitivitat
gegenuber dem platinhaltigen Zytostatikum Carbo nachweisen. Wahrend sich die
Wachstumskurve der SKOV3-Zellen bei Inkubation mit 3,0 uM Carbo wenig von der
Kontrolle unterschied, sind die OVCAR3-Zellen mit derselben Carbo-Konzentration
nahezu vollstandig abgestorben. Dies entspricht den Ergebnissen von Pénzvalto et al.
(2014), die unter vier OC-Zelllinien SKOV3 als resistenteste und OVCARS als sensibelste
Zelllinie gegenuber Carbo identifizierten. Mitochondriale Prozesse spielen eine
wesentliche Rolle in der Resistenzentwicklung von SKOV3-Zellen gegenlber
platinhaltigen Chemotherapeutika. Bei resistenten SKOV3-Zellen konnten unter anderem
eine verminderte Dihydropyramidinase-related Protein- (DRP-) und eine erhohte
Mitofusion-2- (MFN2-) Expression festgestellt werden. DRP1 steuert die mitochondriale

Spaltung und MFN2 die Fusion der mitochondrialen Membranschichten, wodurch beide
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Faktoren Uber ihren Einfluss auf das intrazellulare Adenosintriphosphat- (ATP-) und ROS-
Level eine essentielle Rolle im Hinblick auf eine Platinresistenz spielen (Zou et al., 2021).

OVCARS3-Zellen hingegen reagierten wesentlich sensibler auf Carbo.

In Bezug auf Doce und Pacli konnte bei Inkubation von SKOV3-Zellen zu Beginn der
Studie zunachst ein zytostatischer Effekt hervorgerufen werden. Im zeitlichen Verlauf und
nach mehrfachen Wiederholungen konnte allerdings kein hemmender Effekt von Doce
und Pacli auf SKOV3-Zellen mehr festgestellt werden. Die SKOV3-Zellen reagierten
dementsprechend in der kombinierten Behandlung auf keines der drei Zytostatika.
OVCARS3-Zellen wiederum lieRen sich auch durch die beiden Taxane mit dem
gewiunschten Effekt hemmen. Aullerdem konnten zur Inhibition der OVCARS3-Zellen im
Vergleich zu den SKOV3-Zellen wesentlich niedrigere Wirkstoffkonzentrationen
verwendet werden. Fur etwa 20 % Reduktion des Zellwachstums der OVCAR3-Zellen 120
h nach Behandlung konnten jeweils 0,2 nM Doce oder 1,0 nM Pacli verwendet werden.
Fur die SKOV3-Zellen lagen die Konzentrationen bei 0,5 nM Doce oder 2,0 nM Pacli, also
etwa doppelt so hoch. Auch in der Literatur werden hdhere Dosen an Pacli und Carbo fur
SKOV3- im Vergleich zu OVCARS3-Zellen verwendet (Smith et al., 2005). Es ist
anzunehmen, dass SKOV3-Zellen nicht nur bei der Inkubation mit Carbo, sondern auch

mit den verwendeten Taxanen eine hohere Widerstandsfahigkeit aufweisen.

Ein aktuelles Forschungsthema ist der Einsatz von HIPEC beim intraperitoneal
metastasierten OC. Dabei werden Zytostatika intraoperativ direkt in die Bauchhohle
verabreicht, wobei die Aufnahme durch deren Erwarmung gesteigert wird (Tsuyoshi et al.,
2020; Oei et al., 2015; Farrell et al., 2022). Im Jahre 2018 wurde die OVIHIPEC 1-Studie
durchgefiihrt, die einen grol3en Nutzen in der ip Chemotherapie sah. Es zeigte sich eine
verbesserte Uberlebensrate durch langeres rezidivireies Uberleben und langere
Gesamtuberlebenszeit, wenn an die Intervall-CRS noch eine HIPEC angeschlossen
wurde (van Driel et al., 2018). Die Eindringtiefe von Cisplatin in das Tumorgewebe betragt
1-3 mm, wodurch vor allem far Frauen mit minimaler Resterkrankung ein Vorteil durch die
platinbasierte HIPEC entstehen kann (Farrell et al., 2022). Dennoch ist die HIPEC ein
kontrovers diskutiertes und wenig etabliertes Verfahren, da durch die ip Katheterisierung
eine optimale Medikamentenverteilung und -absorption anzuzweifeln ist (Bookman,

2016). Durch die Hyperthermie erhoht sich zwar die Penetrationsdistanz, wird diese



46

allerdings Uberschritten, geschieht die Medikamentenverteilung grotenteils Uber den
Blutkreislauf und von Vorteilen der ip Gabe gegenuber der iv Gabe kann nicht mehr
ausgegangen werden (El-Kareh und Secomb, 2004). Gleiches gilt beim Vorhandensein
von Adhasionen, Fibrose, hohem interstitiellen Druck und undichten Kapillaren (Bookman,
2016). Aufgrund der meist therapielimitierenden Nebenwirkungen hat sich die HIPEC bei
der Behandlung des fortgeschrittenen OC nicht durchgesetzt und wird aktuell in der
Therapie des OC nicht empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2024).

Physikalische Verfahren wie nicht-invasives physikalisches Plasma (NIPP) konnten fir
ein spezifischeres Tumoransprechen sorgen und damit das Auftreten systemischer
Nebenwirkungen reduzieren. Im Falle von NIPP konnte an Mammakarzinom-Zellen ein
inhibitorischer Effekt auf das Zellwachstum festgestellt werden. Ein besonderes
Augenmerk liegt dabei auf dem Einfluss auf die Zellmembran und -struktur, der das
Eindringen niedermolekularer Strukturen beglnstigt (Stope et al., 2020). Ein weiteres
physikalisches Verfahren, welches wie NIPP intraoperativ eingesetzt werden kdnnte, ist
die Lasertherapie. Laserstrahlen haben zahlreiche Effekte auf die Zellen, unter anderem
auf die zellulare Signaltransduktion. Es wird angenommen, dass die Cytochrom-C-
Oxidase an der inneren mitochondrialen Membran ein wesentlicher Angriffspunkt von
roten und nahinfraroten Laserstrahlen ist. Dartber hat Laserstrahlung Einfluss auf die
Zellproliferation und -migration (Crous und Abrahamse, 2013; Al-Watban und Andres,
2012). Anhand von Versuchen an Fibroblasten der Gingiva mit einem Laser der
Wellenlange 780 nm wurde eine Stimulation von Zellwachstum, Zellproliferation und -
migration nachgewiesen. Weitere erklarende Beobachtungen waren unter anderem die
Freisetzung von Wachstumsfaktor, Inhibitorproteinen der Cyclin-abhangigen Kinasen
(CDK) oder die Aktivierung der Tyrosinkinase Src. Darauf basierend wirkt Laserstrahlung
positiv auf die Wundheilung und kann fur Knochenregeneration und Osteointegration
nach Zahnimplantaten eingesetzt werden (Jakse et al., 2007; Basso et al., 2012; Liang et
al., 2015). Gleichzeitig kann Laserstrahlung zu einer Hemmung des Zellzyklus und
Induktion von Apoptose fuhren. Bei einer Wellenlange von 632,8 nm wurde eine
applizierte Dosis von 180 mJ/cm? als optimaler Wert fUr einen biostimulatorischen Effekt
beschrieben, wahrend 420-600 mJ/cm? zu einer Zellinhibition fihrten (Crous und
Abrahamse, 2013). In Bezug auf die Abhangigkeit von Wellenlange und Leistungs- bzw.

Energiedichte des Lasers herrscht in der Literatur Uneinigkeit (da Silva et al., 2020). Im
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Hinblick auf die Steigerung der Membranpermeabilitat beschrieben St-Louis Lalonde et
al. (2013) eine vergleichbare Effektivitat bei 532 nm und 1024 nm. In der Annahme, dass
Wellenlangen nahe dem infraroten Spektrum tendenziell zu einer Steigerung des
Zellwachstums flhren, wahrend die Bestrahlung mit Wellenlangen im Bereich des
sichtbaren Lichts eher eine Hemmung des Zellwachstums hervorruft, wurde sich in dieser
Arbeit fur einen Laser mit der Wellenlange von 445 nm entschieden. Die Versuche an den
beiden OC-Zelllinien OVCAR3 und SKOV3 konnten diese Theorie bestatigen. Es wurde
eine signifikante Inhibition beider Zelllinien ab einer Leistung von 3 W erreicht, bei SKOV3
sowohl bei 60 (87 J/cm?), 90 (131 J/cm?) und 120 s (175 J/cm?) Behandlung, bei OVCARS3
nur bei 90 (131 J/cm?) und 120 s (175 J/cm?). Die erhdhte Widerstandsfahigkeit von
SKOV3-Zellen, die bei Inkubation mit den Zytostatika auffiel, konnte bei der
Laserbehandlung zunachst nicht bestatigt werden. Liang et al. (2015) machten weitere
Untersuchungen an Mundhdhlenkrebszellen (OC2-Zellen) mit einem Laser der
Wellenlange 810 nm und stellten dabei einen erhohten Anteil von Zellen in der G1 und
subG1-Phase nach Laserbehandlung mit 1 W/cm? Uber 60 s (60 J/cm?) fest. Daraus kann
geschlossen werden, dass der Zellzyklus in der G1-Phase angehalten und somit der
Zelltod induziert wurde. Gleichzeitig wurden ein erhdhtes Level an ROS, der Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials sowie eine erhdohte Caspase-3-Aktivitat beobachtet
(Liang et al., 2015).

Uber die Umgebungstemperatur kénnen mit Laserstrahlen die Zellregulation und die
Membranpermeabilitat beeinflusst werden. Somit konnte Laserstrahlung intraoperativ in
Kombination mit ip Chemotherapie eingesetzt werden. Laserstrahlung st
monochromatisches Licht, welches im Versuch mit einer Wellenlange von 445 nm auf die
Zellen im Zellkulturmedium traf. Dieses phenolrote Nahrmedium wies ein hohes
Absorptionspotential auf, weshalb es zu dessen Erwarmung kam (Nikolskaya et al., 2006).
Schon bei einer kurzen Behandlungszeit konnte eine deutliche Erwarmung des
Zellkulturmediums festgestellt werden. Bis 90 s konnte ein linearer Zusammenhang
zwischen Behandlungszeit und Temperaturanderung festgestellt werden. Diese war bei
niedrigeren Leistungen geringer war als bei hoheren Leistungen. Auch bei Leistungen bis
5 W herrschte bei gleichbleibender Behandlungszeit ein annahernd linearer
Zusammenhang. Fisher et al. (2010) nutzten die Energie der Laserstrahlen noch gezielter

durch den Einsatz von multiwalled carbon nanotubes (MWNTs). Diese wurden
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intrazellular eingeschleust und absorbierten dort das Licht der spezifischen
Laserwellenlange. Durch die gezielte Ansteuerung des Tumorgewebes uber die MWNTs
konnte eine deutlich starkere, aber selektive Erhitzung gewahrleistet und somit eine
Tumorsuppression mit gleichzeitig niedriger Expression von Hitzeschockproteinen (HSP)
erreicht werden. Allerdings ist zu beachten, dass durch einen deutlichen Anstieg von HSP
eine Wachstumsstimulation der Tumorzellen und eine verstarkte Resistenz gegenuber
Chemo- und Strahlentherapie auftreten kdnnen (Fisher et al., 2010). Ebenso kann tber
HSP bei langerer milder Hyperthermie um 40 °C eine Thermotoleranz der Zellen
hervorgerufen werden. Diese sind daraufhin weniger sensibel fur potenziell letale
Temperaturen Uber 43 °C. Folglich geht eine hohe Expression von HSP mit einer hoheren
Tumorresistenz einher und sollte fur eine erfolgreiche Therapie entsprechend vermieden
werden (Bettaieb und Averill-Bates, 2015). Auch Temperaturschwankungen wirken sich
auf die Regulationsmechanismen der Zellen aus (Bettaieb und Averill-Bates, 2015) und
sollten in der Studie verhindert werden. Da die Temperaturerh6hung nicht primar eine
erhohte Apoptoserate der Zellen hervorrufen sollte, wurde in spateren Versuchen eine

Laserleistung von 4 W Uber eine Dauer von 120 s nicht Uberschritten.

Wiederum wichtig im Zusammenhang mit der Laserbehandlung ist die Hyperthermie-
bedingte Erhdhung des Membranpotentials (Nikolskaya et al., 2006). Hyperthermie kann
zu einer erhdhten Fluiditat der Phospholipidmembran und folglich zu einer erhdhten
Medikamentenaufnahme fuhren. Nachgewiesen werden konnte dies bereits mit Cisplatin,
welches bei Hyperthermie bis 43 °C einen potenzierenden Effekt zeigte, wahrend Carbo
und Oxaliplatin additiv wirkten (Gabano et al., 2008). Die erhéhte Membranpermeabilitat
fur Medikamente ist der Grund fir eine erhdhte Penetrationsdistanz von ip verabreichter
Chemotherapie im Rahmen der HIPEC (El-Kareh und Secomb, 2004). Beim Einsatz von
Laserstrahlung in Kombination mit ip verabreichter Chemotherapie konnte die Erwarmung
folglich  forderlich wirken oder sogar ursachlich fir die erleichterte ip
Medikamentenaufnahme sein. In der Versuchen mit NIPP konnte bereits gezeigt werden,
dass durch den Verlust der Zellmembranintegritat der Eintritt von Zytostatika in die Zelle
verbessert und deren Wirkung gesteigert werden konnte (Haralambiev et al., 2020;
Daeschlein et al., 2018). Bei der Laserbehandlung lag dies ebenfalls nahe. Zunachst
wurden die Zellen nach der Laserbehandlung mit den Zytostatika inkubiert. Dabei konnten

schon bei niedriger Energie signifikante Effekte auf das Zellwachstum gezeigt werden.
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Insbesondere SKOV3-Zellen reagierten sehr sensibel auf die Laserbehandlung. Bei ihnen
zeigte sich eine signifikante Zellzahlreduktion mit Laser- und anschlielender
Zytostatikabehandlung ab 120 J (1 W Uber 120 s, applizierte Dosis von 58 J/cm?).
Allerdings erzeugte auch die Laserstrahlung allein schon eine deutliche Zellzahlreduktion,
weshalb ein synergistischer Effekt mit den Zytostatika nicht zu beweisen war. Es wurde
die Theorie aufgestellt, dass Laserstrahlen nur fur einen zeitlichen Bruchteil die
Membranpermeabilitat storen und die Aufnahme der Zytostatika in die Zelle férdern. Dies
steht in Einklang mit den Untersuchungen von Yao et al. (2005), welche bei Inkubation
der Zellen mit Propidiumiodid direkt nach Laserbestrahlung eine Aufnahme Uber die
Zellmembran beobachteten, die dann mit zunehmender Zeit abnahm. Aquivalente
Ergebnisse lieferten auch Schneckenburger et al. (2002), die mithilfe eines maximal 2,5 s
andauernden und 1 MW/cm? starken Laserstrahls der Wellenlange 488 nm Locher in der
Zellmembran erzeugen konnten, welche maximal 5 min detektierbar waren. Dabei wurden
nur einzelne Zellen bestrahlt und mithilfe eines Interferenzkontrastmikroskops

ausgewertet (Schneckenburger et al., 2002).

Das Versuchsregime wurde folglich umgestellt und die Zellen in Anwesenheit der
Zytostatika mit den Laserstrahlen behandelt. SKOV3-Zellen, die mit Carbo inkubiert und
anschlielliend mit Laserstrahlen behandelt wurden, zeigten bei 90 s Behandlung ab 2 W
(180 J, 87 J/cm?) eine signifikante Zellzahlreduktion. Dabei liel3 sich weder eine
signifikante Zellzahlreduktion durch die Laserstrahlen noch durch Carbo allein
hervorrufen. Hier konnte die Inhibition folglich auf einem synergistischen Effekt zwischen
den Laserstrahlen und der Carbo-Behandlung beruhen. Bei Inkubation von SKOV3-Zellen
mit Doce und Pacli liel® sich dieses Ergebnis nicht wiederholen. Bei OVCAR3-Zellen
konnte ebenfalls eine groere Wachstumshemmung durch die Kombination mit
Laserstrahlen hervorgerufen werden. Ab 180 J (87 J/cm?) konnte nach Inkubation mit
Carbo, Doce oder Pacli ein niedrigeres Zellwachstum als durch die Zytostatika allein
hervorgerufen werden. Dies spiegelte sich in niedrigeren Zellzahlen zum Messzeitpunkt
von 120 h im Vergleich zur rein mit dem jeweiligen Zytostatikum behandelten Zellen wider.
Dabei machte es keinen Unterschied, ob diese Energie durch eine Laserbehandlung mit
einer Leistung von 2 W Uber 90 s (Ausnahme: Pacli) oder mit einer Leistung von 3 W Uber
60 s erreicht wurde. Bei Erhéhung der applizierten Laserenergie (ab 270 J bzw. 131 J/cm?)

erzielte allerdings auch die Laserstrahlung allein eine signifikante Wachstumshemmung,
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sodass ein synergisticher Effekt der Kombinationsbehandlung ab dieser Energie nicht
beurteilt werden kann. Uber den Einfluss von Laserstrahlung auf die
Membranpermeabilitat von OVCAR3-Zellen wurde von Yao et al. (2017) eine
umfangreiche Arbeit verfasst. Anders als in dieser Arbeit wurden Gold-Nanopartikel
(AuNPs) verwendet und an Cetuximab gekoppelt, welches spezifisch den Epidermaler-
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) von OVCARS-Zellen angriff. AnschlieRend wurden
diese mit einem gepulstem Laserstrahl der Wellenlange 532 nm bestrahlt, wodurch 150
kDa FITC-Dextran besser in die Zelle aufgenommen werden konnte. Durch die AuNPs
war eine gezielte Erzeugung von Poren in der Zellmembran maoglich. Bei einer applizierten
Dosis uber 600 mJ/cm? lag die Rate an Zellen mit permeabler Membran bei 20-30 %. Die
Laserenergie und die Behandlungszeit korrelierten positiv mit der Zelltodrate (Yao et al.,
2017), welches mit den Ergebnissen dieser Arbeit Ubereinstimmt. Je langer und je starker
die Zellen ohne Zytostatikum bestrahlt wurden, desto niedriger war die gemessene
Zellzahl nach 120 h. Eine signifikant verringerte Zellzahl war bei OVCARS3-Zellen
allerdings erst ab 270 J (entspricht einer applizierten Dosis von 131 J/cm?) feststellbar. Im
Gegensatz zur genannten Studie wurde in dieser Arbeit ein kontinuierlich emittierender
Laser verwendet. Nach den Ergebnissen von Khalaj et al. (2023) kdnnen sowohl durch
kontinuierliche Laserstrahlung als auch durch gepulste Laserstrahlung signifikante Effekte
auf die Zellproliferation erzeugt werden. Hierbei wurde ein Laser der Wellenlange 980 nm
mit applizierten Dosen von 5,2 J/cm? (CW) bzw. 5 J/cm? (PW) mit einer Wiederholungsrate
von 50 Hz verwendet. Auf die Zellmigration hatte die gepulste Anwendung im Gegensatz
zur kontinuierlichen Strahlung keine signifikanten Auswirkungen (Khalaj et al., 2023). In
dieser Arbeit wurden die Zellen im adharenten Zustand und in 500 pl Nahrmedium
behandelt, um die Storfaktoren in der Zellkultivierung weitestgehend zu reduzieren. Yao
et al. (2017) variierten bei ihren Versuchen die Bedingungen der bestrahlten Zellen. Dabei
wurde festgestellt, dass die Aufnahme des Dextrans durch vorherige Inkubation der Zellen
mit Trypsin gesteigert werden konnte. Bei Inkubation der Zellen in PBS konnte das
Optimum von 70 % permeablen Zellen bei niedrigeren Bestrahlungsdichten erreicht
werden als bei Behandlung in RPMI, gleichzeitig war schon friher eine hdhere Zelltodrate

zu verzeichnen (Yao et al., 2017).

Insgesamt wurden Laserenergien zwischen 30 und 480 J (15-233 J/cm?) getestet. In der

Literatur finden sich vor allem Studien mit Verwendung von Laserenergie im niedrigen
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zweistelligen Bereich. Es muss erwahnt werden, dass ein hoher Leistungsverlust bei der
Laserstrahlung festgestellt werden konnte und die am Laser eingestellte Leistung nicht
vollstandig auf die Zellen traf. Bei Leistungen zwischen 1 und 10 W erreichten die Zellen
in der 24-Well-Zellkulturplatte mit 500 pl Nahrmedium nur 58-65 % der Leistung. Die
technischen Gegebenheiten erlaubten keine Versuche mit niedrigeren Leistungen. Die
Ergebnisse zeigen auch, dass dies nicht sinnvoll gewesen ware. Es war nicht das Ziel,
allein mit der Laserstrahlung das Zellwachstum zu hemmen. Aulerdem konnte in der
Kombination mit den Zytostatika in keinem Versuch ein signifikanter
Wachstumsunterschied zu den nur mit Zytostatika behandelten Zellen im Bereich unter
120 J (58 J/cm?) festgestellt werden. Eine Erhohung der Membranpermeabilitat oder
Beeinflussung der Transportmechanismen der Zellmembran konnte durch niedrigere
Energie entsprechend nicht hervorgerufen werden. Dies kann mdglicherweise auf den zu
geringen Temperaturanstieg zurickgefuhrt werden, der bei 120 J (58 J/cm?) nur 4,4 °C
betrug. Die meisten signifikanten Ergebnisse wurden bei einer Laserbehandlung ab 180
J (87 J/cm?) erreicht, wobei ein Temperaturanstieg von uber 6 °C hervorgerufen wurde.
Dies ist Ubereinstimmend mit Ergebnissen der Literatur, bei denen eine exponentielle
Steigerung der Medikamentenaufnahme bei héherer Temperatur erreicht werden konnte
(Gabano et al., 2008).

Da bei den SKOV3-Zellen ein synergistischer Effekt zwischen Laserstrahlung und Carbo,
nicht aber Doce und Pacli, festgestellt wurde, kdnnen molekularbiologische Unterschiede
zwischen den Zytostatika diskutiert werden. Carbo verfugt uber ein Molekulargewicht von
371,25 g/mol, mit dem es weniger als halb so schwer ist wie Doce mit 807,9 g/mol und
Pacli mit 853,9 g/mol (PubChem, 2023a, 2023b, 2023c). Dieser Unterschied wird auch
bei Betrachtung der Strukturformeln (Abb. 1) deutlich. Gegebenenfalls konnten die
SKOV3-Zellen Carbo dadurch besser aufnehmen als die beiden Taxane Doce und Pacli.
Bei OVCARS3-Zellen ist kein Unterschied zwischen Carbo und den Taxanen im Hinblick
auf eine bessere Aufnahme Uber die Membran feststellbar. Dies kdnnte dafir sprechen,
dass die durch die Laserstrahlen vermittelte Durchlassigkeit eine Ausschlussgrofie
aufweist, die alle drei Zytostatika erreichen. Eine Untersuchung mit einem
hochauflésenden Mikroskop kénnte Aufschluss darliber geben, welche Grofle die Poren
in der Zellmembran aufweisen. AuRerdem koénnten Untersuchungen mit unterschiedlich

grolRen niedermolekularen Substanzen durchgefihrt werden, um die genannte
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Ausschlussgrofie zu ermitteln. Bei Inkubation der Zellen mit unterschiedlich grof3en FITC-
Dextranen konnte nach der Laserbehandlung mittels Durchflusszytometrie das
erfolgreiche Einbringen des Dextrans in die Zelle bis zu einer bestimmten
Ausschlussgrofle nachgewiesen werden. Um generell die erhdhte Membranpermeabilitat
durch die Laserbehandlung nachzuweisen, ware ebenso die Inkubation mit einem
Fluoreszenzfarbstoff, bspw. Trypanblau, sinnvoll. Dieser Farbstoff ist normalerweise nicht
membrangangig. War die Membranpermeabilisierung durch die Laserbehandlung
erfolgreich, konnte im Anschluss mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops tberpruft werden,

ob der Farbstoff in die Zellen aufgenommen wurde.

Die Mdglichkeit, die Membranpermeabilitdt durch Laserstrahlung zu erhdhen, erdffnet
neben der Krebsbehandlung auch verschiedene weitere Moglichkeiten. Es kdnnten z. B.
andere Medikamente in Zellen eingeschleust und somit deren Dosis reduziert werden.
Gleichzeitig bestliinde die Mdglichkeit zur Plasmidtransfektion von Zellen. Laserpulse
wurden daflr bereits zur Erhitzung von Plasmonic Nanobubbles (PNBs) genutzt, mit
denen eine Gentransfektion ausgewahlter Zellen erreicht werden konnte (Lukianova-Hleb
et al., 2011). Aber auch der Laser allein kann durch Erh6hung der Membranpermeabilitat
und Bildung einer voribergehenden Membranpore das Einfihren zellfremder DNA
ermdglichen (Stevenson et al., 2006; Palumbo et al., 1996). Mit dem Laser lieRe sich
neben dem Zellwachstum auch die Zelldifferenzierung im Rahmen der
Stammzellforschung beeinflussen. Weitergehende Studien konnten auflerdem den
Einfluss von Laser auf Bakterien und Viren untersuchen. Da bereits Unterschiede bei der
Modifizierung der Laserparameter wie Leistung, Wellenlange, Behandlungsabstand und
Behandlungsdauer auftraten, sollte der Einfluss der jeweiligen Parameter eingehender

untersucht werden.

Klinische Anwendung kdnnte der Laser bspw. im Rahmen der ip Chemotherapie finden.
Tumorareale konnten gezielt bestrahlt und somit fur die Chemotherapie sensibilisiert
werden. Synergistisch wurde wie bei der HIPEC die Warme wirken, die die
Penetrationsdistanz der medikamentésen Behandlung hebt (Oei et al., 2015). Die Vorteile
in der zusatzlichen Laserbehandlung wirden in der Reduktion der Medikamentendosis
und somit der einhergehenden Nebenwirkungen liegen. Eine gezielte Laserbestrahlung

wurde aulerdem zu einer hoheren Schonung des gesunden Gewebes beitragen. Ein
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Einsatz bei der Behandlung des fortgeschrittenen OC nach der primaren Debulking-
Operation bietet sich an. Dabei kdnnten sowohl peritoneale Absiedlungen als auch

postoperative Tumorreste behandelt werden.

Der klinische Einsatz von Laserstrahlung ist vielseitig. So kénnen Laserstrahlen mit
niedriger Energie bei Mukositis im Rahmen von Radiochemotherapie die Schmerzen
sowie den Opioidbedarf und Bedarf an parenteraler Ernahrung senken (Gautam et al.,
2012). In der Zahnheilkunde wird Laserstrahlung bei aphtoser Stomatitis eingesetzt und
kann dabei zu einer verbesserten Wundheilung und Schmerzreduktion fiihren (Suter et
al., 2017). Auch bei der Versorgung von Brandnarben wird Laserstrahlung erfolgreich
eingesetzt (Issler-Fisher et al., 2017). Ein intraoperativer Einsatz von Laser ist vorstellbar,
weshalb die Interaktionen mit ip Chemotherapie weiter untersucht werden sollten. Neben
dem OC kénnte Laserstrahlung in Kombination mit ip Chemotherapie auch bei anderen
Malignitaten wie einem peritoneal metastasierten Magenkarzinom zum Einsatz kommen
(Chen et al., 2023).
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5. Zusammenfassung

Die Laserbehandlung ist ein physikalisches Verfahren, welches in der Gynakologie bereits
Anwendung in der Therapie des Lichen sclerosus der Vulva oder bei Condylomata
acuminata der Zervix findet (Yordanov et al., 2020; Wu et al., 2024), aber auch in der
Krebsforschung zunehmend in den Fokus gelangt. Dabei macht man sich den Einfluss
auf die Zellproliferation zunutze, wobei Laserstrahlung in Abhangigkeit von der
Wellenlange und der applizierten Dosis sowohl inhibierend als auch fordernd wirken kann
(Liang et al., 2015; Matsumoto et al., 2014). Gleichzeitig kann Laserstrahlung zumindest
einen zeitweiligen Einfluss auf die Membranpermeabilitdt von Zellen haben (Yao et al.,
2005). Daraus entstand die Hypothese, dass eine Laserbehandlung zu einer

Sensibilisierung der Zellen gegenuber Zytostatika fuhren kann.

In dieser Arbeit wurden zwei OC-Zelllinien SKOV3 und OVCARS3 verwendet. Zunachst
wurden geeignete Konzentrationen an Carboplatin (Carbo), Docetaxel (Doce) und
Paclitaxel (Pacli) gesucht, die das Zellwachstum um etwa 20 % hemmen. Parallel wurde
ein geeigneter Versuchsaufbau mit dem Laser entwickelt. Dabei wurden externe
Storfaktoren auf die Zellkultur weitestgehend reduziert, um eine groRtmaogliche
Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten. AulRerdem wurde der Parameter Temperatur
eingehender untersucht. Einerseits sollte es nicht zu einer thermischen Inaktivierung der
Zellen kommen, andererseits spielt die Temperatur in Bezug auf die
Membranpermeabilitat eine  entscheidende Rolle. Nach  Optimierung der
Versuchsbedingungen konnte erfolgreich der hemmende Einfluss von alleiniger
Laserstrahlung auf das Zellwachstum nachgewiesen werden. Weitergehend sollten die
synergistischen Effekte von Laserstrahlung auf die Behandlung mit Zytostatika Uberpruft
werden. Dazu wurden die Zellen mit einem der Zytostatika inkubiert und anschlieRend mit
dem Laser behandelt. Bei den SKOV3-Zellen konnte eine signifikant groere Zellinhibition
in Kombination als mit der Laserstrahlung und Carbo einzeln erreicht werden. Bei den
OVCARS3-Zellen ergab sich ab einer applizierten Laserenergie von 180 J ein signifikanter
Unterschied in der kombinierten Behandlung im Vergleich zur rein medikamentds
behandelten Kontrolle. Auch dort hatte die Kombination einen groReren Effekt als die

Laserbehandlung allein. Es konnten folglich synergistische Effekte zwischen den
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Behandlungsmethoden festgestellt werden. Inwieweit diese auf einer Steigerung der
Membranpermeabilitdt beruhen, musste mithilfe weiterer Untersuchungen Uberpraft

werden.
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6. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Strukturformeln und Molmassen (MW) von Carbo (A), Pacli (B) und Doce (C)
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