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Zusammenfassung

Experimentelle Studien zeigten, dass durch die perioperative, intraperitoneale Therapie
antiadhérenter und zytotoxischer Substanzen das intra= und extraperitoneale
Tumorwachstum nach Operationen vermindert werden kann.

Nach intraperitonealen und subkutanen Applikationen von 104 Tumorzellen
(DHD/K12/TRb) wurden BD IX Ratten in 14 Gruppen randomisiert: 7 Gruppen wurden
mit CO2 laparoskopiert und 7 konventionell operiert. Die Operationszeiten betrugen 30
Minuten. Am Ende der Intervention wurde Ringerlésung, Taurolidin oder
Taurolidin/Heparin intraperitoneal oder in die V. femoralis appliziert. Die Veranderungen
des Differentialblutbildes auf das Operationstrauma und auf die Applikation der
therapeutischen Substanzen wurden ermittelt.

Taurolidin und die zusétzliche Therapie mit Heparin reduzierten im Tierexperiment nach
intraperitonealer sowie simultaner intraperitonealer und intraventser Therapie das
intraperitoneale  Tumorwachstum und die Inzidenz von Trokar- beziehungsweise
Inzisionsmetastasen. Die intraventse Therapie von Taurolidin und der Kombination aus
Taurolidin/Heparin hatte keinen tumorsupprimierenden Effekt. Die Verschiebungen der
Leukozytenzahlen des Differentialblutbildes wurden hauptsachlich durch das
Operationstrauma bewirkt. In diesem Tierversuch wurden nach der Therapie mit

Taurolidin und der Kombination mit Heparin keine Nebenwirkungen beobachtet.

Abstract

Following subcutaneous and intraperitoneal injection of 104 colon adenocarcinoma cells
(DHD/K12/TRb) the influences of both taurolidine or taurolidine/heparin on
intraperitoneal and subcutaneous tumor growth was investigated in 210 rats undergoing
midline laparotomy or insufflation with carbon dioxide. The animals were randomized into
14 groups. To investigate the intraperitoneal (local) influence of either taurolidine or
heparin on tumor growth the substances were applied intraperitoneally. Systemic and
intraperitoneal effects were evaluated after intravenous injection of the substances. Both
application forms were also combined to analyze synergistic effects. Tumor weights, as
well as the incidence of abdominal wound metastases were determined four weeks after the
intervention. In order to evaluate the effects of the agents blood was taken to determine the

peripheral leukocytes counts.



Intraperitoneal therapy of either taurolidine or in combination with heparin inhibits local
tumor growth and abdominal wound recurrences in rats undergoing midline laparotomy or
insufflation with carbon dioxide. Neither the intraperitoneal nor the intravenous application
or the combination of the two agents did influence the subcutaneous tumor growth. The

substances did not alter the changes of peripheral leukocytes.
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1 Einleitung

Die Pathogenese lokoregiondrer Rezidive und Bauchwandmetastasen nach Resektionen
maligner, abdominaler Tumoren ist bis heute noch nicht eindeutig geklart. Unabhéngig von
den unterschiedlichen chirurgischen Fachdisziplinen wurden Rezidive oder Fernmetastasen
nach Resektionen von malignen abdominellen Tumoren beschrieben. Neben den
lokoregiondren Rezidiven, scheint die Tumorzelldissimination mit anschliefRender
Implantation von Tumorzellen in ehemaligen Wundbereichen fir das Auftreten von
Fernmetastasen eine wesentliche Rolle zu spielen.

Besonders nach der Einfihrung der Laparoskopie wurden vermehrt sogenannte
Trokarmetastasen, Tumorabsiediungen in den Inzisionsstellen der eingebrachten Trokare
beschrieben. Obwohl zunédchst angenommen wurde, dass hierfir hauptsachlich die
Laparoskopie, die Verwendung von Kohlendioxid und ein erhdhter intraabdomineller
Druck verantwortlich gemacht werden kénnen, ist in der klinischen Situation hauptséchlich
die chirurgische Manipulation und eine hierdurch bedingte Tumorzellverschleppung
ausl 6sender Faktor [16-18,22,42,95]. Somit ist der Chirurg sowohl in der |aparoskopischen
as auch konventionellen Resektion maligner Tumoren der Haupteinflussfaktor fir die
Entstehung von Metastasen und bestimmt damit auch maldgeblich die Prognose des
Patienten. Insgesamt muss jedoch festgehalten werden, dass die aleinige Anwesenheit von
malignen Zellen in der Abdominalhthle noch nicht zu einer unumganglichen
Metastasierung oder gar einer Peritoneakarzinose fuhrt. Vielmehr haben frele, vitae
Tumorzellen die Potenz zu adhdrieren, zu wachsen, zu emigrieren und wiederum
Metastasen zu bilden [30]. Uberschreitet hierbei das Wachstum eine TumorknotengroRRe
von 23 mnt so spielt zusitzlich die Neovaskularisation eine wesentliche Rolle in der
Versorgung und Erndhrung der gebildeten Metastase [77]. Diese Prozesse kénnen bei
chirurgischen Interventionen von unterschiedlichsten Faktoren wie der vermehrten
Ausschittung  und  Bildung von Interleukinen und Wachstumsfaktoren nach
Gewebetraumata, erhohte Stressreaktion wahrend und nach Operationen, einer Adzidose
durch Kohlendioxidinsufflation, einem erhthten intraabdominellen Druck und anderen
Faktoren beeinflusst werden [14,29]. Im Abdomen flhrt besonders die Verletzung der
Peritoneal oberflache zu einer vermehrten Adhérenz von Tumorzellen und konsekutiv zu
einer erhdhten Metastasierung [25,26,772 Die erhdohte Adhasionsbereitschaft von

Tumorzellen auf verletztem Peritoneum wird im Vergleich zu unverletztem Peritoneum
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durch eine vermehrte Expression extrazelluldrer Proteine, wie Laminin, Fibronectin und
Vitronectin, auf der Zellmembran erklart [15,31,77]. In verschiedenen Tierexperimenten
wurde deshalb Heparin zur Verhinderung von Tumormetastasen eingesetzt. Die
antiadhérente Wirkung wurde durch die unspezifische Bindung von Heparin, einem
sulfatierten Glukosaminoglykan, an Rezeptoren erklart [26,44]. Hierbei fuhrte die aleinige
intraperitoneale Applikation von Heparin zu einer signifikanten Reduktion des
Tumorgewichtes unterschiedlicher Tumorzellen [65]. Die antitumorése Wirkung wurde in
beiden Studien durch eine Verminderung der Adhésion und der Implantation freier
Tumorzellen erklart, ein wachstumssupprimierender Einfluss von Heparin wurde in vitro
nicht gefunden und scheint auch eher unwahrscheinlich [46]. Durch die Kombination von
Heparin mit anderen zytotoxischen Substanzen konnte zudem bei lokaler Anwendung in
Zellexperimenten und in unterschiedlichen Tierversuchen eine Wirkungsverstarkung
beobachtet werden [44].

Wie bereits erwéhnt, stellt die Entstehung von Metastasen ein multifaktorielles Geschehen
dar und wird durch eine Vielzahl von Faktoren, wie beispielweise der Expression von
Zytokinen, beeinflusst. Ein potenter, physiologischer Wachstumsfaktor ist Interleukin 1?
(IL-1?), welches sowohl in Monozyten als auch in Peritonealmakrophagen synthetisiert
wird [4,55,102]. Bel der Entstehung von Metastasen kénnte IL-1? einen direkten Einfluss
auf die freien Tumorzellen haben und das Wachstum stimulieren. Therapeutisch wére bel
diesem Pathomechanismus die Supprimierung der Zytokinproduktion oder eine direkte
Blockung der bereits exprimierten Zytokine denkbar. Eine Substanz, welche sowohl
antiadharent und zytotoxisch wirkt sowie die Produktion von IL-1? signifikant vermindert,
ist Taurolidin, ein Derivat der Aminosdure Taurin. In mehrere tierexperimentellen Studien
konnte bereits der tumorsupprimierende Effekt dieser Substanz nachgewiesen werden
[4,46,67]. Taurolidin wird bereits seit 1975 in der septischen Abdominalchirurgie und seit
1980 in der Traumatologie erfolgreich als chirurgische Spullésung zur Behandlung von
Infektionen angewandt. Es wird aufgrund der invitro bestimmten Abt6tungszeit fir
Bakterien nicht zu den Antiseptika, sondern zu den loka und systemisch wirksamen
Chemotherapeutika gezahlt [6,87]. Die Bildung von Taurolidin erfolgt durch Kondensation
zweler Moleklle Taurin mit drei Molekilen Formaldehyd. Es unterliegt in Lésung der
Hydrolyse und befindet sich im Gleichgewicht mit Taurultam und Methylol-Taurultam. In-
vivo fuhrten proteinhaltige, biologische Flissigkeiten (Peritonealflissigkeit, Wundsekret
oder Pus) aufgrund vorhandener Enzyme nach dem Kontakt mit Taurolidin sogar zu einer

2



Verstarkung seiner antibakteriellen Wirkung um den Faktor vier bis acht [4]. Bel Bakterien
wurde nachgewiesen, dass Taurolidin durch eine Ubertragung von Hydroxymethyl-
Gruppen an der Zellwand zu einer Hemmung der Teilung des Bakteriums fuhrt [4,87]. Der
Pathomechanismus, der bei Taurolidin, beziehungsweise seinen Mediatoren, zu einer
Suppression des Tumorwachstums fuihrt, ist bisher noch nicht vollstandig geklart. Denkbar
ist jedoch ein dhnlicher Wirkmechanismus, wie er an Bakterien nachgewiesen wurde.
Moglich ist weiterhin, dass eine intraperitoneale Wachstumshemmung der Tumorzellen
direkt an den Zellen selbst, oder durch eine verminderte, lokale Synthese von Interleukinen
erzielt wird. Die Besonderheit dieser neuartigen Therapie scheint gerade in den
unterschiedlichen Wirkungsmechanismen zu liegen, welche scheinbar unabhangig von der
zugrundeliegenden  Tumorart zu einer Wachstumssuppression der Tumorzellen
beziehungsweise der Tumormetastasen fuhren [44,46]. Hierbel wurde Taurolidin zunéchst
lokal im Abdomen therapeutisch eingesetzt. Intraperitoneal instillierte, 16sliche Substanzen
kdnnen allerdings auch resorbiert werden und hierdurch systemisch wirksam werden. Es ist
durchaus denkbar, dass Taurolidin und Heparin selbst bei lokaler Applikation
hauptsachlich systemisch wirken und hierdurch das Tumorwachstum hemmen. Die
Pharmakokinetik ist alerdings noch nicht bekannt und wurde im Tierversuch noch nicht
auf ihre Wirksamkeit Uberprift. Belm Menschen konnte jedoch nachgewiesen werden,
dass intraperitoneale Instillationen von Taurolidin und seinen Metaboliten bis zu 20
Stunden im Kreislauf messbar waren.

Zusétzlich wurden die Medikamente durch eine direkte intravendse Injektion auf ihre
systemischen Nebenwirkungen untersucht. Hierbel sind selbst bei hohen Dosierungen
aul3erordentlich geringe unerwiinschte Wirkungen beschrieben worden [52]. Bisher ist
jedoch nicht geklért, ob die Plasmakonzentrationen zytotoxisch wirksam sind und
unerwunschte Wirkungen nach langerer Therapie zunehmen kdnnen [4]. Es ist demzufolge
unklar, ob metastatische Tumorprogressionen sowohl durch lokale, intraperitoneale oder
intravendse Applikationen von Taurolidin, Heparin oder der Kombination aus Taurolidin

und Heparin vermindert werden konnen.

Ebenfalls ungeklért ist der Einfluss des intraabdominellen Milieus bei verschiedenen
Operationstechniken auf die Wirksamkeit der Substanzen. So ist es durchaus denkbar, dass
die Insufflation von Kohlendioxid bei der Laparoskopie im Vergleich zur konventionellen
Laparotomie zu unterschiedlichen Ergebnissen hinsichtlich der Tumorsupprimierung fuhrt.

Experimentelle Daten oder gar klinische Ergebnisse, die den Effekt der antiadharenten und
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zytotoxischen  Substanzen  Tawurolidin  und  Heparin  bel  unterschiedlichen
Operationsbedingungen untersuchen, liegen zur Zeit nicht vor. Allerdings ist aus
Zellexperimenten bekannt, dass die Inkubation von Tumorzellen mit Kohlendioxid eine
Zunahme des Zellwachstums zur Folge hat [45]. Maligne Zellen wachsen optimal in
Zellzuchtinkubatoren. Hier liegt die Temperatur bei 37°C und der Kohlendioxidanteil
betragt im Gegensatz zur Umgebungsluft 5%. Das ist gegentiber der Atmosphére 125fach
erhoht. Das Kohlendioxid wird Uber die Zellen, beziehungsweise N&hrmedien,
aufgenommen und fuhrt zu einer milden Azidose. Unter diesen Bedingungen kommt es zu
kirzeren Proliferationszeiten, was aufgrund der hoheren Zelltellungsraten ein vermehrtes
Tumorwachstum bedeutet. In der Klinik hat sich jedoch Kohlendioxid als Insufflationsgas
fr laparoskopische Operationen durchgesetzt und wird am haufigsten verwandt. Da die
Korpertemperatur ebenfalls bei 37°C liegt, scheint es denkbar, dass eine temporére
Stimulation vitaler, durch die Operation mobilisierter Tumorzellen durch das
Insufflationsgas des angelegten Pneumoperitoneums maoglich ist. Bisher konnten die
experimentellen Ergebnisse jedoch nicht in klinischen Studien bestétigt werden. Trotzdem
ist bei intraoperativen intraperitonealen Applikationen von Taurolidin oder Heparin eine
Beinflussung des antitumordsen Effektes maoglich. Gleichzeitig kénnte eine solche

Beeinflussung durch die systemische Gabe der Substanzen verhindert werden.

2 Zielstellung

In einem Tierexperiment sollen die beiden Substanzen Taurolidin und Heparin hinsichtlich
ihrer tumorsupprimierenden Eigenschaften beim Colonkarzinom untersucht werden.
Hierbel soll sowohl die Applikationsform (intraperitoneal versus systemisch versus der
Kombination aus intraperitoneal und systemisch) als auch der Wirkungsort (lokale
intraperitoneale Metastasen versus subkutaner Fernmetastasen) analysiert werden. Da im
Klinischen Alltag Tumoroperationen sowohl konventionell (Laparotomie) als auch
laparoskopisch (Insufflation von Kohlendioxid) durchgefihrt werden, sollen in diesem
Experiment zusétzlich in zwel Armen beide Operationstechniken in Kombination mit der
Therapie aus Taurolidin beziehungsweise der Kombination aus Taurolidin und Heparin
anaysiert und verglichen werden.
Hierzu wurde ein Rattenmodell (BD I1X Ratte) verwendet, welches in mehreren
Vorexperimenten validiert wurde und sich fur die Untersuchung von Tumorwachstum und
4



maoglichen Therapien eignet [43,44,46,47]. Alle Ratten erhielten eine sterile Injektion von
10* Colonkarzinonzellen (DHD/K12/TRb) intraperitoneal sowie subkutan am Riicken, um
lokales intraperitoneales Tumorwachstum und das Wachstum einer Fernmetastase im
Subkutangewebe untersuchen zu kénnen. Anschlief3end wurden die Tiere zunéchst in zwel
Operationsgruppen unterteilt: Laparoskopie unter Verwendung von Kohlendioxid (30 min.,
8 mmHg) versus medianer Laparotomie und Verschlul nach 30 Minuten. In jeder
Operationsgruppe  wurden  nun  die  unterschiedlichen  Kombinationen  und
Applikationsformen der Substanzen getestet und verglichen. Hierdurch sollten sowohl der
Einfluss der Applikationsart, der Substanzenkombination sowie mdgliche synergistische

Effekte analysiert werden.



3 Methodik

3.1 DieTierhaltung und die Tierpflege
Alle Tiere (210 BD IX-Ratten, Charles River, Sulzfeld, Deutschland) wurden 14 Tage vor

dem geplanten Eingriff in einem eigens fur Klentiere vorgesehenen und klimatisiertem
Raum (Temperatur 22-24 °C, Luftfeuchtigkeit 50-60%) untergebracht. Damit wurde eine
Gewohnung der Tiere untereinander sowie an ihre neue Umgebung gewahrleistet. Am
Operationstag wurden nur die Tiere niuchtern belassen, welche unmittelbar operiert
wurden. Postoperativ wurden die Tiere fur drei Stunden engmaschig tberwacht. Die Tiere
konnten Wasser und Futterpellett (Standardfutter) nach belieben zu sich nehmen. Bei den
Blutabnahmen erfolgten Gewichtsbestimmungen, die das regelrechte Wachstum der Tiere
ermittelten Nach 28 Tagen wurden die Tiere durch Pentobarbital getétet und durch einen
Untersucher obduziert. Die Lagerung der Kadaver erfolgte bis zur sachgerechten Abholung

der Tierkdrperverwertung bei -21°C.

3.2 Die Zdllinie

Die verwendeten syngenetischen Zellen (DHD/K12/TRb) (European Collection of Cell
Cultures, Sdlisbury, United Kingdom) wurden in Dulbeccos MEM (Biochrom,
Deutschland) und HAMs F10-Medium (Biochrom, Deutschland) 1:1 mit 10%igem fetalem
Rinderserum (Dibco BRL, Deutschland), 2 mmol/I Glutamin (Biochrom, Deutschland) und
Penicillin-Streptomycin 1000 IU/ml (Gibco, Deutschland) kultiviert. Zur Herstellung der
gewlnschten  Tumorzellkonzentration erfolgte  ene  funfminltige Passagierung
(Trypsinierung) bel 37°C. Nach der anschliefienden Neutralisation des Trypsins durch
Zugabe von 5 ml Vollmedium wurde die Zellsuspension fur 5 Minuten bei 1000 U/min
zentrifugiert und die Zellpellets in 10 ml Vollmedium resuspendiert. Die Zellzéhlung
wurde in der Neubauer-Zahlkammer (0.1 ?1) nach der Trypan-Blau-Methode durchgefihrt.
Dabei wurde die Zellsuspension sowie das TrypanBlau in einem Verhdltnis von 1:1
gemischt, und unter dem Mikroskop ausgezéhlt. Gleichzeitig waren Einschétzungen der
Rate an avitalen Zellen mdglich. Entsprechend der Zellzahl erfolgte die Verdinnung der
Suspension mit Fertigmedium ohne fetalem Rinderserum und die Abfillung von jeweils 1
ml in Eppendorfgefdl3e. Die Gefélde verblieben im Inkubator und wurden vor der

Applikation geschwenkt, um abgesunkene Tumorzellen erneut in Suspension zu bringen.



3.3 DasStudiendesign

SEt-Up Operation Auswertung

14 Tage O Min. 30 Min. 28 Tege

Nach Narkoseeintritt wurden die Tiere am Bauch und am Rucken rasiert und steril
abgewaschen. In Bauchlage erfolgte standardisiert die subkutane Injektion der
Tumorzellsuspension (10%, DHD/K12/TRb Zellen) am Riicken der Tiere. Dann wurden die
Tiere auf den Ricken gelagert und nach erneuter Desinfektion die Bauchdecke
entsprechend der Randomisierung ertffnet. Zunéchst erfolgte die intraperitoneale
Applikation der Tumorzellsuspension (10%, DHD/K12/TRb Zellen). Am offenen Abdomen
wurden die Tumorzellen Uber das Peritoneum verteilt, wohingegen bei der Laparoskopie
die Tumorzellen mit einer Injektionsnadel durch die Bauchdecke appliziert und im
Abdomen verteilt wurden.

Am Ende der Operation wurde 1 ml Ringerlésung in das Abdomen der Kontrolltiere
ingtilliert. Bei den Therapiegruppen erfolgte die Behandlung des Abdomens mit Taurolidin
oder der Kombination aus Taurolidin und Heparin durch die intraperitoneale Instillation.
Die intravendse Injektion der Substanzen erfolgte tber die linke Vena femoralis nach deren
Préaparation. Zusédtzlich wurden die intraperitoneale und die intravendse Applikation
kombiniert.

Die Operationszeiten begannen mit dem Hautschnitt, beziehungsweise der ersten Inzision

fur die Trokare und betrugen in alen Gruppen 30 Minuten bis zum Beginn der Hautnaht.
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Die Insufflation von Kohlendioxid erfolgte Uber 30 Minuten mit einem Druck von 8
mmHg. Am Ende der Operation wurden in die Bauchohle, entsprechend der
Randomisierung, Ringerlosung, Taurolidin oder Heparin ingtilliert. Die intravenfsen

Applikationen wurden mit einer Injektionsnadel durchgefuhrt (n=15):

Gruppe 1. intraperitoneale Applikation von1 ml isotoner Ringerldsung



Gruppe 2: 1 ml 0,5% Taurolidin intraperitoneal (ip)

Gruppe 3: 1 ml 0,5% Taurolidin intravends (iv)

Gruppe 4: 1 ml 0,5% Taurolidin simultan intraperitoneal und intravends (ipiv)
Gruppe 5: 1 ml 0,5% Taurolidin/10 |E Heparinip

Gruppe 6: 1 ml 0,5% Taurolidin/10 IE Heparin iv

Gruppe 7: 1 ml 0,5% Taurolidin/10 IE Heparin simultan ipiv

In den Gruppen 1-7 wurden neben der Inzision fur die Insufflationskanile im Mittelbauch
(@ 3 mm) zwel weitere Trokare (@ 3 mm) in den rechten und linken Unterbauch platziert.
Am Operationsende erfolgten die Verschlisse der Inzisonen zweischichtig:
Einzelknopfnaht der Bauchwandmuskulatur mit Vicryl 4/0 sowie Einzelknopfnaht der
Haut mit Prolene 4/0.

3.5 Taurolidin und Heparin zur Verhinderung von Tumormetastasen in der

offenen Chirurgie

Die Lange der medianen Laparotomie betrug bei alen konventionell operierten Tieren 4
cm. Um redlitétsnahe Bedingungen zu schaffen, erfolgte in der Hélfte der Operationszeit
(15 Minuten) eine Eventeration des Darmes fir 5 Minuten. Am Ende der Operation
erfolgten die intraperitonealen oder intravendsen Applikationen der Substanzen

entsprechend der randomisierten Gruppen:

Gruppe 8: intraperitoneale Injektion von 1 ml isotoner Ringerldsung

Gruppe 9: 1 ml 0,5% Taurolidin intraperitoneal (ip)

Gruppe 10: 1 ml 0,5% Taurolidin intravends (iv)

Gruppe 11: 1 ml 0,5% Taurolidin simultan intraperitoneal und intravends (ipiv)
Gruppe 12: 1 ml 0,5% Taurolidin/10 IE Heparin ip

Gruppe 13: 1 ml 0,5% Taurolidin/10 IE Heparin iv

Gruppe 14: 1 ml 0,5% Taurolidin/10 IE Heparin simultan ipiv

Der Wundverschlul3 der medianen Laparotomie erfolgte zweischichtig: Einzelknopfnaht

der Bauchwandmuskulatur mit Vicryl 4/0 sowie Einzelknopfnaht der Haut mit Prolene 4/0.



3.6 DasDifferentialblutbild unter der Therapie

Um einen Einfluf3 von Taurolidin und der Kombination von Taurolidin und Heparin nach
intraperitonealer Resorption oder nach intraventser Injektion auf die Leukozyten zu
analysieren, erfolgten 5 peripher-vendse Blutentnahmen: 7 Tage préoperativ, 2 Stunden, 2
Tage, 7 Tage sowie 28 Tage postoperativ. Vor der Blutentnahme wurden die Tiere durch
inhaliertes Ather narkotisiert. Das Blut wurde mittels einer Glaskapillare aus dem
retrobulbéren Plexus entnommen und in Eppendorfgeféi3en gesammelt. Zur Bestimmung
des Differentialblutbildes wurde fir jedes Tier bel alen Blutentnahmen Ausstriche
angefertigt und ausgezahlt. Der Blutaustrich erfolgte auf einem fettfreien Objekttrager.
Dann wurden die Prgparate nach ,Pappenheim® gefarbt: 2 Minuten Farbebad in
konzentrierter May-Grinwald-L6sung, 2 Minuten in verdinnter, gepufferter May-
Grinwad-Farbung (1:2) und abschliefend 10 Minuten in GiemsaLosung. Im
Differentialblut wurden Lymphozyten, Monozyten, Eosinophyle und Erythroblasten
(j&/100 Zellen) bestimmt.

Die Bestimmung der peripheren Leukozytenzahlen erfolgte nach erythrozytérer Lyse mit
dreiprozentiger Essigsdure aus dem vorher gemischten Vollblut in der Neubauer
Zahlkammer. Die Errechnung der Zellzahlen/ul erfolgte bel bekannten Volumen der
Zéhlkammer (0.1 pl). Danach wurde das Vollblut 10 Minuten bel 4 °C zentrifugiert
(10.000 rpm) und der Uberstand (ca. 270 pl) in drei Eppendorfgefaiie aliquotiert. Die
Aliguots wurden bei —80°C gelagert.

3.7 DieBestimmung desintraperitonealen und subkutanen Tumorgewichtes

Die Obduktion der Tiere erfolgte 28 Tage nach operativer Intervention. Die Tiere wurden
unter einer Athernarkose mit einer Uberdosis Pentobarbital getotet. Fur die Inspektion des
gesamten Bauchraumes wurde ein Kreuzschnitt (paramediane und quere Laparotomie)
angelegt. Durch die Schnittfiihrung konnte eine Inspektion der ehemaligen Inzisionen
gewdhrleistet werden und eine genaue Ermittlung der Inzidenzen von Inzisionsmetastasen
erfolgen. Die Lokalisation sowie der Anzahl aller Tumorknotchen wurde bestimmt und auf
standardisierten Bogen dokumentiert. Nach sorgfédltiger Pr&paration wurden alle
Tumorkndtchen des Abdomens gesammelt und deren Gewicht bestimmt. Das Gewicht und
die Inzidenz der Tumorknoten an den ehemaligen Inzisionen wurde parallel erfaldt. Bei der
Auswertung der Metastasen an den Inzisonen wurde nur die Inzidenz und nicht das
Tumorgewicht bewertet. Nachdem das Abdomen untersucht wurde, erfolgte am Ruicken

der Tiere das Aufsuchen der tastbaren, subkutanen Tumoren. Caudal erfolgte eine quere
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Inzision, so dass eine vollstdndige Préparation der Tumoren moglich war. Die
Gewichtsbestimmung der Tumoren der einzelnen Kompartimente (abdominal, subkutan
und an den Inzisionen) erfolgte mit einer Prézisionswaage (BP 610) der Firma Sartorius
(Sartorius AG, Gdattingen, Deutschland). Die intraperitonealen Tumoren sowie die
Trokarmetastasen wurden in Formaldehyd eingebettet und histologisch gesichert. Die

subkutanen Tumoren, wurden fir die pathologische Aufarbeitung kryokonserviert (-80°C).

3.8 DieDokumentation der Daten und die statistische Auswertung

Jedes Tier wurde bel der ersten Untersuchung (préoperative Blutentnahme 7 Tage vor dem
geplanten Eingriff) durch eine kleine Lochstanze am Ohr markiert und erhielt einen
Dokumentationsbogen. In das Protokoll wurden der Code fur das entsprechende Tier, das
Aufnahmedatum, das perioperative Gewicht zu den Blutentnahmezeitpunkten, das OP-
Datum, die Lokaisation der Tumoren sowie deren Gewicht detailliert erfaldt. Bei
kontinuierlichen Daten erfolgte ein Normalitétstest nach Shapiro und Francia. Bei
normalverteilten Parametern wurden die Mittelwertvergleiche zwischen den
Versuchsgruppen as Einfaktorielle Multivarianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. Beim
Vorliegen von vergleichbaren Varianzen in den Versuchsgruppen erfolgte die Post-Hoc-
Korrektur nach dem Bonferroni-Modell. Lagen hingegen zwischen den Gruppen ungleiche
Varianzen vor, wurde a's Post-Hoc-Korrektur das Dunnett’s T3-Modell gewahit. Bel nicht
normalverteilten Parametern erfolgten die Mittelwertvergleiche zwischen den Gruppen
mittels Kruskal-Wallis-Test. Die folgenden Einzelvergleiche wurden mit dem Mann
Whitney-U-Test mit Bonferroni Korrektur zur Vermeidung der apha-Fehlerkumulierung
durchgefuhrt. Kategorielle Daten wurden mit dem Fisher's exact Test verglichen. Das
Signifikanzniveau wurde mit pv0.05 festgelegt. Die Berechnungen wurden mit dem
Statistikprogramm SPSS 9.0 for Windows durchgefiihrt. Die Daten im Text wurden als
Median und 95% Konfidenzintervall des Mittelwertes angegeben. Die Grafiken wurden
mittels box-whisker-plots dargestellt. Er gibt neben dem Median, die untere und die obere
Quartile (box) sowie 1.5 Quartildifferenzen (whisker) an. Ausreif3er werden nicht
dargestellt.
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4 Ergebnisse

41  Taurolidin und Heparin zur Verhinderung von Tumormetastasen in der

L apar oskopie mit Kohlendioxid

Das Koérpergewicht der laparoskopisch operierten Gruppen (Gruppen 1-7) unterschied sich
Im perioperativen Beobachtungszeitraum nicht [p=0.28].

4.1.1 intraperitoneale Tumorwachstum

Das intraperitoneale Tumorwachstum unterschied sich zwischen den Gruppen, in denen

ein Pneumoperitoneum mit Kohlendioxid aufgebaut wurde, signifikant [p=0.001] (Abb. 1).
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Abbildung 1: Intraperitoneales Tumorgewicht nach Kohlendioxidinsufflation und Therapie mit Taurolidin,

*p<0,05 ip, simultan ipiv versus laparoskopischer Kontrolle, NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)

Taurolidin:

Die adleinige intraperitoneale Applikation von Taurolidin (Median 7 mg, 95%
Konfidenzintervall: 7-46 mg) sowie die simultane intraperitoneale (ip) und intraventse
Instillation (Median 17 mg, 95% Konfidenzintervall: 855 mg) fuhrten im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu einer signifikanten Reduktion des intraperitonealen Tumorwachstums
(Median 52.0 mg, 95% Konfidenzintervall: 0-965 mg) [p<0.01]. Die alleinige intraventse

Therapie mit Taurolidin fihrte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu keiner Anderung des
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intraperitonealen Tumorgewichts (Median 89.0 mg, 95% Konfidenzintervall 71-767 mg)
[p=0.69]. Der Median der intravends therapierten Gruppe (Gruppe 3) war gegentiber den
intraperitoneal behandelten Tieren gering erhoht.

Taurolidin und Heparin:

Bei der intraperitonealen, kombinierten Therapie mit Taurolidin und Heparin (Median O
mg, 95% Konfidenzintervall: 0-104 mg) owie bei der simultanen intraperitonealen und
intravendsen Therapie beider Substanzen (Median 6 mg, 95% Konfidenzintervall: 0-116
mg) wurde ebenfalls eine Reduktion des intraperitonealen Tumorwachstums erreicht
[p=0.003] (Abb. 2). Die alleinige intraventse Applikation zeigte keinen Therapieerfolg
(Median 88 mg, 95% Konfidenzintervall: 0-567 mg) [p=0.66]. Ein synergistischer Effekt
durch eine zusétzliche Behandlung mit Heparin konnte bel gleichen Applikationsformen
nicht beobachtet werden. Obwohl das intraperitoneale Tumorgewicht der lokal mit
Taurolidin und Heparin behandelten Tiere (Median 0 mg, 95% Konfidenzintervall: 0-104
mg) etwas niedriger und die Streubreite etwas geringer waren als bel der aleinigen
Taurolidinbehandlung (Median 7.0 mg, 95% Konfidenzinterval: 7-46 mg), war der
Unterschied nicht signifikant [p=ns]. Bel simultaner intraperitonealer und intravenoser
Therapie mit Taurolidin (Median 17.0 mg, 95% Konfidenzintervall: 855 mg) war das
intraperitoneale Tumorgewicht ebenfalls minimal groRer as bel den mit Taurolidin und
Heparin behandelten Tieren (Median 6 mg, 95% Konfidenzintervall: 3116 mg) [p=ng].
Wurden die Tiere intravents mit Taurolidin behandelt (Median 89.0 mg, 95%
Konfidenzintervall 71-767 mg), fand sich wie bei einer kombinierten Therapie mit beiden
Substanzen (Median 88 mg, 95% Konfidenzintervall: 0-567 mg) ein unverdndertes
intraperitoneales Tumorwachstum [p=ng].
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Abbildung 2: Intraperitoneales Tumorgewicht nach Kohlendioxidinsufflation und Therapie mit der
Kombination aus Taurolidin/Heparin im Vergleich zur laparoskopischen Kontrollgruppe, *p<0,05 ip, ipiv

versus laparoskopischer Kontrolle, NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)

4.1.2 Das subkutane Tumorwachstum

Die Therapie mit Taurolidin oder die Kombination mit Heparin beeinflussten das
subkutane Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht [p=ng].

Taurolidin:
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Abbildung 3: Subkutanes Tumorgewicht nach Kohlendioxidinsufflation und Therapie mit Taurolidin im
Vergleich zur laparoskopischen Kontrollgruppe, p= ns, NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)
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Die adleinige intraperitoneale Applikation von Taurolidin (Median 8 mg, 95%
Konfidenzintervall: 3-26 mg) [p=0.2] sowie die smultane intraperitoneale und intraventse
Behandlung (Median 17 mg, 95% Konfidenzintervall: 929 mg) [p=0.8] konnten das
subkutane Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht reduzieren (Median 17
mg, 95% Konfidenzintervall: 5-56 mg) (Abb. 3). Eine intravenise Injektion von Taurolidin
hatte ebenfalls keinen Einfluf3 auf den Wachstumsprozef3 subkutaner Tumoren (Median 38
mg, 95% Konfidenzintervall: 11-170 mg) [p=0.3].

Taurolidin und Heparin:

Die Kombinationstherapie mit Taurolidin und Heparin hatte nach intraperitonealer
Applikation und Resorption keinen Effekt auf das subkutane Tumorwachstum (Median 23
mg, 95% Konfidenzintervall: 11-36 mg) [p=0.9] (Abb. 4). Durch Kombination der
intraperitonealen und intraventsen Therapie kam es ebenfalls zu keiner Inhibtion des
Wachstums (Median 25 mg, 95% Konfidenzintervall: 32-176 mg) [p=0.9].
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Abbildung 4: Subkutanes Tumorgewicht nach Kohlendioxidinsufflation und kombinierter Therapie mit
Taurolidin/Heparin im Vergleich zur laparoskopischen Kontrollgruppe, p=ns, NPAR Test Mann-Whitney,
(n=15)

Auch die alleinige intravendse Injektion von Taurolidin und Heparin (Median 12 mg, 95%
Konfidenzintervall: 19-185 mg) hatte keinen Einflul? [p=0.9].
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4.1.3 Dielnzidenz von Trokarmetastasen

Im Vergleich zu der mit Ringerlésung behandelten Kontrollgruppe (Inzidenz: 10\15)
wurde das Auftreten von Trokarmetastasen nach intraperitonealer Behandlung mit den
therapeutischen Substanzen reduziert (Tab. 1).

Tauralidin:

Die simultane intraperitoneale und intravendse Applikation von Taurolidin fuhrte ebenfals
zu einer Reduktion des Tumorwachstums (4\15) [p<0.05]. Im Gegensatz dazu hatte die
aleinige intravendse Injektion keinen Einfluf3 (9\15) [p=0.7].

Taurolidin und Heparin:

Die intraperitoneale Therapie mit der Kombination aus Taurolidin und Heparin reduzierte
ebenfalls das Wachstum von Trokarmetastasen (4\15) [p=0.02] (Tab. 1). Obwohl die
Kombination beider Substanzen nach simultaner intraperitonealer und intravendser
Ingtillation weniger Trokarmetastasen als die Kontrollgruppe aufwies, war diese nicht
signifikant (5\10) [p=0.07]. Die aleinige intraventse Therapie von Taurolidin und Heparin
fuhrte zu einer minimalen Erhéhung der Inzidenz der Metastasen an den ehemaligen
Inzisionen (13\15) [p=0.6].

Tabelle 1: Inzidenz von Trokarmetastasen nach intraperitonealer und subkutaner Tumorzellapplikation und
Pneumoperitoneum mit CO, (30 Minuten, 8 mmHg) 28 Tage nach dem Eingriff (n = 15)

Kontrolle Taurolidin | Taurolidin/Heparin | Signifikanz [p]
ip 10/15 3/15 4/15 0.02
iv 9/15 13/15 0.7
ipiv 4/15 5/15 <0.05
Signifikanz [p] <0.05 0.002

4.1.4 Die perioperativen Leukozyten

Im perioperativen Beobachtungszeitraum waren bei den laparoskopisch operierten Tieren

die Leukozytenpopulationen der Kontrollgruppe unverandert [p=ns).
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Taurolidin:

Eine intraperitoneale oder intravendse Taurolidintherapie hatte ebenfals keine
Verschiebungen der Leukozytenzahlen zur Folge [p=ns] (Abb. 5). Unmittelbar nach dem
Eingriff zeigten die Tiere der Kontrollgruppe eine minimale Leukozytose, wohingegen die
mit Taurolidin behandelten Tiere eine Leukopenie aufwiesen. Die spéteren
L eukozytenwerte zeigten eine grof3ere Streubreite. Es kam jedoch zu keiner signifikanten
Verschiebung der Leukozytenpopulationen durch die unterschiedlichen Applikations-

formen [p=ng].
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Abbildung 5: Perioperative Leukozyten nach Kohlendioxidinsufflation und alleiniger Therapie mit
Taurolidin, p = ns, NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)

Taurolidin und Heparin:

Bei der kombinierten Behandlung mit Taurolidin und Heparin kam es unmittelbar nach der
Intervention im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer Leukopenie, die bei alleiniger
intraperitonealer Applikation am ausgepragtesten war [p=0.01] (Abb. 6). Am 2.
postoperativen Tag kam es in dieser Gruppe zu einer reaktiven Leukozytose.

Im Gegensatz dazu verringern sich die Leukozyten nach alleiniger intraventser Therapie
mit Taurolidin und Heparin. Der Unterschied zwischen der intrgperitonealen und
intraventsen Therapie wurde am 2. postoperativen Tag statistisch signifikant [p<0.01].

Eine smultane intraperitoneale und intravendse Applikation fuhrte, @nlich wie die
16



Kontrollgruppe, nur zu geringen Veradnderungen der Leukozyten. Hierbei wurde eine milde

postoperative Leukopenie durch eine geringe Leukozytose kompensiert.
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Abbildung 6: Perioperative Leukozyten nach Kohlendioxidinsufflation und kombinierter Therapie mit

Taurolidin/Heparin, * p=0.01 ip versus Kontrolle, ** p<0.01 ip versusiv, NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)

Beim direkten Vergleich der Leukozytenwerte zwischen der alleinigen Therapie mit
Taurolidin und der kombinierten Therapie mit Taurolidin und Heparin wurden bis aim 2.
postoperativen Tag nur geringe Unterschiede festgestellt. Unmittelbar postoperativ kam es
im Gegensatiz zu der Kontrollgruppe zu einer milden Leukopenie, die nach der
intraperitonealen Applikation von Taurolidin und Heparin am ausgepragtesten war.
Obwohl es am 2. postoperativer Tag zu einer Erholung der peripheren Leukozyten kam,
waren die Schwankungen innerhalb der durch Taurolidin und Heparin therapierten
Gruppen am ausgepragtesten. Dabei erholten sich die Leukozytenzahlen nach intraventser

Therapie mit Taurolidin und Heparin zogerlicher, as nach aleiniger Taurolidinapplikation

[p=ns].

4.1.5 Die perioperativen Lymphozyten

Die praoperativen Lymphozytenwerte unterschieden sich in den Gruppen nicht [p=ng].
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Taurolidin:

Unmittelbar nach dem Eingriff (2 Stunden postoperativ) kam es in der Kontrollgruppe
sowie in den mit Taurolidin behandelten Tieren zu einer Lymphopenie [p<0.05], wobel die
die Lymphozytenwerte der Kontrollgruppe eine grof3e Streubreite aufwiesen (Abb. 7).
Bereits 2 Tage nach der Intervention kam es in allen Gruppen zu einer Erholung der
peripheren Lymphozyten, wobei die praoperativen Werte nahezu wieder erreicht wurden.
In den spateren Mef3zeitpunkten waren keine Unterschiede zwischen den Gruppen und zu

den Ausgangswerten festzustellen.
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Abbildung 7: Perioperative Lymphozytenverlaufe nach Insufflation mit Kohlendioxid und Therapie mit
Taurolidin, * p<0.05 alle Gruppen 2 Stunden postop. versus préop., NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)

Tauolidin und Heparin:

Der Vergleich der aleinigen Taurolidintherapie und der kombinierten Behandlung mit
Taurolidin und Heparin zeigte ein unterschiedliches Differentialblutbild der Tiere (Abb. 8).
Obwohl ale Gruppen unmittelbar postoperativ eine Lymphopenie aufwiesen, (2 Stunden
postoperativ), war sie bei der kombinierten Therapie beider Substanzen milder ausgepréagt,
asbei aleniger Applikation von Taurolidin. Am deutlichsten wurde der Unterschied nach
intraventser Injektion. Die kombinierte Therapie von Taurolidin und Heparin fihrte im
Gegensatz zur aleinigen Taurolidininjektion nicht zu einer Lymphopenie [p<0.05]. Diese
war jedoch am 2. postoperativen Tag kompensiert. Der weitere Verlauf zeigte keine

Unterschiede.
18



3 Laparoskopische Kontrolle O ip B iv M ipiv

5000
Zellen/ul T
4000 [ B
1000 r T v >
7 Tage 2h 2Tage 7 Tage 28 Tage
préop postop postop postop postop

Abbildung 8: Perioperative Lymphozytenverldufe nach Insufflation mit Kohlendioxid und kombinierter
Therapie mit Taurolidin/Heparin, * p<0.05 ale Gruppen 2 Stunden postop. versus préop., NPAR Test
Mann-Whitney, (n=15)

4.1.6 Die perioperaiven Granulozyten

Die préoperativen Granul ozytenwerte waren zwischen den Gruppen nicht verschieden

[p=ng].

Taurolidin:

Bel den Kontrolltieren und den mit Taurolidin behandelten Gruppen kam es nach dem
Eingriff zu einer Granulozytose [p<0.01] (Abb. 9). Da dle Tiergruppen diesen Verlauf
zeigten, scheint in erster Linie das Operationstrauma dafur verantwortlich zu sein. Hierbei
wiesen die Granulozytenwerte der Kontrollgruppe die grofite Streubreite auf. Die
intraperitoneale Applikation von Taurolidin zeigte jedoch den geringsten peripheren
Granulozytenschub [p=0.02].

19



O Laparoskopische Kontrolle O ip = v | ipiv

3500
Zellen/pl
3000 - Tt TToTrTomTrmromosmmmoomesoommseosiooomoeooos
2500 Tttt

2000 B N E R R NN

1500 Tttt

1000 T

500 T~

71+

7Tage 2h 2 Tage
préop postop postop

Abbildung 9: Perioperative Granulozyten nach Kohlendioxidinsufflation und alleiniger Therapie mit

Taurolidin, * p=0.02 ip versus Kontrolle, NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)

Taurolidin und Heparin:

Im Gegensatz dazu waren die Granulozytenwerte bel einer kombinierten Behandlung von
Taurolidin und Heparin erniedrigt und homogener (Abb. 10). Die postoperative
Granulozytose in der Kontrollgruppe (2 Stunden postoperativ) war bereits am 2.
postoperativen Tag regredient. Zu den spateren Mefdzeitpunkten waren die
Granulozytenzahlen nicht verschieden.

Unterschiedliche Granulozytenwerte beim Vergleich der alleinigen Taurolidin
applikationen und der kombinierten Therapie mit Taurolidin und Heparin wurden nur
unmittelbar postoperativ gefunden. Hierbel fuhrten die intraventsen Applikationen von

Taurolidin zu einem vermehrten Granulozytenschub. Die Kombination mit Heparin schien
diesen zu hemmen [p=0.007].
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Abbildung 10: Perioperative Granulozyten nach Kohlendioxidinsufflation und kombinierter Therapie mit
Taurolidin/Heparin, * p<0.01 Therapiegruppen versus Kontrolle, NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)

4.2  Taurolidin und Heparin zur Verhinderung von Tumormetastasen in der

offenen Chirurgie

Das Korpergewicht der konventionell operierten Tiere unterschied sich wahrend des
Beobachtungszeitraumes nicht [p=0.36]. Die Daten werden nicht angefihrt.

4.2.1 Das intraperitoneale Tumorwachstum

Das intraperitonedle Tumorwachstum unterschied sich zwischen den konventionell
operierten Tiergruppen signifikant [p=0.01].

Taurolidin:
Die intraperitoneale Applikation von Taurolidin (Median 7.0 mg, 95% Konfidenzintervall:
14-92 mg) konnte das intraperitoneale Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe
reduzieren (Median 185.0 mg, 95% Konfidenzintervall: 49-786 mg) [p=0.05] (Abb. 11).
Durch die simultane intraperitoneale und intravendse Therapie mit Taurolidin (Median
84.5 mg, 95% Konfidenzintervall: 10-300 mg) kam es ebenfalls zu einer Suppression des
intraperitonealen Tumorwachstums [p=0.1]. Die alenige intravendse Injektion fuhrte im
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Vergleich zur Kontrollgruppe jedoch zu keiner Anderung des intraperitonealen
Tumorgewichts (Median 114.0 mg, 95% Konfidenzintervall 62-1020 mg) [p=0.8].
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Abbildung 11: Intraperitoneales Tumorgewicht nach medianer Laparotomie und Therapie mit Taurolidin, *

p<0.05ip, ipiv versus konventioneller Kontrolle, NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)
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Abbildung 12: Intraperitoneales Tumorgewicht nach medianer Laparotomie und kombinierter Therapie mit
Taurolidin/Heparin, * p<0.05 ip, ipiv versus konventioneller Kontrolle, NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)
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Bel der intraperitonealen Therapie von Taurolidin/Heparin (0 mg, 95% Konfidenzintervall:
0-34 mg) [p=0.02] sowie der simultanen intraperitonealen und intravendsen Applikation
beider Substanzen (Median 4 mg, 95% Konfidenzintervall: 0-77 mg) [p=0.04] konnte
ebenso das Tumorwachstums verringert werden (Abb. 12). Die alleinige intravendse
Injektion hatte hierbel keinen tumorsupprimierenden Effekt (Median 72 mg, 95%
Konfidenzintervall: 18-310 mg) [p=0.6].

4.2.2 Das subkutane Tumorwachstum

Die Tiere der Kontrollgruppe zeigten ein geringes subkutanes Tumorwachstum (Median 0
mg, 95% Konfidenzintervall: 1-62 mg).

Tauralidin:

Sowohl die aleinige intraperitoneale Behandlung mit Taurolidin (Abb. 13) (Median 6 mg,
95% Konfidenzinterval: 4-27 mg) [p=0.9], die intravendse Injektion (Median 15 mg, 95%
Konfidenzintervall: 6-53 mg) [p=0.5], as auch die smultane intraperitoneale und
intravendse Applikation (Median 12.5 mg, 95% Konfidenzintervall: 6-59 mg) [p=0.5]

hatten keinen Einflul® auf das Wachstum der subkutanen Tumoren.
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Abbildung 13: Subkutanes Tumorgewicht nach medianer Laparotomie und Therapie mit Taurolidin im

Vergleich zur konventionellen Kontrollgruppe, p = ns, NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)
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Taurolidin und Heparin:

Die kombinierte Therapie mit Taurolidin und Heparin flhrte nach alleiniger
intraperitonealer Applikation und Resorption (Median 26 mg, 95% Konfidenzintervall: 14-
29 mg) [p=0.3] sowie nach simultaner intraperitonealer und intraventser Applikation
(Median 26 mg, 95% Konfidenzintervall: 18-139 mg) [p=0.2] zu keiner Anderung des
subkutanen Tumorgewichts (Abb. 14).
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Abbildung 14: Subkutanes Tumorgewicht nach medianer Laparotomie und kombinierter Therapie mit

Taurolidin/Heparin im Vergleich zur konventionellen Kontrollgruppe, p= ns, NPAR Test Mann-Whitney,
(n=15)

Eine intraventse Therapie beider Substanzen hatte ebenfalls keinen Effekt (Median 3 mg,
95% Konfidenzintervall: 2-42 mg) [p=0.7].

4.2.3 |nzisonsmetastasen in der offenen Chirurgie

Bei den konventionell operierten Kontrolltieren fiel im Verhdtnis zu den laparoskopischen
Tieren eine geringere Inzidenz von Metastasen im Bereich der ehemaligen Inzision auf
(Tab. 2). Die Suppression des Tumorwachstums durch die Behandlung mit Taurolidin und
Heparin fihrte daher im Vergleich zur Kontrollgruppe zu keiner statistischen Signifikanz
[p=ns]. Be zwei Tieren der Kontrollgruppe wurden im Narbengebiet Tumorknoten
gefunden, obwohl diese Tiere nur mit Ringerlosung behandelt wurden (Inzidenz: 2/15).
Ebenfals zeigten zwel Tiere nach ener intraventsen Therapie mit Taurolidin (2/15)

Tumorknétchen an der Narbe [p=ns]. Erfolgte eine aleinige intraperitoneale Applikation
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mit Taurolidin (0/15) [p=0.5], oder eine simultane intraperitoneale und intravendse
Behandlung wurden keine Metastasen gefunden (0/15) [p=0.5].

Nach der alleinigen intraperitonealen Applikation von Taurolidin und Heparin (0/15)
[p=0.5] sowie nach einer intraperitonealen Kombinationstherapie (0\15) [p=0.5] wies kein
Tier ein Tumorwachstum im Bereich des Inzisionsgebietes auf. Nach einer intravenosen
Therapie beider Substanzen wurde bei einem Tier eine Metastase an der Laparotomienarbe

indentifiziert [p=0.9].

Tabelle 2: Inzidenz von Metastasen der ehemaligen Laparotomiewunde nach intraperitonealer und

subkutaner Tumorzellapplikation 28 Tage nach dem Eingriff (n = 15)

Kontrolle | Taurolidin | Taurolidin/Heparin | Signifikanz [p]
ip 2/15 0/15 0/15 0.6
\Y 2/15 115 0.73
ipiv 0/15 0/15 1.0
Signifikanz [p] 0.6 0.85

4.2.4 Die perioperativen Leukozyten

Die préoperativen Leukozytenwerte waren zwischen den Tieren, die entweder mit

Ringerlésung (Kontrollgruppe) oder mit Taurolidin behandelt wurden, nicht verschieden

[p=ng].

Taurolidin:

Unmittelbar nach der Laparotomie kam es in alen Gruppen zu einer milden Leukopenie
[p=ns] (Abb. 15). Hierbei wiesen die Tiere, deren intravendse Therapie mit Taurolidin
erfolgte, die niedrigsten Leukozytenzahlen auf. Am zweiten postoperativen Tag wiesen
alle Gruppen eine deutliche Leukozytose auf, die bis zum letzten Mef3zeitpunkt anhielt
[p<0.05]. Die Streubreite der Leukozytenwerte innerhalb der einzelnen Gruppen nahm
hierbei jedoch ab.
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Abbildung 15: Perioperative Leukozyten nach medianer Laparotomie und aleiniger Therapie mit Taurolidin, *

p<0.05 Kontrollgruppe und Therapiegruppen préaop. versus allen Messzeitpunkten ab 2. postop. Tag, NPAR Test Mann-
Whitney, (n=15)

Taurolidin und Heparin:

Bel der kombinierten Behandlung mit Taurolidin und Heparin kam es dhnlich wie bel der
aleinigen Therapie mit Taurolidin zu einer milden postoperativen Leukopenie (2 Stunden
postoperativ), die nach simultaner intraperitonealer und intravendser Therapie beider
Substanzen am ausgepragtesten war (Abb. 16). Am 2. postoperativen Tag zeigten alle
Tiere eine reaktive Leukozytose. [p<0.05], die sich bis zum letzten Mef3zeitpunkt verfolgen
lief3. Die Streubreite innerhalb der Gruppen war jedoch geringer.

Die Leukozytenverlaufe nach intraperitonealer Applikation von Ringerlésung, aleniger
Therapie mit Taurolidin oder einer zusétzlichen Behandlung mit Heparin waren nicht

unterschiedlich.
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Abbildung 16: Perioperative Leukozyten nach medianer Laparotomie und kombinierter Therapie mit
Taurolidin/Heparin, * p<0.05 Kontrollgruppe und Therapiegruppen préop. versus allen Mef3zeitpunkten ab 2. postop.
Tag, NPAR Test Mann Whitney, (n=15)

4.25 Die perioperativen Lymphozyten

Die préoperativen, peripheren Lymphozytenwerte waren zwischen den Gruppen nicht
unterschiedlich [p=0.6] (Abb. 17).

Tauralidin:

Unmittelbar postoperativ (2 Stunden) kam es nach der medianen Laparotomie in allen
Gruppen zu einer Lymphopenie [p<0.05], die aufgrund der geringen Streubreite nach
intraperitonealer Applikation von Taurolidin am ausgepragtesten ist. Die Lymphopenie
wurde bereits am 2. postoperativen Tag kompensiert, so dass die Augangswerte nahezu

wieder erreicht wurden.
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Abbildung 17: Perioperative Lymphozytenverlaufe nach medianer Laparotomie und alleiniger Therapie mit
Taurolidin, * p<0.05 Therapiegruppen 2 Stunden postop. versus praop., NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)
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Abbildung 18: Perioperative Lymphozytenverlaufe nach medianer Laparotomie und kombinierter Therapie mit
Taurolidin/Heparin, * p<0.05 Kontrolle, iv und ipiv 2 Stunden postop. versus préop., NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)

Einen dhnlichen Lymphozytenverlauf wiesen die Tiergruppen auf, die mit Taurolidin und

Heparin behandelt wurden (Abb. 18). Postoperativ. kam es mit Ausnahme der
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intraperitoneal behandelten Tiere in alen Gruppen zu einer Lymphopenie, die nach
intravendser Therapie mit den beiden Substanzen am ausgepragtesten ist. Sie fuhrte zu
einer lang anhaltenden, aber diskreten Lymphopenie. Im Gegensatz dazu kam es nach
aleiniger intraperitonealer Behandlung mit beiden Substanzen zu ener milden
Lymphopenie mit einer raschen Erholung. Der direkte Vergleich der Lymphozytenverlaufe
zeigte, dass die deutliche Lymphopenie nach aleiniger Taurolidinapplikation (2 Stunden
postoperativ) durch die zusétzliche Therapie mit Heparin kompensiert wurde. Hingegen ist
die geringe Lymphopenie nach intraventser Taurolidininjektion (2 Stunden postoperativ)
durch die Kombination mit Heparin verstérkt worden. Dieser Unterschied konnte jedoch

nur am Operationstag beobachtet werden.

4.2.6 Die perioperativen Granulozyten

Die préoperativen Granulozytenzahlen waren zwischen der unbehandelten Kontrollgruppe
und den behandelten Gruppen nicht verschieden [p=ng].

Tauralidin:

Unmittelbar nach dem Eingriff (2 Stunden postoperativ) kam es in der Kontrollgruppe, in
der intraperitoneal und in der simultan intraperitoneal und intravenés mit Taurolidin
behandelten Gruppen zu einem Granulozytenanstieg [p<0.05] (Abb. 19).
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Abbildung 19: Perioperative Granulozyten nach medianer Laparotomie und Therapie mit Taurolidin, *

p<0.05 Kontrollgruppe, ip und ipiv préop. versus 2 h postop., NPAR Test Mann-Whitney, (n=15)
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Dieser blieb nach aleiniger, intravendser Taurolidininjektion aus [p=ns]. Obwohl die
Granulozytenzahlen eine deutliche Streubreite aufwiesen, lagen sie in den folgenden
Mef3zeitpunkten geringfligig Uber den préaoperativen Werten, welches einem milden

Granulozytenschub entsprach.

Taurolidin und Heparin:

Nach kombinierter Therapie mit Taurolidin und Heparin zeigten die Granulozyten
ebenfalls den Kurvenverlauf einer postoperativen Granulozytose (2 Stunden postoperativ)
[p=0.01], wobei der Granulozytenschub nach alleiniger intraperitonealer Therapie beider
Substanzen ausblieb [p=ns] (Abb. 20). Nach 28 Tagen konnten die praoperativen Werte

noch nicht erreicht werden.
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Abbildung 20: Perioperative Granulozyten nach medianer Laparotomie und kombinierter Therapie mit
Taurolidin/Heparin, * p<0.05 Kontrollgruppe, ip und ipiv préop. versus 2 h postop., NPAR Test Mann-
Whitney, (n=15)

Beim Vergleich der Granulozytenverléaufe nach alleiniger Taurolidinbehandlung sowie
nach einer kombinierten Therapie mit Taurolidin und Heparin zeigte sich, dass die
ausgepragte Granulozytose nach intraperitonealer Therapie mit Taurolidin (2 Stunden

postoperativ) durch die zusatzliche Applikation von Heparin vermieden wurde. Umgekehrt
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verhielt es sich nach intraventser Injektion. Die Therapie mit beiden Substanzen fuhrte
unmittelbar postoperativ (2 Stunden postoperativ) zu einer Granulozytose, welche durch
alleinige Injektion von Taurolidin nicht erreicht wurde. Diese unterschiedlichen Verléufe
in den Therapiegruppen sind nur am Operationstag beobachtet worden. Bel allen Gruppen

trat eine milde, aber langanhaltende postoperative Granulozytose auf.

4.3 Direkter Vergleich des Tumorwachstums nach der Therapie mit Taurolidin
und Heparin nach der Laparoskopie und der offenen Operation

Der direkte Vergleich der beiden Operationstechniken sollte einen méglichen Einfluf3 der

Operationsart auf das intraperitoneale Tumorwachstum, die Inzisionsmetastasen und auf

das subkutane Tumorwachstum untersuchen.

4.3.1 Das intraperitoneale Tumorwachstum

Taurolidin:

Das intraperitoneale Tumorgewicht bei den laparoskopischen Kontrolltieren (Median 52.0
mg) zeigte im Vergleich zu den konventionellen Kontrolltieren (Median 185.0 mg) ein
unterschiedliches intraperitoneales Tumorwachstum [p=0.05]. Hingegen war die aleinige
intraperitoneale Therapie mit Taurolidin (Laparoskopie: Median 7.0 mg, Laparotomie:
Median 7.0 mg) [p=0.97] als auch die intraventse Injektion (Laparoskopie: Median 89 mg,
Laparotomie: Median 114.0 mg) [p=0.8] nicht unterschiedlich. Das heif¥, dass die lokale
Therapie mit Taurolidin von der Operationstechnik unabhéngig war und zu ener
intraperitonealen Tumorreduktion fihrte. Ebenso zeigte die simultane intraperitoneale und
intraventse Applikation (Laparoskopie: Median 17.0 mg, Laparotomie: Median 84.5 mg)

[p=0.4] kein unterschiedliches intraperitoneales Tumorwachstum.

Taurolidin und Heparin:

Verglich man jene Gruppen untereinander, die intraperitoneal mit der Kombination aus
Taurolidin und Heparin therapiert wurden, so fand man nach intraperitonealer Applikation
(Laparoskopie: Median 0 mg, Laparotomie: Median 0 mg) [p=0.7], sowie nach alleiniger
intravenoser Injektion (Laparoskopie: Median 88 mg, Laparotomie: Median 72.0 mg)
[p=0.7] als auch bel der simultanen intraperitonealen und intravendsen Injektion beider
Substanzen (Laparoskopie: Median 6 mg, Laparotomie: Median 4 mg) [p=0.8] keine
Unterschiede. Das heildt, dass die zusétzliche lokale Therapie mit Heparin ebenfalls
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operationsunabhéangig (Laparoskopie mit CO, versus Laparotomie) zu einer Reduktion des

intraperitonealen Tumorwachstums fuhrte.

4.3.2 Das subkutane Tumorwachstum

Das subkutane Tumorgewicht unterschied sich in den Kontrollgruppen nicht voneinander

(Laparoskopie: Median 17 mg, Laparotomie: Median 0 mg) [p=0.3].

Taurolidin:

Die intraperitoneale Behandlung mit Taurolidin  (Laparoskopie. Median 8 mg,
Laparotomie: Median 6 mg) [p=0.9], die aleinige intravendse Therapie (Laparoskopie:
Median 38 mg, Laparotomie: Median 15 mg) [p=0.3] as auch die simultan intraperitoneal
und intravents behandelten Tiere (Laparoskopie: Median 17 mg, Laparotomie: Median

12.5 mg) [p=0.6] wiesen kein unterschiedliches subkutanes Tumorwachstum auf.

Taurolidin und Heparin:

Die Kombinationstherapie mit Taurolidin und Heparin zeigte sowohl nach alleiniger
intraperitonealer Behandlung (L aparoskopie: Median 23 mg, Laparotomie: Median 26 mQ)
[p=0.8], nach intravendser Therapie (Laparoskopie: Median 12 mg, Laparotomie: Median
3 mg) [p=0.5] as auch nach einer simultanen intraperitonealen und intravendsen
Applikation (Laparoskopie: Median 25 mg, Laparotomie: Median 26 mg) [p=0.6] keinen

Unterschied zwischen beiden Operationstechniken.

4.3.3 Das Tumorwachstum an den Inzisionen

Die Inzidenzen der Metastasen an den ehemaligen Inzisionsstellen waren zwischen der
konventionellen  Operationstechnik und der Laparoskopie mit Kohlendioxid
unterschiedlich (Tab. 3). Hierbel wiesen die beiden (nicht behandelten) Kontrollgruppen
eine Differenz auf. Die Tiere, welche mit Kohlendioxid insuffliert wurden, (Inzidenz:
10/15) zeigten mehr Rezidive an den Inzisionen, als die konventionell operierten Ratten
(2/15) [p=0.05].
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Tabelle 3: Vergleich der Trokarmetastasen nach Kohlendioxidinsufflation und der Inzisionsmetastasen an

der Laparotomienarbe der konventionell operierten Tiere

Laparoskopie mit | Konventionell Signifikanz [p]
CO2
Kontrolle 10/15 2/15 0.05
Taurolidin ip 3/15 0/15 04
Taurolidin iv 9/15 2/15 0.19
Taurolidin ipiv 4/15 0/15 0.29
Taurolidin/Heparin ip 4/15 0/15 0.28
Taurolidin/Heparin iv 13/15 1/15 0.005
Taurolidin/Heparin ipiv 5/15 0/15 0.17

Die intravendsen Behandlungen fuhrten zu deutlich groRReren Unterschieden als die
anderen Therapiestrategien. Nach ener Insufflation mit Kohlendioxid und einer
intravendsen Therapie mit Taurolidin und Heparin wiesen dreizehn Tiere Rezidive an den
Trokarstellen auf (13/15). Wurden die Tiere konventionell durch eine mediane
Laparotomie versorgt, zeigte nur ein Tier eine Metastase an der Narbe (1/15) [p=0.005].
Bei alen anderen Tiergruppen waren die Rezidive im ehemaligen Wundbereich beider

unterschiedlicher Operationstechniken gleich [p=ng].

5 Diskussion

Obwohl die instrumentelle Manipulation am Tumor und die damit verbundene
Tumorzellverschleppung als Hauptursache von Trokarmetastasen zu werten ist, wurden
auch Trokarmetastasen bei Frihkarzinomen nach laparoskopischer kolorektaler Resektion
beschrieben [17,18,22,42,56,83]. Neben den aus der konventionellen Chirurgie bekannten
Ursachen fur eine Tumorzelldissmination missen bel der Laparoskopie noch andere
Ursachen fUr Tumorzelldissiminationen konnten bel der Laparoskopie mit Kohlendioxid
zusétzliche Faktoren einen Einfluld auf das intra- und extraperitoneale Tumorwachstum
haben [9,21,23,41,53,57-59,63,74-76,78,82,84,86,88,91,100]. Experimentelle Studien
haben gezeigt, dass Kohlendioxid und ein erhdhter intraperitonealer Druck einen
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stimulierenden Effekt auf das Wachstum unterschiedlicher Tumorzellen haben kann
[37,38,45,48,93]. Zusétzlich bewirkt die durch das insufflierte Kohlendioxid verursachte
intrae und extrazelluld&re Azidose bel intraperitonealen Makrophagen eine
Funktionsanderung [47]. So konnte nachgewiesen werden, dass Kohlendioxid zu einer
gesteigerten Produktion intraperitonealer Zytokine, besonders des wachstumstimulierenden
IL-1?, fdhren kann [90,94]. Die Pathogenese der perioperativen intraperitonealen
Zytokinfreisetzung und der Ausbildung von Adhasionen ist bei malignen Grundleiden von
entscheidender Bedeutung, da eine perioperative Metastasierung und ein intraperitoneales
Tumorwachstum einerseits durch Adhasionsvorgange zwischen Tumorzellen und dem
Peritoneum [26,27] beziehungsweise dem Lymph und Gefal3system vermittelt wird und
andererseits die intraperitoneale Freisetzung von Zytokinen das Wachstum freler
Tumorzellen beeinflussen kann [4,30]. Da Kohlendioxid offensichtlich die Funktion
intraperitonealer Makrophagen beeinflusst, konnen das Insufflationsgas und der Druck
ebenfalls als Ursache fir eine Veranderung des Tumorwachstums und der damit
verbundenen lokalen Immunabwehr diskutiert werden [13,18,29,33,39,70,66,86]. Geht
man weiterhin davon aus, dass freie, vitale Tumorzellen erst durch die Adhéarenz zum
Peritoneum oder den Gefalden zu einer Metastase beziehungsweise Metastasierung fihren
konnen, so scheint auch durch eine verminderte Adhdsion an sich eine Reduktion
intraperitonealen Tumorwachstums méglich zu sein [24,25,26,27,44,62,80,97]. Weiterhin
konnte eine durch Trokarhulsen verursachte lokale Ischdmie die Inzidenz und das
Wachstum von Tumoren in Trokarkandlen, das heilt im ehemaligen Inzisionskanal,
beglnstigen. Ob die bkale Ischdmie tatséchlich fir Trokarmetastasen verantwortlich ist
oder ob das Insufflationsgas Kohlendioxid Inzisionsmetastasen beguinstigt, wurde bisher
noch nicht geklart [42,88].

Es wird offensichtlich, dass die Faktoren, die zu einer Tumorzelldissmination, Adhasion
und deren Wachstum fihren, zahlreich und komplex sind. Die verschiedenen
Pathomechanismen greifen ineinander und sind daher nicht als separate Wirkungssysteme
Zu betrachten. Geht man jedoch davon aus, dass insbesondere die Tumorzelldissimination
und die Adhasion die Wahrscheinlichkeit intraperitonealer M etastasen erhdhen, so liegt die
Vermutung nahe, dass antiadhérente Substanzen eine Bindung vitaler Tumorzellen an
Mesothelzellen verhindern und damit die Rate an lokalen Rezidiven minimieren wurden.
Zusédtzlich konnte durch den Einfluld auf intraperitoneale Zellen, einschlief3dich
Makrophagen, die Produktion von IL-1? verringert und somit die Gefahr einer

Wachstumsstimulation vermindert werden. Eine Substanz, welche nicht nur die
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Interleukin-1 Produktion von menschlichen peripheren mononukleéren Zellen (PBMC)
hemmt [4], sondern zusétzlich auch eine hoch signifikante anti-adhérente Wirkung auf
verschiedene Mikroorganismen hat [49], ist Taurolidin. Da die Inkubation von
Mikroorganismen mit Taurolidin zu einer signifikanten Supprimierung des Wachstums
fuhrte [2,512,20] und eine Vielzahl immunologischer Veranderungen induzierte
[64,98,99], lag es nahe, zunéchst diese direkte Wirkung von Taurolidin bel verschiedenen
Tumorzelllinien zu Uberprifen [44]. Zur Sicherung der in-vitro Ergebnisse wurde in einem
Tier-Modell (BD IX Ratte) der Einfluld einer intraperitonealen Ingtillation von Heparin,
Taurolidin sowie der Kombination beider Substanzen auf die Entwicklung von
intraperitonealen Metastasen und Trokarmetastasen bei einer Laparoskopie analysiert [46].
In diesem Experiment wurden die in-vitro Ergebnisse zwar bestétigt, jedoch ausschliefdich
Tiere untersucht, deren Abdomen mit Kohlendioxid insuffliert wurde. Hierbei ist weiterhin
unklar, ob die konventionelle Operation oder eine Insufflation mit Kohlendioxid
verschiedene Einflisse auf das intraperitoneale Tumorwachstum haben, und ob es
maoglicherweise Unterschiede in der Wirksamkeit der zytotoxischen und antiadhdrenten
Substanzen Taurolidin und Heparin gibt, da Kohlendioxid ein saures Milieu erzeugt.
Zusétzlich ist nicht Uberprift worden, ob eine intraperitoneale Applikation beider
Substanzen auch systemisch das Tumorwachstum beeinflussen kann, oder ob ene
intraventse Injektion zytotoxische Effekte am Organismus bewirken konnte. Andere
Tierexperimente konnten ebenfalls eine Hemmung eines intraperitonealen Neuroblastoms
durch die lokale Applikation von Cyclophosphamid [40] oder einer Inhibition von
Trokarmetastasen durch Silbersulfadiazin beobachten [101]. Jedoch ist die Inzidenz
abdominaler Neuroblastome sehr gering und die begleitenden Nebenwirkungen beider
Substanzen sind im Hinblick auf eine perioperative Therapie nicht realitétsnah.

Aufgrund der kontroversen und unzufriedenstellenden Ergebnisse existiert eine generell
anerkannte Therapie zur Verhinderung intraperitonealer Metastasen oder Fernmetastasen
bei elektiven Resektionen maligner abdominaler Tumoren bisher noch nicht.

Das Ziel der aktuellen tierexperimentellen Studie war es, die lokale und systemische
antiadhérente und zytotoxische Wirksamkeit von Taurolidin und Heparin bei der
Insufflation mit Kohlendioxid versus der konventionellen Chirurgie bei der Ratte zu
analysieren. Neben der intraperitonealen Applikation von syngenetischen Tumorzellen
wurden zur Simulation von Fernmetastasen zusétzlich Tumorzellen subkutan am Riicken

der Tiere appliziert. Taurolidin und Heparin wurden einmalig intraperitoneal instilliert, um
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den direkten Einflul3 auf das intraperitoneale Tumorwachstum zu untersuchen. Eine
intravendse Injektion anaysierte systemische Effekte beider Substanzen auf das
intraperitoneale  und  subkutane  Tumorwachstum. Lokale und  systemische
tumorinhibierende Effekte wurden durch eine simultane intraperitoneale und intraventse

Applikation beider Substanzen untersucht.

In dem aktuellen Experiment wurde, im Gegensatz zur intravendsen Injektion von 1 mi
0.5% Taurolidin, eine Suppression des intraperitonealen Tumorwachstums nach einer
intraperitonealen Therapie beobachtet. Hierdurch konnten das lokale (intraperitoneale)
Tumorwachstum sowie die Rezidive an den Inzisionen unter laparoskopischen und
konventionellen Bedingungen signifikant supprimiert werden. Das intraperitoneae
Tumorwachstum korrelierte dabei mit den Metastasen der ehemaligen Inzisionen der
Trokare beziehungsweise an der medianen Laparotomie. So fuhrte die Reduktion des
intraperitonealen Tumorwachstums auch zu einer Reduktion des Wachstums an den
abdominalen Wunden. In friheren tierexperimentellen Untersuchungen sind bereits
zytotoxische Substanzen intraperitoneal oder intramuskuldr appliziert worden, um einen
lokalen und systemischen Einfluld auf das Wachstum injizierter Tumorzellen zu
anaysieren [3,4,6,40,55,101]. Jacobi et al. untersuchten bereits in einem Rattenexperiment
(BD IX) die Wirkung von Taurolidin auf das Tumorwachstum. Dabei wurde die gleiche
Tumorzelllinie (DHD/K12/TRb) verwandt [44]. Zuvor wurde der invitro Effekt von
Taurolidin an Tumorzellen gesichert. Im zweiten Teil des Experimentes konnte eine
intraperitoneal e Suppression des Tumorwachstums im Abdomen festgestellt werden.

In dem aktuellen Experiment bewirkte eine zusdtzliche intraperitoneale Therapie mit
Heparin zwar eine weitere Reduktion des intraperitonealen Tumorgewichtes, diese war
jedoch nicht signifikant. Im Gegensatz dazu beobachteten Jacobi et al. in vorherigen
Studien eine signifikante, synergistische tumor-supprimierende Wirkung von Taurolin und
Heparin [44]. Neuhaus et a. untersuchten gleichfalls den Einflul3 von Heparin auf das
intraperitoneale Tumorwachstum im Rattenmodell und konnten die Ergebnisse von Jacobi
et a. bestétigen [65]. Die Pathogenese der Effekte von Heparin auf das Tumorwachstum
wurde insbesondere von Goldstein et a. untersucht [25,26]. Die Autoren schlussfolgerten,
dass Heparin an die Rezeptoren der Mesothel zellen des Peritoneums bindet, diese besetzt
und somit eine Reduktion der freien Rezeptoren bewirkt. Diese wiederum verhindert eine
Adhasion freier Zellen an den Rezeptoren [25]. Zusétzlich kann Heparin neben dem
Fibroblast-growth-factor (FGF) auch den Fibroblast-growthfactor-receptor (FGFR) als
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auch den Fibroblast- growth-factor-receptor4 (FGFR4) auf der Zellmembran binden [60].
Durch Besetzung von Rezeptoren wird eine adaquate Versorgung von Tumorzellen mit
Nahrstoffen erschwert, so dass die zelluldren Funktionen reduziert werden oder sogar
erliegen konnen. Dudas et al. konnten sogar einen hemmenden Effekt von Heparin auf
nukledre Transkriptionsfaktoren (wie AP-1, SP-1, ETS-1 sowie NF-?B) maligner
Leberzellen (HepG2) nachweisen [19]. Dies fuhrt zu einer Stoérung der Interaktionen
zwischen Transkriptionsfaktoren und deren korrespondierenden Oligonucleotiden. Heparin
scheint demnach Uber mindestens zwei Wirkungsmechanismen zu wirken: 1. Blockierung
der extrazelluléren Matrix durch Bindung an Membranrezeptoren [60] sowie 2. Eingiff in
die Transkription und Produktion intrazellul&rer, regulatorischer Proteine [19].

Eine Reduktion des intraperitonealen Tumorwachstums ist auch durch andere Substanzen,
den Chemotherapeutika, im Tierexperiment erreicht worden. So konnten Iwanaka et al.
nach intraperitonealer Therapie mit Cyclophosphamid das lokae Wachstum maligner
Tumoren in Méausen reduzieren [40]. Wu et al. beobachteten nach lokaler Applikation von
einprozentigem Silbersulfadiazin  ebenfalls eine Hemmung von Trokar- und
Bauchwandmetastasen [101]. Die hohe Inzidenz der Therapiegruppe (75%) stellte hierbel
im Vergleich zur Kontrollgruppe (93%) jedoch keinen eigentlichen Therapieerfolg dar und
wurde deshalb vielfach diskutiert. Neuhaus et al. konnten nach einer laparoskopischen
Operation eine Reduktion des intraperitonealen Tumorwachstums bel Dark Agouti Ratten
nach intraperitonealer Applikation von PVP-Jod nachweisen [67]. Die lokale Instillation
von PVP-Jod hatte jedoch neben der Suppression des Tumorwachstums bedeutende
Nebenwirkungen. Aufgrund seiner unspezifischen Zytotoxizitét durch freiwerdendes Jod
werden auch die Peritonealmakrophagen geschadigt, was die lokale, intraperitoneale
Immunabwehr herabsetzen und das Tumorwachstum durch eine gesteigerte
Zytokinfreisetzung aus den zelluldren Vesikeln sogar stimulieren kann [44]. Jacobi et al.
wiesen zudem nach, dass PVP-Jod zu vermehrten Fibrinausschwitzungen auf der Leber
und der Milz fuhrt. Diese konnten vermehrte Adhasionen im Oberbauch induzieren und im
gpateren Krankheitsverlauf Komplikationen im Sinne eines mechanischen Ileus nach sich
ziehen. Aufgrund dessen scheint der therapeutische Einsatz von Jod zur Prophylaxe von
Tumorrezidiven keine optimale Alternative darzustellen. Die mit erheblichen
Nebenwirkungen verbundene intraperitoneale oder intramuskulére Methotrexatapplikation
reduzierte zwar das intraperitoneale Tumorwachstum beim Kleinnager [67], jedoch ist ein
Einsatz bei elektiven Operationen nicht tolerabel. Iwanaka et al. untersuchten den Einflul3
von lokal (intraperitoneal) appliziertem Cyclophosphamid und konnten ebenfalls eine
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Suppression von Neuroblastomrezidiven an Trokarinzisonen nachweisen [40]. Da das
Neuroblastom im Gegensatz zu den kolorektalen (Adeno-) Karzinomen ein seltenes
Malignom ist und die Therapie elektiver Resektionen maligner Tumoren mit
Cyclophosphamid aufgrund der erheblichen Nebenwirkungen nicht empfohlen werden
kann, sind diese Experimente ohne bedeutende klinische Relevanz. Insgesamt scheinen die
genannten therapeutischen Strategien aufgrund der erheblichen Nebenwirkungen und der
zum Tell fraglichen Wirksamkeit in ihrer Einsatzmoglichkeit bel elektiven Operationen

maligner abdominaler Tumoren sehr begrenzt.

Im Gegensatz dazu scheinen die zahlreichen, validierten Daten fr Uherer tierexperimenteller
Studien die Suppression des intraperitonealen Tumorwachstums von Taurolidin und
Heparin zu belegen. Hierbel wurden Nebenwirkungen oder gar Komplikation in keinem
der Versuche nachgewiesen oder beobachtet [26,46,62]. Damit wére eine standardisierte,
perioperative zytotoxische Therapie bel elektiven Resektionen maligner abdominaler

Tumoren durchaus denkbar.

Im Gegensatz zur intraperitonealen Wirksamkeit von Taurolidin sowie der Kombination
aus Taurolidin und Heparin konnte in dem aktuellen Experiment keine Suppression des
subkutanen Tumorwachstums beobachtet werden. Hierfir koénnte nach erfolgter
Resorption Uber das Peritoneum eine sofortige Proteinbindung der Substanzen im Plasma
verantwortlich sein. Die fehlende tumorinhibierende Wirkung am Ricken der Tiere kdnnte
sich zusétzlich durch die ungeniigende Konzentration der Substanzen am Wirkungsort
begriinden. Das intraperitoneale und subkutane Tumorwachstum wurde durch die aleinige
intraventse Injektion von 1 ml 0.5% Taurolidin oder 1 ml 0.5% Taurolidin sowie 10 I.E.
Heparin ebenfalls nicht beeinflusst. Hierbei kdnnte auch eine zu niedrige Dosierung von
Taurolin as 0,5%ige Losung eine entscheidende Rolle spielen. So konnten Gutt et al. in
Kooperation mit unserer Arbeitsgruppe durch eine Dosiserhéhung auf 2% Taurolinlésung
eine Anderung der therapeutischen Wirksamkeit beobachten [29]. Dort erfolgte die
Injektion des zweiprozentigen Taurolidin in die Vena portae. Dies fihrte zu ener
Reduktion von Lebermetastasen. Dies konnte bedeuten, dass intravends appliziertes 0,5%
Taurolidin aufgrund der zu geringen Konzentration am Wirkungsort noch keinen
tumorsupprimierenden Einfluss hatte. Im Gegensatz dazu konnte zweiprozentiges
Taurolidin eine ausreichende systemische Suppression des Tumorwachstums im

Tiermodell bewirken und neben Lebermetastasen auch das Wachstum von Tumoren an
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anderer Lokalisation reduzieren. Eine Ursache fir die Diskrepanz unserer und der
Ergebnisse der Arbeitsgruppe Gutt konnte sich mit der direkten Toxizitét einer hoher
konzentrierten Taurolinlosung auf Tumorzellen erkléren lassen [44]. Die Quantifizierung
der notwendigen Konzentrationen am Wirkort wurde in einem in-vitro Experiment durch
McCourt et a. mit Hilfe der Bestimmung von Apoptoseraten vorgenommen [62]. Bel
Konzentrationen von 17,6uM (micro molar) konnte durch einen Annexin-V-Assay eine
Apoptoserate von bis zu 36% nachgewiesen werden. Bei hoheren Konzentrationen (88
HM) wurden die Zellen nekrotisch und konnten mittels einer Trypan blau Farbung
demarkiert werden. Dabei zeigten die Zellen eine vierfach hdhere Apoptoserate sowie eine
vierfach niedrigere Proliferationsrate als die Zellen der Kontrollgruppe, welche nur mit
Kulturmedium inkubiert wurden. Die Zellen, welche mit 15 pg/ml Taurolidin behandelt
wurden, wiesen eine der Kontrollgruppe vergleichbare Apoptoserate auf. Eine niedrige
Dosierung von Taurolidin flhrte wie bei Jacobi et al. zu einem Anstieg der Apoptose [44].
Die Nekroserate der Tumorzellen (DHD/K12/TRb) stieg hingegen mit zunehmender
Dosierung. Parallel zu diesem in-vitro Experiment wurde ein tierexperimenteller Versuch
durchgeftihrt. Bei allen Tieren (n=10, BD IX Ratten) erfolgte eine mediane Laparotomie.
Nach der intraperitoneadlen Applikation von Tumorzellen, erhielt die Kontrollgruppe
Taurolidin und PBS (phosphatgepufferte Salinelésung). Die Therapiegruppe wurde
intraperitoneal mit Taurolidin behandelt. Ohne PBS wurde das lokale Tumorwachstum
hochsignifikant supprimiert. Hierbei scheint der puffernde Effekt von PBS die
Wirksamkeit von Taurolidin zu hemmen Die in-vitro und invivo Experimente von
McCourt et a. zeigen jedoch, dass ein direkter Kontakt von Taurolidin zu Tumorzellen
erforderlich ist. Puffernde Substanzen kdnnen hingegen die Wirksamkeit von Taurolidin
aufheben. Zusétzlich konnte invitro eine Dosisabhangigkeit nachgewiesen werden.
Mehrere Arbeiten konnten diese Ergebnisse bestdtigen [4,25]. Ein zusétzlicher
intrazelluldrer Wirkmechanismus, der zu einer Apoptose fuhren kann, ist aufgrund der
geringen Molekulgroie Taurolidins und der Fahigkeit zur lonisation denkbar [44]. Jedoch
sind bel Taurolidin im Gegensatz zu anderen, intrazelluldr wirkenden Chemotherapeutika,
wie Cyclophosphymid, Methotrexat, Sulfadiazin [3,40,67,101], schwerwiegende
Nebenwirkungen auf den Organismus bisher noch nicht beschrieben worden [12]. Die
rasche Hydrolyse und Metabolisierung zu Taurultam, Methyltaurultam, Taurinamid und
als kleinstes Abbauprodukt Kohlendioxid konnten dafir verantwortlich sein, dass die
langsame intravendse Applikation von Taurolidin nur minimale Nebenwirkungen

induzieren kann [12]. Das entstehende Endprodukt Kohlendioxid kann dabei pulmonal
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abgeatmet werden und ist deshalb bei regelrechter pulmonaler Funktion unbedenklich. Die
Nebenwirkungen von Taurolidin werden wahrscheinlich von den anderen genannten
Mediatoren hervorgerufen. Bruckner und Pfirrmann beschrieben bei einer Erhthung der
infundierten Menge pro Zeiteinheit, hauptsachlich vagotone Nebenwirkungen, wie Miosis,
Tranenflul3 mit Erregung gefolgt von Sedation [12]. Die Letalitétsrate (LDsg) bel Maus,
Ratte und Kaninchen ist wegen der geringen Lodichkeit und der damit verbundenen
Volumenprobleme nicht genau bestimmbar, sie ist jedoch sehr niedrig. Bei intravendser
Applikation liegt die LDsp bei den genannten Tieren bei Uber 4 g/kg KG! Intravendse
Dosierungen von 400 mg / kg je 24 Stunden Uber 30 Tage wurden in klinischen Studien
ohne die beschriebenen Nebenwirkungen gut toleriert [20]. Aufgrund der maximalen
Loslichkeit Taurolidins von 2% (MG = 284) ist eine Erhdhung der Injektionskonzentration
jedoch nur mit Kollidon (PVP 16 oder 17, Polyvinylpyrolidon), einem
|6dlichkeitsfordernden  Stabilisator, moglich. Bei 3% ist auch mit Kollidon die
Lodlichkeitsgrenze erreicht, und die Substanz neigt dann zur Kristallisation. Da Taurolidin
in  hoheren Konzentrationen die Venenwand reizen kann, scheint eine weitere
Konzentrationssteigerung aber auch nicht sinnvoll. Tierexperimentell kam es nach rascher
intravendser Injektion (von 600 mg/ kg je 24 Stunden) jedoch zu Miosis, Tranensekretion
oder Sedation [12]. Das bedeutet, dass der Organismus 300 mg / kg KG in 24 Stunden
metabolisieren kann und Infusionsmengen diese Dosierung nicht Uberschreiten sollten.
Moglicherweise ist die hohe Reaktionsbereitschaft der Methylolgruppe des Molekiils fur
Nebenwirkungen verantwortlich zu machen. Die Ubertragung einer Methylolgruppe von
Taurolidin auf Aminogruppen der Rezeptoren von Zellen kann zu deren Funktionsverlust
fUhren. Hierdurch ist in der Abdominahohle eine Verminderung der Tumorzellelladh&sion
denkbar. Aufgrund der geringen GrofRe des Taurolidinmolekils sind neben den
Mechanismen an den Zeloberflachen jedoch auch zusdtzliche intrazelluldre
Pathomechanismen denkbar. Diese betreffen die Produktion von TNF-? oder den
Signalweg des Interleukins oder anderer Mediatoren [64,102]. Die Produktion findet
hauptsachlich in den Monozyten, Makrophagen oder zu einem geringeren Teil in der
Tumorzelle selbst statt. TNF-? ist ein proinflammatorisches Interleukin und ist bel
inflammatorischen und malignen Prozessen erhoht. Die Regulation von TNF-? sowie die
Auswirkungen der autokrinen Produktion von Tumorzellen sind bisher noch nicht
ausreichend bekannt. Wordemann et a. konnten zeigen, dass Taurolidin die Produktion
von TNF-? in mit IL-1? stimulierten, humanen Leberkarzinomzellen (HepG2, Hep3B)

reduziert [99]. Zusdtzlich foérdert TNF-? die Tumorangiogenese, eine grundlegende
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Voraussetzung fir das Wachstum von Metastasen [69]. Durch ene erhthte
Eigenproduktion von TNF-? kommt es zu ener Verminderung der zelleigenen
Apoptoserate, die mit einer Aktivierung von NF-?B (nuclear factor kappaB) verbunden ist
[89]. Dieser Prozef3 ist von der IKK (lkappaB Kinase Komplex)-spezifischen
Phosphorylierung von 1?B? (IkappaB apha) [61] und dessen Ubiquitin- Abbau durch das
Ubiquitin (Ub)/26S Proteasom System abhangig [85,89]. Zusammen mit erhdhtem ¢Jun
wird die Produktion von TNF-? stabilisiert. In die Regulation dieser beiden
Transkriptionsfaktoren sind das COP9 Signalosom (CSN) und das Ub/26S Proteasom
System involviert. CSN phosphoryliert neben anderen Proteinen zusétzlich 1?B? [81]. Ob
Taurolidin in malignen Zellen durch die Reduktion der TNF-? Produktion einen relevanten
Einfluss auf die zelleigene Proliferation oder die Apoptoserate hat, ist bislang alerdings
noch nicht bekannt. Aufgrund der geringen Molekllgréfe ist auch ein weiterer
Pathomechanismus denkbar. Taurolidin permeiert in geladener Form die Zellmembran und
kann direkt im Zytoplaama in die Signawege eingreifen. Da zahlreiche
Chemotherapeutika mit der IKK-spezifischen Phosphorylierung von PB? interagieren,
kann das fur Taurolidin ebenfalls moglich sein. Der gleiche Signalweg wird auch von
TNF-? nach einer Bindung an seinen TNF-Rezeptor (TNF-R1) genutzt. Wenn Taurolidin
mit dem IKK-System interagieren kann, scheint auch ene direkte intrazellulére

Wirksamkeit denkbar. Gesicherte Experimente liegen dazu jedoch ebenfalls noch nicht
vor.

Zusétzlich zu Taurolidin wurde in dem aktuellen Experiment Heparin eingesetzt, um eine
synergistische tumorinhibierende Wirkung zu anaysieren. Hierbei fihrte die
intraperitoneale Kombination aus Taurolidin und Heparin zu einer geringen, nicht
signifikanten Reduktion des intraperitonealen Tumorwachstums im Vergleich zur
aleinigen Taurolidintherapie. Trotzdem unterstitzen diese Daten die zusétzliche
Wirksamkeit des Heparins. Jacobi et al. zeigten bereits, dass die aleinige intraperitoneale
Applikation von Heparin das lokale Tumorwachstum hemmen kann [46]. Den
synergistischen Effekt aus einer Kombination aus Taurolidin und Heparin erklérten sich
die Autoren durch zwei verschiedene Wirkmechanismen und Wirkorte. So vernetzt
Taurolidin die Polypeptidkomplexe der Tumorzellmembran auf der Zelloberflache [27,66]
und Heparin besetzt mesotheliale Bindungsstellen [25,26,60]. Im Gegensatz zu Heparin
scheint fur die Wirksamkeit des Taurolidins der direkte Tumorzellkontakt notwendig zu

sein. Es kann dabei konzentrationsabhangig zum apoptotischen oder oder in hdheren
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Konzentrationen zu einem nekrotischen Zelluntergang kommen. Taurolidin reduziert
zusétzlich die IL-1? Produktion in den Peritonealmakrophagen [4]. Es durchaus denkbar,
dass der Wachstumseffekt der Tumorzellen aufgrund der verminderten Interleukin
roduktion ausbleibt oder reduziert wird [44]. Lanfrancone wies nach, dass das durch
Peritonealmakrophagen produzierte Interleukin-1? (IL-1?) Zellwachstum in-vivo
stimulieren konnte und einen Einfluss auf die Zelltellung hatte [55]. Somit konnte die
Hemmung der Produktion von Interleukin-1? durch Taurolidin eine Suppression des
lokalen Tumorzellwachstums bewirken. Ob dieser Mechanismus jedoch von klinischer
Relevanz ist, wurde noch nicht hinreichend untersucht. Bisherige tierexperimentelle
Untersuchungen aus der IL-17-Produktion von Peritonealmakrophagen bel Ratten zeigten
jedoch, dass Taurolidin nach einer funfstindigen Inkubation zu einer signifikanten
Reduktion fuhrt [46]. Weiterhin wurde die Produktion von IL-1? trotz LPS-Stimulation der
Makrophagen durch Taurolidin vollstandig supprimiert. Im Gegensatz hierzu zeigte sich
ein signifikanter Anstieg von IL-1? nach Inkubation mit Heparin. Obwohl Heparin
zahlreiche Rezeptoren bindet, somit auch an Peritonealmakrophagen, scheint es moglich,
dass die Interleukinproduktion hierdurch nicht beeinflusst wird. Jedoch kénnte Heparin auf
anderen Tumorzellen Interleukinrezeptoren besetzen und damit den Effekt von IL-17?

unterbinden.

Da in fruheren tierexperimentellen Studien die Wirksamkeit Taurolidins und Heparins nur
unter laparoskopischen Bedingungen geprift wurde, stellte sich die Frage, ob die
Insufflation von Kohlendioxid mit einer korsekutiven Azidose einen direkten Einfluss auf
die Wirksamkeit der Substanzen haben konnte [1]. Seit der Einfihrung der
laparoskopischen Operationstechnik wurden die Einflisse einer Laparoskopie mit
Kohlendioxid oder einer konventionellen Operation auf das intraperitoneale oder
extraperitoneale Tumorwachstum im Tiermodell und insbesondere bel elektiven
Resektionen maligner abdominaler Tumoren kontrovers diskutiert [3,7-9,10,11,14,
7,32,34,50,53,54,57,63,72,75,79,82,86,92,96]. Zur Evaluierung eines moglichen Einflusses
der konventionellen Chirurgie oder des Pneumoperitoneums mit Kohlendioxid auf das
Wachstum von malignen Tumoren und deren Metastasierungsrate wurden bisher
unterschiedliche Tiermodelle entwickelt [1,84]. Die kontroversen Angaben in der Literatur
liefRen jedoch eine endgiltige Beantwortung der Wertigkeit der Operationstechnik bisher
noch nicht zu. Einige Zellexperimente und tierexperimentelle Studien zeigten jedoch ein

vermehrtes Tumorwachstum nach einer Insufflation mit Kohlendioxid [10,33,37,47].
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Andererseits beschrieben einige Autoren, dass ein vermehrtes intraperitoneales
Tumorwachstum nach ener konventionellen, medianen Laparotomie haufiger zu
beobachten ist [1,84]. Ein direkter Vergleich ist aufgrund der vielfdtigen Tiermodelle und
deren unterschiedlicher Methodiken oft nur eingeschrankt méglich. Allendorf et a. und
Southall et al. konnten in Mausmodellen nachweisen, dass die konventionelle
Operationstechnik mittels einer Laparotomie im Vergleich zur laparoskopischen
Intervention zu einem vermehrten, intraperitonealen Tumorwachstum fuhrt [1,84]. Da
beide Autoren der gleichen Arbeitsgruppe angehodren, verwendeten sie auch identische
Tiermodelle. Syngenetische Mammakarzinomzellen (MMC) der Maus (C3H/He) wurden
intraperitoneal als Tumorsuspension ingtilliert und das resultierende Wachstum untersucht.
Das Pneumoperitoneum mit Kohlendioxid wurde mit einem Druck von 4-6 mmHg
aufgebaut. Die Beobachtungen dieser Arbeitsgruppen stehen jedoch im Gegensatz zur
Ubrigen Literatur. Die Ursache fur das vermehrte intraperitoneale Tumorwachstum wurde
in der Wahl des (mdglicherweise zu) niedrigen Insufflationsdruckes vermutet. Einige
klinische Studien bestédtigen ebenfalls die Zunahme der Resorption von Kohlendioxid aus
dem Bauchraum bei steigendem Insufflationsdruck [35,71,73]. In einem Zellexperiment
konnten Jacobi et a. ebenfalls einen wachstumsstimulierenden Effekt von CO, nachweisen
[47]. Invivo beobachteten sie in einem welterfihrenden Experiment eine Stimulation der
subkutan wachsenden Tumoren an den Trokarinzisonen bel Ratten [44]. Die
Mechanismen, die invitro oder invivo zu ener Stimulation des intraperitonealen
Tumorwachstums oder des Wachstums von Metastasen in abdominalen Organen fihren
sollen, sind jedoch verschieden. Kim et al. diskutierten den verminderten portalvendsen
Blutstrom wahrend der Laparoskopie [51]. Sie untersuchten den Einfluss der transienten
Minderdurchblutung der Leber und die Funktion der Hepatozyten sowie die Inzidenz von
Lebermetastasen im Rattenmodell. Sie konnten ein vermehrtes Wachstum von Leberfiliae
nach einem Pneumoperitoneum mit Kohlendioxid im Vergleich zur gaslosen Laparoskopie
sowie zur Laparotomie finden und schlussfolgerten, dass der intraperitoneale Druck bei
Aufbau eines Pneumoperitoneums reduziert oder vermieden werden sollte. Die Autoren
favorisierten damit die gaslose Laparoskopie bel der Resektion maligner abdomnialer

Tumoren.

Aufgrund der kontroversen Daten der tierexperimentellen und klinischen Literatur wurden
in dem aktuellen Experiment beide Operationstechniken in einem Rattenmodell untersucht,

da sie einen moglichen Einfluss auf den Effekt von Taurolidin und Heparin haben konnten.
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Hierbei  wurden  zwischen den  (unbehandelten)  Kontrollgruppen  beider
Operationstechniken zunéchst Unterschiede im Tumorwachstum nachgewiesen. Das
intraperitoneale Tumorgewicht |aparoskopisch operierter Tiere war deutlich niedriger als
das Tumorgewicht konventionell operierter Tiere. Obwohl beschrieben wurde, dass
Kohlendioxid einen stimulierenden Effekt auf Tumorzellen hat, konnte in unserem
Experiment keine Stimulation des intraperitonealen Tumorwachstums nach Insufflation
mit Kohlendioxid beobachtet werden. Obwohl in der Literatur die begleitende Azidose mit
sinkendem pH als fihrende Ursachen verantwortlich gemacht werden [47,72], scheinen die
Ursachen vielféltiger zu sein.

Aufgrund der Verhinderung von Tumormetastasen durch die Instillation mit Taurolidin
oder der Kombination aus Taurolidin und Heparin war in dem aktuellen Experiment das
intraperitoneale Tumorgewicht zwischen beiden Operationstechniken nicht mehr
verschieden. Das heifl¥t, dass der Effekt der Behandlung mit Taurolidin und Heparin nicht
durch die Operationstechnik beeinflusst wird oder dass die Unterschiede zwischen den
Operationstechniken durch die suffiziente anti-tumordse Behandlung negiert werden.
Analog zum intraperitonealen Tumorwachstum waren die Rezidive an den ehemaligen
Inzisionen in den (unbehandelten) Kontrollgruppen beider Operationstechniken
(Laparoskopie mit Kohlendioxid versus mediane Laparotomie) verschieden. Hierfir
konnte die Vermeidung des Kontakts der Tumorzellsuspension mit der Wunde bei der
medianen Laparotomie im Vergleich zur Laparoskopie verantwortlich sein. Aufgrund
einfacherer  technischer  Bedingungen  konnte, wie unter  onkologischen
Operationsbedingungen, eine Kontamination der Inzision mit freien Malignomzellen nur
bei der konventionellen Operation verhindert werden. Da sich unter den verschiedenen
Therapiestrategien in der Laparoskopie mit CO, das intraperitoneale Tumorwachstum und
die Inzidenz von Trokarmetastasen stets gleichsinnig verhielten, kann in unserem
Experiment das Insufflationsgas Kohlendioxid als Ursache nahezu ausgeschl ossen werden.
Vielmehr scheint eine Kontamination der Wunden mit der Tumorzellsuspension durch die
schwierigere Operationstechnik der Laparoskopie sowie die vermehrten, kleineren

Inzisionen verantwortlich zu sein.

Im Gegensatz zur intraperitonealen Wirksamkeit von Taurolidin und Heparin war in dem
aktuellen Experiment die singulére intravendse Therapie beider Substanzen nicht
erfolgreich. Um die Ergebnisse bei intraventsen Injektionen weiter zu Uberpriifen, missten

in folgenden Experimenten Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt werden, die eine Abhangigkeit
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des subkutanen und intraperitonealen Tumorwachstums von der Dosis einer Bolusinjektion
oder intermittierender Infusionen von Taurolidin und der Kombination aus Taurolidin und
Heparin untersuchen. Zusétzlich sollten steigende Konzentrationen anaysiert werden. Dies

zu Uberprufen, wird das Ziel kommender tierexperimenteller Studien sein.

Obwohl der Pathomechanismus von Taurolidin zum grofiten Teil zunéchst hypothetisch
bleibt, konnte durch die intraperitoneale Applikation dieser Substanz die Inzidenz und das
Wachstum von intraperitonealen Metastasen signifikant vermindert werden, ohne
hierdurch bedeutsame Nebenwirkungen zu verursachen. Die Kombination von Taurolidin
mit Heparin bel der intraperitonealen Applikation zeigte zusdtzlich einen geringen
synergistischen Effekt. Da beide Substanzen bereits im klinischen Alltag verwendet
werden, ist die vorgestellte praventive Therapie zur Verhinderung von Metastasen in der
onkologischen Chirurgie von malignen Tumoren fir eine Anwendung im klinischen
Bereich sinnvoll. Aufgrund der Ergebnisse fuhren wir eine standardisierte postoperative
Lavage mit 1500 ml 0,5 % Taurolidin bei Resektionen aller abdominalen Malignome
durch. Zur Zeit wird in einer prospektiv randomisierten Multizenterstudie die klinische
Relevanz dieser tierexperimentellen Ergebnisse am Menschen Uberprift. Hierbel wird
neben der Lavage mit 1500 ml Taurolidin 0,5% nach der Resektion des Tumors 500 ml
0,5%iges Taurolidin mit 2500 1.U. Heparin versetzt und in die Bauchhohle instilliert. In
der Vergleichsgruppe wird eine Lavage mit 0,25%iger PV P-Jod-L6sung durchgefihrt.
Zidlkriterien dieser Studie sind neben der Lokalrezidivrate und der Uberlebensrate der
Patienten auch die intraperitoneale und systemische Zytokinproduktion sowie die

Fibrinolyseaktivitét bel den Patienten im perioperativen Verlauf.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Experimentelle Studien konnten nachweisen, dass durch die perioperative, intraperitoneale
Therapie antiadhdrenter und zytotoxischer Substanzen wie Taurolidin und Heparin das
intrac und extraperitoneale Tumorwachstum nach laparoskopischen Operationen
signifikant vermindert werden kann. Hierbei war allerdings unklar, ob die Supprimierung
des Tumorwachstums durch direkte lokale oder systemische Effekte der Substanzen
hervorgerufen wurde. Deshalb sollte in der aktuellen tierexperimentellen Studie die
intraperitoneale Ingtillation mit der intravendsen Applikation von Taurolidin und Heparin
verglichen werden. Um synergistische Effekte bei der Tumorsupprimierung zu analysieren,
wurde eine simultane intraperitoneale und intravendse Applikation von Taurolidin und
Heparin durchgefiuihrt. Da der Einsatz der Laparoskopie mit Kohlendioxid in der
Malignom Therapie und der Einfluss dieser Technik auf das postoperative
Tumorwachstum immer noch kontrovers diskutiert wird, wurden die tumorinhibierenden
Effekte der Substanzen bei Verwendung der konventionellen Operationstechnik und der
Insufflation mit Kohlendioxid an der Ratte zusétzlich verglichen.

Nach der intraperitonelen und subkutanen Applikation von 10% Tumorzellen
(DHD/K12/TRb) wurden die Tiere (BD 1X Ratten) in sieben laparoskopische und in sieben
konventionelle Operationsgruppen randomisiert. Die Operationszeiten betrugen 30
Minuten. Bel der Laparoskopie wurde das Pneumoperitoneum mit Kohlendioxid aufgebaut
(8 mmHg). Neben der Inzison (g 3 mm) Uber eine im Mittelbauch platzierte
Insufflationskanile, wurden im rechten und linken Unterbauch zwei weitere Inzisionen (@
3 mm) fur Arbeitstrokare angelegt. Die konventionelle Operation erfolgte Uber eine
mediane Laparotomie (4 cm). Am Ende der Intervention wurde entsprechend der
Randomisierung die Applikation in die Abdominahdhle oder die Injektion von
Ringerlésung, Taurolidin oder Taurolidin/Heparin in die V. femoralis durchgefihrt. Die
Wundverschlisse erfolgten zweischichtig. Die Verénderungen des Differentialblutbildes
auf das Operationstrauma und auf die Applikation der therapeutischen Substanzen wurden
ermittelt. HierfUr wurden sieben Tage préaoperativ, zwel Stunden, zwel Tage-, sieben Tage

und 28 Tage postoperativ peripher ventse Blutentnahmen durchgefihrt.

1 ml 0.5% Taurolidin und die zusétzliche Therapie mit 10 IE Heparin reduzierten im
Tierexperiment nach intraperitonealer sowie simultaner intraperitonealer und intraventser
Therapie das intraperitoneale Tumorwachstum und die Inzidenz von Trokar-

46



beziehungsweise Inzisionsmetastasen. Die zusétzliche intraperitoneale Applikation von
Heparin fihrte zu einer weiteren, geringen Suppression des intraperitonealen
Tumorwachstums. Die intravendse Therapie von Taurolidin und der Kombination aus
Taurolidin/Heparin hatte keinen umorsupprimierenden Effekt. Die Verschiebungen der
Leukozytenzahlen des Differentialblutbildes wurden hauptsichlich durch das
Operationstrauma bewirkt. Die perioperativen Leukozyten wurden durch Taurolidin und
Heparin nicht beeinflusst. Die konventionell qoerierten Tiere entwickelten im Gegensatz
zu den laparoskopisch behandelten Tieren eine postoperative Leukozytose. Diese
resultierte aus einer postoperativen Lymphopenie und ener kompensierenden
Granulozytose. Im Gegensatz dazu fihrte die Kombination mit Heparin zu einer
verminderten Lymphopenie und einer geringeren Granulozytose. In diesem Tierversuch
wurden nach der Therapie mit Taurolidin und der Kombination mit Heparin keine

Nebenwirkungen beobachtet.

Die tierexperimentellen Daten dieser Studie bestatigen den tumorsupprimierenden Effekt
nach intraperitoneader Therapie von Taurolidin und Heparin. Klinische, kontrollierte,
randomisierte Studien konnten mit einem hohem Evidenzgrad die intraperitoneae
Therapie mit Taurolidin und Heparin validieren, Langzeitresultate liefern und Aussagen
uber relevante Nebenwirkungen treffen. Die intravendse Therapie der Substanzen war in
unserem Tierexperiment nicht tumorsuppressiv. Ob eine Dosiserhthung zu einer
Steigerung der systemischen Wirkamkeit fuhrt, wird Gegenstand zukinftiger Arbeiten
sein. Denkbar ist jedoch, dass erhdhte Konzentrationen am Wirkort eine Inhibition der
Zellproliferation bewirken konnte oder dass intermittierende Infusionen geringerer
Konzentrationen gleicher Dosierung einen ausreichenden Wirkspiegel aufbauen kénnen.
Obwohl die exakten Pathomechanismen von Taurolidin die Kombination mit Heparin
bisher nicht eindeutig bekannt sind, so gilt fir Taurolidin die Ubertragung von Methylol-
beziehungsweise Methylolgruppen auf Aminogruppen von Peptiden as gesichert. Im
Gegensatz dazu bindet Heparin Oberflachenrezeptoren, welche freie Zellen zur Adhésion,
oder Interleukine zur Signaltransduktion benétigen. Taurolidin vermindert die zelleigene
Produktion von TNF-?. Dadurch wird NF-?B reduziert, was eine gesteigerte Apoptose
bewirkt. Der Stellenwert dieser Signalkette ist fur Taurolidin jedoch noch nicht bewiesen
und erfordert weiterfihrende mol ekul arbiol ogische Untersuchungen.

Der detaillierte Pathomechanismus erlaubt die Suche nach strukturdhnlichen und analogen

Substanzen von Taurolidin oder Heparin. Eine Verstarkung des tumorinhibierenden

47



Effektes sowie die Reduktion unerwiinschter Wirkungen bieten neue Perspektiven in der

lokalen und systemischen Chemotherapie maligner abdominaler Tumoren.

Aufgrund der Uberzeugenden experimentellen Daten zur intraperitonealen,
tumorinhibierenden Wirksamkeit ist eine klinische Uberprifung sinnvoll. Da beide
Substanzen in der Klinik seit vielen Jahren verwandt werden und deren Nebenwirkungen
bei einer intraperitonealen Applikation gering sind, wird in einer prospektiv randomiserten
Multizenterstudie die klinische Relevanz am Menschen Uberprift. Zielkriterien sind neben
der Lokarezidiv- und Uberlebensrate auch die intraperitoneale und systemische

Zytokinproduktion sowie die Fibrinolyseaktivitét im perioperativen Verlauf.
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