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Einleitung 1

1. Einleitung

Peritonealkarzinose ist der Befall des Peritoneums durch maligne disseminierte Tumor-
zellen und dabei Ausdruck eines fortgeschrittenen metastasierten Tumorgeschehens
oftmals gastrointestinalen Ursprungs. Bis vor einigen Jahren wurde das
Therapiekonzept der betroffenen Patienten durch palliative Ansatze bestimmt, die
mittlere Uberlebensrate betrug darunter in einschlagigen Studien ca. sechs Monate [1-
4].

Sugarbaker fuhrte neben der operativen Zytoreduktion die additive hypertherme
intraoperative peritoneale Chemotherapie (HIPEC) ein. Durch dieses Verfahren konnte
so in betroffenen, sorgfaltig ausgewéhlten Patienten ein Anstieg der Uberlebenszeit
verzeichnet werden [5, 6].

Eine optimale Versorgung dieses Krankheitsbildes ist jedoch bis heute nicht
gewahrleistet.

Die einzelnen erreichten Erfolge des bisher angewandten Therapieansatzes beruhen
auf klinischen Erfahrungen und theoretischen Modellen.

Aufgrund dieser Tatsache ist die Entwicklung weiterer innovativer multimodaler
Behandlungsansatze dringend notwendig und Gegenstand verschiedener Forschungs-
gruppen weltweit.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Entwicklung eines neuen multimodalen
Therapiekonzeptes der Peritonealkarzinose im Kleintiermodell.
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1.1 Peritoneum

Die Bauchhohle, Cavitas abdominis, gliedert sich in zwei Raume: eine mit Bauchfell
(Peritoneum) ausgekleidete Cavitas peritonealis sowie das dorsal gelegene Spatium

retroperitoneale.

Das Peritoneum kleidet als ser0se Haut die Peritonealhdhle aus und besitzt eine
Oberfliche von ca. 2m?. Es unterteilt sich einerseits in das Peritoneum parietale,
welches der vorderen und seitlichen Bauchwand anliegt sowie dorsal die Organe des
Retro- und Extraperitonealraumes Uberzieht. Das Peritoneum viszerale liegt den
intraperitonealen Organen direkt an und wird Uber die Peritonealduplikaturen (Mesos)
zum Peritoneum parietale. Diese Duplikaturen enthalten neben Fett- und Bindegewebe
die Versorgungsstrukturen fur die intraperitoneal gelegenen Organe.

Das Bauchfell sezerniert ein Transsudat in den kapillaren Spaltraum der Cavitas
peritonealis, durch welche eine Bewegung der Organe gegeneinander ermoglicht wird.

Das Peritoneum selbst besteht aus einer Tunica serosa und einer Tela subserosa und
entsteht entwicklungsgeschichtlich aus dem Zoelomepithel. Histologisch zeigt sich die
Tunica serosa als ein einschichtiges Plattenepithel, auch Mesothel genannt. Es besteht
aus einer Basallamina und einer Lamina propria, welche sowohl Zellen des
Immunsystems als auch Nerven- Blut- und LymphgefalRe enthalt. Die Tela subserosa
verbindet das Peritoneum durch Bindegewebe mit der Umgebung.

Die arterielle Versorgung des Peritoneum parietale erfolgt dorsal Uber die Aa.
intercostales und Aa. lumbales, ventrolateral Uber die A. phrenica inf., die A. epigastrica
sup. et inf. und die A. circumflexa ilium profunda.

Das viszerale Peritoneum wird Uber die Arterien der Organe versorgt.

Die venosen Strukturen folgen entlang der Arterien und passieren uUber die V. portae die
Leber oder munden direkt in die V. cava.

Der lymphatische Abfluss erfolgt zum einen parallel der Arterien zu den parietalen
Lymphknoten, zum anderen uber die viszeralen Lymphbahnen.

Die Innervation des parietalen Peritoneums erfolgt (iber die Aste der Spinalnerven und

ist somit extrem schmerzempfindlich. Das viszerale Peritoneum hingegen wird Uber die
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vegetativen Nerven der Organe versorgt und reagiert nur auf Zug mit einem
Schmerzreiz.

Die physiologischen Aufgaben des Peritoneums sind aullerst vielfaltig: Neben der
reibungsfreien Bewegung der Organe gegeneinander wird der transmembranale
Transport von Wasser und Elektrolyten ermdglicht und tragt zur Immunabwehr bei [7,
8].
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1.2 Peritonealkarzinose

Die Peritonealkarzinose ist Merkmal einer fortgeschrittenen metastasierten
Tumorerkrankung meist gastrointestinaler Genese und wurde erstmals durch Sampson
im Jahre 1931 beschrieben [9]. Die haufigste Form nicht gastrointestinalen Ursprunges
ist das peritoneal metastasierte Ovarialkarzinom.

Primare Karzinome des Peritoneums sind eher selten. Hierzu gehort das diffuse
maligne peritoneale Mesotheliom, das Pseudomyxoma peritonei sowie das maligne
Sarkom [10].

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eines kolorektalen Karzinoms weisen schon 10-15%
aller Patienten eine peritoneale Tumoraussaat auf. Bei dem Auftreten eines Rezidivs
ohne Fernmetastasen liegt die Haufigkeit der peritonealen Dissemination bereits bei
25% [1-4, 11].

Das Kolonkarzinom ist in der westlichen Bevodlkerung bei dem Mann nach dem
Bronchialkarzinom und bei der Frau sogar noch vor dem Mammakarzinom eines der
haufigsten Tumore [12]. In den letzten 25 Jahren zeigte sich in der Bundesrepublik
Deutschland eine deutliche Zunahme der Inzidenz der Kolonkarzinome beider
Geschlechter [13]. Die Ursachen der Tumorerkrankung sind multifaktoriell. So kdnnen
neben positiver familiarer Anamnese und genetischen Mutationen wie beim HNPCC
(hereditares nicht polyposes Kolonkarzinom) und der FAP (familiare adenomatdse
Polyposis) auch die individuellen Lebensumstande wie fehlende korperliche Aktivitat,
Ernahrung und Alkoholabusus eine Rolle spielen [14-16].

Die lymphogene Metastasierung des Kolonkarzinoms folgt der arteriellen Versorgung,
hamatogene Metastasen sind in der Regel auf Grund der portocavalen Drainage zuerst
in der Leber zu finden [12].

Die Entstehung einer peritonealen Metastasierung erfolgt aufgrund einer disseminierten
Tumorzellaussaat [17]. Dabei metastasiert das Kolonkarzinom intraperitoneal
hauptsachlich in das Kolon, das grof3e Netz und den Dunndarm [18].

Ein intraperitonealer Ubertritt der Tumorzellen kann durch folgende Mechanismen
entstehen: zum einen durch einen wanduberschreitenden Primarius, durch

Metastasierung per continuitatem oder durch freie Tumorzellen in der
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Peritonealflissigkeit bei nicht wanduberschreitenden Karzinomen ohne Manipulation.
Des Weiteren kann eine iatrogene Streuung bei operativer Therapie ursachlich sein [19,
20, 21].

Durch die Verletzung von Gewebe tritt eine erhohte Konzentration von Zytokinen,
extrazellularer Matrix und Fibrin auf, mit welchen disseminierte Tumorzellen
interagieren. Das Fibrinnetz fangt diese freien Zellen ab (Tumorzellentrapment), so
dass in dem entstehenden Narbengewebe sich Metastasen bilden kdnnen und durch
die hohe Dichtigkeit des Gewebes fur spatere antikanzerogene Therapien schwer
zuganglich sind [22-24].

Bei der Bildung intraperitonealer Metastasen spielt die Tumorzelladhdsion mit den
dazugehdrigen Zelladhasionsmolekulen eine entscheidende Rolle. In einer Reihe von
tierexperimentellen Studien konnte nachgewiesen werden, dass nach intraperitonealer
Instillation eines antiadhasiven Agens die Tumormasse signifikant reduziert werden
konnte [25-27].
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1.3 Therapie

Die Peritonealkarzinose hat eine sehr schlechte Prognose und wurde in der
Vergangenheit ausschliel3lich unter palliativen Ansatzen behandelt [28-30]. Darunter
betragt die mittlere Uberlebenszeit nach Diagnosestellung in den wenigen verfligbaren

Untersuchungen ca. sechs Monate [1-4].

Nach heutigem Kenntnisstand ist ein potentiell kurativer Behandlungsansatz mdglich
[31, 32]. Um dieses Ziel zu erreichen, sind zwei Voraussetzungen notwendig: zum
einen die radikale, operative Tumorreduktion mit makroskopischer Tumorfreiheit, zum
anderen eine zusatzliche hypertherme perioperative intraperitoneale Chemotherapie
(HIPEC) zur Eliminierung von mikroskopischen Residuen der Karzinose [22, 30, 33-40].
Die 5-Jahres-Uberlebensrate dieser nach dem Schema behandelten Patienten mit
Peritonealkarzinose aufgrund eines Kolonkarzinoms variiert in den vorliegenden
Studien zwischen 19% und 51% [28, 31, 41-46]. Verwaal et al. konnte in einer
prospektiv randomisierten Studie bei mit dieser Therapieoption versorgten Patienten
eine doppelt so hohe 2-Jahres-Uberlebensrate nachweisen als bei den Patienten, die

eine palliative Chemotherapie erhielten [47].

Um eine mdoglichst adaquate Therapie zu beginnen, ist die Evaluation verschiedener
Kriterien essentiell. Die Auswahl der zu behandelnden Patienten ist umsichtig zu treffen,
wobei einerseits auf die Invasivitat des Primartumors, auf das praoperative
Tumorstaging und auf die Dissemination des Karzinoms zu achten ist [22].

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, hat das Kolonkarzinom drei naturliche
Metastasierungswege. Unter Berucksichtigung eines operativen Eingriffs zur Resektion
des Primartumors kann es jedoch je nach Operationstechnik des Operateurs zu
iatrogener Tumorzellaussaat in die Peritonealhdhle kommen und somit zu einer
sekundaren Peritonealkarzinose fuhren [20, 25, 48-50].

Unter bestimmten Umstanden und Ausbreitung des Tumors in das umliegende Gewebe
und Lymphknoten ist die Streuung von Karzinomzellen pra- oder intraoperativ
unvermeidbar, so dass eine additive hypertherme intraoperative peritoneale
Chemotherapie indiziert ist.
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Die aktuellen S3-Leitlinien fur das kolorektale Karzinom empfehlen derzeit aufgrund
nicht ausreichender Studienlage keine zytoreduktive Therapie mit anschlielender
hyperthermer Perfusion [51].

Diese Aussage unterstreicht die Notwendigkeit experimenteller Projekte zur Evaluation
weiterer Therapieoptionen. Diese Arbeit soll darlegen, dass eine zytoreduktive Therapie
im Rattenmodell moglich ist und kann durch seinen neuen, vielfaltigen multimodalen
Therapieansatz als vielversprechende Grundlage weiterer experimenteller Schritte

dienen.

1.3.1 Tumordebulking

Unter dem intraperitonealen Tumordebulking versteht man die operative Resektion
intraabdomineller peritonealer Metastasen mit dem Ziel der vollstandigen
makroskopischen Tumorfreiheit und dient zur Reduktion der Tumorlast.

Zu Beginn der Prozedur ist eine grindliche Exploration des gesamten viszeralen und
parietalen Peritoneums sowie eine genaue Dokumentation der Ausdehnung der
Karzinose erforderlich.

Die Quantifizierung des Tumorausmalfes und die Lokalisation desselbigen spielen eine
entscheidende Rolle fur die weitere Prognose des Patienten [52]. Zur objektiven
Erfassung der Peritonealkarzinose sind verschiedene intraoperative Stagingsysteme in
der Literatur beschrieben worden:

Das Lyon-Staging-System, auch Gilly-Staging genannt, das Japanese Research
Society for Gastric Cancer carcinomatosis staging (JRSGC), der Peritoneal Cancer
Index (PCIl) nach Sugarbaker, das Simplified Peritoneal Cancer Index (SPCI) des
Netherlands Cancer Institut sowie der auf dem SPCI beruhenden N-Score. Die grofdte
Verbreitung zur Evaluierung des Tumorbefalls erfolgt bislang durch den PCI.

Als Kontraindikation fur eine zytoreduktive Therapie der Peritonealkarzinose auf
Grundlage eines Kolonkarzinoms gilt im klinischen Alltag ein Score >20, da aufgrund
des ausgedehnten Befalls eine makroskopische Tumorfreiheit nicht gewahrleistet ist
und die betroffenen Patienten eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 0% aufweisen [10, 24,
52, 53].
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Fir das Tumordebulking kann es zu einer vollstandigen Peritonektomie sowie
multiviszeralen Resektionen kommen, das Procedere wurde von Sugarbaker et al.
bereits ausfuhrlich beschrieben [5, 34, 54].

Zur Klassifikation des Resektionsausmalies dient unter anderem der Completeness of
Cytoreduction-Score (CCS) [52, 53].

Als limitierender Faktor der kompletten Tumorresektion gelten Metastasen auf der
Oberflache des Dunndarms, welche aufgrund der Gefahr eines Kurzdarmsyndroms bei
grof¥flachiger Dissemination der Metastasen nicht vollstandig reseziert werden kdonnen
[5, 43, 55]. In dieser Situation ist eine makroskopische Tumorfreiheit nicht mehr
gegeben, welche fur die Prognose und weitere Therapie des Patienten essentiell ist.

1.3.2 Intraoperative peritoneale Chemotherapie

Die perioperative intraperitoneale Chemotherapie dient sowohl der Eliminierung freier
Tumorzellen als auch kleinerer, bereits abgesiedelter Metastasen.

Um oben genanntes Ziel zu erreichen, ist diese Prozedur bereits 1980 von Spratt et al.
in Verbindung mit Hyperthermie entwickelt worden [56].

Es zeigte sich, dass eine hohere Konzentration des Chemotherapeutikums in
peritonealen Tumorknoten besonders in peripherem Gewebe durch intraperitoneale
Applikation mit niedrigerer systemischer Toxizitat als durch intravenose Gabe erreicht
werden konnte [57, 58].

Die Eindringtiefe der intraperitonealen Chemotherapie beschrankt sich auf 1-2mm,
wobei eine kontinuierliche Spulung des Medikamentes intraoperativ unterstutzend wirkt
[5, 57]. Die zusatzliche Hyperthermie verstarkt die Toxizitat des Chemotherapeutikums
und erhoht die Gewebepenetration. Zudem zeigt die Hyperthermie selbst einen
zytotoxischen Effekt [10, 23, 59]. Ein weiterer entscheidender Vorteil der perioperativen
intraperitonealen Chemotherapie ist die vollstandige lokale Verteilung des
Chemotherapeutikums durch die Moglichkeit der manuellen Trennung der
intraabdominalen Strukturen wahrend der Prozedur [28].

In einer Mehrzahl von Studien zeigte sich, dass die Uberlebensrate der Patienten,
welche diese Therapieoption in Anspruch nahmen, signifikant erhoht war [32, 44, 47,
60]. Die postoperative Morbiditat, zumeist aufgrund von Darmperforationen,
Anastomoseninsuffizienzen und Darmfisteln betragt zwischen 6.5% - 10.8% [38, 61,
62].
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Die bislang angewandte und etablierte Therapie der Peritonealkarzinose erbrachte eine
Steigerung der Uberlebensrate der betroffenen Patienten. In den letzten Jahren haben
sich mehrere Arbeitsgruppen in tierexperimentellen Projekten mit zusatzlichen
intraperitonealen Chemotherapeutika in Verbindung mit Hyperthermie befasst [63-66].
Diese Arbeit beschaftigt sich neben der Zytoreduktion mit optionalen, bisher nicht
eingesetzten Therapievarianten, erweitert das Spektrum im Bereich der normothermen
intraperitonealen Chemotherapie und verwendet alternative zytostatische Therapien.
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1.4 Taurolidin

Taurolidin, ein Derivat der kleinsten, naturlich vorkommenden Aminosulfonsaure Taurin,
besteht aus einer synthetisierten Ringstruktur zweier aromatischer Ringe mit einer
verbindenden Methylgruppe und liegt in Losung im Gleichgewicht mit Taurultam und
Methyltaurultam vor [67]. Durch Hydrolyse werden pro Molekul Taurolidin drei aktive

Methylolgruppen abgespalten, welche die Zellwand der Bakterien zerstdren konnen.
N N
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Abb. 1: Reaktionsgleichgewicht von Taurolidin in Wasser

Primar wurde Taurolidin in der antibakteriellen Therapie eingesetzt und diente bereits in
den 80er Jahren als zytotoxische Spullésung bei schweren diffusen Peritonitiden [68].
Die inflammatorische Reaktion eines Organismus entsteht durch die Ausschuttung der
pathogenen  Bakterientoxine und der Antwortreaktion des Wirts durch
proinflammatorische Zytokine aus Makrophagen und Monozyten [69]. Die bakterizide
Eigenschaft des Taurolidins beruht auf der Zerstorung der bakteriellen, aus

Lipopolysacchariden (LPS) bestehenden Zellwand wund der anschlieRenden,
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irreversiblen Vernetzung derselbigen. In Folge dessen wird eine Ausschuttung von LPS
und somit auch die antwortende Zykokinproduktionskaskade verhindert [70-72].
Taurolidin bietet ein breit gefachertes antibiotisches Spektrum gegen Bakterien jeglicher
Art und schliel3t sogar multiresistente Keime wie MRSA, VRE und VISA ein, wobei
Resistenzen in vivo und vitro nicht bekannt und aufgrund des chemischen
Wirkungsmechanismus auch nicht zu erwarten sind. In vitro ist die antibakterielle
Substanz sowohl gegen grampositive als auch gramnegative Bakterien aktiv [73, 74].
Anfang der 90er Jahre wurden die Eigenschaften des Taurolidins erstmalig in der
Tumortherapie angewandt.

Aufgrund der Erfahrungen, welche in der Bakteriologie gemacht worden sind, nahm
man an, dass die Ergebnisse auf die antiadhasiven Eigenschaften des Taurolidins
zuruckzufuhren waren, da Adhasionsmolekllen eine regulatorische Funktion bei der
Metastasierung von Tumorzellen zugeschrieben wird [75, 76]. In weiteren Studien
wurde jedoch erkenntlich, dass der Hauptwirkmechanismus auf eine Reduktion der
Zytokine zurlckzufihren war. Man beobachtete, dass die Zytokinproduktion nicht nur
bei der Entstehung inflammatorischer Prozesse eine Rolle spielte, sondern auch einen
wesentlichen Faktor bei dem Wachstum und Metastasierung eines Tumors darstellte.
Wahrend eines operativen Eingriffs kommt es zu einer vermehrten intraperitonealen
Produktion von Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Interleukin 18 (IL-18), Interleukin 6 (IL-
6) und Vascular endothelial growth factor (VEGF), welche Taurolidin sowohl in der
Expression als auch in der Ausschuttung hemmt [27, 71, 77-81].

Neben TNF-a stimulieren IL-1B und IL-6 als potente proinflammatorische
Wachstumsfaktoren VEGF, welcher die Neovaskularisation in Tumorzellen fordert [79,
82].

Ein weiterer Wirkmechanismus ist, in Abhangigkeit der Konzentration, sowohl die
direkte Apoptose- als auch Nekroseinduktion auf Tumorzellen durch Taurolidin, welches
die Proteinsynthese inhibiert [80, 81, 83-85]. Die vollstandige antineoplastische Wirkung
von Taurolidin ist jedoch noch nicht verstanden und Gegenstand aktueller Forschung
[86].

In vitro Studien zeigten, dass das Tumorzellwachstum nach intraperitonealer Gabe von
Taurolidin signifikant gesenkt wurde [75, 80, 85, 87].
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Aufgrund der Erfolge wurden weitere tierexperimentelle Untersuchungen durchgefuhrt.
Eine intraperitoneale Instillation von Taurolidin fuhrte auch hier zu einer signifikanten
Reduktion der induzierten Tumormasse [25, 26, 50, 80, 83, 85, 87-90]. Dabei spielte es
keine Rolle, ob Taurolidin als 0.5% oder 2% Lo6sung appliziert wurde [75].

Taurolidin weist eine geringe Halbwertzeit (T?2>1h) auf und wird Uber den biologischen
Metabolismus von Taurinamid (T?2=5h) in Taurin und CO, ausgeschieden [67].

Des Weiteren weist sich Taurolidin seit seiner Einfuhrung durch seine geringe Toxizitat
und Nebenwirkungen aus, welches in mehreren klinischen und tierexperimentellen
Studien nachgewiesen werden konnte [27, 80, 82, 88, 89, 91].
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1.5 Photodynamische Therapie

Die Wirkung des Lichtes auf den menschlichen Korper wurde sehr fruh erkannt.

So beobachtete bereits Hippocrates um 400 v. Chr. die physiologischen Effekte des
Sonnenlichtes auf den Menschen [92].

Erste experimentelle Versuche in Gebrauch mit einer Lichtquelle und einem
Photosensibilisator erfolgten gegen Ende des 19. und Anfang des 20. Jahrhunderts.
Der Begriff ,photodynamische Therapie® wurde von dem Munchener Pharmakologen
Prof. Dr. Hermann von Tappeiner im Jahre 1904 gepragt [93].

Die photodynamische Therapie (PDT) ist eine Form der Photochemotherapie, bei der
die Interaktion eines Photosensibilisators mit sichtbarem Licht einer bestimmten
Wellenlange unter Vorhandensein von Sauerstoff durch die Produktion zytotoxischer
Substanzen, insbesondere des Singulett-Sauerstoffs, zu Zell- und Gewebe-
schadigungen mit nachfolgender Tumornekrose fuhrt [94, 95].

Heutzutage findet die PDT in vielen Fachdisziplinen Anwendung und bietet von
kosmetischer Behandlung bis zur antikanzerogenen Therapie ein breites Spektrum [96-
100].

Die photochemischen Reaktionen der PDT basieren im Wesentlichen auf zwei
Mechanismen, welche im Folgenden als Typ I[-Reaktion und Typ II-Reaktion
beschrieben werden kdnnen [101].

Bei der Typ I-Reaktion dient das durch Licht angeregte Photosensibilisatormolekul als
Elektronen-Akzeptor und Donor. Durch die Oxidation wird das beteiligte
Sauerstoffmolekul zu einem hochreaktiven Radikal, welches Uber die Schadigung der
verschiedenen Zellstrukturen die Zellapoptose oder Nekrose sowie die Destruktion der
tumorversorgenden Gefalle bewirken kann.

Bei der Typ llI-Reaktion transferiert das angeregte Photosensibilisatormolekil einem
Sauerstoffmolekul elektronische Anregungsenergie. Nun erfolgt der gleichzeitige
Ubergang des Sensibilisatormolekiils von dem angeregten Singulett-Zustand in den
Triplett-Grundzustand sowie der Ubergang des Sauerstoffmolekiils vom Triplett-
Grundzustand in den hochreaktiven Singulett-Zustand, welches die ebenfalls in Typ-I-
Mechanismus beschriebene Zellschadigung zur Folge haben kann. Bei dem
energetischen Ruckfall des exzitieten Photosensibilisators wird Licht als
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Fluoreszenzstrahlung emittiert [94, 96, 98]. Die Interaktion von Singulett-Sauerstoff mit
einem Photosensibilisator fuhrt zu dessen Inaktivierung und wird ,Lichtbleichung” oder
.photobleaching“ genannt [101].

Das Phanomen der Fluoreszenzstrahlung des Photosensibilisators wird unter anderem
zur diagnostischen Detektierung von Prakanzerosen, Karzinomen und Mikrometastasen
verwendet [102-107]. Nach wiederholten Behandlungen sind jedoch auch schon
Resistenzen gegenuber der PDT beschrieben worden [101].

Die Eindringtiefe der PDT ist von mehreren Faktoren abhangig. So kommt es unter
anderem auf die Art des Photosensibilisators und dessen Anreicherung im Tumor-
gewebe, die Wellenlange des applizierten Lichtes, das ausreichende Vorhandensein
von Gewebesauerstoff und die optischen Eigenschaften des benachbarten Gewebes an
[95].

Photosensibilisatoren zeigen eine bevorzugte Anreicherung in maligne transformiertem
Gewebe nach dblicherweise intravendser Applikation. Die Ursachen fur diese
Akkumulation sind vielschichtig und bedingt durch die tumorspezifische Morphologie
und seine rezeptorspezifischen Eigenschaften [96].

In zahlreichen Untersuchungen wurden verschiedene Photosensibilisatoren getestet,
wobei darauf geachtet wurde, dass eine hohe Konzentration insbesondere in dem
Tumorgewebe und eine niedrige Konzentration in umliegendem Gewebe zu messen
war. 1990 wurde erstmals die 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) genutzt [108].

5-ALA selbst ist kein Photosensibilisator, sondern ein Zwischenprodukt der
Porphyrinbiosynthese und Vorstufe des zelleigenen Protoporphyrin IX (Pp 1X) bei der
Biosynthese des Hammolekuls [98]. Es entsteht physiologisch aus Glycin und Succinyl-
Coenzym A (Succinyl-CoA) durch die 5-Aminolavulinsaure-Synthase.



Einleitung 15

Glycin+Succinyl-CoA

T 5-Aminoléavulinsdure-Synthase
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Abb. 2: Hamsynthese, aus: Loéffler, G., Basiswissen Biochemie [109]

Bei Untersuchungen zeigte sich, dass stoffwechselaktives Gewebe, darunter
Tumorzellen, Makrophagen, dendritische Zellen und aktivierte Lymphknoten die
Eigenschaft besitzen, bei exogen zugefuhrter 5-ALA grof3e Mengen von Pp IX zu bilden
und zu kumulieren [98, 108, 110-112].

Die Effektivitat der PDT ist wesentlich von der applizierten Lichtmenge abhangig, wobei
auf eine homogene Verteilung des Lichtes auf die zu behandelnde Flache zu achten ist.
5-ALA induzierte endogene Porphyrine haben einen Exzitationswellenlangenbereich
von 380-670 nm mit einem Absorptionsmaximum bei 400 nm. Aufgrund der reduzierten
Eindringtiefe von Licht und dessen Wechselwirkung mit dem Gewebe werden in der
Regel Absorptionsbanden im roten Spektralbereich (580-640 nm) zur Lichtanregung
verwendet [100, 113].

Das physiologische Vorkommen von 5-ALA und dessen endogene Biosynthese
beschrankt die postinterventionelle Lichtempfindlichkeit auf 8-24 Stunden, was einen
deutlichen Vorteil gegenuber anderen Photosensibilisatoren wie Photofrin | und
Photofrin Il darstellt [94, 101, 103, 111].
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2. Fragestellung

In den letzten Jahren haben sich viele Arbeitsprojekte mit dem Thema der
Peritonealkarzinose auseinandergesetzt. Dabei ist jedoch bemerkenswert, dass es sich
zumeist um klinische Studien handelt. Bereits publizierte tierexperimentelle Projekte
beziehen sich auf den Benefit eines einzelnen Chemotherapeutikums, ein multimodales
Therapiekonzept zum Vergleich antikanzerogener Therapien liegt bislang nicht vor.
Unser Tiermodell beschaftigt sich erstmalig mit dem direkten Vergleich bislang noch
nicht verwendeter Therapieformen versus dem alleinigen Tumordebulking.

Anhand folgender Punkte sollen die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit diskutiert

werden:

1. Ist ein Projekt mit multimodalen Therapieprinzipien im Rattenmodell

durchfiihrbar?

2. Wie hoch ist die Letalitdt der Versuchstiere in dem Zeitraum und ist sie mit der

perioperativen Therapie assoziiert?
3. Ist das Auftreten von Aszites therapieabhangig?

4. Gibt es einen signifikanten Gewichtsunterschied der einzelnen Versuchsgruppen
zum Zeitpunkt der Obduktion?

5. Gibt es einen signifikanten Unterschied der einzelnen Versuchsgruppen
bezuglich des experimental Peritoneal Cancer Index-Scores (ePCl), der

Tumormasse und der Tumorknotenanzahl zum Zeitpunkt der Obduktion?
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3. Material und Methoden

3.1 Tiere und Tierhaltung

Far die Versuche werden 90 mannliche, vier bis sechs Wochen alte Ratten der Rasse
BD IX (Charles River, Sulzfeld, Deutschland), mit einem Aufnahmegewicht von etwa
200g verwendet.

Sie sind gemal den Tierschutzgesetzbestimmungen unter Laborstandardbedingungen
einem standardisierten 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus ausgesetzt, und werden bei
einer Raumtemperatur von 24°C mit einer Luftfeuchtigkeit von 50-60% gehalten. Den
Tieren wird der freie Zugang zu Standard-Laborfutter sowie Wasser ad libitum
gewabhrleistet und jeweils zu funft in einem Kafig gehalten.

Einmal taglich erfolgt eine Gewichtskontrolle der Versuchstiere, um das Wachstum zu
ermitteln.

Sechs Stunden vor der Operation werden die Tiere bei freiem Zugang von Wasser
nuchtern belassen.

Die Anasthesie fur die Operationen erfolgt intraperitoneal mittels einer
korpergewichtskorrelierten, Rompun® 2% (Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland)(12mg/kg KG) / Ursotamin® (Serumwerk Bernburg AG, Deutschland)(
80mg/kg KG) Narkose. Postoperative Schmerzen werden mit einer i.m.-Injektion von
0,5mg Tramal® (Grunenthal GmbH, Aachen, Deutschland) gelindert.

Nach 49 Tagen werden die Versuchstiere durch eine Kohlenstoffdioxidintoxikation
getotet und obduziert.

Die experimentellen Protokolle sowie der Antrag an die Tierschutzkommission wurden
von der Senatsverwaltung fur Gesundheit der Stadt Berlin unter der Registriernummer
Reg 0210/04 genehmigt.
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3.2 Zelllinie

Fir ~das  Tumorzellmodell werden  syngenetische  Kolon-Karzinom-Zellen
(DHD/K12/TRb) (European Collection of Cell Cultures, Salisbury, United Kingdom)
verwendet. Die Zellsuspension wird in tiefgefrorenem Zustand geliefert.

Die Zellen werden in einem Nahrmedium bestehend aus 250ml Dulbecco’'s MEM
(Biochrom AG, Deutschland), 250ml Ham’s F 10 (Biochrom AG), 5ml Glutamin, 5ml
Penicillin/Streptomycin ( 10000U/ 10000ug/ml, Biochrom AG) und 50ml inaktiviertem
Kalberserum FBS, Biochrom AG) kultiviert.

Zur Herstellung der gewunschten Tumorzellkonzentration erfolgt eine Passagierung mit
0,5% EDTA Trypsin (Trypsinierung) bei 37°C. Nach der anschlieRenden Neutralisation
des Trypsins durch Zugabe von 10ml Vollmedium wird die Zellsuspension bei
1100U/min far 10 Minuten zentrifugiert und die Zellpellets in 10ml Vollmedium
resuspendiert.

Die Zellzahlung erfolgt in der Neubauer Zahlkammer und die Vitalitatsprufung mittels
der Trypan-Blau-Methode. Dabei werden die Zellsuspension und das Trypan-Blau in
einem Verhaltnis von eins zu vier gemischt und unter dem Mikroskop ausgezanhlt.
Entsprechend der Zellzahl erfolgt die Verdunnung der Zellsuspension mit Fertigmedium
ohne inaktiviertes Ké&lberserum auf die definierte Menge von 2x10° Zellen. Die
vorportionierten Eppendorfgefale mit der jeweiligen Tumorzellmenge verbleiben bis zur
Operation im Inkubator bei 37°C und 5% CO, und werden vor der Applikation jedes Mal
aufgeschuttelt.

Die Werkbank lauft vor jedem Arbeitsprozess mindestens 20 Minuten warm und wird
gemal den Richtlinien desinfiziert, um steriles Arbeiten zu gewahrleisten.
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3.3 Fallzahlbestimmung

Far die in dieser Arbeit vorliegende Fallzahl wird folgende Hypothese gepruft. Hierbei ist
der zu untersuchende Faktor die Nullhypothese (Ho) mit p1=p2 gegen die
Alternativhypothese (HA) (u1#u2).

Die Zielgrofie p definiert sich als Tumormasse in Gramm zum Ende der Versuchsreihe
und stellt das Hauptzielkriterium der Untersuchung dar. Als Mittelwertgro3e pu1 wird aus
empirisch ermittelten Daten und bereits gesammelten Erfahrungen vorausgegangener
Analysen von einer Tumormasse von 4g nach Implantation in das Peritoneum und
Verlaufskontrolle nach 21 Tagen ausgegangen. Die Tumormasse unter Therapie stellt
M2 dar. Hier wird von p2=3g ausgegangen, sodass die Differenz von 1g zwischen p1
und p2 als Therapieerfolg gewertet wird. Die Standardabweichung ist bei sigma=0,75¢g
und in allen Gruppen gleich. In der Untersuchung wird der Fehler erster Art mit a=0,05
und der Fehler zweiter Art mit =0,2 angenommen, mit einer sich daraus ergebenden
Power fur den Test von 80%. Die angenommenen Mittelwerte und Fehler ergeben
einen errechneten Effizienzkoeffizienten von p1=P(X<Y)0,173.

In der Regel kommt es bei tierexperimentellen Untersuchungen zu einer
Nichtgleichverteilung der Daten, sodass die Fallzahl mit dem Mann-Whitney-U-Test
(zweiseitig, parameterfrei) errechnet werden kann. Hier ergibt sich eine Fallzahl von 13
Tieren pro Gruppe, welche zur sicheren Durchfuhrung der Versuch um jeweils 2

zusatzliche Tiere auf 15 pro Gruppe erweitert wird.

Die Fallzahlberechnung wurde unter Beratung von Fr. Dipl.-math. Siebert, Institut far
Epidemiologie und Biostatistik Charité Campus Mitte erstellt.
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3.4 Studiendesign

3.4.1 Zeitschema und Gruppeneinteilung

Totung und
Tumor- Auswertung
Tumorzell- debulking und mittels ePCI
injektion Therapie
I | | | | | | | >
0 7 14 21 28 35 42 49 tin Tagen

Abb. 3: Zeitschema der Versuchsreihe

Fur die Darstellung und Durchfuhrung des multimodalen Therapiekonzeptes werden die
Versuchstiere in sechs Gruppen (n=15) aufgeteilt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Analyse der Therapiegruppen drei und vier im
Vergleich zu den Kontrollgruppen eins und zwei.

Die Bezeichnung der einzelnen Gruppen gestaltet sich folgendermalien:

Gruppe 1:  Kontrollgruppe mit Tumorzellinjektion

Gruppe 2:  Tumorzellinjektion und Tumordebulking

Gruppe 3:  Tumorzellinjektion + Tumordebulking und Taurolidintherapie

Gruppe 4:  Tumorzellinjektion + Tumordebulking und Photodynamische Therapie
Gruppe 5:  Tumorzellinjektion + Tumordebulking und Mitomycin C - Therapie
Gruppe 6:  Tumorzellinjektion + Tumordebulking und Gemcitabintherapie

Nach einer einwdchigen Eingewdhnungsphase zur Akklimatisierung der Tiere erfolgt die
Tumorzellinjektion. Drei Wochen nach dem ersten Eingriff wird nach Randomisierung
der Tiere die Operation mit den folgenden unter 3.5 beschriebenen Therapien
durchgefuhrt. Am 21. postoperativen Tag erfolgt die Totung und Obduktion der
Versuchstiere.
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3.4.2 Operatives Vorgehen

Fir den operativen Eingriff werden die Versuchstiere mittels einer
korpergewichtskorrelieten Rompun® 2% (Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland) (12mg/kg KG) / Ursotamin® (Serumwerk Bernburg AG, Deutschland)
(80mg/kg KG) - Anasthesie narkotisiert.

AnschlieRend wird den Tieren der Bauch rasiert und die Haut mit Freka® - DERM
gefarbt (Fresenius) steril abgewaschen. Die Lagerung auf dem Operationstisch erfolgt
Uber einen selbst gebauten Fixateur auf dem Rucken.

3.4.2.1 Zellimplantation

Fir die Zellinjektion wird ein medianer Bauchdeckenschnitt von ca. 2cm Lange
durchgefithrt und 2x10° Tumorzellen (DHD/K12/TRb) (European Collection of Cell
Cultures, Salisbury, United Kingdom, siehe 3.2) im Bereich des rechten Oberbauches
lateral als subperitoneale Quaddel appliziert.

Nach Tumorzellinjektion wird die Bauchdecke zweischichtig mit einer fortlaufenden Naht
der Bauchwandmuskulatur (Faszie) mit Vicryl® 3/0 (Ethicon) und einer fortlaufenden
Naht der Haut mit Vicryl-Rapid® 3/0 (Ethicon) verschlossen. Die Naht wird nochmalig
mit Freka® - DERM gefarbt (Fresenius) desinfiziert und mit einem Spruhpflaster
(Leukospray®, Beiersdorf) geschutzt. Die narkotisierten Tiere werden postoperativ in

einen separaten Kafig mit Warmequelle gelegt und engmaschig uberwacht.

3.4.2.2 Tumordebulking

21 Tage nach der in 3.4.2.1 beschriebenen Tumorzellinjektion werden die Versuchstiere
fur den jeweiligen Eingriff beliebig aus den Kafigen genommen um somit eine
Randomisierung zu gewahrleisten.

Es erfolgt eine erneute Narkotisierung (s. 3.4.2) des Versuchstieres mit anschliel3ender
Rasur und steriler Hautdesinfektion des Bauches. Die Bauchdecke wird durch einen
medianen Schnitt von ca. 6cm Lange eroffnet, der Primartumor aufgesucht und
vermessen. Es folgt die grundliche Exploration des gesamten Bauchraumes. Mit Hilfe
des ePCI-Scores (s. 3.6.3) wird die Ausdehnung der Peritonealkarzinose in den
einzelnen Abdominalquadranten von zwei unabhangigen Untersuchern ermittelt und
dokumentiert. Anschlieend wird ein operatives Tumordebulking unter Verwendung von
Lupenbrillen und Operationsmikroskop durchgefuhrt. Die Tumorresektion erfolgt mit

einem Elektrokauter, um grof3ere Blutungen zu verhindern. Dabei kann es zeitweise zu
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der Eventeration der Dunndarmschlingen kommen, um die angestrebte makroskopische
Tumorfreiheit zu erreichen. Die resezierte Tumormasse wird auf einer Prazisionswaage
(BP 310S, Sartorius AG Gottingen, Deutschland) gewogen und dokumentiert.

Im Anschluss der operativen Tumorentfernung folgt die jeweilig randomisierte Therapie.
Nach Abschluss des durchgefuhrten Eingriffs erfolgt ein zweischichtiger
Wundverschluss mit einer fortlaufenden Naht der Bauchmuskeldecke mit Vicryl® 3/0
(Ethicon) und mit einer fortlaufenden Naht mit Vicryl-Rapid® 3/0 (Ethicon) der
Bauchhautdecke. Um eine postoperative Wundinfektion zu vermeiden, wird die Wunde
nochmalig mit Freka® - DERM gefarbt (Fresenius) desinfiziert und mit einem
Spruhpflaster versorgt. Die Versuchstiere werden in einen separaten Kafig gelegt und
auf postoperative Schmerzen und andere Verhaltensauffalligkeiten beobachtet.

3.4.2.3 Obduktion

42 Tage nach Tumorzellimplantation werden die Versuchstiere durch eine tiefe
Kohlenstoffdioxid—Narkose schmerzlos getotet. Es folgt die Obduktion der Tiere in
Ruckenlage. Die Bauchdecke wird abermals durch eine mediane Laparotomie eroffnet,
das gesamte Abdomen exploriert und die Anzahl der Tumorknoten in den einzelnen
Abdominalquadranten von zwei unabhangigen Untersuchern ausgezahlt und mittels
ePCl (s. 3.6.3) dokumentiert. Die Tumorknoten werden entfernt und die Tumormasse
bestimmt. Des Weiteren werden eventuelle Auffalligkeiten wie entstandener Aszites

vermerkt.



Abb.4: Peritonealkarzinose vor Tumordebulking

Abb.5: Peritonealkarzinose nach Tumordebulking
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3.5 Behandlungsgruppen

3.5.1 Kontrollgruppe
Die Versuchstiere der Kontrollgruppe erhalten eine alleinige Tumorzellinjektion und
dienen zum Vergleich der anderen Gruppen in Bezug auf Gewichtszunahme, Verhalten

und eventuellem vorzeitigen Versterben.

3.5.2 Tumorzellimplantation und Tumordebulking

Eine weitere Gruppe besteht aus Tieren, welche eine Tumorzellinjektion erhalten sowie
21 Tage spater ein Tumordebulking ohne anschlieBende Therapie. Sie werden am
Operationstag beliebig aus dem Kafig der an diesem Tag zu operierenden Tiere
randomisiert. Die Gruppe dient dem Vergleich der Reduktion der Tumormasse zu den
Gruppen, welche eine intraoperative Therapie erhalten.

3.5.3 Taurolidin

FUr die Taurolidin—Therapie wird 250ml 0,5% Taurolin® (Geistlich Pharma AG,
Wolhusen, Schweiz) verwendet.

Fir die intraabdominale Spulung werden zwei Drainagen in den Ober- und Unterbauch
eingelegt. Uber eine Roller-Pumpe wird die Taurolidinldsung bei einer isothermen
Temperatur von 37°C Uber die kraniale Drainage in Umlauf gebracht. Die kaudale
Drainage saugt die Losung wieder ab, sodass die gesamte Bauchhohle einem
kontinuierlichen Fluss unterliegt. Die Dauer der Spulung betragt 30 Minuten.

Nach Beendigung der Spullung erfolgt die Absaugung der gesamten Ldsung, das
Abdomen wird, wie unter 3.4.2.2 beschrieben, verschlossen und das Versuchstier
postoperativ Uberwacht.
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Taurolidin 0,5%

Abb. 6: Versuchsaufbauskizze der Taurolidinsptilung

Abb.7: Versuchsaufbau der Taurolidinspulung
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Abb.8: Intraperitoneale Spulung mit Taurolidin
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3.5.4 Photodynamische Therapie

Zur Durchfuhrung der photodynamischen Therapie wird am Morgen des
Operationstages nach randomisiertem Verfahren einem Versuchstier sechs Stunden
praoperativ unter kurzer Atherinhalationsnarkose 100mg/kg KG des Photosensibilisator
5-ALA Uber die Vena dorsalis penis injiziert. Nach dem Tumordebulking wird das Tier in
Ruckenlage belassen und unter dem Stativ fur die Therapie gelagert. Die Bauchdecke
wird mittels Backhausklemmen in der dafur vorgesehenen Halteapparatur maximal
aufgespannt.

Als Lichtquelle dient ein Dioden-Laser, Visulas 630 von Carl Zeiss, Jena mit einer
Wellenlange des Therapiestrahles von 630nm und einer maximalen Leistung von 3,0W.
Durch den Aufsatz einer Mikrolensfaser, FDI-253, Medlight SA-Schweiz, wird eine
gleichmalige Applikation der Leistung im gesamten ausgeleuchteten Feld
gewahrleistet.

Da eine moglichst komplette Bestrahlung des Operationsfeldes wesentlich ist, wird
gemald der Lange des Laparotomieschnittes von 6cm ein Bestrahlungsfeld mit einem
Durchmesser von 6cm angestrebt. Um bei jedem Versuchstier einen identischen
Durchmesser zu erhalten, wird die Faser in ein Stativ gespannt. Nach dem Verstellen
der Hohe des Stativs kann der Leuchtfelddurchmesser ausgemessen und die Faser
fixiert werden. Bis zum Ende der Versuchsreihe bleibt die Faser fixiert im Stativ, so
dass alle Tiere der PDT-Gruppe mit einem gleichen Beleuchtungsfeld bestrahlt werden.
Zum Schutz vor Laserstrahlen tragen alle im Versuchslabor anwesenden Personen
gemal} den Richtlinien Schutzbrillen.

Nach Lagerung des Versuchstieres wird die Abdominalhdhle mit einem Laserlicht der
Wellenlange von 630nm 2 x 10 Minuten mit einer Pause von 30 Sekunden bestrahlt
[114].

Um die thermischen Schaden des Darmes und des Peritoneums moglichst gering zu
halten, wird die kleinstmogliche Leistung von 100mW verwendet [115].

Die Leistungsdosis pro cm? betragt in dem Zeitraum von 2 x 10 Minuten 4,243J. Firr die

Errechnung der Leistungsdosis ist die Ermittlung der Leistungsdichte notwendig.
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Gegebene Daten:

* Bestrahlungsfelddurchmesser: 6cm
* Lange der Bestrahlung in Sekunden: 2 x 600s = 1200s
* Leistung: 100mW = 0,1W

Leistungsdichte:
=0,1W /2 x T
=0,1W / 9cm? x 3,142
=0,1W / 28,278cm?

= 0,0035363W / cm?
= 3,536 x 10°W / cm?

Leistungsdosis pro cm?:

= 3,536 x 10°W / cm? x 1200s
= 4,243Ws / cm?

= 4,243J | cm?

Die Zahlen werden auf drei Stellen hinter dem Komma gerundet.

Um einem Austrocknen der Bauchhohle vorzubeugen, wird das Peritoneum und die
Darmschlingen in regelmaRigen Zeitabstanden mit 0,9% Natriumchloridlosung
(Natriumchlorid — Infusionslosung 154, Berlin Chemie AG) befeuchtet.

Nach dem Therapieende erfolgt der zweischichtige Bauchdeckenverschluss wie unter
3.4.2.2 beschrieben. Die Versuchstiere werden in einem separaten Kafig postoperativ
uberwacht.

Aufgrund des physiologischen Vorkommens und Biosynthese von 5-ALA beschrankt
sich die postinterventionelle Lichtempfindlichkeit auf acht bis 24 Stunden [94]. Die Tiere
werden aus diesem Grund fur 24 Stunden nach Versuchsende unter abgedunkelten
Lichtverhaltnissen zur Vermeidung des Lichtbleichungeffektes und Phototoxizitat
gehalten.
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Abb.10: Versuchsaufbau der photodynamischen Therapie 2
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Abb.11: Intraoperative photodynamische Therapie
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3.6 Dokumentation

3.6.1 Tierdokumentation

Jedes Versuchstier wird 21 Tage nach der Tumorzellimplantation in die jeweilige
Versuchsgruppe randomisiert und mit einer Stanze im Ohr markiert. In einem Protokoll,
welches fur jedes Tier erstellt wird, werden sowohl das Ankunftsgewicht sowie
fortlaufende Gewichtskontrollen zu festgelegten Zeitpunkten dokumentiert, als auch die
intraabdominalen Tumorknotenverteilungen, die Tumormasse, und die randomisierte

Therapie am Tag der Operation und der Obduktion.

3.6.2 Intraabdominales Tumorgewicht

Eine erste exakte Bestimmung der intraabdominalen Tumormasse erfolgt zum Zeitpunkt
der Operation 21 Tage nach Tumorzellimplantation. Die resezierte Tumormasse wird
auf einer Prazisionswaage (BP 310S, Sartorius AG Gottingen) gewogen und
dokumentiert. Weitere 21 Tage spater erfolgt bei Obduktion des jeweiligen
Versuchstieres eine erneute Resektion der Tumorknoten. Auch diese Tumormasse
wurde prazise gewogen, dokumentiert und in 4% Formaldehyd-Losung (Herbeta-
Arzneimittel, Berlin) aufbewahrt.

3.6.3 Intraabdominale Tumorknotenverteilung

Eine Objektivierung der intraabdominalen Tumorknoten wird zum einen durch die
Tumorknotenanzahl, zum anderen durch die Erstellung eines von unserer
Arbeitsgruppe adaptierten experimentellen Peritoneal Cancer Index (ePCl) nach Steller
EP. et al erreicht [116]. FUr die Auswertung wird die Bauchhohle in vier Quadranten
unterteilt. Hier wird im rechten Oberbauch begonnen und im Uhrzeigersinn jeder
einzelne Quadrant evaluiert (s. Tabelle 1).

Score 0 Score 1 Score 2 Score 3 Score 4 Score 5

TumorgroRe | Kein 0-0,5 05-10 [10-20 |20-30 |>3,0

in cm Tumor

Tabelle 1: ePClI nach Steller, E.P. et al. [116]
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Die Summe der einzelnen Quadranten ergibt den ePCI, welcher sorgsam fur jedes
Versuchstier dokumentiert wird. Der maximal zu erreichende ePCI betragt 20, ein ePCl
von 0 stellt keinen makroskopisch nachweisbaren Tumor dar.

FiUr die Auszahlung der Tumorknoten wird das Abdomen abermals in vier Quadranten
unterteilt und die Metastasen vor Resektion prazise gezahlt und dokumentiert.

5

—

ePCIl - Score Tumorknotenanzahl

Untersucher 1 2 1 2
Quadrant |

Quadrant Il

Quadrant IlI

Quadrant IV

Gesamt

Abb. 12: Skizze zur Erhebung des ePCI-Scores und der Tumorknotenanzahl
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3.7 Statistik

Die Daten der deskriptiven Statistik werden im Median, Minimum und Maximum
angegeben. Die Berechnungen wurden mit SPSS-Software 16.0 (SPSS Inc. Chicago,
USA) durchgefuhrt.

Aufgrund der niedrigen Fallzahl kam es zu keiner Normalverteilung der Daten. Diese
wurden daher mit nichtparametrischen Tests analysiert. Mit einem Kruskal-Wallis-Test
fur k unabhangige Stichproben wurde udberpruft, ob ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen bestand. Zur Uberpriifung des direkten Vergleichs zweier
Gruppen wurde der Mann-Whitney-U Test fur zwei unabhangige Stichproben
durchgefuhrt. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wird als statistisch signifikant interpretiert.

Die Grafiken sind mittels Box-Whisker-Plots, Balkendiagrammen, Lineardiagrammen
und Haufigkeitsverteilungen dargestellt.

Die Literaturrecherche erfolgte mit Pubmed.
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4. Ergebnisse

4.1 Gruppen

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurden alle sechs Gruppen mit jeweils
n=15 verwandt (s. 3.4.1). Aufgrund des Schwerpunktes dieser Arbeit soll nur naher auf
vier der sechs Gruppen eingegangen werden.

Gruppe 1:  Kontrollgruppe mit Tumorzellinjektion

Gruppe 2:  Tumorzellinjektion und Tumordebulking

Gruppe 3:  Tumorzellinjektion + Tumordebulking und Taurolidintherapie

Gruppe 4:  Tumorzellinjektion + Tumordebulking und photodynamische Therapie

4.2 Tumorinduktionsindex

Bei 88 Tieren konnte Tumor nach Implantation nachgewiesen werden (98%). Die zwei
Tiere, bei denen kein makroskopisch sichtbarer Tumor induziert wurde, wurden ihren

randomisierten Gruppen nach behandelt.

4.3 Letalitat

Insgesamt starben sieben Tiere (Mortalitat 7,8%) vor der Obduktion. Todesursache war
die Narkose (n=1), postoperative Blutung (n=2), postoperative mesenteriale Ischamie
(n=2) und lleus (n=2).

Insgesamt konnten die Prozeduren an 83 Tieren (92,2%) durchgefuhrt werden.
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Abb. 13: Letalitat Gber alle Gruppen
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verstarben jafnein

M nein
Hija

Anzahl der verstorbenen Tiere

Kontrolle 0
Debulking 1
Mitomycin C 2
Taurolidin 3
Gemcitabin 1
PDT 0

Tabelle 2: Anzahl der verstorbenen Tiere
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4.4 Aszites

4.4.1 Aszites zur Operation
Innerhalb der Debulking-Gruppe wies kein Versuchstier Aszites auf (0%), in der

Taurolidin-Gruppe 20% und in der PDT-Gruppe 0%.

Aszites Ja/nein bei OF
M 'nein"

-
[=]
1

Anzahl der Tiere

0

Debulking Taurolidin POT
Gruppe

Abb. 14: Aufkommen von Aszites der einzelnen Gruppen bei der Operation
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4.4.2 Aszites zur Obduktion
Innerhalb der Kontroll-Gruppe wiesen 60% der Versuchstiere bei Obduktion Aszites auf,

in der Debulking-Gruppe 57,1% in der Taurolidin-Gruppe 25% und in der PDT-Gruppe
40%.

Aszites ja/nein bei
129 Chduktion

M rein
M

Anzahl der Tiere

HKontrolle Debulking Tauralidin PDT

Gruppe
Abb. 15: Aufkommen von Aszites der einzelnen Gruppen bei Obduktion
Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in dem Aufkommen von Aszites bei

Obduktion zwischen den einzelnen Gruppen (p in allen Gruppen > 0,05, Post-Hoc-Test,

Konfidenzintervall 95%).
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4.5 Gewichtsverlauf

Zur Prasentation des Gewichtsverlaufs wird ein Lineardiagramm mit den Mittelwerten
Uber alle Gruppen verwendet.

Die Y-Achse reprasentiert das Korpergewicht in g, die X-Achse wird als Zeitachse (s.
Tabelle Nr. 3) verwendet.

4.5.1 Gewichtsverlauf aller Gruppen

300+

]
=
[=]

1

Kérpergewichtin g
=
]
1

2104

180

G =
=1
=
(]
fui]
=
L]
w0

] | ]
KG 1 KiG 2 KiG 3 KG 4 KG S KG & [t
Zait

Abb. 16: Gewichtskurve aller Gruppen vom Einstellungsdatum bis zur Obduktion, Wiedergabe
der Mittelwerte, Konfidenzintervall Giber alle Gruppen 95%
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Der Mittelwert des Korpergewichtes bei Implantation Uber alle Gruppen betrug 209,079
bei Implantation mit folgend einer Gewichtszunahme im Mittel von 285,76 am OP-
Datum. Des Weiteren war eine Gewichtsabnahme zwei Tage nach der Operation auf
274,079 sowie einem Obduktionsgewicht im Durchschnitt von 302,459 zu verzeichnen.

KG 1 Korpergewicht bei Einstellungsdatum

KG 2 Korpergeweicht bei Implantationsdatum

KG 3 Korpergewicht vor Operation

KG 4 Korpergewicht 2. postoperativer Tag

KG 5 Korpergewicht 6. postoperativer Tag

KG 6 Korpergewicht 10. postoperativer Tag

KG 7 Korpergewicht 14. postoperativer Tag

KG 8 Korpergewicht 18. postoperativer Tag

KG9 Korpergewicht vor Obduktion

Tabelle 3: X-Achse der Gewichtskurven

4.5.2 Deskriptive Statistiken der Gewichte der einzelnen Gruppen

Median Minimum Maximum
Implantations- 194,00 158 229
Datum
OP-Datum 278,00 235 318
2. postop. Tag 284,00 212 315
Obduktion 315,00 210 356

Tabelle 4: Deskriptive Statistik der Gewichte in g der Kontroll-Gruppe
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Median Minimum Maximum
Implantations- 208,00 146 240
Datum
OP-Datum 288,50 227 309
2. postop. Tag 273,50 214 298
Obduktion 310,00 212 341

Tabelle 5: Deskriptive Statistik der Gewichte in g der Debulking-Gruppe

Median Minimum Maximum
Implantations- 210,00 187 245
Datum
OP-Datum 282,00 259 312
2. postop. Tag 268,00 242 300
Obduktion 301,50 236 350

Tabelle 6: Deskriptive Statistik der Gewichte in g der Taurolidin-Gruppe

Median Minimum Maximum
Implantations- 232,00 203 263
Datum
OP-Datum 302,00 247 328
2. postop.Tag 287,00 230 324
Obduktion 316,00 217 370

Tabelle 7: Deskriptive Statistik der Gewichte in g der PDT-Gruppe
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4.5.3 Korpergewichte uber alle Gruppen bei Obduktion

400

350 T “'

300

Kérpergewichtin g
—

230

200

T T T T
Kontrolle Debulking Tauralidin PDT
Gruppe

Abb. 17: Kérpergewichte bei Obduktion, Konfidenzintervall tber alle Gruppen 95%

In der multimodalen Therapie ergab sich zwischen den Gruppen kein signifikanter
Unterschied bezuglich des Kopergewichtes bei Obduktion zwischen den Gruppen (p=
0,704).
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4.6 Tumorknotenanzahl und ePCI-Score in Abhéngigkeit des
Resektionsstatus

Zum Zeitpunkt der Operation konnten 37 Tiere (50%) RO reseziert werden, weitere 37
Tiere (50%) verblieben mit makroskopisch sichtbarem Tumor (R2).

120,07

100,07

80,0

60,0

40,0

Tumorknotenanzahl bei OP

20,0
-

DII:I_ ;
T

RO R2
Resektionsstatus

Abb. 18:Tumorknotenknotenanzahl bei OP in Abhangigkeit des Resektionsstatus,
Konfidenzintervall Giber alle Gruppen 95%

Die Gesamttumorknotenanzahl zum Zeitpunkt der Operation Uber alle Gruppen betrug
im Mittelwert 37,01 (0,00-114,00).

Die Tumorknotenanzahl der RO-resezierten Tiere lag im Median bei 8,00 (0,00-64,00),
die Anzahl der Tumorknoten der R2-resezierten Tiere lag im Mittelwert bei 60,50
(22,50-114,00). Daraus ergibt sich eine statistische Signifikanz von p=<0,001.
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12,00

10,00

8,00

§,00

ePCl-Score bei OP

4,00

2,00

0,00 ——

RO Rz

Resektionsstatus

Abb. 19: ePCI-Score bei OP in Abhangigkeit des Resektionsstatus, Konfidenzintervall Uber alle
Gruppen 95%

Der ePCI-Score uber alle Gruppen zur Operation lag im Mittelwert bei 5,99 (0,00-12,5).
Der ePCl der Versuchstiere, welche nach der Operation keinen makroskopisch
sichtbaren Tumor mehr aufwiesen, lag im Median bei 4,00 (0,00-7,00), der ePCI der
Tiere, welche R2 reseziert wurden, lag im Median bei 8,00 (5,00-12,50).

Auch hier ergibt sich eine statistische Signifikanz von p=<0,001.



4.7 ePCIl — Score bei Obduktion
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Abb. 20: Der ePCI-Score bei Obduktion, Konfidenzintervall Gber alle Gruppen 95%

Median Minimum Maximum
Kontrolle 18,000 8,0 20,0
Debulking 9,000 0,0 20,0
Taurolidin 7,000 0,0 20,0
PDT 6,000 0,0 20,0

Tabelle 8: Deskriptive Statistik Tabelle ePCIl-Score bei Obduktion
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Insgesamt betrug der Mittelwert des ePCIl-Scores Uber alle Gruppen 9,5 (0,00-20,00),
wobei er in der Kontrollgruppe 15,2, in der Debulking—Gruppe 10,2, in der Taurolidin—
Gruppe 8,4 und in der PDT-Gruppe 8,9 betrug.

In der multimodalen Therapie ergab sich zwischen den Gruppen ein signifikanter
Unterschied bezuglich des ePCI-Scores bei Obduktion zwischen den Gruppen (p=
0,003).

In einem direkten Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander mit dem Mann-
Whitney-U-Test zeigte sich lediglich ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die
Kontrollgruppe. Hier ergab sich im Vergleich mit der Debulking-Gruppe p=0,022, mit der
Taurolidin-Gruppe p=0,004 und in der PDT-Gruppe p=0,016.

Der Vergleich der Debulking-Gruppe zeigte weder mit der Taurolidin-Gruppe (p=0,244),
noch mit der PDT-Gruppe (p=0,430) eine Signifikanz.

Auch die Taurolidin-Gruppe zu der PDT-Gruppe zeigte keinen signifikanten Unterschied
(p=0,941).



4.8 Tumormasse bei Obduktion
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Abb. 21: Tumormasse bei Obduktion, Konfidenzintervall Giber alle Gruppen 95%

Median Minimum Maximum
Kontrolle 6,4000 0,61 23,50
Debulking 1,3500 0,00 21,50
Taurolidin 1,2500 0,00 15,40
PDT 0,3400 0,00 20,00

Tabelle 9: Deskriptive Statistik der Tumormasse in g bei Obduktion
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Insgesamt betrug der Mittelwert der Tumormassen bei Obduktion Uber alle Gruppen
4,50g (0,00 — 23,50), wobei er in der Kontrollgruppe 9,23g, in der Debulking—Gruppe
4,73g, in der Taurolidin—Gruppe 3,23g und in der PDT-Gruppe 3,879 betrug.

In der multimodalen Therapie ergab sich zwischen den Gruppen ein signifikanter
Unterschied bezuglich der Tumormasse bei Obduktion zwischen den Gruppen (p=
0,015).

In einem direkten Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander mit dem Mann-
Whitney-U-Test zeigte sich lediglich ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die
Kontrollgruppe. Hier ergab sich im Vergleich mit der Debulking-Gruppe p=0,045, mit der
Taurolidin-Gruppe p=0,012 und in der PDT-Gruppe p=0,013.

Der Vergleich der Debulking-Gruppe zeigte weder mit der Taurolidin-Gruppe (p=0,571),
noch mit der PDT-Gruppe (p=0,275) eine Signifikanz.

Auch die Taurolidin-Gruppe zu der PDT-Gruppe zeigte keinen signifikanten Unterschied
(p=0,643).



4.9 Tumorknotenanzahl bei Obduktion
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Abb. 22:Tumorknotenanzahl bei Obduktion, Konfidenzintervall bei 95%

Median Minimum Maximum
Kontrolle 120,000 14,5 120,0
Debulking 41,500 0,0 120,0
Taurolidin 26,500 0,0 120,0
PDT 17,500 0,0 180,0

Tabelle 10:Deskriptive Statistik der Tumorknotenanzahl bei Obduktion
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Insgesamt betrug der Mittelwert der Tumorknotenanzahl bei Obduktion Uber alle
Gruppen 52,55 (0,0 — 180,0), wobei er in der Kontrollgruppe 83,37, in der Debulking—
Gruppe 52,00, in der Taurolidin—Gruppe 46,58 und in der PDT—Gruppe 48,77 betrug.

In der multimodalen Therapie ergab sich zwischen den Gruppen ein signifikanter
Unterschied bezuglich der Tumormasse bei Obduktion zwischen den Gruppen (p=
0,021).

In einem direkten Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander mit dem Mann-
Whitney-U-Test zeigte sich lediglich ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die
Kontrollgruppe in Vergleich mit der Taurolidin-Gruppe (p=0,043) und der PDT-Gruppe
(p=0,020). Ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Debulking-Gruppe ergab sich
nicht (p=0,073).

Der Vergleich der Debulking-Gruppe zeigte weder mit der Taurolidin-Gruppe (p=0,393),
noch mit der PDT-Gruppe (p=0,325) eine Signifikanz.

Auch die Taurolidin-Gruppe zu der PDT-Gruppe zeigte keinen signifikanten Unterschied
(p=0,751).
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5. Diskussion

In den vergangenen Jahren wurden viele Fortschritte in der Behandlung der
Peritonealkarzinose erreicht, bislang jedoch ist diese Diagnose trotz erganzender
intraoperativer Chemotherapie noch immer mit einer sehr hohen Morbiditat und
Mortalitat verbunden [30]. Die Auswahlkriterien, nach welchen die betroffenen Patienten
entsprechenden Therapieregimen zugefihrt werden, sind bis heute aufgrund
unterschiedlicher Ansatze noch nicht endgultig definiert [117].

In den bisher erfolgten Studien hat sich gezeigt, dass neben einer moglichst
vollstandigen Resektion des Tumors eine lokal angewandte, hypertherme intraoperative
peritoneale Chemotherapie die Uberlebenszeit der Patienten verbessern kann [35].
Hierbei ist jedoch zu beachten, dass sich diese Erfolge auf Peritonealkarzinosen
kolorektalen Ursprungs beziehen. Chua et al. konnte zeigen, dass Patienten bestimmter
anderer Tumorentitdten keinen Nutzen im Sinne einer verlangerten Uberlebenszeit von
dieser Therapie hatten [118].

Obwohl im klinischen Alltag zytoreduktive Chirurgie in Kombination mit HIPEC
angewendet wird, und die wachsende Bedeutung derselbigen nicht zu bestreiten ist,
gibt es bisher nur wenige Tiermodelle bezuglich dessen in der aktuellen Literatur [35,
63-66, 119-122]. Zeitgleich zu dem vorliegenden Projekt wurden von einigen
Arbeitsgruppen tierexperimentelle Studien begonnen [64-66].

Aufgrund der raren experimentellen Studienlage galt es in der vorliegenden Arbeit
zunachst, die Durchfuhrbarkeit des Unterfangens zu beweisen. In einem weiteren
Ansatz sollten neue, multimodale Therapiemodelle nicht nur miteinander, sondern auch
mit bereits bestehenden klinischen Studien verglichen werden [119]. Das Ziel dieses
Projektes stellt die Basis fur weitere innovative Entwicklungen einer potentiellen

Therapiealternative der Peritonealkarzinose dar.
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5.1 Therapieergebnisse - Perioperative Parameter

Far die Studie verwendeten wir mannliche BD |IX-Ratten und applizierten syngenetische
Kolonkarzinomzellen. Die kunstliche Erzeugung einer Peritonealkarzinose im
Kleintiermodell ist ein bekanntes und schon in anderen tierexperimentellen Projekten
angewendetes Verfahren [63, 123]. Der Tumorinduktionsindex unserer Studie betrug
98%, und unterscheidet sich somit von Pelz et al. [63], welcher eine 100%ige
Tumorinduktion aufwies und Los et al. [124], welcher bei 80% lag. Obwohl jede
Zellkultur auf ihre Vitalitat gepruft wurde, mag sich die Differenz in einer fehlerhaften
Aufbereitung oder Applikation erklaren.

Bei der Durchfuhrung des Projektes profitierten wir von bereits gesammelten
Erfahrungen im Bereich der induzierten Peritonealkarzinose im Rattenmodell [88, 125].

Die perioperative Letalitat Uber alle Gruppen betrug 7,8% (n=7) und war nicht mit der
additiven intraoperativen Therapie assoziiert. Todesursachlich waren
anasthesiologische Komplikationen (n=1), postoperative Blutungen (n=2), postoperative
mesenteriale Ischamie (n=2) und lleus (n=2). Aufgrund fehlender Vergleichsmoglichkeit
mit anderen tierexperimentell publizierten Daten nehmen wir zunachst an, dass sich das
Letalitats- Outcome in einem akzeptablen Rahmen befindet.

In klinischen Studien variiert die Mortalitatsrate bei vergleichbaren Therapiekonzepten
zwischen 2% und 10% [38, 126, 127].

Insgesamt konnten die Prozeduren an 83 Tieren (92,2%) durchgefuhrt werden. Die
Operationsdauer in unserer Studie betrug im Schnitt 23 Minuten, und lag damit unter
der Grenze von 25 Minuten, welche aufgrund der Gefahr der Auskihlung der
verwendeten Versuchstiere nicht Uberschritten werden sollte.

In klinischen Studien war die postoperative Morbiditat zumeist mit Darmkomplikationen
assoziiert. Younan et al. wies eine Komplikationsrate aufgrund von Darmperforationen
oder Anastomoseninsufffizienzen von 10,8% auf. Als signifikante Risikofaktoren nannte
er das Geschlecht, keine neoadjuvante systemische Chemotherapie, Anzahl der
Anastomosen, Operationslange sowie Ausmald des Tumordebulkings [61]. Auch bei
Knorr et al. korrelierte die Morbiditatsrate erheblich mit der Operationsdauer [128].
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Yan et al. unterteilte in einer Studie mit 80 Patienten die perioperative Morbiditatsrate in
vier Schweregrade. 8% dieser Patienten wiesen eine Komplikation IV. Grades wie
Anastomoseninsuffizienzen auf und war erheblich mit langerer Krankenhaus-
verweildauer assoziiert [129].

In unserem Projekt wurde das Tumordebulking nur auf resektable Metastasen
beschrankt, so dass keine Darmteilresektionen vorgenommen wurden und somit eine
postoperative Komplikation im Sinne einer Anastomoseninsuffizienz nicht auftrat. Auch
Metastasen an Milz- und Leberhilus beschranken die Moglichkeit der vollstandigen
Tumorresektion im Rattenmodell.

Ein moglicher Grund fehlender postoperativer Morbiditat ist eventuell die geringe
Versuchstieranzahl, sowie die =zeitnahe Obduktion derselbigen. In anderen
tierexperimentellen Studien zeigte sich als haufige postoperative Komplikation eine
Darmnekrose [35].

Als weiterer Faktor scheint die Lernkurve der einzelnen Operateure eine Rolle zu
spielen. So konnte Yan et al. aufzeigen, dass mit steigender Anzahl durchgefuhrter
radikaler Tumorreduktionen sowie folgender intraperitonealen Chemotherapie durch
dasselbe Chirurgenteam die postoperative Morbiditatsrate sank [135].

Die Evaluation des Aszites wahrend der OP und der Obduktion konnten mit keiner
Signifikanz zwischen den einzelnen Gruppen belegt werden. Zwar wies sowohl die
Kontroll-Gruppe (60%) als auch die Debulking-Gruppe (57,%) bei Obduktion prozentual
mehr Aszites auf als die Taurolidin- (25%) und PDT-Gruppe (40%), eine qualitative
Aussagekraft bietet dies jedoch nicht. Durch das bei der Obduktion zu erkennenden
Tumorlast Uber alle Gruppen hinweg war das Auftreten von malignem Aszites eine
unvermeidbare Begleitsymptomatik [4, 130, 131]. Der erhoffte positive Effekt der

zusatzlich verwendeten Therapien konnte somit nicht erreicht werden.

Als weiterer perioperativer Parameter wurde der Verlauf des Korpergewichtes der Tiere
verwendet. Hier zeigt sich Uber alle Gruppen bis zum OP-Datum eine konstante
Gewichtszunahme. Postoperativ ist, die Kontroll-Gruppe ausgenommen, eine
Gewichtsreduktion zu verzeichnen. Bei Obduktion wogen die Tiere im Mittel 302,45g,

ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen konnte nicht verzeichnet
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werden. Auch hier nehmen wir aufgrund fehlender vergleichbarer Daten an, dass der
passagere postoperative Gewichtsverlust akzeptabel ist.

In unserem Projekt konnten wir eine signifikante Differenz mit p=0,003 zwischen den
einzelnen Gruppen bezuglich des ePCI-Scores zum Zeitpunkt der Obduktion eruieren.
Bei einer genaueren Evaluierung zeigte sich jedoch, dass eine Signifikanz nur zur
Kontrollgruppe gegeben war, welche kein Tumordebulking mit anschlieender
multimodaler Therapie erhielt.

Die Tumormasse betrug im Mittelwert Uber alle Gruppen 4,50g. Auch hier zeigte sich
eine Signifikanz zwischen den Gruppen (p=0,015) welches sich jedoch wieder nur auf
die Kontrollgruppe bezog. Einen Effekt der einzelnen Therapiegruppen im Vergleich zur
Debulking-Gruppe bezuglich der Tumormasse konnten wir nicht nachweisen.

Bei der Tumorknotenanzahl zeigte sich zunachst ein ahnliches Bild bezuglich des
Kruskal-Wallis Tests. Hier war eine Signifikanz zwischen den Gruppen mit p=0,021 zu
verzeichnen. Interessanterweise bezog sich diese Signifikanz jedoch nur auf die
Taurolidin- und PDT-Gruppe, ein Vergleich zur Debulking-Gruppe erbrachte keinen
signifikanten Unterschied.

Hribaschek et al. verglich in einem tierexperimentellen Versuch nach induzierter
Peritonealkarzinose funf intraperitoneal instillierte Chemotherapeutika miteinander. Eine
signifikante Reduktion der Tumormasse durch eines der angewandten Medikamente
konnte diese Projektgruppe nicht erreichen, anzumerken ist jedoch eine stark erhohte
Letalitat aufgrund des betrachtlichen Nebenwirkungsspektrum der angewandten
Chemotherapeutika [120].

In unserer Studie nutzten wir einen modifizierten, nach Steller beschriebenen ePCI-
Score [116], welcher auch von Pelz in seinen Untersuchungen verwendet wurde [63].

Zum Operationszeitpunkt konnten wir in 50% der Versuchstiere eine makroskopische
Tumorfreiheit erreichen, weitere 50% erhielten aufgrund von nicht resektabler
Lokalisation des Tumors eine R2-Resektion. Da die gegenwartige Literatur bisher keine
Daten bezuglich dessen enthalt, haben wir keine Moglichkeit, diese Ergebnisse zu
vergleichen. Des Weiteren konnten wir eine signifikante Korrelation zwischen der

Tumorknotenanzahl sowie des ePCI-Scores mit einer RO/R2-Resektion zum Zeitpunkt
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der Operation eruieren. Der enge Zusammenhang des Resektionsstatus mit der
Tumorlast ist ein klinisch vielfach beschriebenes Phanomen.

Bis zu diesem Zeitpunkt ist eine der wichtigsten Kriterien fur einen kurativen
Therapienansatz der Peritonealkarzinose auf Grundlage eines Kolonkarzinoms das
Ausmal der Tumormasse und die damit verbundene vollstandige makroskopische
Tumorfreiheit [117, 127, 132, 133]. Glehen et al. konnte in einer multizentrischen Studie
zeigen, dass RO resezierte Patienten eine 5-Jahreslberlebensrate von 31% aufwiesen,
R1 resezierte Patienten, je nach GroRe des zurlckgebliebenen Tumors nur noch 15%
bis 0% hatten [42]. Des Weiteren zeigte sich, dass je groRer die Tumorlast der
Patienten war, das perioperative Komplikations- und Mortalitatsrisiko erheblich stieg
[38, 42, 47, 62]. Eine ahnliche 5-Jahresuberlebensrate wurde von Elias et al.
verzeichnet. Er beschrieb mit steigender Tumorlast eine signifikante Abnahme der
Patientenuberlebensrate und Zunahme der postoperativen Komplikationen, ungeachtet
der intra- oder postoperativen Chemotherapieform [32].

Verwaal et al. wies in einer randomisierten, prospektiven Studie mit 105 Patienten eine
signifikant hohere Uberlebensrate bei radikalem Tumordebulking und anschlieRender
intraperitonealer Chemotherapie vor, Patienten mit massivem Tumorbefall zogen jedoch
keinen Nutzen aus dieser Behandlungsform. In einer Langzeitstudie konnte er
aufweisen, dass Patienten mit einer R1-Resektion und intraperitonealer sowie
anschlielender systemischer Chemotherapie eine 5-Jahresuberlebensrate von 45%
aufwiesen [43, 47, 134].

Es bedarf der individuellen und wohl Uberlegten Entscheidung des Chirurgen, die
richtige Wahl zwischen Tumordebulking mit kurativem Ansatz oder alleiniger Reduktion
der Tumorlast zu treffen. Um diese Entscheidung adaquat und objektiv treffen zu
konnen, muss sowohl ein  sorgfaltiges Staging praoperativ = mittels
kontrastmittelgestutztem Spiralen-CT, MRT und PET als auch eines der Staging-
Systeme intraoperativ angewandt werden [53, 135]. Falls keine intraperitonealen
Metastasen in der Bildgebung identifiziert werden kdnnen, ist eine operative Exploration
des Abdomens trotz allem notwendig, da in 20-30% nicht resektable Metastasen
entdeckt werden [60]. FUr eine operative Inspektion empfehlen viele Arbeitsgruppen die
explorative Laparoskopie, welche neben der Madglichkeit der Erhebung des PCls den
Vorteil des kleineren operativen Eingriffs mit kirzerer Krankenhausverweildauer bietet
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[60, 136-138]. Einen Nachteil der explorativen Laparoskopie birgt die Gefahr von
Trokarmetastasenbildung und bei peritonealen Adhasionen die fehlende Moglichkeit der
adaquaten Inspektion [135]. Unter dem Strich ist eine adaquate, selektive
Patientenauswahl  eines der wichtigsten  Kriterien der Therapie einer
Peritonealkarzinose [45, 46, 139].

Zur Analyse eines maoglicherweise signifikanten Unterschiedes zwischen den Gruppen
haben wir verschiedene Parameter erhoben.

Es zeigte sich eine deutliche Signifikanz der Gruppen zur Kontrollgruppe. Diese
Tatsache spricht nicht nur fur den Beweis der Durchfuhrbarkeit des Projektes, sondern
auch fur den potentiellen Erfolg der experimentellen Therapieoptionen.

Zwischen den Therapiegruppen zeigte sich zwar keine Signifikanz, jedoch Tendenzen
des positiven Einflusses der multimodalen Therapie der Peritonealkarzinose
kolorektalen Ursprungs. Als mogliche Erklarung dient unter anderem die geringe
Versuchstieranzahl. Bei groReren Projekten Uber einen langeren Zeitraum konnte durch
Erheben mehrerer Datenmessreihen diese in unserer Studie durchaus angedeutete
Tendenz verifiziert werden.

Die tierexperimentelle Forschung bezuglich dieser Erkrankung befindet sich nach wie
vor im Anfangsstadium. Die von uns erhobenen Daten konnen als Referenzwerte bei

weiterentwickelten Projekten dieser Art genutzt werden.
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5.2 Therapieergebnisse - Taurolidin

Taurolidin zeichnet sich als nebenwirkungsarmes, sowohl antibakterielles als auch
potentes antineoplastisches Chemotherapeutikum mit geringer Toxizitat aus.

Es reduziert proinflammatorische Zytokine, induziert Apoptose an Tumorzellen und
weist antiadhasive Eigenschaften auf.

Der genaue pathophysiologische Mechanismus der Ausbreitung von intraperitonealen
Metastasen eines kolorektalen Karzinoms ist bis heute nicht vollstandig geklart. Ein
iatrogen induzierter Weg ist die bereits oben beschriebene intraoperative Verletzung
von Gewebe mit simultan erhohter Konzentration von Zytokinen und extrazellularer
Matrix, welche mit disseminierten Tumorzellen interagieren [25].

Logan-Collins et al. untersuchte die prognostische Signifikanz der VEGF-Expression in
der Peritonealkarzinose eines muzindésen Adenokarzinoms und konnte einen
Zusammenhang zwischen erhdhter VEGF-Expression und geringerer Uberlebensrate
aufzeichnen [140]. Tarhan et al. reduzierte postoperative Adhasionen durch die

intraperitoneale Instillation von Taurolidin in einer tierexperimentellen Studie [141].

In unseren Untersuchungen konnte Taurolidin keine signifikante Reduktion des ePClI-
Scores gegen die Debulkinggruppe (p=0,244) oder im Vergleich mit der PDT-Gruppe
(p=0,941) erbringen.

Auch die Tumormasse konnte durch die perioperative intraperitoneale Chemotherapie
mit Taurolidin (3,23g) gegen die Debulking-Gruppe (4,73g) mit p=0,571 und der PDT-
Gruppe mit p=0,643 keinen signifikanten Unterschied erzielen.

Die Tumorknotenanzahl der Taurolidingruppe betrug im Mittelwert 46,58 Knoten. Der
Vergleich zeigte auch hier weder gegen die Debulking-Gruppe (p=0,393) noch gegen
die PDT-Gruppe (p=0,751) eine Signifikanz.

Calabresi et al. zeigte in einer 2001 durchgefuhrten Studie den signifikant hemmenden
Einfluss von Taurolidin auf intraperitoneales Tumorwachstum [85].

Eine mogliche Erklarung fur den von Calabresi erzielten Erfolg ist die differierende
Zeitspanne zwischen Tumorzellinjektion und intraperitonealer Instillation von Taurolidin.

In unserem Fall war der Tumor bei Therapie bereits fortgeschritten etabliert und



Diskussion 57

disseminiert, wahrend Calabresi eine deutlich kirzere Spanne wahlte. Auch zeigte hier
sich mit groRerem Abstand zur Tumorzellaussaat eine persistierende Tumormasse bei
Obduktion [85].

Das seit 1980 zunachst als antibakterielle Substanz gebrauchte Chemotherapeutikum
zeigt durch seine geringe Halbwertszeit und niedrige Toxizitat einen deutlichen Vorteil
gegenuber anderen Chemotherapeutika, welche oft mit einem betrachtlichen
Nebenwirkungsspektrum verbunden sind [27, 80, 82, 87-89, 91, 120]. Braumann et al
konnte in einer tierexperimentellen Studie aufzeigen, dass die Leukopoese nach
intravendser Gabe von Taurolidin nicht beeintrachtigt war [27, 89, 142].

Die Datenlage in der aktuellen Literatur zeigt bis heute keine randomisierte, klinische
Studie zum Beweis des antineoplastischen Effektes von Taurolidin.

Aufgrund fehlender Daten zur hyperthermen Nutzung von Taurolidin verwendeten wir
die isotherme intraperitoneale Spulung des Medikamentes. Wir konnten zwar keinen
signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen evaluieren, bezeichnend ist
jedoch die Tatsache, dass sich nur die Taurolidin- und PDT-Gruppe von der
Kontrollgruppe bezlglich der Tumorknotenanzahl signifikant unterschieden, nicht
jedoch die Debulking-Gruppe. Aufgrund dieser Tatsache nehmen wir an, dass die
intraperitoneale Chemotherapie mit Taurolidin positiv Richtung weisend ist und deutlich
den bereits beschriebenen antineoplastischen Effekt des Medikamentes unterstreicht.
Die vorliegende Arbeit sowie die tierexperimentell erzielte Erfolge mit dieser Substanz

sollten Anlass zu weiteren modifizierten Studien mit Taurolidin geben.

Ein in den letzten Jahren zunehmend eingesetztes Chemotherapeutikum ist Oxaliplatin,
welches von mehreren europaischen Studienzentren eingesetzt wird [143]. Es eignet
sich besonders in der Monotherapie und besitzt, allerdings in Verbindung mit
Hyperthermie, einen antineoplastischen Effekt unabhangig des Zellzyklus [144]. Elias et
al. verglich in einer Studie Patienten, welche eine Tumorreduktion und anschlieRender
intraperitonealer Chemotherapie mit Oxaliplatin erhielten mit Patienten, welchen eine
ausschlieRlich palliative Chemotherapie appliziert wurde. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
der Gruppe, welche eine intraperitoneale Chemotherapie erhielt, lag bei 51%
gegenuber der Vergleichsgruppe mit 13% [44]. Auch in tierexperimentellen Studien
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senkte intraperitoneal appliziertes Oxaliplatin die Tumorlast im Vergleich zur
Kontrollgruppe [35].
Ein weiteres haufig verwendetes zystostische Agens ist Mitomycin C [120, 126].
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5.3 Therapieergebnisse - Photodynamische Therapie

Die PDT ist eine Form der Therapie, welche in Anwesenheit eines Photosensibilisators,
Sauerstoff und einer Lichtquelle antikanzerogene Effekte erzielen kann. Die geringe
Toxizitat, die Moglichkeit der mehrmaligen Anwendung und die einfache Handhabung
haben die PDT bereits in ein breitgefachertes Spektrum involviert [96-100]. Aufgrund
der reduzierten Eindringtiefe sowie der vermehrten Akkumulation in Tumorgewebe wirkt
sie protektiv auf um- und unterliegendes Gewebe und stellt somit eine Therapieoption
fur die Peritonealkarzinose dar [95, 145].

Veenhuizen et al. konnte eine induzierte Peritonealkarzinose am Rattenmodell nach
intraperitonealer PDT ohne chirurgische Intervention reduzieren, so dass weitere

Erkenntnisse in unserem multimodalen Therapiekonzept erstrebenswert waren [123].

Die Ergebnisse des Vergleichs der PDT-Gruppe mit der Debulking—Gruppe ergaben
bezuglich des ePCI-Scores mit p=0,430 keinen signifikanten Unterschied. Auch die
Tumormasse mit einem Mittelwert von 3,87g war gegen die Debulking-Gruppe (4,739)
nicht wesentlich reduziert (p=0,275).

Die Tumorknotenanzahl betrug in der PDT-Gruppe im Mittel 48,77, welches im
Vergleich mit einem Mittel von 52,00 Knoten der Debulking-Gruppe nicht signifikant war
(p=0,325).

Eine signifikante Differenz zeigte sich, wie oben bereits beschrieben, auch zur

Taurolidingruppe nicht.

Bereits in klinischen Studien konnte Hahn et al. nachweisen, dass Photofrin-induzierte
PDT zwar eine gewisse Reduktion einer bestehenden Peritonealkarzinose erzeugt, eine
signifikant l1angere Uberlebensrate wiesen diese Patienten jedoch nicht vor [95, 146].
Die mittlere Uberlebenszeit dieser Patienten lag bei 21 Monaten. Aufgrund fehlender
Vergleiche war es jedoch nicht méglich zu eruieren, ob die Uberlebenszeit aufgrund der
postoperativen PDT oder des Tumordebulkings gegeben war. Eine verbesserte
Lebensqualitat nach Behandlung mit der PDT war jedoch zu verzeichnen [147, 148].
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Die Ergebnisse der klinischen Studien spiegeln die durch uns produzierten Daten. Es ist
zu berucksichtigen, dass das Abdomen keine homogene Flache darstellt, und somit die
gleichmafige Applikation von Licht nur bedingt gegeben ist.

Perry et al. zeigte in einer Studie am Mausemodell, dass nach Applikation des
Photosensibilisators Photofrin |l die maximal tolerierte Lichtdosis 1,04 J/cm? betrug
[149]. Die maximale Lichtdosis in unserer Studie betrug 4,243 J/cm? und erklart sich
durch die Anwendung eines anderen Photosensibilisators.

Piatrouskaya et al. kombinierte in einem tierexperimentellen Projekt die PDT mit einem
antiangiogenetischen Wirkstoff und konnte so eine signifikant hohere Tumornekrose

induzieren als mit der PDT allein [150].

Die Moglichkeit, durch neue und effektivere Photosensibilisatoren niedrigere Lichtdosen
sowie eine verkurzte Lichtapplikationsspanne auf das Tumorgewebe zu applizieren,
somit das umliegende Gewebe zu schonen und trotzdem eine vermehrte Reduktion des
Tumors zu erlangen sollte ein Ansatz weiterer Forschung darstellen. Auch die
Kombinationstherapie bietet ein weites Spektrum von Madglichkeiten.

In unserem Projekt haben wir als Alternative zur intraperitonealen Chemotherapie die
photodynamische Therapie perioperativ angewandt. Zwar ist uns keine Tumorreduktion
im Vergleich mit der Debulking-Gruppe gelungen, jedoch konnten wir unser Ziel, die
PDT als ein multimodales Therapiekonzept im Rattenmodell zu etablieren und mit
weiteren Therapieansatzen vergleichen, verwirklichen.

Die zukunftige PDT baut auf die Erforschung neuer effektiverer Photosensibilisatoren,
welche dem Weg der endogenen Biosynthese unterliegen sowie der Entwicklung
potenterer Lichtquellen [151, 152].
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5.4 Schlussfolgerung und Aussichten

Das Ziel dieses Projektes bestand zum einem darin, die Durchfuhrbarkeit eines
multimodalen Therapiekonzeptes im Kleintiermodell zu beweisen. Dieses ist gelungen.
Wir haben gezeigt, dass neben der Induktion einer Peritonealkarzinose die operative
Zytoreduktion nicht nur moglich, sondern auch erfolgreich ist.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der von uns eingesetzte ePCl ein effektives
Instrumentarium zur objektiven Erfassung der Karzinose im Tiermodell ist.

Ein weiteres Ziel war die Anwendung und der Vergleich neuer, erstmalig eingesetzter
alternativer Behandlungskonzepte. Durch die tierexperimentelle Etablierung der
isothermen, peritonealen Taurolidintherapie und der photodynamischen Therapie
konnten wir eine signifikante Reduktion der Tumorlast im Vergleich zur Kontrollgruppe
erreichen, im Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander war keine Signifikanz
eruierbar. Durch den Beweis der Machbarkeit des Modells ist jedoch der Grundstein

durch weiterfuhrende Fragestellungen fur nachste wegweisende Projekte gelegt.

Zum jetzigen Zeitpunkt ist eine moglichst radikale operative Tumorreduktion mit
folgender HIPEC die etablierte Methode der Peritonealkarzinose kolorektalen
Ursprungs [39, 153].

Hier muss zur Kenntnis genommen werden, dass eine einheitliche intraperitoneale
Chemotherapie zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht festgelegt ist, und sowohl die Dauer
der Therapie, als auch die Wahl des Chemotherapeutikums und Dosierung noch
Gegenstand derzeitiger Studien sind [128].

Bessere und genauere Patientenselektion, neue Therapieansatze im Bereich der
Molekulargenetik und neue Chemotherapeutika werden entwickelt und erprobt [154].
Bisher fehlen jedoch explizit tierexperimentelle Studien.

Ein weiterer Punkt nach Entwicklung multimodaler Therapieansatze ist die
Anwendbarkeit in der Klinik.

Besonders im Bereich der Chemotherapeutika sowie alternativer Methoden mussen
neue Wege gefunden werden um letztendlich eine Verbesserung der Uberlebensrate

dieser Patienten zu gewahrleisten.
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Mit der vorliegenden Arbeit ist durch seinen multimodalen Ansatz die Basis fur neue
Optionen in der Therapie der Peritonealkarzinose gelegt. Nun gilt es, diese weiter zu
entwickeln um moglichst schnell eine adaquate und effektive Anwendung im klinischen

Alltag zu finden.
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6. Zusammenfassung

Die Peritonealkarzinose auf Grundlage eines gastrointestinalen Tumors ist bis vor
kurzem als eine palliative Situation beschrieben worden.

Unbehandelt betragt die mittlere Uberlebenszeit ungefahr sechs Monate. Die derzeitige
Standardtherapie besteht aus einem moglichst vollstandigen Tumordebulking mit
folgender hyperthermer intraoperativer peritonealer Chemotherapie (HIPEC). Der Erfolg
spiegelt sich in einer in verschiedenen Studien beschriebenen 5-Jahres-Uberlebensrate
zwischen 19-51% bei sorgfaltig selektierten Patienten wieder.

Taurolidin zeichnet sich als nebenwirkungsarmes, sowohl antibakterielles als auch
potentes antineoplastisches Chemotherapeutikum mit geringer Toxizitat aus.

In dieser Arbeit soll es als Alternative zu den herkdmmlich angewandten
Chemotherapeutika wie Mitomycin C oder Oxaliplatin dienen.

Eine weitere Option stellt nach Gabe des Photosensibilisators 5-ALA die perioperative
intraperitoneale photodynamische Therapie (PDT) dar.

Mit der Umsetzung eines multimodalen Therapiekonzeptes im Kleintiermodell konnten
wir die erste Fragestellung nach der Machbarkeit eines solchen Projektes beantworten.
Des Weiteren ist es neben einer operativen Zytoreduktion gelungen, erstmalig neue
multimodale Therapieansatze im Kleintiermodell zu etablieren.

Durch die angewandten Behandlungsoptionen konnte eine signifikante Reduktion der
Tumorlast im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielt werden.

Die einzelnen Therapiegruppen untereinander erbrachten keine signifikante Differenz,
eine positive Tendenz konnte sich jedoch in Hinblick auf die Taurolidin- und PDT-
Therapie abzeichnen. Diese Tendenz sollte nun durch Modifizierung und Erweiterung
des Projektes verifiziert werden.

In der heutigen Literatur gibt es nur wenige tierexperimentell vergleichende Studien zu
diesem Thema.

Dieses Kleintiermodell kann als Basis fur zukunftige Forschungsprojekte dienen und
bietet durch den Erfolg seines Beweises der Durchfuhrbarkeit und der Reduktion der
Tumorlast im Vergleich zur Kontrollgruppe eine solide Grundlage fur weitere notwen-

dige Studien.
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