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1 Einfiihrung

1 Einfuhrung

Die sekundare Peritonealkarzinose (PK) ist ein allgemeines Zeichen fur fortgeschrittenes
Tumorstadium,  Krankheitsverschlechterung oder Wiederauftreten einer  Vielzahl
verschiedener Tumorentitdten gastrointestinaler und gynakologischer Herkunft.

Bei anndhrend einem von vier Patienten mit einem kolorektalen Karzinom werden freie
Tumorzellen in der Peritonealflissigkeit vor der Resektion des Tumors gefunden und in
einem von funf Patienten entwickelt sich eine peritoneal minimal residual disease nach dem
kurativen Eingriff. Bei etwa einem von sieben Patienten mit einem kolorektalen Karzinom
kommt es zur Entwicklung von Peritonealkarzinose, welche mit einer infausten Prognose
einhergeht (Sadeghi, Arvieux et al. 2000; Guller, Zajac et al. 2002; Jayne, Fook et al. 2002;
Shen, Hawksworth et al. 2004; Koppe, Boerman et al. 2006; Lloyd, Mclver et al. 2006; Hara,
Nakanishi et al. 2007).

1.1 Kolorektales Karzinom

111 Epidemiologie

Karzinome des Kolons und des Rektums zahlen in Europa zu den haufigsten
Krebserkrankungen mit ca. 412900 neuerkrankten Menschen jahrlich. Weltweit betragt die
Inzidenz 945000 Falle. Diese Krebsform ist sowohl fir Frauen, wie auch fir Manner das
zweithaufigste Karzinom, bei einem mittleren Erkrankungsalter von 75 Jahren fur Frauen und
69 Jahren fur Manner. Es versterben an den Folgen des kolorektalen Karzinoms jahrlich
207400 Patienten in Europa und 492000 weltweit (Weitz, Koch et al. 2005; Ferlay, Autier et
al. 2007).

Lander mit der hochsten Inzidenz fir das kolorektale Karzinom sind Nordamerika,
Australien/Neuseeland, Westeuropa und Japan, wobei Japan fur Manner weltweit die
héchste Rate aufweist. Die niedrigste findet man fir Std- und Zentralasien und Mittelafrika
(Parkin, Bray et al. 2005). Einwanderungsstudien zeigen, dass die Inzidenz des KRK bei
Immigranten und deren Nachkommen nach dem Umsiedeln der Population von low-risk in
high-risk Regionen rasch ansteigt (Kolonel, Hinds et al. 1980; McMichael, McCall et al.
1980). In den USA geborene Japaner weisen z.B. eine doppelt so hohe Inzidenz als
heimgeborene Japaner auf und etwa 60% hdhere als die in den USA geborenen Weilken.
Japanischen Frauen haben im Vergleich zu den beiden korrespondierenden Gruppen etwa
40% hohere Neuerkrankungsraten (Flood, Weiss et al. 2000). Dies legt sowohl einen
genetischen Einfluss, wie auch Umweltfaktoren fir die Entstehung des KRK nahe.

Ein Geschlechterunterschied fir die Inzidenz des Kolonkarzinoms (Kolon-Ca) besteht
nahezu nicht. In den Vereinigten Staaten z.B. wurden 2005 73470 neue Falle fur Frauen und
71820 flr Manner geschatzt. In Europa verhalt es sich vergleichbar. Das Lebenszeitrisiko am
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kolorektalen Karzinom zu sterben betragt fir Frauen 1,2% und 1,98% fur Manner. Insgesamt
macht es etwa 12,2% aller Krebssterbefalle aus (Boyle and Ferlay 2005; Jemal, Murray et al.
2005; Ferlay, Autier et al. 2007). Die Mortalitdt des KRK ist in den letzten Dekaden
rucklaufig. Allein in der Zeitspanne von 1996 - 2005 wurde in den USA ein Rickgang von
19,6% (ohne Geschlechts- und Rassenunterscheidung) verzeichnet (Ries LAG 2007). Die
Lebenserwartung verbesserte sich in Deutschland von den 70er-Jahren bis in die Mitte der
80er-Jahre ebenfalls deutlich. Dies ist, neben der zeitigeren Diagnosestellung bei Erkrankten
auch auf verbesserte Therapieverfahren zuriickzufiihren. Die 5-Jahres-Uberlebenraten (5-
JUR) fir das Rektumkarzinom z.B. haben sich von 45% fiir Manner und 47% fir Frauen in
den 80ern auf 52% bzw. 55% in Jahre 2004 verbessert und liegen fur das KRK sowohl bei
Mannern wie auch fur Frauen inzwischen bei 60% (RKI und GEKIiD 2004, 2008).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Ursachlich fir die Ausbildung des kolorektalen Karzinoms sind neben endogenen
(genetische Veranderungen), exogene (Umwelteinflisse, Lebenstill) Faktoren (Thomas and
Karagas 1987; Kinzler and Vogelstein 1996). Die pathogenetische Grundlage fur die
Entstehung des KRK stellt die sog. ,intraepitheliale Neoplasie* dar, die als eindeutige
Neoplasie ohne Vorliegen eines invasiven Wachstums definiert und histologisch durch
zelluldare Atypie, abweichende Differenzierung und gestorte epitheliale Architektur
charakterisiert ist (Klimpfinger, Hauser et al. 1992). Die Ansammlung der morphologischen
und genetischen Veranderungen in den Stammzellen der Dickdarmkrypten, fihren in einem
kontinuierlichen Ubergang vom normalen Epithel zu Schleimhauthyperplasie, zur
Entwicklung von Adenomen und Uber zunehmende Neoplasieschweregrade in einem
Adenom bis hin zum infiltrativen Karzinom (Jass 1989). Dieser Sequenz liegen detaillierte
molekulargenetische und -biologische Veranderungen und kaskadenférmige Ablaufe
zugrunde, die den Weg vom Adenom zum invasiven und metastasierenden Karzinom
bestimmen. Hierzu zahlen chromosomale Deletionen (z.B. DCC, Peutz-Jeghers Gen),
Mutationen (z.B. APC, p53, K-ras) und Hypermethylationen durch Abschalten vom
Tumorsuppresorgenen (z.B. Mismatch-Repair-Genen) (Fearon and Vogelstein 1990; Young
and Wilson 2002). Aufgrund dieser Erkenntnisse haben Fearon und Vogelstein das Modell
der sogenannten ,Adenom-Karzinom Sequenz® aufgestellt, welches die genetische Basis
des kolorektalen Karzinoms als einen mehrstufigen Prozess erklart. Wie in Abbildung 1 zu
erkennen ist, kdnnen den unterschiedlichen Zeitpunkten der Tumorgenese zumindest grob
einzelne genetische Veranderungen zugeordnet werden. Dabei ist die abgebildete
Reihenfolge weniger wichtig als die Akkumulation der einzelnen Ereignisse.

Adenome stellen ca. 90% der prakanzerdsen Lasionen des kolorektalen Karzinoms dar. Das
Entartungsrisiko steigt direkt mit der Adenomgréfe und ist abhangig vom histologischen Typ,
wobei das Risiko beim tubuldren am geringsten und beim villésen Adenom am grofiten ist.
Tubuldre Polypen mit einem Durchmesser von < 1cm haben ein Risiko vom 1%.
Entsprechend groRe villdse Adenome bereits 10%. Uber 2cm groRe tubuldre Adenome
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zeigen eine Entartungsfrequenz von 35% und villdse von Uber 50%. Aus diesem Grund
sollten alle polypoiden kolorektalen Adenome abgetragen werden (Link, Hauser et al. 2008).

normales hyperproliferatives Adenom Karzinom

Kolongewebe  Epithel
Methylierungs-  Inaktivierung K-ras Deletionen/  p53 Akkumulation weiterer
abnormalitaten von APC Mutation Allelverluste Deletion genetischer Verdnderungen

Abbildung 1: Karzinogenese KRK (nach Fearon und Vogelstein 1990, aktualisiert von
Toribara 1995)

Neben der oben beschriebenen, als sporadisch zu bezeichnenden und Uber 90%
ausmachenden kolorektalen Karzinomen, gibt es hereditdire Syndrome, die mit der
Entstehung von kolorektalen Karzinomen vergesellschaftet sind. Darunter die familiare
adenomatdse Polyposis (FAP) und die hereditary non-polyposis colorectal cancer (HNPCC),
die in ihrer Summe fir ca. 6% der KRK verantwortlich gemacht werden. Sie werden
ausschlief3lich autosomal-dominant vererbt (Burt, Bishop et al. 1990; Bishop and Hall 1994;
Lynch, Smyrk et al. 1996). Bei der FAP ist die Mutation des Suppressorgen APC fir die
Entstehung von kolorektalen Karzinomen verantwortlich (Herrera, Kakati et al. 1986).

Dies fuhrt bei der FAP zu mehr als 100 Polypen im Kolorektum. Je héher die Polypendichte,
umso friher manifestiert sich die Erkrankung. Das HNPCC-Syndrom ist durch ein erhdhtes
Entstehungsrisiko eines kolorektalen Karzinom ohne erhdhte Anzahl von Kolonpolypen
definiert (Lynch, Shaw et al. 1966; Lynch, Smyrk et al. 1993). Molekulargenetisch findet hier
eine Mutation von Mismatch-Repair-Genen statt, durch die sie fehlerhafte DNA nicht mehr
reparieren koénnen. Hierbei spricht man von Mirkosatelliteninstabilitdt (Cruz-Correa and
Giardiello 2002; Wright and Stewart 2003). Die Diagnose erfolgt durch eine
molekulargenetische Absicherung, sowie Familienanamnese nach den Amsterdam- und/oder
Bethesda-Kriterien (Vasen, Mecklin et al. 1991; Umar, Boland et al. 2004).

Entzindliche Darmerkrankungen, wie z.B. Morbus Crohn, zeigen im Allgemeinen ein sehr
geringes Entartungsrisiko. Anders verhalt es sich fur die Karzinomentwicklung bei Patienten
mit Colitis ulcerosa. Auf der Basis von chronischer Entziindung und hyperproliferativem
Epithel, Uber den Weg der intraepithelialen Neoplasie mit entsprechender
Stammzellaktivierung kommt es zur Ausbildung von kolorektalen Karzinomen, wobei der
Erkrankungszeitpunkt im Vergleich zur Normalbevdlkerung 10-20 Jahre friher liegt. Das
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Karzinomrisiko bei einer Pankolitis betragt nach 10 Jahren 2,1% und nach 30 Jahren 17,8%
(Ekbom, Helmick et al. 1990).

Neben dem Alter, der familidren Belastung, den hereditdren und inflammatorischen
Darmerkrankungen, den adenomatdsen Polypen und kolorektalen Karzinom in der
Anamnese haben auch Bewegungsmangel, fettreiche und balaststoffarme Kost und
exzessiver Alkoholkonsum einen begunstigen Effekt auf die Karzinomentstehung (Prentice
and Sheppard 1990; Bingham, Day et al. 2003; Cho, Smith-Warner et al. 2004; Norat,
Bingham et al. 2005; Bingham 2006; Marques-Vidal, Ravasco et al. 2006).

1.1.3 Pathologie

1.1.3.1 Makroskopie

Kolorektale Karzinome weisen unterschiedliche makroskopische Wachstumsformen auf.
Man findet polypoide, plattenartige, ulzerierte und diffus infiltrierende Tumoren (s. Abbildung
2). Aullerdem lassen sich makroskopisch insulare von zirkuldaren Karzinomtypen
unterscheiden. Die makroskopische Wuchsform ist wichtig fur die Entnahme des
Biopsiematerials und erlaubt eine grobe Vorbeurteilung des Tumors insofern, als dass die
polypoiden Tumorformen spater und seltener metastasieren als die nicht-polypoiden und die
diffus infiltrierenden (Tanaka, Haruma et al. 1995).

Friihformen exophytisch (pobygoid)

G = gestielt T = tailliert S=sessil
C'semipendiculated™)

e

F =flach {"flat") O =flach mit Einsenkung
Mdepressed™)

Fortgeschrittene Formen

B SeeT

F = platienartio L= ulzerdis 0 = diffus-infiltratioe
(sZirrhas)

Abbildung 2: Makroskopischer Tumortyp bei friihen und fortgeschrittenen Formen
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Karzinome in unteren Rektumbereich lassen sich mit der digital-rektalen Untersuchung
tasten. Dabei kann die GroRe des Tumors, die exakte Lage, Verschieblichkeit und
Ausbreitung bestimmt werden. Hierauf beruht das klinische Staging (KS) nach Mason (s.
Tabelle 1), womit man verlasslich die therapeutischen Optionen abschatzen kann (Mason
1976). Als Screeningmethode ist die Untersuchung unumstritten, die Einteilung jedoch fir die
detaillierte Therapieplanung zu grob und deshalb unbrauchbar (Krones, Stumpf et al. 2009).

Tabelle 1: Klinische Tumorklassifikation nach Mason (1976)

Mason-Klassifikation

KS | Tumor mit Mukosa verschieblich

KS I Tumor mit Darmwand verschieblich

KS I Verschieblichkeit eingeschrankt, Tumor teilfixiert
KS IV Tumor fixiert

KS V disseminierte Erkrankung, Fernmetastasen

1.1.3.2 Mikroskopische Klassifikation

Zur Beschreibung der exakten anatomischen Tumorausbreitung wird die Klassifikation der
Union International Contre le Cancer (UICC) mit der TNM-Einteilung und Stadiengruppierung
empfohlen. Aufgrund der praoperativen, interdisziplinaren Diagnostik (Staging) kann ein
klinisches (cTNM) TNM-Stadium abgeleitet werden, welches als Rationale fur die geplante
Therapie dient. Fir die Prognose des KRK ist das pathologische (pTNM) TNM-Stadium
entscheidend. Besonders im Hinblick auf eine genauere Beurteilung prognostischer
Subgruppen, wie auch die bessere Anwendbarkeit auf verschiedene moderne diagnostische,
z.B. die Endosonographie und auch therapeutische Verfahren hat die aktuelle Fassung von
2002 der UICC-Klassifikation sich gegenuber der Dukes-Klassifikation durchgesetzt (UICC
2003). Dort finden sich auch die Errungenschaften einer Studie wieder, die auf der ASCO
2003 vorgestellt wurde (Greene, Stewart et al. 2004). Dabei wurden anhand der nationalen
Tumor Datenbank der USA 5987 Patienten mit Rektumkarzinomen im UICC-Stadium IlI
ermittelt und in 3 neue Subgruppen unterteilt (IlIA: T1/2, N1; IlIB: T3/4, N1; IlIC: jedes T, N2)
und beziglich des Gesamtiiberlebens stratifiziert. Die 5-JUR der nur chirurgisch bzw.
adjuvant radiochemotherapierten Patienten ergaben einen hoch signifikanten Unterschied
zwischen den einzelnen Stadien sowie eine hohe Signifikanz des Benefits einer
postoperativen adjuvanten Therapie.
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TNM-Klassifikation: nach UICC, Stand 2002

Primartumor: (T)

Tx
TO
Tis
T1

T2
T3

T4

Primartumor kann nicht beurteilt werden

kein Anhalt fir Primartumor

Carcinoma in situ, intraepithelial oder Infiltration der Lamina propria
Tumor infiltriert Submukosa

Tumor infiltriert Muscularis propia

Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in
nicht peritonealisiertes perikolisches oder perirektales Fettgewebe

Tumor perforiert das viszerale Peritoneum oder infiltriert direkt in
andere Organe oder Strukturen *

* Direkte Ausbreitung in T4 schlieRt auch die Infiltration anderer
Segmente des Kolorektums auf dem Weg Uber die Serosa ein, z.B. die
Infiltration des Sigmas durch ein Z6kumkarzinom.

Ein Tumor, der makroskopisch an anderen Organen oder Strukturen
adhéarent ist, wird als T4 Kklassifiziert. Ist bei der histologischen
Untersuchung in den Adh&sionen kein Tumorgewebe nachweisbar, soll
der Tumor als pT3 klassifiziert werden.

Regionare Lymphknoten: (N)

Nx
NO
N1
N2

regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteit werden
keine regionaren Lymphknotenmetastasen
Metastasen in 1-3 perikolischen bzw. perirektalen Lymphknoten*®

Metastasen in 4 oder mehr perikolischen bzw. perirektalen
Lymphknoten*

* Ein mehr als 3 mm groRes Tumorknétchen im perirektalen oder
perikolischen Bindegewebe ohne histologischen Anhalt fir Reste eines
Lymphknotens wird als regionare Lymphknotenmetastase klassifiziert.
Ein Tumorkndétchen bis 3 mm GrofRe wird in der T-Kategorie als
diskontinuierliche Ausbreitung, d.h. T3 klassifiziert.

Fernmetastasen: (M)

Mx
MO
M1

Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

10
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Residualtumoren: (R)
Rx Residualtumor kann nicht beurteilt werden
RO kein Residualtumor
R1 mikroskopischer Residualtumor

R2 makroskopischer Residualtumor

Es mussen bezuglich der Residualtumorklassifikation nicht nur der
aborale longitudinale Resektionsrand, sondern v.a. die lateralen
chirurgischen Resektionsflachen (= tiefer oder zirkumferentieller
Resektionsrand) histologisch untersucht werden.

Die pT-, pN- und pM- Kategorien der pathologischen Klassifikation entsprechen den T-, N-
und M-Kategorien. pNO erfordert die Ektomie und die histologische Untersuchung von 12
oder mehr regionarer Lymphknoten (UICC 2003).

Aus diesen Kriterien ergibt sich folgende Stadiengruppierung der UICC flr das kolorektale
Karzinom:

Tabelle 2: Stadieneinteilung nach UICC und korrespondierede Einteilung nach Dukes

Stadium  TNM-Klassifikation Einteilung nach Dukes
0 Tis, NO, MO
I T1/2, NO, MO Dukes A
A T3, NO, MO Dukes B

1B T4, NO, MO

MA T1/2, N1, MO Dukes C

1B T3/4, N1, MO

nc jedes T, N2, MO

\Y} jedes T, jedes N, M1 Dukes D

Die WHO unterscheidet nach der histologischen Ahnlichkeit des Karzinoms zum
Ausgangsgewebe entsprechend der Drisenformation, den Kernpolymorphismus sowie der
Zahl der Mitosen 3 verschiedene Differenzierungsgrade. Dem hohen Differenzierungsgrad
der WHO entspricht die Bezeichnung G1 der UICC, dem mitteldifferenzierten G2 und dem
niedrig differenzierten G3. Der zusatzlich in der UICC vorgesehene Differenzierungsgrad G4
entspricht dem eigenen histologischen Tumortyp des undifferenzierten Karzinoms der WHO-
Nomenklatur. G1- und G2-Tumore werden auch als low-risk-Karzinome, G3- und G4-Tumore
als highrisk-Karzinome bezeichnet. Das histopathologische Grading hat praktische

11
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Bedeutung, da nur Karzinome vom niedrigen Malignitatsgrad (also hoch- und
mitteldifferenzierte Tumore) fur lokale Therapieverfahren (endoskopische Polypektomie oder
chirurgische Lokalexzision) geeignet sind (UICC 2003).

Dickdarmkarzinome kommen vor als:

= Adenokarzinom (70%), davon
- 20% hoch differenziert (G1)
- 50% mitteldifferenziert (G2)
- 30% niedrig differenziert (G3)
= verschleimendes Karzinom (20%): Siegelringzellkarzinom (intrazellulare
Schleimablagerung) und Gallertkarzinom (extrazelluldre Schleimablagerung)
mit insgesamt schlechter Prognose
» anaplastisches Karzinom: undifferenzierter (G4) Tumor
» Adenoakanthom, Plattenepithelkarzinom (Raritaten)

(Kurzlehrbuch Chirurgie, Volker Schumpelick, Thieme 2006)

1.1.3.3 Anatomische Abgrenzung des Kolons vom Rektum

Nach den aktuellen UICC-/TNM-Kriterien gelten Tumoren als Rektumkarzinome, sobald
deren aboraler Rand < 16cm von der Anokutanlinie entfernt liegt. Demnach werden alle
Tumoren, die > 16cm von der Anokutanlinie lokalisiert werden, als Kolonkarzinome definiert
und therapiert (Soreide, Norstein et al. 1997; UICC 2003). Trotz der eindeutigen
Bezeichnung durch die UICC-Klassifikation wird im klinischen Alltag die Grenze zwischen
Kolon und Rektum verwischt mit der Folge einer vdllig unterschiedlichen Tumortherapie. In
den USA werden z.B. samtliche Tumoren, die > 12cm ab anocutan entfernt sind, als
Kolonkarzinome bezeichnet und dementsprechend therapiert (Nelson, Petrelli et al. 2001).
Die endoskopische Einteilung durch die Abstandsbestimmung zwischen distalem Tumorrand
und Linea anocutanea erfolgt am besten mit einem starren Rektoskop und teilt das Rektum
in ein oberes - (12-16cm), ein mittleres — (6 -12cm) und ein unteres Drittel ( < 6cm). In der
klinischen Praxis wird der Abstand von bis zu 12 cm von der Linea dentata zur Definition des
Rektums bevorzugt.

1.1.4 Therapie

Das Therapieprozedere folgt der Stadieneinteilung nach UICC. Trotz der Tatsache, dass die
chirurgische Resektion die entscheidende Rolle in der Therapie des Kolon-, wie auch des
Rektumkarzinoms darstellt, unterscheiden sich die Behandlungsstrategien, sowie die
Prognose der beiden Tumorentitaten. Beim Kolonkarzinom ist bei standardisierter Therapie
die stadienabhangige Heilungsmadglichkeit giinstiger als beim Rektumkarzinom.
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1.1.4.1 Kolonkarzinom

Uber 90% der an einem Kolonkarzinom erkrankten Patienten kénnen chirurgisch behandelt
werden, 75% davon mit kurativen Ansatz (R0). Das Operationsausmal® hangt von der
Lagebeziehung der Malignome zur individuellen Gefalversorgung und der Grole des
Tumors ab (s. Tabelle 3). Die chirurgische Therapie zielt auf die Resektion des Primartumors
mit dreidimensionalem Sicherheitsabstand von > 10cm, orientierend am Versorgungsgebiet
der radikular durchtrennten GefalRe, wie auch auf die Entfernung der blutzufiihrenden
Gefalle und potenziell befallener regionarer Lymphknoten im Abflussgebiet (Link, Sagban et
al. 2005). Bei einem Tumor zwischen zwei zentralen GefalRen werden beide mit entfernt. Die
radikale Resektion wird mit En-bloc-Lymphknotendissektion angestrebt. Daneben
versprechen luminale Darmligaturen nach Turnbull proximal und distal des Tumors
zusatzlich eine Chance auf eine kurative RO Resektion, sowie die No-touch-isolation-
techinque, dessen Anwendungen aber aufgrund widersprichlicher Aussagen und
Ergebnisse diskutabel bleiben (Turnbull, Kyle et al. 1967; Wiggers, Jeekel et al. 1988;
Slanetz 1998).

Tabelle 3: Darstellung des lokalisationsabhangigen Resektionsausmales

Tumorlokalisation Gefallversorgung Resektionsausmal?
Zokum A. ileocolica Hemikolektomie rechts
Colon ascendens A. colica dextra
A. colica media
rechte Kolonflexur, A. ileocolica Erweiterte = Hemikolektomie
rechtes Colon transversum A. colica dextra rechts
A. colica media
A. gastroepiploica dextra
linkes Colon transversum, A. colica media nach rechts erweiterte
linke Kolonflexur A. colica sinistra Hemikolektomie links
(Aszendo-Sigmoidostomie
oder lleo-Simoidostomie)
Colon descendens A. mesenterica inferior Hemikolektomie links

(A. colica media)

Colon sigmoideum A. mesenterica inferior Sigmaresektion

Patienten mit multiplen Kolonkarzinomen oder mit FAP oder HNPCC sollten fiir eine totale
Kolektomie bzw. Proktokolektomie in betracht gezogen werden. Bei Colitis ulcerosa
Karzinompatienten ist ebenfalls die Proktokolektomie indiziert (Nelson, Petrelli et al. 2001).
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Prinzipiell besteht auch die Mdoglichkeit der laparoskopischen Resektion von
Kolonkarzinomen. Da in der onkologischen Chirurgie die Radikalitdt mit guten
Langzeitergebnissen oberste Prioritat besitzt, treten die Vorziige der laparoskopischen
Chirurgie, wie z.B. geringes Trauma, schnellere Erholung und kurzere Liegezeiten zugunsten
einer ausgedehnten Resektion in den Hintergrund. Dieses Verfahren sollte als
vielversprechende Alternative zur offenen Resektion im Rahmen weiterer Studien eingesetzt
werden (Schiedeck, Schwandner et al. 2000; Lacy, Garcia-Valdecasas et al. 2002). Die
bisherigen Ergebnisse zumindest zeigen im Langzeit-Follow-up keine Nachteile der
laparoskopischen Kolonkarzinomresektion im Vergleich zur offenen Resektion (Nelson,
Sargent et al. 2004; Jayne, Guillou et al. 2007). Die Frage nach der Inzidenz von
Trokarmetastasen und der Provokation der Tumorzelldissemination durch die Laparoskopie
bleibt kontrovers diskutiert (Targarona, Martinez et al. 1998; Canis, Botchorishvili et al. 2000;
Abu-Rustum, Rhee et al. 2004; Zivanovic, Sonoda et al. 2008).

Patienten, bei denen ein kurativer Ansatz nicht mdglich ist, werden vor allem palliativen
Operationsmethoden unterzogen, wobei nach Moglichkeit eine Tumorexstirpation angestrebt
wird oder Umgehungsanastamosen geschaffen werden. Eine Stomaanlage zur
Darmentlastung ist die letztmdgliche Malinahme bei lokaler Inoperabilitat.

Eine adjuvante Therapie beeinflusst die Heilungsrate des Kolon-Ca positiv. Insbesondere fur
das UICC Stadium Il sind signifikante Steigerungen der 5-JUR erreicht worden. Die
Indikation zur adjuvanten Therapie ist abhangig von der Tumorausbreitung zum Zeitpunkt
der Operation, d.h. von der histopathologischen Stadienbestimmung, insbesondere der
Bestimmung des Lymphknotenstatus (pN). Im Stadium | ist eine adjuvante Chemotherapie
nicht indiziert, im Stadium Il kann eine erwogen und in Rahmen von Studien durchgefihrt
werden. Der Nutzen einer Chemotherapie im Stadium Il ist unumstritten. Auch ist das Alter
des Patienten keine Kontraindikation. Patienten im Alter Uber 67 Jahre im guten
Allgemeinzustand, so zeigen Studienergebnisse, profitieren von der Therapie (Schmiegel,
Reinacher-Schick et al. 2008).

Die adjuvante Chemotherapie basiert auf den Substanzen 5-Fluorouracil (5-FU) und
Folinsaure (FS). Durch die Applikation konnte eine signifikante Senkung der Rezidivrate und
Steigerung des Gesamtiberlebens erreicht werden. Die Hinzunahme von Oxaliplatin
optimierte das Ergebnis zusatzlich. In der randomisierten ,MOSAIC-Studie® mit 2246
Patienten wurde eine signifikante Steigerung des Uberlebens durch 5-FU/FS/Oxaliplatin im
Vergleich zu 5-FU/FS erzielt. Aufgrund dessen und wegen der geringeren Toxizitat wird das
FOLFOX Regime bevorzugt und die Bolusinfusion mit SFU/FS (z.B. Mayo-Schema) nicht
mehr empfohlen (Schmiegel, Reinacher-Schick et al. 2008).

1.1.4.2 Rektumkarzinom

Um die Aussicht auf Heilung zu wahren, ist das Ziel der Therapie beim Rektumkarzinom die
Reduktion der Lokalrezidivrate, welche im Vergleich zum Kolonkarzinom mit einer héheren
Anzahl assoziiert ist, sowie die Reduktion der Fernmetastasierung. Die Basistherapie ist die
Operation, wobei neben der radikalen Tumorentfernung der Erhalt der fir die Blasen- und
Sexualfunktion wichtigen autonomen Innervation als oberstes Gebot gilt. Unter
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Berucksichtigung der Lokalisation, des Abstandes zu Levatorenschenkel und Linea dentata,
wie auch der Sphinkterfunktion und Infiltrationstiefe bestehen die Moglichkeiten der (tiefen)
anterioren Resektion, der abdominoperinealen Exstirpation und der intersphinktaren
(abdominoperanalen) Resektion (Krones, Stumpf et al. 2009). Das Wachstumsverhalten von
Rektumkarzinomen, die intramural nur wenige mm Uber den makroskopischen Tumorrand
hinaus reichen, extramural dagegen tief zirkumferenziell im Mesorektum Tumorabsiedlungen
aufweisen, fuhrte zur Etablierung der totalen mesorektalen Exzision (TME) als
Standardverfahren. Hiermit ist es gelungen, die Lokalrezidivrate von vormals ca. 20% auf ca.
5-7% signifikant zu senken (MacFarlane, Ryall et al. 1993; Dahlberg, Glimelius et al. 1999).
Im Mesorektum, dem Bindegewebsfettkérper, befinden sich alle Lymphknoten des kleinen
Beckens. Diese drainieren das Rektum, entlang der Lymphspalten erfolgt die
Tumorausbreitung. Aufgrund dessen ist es wichtig, das Mesorektum scharf unter direkter
Sicht in einer exakt definierten Ebene zwischen viszeraler und parietaler Beckenfaszie En-
bloc aus dem Beckenboden zu losen, wobei die TME Uber diesen technischen Unterschied
zu konventionellen Chirurgie verfugt und zudem eine bestmdgliche Schonung der
autonomen Nerven erlaubt (Stelzner 1962). Abbildung 3 zeigt die Praparationswege der
TME. Bei Tumoren des oberen Rektumdrittels erfolgt die partielle Mesorektumexzision bis
5cm distal des Tumorrandes. Bei tiefer liegenden Tumoren wird die TME angewandt, wobei
als minimaler Abstand 1cm gilt, vor allem auch nach neoadjuvanter Radiochemotherapie.

Erlaubt der operative Eingriff primar nicht die zu erwartende R0O-Resektion mit negativen
zirkumferentiellen Resektionsrand und die Senkung der lokalen Rezidivrate, sowie den
wahrscheinlich nicht mdglichen SchlieBmuskelerhalt, stellen diese Punkte die Indikation zur
neoadjuvanten Radio (RT)- oder Radiochemotherapie (RCT), dessen Einsatz nachweislich
diese Punkte positiv beeinflusst (Swedish ractal cancer trial, 1997; Kapiteijn, Marijnen et al.
2001; Merkel, Meyer et al. 2002; Bujko, Nowacki et al. 2004; Sauer, Becker et al. 2004). In
den aktuellen Leitlinien von 2008 der Deutschen Krebsgesellschaft wird in diesem Fall, in
dem ein ,down-staging“ bzw. ,down-sizing“ zum Erreichen einer R0-Resektion oder zum
Sphinktererhalt angestrebt wird, die praoprative RCT gegeniber der RT empfohlen, da die
Kurzzeitradiotherapie diesen Effekt nicht erzielt, wo hingegen bei Karzinomen im Stadium I
und Ill, auf die jene Kriterien nicht zutreffen, sowohl die Kurzzeitradiotherapie als auch die
konventionell fraktionierte RCT angewendet werden kann (Schmiegel, Reinacher-Schick et
al. 2008). Sicher ist, dass der praoperativen Therapie der Vorzug gegeben wird gegentber
der postoperativen, die bis 2004 Standard war. Die Ergebnisse der prospektiven Studie der
Deutschen  Rektumkarzinomgruppe ergaben eine signifikante Reduzierung der
Lokalrezidivrate durch die praoperative RCT im Vergleich zur postoperativen RCT. Dabei
war auRerdem keine Erhéhung der postoperativen Komplikationen nach neoadjuvanter RCT
im Vergleich zur sofortigen Operation zu verzeichnen und die akute und chronische Toxizitat
war signifikant erniedrigt (Sauer, Becker et al. 2004). Ein signifikanter Vorteil fiur das
Gesamtiberleben besteht aber nicht. Postoperative RCT wird nur noch empfohlen, wenn bei
fortgeschrittenen Rektumkarzinomen keine neoadjuvante Therapie durchgefluhrt wurde.
Aulerdem wird grundsatzlich eine adjuvante Chemotherapie nach neoadjuvanter RCT
empfohlen (Schmiegel, Reinacher-Schick et al. 2008).
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Als Schema stehen flr die praoperative Radiotherapie die Kurzzeitradiotherapie mit 5x5 Gy,
gefolgt von sofortiger Operation und die konventionell fraktionierte RCT mit einer
Gesamtdosis von 50,4 Gy, kombiniert mit einer 5-FU basierten Chemotherapie, zur
Verfligung. Welches Schema wann zum Einsatz kommt, wird zum jetzigen Zeitpunkt national
und international kontrovers diskutiert.

oxem Peritoneum
=e Denonvillier-Faszie
==n Faszia propria recti

Abbildung 3: Praparationswege der totalen mesorektalen Exzision (nach Stelzner,
Anatomie- und Evolutionsmorphologie als eine Grundlage der Chirurgie, 2003)

1.1.5 Prognose

Die Prognose des KRK ist relativ giinstig. Die 5-JUR liegt in Deutschland zurzeit bei 60%
(RKI und GEKID 2008). Als wesentlicher prognostischer Faktor gelten das Tumorstadium
und die Qualitdt des chirurgischen Eingriffes. Nach kurativer Resektion betragt die 5 JUR in
erfahrenen Zentren bei prognostisch giinstigen UICC | Stadium > 80%, die Uberlebensrate
bei nodalpositiven (UICC IIl) liegt dagegen bei lediglich 50% (Hermanek, Wiebelt et al. 1994,
Schrag, Cramer et al. 2000; Staib, Link et al. 2002; Schrag, Panageas et al. 2003). Je nach
Tumorstadium sind fiir RO-Resektionen 5-JUR von 90, 80, 60% (Kolon), bzw. 90, 70, 40%
(Rektum) zu erwarten (Hauser 2006). Weitere Prognosefaktoren sind Tumordifferenzierung
und vendse Invasion. Insbesondere die Anzahl der befallenen Lymphknoten ist ein wichtiger

16



1 Einfiihrung

Parameter zur Prognoseabschatzung. Zur Festlegung eines nodalnegativen Stadiums sind
mindestens 12 tumorfreie Lymphknoten gefordert (s. Kap. 1.1.3.2). Eine wiederholte Analyse
der Intergroup-Studie 0089 zeigte, dass die Anzahl der untersuchten Lymphknoten ein
entscheidender Parameter fiir die Abschatzung des Uberlebens ist. Unabhéngig davon, ob
es nodal positive oder nodal negative Stadien sind, ist die Prognose der Patienten mit vielen
untersuchten Lymphknoten besser. In dieser Studie liegt erst ab 20 tumorfreien
Lymphknoten eine mafigeblich verbesserte Prognose vor (Le Voyer, Sigurdson et al. 2003).

Das Schicksal der KRK Patienten entscheidet sich in den ersten 2 Jahren nach der
Operation, in den 90% aller Rezidive auftreten. (UICC 2003) Bei einem von 5 Patienten
entwickelt sich eine peritoneal minimal residual disease nach dem kurativen Eingriff. Bei
etwa einem von sieben Patienten mit einem KRK kommt es zur Entwicklung von
Peritonealkarzinose (Jayne, Fook et al. 2002; Shen, Hawksworth et al. 2004; Koppe,
Boerman et al. 2006).

1.2 Peritonealkarzinose

1.2.1 Pathophysiologie

Primare Tumore des Peritoneums (Mesotheliom, Pseudomyxoma peritonei) sind selten,
wahrend sekundare Peritonealkarzinose (PK) eine haufige Metastasierungsform bei
gastrointestinalen (Magen, Pankreas, Kolon und Rektum) und gynakologischen Tumoren
darstellt. Die Invasion der serésen Darmwand durch Tumoren kann eine Beimpfung des
angrenzenden und entfernten Peritoneums durch die Zellen des Primarius bewirken,
welches sich am haufigsten als s.g. milky spots des Omentum majus darstellt (Tsujimoto,
Hagiwara et al. 1996). Nach Yonemura (s. Abbildung 4) verlauft die peritoneale
Tumordissemination in vier wesentlichen Schritten: 1.) Es I6sen sich zunachst Zellen vom
Primartumor, 2.) mit anschlieRender Adhasion der freien Tumorzellen am Peritoneum. Es
folgen 3.) die Invasion der Tumorzellen in den Subperitonealraum und 4.) die Proliferation
der Tumorzellen und Neovaskularisation (Yonemura, Endou et al. 2000).

Das Ldsen der Primartumorzellen erfolgt spontan oder als nachteiliger Effekt einer
Behandlung. Spontane Exfoliation wird verursacht durch hohen interstitiellen Druck im
soliden Tumor, als Resultat einer schnellen Zellproliferation und ineffektiven lymphatischen
Drainage (Hayashi, Jiang et al. 2007). Weitere Ursachen fir erhdhten Druck im Interstitium
sind Fibrose, Kontraktion der Intestitialmatrix und erhohter osmotischer Druck verursacht
durch anaerobe Glykolyse und Plasmaproteinverlust. Ferner wurde gezeigt, dass eine
Downregulation von Zell-Zell Adhasionsmolekilen, wie z.B. E-Cadherin, eine
Tumorzelldissemination bedingt (Kokenyesi, Murray et al. 2003). Die Freisetzung von
Tumorzellen intraperitoneal ist abhangig vom Ausmal} des serdsen Tumorbefalls. Fir das
KRK konnten mehrere Studien eine Verschlechterung der Ergebnisse (peritoneale
Tumorausbreitung, 5-Jahres Uberlebensrate) zeigen, bei den Patienten, dessen Resektat in
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der pathologischen Aufarbeitung eine Mitbeteiligung der serdsen Darmwand (pT4, Stadium
[I-111) aufwiesen (Baskaranathan, Philips et al. 2004; Keshava, Chapuis et al. 2007; Stewart,
Morris et al. 2007).

Technische Schwierigkeiten wahrend der Operation kdnnen ebenfalls zur Ausbreitung von
Tumorzellen intracavital fuhren. Dies ist bei einer R1- oder R2-Resektion mdglich, wie auch
durch eine Ruptur, eine Eréffnung oder Einschneiden des Tumors. Beispiel hierfir ist das
Rektumkarzinom, wobei eine deutliche Relation zwischen inkompletter Resektion (positiver
zirkumferentieller Resektionsrand) und Fernmetastasierung gezeigt wurde (Nagtegaal and
Quirke 2008). Auch Sugarbaker hat die iatrogenen Mechanismen der Pathogenese der
Peritonealkarzinose beschreiben und als wesentlichen Punkt ein chirurgisches Trauma des
Primartumors aufgezahlt (Sugarbaker 1996). Hansen und Mitarbeiter konnten ferner zeigen,
dass ein Tumorzelluberlauf wahrend einer Operation aus Blut- und Lymphgefalleckagen in
die Peritonealhdhle zu intraperitonealen Tumorabsiedlung fihren kann. (Hansen, Wolff et al.
1995). Sugarbaker und Kollegen haben eine Theorie aufgestellt, die das Auftreten von PK
nach chirurgischer Behandlung eines kolorektalen Karzinoms erklart. Demnach entsteht
Peritonealkarzinose durch freie intraperitoneale Tumorzellemboli nach Serosapenetration
des Tumors, Ausbreitung der Tumorzellen Uber erdffnete Lymphwege, Verschleppung der
Tumorzellen durch direkte chirurgische Traumatisierung oder vendsen Blutruckfluss,
Fibrinausschuttung an traumatisierten Peritonealoberflaichen sowie eine im Rahmen der
Wundheilung durch Wachstumsfaktoren vermittelte Tumorzellproliferation (Sugarbaker
1999).

Roller Aktivierung Adhision Pseudopodien Transmigration Proliferation Tumor-
zelle

Mikrovilli Exfoliation Mesothel-
zelle

a2 e -2 MT-MMP c-met-tho proteinases  Genetische
e 3%1 AMFR  AMFR  angiogenesis  Alterationen
motility factors
mesothelial cell injury factors growth factor

proteinases, EGF, HGF, TGFp, IL67?

Abbildung 4: Pathogenese Peritonealkarzinose nach Yonemura

Die Adhasion freier Tumorzellen an das Mesothel der Peritonealhdhle und die
Extrazellularmatrix (ECM), sowie die Invasion dieser Strukturen folgen in der Kaskade der
peritonealen  Metastasierung. Untersucht wurde von Bracke die Rolle von
Adhasionsmolekilen bei der Entstehung von peritonealen Tumoren. Gezeigt wurde, dass

18



1 Einfiihrung

eine Vielzahl unterschiedlicher Molekile die Anlagerung von Tumorzellen an Mesothelzellen
vermitteln, wobei einige ebenfalls vom Endothelium exprimiert werden (Bracke 2007). Dabei
spielen Mesothelzellen selbst eine entscheidende Rolle bei der Adhasion und der
subperitonealen Invasion der Tumorzellen, als Trager diverser Adhasionsmolekile und
Rezeptoren (ICAM-1, VCAM-1, PCAM-1, Integrine), sowie als Produktionsort verschiedener
Wachstumsfaktoren und ECM Strukturen, (PDGF, FGF, HGF, KGF, Laminin, Fibronektin,
Kollagene, Elastin) welche die Zellproliferation anregen, einen hohen regenerativen Wert bei
Verletzungen des Peritoneums, wie sie z.B. bei Entzindungen oder mechanischen Traumen
entstehen, haben, aber auch eine erhohte Adhasions- und Invasionsbereitschaft von
Tumorzellen bedingen (Welch, Fabra et al. 1990; Offner, Feichtinger et al. 1996; Tietze,
Borntraeger et al. 1999; Mutsaers and Wilkosz 2007). Abbildung 5 veranschaulicht die
Interaktionen der beteiligten Molekile. Zirpin und Mitarbeiter haben in vitro gezeigt, dass die
Adhasion eher Uber Interaktion zwischen mesothelialem ICAM-1 und tumordésen CD43
(Sialophorin) vermittelt wird als zwischen ICAM-1 und R, Integrinen, den ubiquitdren ICAM-1
Liganden (Ziprin, Alkhamesi et al. 2004). Untersuchungen haben verdeutlicht, dass bei
Entziindungsprozessen durch proinflammatorische Zytokine, wie z.B. TNF-a, IL-1B, IL-6 und
Epidermal Growth Factor (EGF), die mesotheliale Expression von ICAM-1 und anderen
Adhasionsmolekilen wesentlich ansteigt. Downreguliert wird die Expression durch Heparin,
wobei in vitro und in vivo auch eine Reduktion des Tumorwachstums gezeigt wurde (Klein,
Bittinger et al. 1995; Alkhamesi, Ziprin et al. 2005). Den Tumorzell-Integrinen kommt
ebenfalls eine Bedeutung in der Entstehung der PK zu, welches an verschiedene ECM
Proteine binden kann und in mehreren Studien eine Korrelation zwischen Expression von 34
Integrinen und metastatischen Potential eines Tumors, sowie dem Einsatz von Antikérpern
und Reduktion der Zelladhasion, gezeigt werden konnte (Lessan, Aguiar et al. 1999; Casey
and Skubitz 2000; Kawamura, Endo et al. 2001; Burleson, Casey et al. 2004; Takatsuki,
Komatsu et al. 2004; Ahmed, Riley et al. 2005). Beobachtet wurde auch die adhasive
Interaktion zwischen der mesothelialen Hyaluronschicht und dem transmenbranem
Glykoprotein CD44, einem Molekiil, welches vom Kolon-Ca und vielen anderen Tumoren
exprimiert wird (Cannistra, Kansas et al. 1993). Auch Harada und Mitarbeiter zeigten am
Beispiel des Kolonkarzinoms die Rolle des CD44 als Vermittler und Akteur der Tumor-
Mesothelzellen Adhdsion und beschrieben die Moglichkeit der Downregulation der
Expression durch Antisense CD44 (Harada, Mizoi et al. 2001). Stimuliert wird die Produktion
von CD44 durch intratumorales TGF-R, was auch die Adhasion von Tumorzellen an das
Mesothel des Peritoneums steigert (Koyama, Yashiro et al. 2000). Ferner nehmen diverse
Wachstumsfaktoren Einfluss auf die Ausbreitung und Invasion von Tumorzellen. HGF z.B.
induziert beim Mesothelzellen die Aufldsung von interzellularen Junctions, so dass die ECM
freigelegt wird (Yashiro, Chung et al. 1996; Warn, Harvey et al. 2001). AuRerdem stellt sich
die Uberexpression des HGF Rezeptors, c-MET, als ein prognostischer Faktor dar und die
Ausschaltung von c-Met beeinflusst die Integrin vermittelte Invasion (Sawada, Radjabi et al.
2007).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung von Adhasionsmolekiillen der Pathogenese
der PK (nach Ceelen, Peritoneal Carcinomatosis 2007)

Als Grunde fir eine Erhdhung mesothelialer Wachtumsfaktoren in der Peritonealflissigkeit
ist hier der chirurgische Eingriff selbst zu nennen. Alternativ kdnnen Tumorzellen Apoptose
des Mesothels induzieren und das submesotheliale Gewebe freilegen. Heath und Kollegen
haben es fur das KRK als FAS (Transmembranes Protein der TNF Familie)-abhangigen
Mechanismus gezeigt (Heath, Jayne et al. 2004). Damit Tumorzellen das Interstitialgewebe
Uberhaupt invadieren kdnnen, sind Proteasen notig, wie z.B. Matrix Metalloproteinasen
(MMP). Am Beispiel des Magenkarzinoms wurde der Einfluss der MMP-1, MMP-2 und MMP-
7 auf die Progression des Tumors beschrieben. Es ist bekannt das MMP-2 Kollagen Typ IV,
Laminin und Fibronektin (alle Komponenten der Basalmembran) spaltet, wahrend MMP-1 die
Kollagene Typ | und lll. Zusatzlich konnte die spontane Expression von mesothelialen MMP-
1 und MMP-2 wahrend des Tumorzell-Mesothel-Kontakts gezeigt werden, was auf eine
parakrin-ahnliche Wirkung der Matrix Metalloproteinasen als Reaktion auf den
Tumorzellkontakt zurtickgefihrt wurde. Dies scheint eine wichtige Rolle in der Progression
der Tumorinvasion zu spielen (Mizutani, Kofuji et al. 2000; Yonemura, Endou et al. 2000).
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1.2.2 Kilinik

Die Beschwerden, die von einer Peritonealkarzinose im frihen Stadium ausgel6ést werden,
sind eher untypisch und wenig richtungweisend fur die Diagnostik. Ziehende, wandernde
abdominelle Schmerzen kdénnen ebenso die Symptomatik bestimmen wie zunehmende
Obstipation und allgemeiner Krafteverfall. Komplikationen wie Darmobstruktionen, ein
aufgetriebenes Abdomen wie auch maligner Aszites sind Zeichen eines fortgeschrittenen
Befalls des Bauchfells, welcher meist erst diagnostiziert wird, wenn das Abdomen zur
chirurgischen Entfernung des Primartumors eréffnet wird.

1.2.3 Diagnostik

Praoperativ ist eine PK meist schwer zu diagnostizieren. Dies ist jedoch ausschlaggebend
fur die Operationsplanung sowie den Therapieerfolg. Demnach sind Untersuchungen wie
Kdrperliche Untersuchung, Laborparameter, Tumormarker (CA19-9, CEA, CA125, CA72-4),
CT des Thorax, des Abdomens und des Beckens mit intravendsem und oralem/rektalem
Kontrastmittel und die Endoskopie mit oder ohne endoluminalem Ultraschall (Kolorektales
Karzinom und Magenkrebs) unabdingbar. Ausgehend vom Primartumor und
Tumorausbreitung kénnen in machen Fallen zusatzlich abdominaler Ultraschall und MRT
und/oder PET-CT hilfreich sein (Yan, Morris et al. 2008). Das CT und die Sonographie
ermdglichen die Lokalisation und Quantifizierung einer Peritonealkarzinose, jedoch ist die
Sensitivitdt dieser Methoden gerade bei geringem Befall und kleinen Tumorlasionen sehr
niedrig. So betragt die Sensitivitdt einer CT fur Lasionen > 2cm noch 70%, sinkt aber flr
Lasionen < 1cm auf 28% (Jacquet, Jelinek et al. 1993). Eine Sonographie kann
intraabdominelle Flissigkeitsmengen als indirektes Zeichen einer PK nachweisen (Sano
2001).

Die explorative Laparoskopie ermdglicht eine histologisch gesicherte Diagnosestellung. Die
optische Beurteilung des Peritoneum und der Peritonealhdhle, kombiniert mit der Mdglichkeit
der zytologischen Untersuchung der Abdominalflissigkeit und Biopsie, machen das
Prozedere zur effektiven Methode der Diagnostik, obwohl die Verantwortlichkeit fur die
Verbreitung maligner Zellen kontrovers bleibt (Targarona, Martinez et al. 1998; Canis,
Botchorishvili et al. 2000; Abu-Rustum, Rhee et al. 2004; Zivanovic, Sonoda et al. 2008).
Dabei zeigt diese Untersuchungsmethode eine hohe Sensitivitat und Spezifitat.

Eine weitere, an Wichtigkeit zunehmende diagnostische MalRnahme ist die Peritoneallavage,
die entweder laparoskopisch oder intraoperativ durchgefihrt wird. Zumeist wird die Lavage
anschlieltend zytologisch oder immunhistochemisch untersucht.

1.2.4 Prognose

Die PK ist eine haufige Todesursache bei Patienten mit resezierten intraabdominellen
Tumoren (Pilati, Rossi et al. 2001). Laut Sugarbaker ist die Tumorzellpersistenz in der
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Abdominalhdhle oder im Becken verantwortlich fur den Tod von 30- 50% der Patienten, die
an der Primarerkrankung sterben (Sugarbaker 1999).

Wenige Studien befassen sich mit dem natdrlichen Krankheitsverlauf der
Peritonealkarzinose kolorektaler Herkunft. 1989 berichtete Chu Uber ein 6 monatiges
medianes Uberleben von kolorektal Karzinompatienten mit einer PK (Chu, Lang et al. 1989).
Die Ergebnisse der franzésischen Multicenter Studie EVOCAPE 1, welche die Inzidenz und
Langzeitprognose bei Patienten mit nicht gynakologischer Peritonealkarzinose beschreibt,
zeigten eine mediane Uberlebenszeit von 5,2 Monaten. AuRerdem ging aus den Resultaten
hervor, dass die 118 Patienten eine synchrone PK in 58,5% der Falle aufwiesen (Sadeghi,
Arvieux et al. 2000). In der aktuellsten und bisher gréften Studie geben Jayne und Kollegen
die mediane Uberlebenszeit mit 7 Monaten an (Jayne, Fook et al. 2002). Den Ausfiihrungen
nach ist die PK eine haufige Form der Progression bei Patienten mit Tumoren kolorektaler
Herkunft. Von 3019 Patienten mit kolorektalem Karzinom hatten 349 (13%) eine PK, 214
Patienten davon eine synchrone. Diese Autoren stellen fest, dass das Uberleben nachteilig
beeinflusst wird vom Ausmaf der PK und dem T-Stadium des Primartumor.

Die klinische Aussagekraft von freien Tumorzellen in der Peritonealhdhle wurde bereits in in
vitro Studien und an Tiermodellen demonstriert (Umpleby, Fermor et al. 1984; Fermor,
Umpleby et al. 1986; Skipper, Cooper et al. 1987). Obwohl in verschieden Arbeiten gezeigt
wurde, dass die intraoperative Detektion von freien intraperitonealen Tumorzellen (FPTC
free peritoneal tumor cells) einen Einfluss auf die Prognose anderer abdominaler Tumoren
hat, vor allem beim Magenkrebs (Bentrem, Wilton et al. 2005; Ribeiro, Safatle-Ribeiro et al.
2006; Rosenberg, Nekarda et al. 2006), ist dieser Stellenwert fir das KRK noch nicht klar
definiert (Kienle and Koch 2001). Die Besichtigung der Arbeiten, die in Rahmen einer Meta-
Analyse von Rekhraj und Mitarbeitern 2008 Uber einen Zeitraum von Januar 1990 bis Juli
2007 zusammen getragen wurden, um die Auswirkung von FPTC pra- und postresektionell
auf die Inzidenz des Wiederauftretens von kolorektalem Karzinom bei Patienten nach
kurativer Therapie zu ermitteln, zeigen zwei Studien, die die peritoneale Rezidivrate mit dem
Vorhandensein von FPTC vergleichen, einen signifikanten Unterschied wenn die
Peritoneallavage positiv fir FPTC war (praresektionell: 36% und 25% zu 2% und 6%;
postresektionell: 33% zu 7%) (Hase, Ueno et al. 1998; Yamamoto, Akasu et al. 2003). Die
Ergebnisse der Studien die das Auftreten von FPTC mit der Uberlebenszeit verglichen
haben, suggerieren allesamt eine Verschlechterung des Uberlebens, wenn Tumorzellen
intraperitoneal detektiert wurden (Schott, Vogel et al. 1998; Wind, Norklinger et al. 1999;
Kanellos, Demetriades et al. 2003; Yamamoto, Akasu et al. 2003; Baskaranathan, Philips et
al. 2004; Kanellos, Zacharakis et al. 2006; Lloyd, Mclver et al. 2006; Gozalan, Yasti et al.
2007). Die Korrelation zwischen FPTC und Uberlebenszeit, auRerdem auch zwischen
peritonealen Tumormarkern und Uberleben konnten ebenfalls Lee und Kollegen zeigen. Die
Studie untersuchte die klinische Signifikanz der Tumormarker, CEA und CA 19-9 und der
Zytologie im peritonealen Ausfluss und Spulung, die bei 234 kolorektalen Tumorpatienten
wahrend der Operation gewonnen wurden als prognostischen Indikator fir peritoneales
Tumorauftreten und Uberlebenszeit. Die Multivarianzanalyse zeigte die Korrelation zwischen
peritonealen Tumormarker, peritonealen Metastasen und Zytologie. Ferner gab es einen
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statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Hohe von CEA in der Peritonealflissigkeit
und der peritonealen Rezidivrate bei Zytologie-negativen Patienten (Lee, Kim do et al. 2009).
Die Ergebnisse deuten auf die grol’e Bedeutung der Peritoneallavage als wichtiges
Diagnostikum dieser Erkrankung mit prognostischer Relevanz hin.

1.2.5 Therapie

Wahrend in der Vergangenheit die Therapie der Wahl aus palliativer systematischer
Chemotherapie und chirurgischer Intervention, als Pravention oder Therapie von Tumor-
assoziierten Komplikationen bestand und meist nur unterstiitzende medizinische und
pflegerische MalRnahmen bei fortgeschrittenen Krebsleiden durchgefiihrt wurden, wird in den
letzten Jahren in spezialisierten Zentren eine aufwendige kombinierte chirurgische und
medikamentdse Therapie der Erkrankung durchgefihrt. In den 1980ern stellten Sugarbaker
et al. die zytoreduktive Peritonektomie (ZRP) und die intraperitoneale Chemotherapie vor als
eine neue, innovative Therapieoption flr ausgewahlte Patienten mit PK (Sugarbaker, Kern et
al. 1987; Sugarbaker 1988; Sugarbaker 1991). Techniken und Materialien unterscheiden
sich zwischen den Zentren, doch einheitlich sind die Behandlungsergebnisse vergleichbar
und beweisen den Vorteil der kombinierten Therapie. Sowohl beim Langzeituberleben, wie
auch bei der Lebensqualitat konnte fir Patienten ohne systemische Metastasierung eine
Verbesserung erreicht werden und Sugarbaker sieht in dieser Therapieform eine Mdoglichkeit
zur kurativen Behandlung der PK kolorektaler Herkunft (Stephens, Alderman et al. 1999;
Verwaal, van Ruth et al. 2003; Glehen, Kwiatkowski et al. 2004; Shen, Hawksworth et al.
2004; Sugarbaker 2005; Elias, Raynard et al. 2006; Elias, Benizri et al. 2007; Verwaal, Bruin
et al. 2008).

Die zytoreduktive Peritonektomie mit der HIPEC (Hyperthermic Intraperitoneal
Chemotherapy) stellt an vielen Zentren derzeit das Standardtherapieverfahren bei
Pseudomyxoma peritonei, peritonealem Mesotheliom sowie bei der Peritonealkarzinose
kolorektalen Ursprungs dar (Brigand, Monneuse et al. 2006; Sugarbaker 2006; Sugarbaker,
Yan et al. 2006; Yan, Stuart et al. 2006).

1.2.5.1 Chirurgische Therapie

Das Ziel jeder Behandlung mit kurativer Absicht in der onkologischen Chirurgie ist die
vollstdndige Entfernung (RO) vom malignen Tumorgewebe. Dieses Prinzip wurde
ausreichend fur die Primartumor- und Metastasenchirurgie von Leber und Lunge
demonstriert (Gertsch 2003).

Das Ziel einer zytoreduktiven Operation besteht darin, makroskopische peritoneale
Tumorlasionen komplett zu exstirpieren (Sugarbaker 1999). 1934 war Meigs, der
amerikanische Gynakologe, der erste Beflirworter zytoreduktiver Chirurgie bei Patientinnen
mit einem Ovarialkarzinom, einer Erkrankung mit hoher Bereitschaft flr peritoneale
Dissemination (Meigs 1934). Die Uberlebensrate postoperativ blieb weiterhin schlecht, so
dass die operativen Strategien nicht optimiert wurden bis in den Jahren 1968 und 1975,
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Munnell und Griffiths, von einander unabhangig demonstrierten, dass es mdglich ist, mit
ausgedehnten Operationen bessere Uberlebensraten zu erzielen und stellten auRerdem die
RestgroRe der verbleibenden Tumormasse als wichtigsten prognostischen Faktor dar
(Munnell 1968; Griffiths 1975; Griffiths, Parker et al. 1979). Es war Sugarbaker der spater die
radikale onkologische zytoreduktive Peritonektomie bei Patienten mit Peritonealkarzinose
einfuhrte (Sugarbaker 1995). Die ZRP wird ausschlielich in Bereichen des Peritoneum mit
sichtbaren Tumoren angewandt, mit der Absicht, die Lasionen auf ein mikroskopisches
Ausmald zu reduzieren (Pestieau and Sugarbaker 2000). Der Nachteil der ZRP liegt in der
Unmoglichkeit einer kompletten Resektion, da eine Dissemination von Tumorzellen in die
Abdominalhéhle immer vorherrscht. Erfahrungen haben gezeigt, dass die alleinige
chirurgische Therapie nicht ausreicht und in 90%- 100% der Falle ein Rezidiv auftritt, trotz
der augenscheinlichen umschriebenen Wucherung und kompletten Resektion (Dube, Lasser
et al. 1997; Miner, Shia et al. 2005).

1.2.5.2 Intraperitoneale Chemotherapie (IPC)

Erganzend zur zytoreduktiven Peritonektomie erfolgt die intraperitoneale Chemotherapie.
Dabei werden Chemotherapeutika direkt in die Bauchhohle appliziert, um einerseits eine
héhere Konzentration der Zytostatika am Resttumorgewebe zu erzielen und andererseits die
systemischen toxischen Effekte zu minimieren. Untersuchungen zeigten, dass die Reduktion
der Konzentration der Substanz in der Chemotherapiefllissigkeit die Penetrationstiefe in die
Tumorkndtchen negativ beeinflusste (Elias and Sideris 2003; Sugarbaker, Stuart et al. 2006).
Umgekehrt bedeutet dies, dass durch Erhéhung der Konzentration auch der Wirkungsgrad
von zytostatisch wirksamen Substanzen erhéht werden kann und eine solche Steigerung der
lokalen Konzentration entsprechend auch zu einer Verbesserung des Wirkungsgrades und
damit der Ansprechrate fuhrt. Die Hohe der Konzentration ist aus dem Grund wichtig, da eine
ungenugende Penetration in das Tumorgewebe den grofiten limitierenden Faktor in der
klinischen Anwendung der IPC darstellt (Dedrick, Myers et al. 1978). Es wird angenommen,
dass Zytostatika maximal zwischen 1-3mm in das Tumorgewebe diffundieren (Katz and
Barone 2003). Daraus ergibt sich ebenfalls die entscheidende Bedeutung der Grdlke des
Resttumorgewebes fir den Erfolg der Therapie und somit die Notwendigkeit einer
kompletten Zytoreduktion vor Applikation der Chemotherapeutika (Elias, Dube et al. 1999;
Sugarbaker 1999; Sugarbaker 2003).

Die Installation der Chemotherapeutika erfolgt praoperativ, intraoperativ und/oder
postoperativ. Praopertiv, im Sinne einer neoadjuvanten Therapie, werden die Zytostatika,
auch in einer Kombination mit systemischer Chemotherapie als s.g. NIPS (neoadjuvant
intraperitoneal and systemic chemotherapy) appliziert um das Ausmal} der intraperitonealen
Tumorausbreitung und Tumorzelldissemination vor der ZRP zu reduzieren oder als
MalRnahme fur Patienten fir welche eine komplette Zytoreduktion zunachst ausgeschlossen
wird. Ergadnzend zur direkten Wirkung an Tumor intraperitoneal, erhoht die systemische
Komponente dieses Ansatzes den Wirkungsgrad durch die Entstehung eines bidirektionalen
Diffusionsgradienten, der die Bereitstellung der Chemotherapie am Wirkort optimiert. Das
Ansprechen der NIPS, sowohl klinisch als auch radiologisch konnte gezeigt werden
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(Sugarbaker 1996; Yonemura, Bandou et al. 2006), aber auch die hohe Morbiditat und
Mortalitat der nachfolgenden Operation (Esquivel, Vidal-Jove et al. 1993; Sugarbaker 1996).

Die intraoperative Therapie mit der HIPEC ist der am haufigsten angewandte und erforschte
Ansatz der multimodalen Therapie der PK. Der therapeutische Gebrauch von Warme ist
bereits bekannt seit Hippokrates (Sektion VII, #83), der sagte, dass das, was die Medizin
nicht heilt, Eisen (das Skalpell) heilt; was aber Eisen nicht heilt, heilt Feuer und was Feuer
nicht heilt ist wirklich unheilbar (Sticca and Dach 2003).

Warme, z.B. in Form der angewandten Hyperthermie hat einen zytotoxischen Effekt infolge
ihres Einflusses auf DNA Reparatur, Proteindenaturierung, Induktion von Hitze-Schock-
Proteinen, Induktion von Apoptose und Inhibition von Angiogenese. Die Inhibition des
oxidativen Stoffwechsels senkt den pH-Wert und die erhdhte Aziditat steigert die lysosomale
Aktivitat und den nachfolgenden Zelltod selektiv bei malignen Zellen. Zusatzlich steigert
Hitze die Penetration der Zytostatika in das Gewebe und die Zytotoxizitat ausgewahlter
Chemotherapeutika. HIPEC verinnerlicht die Vorteile der Hyperthermie und der
lokoregionalen Chemotherapie.
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Abbildung 6: HIPEC Apparatur, Schemazeichnung; 90min. HIPEC mit Mitomycin C
(MMC) (nach Glehen 2003, J. Clin. Oncol. 21:799-806.)

Die Anwendung von HIPEC erfolgt in offener oder geschlossener Technik. Das Prinzip ist
das Selbe: Mehrere Katheter/Drainagen werden durch die Bauchwand in der
Abdominalhdhle so platziert, dass durch den Fluss eine homogene Verteilung der
Substanzen erfolgen kann, z.B. subdiaphragmal und im Douglasraum. Die Ein- und
Ausflusskatheter sind mit einem Perfusionssystem verbunden, das sich aus Rollerpumpen
und einem Hitzeaustauscher zusammensetzt. Ein Heizer/Kihler Aggregat liefert die Quelle
fur die 44°C- 49°C Wassertemperatur, das den Hitzeaustauscher durchflief3t und die
Perfusionsldsung (Losungen fir die Peritonealdialyse) erwarmt. Die Peritonealhdhle wird
kontinuierlich mit der Perfusionslésung gespllt bis die ideale intraperitoneale Temperatur
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von 41°C- 43°C erreicht ist. Anschlielend wird das Zytostatikum in den Kreislauf hinzugefligt
und die HIPEC fir 30- 90 Minuten, abhangig vom Chemotherapeutikum, ausgefiihrt.

Bei der offenen Methode, auch Kolliseum-Technik (s. Abbildung 7) genannt, wird die
geodffnete Bauchdecke mittels Nahtmaterial an ein Haltegerat befestigt und aufgespannt. Die
Bauchdecke wird mittels Folie bedeckt und die Ausdinstungen uber ein spezielles
Absaugsystem abgesaugt. Wahrend der Perfusion kann der Chirurg in das Geschehen
eingreifen und die homogene Verteilung der Perfusionslésung und Chemotherapeutikum
aktiv steuern durch manuelles schitteln der Darmschlingen. Diese Methode bietet eine
bessere raumliche Verteilung der Ldsung auf dem Peritoneum und ermdglicht eine
einheitliche Temperaturverteilung. Bei der geschlossenen Methode wird die Bauchdecke
nach Kathetereinlage verschlossen. Dies ermdglicht die Applikation gréf3erer Volumina (ca. 3
Liter) der Chemotherapieldsung. Die Verteilung ist hierbei ausschlieBlich lageabhangig. Die
geschlossene HIPEC weist einen geringeren Verlust von Warme auf und bietet eine sichere
Handhabung fir das chirurgische Personal. Fir beide Techniken ist das Fehlen von
intraabdominellen Verwachsungen ausschlaggebend fir die optimale Verteilung der
Chemotherapie.

Zusatzlich zur HIPEC kann der Einsatz einer intraoperativen systemischen Chemotherapie
erfolgen, im Sinne einer bidirektionalen intraoperativen Chemotherapie aber auch in den
ersten postoperativen Tagen eine intraperitoneale Chemotherapie (EPIC, Early
Postoperative Intraperitoneal Chemotherapy) Uber die bereits vorhandenen Katheter
verabreicht werden, welche unter normothermischen Bedingungen ablauft.

Abbildung 7: HIPEC, Kolliseum-Technik (nach Sugarbaker, 1999)

Fir die Durchfliihrung der IPC haben sich mehrere Zytostatika bewahrt. Tabelle 4 gibt einen
Uberblick tiber intraperitoneale Chemotherapeutika, die zum Einsatz kommen.

Die multimodale Therapie aus der HIPEC und der vorgeschalteten ZRP stellt einen sehr
komplexen Eingriff dar mit hohen Komplikationsraten. Die Morbiditats- und Mortalitatsraten
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bei PK Patienten kolorektalen Ursprungs zeigen in der Literatur eine weite Streuung. Die
Morbiditat wird mit einer Spanne von 22% bis 55% und die Mortalitat mit einer Spanne von
0% bis 12% angegeben (Stephens, Alderman et al. 1999; Elias, Blot et al. 2001; Pilati,
Mocellin et al. 2003; Verwaal, van Ruth et al. 2003; Glehen, Kwiatkowski et al. 2004; Shen,
Hawksworth et al. 2004). Die Morbiditdt kann unterschieden werden nach
Chirurgieabhangigen und  Chemotherapieabhangigen = Komplikationen. Zu  den
Chirurgieabhangigen Komplikationen gehoren z.B. postoperativer lleus,
Anastamoseninsuffizienz, Wundinfektionen, Blutung, Peripankreatitis, Thrombose und
Lungenembolie. Die gebrauchlichen Zytostatika koénnen zur Leukopenie, Anamie,
Thrombopenie, aber auch zur Leckagen von Anastamosen fuhren und sind herz-, leber- oder
nierentoxisch. Dementgegen steht die verbessernde Prognose, die mit dieser
Kombinationstherapie erreicht wird. Zahlreiche Studien diverser Architektur zeigten eine
Verbesserung der Uberlebenszeit durch die HIPEC und/oder EPIC fiir KRK Patienten mit
PK. Als Beispiel in diesem Zusammenhang dient die, bis zu diesem Zeitpunkt einzige
randomisierte, prospektive Studie von Verwaal und Kollegen (Verwaal, van Ruth et al. 2003).
Diese Studie untersuchte die Wertigkeit der ZRP und anschliefienden HIPEC bei Patienten
mit PK kolorektaler Herkunft. 105 Patienten wurden eingeschlossen, wobei im HIPEC-Arm
eine ZRP und HIPEC mit adjuvanter systemischer Chemotherapie durchgefiihrt wurde,
entgegen dem Kontrollarm, in dem die Behandlung sich auf systemische Chemotherapie
mit/ohne palliativen Chirurgie beschrankte. Mit einem medianem Uberleben von 224
Monaten versus 12,6 Monaten, trotz makroskopischer Zytoreduktion (R1) in nur 38% und
HIPEC-Dauer von 60 Minuten zeigte die Studie ein positives Ergebnis der untersuchten
Behandlung, so dass aus ethischen Grinden die Vorenthaltung dieser Therapie nicht
verantwortet und die Studie abgebrochen wurde. Der Langzeitverlauf dieser Patienten mit
kompletter Zytoreduktion zeigte ein 5-Jahres Uberleben von 43% bei einem medianem
Uberleben von 42,9 Monaten (Verwaal, van Ruth et al. 2005). Auch die aktualisierten
Ergebnisse von 2008 zeigen den signifikanten Beitrag zur Verlangerung der Lebenszeit
durch die komplette Zytoreduktion (R1) und HIPEC mit einer 5-Jahres Uberlebensrate von
45% (Verwaal, Bruin et al. 2008).

Tabelle 4: Intraperitoneale Chemotherapeutika

Intraoperative Anwendung Postoperative Anwendung
(hypertherm) (normotherm)

haufige Zytostatika seltene Zytostatika

Mitomycin C Mitoxantron 5-FU

Cisplatin Gemcitabin Paclitaxel

Doxorubicin Carboplatin

Oxaliplatin Docetaxel

Irinotecan Etoposid
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1.2.6 Pravention

Das Verstandnis der Pathogenese der Peritonealkarzinose, zeigt die Moglichkeiten der
praventiven Intervention auf. Zum einen lasst sich die PK durch eine friihe Diagnose des
Primartumors und zum anderen durch eine Verhinderung der intraoperativen
Tumorzellaussaat und durch Inhibition der Tumorzelladhasion reduzieren.

1.2.6.1 Inhibition Chirurgieassoziierter Tumorzelldissemination und Wachstums

Zur Vermeidung intraoperativer Tumorzellaussaat erfolgt die chirurgische Therapie bei, Uber
die Organgrenzen, fortgeschrittenen Primartumoren in der s.g. no touch technique als en-
bloc Resektion. Dabei wird der Tumor, samt infiltrierten Nachbarorganen, dem Lymph- und
Gefalisystem einzeitig exstirpiert. In der Literatur wurde durch diese Technik eine gleiche 5-
JUR beschrieben, wie bei nicht infiltrierenden Tumoren (Pittam, Thornton et al. 1984; Hunter,
Ryan et al. 1987; Orkin, Dozois et al. 1989). Aullerdem setzt die Minimierung von Traumen
am Peritoneum die Implantation von Tumorzellen herab. Die Laparoskopie ist im Vergleich
zur offenen Chirurgie schonender und es wird in Zusammenhang gebracht mit geringerem
peritonealen, wie metastatischem Tumorwachstum (Carter, Feingold et al. 2003).
Chirurgische Eingriffe verursachen bekanntermalien eine postoperative Reduktion der
Immunabwehr. Eine Hemmung oder Modulation der Immunantwort kann die Chirurgie-
abhangige Stimulation des Tumorwachstums vorbeugen. Eine Immuntherapie hat den Vorteil
gegenuber der Chemotherapie, dass die Effektivitdt unabhangig vom Zellzyklus und
pharmakokinetischen Parametern ist. Tumorzellen kbnnen auch in der dormant cell phase
durch eine Immuntherapie behandelt werden. Nachdem in mehreren Tierstudien eine
intraperitoneale Tumormassenverringerung durch Interleukin-2 (IL-2, ein anti-Tumor
Zytokine) gezeigt werden konnte (Eggermont and Sugarbaker 1987; Ottow, Steller et al.
1987) und klinische Studien den positiven Einfluss von IL-2 gegen die postoperative
Immunsuppression bei Krebspatienten gezeigt haben (Brivio, Lissoni et al. 1992; Nichols,
Ramsden et al. 1992), zeigten Brivio und Kollegen in ihrer kleinen klinischen Studie, dass die
praoperative Applikation von IL-2 bei KRK Patienten signifikant die VEGF (vascular
endothelial growth factor) Produktion reduziert und den Abfall des antiangiogenen Zytokin IL-
12 in der postoperativen Periode verhindert (Brivio, Lissoni et al. 2002). Weitere klinische
Studien zeigten an Patienten mit gastorointestinalen Tumoren, dass die intraperitoneale
Applikation von IL-2 zuséatzlich eine verbesserte 3 JUR ausweist (Fu, Meng et al. 2002).
Direkte Hemmung von VEGF postoperativ wird aus Grinden von Anastamosen- und
Wundheilungskomplikationen vermieden (McCormack and Keam 2008). Die Ergebnisse
einer aktuellen Arbeit zeigen jedoch, dass der kombinierte intraperitoneale Einsatz von
Chemotherapie und anti-VEGF, Bevacizumab, einen rekombinaten, monoklonalen
Antikorper gegen VEGF, welcher in Kombination zur Firstlinetherapie von metastasierten
kolorekatalem Karzinom zugelassen ist, eine Reduktion der Tumordurchblutung, eine
Erhéhung der Tumorpenetration der Zytostatika, eine Reduktion der Tumorlast und eine
Verlangerung der Lebenszeit und Heilung der Versuchtiere bewirkt (Shah, Shin et al. 2009).
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1.2.6.2 Inhibition der intraperitonealen Tumorzelladhasion

Alkhamesi und Kollegen zeigten, dass der intraperitoneale Einsatz von Heparin eine
signifikante Reduktion der Tumor-Zell-Adhasion herbeifiihrt, vergesellschaftet mit einem
Abfall der ICAM-1 Expression und der vollstandigen Hemmung des Tumorwachstums in vivo
(Alkhamesi, Ziprin et al. 2005). AuRerdem hemmt Heparin die Tumorinduzierte Produktion
von Thrombin, Fibrin und Thromboplastin, die in Zusammenhang mit primarem und
metastatischem Tumorwachstum gebracht werden (Niers, Klerk et al. 2007). Die Behandlung
mit Antikbrpern gegen spezifische Adhasionsmolekile, wie z.B. gegen Integrine, resultiert
ebenfalls in einer effektiven Pravention von Tumorzelladhdsion und Wachstum (Takatsuki,
Komatsu et al. 2004; Oosterling, van der Bij et al. 2008).

Alternativ.  kénnen Mittel zur Adhasionsprophylaxe eingesetzt werden. Durch die
intraperitoneale Gabe von hochmolekularem Dextran konnte die Uberlebenszeit der
behandelten Versuchstiere im Vergleich zu unbehandelten Tieren verlangert werden
(Hagiwara, Sawai et al. 1997). Hyaluronsadure, welches ebenfalls zur Reduktion
postoperativer Adhasionen eingesetzt wird, zeigte in der Pravention der Peritonealkarzinose
keine signifikante Reduktion der Tumorzelladhdsion und in einigen Fallen sogar eine
Zunahme, was auf die Interaktion zwischen Hyaluronsdure und CD44 zurlckgefihrt wurde
(Haverlag, van Rossen et al. 1999; Tan, Wang et al. 2001). Die intraperitoneale Applikation
von Phospholipiden hingegen, so zeigen zahlreiche in vitro-, sowie Tiermodelarbeiten,
hemmen die Adhasion von Tumorzellen an das Peritoneum und haben damit einen positiven
Einfluss auf die Reduktion der sekundaren Peritonealkarzinose (Jansen, Treutner et al.
2004; Jansen, Treutner et al. 2005; Jansen, Jansen et al. 2006; Otto, Jansen et al. 2007).

1.3 Phospholipide

1.3.1 Physiologie

Phospholipide (PL) sind als bipolare Phosphorsaure-di-Ester naturlicher Bestandteil aller
Zellmembranen und kommen in Flussigkeiten als ,Schmiermittel“ im Bereich der
Peritonealblatter der Bauchhodhle, der Pleurablatter der Lunge, des Perikards des Herzens
und in Gelenkhoéhlen vor.

In der Peritonealhdéhle werden Phospholipide von Mesothelzellen gebildet und in die
Peritonealflissigkeit sezerniert (Beavis, Harwood et al. 1994). Sie zeigen Surfactantartige,
oberflachenaktive Eigenschaften, die sich durch ihre Polaritat erklaren lassen. Demnach
binden Phospholipide mit ihren negativ geladenen Molekulanteilen an die positiv geladene
Peritonealoberflache (Beavis, Harwood et al. 1994; Chailley-Heu, Rubio et al. 1997). Anhand
fluoreszenz- und elektronenmikroskopischer Bilder zeigte Hills die oligolamellare Anordnung
der Phospholipide, dessen Schichtaufbau und abriebfeste Struktur auf peritonealen
Oberflachen (Hills 2002). Die Intensivste Anreicherung wurde am verletzen Mesothel
beobachtet (Chen and Hills 2000).
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Absorbiert werden PL ebenfalls durch das Mesothel. Nach chirurgischen Eingriffen und bei
Entziindungen wurden erhdhte Absorptionsraten festgestellt (Chen and Hills 2000).

1.3.2 Adhasionsprophylaxe

Irritationen des Peritoneums durch chirurgische Eingriffe, thermische Reize, Fremdkoérper
oder Infektionen, die mit einer Verletzung der mesothelialen Kontinuitat einhergehen,
resultieren in der Ausbildung peritonealer Adhdsionen (Thompson 1998). Postoperativ
kommt es zur Reduktion der Aktivitat von t-PA. Inflammatorische Zytokine, wie TNF, IL-1, IL-
6 und Plasminogen Aktivator Inhibitoren sind erhoéht. Aufgrund der ungleichen
fibrinolytischen Aktivitdt werden die fibrindsen Adhasionen organisiert und durch die
Einwanderung von Fibroblasten kommt es zur Einlagerung von Kollagenen und folgend zur
Formation von Adhasionen. Dies flhrt zu dauerhaften fibrinésen Gewebsverbindung
zwischen den ursprunglich vorhandenen Peritonealdefekten. Die Eigenschaften von PL,
durch ihren oligolamellaren Schichtaufbau am Peritoneum und ihre Abriebfestigkeit, geben
die Mdglichkeit vor, bei intraperitonealer Anwendung peritoneale Adhasionen zu verringern
bzw. zu verhindern (Ar'Rajab, Snoj et al. 1995). Weitere praklinische Arbeiten zeigen am
Tiermodell die antiadhasive Wirkung der Phospholipide auf peritoneale Verwachsungen
(Muller, Treutner et al. 2003; Muller, Treutner et al. 2003; Butz, Muller et al. 2007). Die
intensivste Anreicherung wurde am verletzen Mesothel beobachtet (Chen and Hills 2000).
So reichen wahrend der Heilungsphase nach Serosadefekten bereits geringe Mengen PL
aus um das Peritoneum zu bedecken (Beavis, Harwood et al. 1994; Chailley-Heu, Rubio et
al. 1997). Dabei ist die intraperitoneale Anwendung der PL unproblematisch. Sie sind gut
vertraglich und es kommt zu keinen nennenswerten Nebenwirkungen oder negativen
Einflissen auf die Wundheilung (Muller, Treutner et al. 2001; Jansen 2003).

Die Pathophysiologie der PK (s. Kapitel 1.2.1) zeigt Parallelen zur Entstehung von
postoperativen Verwachsungen, im speziellen, der Schritt der Adhasion. Bei der PK bilden
sich Bricken zwischen der Tumorzelle und dem Peritoneum. Die Trennung von defektem
Peritoneum und Tumorzelle lasst sich mit einer Trennung von defektem Peritoneum und
Gewebe vergleichen.

Aufgrund der sehr guten Ergebnisse bei der Adhasionsprophylaxe durch PL wurde die
Wirkung intraperitoneal applizierter PL auf die intraperitoneale Tumorzelladhasion mehrfach
praklinisch in vitro und in vivo untersucht. Dabei zeigten die Ergebnisse einstimmig, dass PL
die Adhasion freier Tumorzellen an das Peritonealmesothel, wie an die ECM erfolgreich
reduzieren (Jansen 2003; Jansen, Treutner et al. 2004; Jansen, Treutner et al. 2005; Otto,
Jansen et al. 2007), sowie negativen Einfluss nehmen auf die Auspragung tumoraler
Adhasionsmolekiile (Jansen, Jansen et al. 2006).
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2 Zielsetzung

Mit Erfolg wurde bereits anhand mehrerer Tierexperimenteller — und in vitro-Arbeiten die
hemmende Wirkung von Phospholipiden auf die intraperitoneale Tumorzelladhasion gezeigt
und bestatigt. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Phospholipiden auf die Invasion von
Tumorzellen in vitro untersucht. Dabei orientierte sich die Arbeit an den folgenden Fragen:

= Beeinflussen Phospholipide die Migration von Tumorzellen in vitro?
» Reduzieren Phospholipide das Invasionspotential von Tumorzellen in vitro?

= Reduzieren Phospholipide das Invasionspotential von Tumorzellen durch eine
HOMC (Human Omentus Majus Cell) Monolayerschicht?

= |st der Einfluss der Phospholipide auf die Invasivitdt von Tumorzellen
konzentrationsabhangig?
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3.1 Material

Die verwendeten Materialien sind in alphabethischer Reihenfolge aufgelistet.

3.1.1 Chemikalien

Aqua ad injectabilia PH. Eur., delta pharma GmbH, Pfullingen, Deutschland
Cell Tracker™ CM-Dil 1mg, Invitrogen-Molecular Probes Inc., Eugene, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO), Merck, Darmstadt, Deutschland

Dulbecco’s Phosphate buffered saline (PBS), Sigma Chemie GmbH,
Deisenhofen, Deutschland

Ethanol 70% Merck, Darmstadt, Deutschland
Gelatine 0,2%, Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Methanol, Apotheke, Universitatsklinikum RWTH Aachen

Microscopy Hemacolor® Schnellfarbelésung — Lésung 1 Fixierlésung, Merck,
Darmstadt, Deutschland

Microscopy Hemacolor® Schnellfarbelésung — Lésung 2 Farbreagenz rot, Merck,
Darmstadt, Deutschland

Microscopy Hemacolor® Schnellfarbelosung — Losung 3 Farbreagenz blau,
Merck, Darmstadt, Deutschland

3.1.2 Biochemikalien

Agarose, Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Fetales Kalber Serumprotein (FKS), Sigma Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Humanes Serum Protein (HSP), von gesunden Spendern, Institut flr
Transfusionsmedizin, Universitatsklinikum RWTH Aachen

L-Glutamin (29,20g/1), PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Penicillin/Streptomycin  (10000U/ml bzw. 10mg/l), PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich
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= Trypsin-Fertiglosung 2,5%, Gibco BRL, Life Technologies GmbH, Eggenstein,
Deutschland

3.1.3 Zellen

Humane kolorektale Karzinomzellen der Linie HRT-18 bezogen aus der Japanese Cancer
Research Resources Bank (Tokio, Japan).

Primare human Omentum Majus Cells (HOMC) aus elektiven Laparotomien am
Universitatsklinikum Aachen.

Fir die Versuchsreihen wurden ausschlieBlich Zellen der Passage 99-105 (HRT-18) bzw.
1-2 (HOMC) verwendet.

3.1.4 Nahrmedien und Gebrauchslosungen

= EDTA-Stammldsung 2,5%:

Nach Lésung von 2,5g EDTA in 90 ml PBS wurde der pH-Wert mittels 4N NaOH auf pH 7,55
eingestellt, um dann die Lésung auf 100ml mit PBS aufzufillen, steril zu filtrieren und zu
portionieren.

=  Standardkulturmedium HRT-18:

Zu 450 ml RPMI 1640 wurden 50 ml fetales Kalberserum, 4 ml Penicillin/ Streptomycin und 4
ml L-Glutamin zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

=  Standardkulturmedium HOMC:

450 ml RPMI 1640 wurden mit 50 ml humanem Serumprotein sowie 4 ml Penicillin/
Streptomycin und 4 ml L-Glutamin vermischt und bei 4°C gelagert.

*  Trypsinlésung 0,05%:

20 ml EDTA-Stammldsung wurden mit 20 ml Trypsin-Fertiglésung und 160 ml Aqua bidest
(Aqua ad injectabile) vermengt, steril filtriert, portioniert (6ml) und bei -20°C gelagert.
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3.1.5 Sonstiges

3.1.5.1 Phospholipidemulsion

Die Phospholipide stammen von der Firma Fresenius-Kabi, Deutschland und wurden als
9%ige Emulsion geliefert. Fir die Versuche wurden zwei verschiedene Konzentrationen der
Phospholipidemulsion hergestellt, um eine eventuell vorhandene Relation zwischen
Konzentration und Migrationspotential der Tumorzellen erkennen zu kénnen.

Die Ausgangslosung wurde mit auf 37°C erwarmtem Standardkulturmedium auf 2%ige und
0,2%ige Arbeits-Losungen zur weiteren Verwendung verdinnt. Die Lésungen wurden in 50
ml Zentrifugenréhrchen hergestellt und bei 20°C gelagert.

3.1.5.2 BD Matrigel Basement Membrane Matrix

Matrigel ist ein aus einem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Maussarkom extrahiertes
Proteingel. Das Gel bietet die Moglichkeit einer Imitation der Extrazellularmatrix in vitro. Es
besteht aus einer Proteinkonzentration von 10-12 mg/ml mit den Hauptkomponenten
Laminin, Kollagen IV, Heparansulfatproteoglykanen und Entactin. Matrigel wurde von Becton
Dickinsen Biosiences in gefrorenem Zustand auf Trockeneis geliefert und bis zur
Verwendung bei -20°C gelagert. Es ist bei 4°C flussig und erstarrt bei 22-35°C.

3.1.5.3 Nuclepore Polycarbonate Filter

Es wurden die Polycarbonatfiter der Firma Whatman benutzt. Es wurde ein
Porendurchmesser von 8 um gewahlt, damit eine Migration der Zellen einer Gréf3e von 12-
20 pym ermdglicht werden konnte. Die Filter hatten eine matte Oberseite und eine glanzende
Unterseite. Sie wurden zwischen die beiden Kompartimente der Boydenkammer (s.a.
3.2.2.1) mit der matten Seite nach oben eingespannt.

3.1.5.4 Cell Tracker

Der Cell Tracker (1mg) wurde von Molecular Probes Inc. in Pulverform bei -20°C geliefert.
Das Pulver wurde in 1 ml DMSO auf dem Schuttler gelést und in Einzelportionen zu je 10 pl
bei -20°C gelagert. Die Einzelportionen konnten fiur die Zellmarkierung dann aufgetaut
werden um in 10ml Standardkulturmedium gel6ést zu werden. Aufgrund der geringen
Konzentration von DMSO war keine Zelltoxizitat zu beobachten. Fur die Markierung wurde
eine Konzentration von 1ug/ml Standardkulturmedium benutzt, welches zu jedem Versuch
neu hergestellt wurde.

= Begasungsbrutschrank, Typ BB6220 CU 02, Heraeus Instruments, Hanau,
Deutschland

= Boydenkammer, Neuro Probe Inc., USA
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Deckgléser, 24x60 mm, Automat Star, Knittel Glasbearbeitungs GmbH,
Braunschweig, Deutschland

Cellcounter CASY®1 Modell TT, Schafer System, Reutlingen, Deutschland
Fotokamera, Fuji Typ S304, Japan

Gewebekulturflaschen, 75 cm?, 250ml| Volumen, Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland,

Heizplatte/Magnetrihrer IKA-Combimac RCT, Janke & Kunkel GmbH&Co.KG,
IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland

Objekttrager, Mattrand, 76x26 mm, R. Langenbrick, Emmendingen, Deutschland

Prazisionswischtlcher, KIM TECH, 4,8x8,4 mm, Kimberly-Clark GmbH, Koblenz,
Deutschland

Schittelwasserbad, Typ 1083, GFL, Burgwedel, Deutschland

Transwell®-Platten, 6 well, 8um Porendurchmesser Polycarbonatfilter Inserts,
Corning Inc., USA, #3428

Vortex MS2 Minishaker, Janke & Kunkel GmbH&Co. KG, IKA Labortechnik,
Staufen, Deutschland

Warmeschrank, Typ B6120, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Zentrifuge, Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A), Heraeus Sepatech GmbH, Osterode
Deutschland

Zentrifugenrdhrchen 15 ml, Polypropylen, konischer Boden, Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Zentrifugenrohrchen 50 ml, Polypropylen, konischer Boden, Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland
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3.2 Methodik

3.21 Zellkultivierung

Alle Arbeiten mit den Tumorzellen und primaren Zellen wurden unter sterilen Bedingungen,
d.h. unter einer Sterilbank durchgefihrt. Die verwendeten Materialien, wie Glasgefale,
Glaspipetten und Metallmaterialien wurden zuvor im Sterilisator bei 210°C Uber Nacht und
Plastikmaterialien im Autoklaven bei 121°C sterilisiert.

3.2.1.1 Auftauen der Tumorzellen

Das Standardkulturmedium RPMI 1640 wurde im Wasserbad auf 37°C aufgewarmt. Die
Darmtumorzellen HRT-18 wurden in Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff (Passage 96)
gelagert. Die tiefgefrorenen Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C angetaut und sobald eine
Resteiskugel sichtbar wurde, wurde die AuRenseite mit 70%igem Ethanol desinfiziert,
anschlielend der Inhalt in ein Zentrifugenréhrchen transferiet und mit 20ml
Standardkulturmedium vermengt. Bei 1200 U/min (Rotortyp: BS4402/A) nach zehnmindtiger
Zentrifugation bildete sich am Réhrchenboden ein sichtbares Zellsediment. Der Uberstand
wurde verworfen, das Zellsediment in 10 ml Standardkulturmedium resuspendiert und die
Suspension anschlieBend in eine Kulturflasche Uberfihrt. Die Zellen wurden in einer
Atmosphéare von 5% CO, und 10% O, bei einer konstanten Temperatur von 37°C im
Brutschrank gelagert. Nach 24 h wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt, um mogliche
Reste des toxischen DMSO zu entfernen.

3.2.1.2 Tumorzellexpansion

In Abstand von 2 bis 3 Tagen wurde das Kulturmedium gewechselt, um ein optimales
Wachstum / Proliferation der Zellen zu garantieren. Unter sterilen Bedingungen wurde das
Medium aus der Kulturflasche vorsichtig abgesaugt und gegen 10 ml frisches, auf 37°C
vorgewarmtes Standardkulturmedium ausgetauscht. Vor jedem Mediumwechsel erfolgte eine
mikroskopische Kontrolle des Zellwachstums und der Zellmorphologie.

3.2.1.3 Passagieren der Tumorzellen

Nach 4 bis 9 Tagen war der Boden der Kulturflasche mit einem konfluenten Tumorzellrasen
bewachsen. Daraufhin wurden die Zellen in einem Verhaltnis von 1:3 passagiert. Hierzu
erfolgte zunachst das Absaugen des Mediums. Im Anschlul wurden die Zellen vom
Kulturflaschenboden gelést. Dazu wurden in die Kulturflasche 4 ml 0,05%iger Trypsinlésung
gegeben und fiir ca. 3 min bei 37°C im Warmeschrank inkubiert. Die Uberpriifung der
Ablésung der Zellen erfolgte mikroskopisch, um bei vollstdndiger Abldésung die
Trypsinwirkung mittels 6 ml 37°C warmen Standardkulturmedium zu inaktivieren und
anschlieRend die resultierende 10 ml Suspension in ein Zentrifugenréhrchen zu Gberfuhren.
Diese wurde bei 1200 U/min (Rotortyp: s.0.) fir 10 min zu zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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danach verworfen, das Zellsediment in 30 ml Kulturmedium resuspendiert und je 10 ml
dieser Zellsuspension in eine Kulturflasche tberfihrt.

3.2.1.4 Isolation von humanen Omentum Majus Cells (HOMC)

Aus elektiven Laparotomien wurde eine ca. 3 cm? groRe humane Gewebeprobe (Omentum
majus) entnommen. Diese wurde mit 4 ml Trypsin-Losung und 16ml PBS in ein
Zentrifugenréhrchen gegeben und fur 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad, unter standiger
Bewegung erwarmt. AnschlieRend wurde die Gewebeprobe aus dem Roéhrchen entfernt und
20 ml Standardkulturmedium (fur HOMC) dazugegeben. Nach zehnminutiger Zentrifugation
bei 1200 U/min (Rotortyp s.0.) wurde der Uberstand verworfen, das abgesetzte Zellsediment
in 10ml frischem Medium resuspendiert und in eine mit 0,2%iger Gelatine beschichtete
Kulturflasche gegeben. Die Gelatine wurde zuvor abgesaugt. Die Lagerung erfolgte im
Brutschrank bei 37°C, mit einer Begasung von 5% CO,- und 10% O,.

3.2.1.5 Zellkultivierung und Passagieren von HOMC

Die Zellen wurden in einem Abstand von 2 bis 3 Tagen, wie unter 3.2.1.2 bereits fur die
Darmtumorzellen beschrieben, mit frischem Medium versorgt.

Nach etwa 8 bis 10 Tagen bildeten die Zellen einen konfluenten Zellrasen am Boden der
Kulturflasche, der, wie unter 3.2.1.3 beschrieben, im Verhaltnis 1:3 passagiert wurde.

3.2.1.6 Zellzahlbestimmung

Mit dem elektronischen Zellzahilgerat CASY 1 Modell TT, welches auf einem
Widerstandsmessprinzip basiert und kombiniert mit einer Pulsflachenanalyse arbeitet, kann
die Zellzahl einer Zellsuspension ermittelt werden. Die Zellen werden in isotoner
Elektrolytldsung suspendiert und durch eine Messkapillare gesaugt, an die Uber zwei
Platinelektroden eine elektrische Spannung angelegt wird. Sobald eine Zelle in die Kapillare
eindringt, entsteht ein elektrischer Impuls. Die von den Zellen verursachten Impulse werden
nach ihrer GroRRe differenziert. Die Impulsflache ist proportional zum Zellvolumen. Dieses
Prinzip erlaubt eine Aussage Uber die Grofle der Zellen, wodurch zwischen toten und
lebenden Zellen differenziert werden kann. Bei geschadigter Zellmembran, wie bei einer
toten Zelle, wird nur der Zellkern bzw. Zellmembranfragmente gemessen, womit die Zelle
bei der Zahlung aufgrund ihrer geringeren Gréfle nicht berlcksichtigt wird. Nach dem
Ablésen der Zellen vom Kulturflaschenboden mittels Trypsin (s.o. 3.2.1.3) wurden 100 pl
Zellsuspension zu 10 ml CasyTon-Lésung gegeben und die Gesamtzellzahl der
Ausgangssuspension ermittelt. Durch die nun bekannte Gesamtzahl der Zellen konnte fur die
Versuche eine gewlnschte Zellzahl pro ml Standardmedium eingestellt werden.

3.2.2 Versuche

Die Versuche wurden im Dreifachansatz in drei unabhangigen Experimenten durchgefihrt
(n=3).
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3.2.2.1 Boydenkammer und modifiziertes Boydenkammer System

Die Boydenkammer besteht aus einem oberen, 800 ul fassendem Kompartiment und einem
unteren Kompartiment welches 210 ul Flissigkeit fasst. Wie in Abbildung 8 zu erkennen ist,
wurde zwischen den verschraubbaren Kompartimenten ein Filterpapier (hier: Nuclepore
Polycarbonate Filter, 8um Porendurchmesser) eingespannt. Das Invasionspotential der
Tumorzellen konnte mittels kombinierter Matrigel-Boydenkammer Techonlogie in vitro
untersucht werden. Vor jedem Versuch wurde die Kammer mit 70%igen Ethanol sorgfaltig
gesaubert und anschlieend luftgetrocknet, so dass sich keine Ethanolreste in der Kammer
befanden.

Bei den Versuchen Invasionsassay durch HOMC-Monolayerschicht (vgl. 3.2.2.5) wurde ein
modifiziertes Boydenkammersystem verwendet. Die 6er Kavitdten Transwell-Platten der
Firma Corning Inc., USA wurden steril verpackt mit 8um Porendurchmesser
Polycarbonatfilter Einlagen (Inserts, oberes Kompartiment) geliefert. Diese wiesen eine
Filterflache von 4,7 cm? auf. Die Benutzung der Transwell®-Platten ermdoglichte die
mikroskopische Kontrolle des HOMC-Monolayers.

Zellsuspension

| Matrig gl &0pl

—Filter 8 pm Pore

Wahmmedium

Abbildung 8: Das Boydenkammer-System, links Fotografie, rechts Schemazeichnung

3.2.2.2 Migration durch Filter ohne Matrigel-Beschichtung

In dieser Versuchsreihe sollten Tumorzellen durch einen Filter in der Boydenkammer
migrieren. Dazu wurden die Tumorzellen in Medium, welches verschiedene Konzentrationen
an Phospholipiden (PL) enthielt, in das obere Kompartiment der Kammer gegeben. Eine
Versuchsreihe bestand aus neun Boydenkammern. Je drei Kammern mit 0,1 %iger
Phospholipidlésung, 1%iger Phospholipidldsung und einer Kontrolle (Medium ohne
Phospholipidzusatz). Das untere Kompartiment wurde mit 210 pl Standardkulturmedium
beflllt. Als nachstes wurde der Filter mit Hilfe einer Pinzette in den Zwischenraum gelegt,
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woraufhin die Kammern fest verschlossen und das obere Kompartiment, mit den mit 400 pl
Phospholipidemulsion bzw. Standardkulturmedium (Kontrollgruppe) vorbehandelten 400 pl
Zellsuspension, befillt wurde (Gesamtvolumen 800 ul). Fur diesen Migrationsversuch wurde
eine Zellzahl von 100.000 Zellen/ml eingesetzt. Die Boydenkammern wurden fuir 6 h im
Brutschrank (37°C, 5% CO,, 10% O,) inkubiert. Nach Ablauf der Versuchszeit wurden
zunachst 750 ml Zellsuspension-PL-Mischung bzw. Zellsuspension (Kontrolle) abgesaugt,
die Kammern aufgeschraubt sowie der Filter mittels Pinzette herausgenommen und der Filter
dreifach mit der Oberseite Uber ein Prazisionswischtuch gestrichen um mégliche Zellen auf
der Filteroberseite zu entfernen, die die Auszahlung beeinflussen kénnten. Zuletzt wurden
diese Filter gefarbt (3.2.3.1), fotografiert und die Tumorzellen auf der Filterunterseite gezahit
(3.2.3.2).

3.2.2.3 Invasionsassay mit Matrigelbeschichtung

Diese Versuchreinhe wies einen identischen Versuchsaufbau auf, wie bereits unter 3.2.2.2
beschrieben. Der Unterschied war die Verwendung des Matrigel, welches zur Beschichtung
des Polycarbonat-Filters genutzt wurde.

Filter mit Filter ohne
Matrigel w5 Matrigel

Abbildung 9: Boydenkammer-System, links: Boydenkammer von oben, rechts:
Boydenkammer seitlich

Zu Anfang wurde das Matrigel Uber Nacht von -20°C im Eiswasserbad aufgetaut. Um eine
mogliche vorzeitige Erstarrung des Gels zu verhindern, wurden alle Arbeitsmaterialien
vorgekidhlt und anschlieRend das Gel im Verhédltnis 1:3 mit serumfreiem
Standardkulturmedium verdinnt. Mit je 50ul des vorverdinnten Gels wurden die Filter
beschichtet, unter vorsichtigen kreisférmigen Bewegungen der Kammer, um eine
gleichmaRige Verteilung des Gels zu gewahrleisten. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur
war das Gel makroskopisch gut sichtbar verteilt und erstarrt (s. Abbildung 9) und die
Kammer konnte fir den Invasionsversuch eingesetzt werden. Hierzu wurde eine Zellzahl von
200000 Zellen/ml benutzt, bei einer Versuchslaufzeit von 24 Stunden.
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3.2.2.4 Filter im Querschnitt

Zur mikroskopischen Darstellung und Veranschaulichung des Versuchaufbaus in 3.2.2.3,
wurden Filter nach Durchfihrung des Versuchs in Methanol fixiert und in 1,5% Agarosegel
gegossen. Dazu wurden 7,5 g Agarose in 500 ml Aqua ad Injectabilia (Aqua dest.) gegeben
und das Gemisch aufgekocht. Nachdem die Filter in einer Kavitatenplatte ausgelegt und
diese vorsichtig vom Rand mit Methanol bis zur vollstandigen Bedeckung der Filter befllt
wurde, wurden die Filter nach dreiminitiger Einwirkzeit des Methanols in Agarosegel
gegossen, welches zuvor auf einer Heizplatte unter stdndigem Ruhren bis zur vollstandigen
Verflissigung erwarmt, anschlieBend auf 50°C abgekuhlt und in eine Kavitatenplatte
gegeben wurde. Es wurde darauf geachtet, dass die Filter mittig im Agarosegel platziert
wurden. Das erstarrte Gel wurde so mit einem Skalpell geschnitten, das man einen
Querschnitt durch Filter, Matrigel und Zellschicht erhielt. Die auf diese Weise vorbereiteten
Gel-Filter-Sticke wurden in Alkohol entwassert und in Paraffin geblockt, um diese dann im
Dinnschnittverfahren zuzuschneiden. AnschlieRend wurden die Schnitte auf Objekttrager
gebracht, HE gefarbt und mit Deckglasern verschlossen.

3.2.2.5 Invasionsassay durch HOMC-Monolayerschicht

Bei dieser Versuchsreihe wurden neben den Tumorzellen auch HOMC eingesetzt, wobei
beide Zelltypen voneinander unterschieden werden sollten. Deshalb wurde die
Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt, da die Tumorzellen 24 h vor Versuchsbeginn mit Cell
Tracker (s. 3.1.5.4) markiert wurden. Dann wurden die Transwell Filter mit Matrigel mittels
der s.g. Thin Coating Method beschichtet. Das Gel wurde hierzu, identisch der unter 3.2.2.3
erwahnten Anleitung, im Verhaltnis 1:5 mit serumfreiem Medium verdinnt, daraufhin 100 pl
dieses Gel-Medium-Gemisches auf die Filter gegeben und unter kreisformigen Bewegungen
die gleichmaRige Verteilung erzielt. Nach einer Stunde Einwirkzeit wurde das Gel mit 1,5 ml
serumfreiem Medium gespult. Die Einsatze wurden mit einer Pinzette aus den Platten
genommen, die untereren Kompartimente mit 2,6 ml Standardkulturmedium fir HOMC
beimpft und die Einsatze anschlieRend wieder eingefiigt. Auf die vorbereiteten beschichteten
Filter wurden HOMC in einer Konzentration von 400000 Zellen/ml ausgesat und im
Brutschrank fur 45 min inkubiert. Danach wurden die Filter mit 1,5 ml PBS gespult, um die
nicht adharenten Zellen zu entfernen. Es folgte eine mikroskopische Kontrolle der
Monolayerschicht flir jeden Filter. Darauffolgend wurden die markierten Tumorzellen in einer
Konzentration von 200000 Zellen/ml mit der Kontrolle (0%), 0,1% und 1% PL-Emulsion
vermengt und in der Menge von 1,5 ml in das obere Kompartiment des Transwell-Systems
uberfihrt. Die Inkubationzeit im Brutschrank (37° C, 5% CO,, 10% O,) betrug bei diesem
Versuch 24 h. Danach wurde die Zellsuspension vorsichtig abgesaugt, die Filtereinlagen aus
den Transwell-Platten herausgenommen und die Filter mit Hilfe einer Pinzette und eines
Skalpells aus den Einsatzen herausgeschnitten. Die Filter wurden anschlieRend mit 1
Tropfen PBS versehen und mit Deckglasern auf den Objekttragern verschlossen. Bis zur
mikroskopischen Auswertung mussten die Filter dunkel aufbewahrt werden. Die Fotos
wurden mittels Fluoreszenzlampe unter blauem Licht bei 250-facher VergroRerung erstellt.
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3.2.3 Auswertung

3.2.3.1 Farbung der migrierten Zellen

Fir die Farbung der sich auf dem Filter befindlichen Zellen wurden die Schnellfarbelésungen
Microscopy Hamacolor 1 bis 3 der Firma Merck verwendet. Die in einem Farberahmen
eingespannten Filter wurden fir jeweils eine Minute in die verschiedenen Lésungen, in der
Reihenfolge: 1. Fixierlésung, 2. Farbelésung Nummer 1, 3. Farbeldsung Nummer 2, getaucht
und anschliefend mit der unteren Filterseite nach oben auf Objekttrdgern gelegt. Nachdem
jeder Filter mit je einem Tropfen PBS-Lésung benetzt wurde, wurden die Filter mit
Deckglasern und Fixiergummi verschlossen.

3.2.3.2 Zellzahlung

Die Zellzahlung erfolgte mittels Mikroskop, indem die Filter je funf Mal an randomisierten
Stellen fotografiert wurden. Die Zellen auf den Fotografien wurden gezahlt und weiteren
Berechnungen zugefihrt. Die angefarbten Zellen auf dem Filter der Versuche 3.2.2.2 und
3.2.2.3 waren bei 100-facher Vergrolierung gut sichtbar (s. Abbildung 13 und Abbildung 14).

3.2.3.3 Statistik

Samtliche Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Die statistische Analyse
erfolgte mittels t-Test fir unabhangige Stichproben, mit welchem beurteilt wurde, ob die
Mittelwertunterschiede der beiden Stichproben auf zufdlligen Schwankungen oder auf
systemischen Unterschieden beruhten. Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05 wurden als
statistisch signifikant bewertet. (s. Abbildung 10, Abbildung 11 und Abbildung 15) Die
Auswertung der Daten und die graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm
GraphPad Prism Version 5.
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Far die Versuche wurden jeweils dreimal drei Filter pro PL-Konzentration mit je funf
Gesichtsfeldern (GF) pro Filter ausgezahit.

4.1 Tumorzellmigration durch Filter

Nach einer Versuchzeit von 6 h wurde flr die Gruppe PL 0,1% eine mittlere Zellzahl von 26,1
+ 16,7 Zellen/GF ausgezahlt und fir Gruppe PL 1% eine mittlere Zellzahl von 16,3 £ 3,2
Zellen/GF ermittelt. Die Kontrollgruppe zeigte eine mittlere Zellzahl von 42,0 + 14,5
Zellen/GF.

Die statistische Auswertung ergab in der Gruppe PL 1% eine signifikante Reduktion der
Tumorzellmigration im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,0399). Der Vergleich der Resultate
der Kontrollgruppe mit den Ergebnissen der 0,1% PL-Gruppe zeigte eine tendenzielle
Reduktion der Zellzahl unter PL, jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,2793). Es konnte
kein signifikanter Unterschied der Reduktion der Zellen in den PL-Gruppen untereinander
gezeigt werden (p=0,3740).

HRT-18 (n=3), 6 h Migration

Zellzahl/GF bei 100-facher
VergroBerung
w
o

*
20 T
10-
0 T
N

PL-Konzentration im oberen Kompartiment
* N . e
Statistische Signifikanz p<0,05
Abbildung 10: Zellzahl/GF nach 6 h Versuchslaufzeit; Boydenkammer Assay
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4.2 Tumorzellinvasionsassay durch Matrigelbeschichtete Filter

Nach einer Inkubationszeit von 24 h betrug die mittlere Zellzahl fur die Kontrollgruppe 116,6
t 9,6 Zellen/GF. Die Behandlung der Tumorzellen mit 0,1%iger Phospholipidkonzentration
ergab eine Reduktion der mittleren Zellzahl auf 50,3 + 18,8 Zellen/GF. Unter Zugabe 1%iger
PL-Emulsion wurde eine Reduktion der mittleren Zellzahl auf 28,4 + 12,2 Zellen/GF erhoben.
Die Ergebnisse fir beide PL-Konzentrationen entsprachen statistisch signifikanten
Reduktionen der Invasivitat der Tumorzellen im Vergleich zur Kontrolle, mit dem errechneten
Werten von p=0,0055 fur die 0,1% PL-Gruppe und p=0,0006 fir die 1% PL-Gruppe. Der
Vergleich der 0,1%igen und 1%igen PL-Gruppen miteinander, ergab keinen signifikanten
Unterschied (p=0,1651)

HRT-18 (n=3), 24 h Invasionsassay
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PL-Konzentration im oberen Kompartiment

*Statistische Signifikanz p<0,05

Abbildung 11: Zellzahl/GF nach 24 h Invasionsassay; Matrigelbeschichteter Filter

Die Abbildung 12 zeigt den mikroskopischen Aufbau dieses Versuches. Zu erkennen sind im
Querschnitt der Filter, die Matrigelschicht und die, sich in den verschiedenen Stadien der
Migration, darin befindlichen Tumorzellen. Diese sind aufgrund der Zellkerne, sowie der
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unterschiedlichen Mitosestadien, im Querschnitt gut zu erkennen. Die Fixierung, wie die
Entwéasserung bedingen, dass das Gel am urspringlichen Volumen optisch einbusst.

Matrigel

Filter

Abbildung 12: Versuchsaufbau im Querschnitt, 400-fache VergroRerung, Photo

Die mikroskopische Betrachtung der Unterseite der Filter nach dem Invasionsversuch und
der Farbung zur Auswertung sind in Abbildung 13 und Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 13: Filter Invasionsassay, 100-fache VergroBerung, Kontrolle

Abbildung 14: Filter Invasionsassay, 100-fache VergroRerung, 1%ige PL-Emulsion
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4.3 Tumorzellinvasionsassay durch HOMC-Monolayerschicht

Die Kontrollgruppe wies eine mittlere Zellzahl von 104,5 + 14,7 Zellen/GF auf. Sowohl die
0,1% PL-Gruppe mit einer mittleren Zellzahl von 73,8 + 4,2 Zellen/GF, als auch die 1% PL-
Gruppe mit einer mittleren Zellzahl von 9 £ 7,1 Zellen/GF zeigten eine statistisch signifikante
Reduktion der Passage der Tumorzellen durch die HOMC-Monolayerschicht im Vergleich zur
Kontrollgruppe (0,1% PL-Gruppe: p=0,0256; 1% PL-Gruppe: p=0,0005). Der Vergleich der
beiden PL-Gruppen miteinander zeigte ebenfalls einen statistisch signifikanten Unterschied
(p=0,0002).

HRT-18 (h=3), 24 h Invasionsassay durch HOMC-
Monolayerschicht
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Abbildung 15: Zellzahl/GF nach 24 h Inkubation; Filter mit HOMC-Monolayer

Die Abbildung 16 und Abbildung 17 zeigen mikroskopische Aufnahmen der zur Auswertung
herangezogenen Gesichtsfeldauschnitte der Unterseite der Filter nach den Versuchen bei
250-facher VergroRerung. Mittels Cell Tracker stellen sich die markierten Tumorzellen
fluoreszierend dar.
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Abbildung 16: Filter mit Fluoreszenzmarkierten Tumorzellen, 250-fache VergréBerung,
Kontrollegruppe

Abbildung 17: Filter mit Fluoreszenzmarkierten Tumorzellen, 250-fache VergréBerung,
1%ige PL-Emulsion
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Die Entstehung von Peritonealkarzinose ist ein multifaktorielles Geschehen, wobei Adhasion
an und Invasion des Peritoneums durch Tumorzellen wesentliche und grundlegende Schritte
darstellen.

Der zurzeit in Zentren praktizierte therapeutische Ansatz der multimodalen Behandlung der
PK nach Sugarbaker, bestehend aus zytoreduktiver Chirurgie kombiniert mit intraperitonealer
Chemotherapie, zeigt in zahlreichen Studien unterschiedlicher Architektur verbesserte
Uberlebenszeiten, wie auch in der bis dato einzigen randomisierten, prospektiven Studie von
Verwaal, in der sie die mediane Uberlebenszeit ihrer Patienten nahezu verdoppeln (Verwaal,
van Ruth et al. 2003; Verwaal, van Ruth et al. 2005; Verwaal, Bruin et al. 2008). Besteht aber
die PK, bleibt diese Therapie Ultima ratio.

Aus diesem Grund sollte die Pravention der PK bereits mit der Therapie des Primartumors
beginnen, denn die PK ist eine haufige Todesursache bei Patienten mit resezierten
intraabdominellen Primartumoren und die Tumorzellpersistenz in der Abdominalhéhle und im
Becken fir den Tod von 30%- 50% der Patienten verantwortlich, die an den Folgen der
Primarerkrankung sterben (Sugarbaker 1999; Pilati, Rossi et al. 2001). Schott et al.
erbrachten den Nachweis, dass bereits vor einer Operation intraperitoneal freie
Kolonkarzinomzellen (FPTC) zu detektieren sind und dass diese einen ungunstigen
prognostischen Faktor darstellen (Schott, Vogel et al. 1998). Bei annahrend einem von vier
Patienten mit einem kolorektalen Karzinom werden freie Tumorzellen vor der Resektion des
Tumors in der Peritonealflissigkeit gefunden und in einem von funf Patienten entwickelt sich
eine peritoneal minimal residual disease nach den kurativen Eingriff. Bei etwa einem von
sieben Patienten mit einem kolorektalen Karzinom entsteht Peritonealkarzinose (Guller,
Zajac et al. 2002; Jayne, Fook et al. 2002; Shen, Hawksworth et al. 2004; Lloyd, Mclver et al.
2006; Hara, Nakanishi et al. 2007). Laut Schott kann durch eine Behandlung dieser Zellen
die Uberlebensrate der Patienten positiv beeinflusst werden (Schott, Vogel et al. 1998).

Bei der Adhasion und Invasion der FPTC nimmt das Mesothelium des Peritoneums eine
entscheidende Rolle ein. Einerseits stellt die mesotheliale Kontinuitat eine anatomische
Barriere dar, die die Tumorzellen erst mit Hilfe sogenannter ,mesothelial cell injury factors*
wie Proteinasen, EGF, HGF, TGF 3 und IL-6 Uberwinden und somit ECM-Komponenten wie
Laminin, Fibronektin und Kollagene freilegen, an diese die Tumorzellen Uber ihre
Adhasionsmolekile und Rezeptoren (1 Intergrin, CD43 und CD44 binden koénnen.
Andererseits spielen die Mesothelzellen selbst einen wichtigen Part bei der Adhdsion und
der subperitonealen Invasion der Tumorzellen, als Trager diverser Adhasionsmolekule und
Rezeptoren, darunter Integrine, sowie Produktionsort verschiedener ECM Strukturen und
Wachstumsfaktoren, unter anderem TGF R, was eine erhohte Adhasions- und
Invasionsbereitschaft von Tumorzellen zur Folge hat (siehe Kapitel 1.2.1) (Welch, Fabra et
al. 1990; Offner, Feichtinger et al. 1996; Tietze, Borntraeger et al. 1999). Peritoneale
Lasionen begunstigen somit die Adhasion von Tumorzellen (Kiyasu, Kaneshima et al. 1981).
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Phospholipide weisen adhasionsprophylaktische Eigenschaften bei postoperativen
peritonealen Verwachsungen auf. In zahlreichen Arbeiten wurde dies gezeigt und bestatigt
(Bhandarkar, Nathanson et al. 1999; Muller, Treutner et al. 2001; Muller, Treutner et al.
2002; Muller, Treutner et al. 2003; Muller, Treutner et al. 2003; Butz, Muller et al. 2007).
Dabei ist die intraperitoneale Anwendung der PL unproblematisch, da diese ein natirlicher
Bestandteil aller Zellmembranen und der peritonealen Flissigkeit sind. PL werden au3erdem
vom  Mesothelzellen  sezerniert und  absorbiert. Anhand  fluoreszenz-  und
elektronenmikroskopischer Bilder zeigte Hills die oligolamelldare Anordnung der
Phospholipide, dessen Schichtaufbau und abriebfeste Struktur auf peritonealen Oberflachen
(Hills 2002). Die intensivste Anreicherung wurde am verletzen Mesothel beobachtet. Nach
chirurgischen Eingriffen und bei Entziindungen wurden hingegen erhoéhte Absorptionsraten
festgestellt (Chen and Hills 2000).

Die Parallelen zwischen der Entstehung von postoperativen Verwachsungen und der
Pathophysiologie der PK, wie im Kapitel 1.2.1 und 1.3.2 beschrieben, flUhrten zu der
Uberlegung PL zur Tumorzelladhdsionshemmung bzw. zur Reduktion der
Peritonealkarzinose einzusetzen, da gerade an defekten Stellen des Peritoneums diese
abriebfeste Schutzschicht eine Adhéasionsbildung reduzieren und folglich die Invasion der
Tumorzellen erschweren kann.

Hier in Aachen wurde bereits anhand verschiedener in vitro- und in vivo-Modellen dieser
Ansatz verfolgt und der positive Effekt von PL auf die Tumozelladhdsionshemmung gezeigt.
In einer kombinierten Arbeit wurde das antiadhasive Potential von PL einerseits nach
intraabdomineller Applikation von Dickdarmtumorzellen (DHD K 12 TRb) an BD IX Ratten
und zeitgleich in einem in vitro-Modell der Einfluss von PL auf die Adhasion von humanen
kolorektalen Karzinomzellen (HRT-18) und humanen Magentumorzellen (NUGC-4) auf
Extrazellularmatrixkomponenten untersucht (Jansen, Treutner et al. 2004). Fur beide
Versuchsreihen zeigten die Ergebnisse eine konzentrationsabhangige (150mg/kg PL vs.
75mg/kg PL vs. Kontrollgruppe), signifikante Reduktion, sowohl der peritonealen
Tumorzelladhasion, wie auch der Adhéasion auf Laminin, Fibronektin und Kollagen IV. Mit
dieser Arbeit wurde eine neue Methode der Pravention intraperitonealer Tumorzelladhasion
vorgestellt. Diese adhasionsprophylaktische Wirkung Ilasst sich durch hoéhere
Konzentrationen von Phospholipiden optimieren. Weiterflihrende Arbeiten dieser
Arbeitsgruppe untersuchten am gleichen Tier- und Bewertungsmodell, ob sich die zuvor
erzielten Ergebnisse durch eine erhdhte PL-Konzentration (300mg/kg KG, 450mg/kg KG PL)
verbessern lassen. Die Ergebnisse waren hierbei eindeutig. Die behandelten Tiere beider
Konzentrationen zeigten in jedem der drei beobachteten Faktoren, Tumorvolumen,
Tumorflache und Peritoneal cancer index (PCI) signifikant weniger Tumorbefall als die Tiere
der Kontrollgruppe. Auch geschadigtes Mesothel wurde bei entsprechend hoher
Konzentration von Phospholipiden wirksam geschutzt (Lucas 2006). Zuvor wurde von dieser
Arbeitsgruppe an einem Tiermodell mit Nacktmausen und intraperitoneal injizierten NUGC-4
Tumorzellen die antiadhasive Wirkung von PL bestatigt (Jansen, Treutner et al. 2005). Die
Ergebnisse zeigten fir die 150mg/kg KG PL-Gruppe eine deutliche Verbesserung der
untersuchten Parameter, fur die 75mg/kg KG PL-Gruppe zwar tendenziell bessere
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Ergebnisse als die der Kontroligruppe, allerdings keine statistische Signifikanz.
Darauffolgend wurde der Frage nachgegangen, ob der Einsatz und Wirkung der
Phospholipide tumorzellkonzentrationabhangig sei. Die Ergebnisse zeigten, dass PL fur die
verschiedenen, untersuchten Tumorzellkonzentrationen eine signifikante Adhasionsreduktion
und damit eine Reduktion der PK bewirken (Otto, Jansen et al. 2007; Mayaoglu 2008).

Eine weitere Arbeit der Aachener Gruppe beschéftigte sich mit der intraperitonealen
Tumorzelladhdsion an Mesothelzellen. In diesem in vitro Versuch wurde der Einfluss von
Phospholipiden auf das Adhasionspotential von HRT-18 und NUGC-4 Tumorzellen auf
einem Monolayer aus menschlichen Mesothelzellen untersucht (Jansen, Jansen et al. 2006).
Die Ergebnisse flr beide Tumorzellreihen zeigten eine konzentrationsabhangige Reduktion
der Adhasion. Zusatzlich zeigten die Ergebnisse den negativen Einfluss der PL auf die
Expression tumoraler Integrine beider Zellreihen.

Neben PL kamen eine Vielzahl anderer Substanzen als praventive Mallnahme gegen
intraperitoneale Tumorzelldissemination und Adhasion zum Einsatz. Hochmolekulares
Dextrane zeigte antiadhasive Eigenschaften und dass die Uberlebenszeit der behandelten
Versuchstiere im Vergleich zu unbehandelten Tieren verlangert werden konnte (Hagiwara,
Sawai et al. 1997). Jedoch zeigten sich bei der Verwendung von Dextranen in der
Peritonealhdhle erhebliche Nebenwirkungen, wie die Entwicklung von Odemen,
Pleuraergusse, bis hin zu lebensbedrohlichen Gerinnungsstérungen und schweren
allergischen Reaktionen (Jansen 2003). Hyaluronsaure, welches zur Reduktion
postoperativer Adhasionen ihren Einsatz findet, zeigte als Tumorzelladhasionsprophylaxe
keine signifikante Reduktion und in einigen Fallen sogar eine Zunahme der Motilitadt und
Adhasionen, was auf die Interaktion zwischen Hyaluronsaure und CD44 zurtckgefuhrt wurde
(Haverlag, van Rossen et al. 1999; Tan, Wang et al. 2001). Ebenfalls oxygenierte Zellulose
(Interceed), und Taurolidine/Heparin wurden auf Tumorzelladhdsionshemmung an einem
standardisierten  Rattenmodell untersucht. Die niedrigsten Werte wurden fur
Taurolodine/Heparin ermittelt, bei fehlender statistischer Signifikanz (Opitz, van der Veen et
al. 2003). Alkhamesi und Kollegen zeigten jedoch spater, dass der intraperitoneale Einsatz
von Heparin eine signifikante Reduktion der Tumor-Zelle-Adhasion herbeifihrt,
vergesellschaftet mit einem Abfall der ICAM-1 Expression und der vollstandigen Hemmung
des Tumorwachstums in vivo (Alkhamesi, Ziprin et al. 2005). Aufierdem hemmte Heparin die
Tumor-Induzierte Produktion von Thrombin, Fibrin und Thromboplastin, die in
Zusammenhang mit primarem und metastatischem Tumorwachstum gebracht werden (Niers,
Klerk et al. 2007). Antikérper und stimulierte T Lymphozyten gegen epitheliale Tumoren
stellen einen eleganten Weg eines gezielten Angriffs auf Tumoren auf peritonealer
Oberflache (Strohlein and Heiss 2007) und sind Gegenstand aktueller Forschung im
Rahmen intraperitonealen Immuntherapie. Nachdem in mehreren Tierstudien eine
intraperitoneale Tumormassenverringerung durch Interleukin-2 (IL-2, ein anti-Tumor
Zytokine) gezeigt werden konnte (Eggermont and Sugarbaker 1987; Ottow, Steller et al.
1987), zeigten Brivio und Kollegen in ihrer kleinen klinischen Studie, dass die praoperative
Applikation von IL-2 bei KRK Patienten signifikant die VEGF (vascular endothelial growth
factor) Produktion reduziert und den Abfall des anti-angiogenen Zytokin IL-12 in der
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postoperativen Periode verhindert (Brivio, Lissoni et al. 2002). Direkte Hemmung von VEGF
postoperativ sollte aus Grinden von Anastamosen- und Wundheilungskomplikationen
vermieden werden (McCormack and Keam 2008). Die Ergebnisse einer aktuellen Arbeit
zeigten jedoch, dass der kombinierte intraperitoneale Einsatz von Chemotherapie und anti-
VEGF, Bevacizumab, einen rekombinaten, monoklonalen Antikorper gegen VEGF, welcher
in Kombination zur Firstlinetherapie von metastasierten KRK zugelassen ist, eine Reduktion
der Tumordurchblutung, eine Erhdhung der Tumorpenetration der Zytostatika, eine
Reduktion der Tumorlast und eine Verldngerung der Lebenszeit und Heilung der
Versuchtiere bewirkt (Shah, Shin et al. 2009). Die Behandlung mit Antikbrpern gegen
spezifische Adhasionsmolekile, wie z.B. gegen Integrine, resultiert ebenfalls in effektiver
Pravention von Tumorzelladhdasion und Wachstum (Takatsuki, Komatsu et al. 2004;
Oosterling, van der Bij et al. 2008). Der Nachteil dieser Methoden ist jedoch der grof3e
Herstellungsaufwand und die damit verbundenen hohen Kosten, denn fir Integrine gilt z.B.,
dass verschiedene Zelllinien des gleichen Tumors unterschiedliche Integrine bilden (Gui,
Puddefoot et al. 1995) und somit unterschiedliche Antikérper fur den therapeutischen Einsatz
letztendlich notwendig waren. Studien suggerieren, dass das adhasive Potential der
Tumorzellen abhangig ist von der Differenzierung und Anderung der Integrinexpression
(Wilson and Weiser 1992; Aznavoorian, Murphy et al. 1993). Dies verdeutlicht das Problem
der hohen Spezifitdt der Immuntherapie. PL hingegen sind kostenglnstig, wirken
nachweisend antiadhasiv, sind gut vertraglich und es kommt zu keinen nennenswerten
Nebenwirkungen oder negativen Einflissen auf die Wundheilung (Muller, Treutner et al.
2001; Jansen 2003).

In Weiterentwicklung der von den bisherigen Gruppen erarbeitenden Grundidee der
Adhasionsprophylaxe durch PL und den guten experimentellen Ergebnissen in der
postoperativen  Adhasionsreduktion, sowie in der Tumorzelladhdsionshemmung
untersuchten wir nun den Einfluss von Phospholipiden auf die Invasion, als weiteren
wesentlichen Schritt der Pathogenese der Peritonealkarzinose, von Tumorzellen. In dieser
Arbeit wurde die Tumorzelllinie HRT-18 des humanen kolorektalen Karzinoms verwendet
und verschiedenen in vitro Invasionsversuchen zugeflhrt. Zunachst wurde die
Migrationsbereitschaft der Tumorzellen in Anwesenheit von PL in einem Boydenkammer-
System untersucht. In dieser Versuchreihe durchwanderten die Tumorzellen aktiv einen
Porenfilter. Das KRK gehért zu den invasiv wachsenden, soliden Tumoren. Die
Migrationsfahigkeit dieser Tumorzellreihe wurde bereits unter einer anderen Fragestellung
und an einem anderen Versuchsmodell untersucht (Hauptmann, Budianto et al. 2003). Unser
Versuchsaufbau war angelehnt an das Modell von Boyden (Boyden 1962). Allerdings wurden
keine Afttractants benutzt. Der nachste Versuch untersuchte die Invasion von Tumorzellen
abhangig von der PL-Konzentration. Hierflr wurde ein Invasion assay nach der Albini et al.
Methode durchgeflhrt, bei der die Tumorzellen auf einen mit Matrigel (ECM-Komponenten)
beschichteten Porenfilter gebracht wurden. Dieses Assay erlaubt eine schnelle und
quantifizierende in vitro Bestimmung des Invasionspotentials von Tumorzellen, sowie ihre
Beeinflussbarkeit (Albini, Iwamoto et al. 1987). In der dritten Versuchsreihe untersuchten wir
das Invasionsverhalten von Tumorzellen durch einen Monolayer aus menschlichen
Mesothelzellen auf ECM. Ein komplexes in vitro Peritoneum ist nicht verfligbar, doch
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glauben wir, dass unser Versuchsaufbau zur Klarung der Invasionsmechanismen bzw. in
unserem Fall, zur Klarung des Einflusses von PL auf das Invasionspotentials von
Tumorzellen in das Peritoneum beitragen kann. Unser Versuchsaufbau wurde bereits in
ahnlicher Form flir eine andere Fragestellung beschrieben (Niedbala, Crickard et al. 1985).
Bei unseren Versuchen wurden Phospholipidkonzentrationen von 0,1% und 1% verwendet.

Im Sinne der Fragestellung dieser Arbeit musste zuerst beantwortet werden, ob PL einen
Einfluss auf die Migration von Tumorzellen haben. Hierzu dienten die Ergebnisse des
Migrationsversuches (s. Kapitel 4.1). Der Vergleich der Resultate der Kontrollgruppe mit den
Ergebnissen der 0,1% PL-Gruppe zeigte eine tendenzielle Reduktion der Zellzahl unter PL,
jedoch keine statistische Signifikanz. Die 1% PL-Gruppe verzeichnete im Vergleich mit der
Kontrollgruppe eine signifikante Senkung der Tumorzellzahl (p<0,05).

Die Frage, ob PL die Invasion der Tumorzellen verringern, lieR sich Anhand der Auswertung
des Invasion assay (s. Kapitel 4.2) beantworten. Diese zeigte, dass sowohl die 0,1% PL-
Gruppe, als auch die 1% PL-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle, jeweils eine statistisch
signifikante Reduktion der Tumorzellzahl aufwiesen, mit den errechneten Werten von
p=0,0055 fir die 0,1% PL-Gruppe und p=0,0006 fiir die 1% PL-Gruppe.

Die Versuche an unserem vereinfachten Peritoneummodell erbrachten folgende Ergebnisse
(s. Kapitel 4.3), die sich neben den vorangegangenen Versuchen einordnen. Die 0,1% PL-
Gruppe erzielte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine statistisch signifikante Reduktion
(p=0,0256) der Tumorzellzahl in diesem Invasionsversuch der HRT-18 Tumorzellen durch
eine HOMC-Monolayerschicht auf ECM. Ebenfalls zeigte die 1% PL-Gruppe eine signifikante
Reduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe, mit einem errechneten Wert von p=0,0005.

Die Frage, ob der Einfluss auf die Tumorzellen von der Konzentration der PL abhangig ist,
liel® sich beantworten, indem wir die Ergebnisse der 0,1% PL-Gruppe mit der 1% PL-Gruppe
der einzelnen Versuchsreihen miteinander verglichen. Fur alle drei Versuchsreihen konnten
wir eine Dosisabhangigkeit beim Vergleich der 0,1% PL-Gruppe und der 1% PL-Gruppe
erkennen, wobei einzig im HOMC-Monolayer Invasion assay der Unterschied statistisch
signifikant war (p=0,0002).

In der Arbeitsgruppe wurde mit gleichem Versuchsaufbau eine Magenkarzinomzellinie
(NUGC-4) untersucht. Hier ergab sich ebenfalls eine statistisch signifikante Migrations- und
Invasionshemmung fir die 1% PL-Gruppe und die 0,1% PL-Gruppe sowie eine
nichtsignifikante konzentrationsabhangige Invasionsreduktion.

Ruft man sich die Pathogenese der PK und die bisherigen Arbeiten und Daten in das
Gedachtnis, lasst sich ein Erklarungsansatz fir die Ergebnisse geben. Dem Schritt der
Invasion der Tumorzellen geht, wie schon unter 1.2.1 beschrieben, die Adhasion voraus, die
Adhasion an das Mesothel, sowie an die ECM. Beide Kompartimente geben durch diverse
Adhasionsmolekile, verschiedene Wachstumsfaktoren und ECM Komponenten eine
wichtige Grundlage fur die Tumorzellinteraktion. Hauptmann et al. beschreiben in ihrer
Arbeit, dass die Adhasion und Migration stark von der Zusammensetzung und Konzentration
von ECM Komponenten abhangig ist. Ihre Daten zeigen, dass bereits kleine Veranderungen
dieser Gesamtheit signifikant die Tumorzellmigration modulieren kdnnen und suggerieren
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damit eine Erklarung fur das unterschiedliche Ausmaly der Invasivitdt von HRT-18
Tumorzellen (Hauptmann, Budianto et al. 2003). Kollagene waren die starksten adhasiven
Substrate, vor allem Kollagen | und Kollagen lll. Im Gegenzug haben Kollagen V und
Fibronektin die Tumorzellmigration am Starksten beeinflusst. Der Grund hierfur wird in den
Adhasionsmolekilen (z.B. CD44) und Rezeptoren (B, Integrinen) gesehen. Mit diesem
Hintergrund und unter Berlcksichtigung der verschiedenen Versuchsaufbauten (Filter,
Matrigel, HOMC-Monolayerschicht) dieser Arbeit und daraus resultierenden, jeweils
unterschiedlichen ECM Zusammensetzungen, sowie der damit einhergehenden Vielfalt an
Adhasionsmolekilen und Rezeptoren, kdnnen wir einerseits den unterschiedlichen Grad der
Invasivitat zwischen den Versuchsreihen nur annehmen, was aber auch nicht Gegenstand
dieser Arbeit war. Andererseits kénnen wir dadurch, unter Einbeziehung der bisherigen
Aachener Ergebnisse um die tumorzelladhdsionshemmende Wirkung von PL, im Speziellen
den negativen Einfluss auf die Integrin Expression, das antimigrative bzw. antiinvasive
Potential von PL auf HRT-18 Tumorzellen erklaren.

Ob und inwiefern PL die vermitteinden Mechanismen der Invasion, hervorgerufen durch
ECM und ECM-tragenden Zellen, wie z.B. Mesothelzellen, sowie ihre Zusammensetzung
und Konzentration direkt beeinflussen, muss weitergehend untersucht werden. Ebenso der
Einfluss der PL auf die diversen tumorésen und mesothelialen Adhasionsmolekiile und
Rezeptoren.

Ebenfalls muss an anderer Stelle der Frage nachgegangen werden, ob PL intraperitoneal (in
vivo) die Tumorzellinvasion verringern bzw. verhindern. Eindeutig belegt ist bereits die
Wirksamkeit von PL lediglich im praventiven Einsatz zur Verhinderung von peritonealer
Tumorzelldissemination. Eine bestehende PK kann von PL nicht beeinflusst werden
(Matsuoka, Hirakawa et al. 1998). Diese Beobachtung machten auch Miuller et al. in ihrer
Arbeit zur postoperativen Anwendung von PL zur Adhasionspravention, in der PL die
Adhasionsrate reduzierten, jedoch auf schon vorbestehende Adhasionen keine Wirkung
zeigten. (Muller, Treutner et al. 2001)

Zur Diskussion der Ergebnisse ist zusammenfassend zu sagen, dass PL in vitro die Invasion
von Tumorzellen reduzieren. Die Resultate des Migrationsversuches lassen die
Schlussfolgerung zu, dass PL die Migrationsfahigkeit von Tumorzellen herabsetzten. Die
Invasionsversuche deuten auf das antiinvasive Potential von PL hin, auf Grund der
Zellzahlminderung in den [nvasion assays der Phospholipidbehandelten Tumorzellen.
Zusatzlich lasst sich den Ergebnissen die Konzentrationsabhangigkeit der
Phospholipidwirkung ablesen.

Die klinische Relevanz der intraperitonealen Phospholipidapplikation ergibt sich vor allem in
der Méglichkeit die perioperative Tumorzelldissemination giinstig zu beeinflussen.
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6 Zusammenfassung

Die sekundare Peritonealkarzinose ist ein allgemeines Zeichen flr fortgeschrittenes
Tumorstadium,  Krankheitsverschlechterung oder Wiederauftreten einer  Vielzahl
verschiedener Tumorentitdten gastrointestinaler und gynakologischer Herkunft und oftmals
das Resultat einer intraoperativen oder durch Invasion der Serosa bedingten
Tumorzelldissemination in die Abdominalhéhle.

Bei anndhrend einem von vier Patienten mit einem kolorektalen Karzinom werden freie
Tumorzellen in der Peritonealflissigkeit vor der Resektion des Tumors gefunden und in
einem von funf Patienten entwickelt sich eine peritoneal minimal residual disease nach dem
kurativen Eingriff. Bei etwa einem von sieben Patienten mit einem kolorektalen Karzinom
kommt es zur Entwicklung von Peritonealkarzinose, welche mit einer infausten Prognose
einhergeht, denn die PK ist eine haufige Todesursache bei Patienten mit resezierten
intraabdominellen Primartumoren und die Tumorzellpersistenz in der Abdominalhéhle und im
Becken fir den Tod von 30%- 50% der Patienten verantwortlich, die an den Folgen der
Primarerkrankung sterben.

Diese freien Tumorzellen stellen nachweil3lich einen unglinstigen prognostischen Faktor dar
und aus diesem Grund sollte die Pravention der Peritonealkarzinose und damit die
Vorbeugung der Adhasion der Tumorzellen an das Mesothel und die Extrazellularmatrix und
die Invasion dieser Strukturen, die sich als wesentliche und grundlegende Schritte des
Pathomechanismus verstehen, bereits mit der Therapie des Primartumor beginnen.

Der Einsatz von Phospholipiden geht auf die adhasionsprophylaktischen Eigenschaften bei
postoperativen peritonealen Verwachsungen zurlick. Sie zeigen vor allem in Bereichen des
verletzten Epithels, die intensivste Anreicherung, sowie eine oligolamellare Anordnung und
eine abriebfeste Struktur auf der peritonealen Oberflache. Die Parallelen zwischen der
Entstehung von postoperativen Verwachsungen und der Pathophysiologie der
Peritonealkarzinose fuhrten zZu der Uberlegung Phospholipide zur
Tumorzelladhasionshemmung bzw. zur Reduktion der Peritonealkarzinose einzusetzen, da
gerade an defekten Stellen des Peritoneums diese abriebfeste Schutzschicht eine
Adhasionsbildung reduzieren und folglich die Invasion der Tumorzellen erschweren kann.

Mit Erfolg wurde bereits anhand mehrerer Tierexperimenteller — und in vitro-Arbeiten die
hemmende Wirkung von Phospholipiden auf die intraperitoneale Tumorzelladhasion gezeigt
und bestatigt. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Phospholipiden auf die Invasion von
Tumorzellen in vitro untersucht. Dabei orientierte sich die Arbeit an den folgenden Fragen:

1. Beeinflussen Phospholipide die Migration von Tumorzellen in vitro?
2. Reduzieren Phospholipide das Invasionspotential von Tumorzellen in vitro?
3. Reduzieren Phospholipide das Invasionspotential von Tumorzellen durch eine

HOMC Monolayerschicht?
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4. Ist der Einfluss von Phospholipiden auf die Invasivitdt von Tumorzellen
konzentrationsabhangig?

Die Tumorzelllinie HRT-18 des humanen kolorektalen Karzinoms wurde hierflir verwendet
und drei verschiedenen Invasionsversuchen zugefuhrt. Als Versuchskompartimente wurden
Boydenkammern und modifizierte Boydenkammer-Systeme benutzt und der Versuchsaufbau
der jeweiligen Versuchsreihe und Fragestellung angepasst. Verallgemeinernd: Fur die
Untersuchung der Invasion, durchwanderten die Tumorzellen einen Porenfilter. Das Ausmalf}
der Invasion bzw. der Hemmung durch Phospholipide wurde anhand einer mikroskopischen
Zellauszahlung der durchgewanderten Zellen bestimmt. Fir samtliche Versuche wurden die
Phospholipidkonzentrationen 0,1% und 1% benutzt und mit der Kontrollgruppe verglichen. In
drei Versuchsdurchlaufen flir jede Reihe wurden jeweils drei Filter pro
Phospholipidkonzentration mit je funf Gesichtsfeldern pro Filter ausgezahlt.

Im Migrationsversuch ergab der Vergleich der Resultate der Kontroligruppe und der 0,1%
PL-Gruppe eine tendenzielle Reduktion der Zellzahl unter PL, jedoch keine statistische
Signifikanz. Die 1% PL-Gruppe verzeichnete im Vergleich mit der Kontrollgruppe eine
signifikante Senkung der Tumorzellzahl. Die Ergebnisse der Invasionsversuche zeigen fur
beide Versuchsreihen, dass sowohl die 0,1% PL-Gruppe, als auch die 1% PL-Gruppe im
Vergleich zur Kontrolle, jeweils eine statistisch signifikante Reduktion der Tumorzellzahl
aufwiesen. Fur alle drei Versuchsreihen konnten wir eine Dosisabhangigkeit beim Vergleich
der 0,1% PL-Gruppe und der 1% PL-Gruppe erkennen, wobei einzig im HOMC-Monolayer
Invasion assay der Unterschied statistisch signifikant war.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass PL in vitro die Invasion von Tumorzellen reduzieren.
Die Resultate des Migrationsversuches lassen die Schlussfolgerung zu, dass PL die
Migrationsfahigkeit von Tumorzellen herabsetzten. Die Invasionsversuche deuten auf das
antiinvasive Potential von PL hin, auf Grund einer Zellzahlminderung in den Invasion assays
der phospholipidbehandelten Tumorzellen. Zuséatzlich I&sst sich den Ergebnissen die
Konzentrationsabhangigkeit der Phospholipidwirkung ablesen.

Der Frage, ob und inwiefern Phospholipide intraperitoneal (in vivo) die Tumorzellinvasion
verringern bzw. verhindern missen weitere Untersuchungen nachgehen.
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