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1. Einleitung

1.1 Ovarialkarzinom

Im Jahr 2023 sind in Deutschland mehr als 230000 Menschen an Krebs verstorben. Damit
sind Krebserkrankungen fur fast ein Viertel der Todesfalle in Deutschland verantwortlich
(Statistisches Bundesamt, September 2024). In Deutschland erkranken jahrlich mehr als
7000 Frauen am Ovarialkarzinom (OC). Die jahrliche Mortalitat liegt bei 5400
Patientinnen. Das OC ist damit die dritthaufigste Malignitat in der Gynakologie (Buttmann-
Schweiger und Kraywinkel, 2019; Nash et al. 2020). Die Erkrankung kann in jedem Alter
auftreten, allerdings steigt die Inzidenz mit fortgeschrittenem Alter. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 69 Jahren (Buttmann-Schweiger und Kraywinkel, 2019). Zu den
Risikofaktoren zahlen das fortgeschrittene Alter, eine familiare Haufung von Brustkrebs
oder OC (bzw. das Vorliegen einer BRCA1 und BRCA2 Mutation), aber auch Ubergewicht
und Kinderlosigkeit (Buttmann-Schweiger und Kraywinkel, 2019; Doubeni und Doubeni
und Myers, 2016). Als protektiv werden Faktoren wie die Einnahme von
Ovulationshemmer oder mehrere Geburten genannt, da diese die Eispringe
unterdriicken (Buttmann-Schweiger und Kraywinkel, 2019). Es gibt verschiedene
histologische Subtypen des OC. Die haufigsten Subtypen sind das serdse, das
endometriumoide, das klarzellige und das muzinése OC. Diese Unterscheidung ist
klinisch wichtig, weil die unterschiedlichen Subtypen verschiedene Eigenschaften haben
(McCluggage, 2011; Meinhold-Heerlein, 2011). Konkret unterscheidet man in die
histologischen Subtypen Typ | (“low grade®) und Typ Il (*high grade®). Die Typ | Tumore
werden haufig im FIGO (Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique)
Stadium | entdeckt und sind gut differenziert. Sie entwickeln sich haufig aus benignen
Tumoren (Zystadenom) und haben eine relativ gute Prognose. Unter Typ | Subtypen fasst
man endometriumoide Low-Grade und muzindése Tumore zusammen. Der Typ Il wird
haufig erst in spaterem FIGO Stadium diagnostiziert. Hier liegen keine benignen
Tumorerkrankungen im Vorfeld vor. Die Progression dieses Tumors ist schnell und geht
mit einer schlechten Prognose einher (Meinhold-Heerlein, 2011). Das OC ist eine
uberdurchschnittlich aggressive Erkrankung, welche in Industrielandern die haufigste
Todesursache bei Frauen mit einer gynakologischen Krebsdiagnose stellt. Damit ist es im

Allgemeinen die funfthaufigste Todesursache bei Frauen (Arora et al., 2023). Diese
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schlechte Prognose hat verschiedene Grunde. Einerseits hat sich derzeit noch kein
Screeningverfahren bewahren koénnen. Sowohl regelmalige sonographische
Untersuchungen, als auch die Bestimmung von Tumormarkern konnten die Mortalitat
nicht senken. Zwar gibt es das Antigen 125 (CA125), es gilt allerdings als unspezifisch.
Der Nachweis von CA125 korreliert nicht mit der Mortalitat (Buttmann-Schweiger und
Kraywinkel 2019; Arora et al., Stewart et al., 2019; Zhang, Siu et al., 2022). Aufgrund des
fehlenden Screeningverfahrens und den unspezifischen bzw. fehlenden Symptomen, wird
das OC in 75% der Falle erst in fortgeschrittenem Stadium erkannt (Doubeni und Doubeni
und Myers, 2016; Stewart et al., 2019). Das OC umfasst verschiedene, sehr heterogene
Subtypen, was die Behandlung ebenfalls erschwert (Kossai et al., 2018). Ein weiterer,
prognostisch ungunstiger, Faktor ist, dass es, trotz initial gutem therapeutischem
Ansprechen, haufig zu Rezidiven kommt. Mit jedem Rezidiv nimmt die Wirksamkeit der

zielgerichteten Therapie ab (Gupta et al., 2019).

1.2 Therapieoptionen

Die Wahl der Therapie ist abhangig von Stadium und histologischem Subtyp der
Erkrankung. Die komplette operative Tumorentfernung ist prognostisch hoch relevant
(Ruckhaberle und Fehm, 2022). Es gibt verschiedene operative Verfahren wie die primare
Debulking-Operation welche der Standard ist. Alternativ kann auch vorher eine erste
Chemotherapie verabreicht werden. Das Gesamtliberleben war bei beiden Verfahren
ahnlich. Nur die komplette Resektion des Primartumors konnte die Prognose verbessern
(Vergote et al., 2011). Die These, dass eine Operation einen signifikanten Vorteil auf das
Uberleben der Patientinnen hat, wird von vielen Quellen in der Literatur getragen,
allerdings gibt es mittlerweile auch Quellen, die keinen signifikanten Vorteil in der
Operation im Vergleich zur Chemotherapie sehen (Chern und Curtin, 2016). Ab einem
FIGO Stadium | C wird die Chemotherapie mit Platinderivaten empfohlen. Hier hat sich in
den letzten Jahren die Kombination aus Carboplatin und Paclitaxel etabliert (Parmar et
al., 2003; Ruckhaberle und Fehm, 2022). Haufig wird die Kombination aus Carbopaltin
und Paclitaxel noch um den Antikérper Bevacizumab erganzt. In Studien konnte belegt

werden, dass das Hinzufigen von Bevacizumab das Gesamtuberleben bei
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platinsensitiven rezidivierenden OC gegenuber der Standard-Chemotherapie verbessern
konnte (Aghajanian et al., 2012; Coleman et al., 2017). Diese Medikamente zeigen bei 60
- 80% der Patientinnen initial ein gutes Ansprechen, entwickeln aber im Verlauf sehr
haufig Resistenzen gegenuber Platin, was die Wirksamkeit der Therapie reduziert (van
Zyl et al., 2018). In der Literatur ist die Resistenz einiger, in dieser Arbeit untersuchten,
Skov3 Zellen gegenuber Cisplatin mittlerweile gut belegt (Wang und Smithrud, 2011; Hou
et al.,, 2017; Kalinina et al. 2018). Es gibt verschiedene Erklarungsansatze fur diese
Resistenz. So konnte nachgewiesen werden, dass es einige Gene gibt, die wahrend der
Entwicklung einer Resistenz von Skov3 Zellen gegenuber Cisplatin vermehrt exprimiert
wurden. Diese Gene kodieren fur wichtige antioxidative Enzyme (z. B. SOD2, CAT oder
GPX1) (Duan et al., 2003; Kalinina et al., 2018). Das Gen welches fur die NOX5-Isoform
der NADPH-Oxidase kodiert wurde hingegen in resistenten Zellen weniger stark
exprimiert. Also spielt die zellulare Redoxhomobostase eine signifikante Rolle in der
Cisplatinresistenz (Kainina et al., 2018). Des Weiteren wurde eine Umstrukturierung der
Mitochondrien in resistenten Zellen beschrieben, welche mit enzymatischen
Veranderungen einhergeht. Deshalb scheint die Aufrechterhaltung der mitochondrialen
Funktionalitat fir therapeutische Ansatze von Bedeutung zu sein (Zampieri und Grasso
et al., 2020). Bei OVCARS Zellen gibt es in der Literatur Quellen, welche hier ebenfalls
eine Platinresistenz feststellen (Bernhardt et al., 1992; Mad-Adam et al., 2016, Musa et
al., 2016). Dabei zeigten sich morphologische Unterschiede zwischen platinresistenten
OVCARS Zellen im Vergleich zu platinsensitiven Zellen. Dabei war die Expression von E-
Cadherin bei den resistenten Zellen verringert, wahrend die Expression von Fibronektin
und Vimentin erhéht war (Brozovic, 2017). Insgesamt sind die OVCARS3 Zellen allerdings
sensitiver als Skov3 Zellen (Bernhardt et al., 1992). Es ist noch nicht abschlieRend geklart,
was die Ursachen dafir sind. Allerdings gibt es verschiedene Erklarungsansatze. Die
OVCARS Zellen gehoren zu den ,High Grade serous Carcinoma“ (HGSC) welche sehr
haufig eine p53 Mutation aufweisen. Da diese Zellen Veranderungen der homologen
Rekombination aufweisen, konnte dies die Sensitivitat beeinflussen (Xu und Fidler, 2000).
In der aktuellen Literatur finden sich auch Belege fUr eine Platinsensitivitat in OVCARS3
Zellen. Eine Studie konnte eine Sensitivitat von OVCARS3 Zellen gegenuber Carboplatin
und Rucaparib nachweisen. Diese wurde durch den Verlust der homologen

Rekombinationsreparatur (HRR) erklart (Bradbury et al., 2020). Bei ungefahr der Halfte
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der Patientinnen mit fortgeschrittenem oder rezidivierendem OC kommt es, trotz Therapie,
zu einem Rezidiv (Chambers et al. 2021). Die Gruinde fur die beschriebene Platinresistenz
sind vielfaltig und komplex. Die Mechanismen reichen von Multidrugresistenzen, uber
DNA-Reparatur-Mechanismen der Tumorzellen oder den Zellstoffwechsel bis zu
oxidativem Stress. Auch Autophagie, abnormale Signalwege und die Immunitat

beglnstigen die Resistenzen (Yang et al., 2022).

1.3 PARP-Inhibitoren

Eine sehr vielversprechende Therapie ist die Gruppe der Poly-ADP-Ribose-Polymerase
(PARP)-Inhibitoren (Ruckhaberle und Fehm, 2022). Aus diesem Grund sind in der
jungeren Vergangenheit die ersten Produkte zugelassen worden. Ein prominentes
Beispiel ist Olaparib, welches im Jahr 2019 in Deutschland zugelassen wurde. In den
nachsten Jahren ist noch mit weiteren Zulassungen zu rechnen. (Utzt, 2020) In den USA
sind alle hier verwendeten PARP-Inhibitoren Olaparib, Niraparib und Rucaparib bereits
seit mehreren Jahren zugelassen (Hughes, 2017). Diese haben zuletzt insbesondere in
der Therapie des serdsen high-grade OC erfolgsversprechende Ergebnisse geliefert. Sie
hemmen das Enzym PARP. Dieses Enzym ist maligeblich an der Reparatur der DNA-
Einzelstrange beteiligt. Bei Tumorzellen ist die homologe Rekombination beschadigt und
eine Reparatur der Doppelstrange nicht moglich. Hier sorgt PARP daflir, dass die
Tumorzellen eine schnelle Zellteilung vornehmen konnen und sich der Tumor so
ausbreitet. PARP-Inhibitoren verhindern das und leiten so die Apoptose der Tumorzellen
ein (Ruckhaberle und Fehm, 2022). Die Inhibition passiert Uber einen Eingriff in das
PARP-1-Protein bei einem Einzelstrangbruch einer DNA-Lasion. PARP-1 bindet dazu
beschadigte DNA an Einzelstrangbriche und sorgt so fur allosterische Veranderungen
(Lord und Ashworth, 2017). Es wird der katalytische Zyklus unterbrochen, was im Verlauf
dazu fuhrt, dass die Replikationsgabel fortschreitet und Doppelstrangbriiche hervorruft.
Hierbei werden unter anderem die BRCA-1 und BRCA-2 Gene von den PARP-Inhibitoren
angegriffen. Diese beiden Gene sind besonders haufig die Trager von tumorigenen
Mutationen und werden unter anderem mit Brustkrebs, Prostatakrebs,
Bauchspeicheldrisenkrebs und dem OC in Verbindung gebracht (Lord und Ashworth,
2008; Zhu et al., 2020). Wie bereits beschrieben, haben Tragerinnen der erblichen
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Mutationen auf dem BRCA1 und BRCA2 Gen ein wesentlich hdheres Risiko an diversen
Tumorleiden zu erkranken. BRCA1 und BRCA2 sind mal3geblich an der Reparatur der
DNA-Doppelstrangbriche beteiligt. Der beschriebene Prozess wird als homologe
Rekombinationsreparatur (HRR) bezeichnet. Wenn dieser klassische Weg der DNA-
Reparatur durch Mutationen gestort wird, kommt es zu alternativen Methoden, die eine
zerstorte DNA zur Folge haben. Alle, aktuell zugelassenen PARP-Inhibitoren, reagieren
mit der Bindungsstelle des PARP-Enzym Cofaktors 3 Nikotionamid-Adenin-Nukleotid (8-
NAD) in der katalytischen Domane von PARP-1 oder PARP-2. Dabei unterscheiden sie
sich allerdings in ihrer Wirkung auf zytotoxische Potenz und in der Fahigkeit des ,PARP-
1 trappings®. Es zeigte sich aber das einige PARP-Inhibitoren, darunter auch die in dieser
Arbeit verwendeten Inhibitoren (Niraparib, Olaparib und Rucaparib), an PARP1 des
katalytischen Zentrums angreifen und dort ihre Wirkung entfalten kénnen (Lord und
Ashworth, 2017). Leider zeigen sich auch bei der zielgerichteten Therapie mit PARP-
Inhibitoren, bei fortgeschrittenem Tumor, vermehrt Resistenzen (Dias et al., 2021; Lord
und Ashworth, 2017). Es wurden verschiedene Wirkmechanismen beschrieben, die eine
Resistenz zur Folge hatten. Dazu gehdren Resistenzen gegenuber den Wirkstoffen, die
Wiederherstellung der HRR und die Wiederherstellung der Stabilitat der
Replikationsgabel dienen (Dias et al. 2021). Der haufigste Grund fur eine PARP-
Inhibitoren Resistenz ist die Wiederherstellung von BRCA1 und BRCA2, welche haufig
von PARP-Inhibitoren angegriffen werden. Dies geschieht durch sekundare Mutationen.
Solche Mutationen treten haufiger bei platinresistenten OC-Zellen auf (Jiang et al., 2019).
Eine Platin- und PARP-Inhibitor-sensitive OC-Zelllinie, welche auch BRCA2 mutiert war,
konnte in vitro BRCA2 wiederherstellen. Dies wurde durch sekundare Mutationen erreicht.
Es konnte gezeigt werden, dass eine Cisplatinresistenz und eine PARP-Inhibitorresistenz
haufig gemeinsam auftreten. Bei Tumorzellen, welche aus Aszites bei platinresistentem,
rezidivierendem OC entnommen wurden, zeigten sich sekundare BRCA2 Mutationen und
eine BRCA2-Kompentenz. Durch die Depletion von BRCA2 konnten die Tumorzellen
wieder fUr eine Therapie sensibilisiert werden (Jiang et al., 2019; Sakai et al., 2009).
PARP1 ist ein Enzym, welches bei DNA-Schaden freigesetzt wird und eine wichtige Rolle
in der Reparatur spielt. Da die Hemmung von PARP1 nicht gleichbedeutend mit einer
Deletion ist, bendtigen PARP-Inhibitoren eine kleine Menge des Enzym um wirken zu

konnen. Nur wenn eine gewisse Menge PARP1 vorhanden ist, konnen PARP-Inhibitoren
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wirken. Dies liegt daran, dass das Substrat sowohl fur das Trapping, als auch fur die
zytotoxische Wirkung der PARP-Inhibitoren bendtigt wird. Entsprechend fuhrt die Deletion
von PARP1 zur einer PARP-Inhibitorresistenz (Jiang et al., 2019; Makvandi et al., 2018).

1.4 Nicht invasives physikalisches Plasma

Physikalisches Plasma ist ein hochreaktives, ionisiertes Gas. Es setzt sich aus elektrisch
neutralen Teilchen (Molekule, Atome), elektrisch geladenen Teilchen (lonen), freien
Elektronen, Photonen, Radikalen und elektromagnetischer Strahlung zusammen. Plasma
wird neben fest, flissig und gasformig haufig als der vierte Aggregatzustand bezeichnet
und entsteht durch die teilweise lonisierung eines Gases (Lendeckel et al., 2015). Plasma
entsteht durch Energiezufuhr, welche durch thermische, elektrische oder chemische
Prozesse zur Verfugung gestellt wird. Relevant ist vor allem ein Prozess, der
ElektrostoRe, Kollisionen, Strahlungswechselwirkungen und den Ladungsaustausch
umfasst. Zur Erzeugung von physikalischem Plasma in der Medizin ist die
ElektronenstoRionisierung besonders gut geeignet, da sie am robustesten ist (Woedtke
et al., 2019). Weil angeregte Teilchen unter Emission von Photonen in ihren
Grundzustand zurlckkehren, zeigt Plasma ein helles Leuchten. Plasma emittiert auch UV-
Strahlung sowie sichtbares Licht und Warmestrahlung in Form von elektromagnetischen
Wellen (Jantschek, 2022). Man unterscheidet in thermisches und nicht thermisches
Plasma. Das thermische Plasma besteht aus Elektronen und schweren Teilchen
(Neutrale, lonen) in der gleichen Temperatur (Hoffmann et al., 2013). Plasma tritt in der
Natur beispielsweise als Blitz in einem Gewitter auf (Lendeckel et al., 2015). Dem
gegenlber steht das ,Nicht Invasive Physikalische Plasma“ (NIPP), welches nicht
thermisch ist. NIPP wird als nicht thermisch bezeichnet, weil die unterschiedlichen
Bestandteile verschiedene Temperaturen haben. Die Schweren Teilchen (Atome,
Molekulle) haben Raumtemperatur, was dazu fuhrt das die Temperatur nicht Gber 40°C
steigt. Die niedrige Temperatur ist auch eine Vorrausetzung fur die klinische Anwendung,
da andernfalls viele unerwlinschte Nebenwirkungen zu erwarten waren. Zur Herstellung
von Plasma werden verschiedene Gase und Gasgemische, wie zum Beispiel Argon,
Helium, Stickstoff oder Luft verwendet (Hoffmann et al., 2013; Woedtke und Weltmann,
2016).
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1.5 Quellen der Plasmagewinnung

Wahrend das thermische Plasma in der Natur vorkommt gibt es verschiedene
Herstellungswege flr NIPP. Dazu zahlen die Plasmanadel und der Plasmastift, sowie
Dielectric Barrier Discharge (DBD) und Atmospheric Pressure Plasma Jet (APPJ)
(Hoffmann et al., 2013). In dieser Arbeit wurde der ,KinPen“ verwendet. Es konnte gezeigt
werden, dass die Plasmanadel bei in vivo-Versuchen an Mausen eine blutgerinnende und
wundheilende Wirkung hatte (Garcia-Alcantara et al., 2013). Die DBD kommt in
verschiedenen Bereichen zum Einsatz. Es wird unter anderem bei der Angiogenese, der
Bakterieninaktivierung und der Sterilisation von Gewebe verwendet (Hoffmann et al.,
2013). Die DBD besteht aus einer Hochspannungselekirode und einer geerdeten
Elektrode. Es ist eine dielektrische, nicht thermische Entladungsform mit einem breiten
Druckbereich. Es wird immer mindestens eine Elektrode von dieser dielektrischen Schicht
bedeckt. Das Dielektrikum kann die Ladung gleichmaRig Uber die gesamte Flache
verteilen. Da es hier einen Gasspalt gibt, tritt der sogenannte Entladungsmodus auf. Dabei
lauft das Gas zwischen den beiden Elektroden hin und her und erzeugt, aufgrund von
lonisierung, Spannungen. Diesen Gasspalt macht man sich bei plasmachemischen
Reaktionen zunutze (Jantschek, 2022; Pietsch, 2001). Der APPJ ist wird unter anderem
in der bakteriellen Sterilisation und der Inaktivierung von Mikroorganismen eingesetzt
(Hoffmann et al., 2013; Schutze et al., 1998). Er ist eine weitere Option, um NIPP
herzustellen. Auch er besteht aus zwei Elektroden, zwischen denen ein Gas in hoher
Geschwindigkeit stromt. In diesem Fall ist die dul3ere Elektrode geerdet wahrend an die
zentrale Elektrode eine Hochgeschwindigkeitsleistung von 50-100W angelegt wird.
Dadurch entsteht die Entladung. In der Folge gelangt die erzeugte reaktive Spezies mit
hoher Geschwindigkeit zu dem zu behandelnden Bereich (Hoffmann et al., 2013). Der
,Kinpen Med" war die, in dieser Arbeit verwendete, Plasmaquelle. Auch hier wird eine
hochfrequente Wechselspannung an ein Gas angelegt. Der Elektronenfluss ist heif3 und
sehr schnell. Durch die hohe Geschwindigkeit werden Atome des Tragergases (in dieser
Arbeit Argon) ionisiert. Argon lonen sind schwerer als die schnellen Elektronen und
konnen daher weniger stark beschleunigt werden. Des Weiteren wird die Energie der

Elektronen nur ineffizient auf die lonen Ubertragen, was zur Folge hat, dass diese nicht
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erhitzen. Aus diesem Grund bleibt das Gesamtplasma, trotz erhitzter Elektronen, kalt.
Noch ein weiterer Mechanismus tragt zur Kuhlung des Plasmas bei. Durch den Fluss des
Speisegases Argon entsteht ein Kanal mit leicht entzindlichem Gas an der AulRenseite
der Strahldise. Das hier erzeugte Plasma reagiert mit der Umgebungsluft und bildet
neutrale, ionische und radikalische Sauerstoffspezies (Bekeschus et al., 2016). Bei einem
durchschnittlichen Durchfluss von 3-5 Standardliter pro Minute (sIm) emittiert der Jet einen
9-13mm langen NIPP Effluenten. Auch die praktische Arbeit mit dem ,Kinpen Med®
gestaltet sich relativ leicht, da man ihn, wahrend einer Behandlung, wie einen Stift halten
kann (Reuter et al., 2018).

1.6 NIPP in der medizinischen Anwendung

Aufgrund der oben beschriebenen Eigenschaften, insbesondere der niedrigen
Temperatur, hat NIPP sich in verschiedenen medizinischen Bereichen etabliert. Schon
jetzt wird NIPP in der Zahnheilkunde verwendet und hilft dort unter anderem bei der
Bekampfung von oralen Bakterien und Krankheitserregern. In der Zahnreinigung wird
NIPP ebenfalls bereits verwendet. Des Weiteren wurde NIPP eine sehr effektiv
sterilisierende Wirkung nachgewiesen, welche man sich bei der Sterilisation von
chirurgischem Besteck zunutze macht. Auch in der Luftreinigungstechnologie und der
Nahrungsmittelindustrie wird NIPP verwendet (Hoffmann et al., 2013; Kramer et al., 2015).
Aktuell wird NIPP vor allem zur Wundheilung und zur Behandlung von infektidsen
Hauterkrankungen im Bereich der Dermatologie verwendet (Weltmann und Woedtke,
2017). In dermatologischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass NIPP sowohl auf
Hautekzeme als auch bei Juckreiz zufriedenstellende Ergebnisse erreicht. Dabei konnte
NIPP sich sowohl gegen herkdmmliche Therapieansatze gegen Juckreiz als auch gegen
Placebo bei der Behandlung von Ekzemen durchsetzen (Bernhardt et al., 2019; Heinlin et
al., 2013; Mertens et al. 2008). In den letzten Jahren konnte NIPP eine signifikant
krebshemmende Wirkung nachgewiesen werden. In diesem Kontext spricht man von
.Plasma-Onkologie“ (Weltmann et al., 2010). Hierbei werden die Krebszellen nicht nur
durch die Einleitung der Apoptose, sondern auch durch Nekrose von NIPP angegriffen.
Es zeigen sich hierbei deutliche Unterscheidungen in Abhangigkeit der

Behandlungsdosis. Plasmazellen sind in der Lage die Apoptosewege wieder einzuleiten.
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In Tumorzellen ist die Apoptose haufig gestort, was dazu fuhrt das Chemotherapeutika
nicht wirken und sich therapielimitierende Chemoresistenzen zeigen. Plasma bietet also
neben einer direkt inhibierenden Wirkung, auch die Mdoglichkeit der indirekten
Tumorbekampfung, indem Tumorzellen wieder fur Chemotherapeutika sensibilisiert
werden (Fridman et al., 2007). Einer der groRen Vorteile von NIPP ist, dass es
Tumorzellen selektiv inhibiert, ohne dabei die physiologischen Zellen zu zerstoren
(Kaushik et al., 2015). Dass nur die Tumorzellen von NIPP angegriffen werden, liegt
daran, dass sie sensitiver fur reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) sind als
gesunde Zellen (Kim und Chung, 2016). Das Melanom ist eine der Malignitaten, welche
sich, aufgrund der kutanen Lokalisation, besonders gut fur die NIPP Behandlung anbietet.
In Tierversuchen konnte hier bereits eine signifikante Verlangerung des Uberlebens
gezeigt werden (Yan et al., 2017). Weitere Beispiele fur eine Krebshemmung durch NIPP
sind das Glioblastom (Tanaka et al., 2011), das Pankreaskarzinom (Pertecke et al., 2012),
der Prostatakrebs (Hirst et al., 2015), der Lungenkrebs (Kim et al., 2011), die Leukamie
(Bekeschus et al., 2017), der Dickdarmkrebs (Plewa et al., 2014) und das OC (Utsumi et
al., 2013). Die Behandlung mit NIPP hat nach aktuellem Stand der Forschung keine
gesundheitlichen Risiken, es wurde keine Genotoxizitat nachgewiesen. Aufgrund der
guten Ergebnisse und der fehlenden Risiken durch die Behandlung wird NIPP vermutlich
in der Onkologie und bei anderen Krankheitsbildern in der Zukunft an Wichtigkeit
zunehmen (Jantschek, 2022).

In der Literatur finden sich unterschiedliche Bezeichnungen der Plasmen. Neben dem hier
verwendeten Begriff ,Nicht invasives physikalisches Plasma“ (NIPP), gibt es
Bezeichnungen wie ,,Cold Atmospheric Plasma“ (CAP), ,Nicht thermisches physikalisches
Plasma“ (NTPP) und ,Tissue-Tolerable Plasma“ (TTP) (Jantschek, 2022).

1.7 Zielsetzung

Noch immer ist die Prognose des OC schlecht. Das hat vielfaltige Grinde, wie das Fehlen
von effektiven Screeningverfahren oder die haufigen Resistenzen gegeniber den
Chemotherapeutika und PARP-Inhibitoren. Aus diesem Grund wird vermehrt nach

anderen Behandlungswegen oder Optionen, die Resistenzen zu verhindern, geforscht.
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Eine dieser potentiellen Alternativen ist NIPP. In dieser Arbeit sollte untersucht werden,
ob NIPP eine Alternative oder Erganzung zur aktuellen Behandlung des OC ist. Aufgrund
von vielversprechenden antionkogenen Wirkungen von NIPP scheint diese Annahme
berechtigt. Es gibt Daten, welche =zeigen, dass NIPP in der Lage ist,
Chemotherapieresistenzen wieder aufzuheben und Tumore so therapiesensibel zu
machen. Sollte sich zeigen, dass NIPP in der Lage ist das OC effektiv zu inhibieren, dann
konnte das die Therapie des OC revolutionieren. Ebenfalls untersucht wurden
verschiedene PARP-Inhibitoren. Diese Medikamente haben in den letzten Jahren in
vielen Studien gute Ergebnisse gezeigt und sind mittlerweile in der Therapie des OC
etabliert.

Als Hypothese wurde postuliert, dass die Kombination aus NIPP und PARP-Inhibitoren
eine starkere tumorinhibierende Wirkung auf Ovarialtumorzellen hat als eine singulare
Behandlung. Die Wirkung der singularen Behandlung mit entweder NIPP oder PARP-
Inhibitoren wurde als grundlegende Uberlegung angenommen. Diese Wirkung konnte in
der Literatur bereits vielfach nachgewiesen werden z.B. (Hoffmann et al., 2013; Kramer
et al., 2015), (Weltmann und Woedtke, 2017) oder (Ruckhaberle und Fehm, 2022).

Ziel dieser Arbeit war es, zu prufen, ob die Kombination aus PARP-Inhibitoren und NIPP
das Outcome verbessern kann. Dazu wurden die Zelllinien OVCAR3 und Skov3 mit
PARP-Inhibitoren, NIPP und einer Kombination aus beidem behandelt. Auf diese Weise

wurden diese verschiedenen Wirkmechanismen auf die Tumorzellen untersucht.



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tab. 1: Gerate und Verbrauchsmaterialien
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Gerat/Verbrauchmaterial Hersteller

15ml Rohrchen Corning Science Mexico (Reynosa,
Mexiko)

50ml Zentrifugenréhrchen Greiner Bio-One (Kremsminster,

Osterreich)

Absaugvorrichtung Integra Vacusafe

Integra Biosciences (Zizers, Schweiz)

CASY Model TT — Cell counter and
Analyzer

OLS Omini Life Science (Bremen,
Deutschland)

Gewebekulturflasche 75 cm?

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Gewebekulturflasche 25cm?

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Glaspasteurpipette

VWR International (Darmstadt,
Deutschland)

Inkubator Heracell 240

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Inkubator MCO-170 AICD-PE

PHCbi (AZ Etten-Leur, Niederlande)

Lab Thermometer IP65 LT-101

TFA Dostmann (Werthheim,
Deutschland)

Mikroskop AE31E

Motic (Wetzlar, Deutschland)

pH-Meter FiveEasyTM FE20

Mettler-Toledo (Schwerzenbach,
Schweiz)

PHcbi Freezer -80°C

PHC Europe B.V. (Breda, Niederlande)

Pipettensatz, 0,5-1000 ul

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Pipettierhilfe accu-jet® pro

Brand (Wertheim, Deutschland)

Plasmajet KINPen®MED

neoplas med (Greifswald, Deutschland)

Prazisionswaage Kern EMB

KERN & Sohn (Bahlingen-Frommern,
Deutschland)

Reagiergefald 0,5ml

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland

Reagiergefald 1,5ml

Reagiergefald 2,0ml

)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
)

Serologische Pipette 5ml, 10ml, 25ml

(
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Sterilbank HERA safe Heraeus Instruments (Hanau,
Deutschland)
Sterilbank safe 2020 Thermo Fischer Scientific

(Massachusetts, USA)

Thermometer

Amarell (Kreuztwerthheim, Deutschland)
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Vortex Mixer RS-VA10

Phoenix Instrument (Garbsen,
Deutschland)

Wasserbad

Memmert (Bichenbach, Deutschland)

Zellkulturplatte CELL + 6 well

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Zellkulturplatte CELL + 24 well

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Zentrifuge 5804R

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

2.1.2 Chemikalien und kommerzielle Losungen

Tab. 2: Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Isopropanol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Niraparib SelleckChem (Houston, USA)
Olaparib SelleckChem (Houston, USA)
Rucaparib SelleckChem (Houston, USA)

Tab. 3: Kommerzielle Losungen

Kommerzielle Losung

Hersteller

CASYblue

OLS Omini Life Science (Bremen,
Deutschland)

CASYclean OLS Omini Life Science (Bremen,
Deutschland)

CASYton OLS Omini Life Science (Bremen,
Deutschland)

2.1.3 Zelllinien

Tab. 4: Zelllinien

Zelllinie Hersteller

OVCAR-3 CLS Cell Lines Service (Eppelheim,
Deutschland)

SK-OV-3 CLS Cell Lines Service (Eppelheim,

Deutschland)




2.1.4 Zellkultur: Medien und Zusatze

Tab. 5: Zellkultur: Medien und Zusatze
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Produkt Hersteller

DMEM/F12 PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)

DMSO Applichem (Darmstadt, Deutschland)

DPBS PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)

Fetales Bovines Serum FBS PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)

Gentamycin PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)

RPMI 1640 PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)

Trypsin 10x PAN Biotech (Aidenbach, Deutschland)

Trypsin 1x 5ml 10x-Trypsin, 45ml DPBS

Tab. 6: Zelllinie

Zelllinie Medium und Zusatze

OVCAR-3 RPMI 1640, 10% FBS, 0,12%
Gentamycin, 0,1% Insulin

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

2.1.5 Software und genutzte Programme

Tab. 7: Software und genutzte Programme

Software Hersteller
EndNote Alfasoft GmbH  (Frankfurt a.M.,,
Deutschland)

FLIR Tools®Mobile

Teledyne FLIR LLC (Wilsonsville, OR,
USA)

Microsoft Excel 2019 Microsoft Corporation (Redmond, WA,
USA)

Microsoft Powerpoint 2019 Microsoft Corporation (Redmond, WA,
USA)

Microsoft Word 2019

Microsoft Coporation (Redmond, WA,
USA)

GraphPad PRISM

GraphPad Software (San Diego, CA,
USA)

Samsung Galaxy A53 5G

Samsung Electronics Co. Ltd. (Suwon,
Sudkorea)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zelllinien

Fir die Versuche standen die Zelllinien OVCAR-3 sowie SK-OV-3 (beide CLS Cell Lines
Service, Eppelheim, Deutschland) zur Verfugung.

2.2.2 Zellbiologische Methoden: Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Um eine dauerhafte Haltbarkeit von Zellen zu gewahrleisten, wurden diese mdglichst
schonend eingefroren und dann in flussigem Stickstoff gelagert. Die adharenten Zellen
wurden mittels 2ml Trypsin und darauffolgender 5-minutiger Inkubation bei 37°C vom
Flaschenboden geldst. Danach wurden 4ml frisches Zellmedium hinzugegeben. Mit
dessen Hilfe wurden die Zellen vom Flaschenboden gelést. Die nun entstandene
Suspensionslosung wurde dann vollstandig in ein Zentrifugenréhrchen (15ml) umgefulit.
Dieses wurde, mit entsprechendem Gegengewicht, bei 21°C, 300 x g fur 3min
zentrifugiert, um Medium und Zellbestandteile voneinander zu trennen. Das entstandene
Zellsediment wurde nun in 2ml kaltgestelltem Einfriermedium resuspendiert. Dieses
setzte sich aus dem Kulturmedium und 10% DMSO zusammen. Danach wurde die
Suspension in je 1ml pro Kryovial aufgeteilt. Diese wurden in, mit Isopropanol aufgefllite,
Behalter gefullt und bei -80°C fur 24h tiefgefroren. Die langfristige Lagerung der Zellen
erfolgt bei -140°C bis -160°C im Tank mit flissigem Stickstoff.

Bevor man mit dem Auftauen der Zellen beginnen konnte, musste sichergestellt werden,
dass das Wasserbad auf 37°C vorgeheizt war. Fur jede Kryokonservierung wurde 10ml
zelllinienspezifisches Medium in 15ml Rohrchen gegeben und ebenfalls auf 37°C
vorgeheizt. Die Kryokonserven wurden aus dem Flussigstickstofftank geholt und fur 30s
im Wasserbad erwarmt. Anschlieend wurde der komplette Inhalt durch Pipettieren mit
dem aufgewarmten Medium aufgetaut. Als der gesamte Inhalt aufgetaut war, wurde er
vollstandig ins das Rohrchen ubertragen und entsprechend der Zelllinien zentrifugiert. Der

Inhalt wurde in eine 75cm? Zellkulturflasche gegeben und mit frischem Medium aufgefiillt.
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Die spatere Inkubation erfolgte dann bei 37°C in einem Inkubator, 5% Sauerstoff und

gesattigter Luftfeuchtigkeit.

2.2.3 Kultivierung und Normalpassage der Zellen

Um Kontaminationen zu vermeiden fand die Kultivierung unter sterilen Bedingungen statt.
Das Passagieren von Zellen erfolgte ab einer Konfluenz von 80 - 90%. Die Konfluenz
wurde zuvor lichtmikroskopisch abgeschatzt. Zunachst wurde das Zellmedium abgesaugt
und in den 75cm? groRen Zellkulturflaschen mit 10ml PBS gereinigt. Dieser Vorgang
diente dazu, nicht adharente Zellen zu entfernen. Adharente Zellen hingegen wurden mit
Hilfe von 2ml 1x Trypsin und darauffolgender 5-minuitiger Inkubation bei 37°C vom
Flaschenboden gelost. Danach wurden 4ml frisches Zellmedium in die Flasche
hinzugegeben. Mit dessen Hilfe wurden die Zellen vom Flaschenboden abgeldst. Die nun
entstandene Suspensionslosung wurde jetzt vollstandig in ein Zentrifugenrohrchen (15ml)
umgefullt. Dieses wurde, mit entsprechendem Gegengewicht, bei 21°C, 300 x g flr 3min
zentrifugiert um Medium und Zellbestandteile voneinander zu trennen. Das Zellmedium
wurde abgesaugt, wahrend die Zellen im Zentrifugenréhrchen zurtickblieben. Das
ubriggebliebene Zellsediment wurde mit 1ml Medium resuspendiert bis die homogene
Verteilung der Zellbestandteile gewahrleistet war. Im nachsten Schritt wurden die Zellen
in einem Verhaltnis von 1:2, 1:5 oder 1:10 verdinnt und in T75 Flaschen umgesetzt. Diese
waren zuvor bereits mit 10ml frischem Medium vorbereitet worden. Welche Konzentration
gewahlt wurde, hing von den Zelllinien, dem Bedarf der folgenden Tage und des
erwarteten Wachstums ab. Die fertigen T75 Flaschen wurden nun im Inkubator verstaut

und hier bei 37°C gelagert.

2.2.4 Aussaat und Behandlung der Zellen

Zur Aussaat wurden 24-Well-Zellkulturplatten verwendet. Es wurden Wachstumskinetiken
angefertigt bei denen die Messung Uber 72h im Abstand von 24h stattfand. Jede Zelllinie
hat unterschiedliche Wachstumsraten, weshalb zu Beginn fur jede Zelllinie ein Wert pro
Well bestimmt wurde, mit welchem ein exponentielles Wachstum in der vorgesehenen

Zeit moglich war. Nun wurden in die einzelnen Wells der 24-Well-Zellkulturplatte 100ul
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Zellsuspension gegeben. Diese wurden dann mit NIPP behandelt. Zur Behandlung mit
NIPP wurde der ,Kinpen Med“ (neoplas med Greifswald, Deutschland) verwendet. Je
nach Fragestellung variierte die Behandlungszeit zwischen 5s und 120s. Bei anderen
Fragestellungen wurden die 100ul Zellsuspension mit den PARP-Inhibitoren Niraparib,
Olaparib oder Rucaparib behandelt. In diesem Fall fanden Ernte und Aussaat wie oben
beschrieben statt, allerdings wurde mit der Behandlung flr 24h gewartet, damit der, durch
die Aussaat entstandene, Zellstress auf ein Minimum reduziert wurde. So wurden
Verzerrungen der Zellsterblichkeit verringert. Die PARP-Inhibitoren wurden bei -78°C
gelagert und lagen im aufgetauten Zustand fliissig vor. Zuvor wurde bereits die bendotigte
Konzentration des PARP-Inhibitors bestimmt und mit DMSO so verdinnt, dass die richtige
Konzentration vorlag. Die bendtigte Menge des PARP-Inhibitors wurde nun, in 1ml
Zellmedium verdunnt, auf die Zellen gegeben. In diesen Fallen wurde auch die Kontrolle
mit DMSO behandelt, um differenzieren zu konnen, was der Grund fur das Absterben der
Zellen gewesen ist. Dadurch wurden Messfehler minimiert. Sollte die Kombination aus
NIPP und PARP-Inhibitoren Uberprift werden, so wurden die Zellen in einem Well den
beiden, oben beschriebenen Behandlungen, ausgesetzt. Im Anschluss daran wurden die
Wells mit je 900ul Zellmedium aufgefillt und so eine Menge von 1ml pro Well erreicht. Die
24-Well-Zellkulturplatte wurde bei 37°C gelagert. Nach der Behandlung wurde die Ernte
im Abstand von 24h und nach 72h durchgefiihrt. Nach 72h war der Vorgang beendet.

2.2.5 Bestimmung der Zellzahl

Um Kontamination zu vermeiden, fand die Ernte unter sterilen Bedingungen statt. Zu
Beginn der Ernte wurden die, bei 37°C gelagerten, 75cm? grofRen Zellkulturflaschen
lichtmikroskopisch untersucht. Bei einer Konfluenz von 80 - 90% konnte eine Aussaat
durchgefiihrt werden. Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und die Flasche mit 10ml
PBS gereinigt. Dieser Vorgang diente der Entfernung von nicht adharenten Zellen. Wenn
sichergestellt war, dass das PBS den gesamten Zellboden bedeckt hatte, wurde dieses
wieder abgesaugt. Adharente Zellen hingegen wurden mit Hilfe von 2ml 1x Trypsin und
darauffolgender 5-minutiger Inkubation bei 37°C vom Flaschenboden gelést. Danach
wurden 4ml frisches Zellmedium in die Flasche hinzugegeben. Mit dessen Hilfe wurden

die Zellen endgultig vom Flaschenboden abgelost. Die nun entstandene
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Suspensionslosung wurde jetzt vollstandig in ein Zentrifugenrohrchen (15ml) umgefulit.
Dieses wurde, mit entsprechendem Gegengewicht, bei 21°C, 300 x g flr 3min zentrifugiert
um Medium und Zentrifugenrohrchen voneinander zu trennen. Das Zellmedium wurde
abgesaugt, wahrend die Zellen im zurlckblieben. Das Ubriggebliebene Zellsediment
wurde mit 1ml Medium resuspendiert bis die Zellbestandteile homogen verteilt waren.
Anschlie®Bend wurden 50ul des Zellsediment-Medium Gemisches in kleine
Reaktionsgefalle abgefullt, welche bei der Zahlung der Zellzahl verwendet wurden. Die
restlichen Zellen wurden wieder bei 37°C im Inkubator gelagert. In der Folge wurden die
50ul Zellsuspension in 10ml CASYton Lésung so vermischt, dass sie homogen verteilt
waren. Dazu wurde das Gemisch vorsichtig dreimal geschittelt. Mithilfe des CASY Cell
counter and analyzer (OLS Omini Life Science, Bremen, Deutschland) wurde die Zellzahl
bestimmt. Das Gerat wurde zuvor fur die entsprechenden Zelllinien kalibriert. Die
Messung bezieht sich in diesem Fall ausschlielllich auf vitale Zellen. Anhand der
vorhandenen Zellzahl wurde ein Mischverhaltnis berechnet, welches gewahrleistete, dass
bei der Aussaat immer 3x 10* Zellen in jeder Probe enthalten waren. Diese Zahl hatte sich
bei vorhergehenden Versuchen als die optimale Zellzahl fur die Zelllinien Skov-3 und
OVCAR erwiesen. Zur endgultigen Aussaat wurden die, zwischenzeitlich im Inkubator

gelagerten, Zellen verwendet.

2.3 pH Bestimmung nach NIPP Behandlung

Die Bestimmung des pH-Wertes fand unter sterilen Bedingungen an der Zellbank statt,
um mdgliche Verunreinigungen und Verfalschungen der Ergebnisse zu reduzieren. Zur
Bestimmung des pH-Wertes wurde zunachst der pH-Meter kalibriert. Es wurden die Werte
4, 7 und 10 eingestellt. Auf diese Weise war das Gerat auf saure, pH neutrale und
basische Werte eingestellt. Nach abgeschlossener Kalibrierung wurden jeweils 5ml der
Medien Skov-3 bzw. OVCAR in Zentrifugenréhrchen gegeben. Diese waren, abgesehen
von der Kontrolle, zuvor bereits fir 5s, 30s und 60s mit NIPP behandelt worden. Zur
Behandlung mit NIPP wurde der ,Kinpen Med“ (neoplas med Greifswald, Deutschland)
verwendet. AnschlieRend wurde der pH-Meter in das Medium getaucht und zeigte nach
kurzer Zeit den entsprechenden pH-Wert. Nach jedem Eintauchen wurde der pH-Meter

mit destilliertem Wasser gereinigt um das Kontaminationsrisiko zu minimieren. Dieser
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Versuch wurde bei Raumtemperatur (21°C) und bei einer Temperatur von 37°C
durchgefuhrt. Bei der Temperatur von 37°C wurde das Medium zunachst im Wasserbad
auf eine entsprechende Temperatur erwarmt. Es wurden 6 unabhangige Proben

betrachtet.

2.4 Temperaturbestimmung nach NIPP Behandlung

Bei der Temperaturbestimmung wurden 500ul des Skov-3 bzw. OVCAR Mediums in
einzelne Wells einer 24-Well-Platte ausgesat. Zuerst wurde die Temperatur in
unbehandeltem Zustand gemessen und so eine Kontrolle festgestellt. Danach folgte die
Behandlung mit NIPP flir 10s, 30s, 60s und 120s. Zur Behandlung mit NIPP wurde der
.Kinpen Med“ (neoplas med, Greifswald, Deutschland) verwendet. Hierfir wurde die
Temperatur wurde sowohl an der Oberflache, als auch im eingetauchten Zustand
gemessen. Die oberflachliche Messung wurde mithilfe der FLIR-App (Teledyne FLIR LLC
Wilsonsville, USA) durchgeflihrt. Diese war mit einem Android Mobiltelefon (Samsung
Electronics Co. Ltd. Suwon, Sludkorea) verknupft, auf dem die Temperatur angezeigt
wurde und wobei die Méglichkeit bestand eine Infrarot-assistierte Aufnahme zu machen.
Hierzu wurde das Gerat ruhig unmittelbar Uber das Medium gehalten und dann eine
Aufnahme gemacht. Die FLIR-App (Teledyne FLIR LLC, Wilsonsville, USA) war in der
Lage die Temperatur des Fotografierten zu messen. Auf diese Weise war eine
oberflachliche Messung gewahrleistet. Bei der eingetauchten Messung wurde ein
herkdmmliches Thermometer verwendet, welches in das Medium eingetaucht wurde.
Wenn der Fuhler vollstandig unter der Oberflache des Mediums lag, wurde die

Temperatur gemessen. Es wurden insgesamt funf unabhangige Proben betrachtet.

2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung fand mithilfe vom GraphPad (PRSIM GraphPad Software,
San Diego, USA) statt. Alle angegebenen Werte sind als Mittelwerte (MW) =
Standardabweichung (SD) zu interpretieren, welche in Bezug auf die Kontrolle (=1,0)
normiert wurden. Es wurden bei jedem Experiment mindestens drei unabhangige

Versuche durchgeflnhrt.
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Zur Interpretation der Werte wurde der Student’s t-Test genutzt. Die Signifikanzen wurden
dabei wie folgt definiert: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***). Im Student’s t-Test
wurden in dieser Arbeit die Unterschiede zwischen den Mittelwerten zweier unabhangiger
Gruppen untersucht. Dabei wurden die p-Werte bestimmt, um zu Uberprifen, ob die

Unterschiede der zu untersuchenden Gruppen, signifikant sind, oder nicht. Zur

X1-X2

2 2
S_1+S_2
niy nz

steht jeweils X1 fur den Mittelwert der untersuchten Kontrolle und X2 fiir den Mittelwert

. Dabei

Bestimmung des Student’s t-Tests wurde die folgende Formel verwendet:

der untersuchten Behandlung. s? beziehungsweise s? beschreiben die Varianz einer
Gruppe, n, und n, beschreiben die Grolde einer Stichprobe. Es wurde die Student’s t-Test

Formel fUr unabhangige Stichproben verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung geeigneter Kultivierungsbedingungen

Zur Ermittlung geeigneter NIPP Behandlungszeiten sowie Konzentrationen der
verschiedenen PARP-Inhibitoren wurden 3x10* Zellen ausgesat. Diese Zellzahl
gewabhrleistete, dass den Zelllinien ein exponentielles Wachstum bei ausreichend Flache
zur Verfugung stand. Die Zellen wurden 72h inkubiert. Die Zahlung fand mithilfe des
CASY Cell Counter and Analyzer (OLS Omini Life Science, Bremen, Deutschland) zu den
angegebenen Zeitpunkten statt. Als unbehandelte Kontrolle wurde den Zellen das

Lésungsmittel DMSO hinzugegeben.

A B

OVCAR Zellwachstum Skov Zellwachstum
5- 5—
4 4
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x 37 x 37
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Abb. 1: Wachstumskinetik von OVCAR und Skov Zellen.

Die Zelllinien OVCAR (A) und Skov (B) wurden mit 3x104 Zellen ausgesat. Dargestellt
sind Mittelwert £ SD. Es wurden vier unabhangige Versuche durchgefuhrt. Die Zellen
wurden Uber 72h inkubiert und zu den angegebenen Zeitpunkten wurde mithilfe des CASY
Cell Counter and Analyzer die Anzahl lebender Zellen bestimmt.

Die Behandlung der OVCAR und Skov Zellen mit NIPP (Abb. 2) zeigte einen
zeitabhangigen wachstumsinhibierenden Effekt. Zur Bestimmung der ICso und der IC2o

wurden bei den Zelllinien verschiedene Behandlungszeiten getestet. Als
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Behandlungszeiten wurden 5s, 10s, 20s, 30s und 40s verwendet. Die ICso beschreibt in
der Pharmakologie die halbmaximale Wirkung. Es sind also, verglichen mit der Kontrolle,
nur noch 50% der ursprunglichen Zellen vorhanden. Entsprechend sind bei der IC20 nur
noch 80% der urspringlichen Zellen vorhanden. Hier betragt die Wirkung 20% des
Maximums. Bei den OVCAR Zellen (Abb. 2A) zeigte sich eine hohe Sensitivitat fur NIPP
ab einer Behandlungszeit von 20s (72h: 1,2x10° + 4,3x104, p = 0,004). Hier zeigte sich
eine signifikante wachstumsinhibierende Wirkung nach 72h. Eine Behandlungszeit von 5s
(72h: 3,7x10% + 1,5x10%, p = 0,688) und 10s (72h: 2,5x10° + 5,8x10%, p = 0,062) konnte
hingegen keine signifikant wachstumsinhibierende Wirkung nach 72h erzielen. Bei den
langeren Behandlungszeiten war eine nahezu vollstdndige Hemmung des Zellwachstums
zu beobachten. Es zeigten sich signifikante Unterschiede, wenn die Behandlungszeit 30s
(72h: 9,1x104+ 6,7x103, p = 0,001) oder 40s (72h: 7,4x10% + 7,7x103, p = 0,001) betrugen.

Skov Zellen (Abb. 2B) wiesen eine geringere Sensitivitat fur NIPP auf. Es zeigte sich,
dass bei einer Behandlungszeit von 5s (72h: 3,4x10% + 1,2x10%, p = 0,717) keine
wachstumsinhibierende Wirkung eintritt. Die Sensitivitdt war jedoch im Vergleich zu
OVCAR Zellen geringer. Bei den Wachstumskinetiken mit einer Behandlungszeit von 20s
(72h: 2,1x10%+ 2,5x104, p = 0,012), 30s (72h: 2,0x10% + 2,9x10%, p = 0,007) oder 40s (72h:
2,3x10° + 2,7x10%, p = 0,020) zeigte sich ein Wachstum, welches allerdings durch die
Behandlung mit NIPP inhibiert wurde und nicht die gleichen Werte wie die Kontrolle
erreichte. Ab einer Behandlungszeit von 20s lieBen sich nur noch sehr geringe
Unterschiede der verschiedenen Behandlungszeiten von 20s, 30s und 40s feststellen.
Alle p-Werte wurden, um eine flissigere Lesbarkeit zu gewahrleisten, auf drei

Nachkommastellen gerundet.
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Abb. 2: Wachstumskinetik von OVCAR und Skov Zellen unter Einfluss von NIPP.

Die Zelllinien OVCAR (A) und Skov (B) wurden mit 3x10* Zellen ausgesat. Sie wurden
unterschiedlich lange mit NIPP behandelt. Dargestellt sind Mittelwert £ SD. Alle Versuche
wurden mit dem Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)
sowie p < 0,001 (***). Um eine Es wurden drei unabhangige Versuche durchgefuhrt. Die
Zellen wurden Uber 72h inkubiert und zu den angegebenen Zeitpunkten wurde mithilfe
des CASY Cell Counter and Analyzer die Anzahl lebender Zellen bestimmt.

Die Behandlung der OVCAR und Skov Zellen mit NIPP und PARP-Inhibitoren zeigte einen
zeitabhangigen wachstumsinhibierenden Effekt. Als PARP-Inhibitoren wurden Olaparib
(Ola), Niraparib (Nira) und Rucaparib (Ruca) eingesetzt. Die eingesetzten

Endkonzentrationen fir beide Zelllinien waren bereits in der Arbeitsgruppe etabliert.

Bei OVCAR Zellen (Abb. 3) wurde, unabhangig vom PARP-Inhibitor, fur 10s (72h: 3,5x10°
+5,3x10%, p = 0,034) mit NIPP behandelt. Damit zeigte sich eine signifikante Wirkung. Bei
OVCAR Zellen wurde eine Konzentration von 1,0uM Ola eingesetzt (72h: 1,6x10°% +
1,9x10%, p = 0,013). Wenn die Zellen mit der Kombination von Ola und NIPP behandelt
wurden, war nach 72h eine nahezu vollstandige Inhibition des Zellwachstums zu
beobachten (72h: 1,0x10° + 2,4x10% p = 0,011) (Abb. 3A). Nira wurde in einer
Konzentration von 1,0uM eingesetzt. Es zeigte sich sowohl bei der NIPP (72h: 3,5x10° +
5,3x10%, p = 0,034), als auch bei der Nira (72h: 4,0x10%+ 1,8x10%, p = 0,005) Behandlung

nach 72h ein signifikanter wachstumsinhibierender Effekt. Wenn man die beiden
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Behandlungsmethoden kombinierte, wurde der wachstumsinhibierende Effekt nochmals
deutlich verstéarkt (72h: 1,2x10° + 2,6x10%, p < 0,001). Die gewahlte Konzentration von
Ruca betrug 0,5uM. Es zeigte sich ein wachstumsinhibierender Effekt bei der Behandlung
mit NIPP (72h: 2,9x10% + 4,9x10%, p = 0,099) und dem PARP-Inhibitor (72h: 3,3x10° +
3,7x104, p = 0,183), welche aber beide nicht statistisch signifikant waren. Als man den
PARP-Inhibitor und NIPP kombinierte, zeigte sich aber bereits nach 48h (48h: 1,0x10° £
2,5x10%, p = 0,026) ein wachstumsinhibierender Effekt. Dieser wurde nach 72h (72h:
1,6x10%+ 2,1x10%, p = 0,001) noch deutlicher.

Bei Skov Zellen (Abb. 3) zeigte sich ebenfalls ein wachstumsinhibierender Effekt. Dieser
war allerdings weniger stark ausgepragt. Bei der Behandlung mit 5,0uM Ola (72h: 3,2x10°
+4,0x10%, p = 0,167) und flr 5s mit NIPP (72h: 3,2x10° £+ 5,6x10%, p = 0,217) zeigten sich
wachstumsinhibierende Effekte, welche statistisch nicht signifikant waren. Kombinierte
man diese beiden Parameter, so konnte nach 48h nur ein minimaler Unterschied
zwischen der Behandlung mit NIPP (48h: 2,1x10% + 2,6x103, p = 0,027) und der
Kombinationstherapie (48h: 1,9x10% + 2,7x10%, p = 0,023) nachgewiesen werden. Nach
72h wurde bei der Kombination ndherungsweise ein ICso erreicht (72h: 2,0x10°+ 1,7x104,
p < 0,001). Bei der Behandlung mit 0,3uM Nira (72h: 6,1x10% + 8,0x104, p = 0,002) und
far 20s mit NIPP (72h: 3,1x10° * 4,8x10% p = 0,022), zeigte sich ein
wachstumsinhibierender Effekt. Die singuldare Behandlung mit Nira (72h: 6,1x10° +
8,0x10%, p = 0,002) zeigte, im Vergleich zur Kontrolle, nur eine geringe Wirkung. Die
singuléare Behandlung mit NIPP flr 20s (72h: 3,1x10% + 4,8x10%, p = 0,022) zeigte bereits
eine signifikante Wirkung. Bei der Kombination aus NIPP und Nira (72h: 1,6x10°
4,4x10% p < 0,001) war die Zellproliferation stark gehemmt und es konnte kaum
Wachstum beobachtet werden. Bei der Behandlung der Skov Zellen mit 1,0uM Ruca (72h:
4,0x10% + 9,2x103, p = 0,009) und fir 5s mit NIPP (72h: 3,3x10% £ 9,4x10%, p = 0,785)
konnte keine signifikante inhibitorische Wirkung nachgewiesen werden. Die Kinetik der
Kontrolle und der NIPP-Behandlung verliefen nahezu identisch. Auch die Behandlung mit
Ruca konnte nur minimale inhibitorische Wirkungen erzielen (72h: 4,0x10° £ 9,2x103, p =
0,009). Das gleiche galt auch fiir die Kombination beider Noxen (72h: 4,1x10% + 3,1x10%
p = 0,051). Diese zeigt eine nahezu identische Kinetik auf, wie die singulére Ruca
Behandlung. Alle p-Werte wurden, um eine flissigere Lesbarkeit zu gewahrleisten, auf

drei Nachkommastellen gerundet.
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Abb. 3: Wachstumskinetik von OVCAR und Skov Zellen unter Einfluss von NIPP und
PARP-Inhibitoren.

OVCAR (A, C, E) und Skov (B, D, F) Zellen wurden mit 3x10* Zellen ausgesét. Die
Zellkulturmedien wurden mit unterschiedlichen PARP-Inhibitoren behandelt. Bei der
Behandlung mit Ola (A+B) wurden bei den OVCAR Zellen 1,0uM und bei den Skov Zellen
5,0uM als Konzentration gewahlt. Bei der Behandlung mit Niraparib (C+D) wurde in
beiden Zelllinien 0,3uM als Konzentration gewahlt. Bei der Behandlung mit Rucaparib
(E+F) wurden bei den OVCAR Zellen 0,5uM und bei Skov Zellen 1,0uM als Konzentration
gewahlt. Alle Ansatze wurden auch mit NIPP behandelt. Die Behandlungszeit bei den
OVCAR Zellen betrug 10s (A, C, E). Die Behandlungszeit der Skov Zellen betrug bei
Olaparib und Rucaparib 5s (B, F) und bei Niraparib 20s (D). Dargestellt sind Mittelwert +
SD. Alle Versuche wurden mit dem Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p < 0,05
(*), p = 0,01 (**) sowie p < 0,001 (**). Es wurden drei unabhangige Versuche
durchgefuhrt. Die Zellen wurden Uber 72h inkubiert und zu den angegebenen Zeitpunkten
wurde mithilfe des CASY Cell Counter and Analyzer die Anzahl lebender Zellen bestimmt.

3.2 Abhangigkeit von pH und Temperatur von der NIPP Behandlung

Die Bestimmung von pH und Temperatur wurden durchgefuhrt, da dies potentielle
Faktoren sind, die biomedizinische Effekte haben kdnnten. Es sollte ausgeschlossen
werden, dass Anderungen dieser Parameter Einfluss auf die Ergebnisse haben. Hierfiir
wurden Zellkulturmedien von OVCAR und Skov Zellen verwendet. Es wurden 500ml des
Mediums fur einen Versuch eingesetzt und dieser in sechs unabhangigen Versuchen

wiederholt. Das Zellkulturmedium, in welchem OVCAR Zellen kultiviert werden, besteht
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aus 500ml RPMI-1640, 50ml FBS, 620ul Gentamycin und 600pl Insulin. Beim OVCAR-
Zellkulturmedium zeigte sich, unbehandelt und bei Raumtemperatur, ein alkalischer pH-
Wert von 8,33 im Mittel. War das Medium unbehandelt, aber erwarmt, lag ein alkalischer
pH-Wert von 8,32 im Mittel vor. Das Zellkulturmedium wurde bei Temperaturen von 22°C
und 37°C untersucht. Die Behandlungszeiten mit NIPP betrugen 5s (22°C: 8,37 + 0,03, p
= 0,698; 37°C: 8,36 + 0,02, p = 0,198), 30s (22°C: 8,46 £ 0,04, p = 0,054; 37°C: 8,41 £
0,03, p = 0,087) und 60s (22°C: 8,52 + 0,04, p = 0,051; 37°C: 8,45 £ 0,03, p = 0,098).
Aulerdem wurde eine unbehandelte Kontrolle untersucht. Es konnten weder in Bezug auf
die beiden Temperaturen noch bei unterschiedlichen Behandlungszeiten signifikante
Unterschiede nachgewiesen werden. Alle Werte lagen im pH Bereich zwischen 8,27 und
8,58 (Abb. 4A). Das Skov Zellkulturmedium besteht aus 500ml DMEM, 50ml FBS und
620ul Gentamycin. Bei diesem Zellkulturmedium zeigte sich, unbehandelt und bei
Raumtemperatur, ein alkalischer pH-Wert von 8,24 im Mittel. War das Medium
unbehandelt, aber erwarmt, lag ein alkalischer pH-Wert von 8,11 im Mittel vor. Wie bei
der Durchfihrung zuvor wurde der pH bei 22°C und 37°C sowie nach 5s (22°C: 8,16 %
0,02, p = 0,520; 37°C: 8,13 £ 0,02, p = 0,385), 30s (22°C: 8,20 £ 0,02, p = 1; 37°C: 8,17
1 0,029, p = 0,923) und 60s (22°C: 8,24 + 0,03, p = 0,240; 37°C: 8,21 + 0,04, p = 0,246)
NIPP Behandlung bestimmt. Es konnten weder bei den beiden unterschiedlichen
Temperaturen noch in Abhangigkeit der Behandlungszeit signifikante Unterschiede
nachgewiesen werden. Alle Werte lagen im pH Bereich zwischen 8,09 und 8,28 (Abb.
4B). Alle p-Werte wurden, um eine fllssigere Lesbarkeit zu gewahrleisten, auf drei

Nachkommastellen gerundet.
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Abb. 4: pH-Wert Anderungen in Abhangigkeit von Temperatur und NIPP
Behandlungszeit.

Die Zellkulturmedien von OVCAR (A) und Skov (B) Zellen wurden bei Raumtemperatur
und nach Erwarmung auf 37°C mit NIPP behandelt. Es wurden jeweils 500l
Zellkulturmedium verwendet. Es wurde anhand eines pH-Meters der pH-Wert bestimmt.
Alle Versuche wurden mit dem Student’s t-Test statistisch ausgewertet mit p < 0,05 (*), p
< 0,01 (**) sowie p < 0,001 (***). Es wurden sechs unabhangige Versuche betrachtet.

3.3 Bestimmung der Temperatur in Abhangigkeit der NIPP Behandlungszeiten

Es sollte Uberpruft werden, ob die Behandlung mit NIPP einen Einfluss auf die Temperatur
des Zellkulturmediums hat. Es wurden Zellkulturmedien der OVCAR und Skov Zellen
verwendet. Die Temperatur wurde mithilfe eines Thermometers und mit Temperatur
FUhlern mithilfe einer Infrarot-Kamera gemessen. Es wurden jeweils 500ml des Mediums

fur einen Versuch verwendet. Es wurden funf unabhangige Versuche durchgefuhrt.

Die verschiedenen Behandlungszeiten mit NIPP betrugen 10s, 30s, 60s und 120s.
Aulerdem wurde eine unbehandelte Kontrolle untersucht. Die Ergebnisse des
Temperaturfuhlers der OVCAR Zellen (Abb. 5A) zeigten bei der Kontrolle eine
Temperatur im Bereich der Raumtemperatur (22.1°C). Bei der Behandlung mit NIPP Gber
eine Lange von 10s sank die Temperatur auf 19,6°C (Eingetaucht 10s: 19,62 + 0,04, p <
0,001). Wurde die Behandlung auf 30s verlangert, so sank die Temperatur auf 18,6°C
(Eingetaucht 30s: 18,62 + 0,41, p < 0,001) und bei einer weiteren Verlangerung der
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Behandlung auf 60s sank die Temperatur auf 18,4°C im Mittel (Eingetaucht 60s: 18,44 +
0,48, p < 0,001). Bei einer Verlangerung der Behandlung auf 120s stagnierte das
Absinken der Temperatur (18.4°C) (Eingetaucht 120s: 18,4 + 0,46, p < 0,001).

Bei der Infrarotmessung der Oberflachentemperatur von OVCAR Zellmedium (Abb. 6A)
zeigte sich bei der Kontrolle eine Temperatur von 25,4°C. Wurde das Zellkulturmedium
far 10s mit NIPP behandelt, so sank die Temperatur auf 21,2°C (Oberflachlich 10s: 21,24
1+ 0,28, p <0,001). Bei Behandlungen von 30s (Oberflachlich 30s: 19,7 + 0,22, p < 0,001)
und 60s (Oberflachlich 60s: 4,85+0,29, p < 0,001) und 120s (Oberflachlich 120s: 19,54 +
0,34, p <0,001) konnte nochmals ein Absinken der Temperatur um etwa 1,5°C festgestellt

werden. Alle Ergebnisse zeigen eine hohe Signifikanz auf.

Die verschiedenen Behandlungszeiten mit NIPP betrugen 10s, 30s, 60s und 120s.
Aulerdem wurde eine unbehandelte Kontrolle untersucht. Die Ergebnisse des
Temperaturfuhlers der Skov Zellen (Abb. 5B) zeigten bei der Kontrolle eine Temperatur
im Bereich der Raumtemperatur (21,8°C). Bei der Behandlung mit NIPP Uber eine Lange
von 10s sank die Temperatur auf 19,5°C (Eingetaucht 10s: 19,56 + 0,12, p < 0,001).
Wurde die Behandlung auf 30s verlangert, so sank die Temperatur auf 18,5°C
(Eingetaucht 30s: 18,54 + 0,3, p < 0,001) und bei einer weiteren Verlangerung der
Behandlung auf 60s sank die Temperatur auf 18,1°C (Eingetaucht 60s: 18,14 + 0,34, p <
0,001). Bei einer Verlangerung der Behandlung auf 120s stieg die Temperatur leicht auf
18,2°C (Eingetaucht 10s: 18,26 + 0,30, p < 0,001) an.

Bei der Infrarotmessung der Oberflachentemperatur von Skov Zellmedium (Abb. 6B)
zeigte sich bei der Kontrolle eine Temperatur von 24,1°C. Behandelte man das
Zellkulturmedium far 10s mit NIPP, so sank die Temperatur (Oberflachlich 10s: 21,18 +
0,26, p < 0,001) auf 21,1°C. Bei Behandlungen von 30s (Oberflachlich 30s: 19,82 + 0,11,
p < 0,001) und 60s (Oberflachlich 60s: 19,78 + 0,14, p < 0,001) konnte nochmals ein
Absinken der Temperatur festgestellt werden. Bei einer Behandlung von 120s stieg die
Temperatur auf 21,2°C (Oberflachlich 120s: 21,26 £ 0,97, p < 0,001). Bei der Behandlung
mit NIPP Uber 120s ergab sich eine deutlich gro3ere Streuung der Messwerte, als bei den
anderen Behandlungszeiten. Alle Ergebnisse zeigen eine hohe Signifikanz auf. Alle p-
Werte wurden, um eine flissigere Lesbarkeit zu gewahrleisten, auf drei

Nachkommastellen gerundet.
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Abb. 5: Temperaturmessung des Zellkulturmediums in Abhangigkeit der NIPP
Behandlungszeit.

Die Zellkulturmedien von OVCAR (A) und Skov (B) Zellen wurden unterschiedlich lange
mit NIPP behandelt. AnschlieRend wurde die Temperatur unterhalb der Oberflache
mithilfe eines eingetauchten Thermofuhlers bestimmt. Es wurden jeweils 500l
Zellkulturmedium verwendet. Alle Versuche wurden mit dem Student’s t-Test statistisch
ausgewertet mit p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) sowie p < 0,001 (***). Es wurden funf
unabhangige Proben untersucht.
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Abb. 6: Temperaturmessung der Medienoberflache in Abhangigkeit der NIPP
Behandlungszeit.

Die Zellkulturmedien von OVCAR (A) und Skov (B) Zellen wurden unterschiedlich lange
mit NIPP behandelt. Anschlieltend wurde die Temperatur der Medienoberflache mithilfe
einer Infrarotkamera bestimmt. Es wurden jeweils 500ul Zellkulturmedium verwendet. Es
wurden finf unabhangige Proben untersucht.
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4. Diskussion

4.1 Das Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom (OC) ist die aggressivste Krebserkrankung in der Gynakologie. Es
ist eine der haufigsten Todesursachen bei Frauen. Zudem wird das OC in den meisten
Fallen erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Dies bedingt die schlechte
Prognose der Erkrankung (Arora et al., 2023). Durch die Behandlung mit Paclitaxel konnte
die kurzfristige Prognose verbessert werden, allerdings wurde dadurch keine signifikante
Verbesserung der Morbiditat erreicht (Besic, 2017). Aus diesem Grund wird noch immer
an verschieden therapeutischen Mdoglichkeiten geforscht, die die Prognose des OC

verbessern konnten.

Die Therapie des OC hat sich in den letzten Jahren sehr gewandelt. Ein wichtiger
prognostischer Faktor ist die Tumorfreiheit nach Primaroperation (Bulow et al., 2022).
Eine weitere relevante therapeutische Saule ist die Kombinationsbehandlung aus
Carboplatin und Paclitaxel. Wahrend der Nutzen der Chemotherapie immer wieder
diskutiert wird, konnte die Gruppe der PARP-Inhibitoren gute Ergebnisse vorweisen.
Insbesondere beim high-grade OC sind die Ergebnisse vielversprechend (Ruckhaberle
und Fehm, 2022).

Seit einigen Jahren steht NIPP immer mehr im Fokus der therapeutischen Forschung.
Insbesondere in der Wundversorgung hat sich die antiseptische Wirkung als wertvoll
gezeigt. Sie kann die Proliferation von Hautzellen anregen und in chronischen Wunden
Mikroorganismen inaktivieren (Nasir et al. 2016). NIPP konnte in klinischen Studien bei
der Behandlung von chronisch ulzerierenden Wunden an den Beinen Ergebnisse
erzielen, die eine nahezu gleiche antibakterielle Wirkung hatten, wie die Behandlung mit
Octenidin. Dabei hatte NIPP den Vorteil, dass deutlich weniger zytotoxische
Nebenwirkungen auftraten (Ulrich et al., 2015). Des Weiteren verwendet man NIPP in der
Luftreinigungstechnologie sowie in der Nahrungsmittelindustrie. Der antiseptische Effekt
wird auch bei der Sterilisation von chirurgischem Besteck ausgenutzt (Kramer et al.,
2015).

NIPP hat in jungerer Vergangenheit auch in der Onkologie immer mehr an Bedeutung

gewonnen. In Studien zeigte sich, dass Tumorzellen durch NIPP in ihrem Wachstum
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inhibiert werden. NIPP ist in der Lage den Zellzyklus zu beeinflussen und die Apoptose
zu indizieren. Dabei ist die Wirkung abhangig von der Dosis und der verwendeten Technik
(Arndt et al., 2013). NIPP zeigte bei verschiedenen Tumoren eine inhibierende Wirkung.
Dazu zahlen zum Beispiel Mammakarzinome, Lungenkrebs, Melanome oder das

Ovarialkarzinom (Lee et al., 2016).

Es konnte gezeigt werden, dass NIPP die Membranpermeabilitat von Krebszellen erhoht
(Haralambiev et al. 2020). Deshalb haben wir die Hypothese formuliert, dass NIPP die
Wirksamkeit der bereits zugelassenen Medikamente gegen das Ovarialkarzinom erhdéhen
konnte. Hierzu wurde untersucht, ob NIPP alleine oder in Kombination mit den PARP-
Inhibitoren Niraparib, Rucaparib oder Olaparib einen starker inhibierenden Einfluss hatte.
Auch die singulare Wirkung der PARP-Inhibitoren wurde untersucht. Es wurde ebenfalls
analysiert ob es eine Abhangigkeit zwischen dem pH-Wert und der NIPP-Behandlung gibt.
Des Weiteren wurde die Abhangigkeit zwischen Temperatur und der NIPP Behandlung

untersucht.

Die verwendeten OC Zelllinien OVCAR3 und Skov3 zeigten sich beide einer NIPP
Behandlung gegentber sensitiv. Bei OVCAR3 Zellen konnte ab einer Behandlungszeit
von 10s eine signifikante wachstumsinhibierende Wirkung nachgewiesen werden. Bei den
Skov3 Zellen konnte ebenfalls eine inhibierende Wirkung nachgewiesen werden. Hierfir
bedurfte es allerdings einer NIPP Behandlung von mindestens 20s. Aber auch nach dieser
langeren Behandlungszeit wurden noch Zellzahlen von 2x10° gezahlt. Die
wachstumsinhibierende Wirkung war also auch nach langerer Behandlungszeit weniger
deutlich als bei OVCARS3. Es konnte also nachgewiesen werden, dass NIPP in der Lage
ist, das Wachstum von verschiedenen Tumorzellen zu inhibieren, wenn auch nicht im
gleichen Ausmal. Auch in der Literatur finden sich zahlreiche Belege dafir, dass NIPP in
der Lage ist, das Wachstum von Tumorzellen zu inhibieren (Dezest et al., 2017; Forster,
Niu et al., 2023; Marzi et al., 2022; Yan et al. 2017). Daten konnten zeigen, dass,
zusammen mit der intraoperativen Behandlung mit NIPP, eine Kombination mit lokalen
Chemotherapeutika eine signifikante Verbesserung gegentber der individuellen
Therapiemalnahmen erreicht (Ishaq et al., 2014; Stope, 2020). Man konnte sich diese

Eigenschaften zunutze machen, um chemotherapieresistente Tumore zu behandeln
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(Stope, 2020). Auch in dieser Arbeit wurde eine kombinierte Behandlung aus NIPP und
den PARP-Inhibitoren Olaparib, Niraparib und Rucaparib getestet.

4.2 Temperatur und pH Veranderungen durch den Einfluss von NIPP

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die Behandlung des
Zellkulturmediums mit NIPP die Temperatur, auf der Oberflache oder eingetaucht,
beeinflussen kann. Dazu wurden jeweils 500ml Medium fur unterschiedliche Zeitraume
mit NIPP behandelt. Es zeigte sich in beiden untersuchten Zelllinien (OVCARS3 und Skov3)
eine deutliche Abkuhlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Relevante
Unterschiede zwischen den Medien konnten nicht gezeigt werden. Eine Erklarung fir den
Temperaturabfall ist die Verdunstungskalte oder Verdampfungsenthalpie. Diese Begriffe
beschreiben die Warmeabgabe einer Flussigkeit an die Umgebung. Dies passiert, wenn
eine Substanz ihren Aggregatzustand wechselt. Beim Ubergang vom fliissigen in den
gasformigen Zustand, wird Arbeit entgegen der Anziehungskrafte der Teilchen verrichtet
wodurch spezifische Verdampfungswarme aufgebracht werden muss (Pfeifer et al.,
2004). In der klinischen Anwendung hat sich die Verdunstungskalte bewahrt um
Symptome wie Hyperthermie zu behandeln, da Verdunstung eine der schnellsten und
effektivsten Methoden zur Abkihlung darstellt (Wassermann et al.,, 2023). Zur
Behandlung der Medien mit NIPP wurde der ,Kinpen Med® verwendet. Bei dessen
Gebrauch entsteht Gasstrom, welcher die Verdunstung verstarkt (Jantschek, 2022). Auch
in diesem Versuchsaufbau anderte sich der Aggregatzustand des Mediums von flissig zu
gasformig, was durch die Behandlung mit NIPP noch verstarkt wurde. Insgesamt gibt es
bis jetzt kaum Daten, welche die Wirkung von NIPP auf die Temperatur des
Zellkulturmediums beschreiben. Wir empfehlen daher weitere Forschungen zu diesem

Thema.

Im Zuge dieser Arbeit wurde auch untersucht, ob die Behandlung des Zellkulturmediums
mit NIPP Einfluss auf den pH-Wert hatte. Diese Fragestellung war wichtig, um
auszuschlieBen, dass der pH-Wert Einfluss auf die Ergebnisse nimmt und diese
verfalscht. Dieser Faktor schien eine Relevanz zu haben, weil schon in anderen Studien

nachgewiesen wurde, dass der pH-Wert durchaus Einfluss auf Ovarialtumorzellen hat. So
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wies eine Studie nach, dass die Photoluminiszenz von Mercaptoessigsaure in
nanoskopischen Teilstrukturen in Skov3 Zellen pH-abhangig ist. Bei einem steigenden
pH-Wert steigerte sich auch die Teilchenbewegung. Das galt auch fur die Fluoreszenz
Intensitat, welche bei hdherem pH-Wert zunahm (Liu et al., 2007). Eine andere Studie
untersuchte die Korrelation eines sauren pH-Wertes und der Interleukin-8 Expression
(IL8). IL8 korreliert mit dem Krankheitsverlauf, der genaue Mechanismus ist allerdings
noch nicht bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass bei Kultivierung von Skov3 Zellen in
saurem Medium (pH: 6,6), die Expression von IL8 deutlich zunahm (Xu und Fidler, 2000).
Es gibt also verschiedene Belege dafiir, dass der pH-Wert Einfluss auf biomedizinische
Prozesse des OC nimmt. Der Wirkmechanismus von NIPP ist noch nicht vollstandig
verstanden, weshalb verschiedene denkbare Wirkmuster beleuchtet werden. In der
Literatur wurde beispielsweise die Fragestellung verfolgt, wie der subzellulare
Mechanismus der Inaktivierung von Hefezellen durch NIPP funktioniert. Einer der
untersuchten Parameter war der pH-Wert. Es zeigte sich, dass der pH-Wert durch die
Behandlung abnahm und so das Zellmembranpotential senkte. Gemeinsam mit reaktiven
Sauerstoff Radikalen stellte der saure pH-Wert einen synergistischen antimikrobiellen
Faktor dar (Xu et al., 2020; Xu et al., 2021). In einer anderen Studie ergab sich ein
ahnliches Resultat. Man hat in vitro Tumorzellen aus der Aszitesflussigkeit bei malignem
OC entnommen. Diese Proben hat man auf unterschiedliche pH-Werte untersucht. Dazu
wurde 10%iger maligner Aszites zu den Proben hinzugefugt. Es zeigte sich, dass die
Tumorigenitat bei einem alkalischeren pH-Wert hher war als bei einem sauren pH-Wert.
Wurde der pH-Wert gesenkt, so reduzierten sich Adhasion, Stoffwechselaktivitat und die
Migrationsfahigkeit der Tumorzellen. Der 10%ige maligne Aszites konnte allerdings die
Wirkungen des sauren pH-Wertes inhibieren (Yang et al., 2022). Es scheint denkbar, dass
die isoelektrischen Anziehungskrafte die Tumorigenitat im basischen Milieu fordern. Die
pH-Werte dieser Arbeit zeigten sowohl beim Medium von OVCARS3 (pH: 8,27-8,58) als
auch von Skov3 (pH: 8,09-8,28) ausschliellich alkalische Werte. Es zeigte sich bei beiden
Zelllinien kein Anstieg oder Abfall des pH-Wertes. Die minimal abweichenden Werte sind
am ehesten auf Messfehler oder auf die leichten Abweichungen aufgrund pH-
Messungenauigkeiten des pH-Meters zurlckzufihren. Diese liegen laut Hersteller
allerdings nur bei 0,01. Ein Unterschied des pH-Wertes in Abhangigkeit von der

Temperatur konnte nicht gezeigt werden. Aufgrund der oben beschriebenen Daten (Yang
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et al.,, 2022) scheint sich der alkalische pH-Wert besser fur die Forschung von
Ovarialtumorzellen zu eignen. Auf diese Weise wird scheinbar nicht inhibierend auf die
Tumoreigenschaften eingewirkt und das naturliche Wachstum von Tumorzellen kann
besser beurteilt werden. In der Literatur finden sich keine Belege, welche eine Anderung
des pH-Wertes aufgrund von NIPP Behandlung beschreiben. Dies konnte auch in unseren
Versuchen nicht festgestellt werden. In jedem Fall empfehlen wir, aufgrund der

mangelnden Datenlage, weitere Forschungen zu dieser Fragestellung.

4.3 Unterschiede zwischen OVCAR3 und Skov3 Zellen

OVCARS3 Zellen weisen eine hdhere Sensitivitdt gegentber NIPP Behandlung auf als
Skov3 Zellen. OVCARS Zellen gehdrt zum histologischen Subtyp der ,High Grade serous
Carcinoma“ (HGSC), welche 70% der Ovarialkarzinome ausmacht. HGSC weist in 96%
der Falle eine p53-Mutation auf. Durch somatische oder Keimbahnmutationen sind
BRCA1 und BRCA 2 in 35% inaktiv. 50% der HGSC-Alterationen weisen eine Mutation
der homologen Rekombination auf. Dies konnte ein Grund dafur sein, dass diese Zellen
eine hohere Sensitivitdt gegenlber platinhaltigen Substanzen vorweisen (Darb-Esfahani
etal., 2014). Skov Zellen hingegen wurden als ,non serous” (NS) eingestuft (Hallas-Potts
et al., 2019). Es wurde belegt, dass in verschiedenen Experimenten ein grundsatzlich
unterschiedliches Verhalten zwischen HGSC (OVCAR3) und NS (Skov3) nachweisbar
war. Es wurde u.a. der invertierte Transwell-Invasionstest verwendet. Hier konnte eine
Invasion nur bei NS Zelllinien nachgewiesen werden. Es zeigte sich eine schnellere
Wanderung der NS Zelllinien im Vergleich zu den HGSC Zelllinien. Dies erscheint
unerwartet, weil das HGSC klinisch die deutlich schlechtere Prognose hat und sich
aggressiver prasentiert. Es ist aber sehr schwierig Zelllinien in vitro zu etablieren, well
viele genetische Mutationen, die es dazu braucht, nur in Tumoren im fortgeschrittenen
Stadium verflugbar sind (Hallas-Potts et al.,, 2019). Die meisten Zelllinien haben das
Potential zu metastasieren (Masters, 2000). Dazu ist es wichtig zu wissen, dass Skov3
Zellen ursprunglich aus Aszitesflussigkeit gewonnen worden sind (Fogh et al., 1977;
Hallas-Potts et al., 2019; Wilson et al., 1984), was mit einem fortgeschrittenen
Krankheitsverlauf einhergeht. Deshalb geht das Verhalten von Skov3 Zellen mit dem

eines fortgeschrittenen Krankheitsverlauf einher. Dies ist nicht endgultig experimentell
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bewiesen, lasst sich aber aus der aktuellen Literatur herleiten (Fogh et al., 1977; Hallas-
Potts et al., 2019; Wilson et al., 1984).

In der Literatur finden sich widerspruchliche Angaben zur Platinresistenz der OVCAR3
Zellen. Es gibt Quellen, die OVCAR3 Zellen als platinsensitiv bezeichnen (Wilson et al.,
2013) und andere, die auch bei OVCAR3 Zellen eine Resistenz gegenulber Cisplatin
sehen (Bernhardt et al., 1992; Mad-Adam et al., 2022). Es scheint allerdings als sicher,
dass die Resistenz von Skov3 Zellen sehr viel starker ist als die von OVCARS Zellen
(Bernhardt et al., 1992). Auch in dieser Arbeit zeigen sich bei gleicher Behandlung
deutliche Unterschiede zwischen OVCARS3 und Skov3. Hier wurden zwar in beiden
Zelllinien signifikant inhibierende Wirkungen nachgewiesen, die Sensitivitat war jedoch
bei OVCAR3 Zellen deutlich hdher.

Moglichweise ist der histologische Subtyp ein Grund dafur, dass OVCARS3 und Skov3
unterschiedlich sowohl auf die Behandlung mit PARP-Inhibitoren als auch die Behandlung
durch NIPP reagiert haben. Die Tatsache, dass Skov3 Zellen aus Aszitesflussigkeit bei
einem fortgeschrittenen Krankheitsbild entnhommen worden sind, ist eine weitere

Erklarung fur die besonders resistenten Eigenschaften (Fogh et al., 1977).

Die These, dass es Unterschiede zwischen HGSC- und NS-Zelllinien gibt, wird auch von
den Ergebnissen einer weiteren Studie nachgewiesen. Dabei wurden in vivo Experimente
zur Tumorigenitat durchgefiihrt. Dazu wurde verglichen, wie unterschiedliche, jedoch
Uberlappende Panels von Ovarialkarzinomzellen uber 6 Wochen Tumore bei Mausen
bildeten. Es zeigte sich, dass Skov3 sowie weitere NS-Zellinien (wie z.B. A2780) bei
intraperitonealer Injektion eine hohe Tumorigenitat aufwiesen (Hernandez et al., 2016).
OVCAR3 und andere HGSC-Zelllinien (wie z.B. PEO1 &PEO4) wiesen bei
intraperitonealer Injektion hingegen eine niedrige Tumorgenitat auf (Hallas-Potts et al.,
2019).

Aufgrund der bekannten Resistenzen ist die Kombination von Chemotherapie und
anderen Behandlungsmdglichkeiten Gegenstand aktueller Forschungen (Chen et al.,
2015; Mad-Adam et al., 2022; Rosano et al., 2010). So konnte in Untersuchungen gezeigt
werden, dass (x)-Kusunonkinin in der Lage war in Tumorzellen die Zellprolieferation zu

inhibieren und die Apoptose einzuleiten. Dies sollte nun in Tierversuchen weiter Uberpruft
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werden (Mad-Adam et al., 2022). Eine weitere Studie untersuchte die Auswirkung von
MACC1 auf platinresistente Skov Zellen. Hier konnten ebenfalls vielversprechende

Ergebnisse erzielt werden (Chen et al., 2015).

Ein sehr wirksames Chemotherapeutikum in der Behandlung des OC ist Cisplatin. 80%
der Patientinnen zeigen zu Beginn ein gutes Ansprechen auf dieses Medikament. Ein
grolRes Problem ist allerdings im Therapieverlauf haufig die Entwicklung einer
Platinresistenz, welche die Prognose der Therapie deutlich reduziert. Die Grunde fur die
Cisplatinresistenz sind vielfaltig und reichen von verschiedenen DNA-Reparatur-

Mechanismen Uber oxidativen Stress bis zur Multidrugresistenz (Yang et al., 2022).

4.3.1 Olaparib

Eine der \vielversprechenden Therapieoptionen ist die Kombination aus
Chemotherapeutika und PARP-Inhibitoren. PARP-Inhibitoren hemmen die DNA-
Reparaturmechanismen der Tumorzellen und wirken inhibierend auf diese (Gao et al.,
2021; Kummar et al., 2012). Hier wurde die Wirkung von Carboplatin, Paclitaxel und
Olaparib auf Ovarialtumorzellen untersucht. Es zeigte sich bei OVCAR3 Zellen eine
signifikante Verbesserung in der Kombination aus Carboplatin, was sich mit anderen
Forschungsergebnissen deckt (Gao et al., 2021; Oza et al., 2015). So konnte
beispielsweise in einer anderen Studie gezeigt werden, dass sich die Kombination aus
Olaparib mit dem neuartigen Traizen-Medikament CT913 positiv auf das Outcome
auswirkt (Wichmann et al., 2020). In einem anderen Versuch wurde probiert, das
Tumorwachstum von Skov3 Zellen in Mausen mithilfe von Olaparib und Metformin zu
inhibieren. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Skov3 Zellen. Sowohl die
singulare, als auch die kombinierte Behandlung war signifikant wachstumsinhibierend
(Hijaz et al., 2016). In dieser Arbeit zeigte sich bereits bei einer Behandlung der OVCAR3
Zellen mit 1uM Olaparib die gleiche Wirkung, welche die Skov Zellen bei einer
Behandlung mit 5uM zeigten. Insbesondere bei OVCARS3 Zellen wurde bei der
Kombination auf PARP-Inhibitoren und NIPP Behandlung ein deutlich synergistischer
Effekt erzielt.
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4.3.2 Niraparib

Ein weiterer PARP-Inhibitor, welcher im Zuge dieser Arbeit untersucht worden ist, ist
Niraparib. Auch Niraparib hat bereits gute Ergebnisse in der Erforschung der
Ovarialtumortherapie geliefert. So konnte nachgewiesen werden, dass die inhibierende
Wirkung und die Aktivierung der Apoptose bei Skov3 Zellen bereits durch Cisplatin und
Niraparib alleine ausgeldst werden konnte, die Kombination beider Substanzen aber
signifikante Vorteile hatte (Bahar et al., 2021). Auch im klinischen Gebrauch zeigte
Niraparib signifikant verbesserte Ergebnisse in der Erhaltungstherapie des OC. So
wurden sowohl beim rezidivierenden, epithelialen OC als auch beim primaren
Peritonealkarzinom Erfolge nachgewiesen (Heo und Duggan, 2018). Aufgrund der guten
Ergebnisse sind Olaparib und Niraparib bereits in der EU und den USA zum klinischen
Gebrauch zugelassen (Heo und Duggan, 2018; Ortiz et al., 2022). In meinen Ergebnissen
zeigte sich, dass die Behandlung mit 0.3uM Niraparib sowohl bei OVCARS3 als auch bei
Skov3 Zellen eine signifikante Wirkung hatte. Bei beiden Zelllinien zeigten sich
vergleichbare wachstumshemmende Effekte. In beiden Fallen profitierte die Behandlung

deutlich von einer Kombination mit NIPP.

4.3.3 Rucaparib

Der dritte, in dieser Arbeit untersuchte, PARP-Inhibitor war Rucaparib. In der Literatur
finden sich Belege, dass Rucaparib eine alternative Behandlungsmoglichkeit des
Ovarialkarzinoms ist. Insbesondere Patientinnen mit platinsensitiven Tumoren scheinen
von Rucaparib zu profitieren. Es wurden Patientinnen mit der BRCA1 und BRCA2
Mutation untersucht. Es ist allerdings denkbar, dass die Ergebnisse auch flir Tumore ohne
die BRCA-Mutationen relevant sind. Das sollte Gegenstand weiterer Forschungen sein
(Kristeleit et al., 2022; Swisher et al., 2017). Eine andere Studie wies nach, dass es
aufgrund von Defekten in den nichthomologen Endstiicken der DNA zu einer Rucaparib-
Resistenz kommt. Ein solcher Gendefekt wurde in 40% der untersuchten Ovarialzellen
festgestellt und kann das Outcome einer Rucaparib Therapie stark einschranken
(McCormick et al.,, 2017). In den Ergebnissen dieser Arbeit konnte ebenfalls keine
ausreichende inhibierende Wirkung der Rucaparib Behandlung nachgewiesen werden.

Wie mit oben genannten Studien (Kristeleit et al., 2022; Swisher et al., 2017) vereinbar,
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hatte Rucaparib auf die sensitiveren OVCAR3 Zellen eine inhibierende Wirkung. Die
Skov3 Zellen zeigten Uber den Zeitraum von 72h sowohl in Kombination mit NIPP als
auch in singularer Rucaparib Behandlung keine Inhibition. Dieses Ergebnis konnte zu den
Ergebnissen der oben genannten Studie passen, welche eine Resistenz gegenuber
Rucaparib aufgrund von Defekten im DNA Reparatursystem nachwies (McCormick et al.,
2017).

4.4 Kombination aus NIPP und PARP-Inhibitoren

NIPP und PARP-Inhibitoren haben beide auch bei singularer Behandlung eine
tumorinhibierende Wirkung. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Kombination der
beiden Therapien die Wirkung noch verbessern kann. So wurde in einer Studie
nachgewiesen, dass die Kombination aus NIPP und Strahlentherapie aber auch aus NIPP
und dem PARP-Inhibitor Olaparib in der Behandlung des Mammakarzinoms deutliche
Verbesserungen des Outcomes erreichen konnte (Lafontaine et al., 2020). Diese
Ergebnisse wurden durch weitere Daten bekraftigt, die zeigen konnten, dass NIPP auch
bei Kombination mit dem gangigen Brustkrebsmedikament Tamoxifen positive
tumorinhibierende Ergebnisse erzielte. In der gleichen Arbeit wurde die
entzindungshemmende Wirkung von Sulfasalazin bei rheumatoider Arthritis untersucht.
Diese stellte sich alleine als minimal heraus, konnte aber mit NIPP wesentlich bessere
Ergebnisse erzielen (Brany et al., 2021). In einer weiteren Studie, welche sich mit der
Behandlung des malignen Melanoms beschaftigte, konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
die Kombination aus NIPP und PARP-Inhibitoren den Krebs effektiver bekampfte
(Adhikari et al., 2019). Die antiprolieferative Wirkung der Kombination aus NIPP und
PARP-Inhibitoren liegt unter anderem daran, dass NIPP eine erhdhte
Zellwandpermeabilitat erzeugt und die Wand dadurch flr niedermolekulare Wirkstoffe
besser passierbar ist. Hierbei wir die Lipidordnung verandert und es kommt zu erhéhten
Peroxidationswerten, welche die Permeabilitdt verbessern. Auf diese Weise steigt die
intrazellulare Konzentration des tumorinhibierenden Wirkstoffes (Brany et al., 2021). Die
im NIPP enthaltenen reaktiven Spezies (ROS) welche durch partielle Reduktion von
Sauerstoff zu Superoxid (O2°), zu Lipidperoxiden oder Ahnlichem entstehen, sorgt fiir eine

Anderung der Zellwand. Dabei sorgt die Lipidperoxidation fiir eine Strukturveranderung
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der Membran und begunstigt das Entstehen von weiteren ROS, welche die
Zellwandstruktur beschadigen (Gaschler und Stockwell, 2017). Des Weiteren konnte
Plasma auch in Kombination mit den Platinderivaten Cisplatin oder mit Paclitaxel Zellen
des OC angreifen. Hier konnte durch die Plasmabehandlung der Platinresistenz der
Tumorzellen entgegengewirkt werden (Lee et al., 2022). Auch in dieser Arbeit konnten
diese Ergebnisse bestatigt werden. Zwar gab es Unterschiede in der bendtigten
Behandlungsdauer bzw. der bendtigten Wirkstoffkonzentration bei den verschiedenen
untersuchten Zellen, eine inhibierende Wirkung konnte jedoch sowohl bei OVCARS3 als
auch bei Skov3 nachgewiesen werden. Es scheint, dass NIPP eine relevante Rolle in der

Behandlung des OC spielen kdnnte.

In dieser Arbeit zeigt sich die tumorinhibierende Wirkung des NIPP, sowohl bei singularer
Behandlung als auch in Kombination aus NIPP und verschiedenen PARP-Inhibitoren,
deutlich. Bei unterschiedlichen Zelllinien des OC konnten diese Effekte nachgewiesen
werden und der Nutzen aus der Kombination beider Therapien belegt werden.
Vergleichbare Ergebnisse lassen sich auch in der Literatur bestatigen. Da NIPP eine stark
inhibierende Wirkung auf Tumorzellen hat und dabei mit wenigen Nebenwirkungen in
Verbindung gebracht wird, konnte sich NIPP auch in der Klinik als vorteilshaft erweisen.
Die hier gewonnenen Ergebnisse, legen nahe, dass NIPP in den nachsten Jahren eine

wichtige Rolle in der Onkologie und insbesondere in der Therapie des OC spielen konnte.
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5. Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom ist die dritthaufigste maligne Todesursache bei Frauen in
Deutschland. Es geht mit einer schlechten Prognose einher, was unter anderem daran
liegt, dass das OC meist erst in fortgeschrittenem Stadium erkannt wird. Die Therapie
gestaltet sich schwierig, da es im Verlauf der Erkrankung haufig zu Therapieresistenzen
kommt und sich vermehrt Rezidive bilden. Die Behandlung durch Nicht Invasives
Physikalisches Plasma ist eine vielversprechende Methode in der Onkologie. NIPP hat
sich nicht nur bei verschiedenen Behandlungen in der Dermatologie und Zahnmedizin
etabliert, sondern ist auch in der Lage verschiedene Malignitaten, wie zum Beispiel
Brustkrebs, Melanome oder das OC effektiv anzugreifen. Dabei ist NIPP in der Lage
Tumorzellen direkt zu inhibieren, indem die Apoptose in Tumorzellen eingeleitet wird.
Auch indirekt werden Tumore inhibiert, indem Resistenzen gegenuber anderen
Therapieoptionen aufgehoben werden. NIPP hat aulRerdem ein sehr risikoarmes
Nebenwirkungsprofil, weshalb die Behandlung recht unbedenklich ist. Die Wirkung von
NIPP auf Temperatur und den pH-Wert wurde im Zuge dieser Arbeit untersucht. Die
Temperatur wurde durch NIPP herabgesetzt, was auf Verdunstungskalte zuriickzuflihren
ist. Beim pH-Wert konnten keine Veranderungen gezeigt werden. In dieser Arbeit wurde
insbesondere die Wirkung von NIPP auf OVCARS3 und Skov3 Zellen des OC untersucht.
Dazu wurden in-vitro Zellkulturen behandelt. OVCARS3 Zellen stellten sich gegenuber der
NIPP Behandlung als sensitiver heraus und es zeigte sich bereits ab einer
Behandlungszeit von 10s eine signifikant inhibierende Wirkung (p = 0,034). An Skov3
Zellen zeigte sich diese Wirkung nach frihestens 20s Behandlungszeit (p = 0,021).
Allerdings wurde in jedem Falle eine antiprolieferative Wirkung gezeigt. Eine, an
Wichtigkeit zunehmende Komponente, in der Behandlung des OC sind die PARP-
Inhibitoren. Diese greifen die DNA-Reparaturmechanismen der Tumorzellen an und
beglnstigen so deren Apoptose. Im Zuge dieser Arbeit wurden Olaparib, Niraparib und
Rucaparib eingesetzt. Es wurde sowohl deren singulare Wirkung, als auch die
Kombination mit NIPP charakterisiert. Bei der Kombination von NIPP mit Olaparib und
Niraparib konnte in beiden Zelllinien eine signifikant inhibierende Wirkung nachgewiesen
werden (OVCAR: Ola & NIPP: p = 0,010; OVCAR: Nira & NIPP: p < 0,001; Skov3: Ola &
NIPP: p < 0,001; Skov3: Nira & NIPP: p < 0,001). Beim PARP-Inhibitor Rucaparib zeigte
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sich eine signifikante Inhibition nur bei OVCAR3 Zellen (p = 0,001). In den hier
prasentierten Ergebnissen konnten die tumorinhibierende Wirkung von PARP-Inhibitoren
und NIPP gezeigt werden. Insbesondere die Kombination der beiden Wirkmechanismen
zeigte vielversprechende Ergebnisse, welche auch von der vorliegenden Literatur gestutzt

werden.

Die hier in-vitro gewonnenen Daten, legen nahe, dass NIPP auch in der Klinik eine
relevante Option in der Behandlung des OC sein kann. Sowohl die prasentierten Daten,
als auch erste Untersuchungen in der Literatur legen nahe, dass NIPP in der Therapie

des OC in Zukunft eine wichtige Rolle einnehmen konnte.
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