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Zusammenfassung

Hintergrund: In einer Vielzahl von Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass
malignes Wachstum nach Laparotomie deutlich gesteigert sein kann. Die Mechanis-
men, welche dieser Beobachtung zugrunde liegen sind bisher nur ungentgend er-
forscht. Die Schwere des chirurgischen Traumas durch Verletzung der Bauchwand
kann mit postoperativer pulmonarer Dysfunktion korrelieren und Anderungen im Ha-
mostasesystem hervorrufen. Durch diese Beeinflussung von Organsystemen und
funktionellen Systemen konnten intra- und/ oder postoperativ Bedingungen entste-
hen, welche das Wachstum pulmonaler, hamatogener Metastasen begunstigen. Die
Hypothesen der vorliegenden Studie waren: (a) eine Reduktion des chirurgischen
Traumas und (b) die Induktion einer spezifischen Immunantwort gegen die malignen
Zellen fuhren zu einer signifikant geringeren pulmonalen Metastasierung. Beide
Hypothesen wurden im Tiermodel getestet. Die Tumorzellen wurden intravenos ver-
abreicht und bildeten pulmonale Metastasen. Methodik: In Studie 1 wurde die Inzi-
denz von Lungenmetastasen nach Laparotomie (OP) oder Anlage eines CO2 Pneu-
moperitoneums bestimmt. Insgesamt 60 Tiere wurden in 3 Gruppen aufgeteilt
(n=20/Gruppe): Kontroll-Gruppe, Laparoskopie-Gruppe und Laparotomie-Gruppe. 1 x
10° TA3Haushka Adenocarcinom-Zellen wurden direkt im Anschluss an den Eingriff
intravenos verabreicht. In Studie 2 wurde die Wirkung einer perioperativen Immun-
stimulation auf die Entstehung pulmonaler Metastasen untersucht. Insgesamt 100
Tiere wurden in 5 Gruppen aufgeteilt (n=20/Gruppe): Kontroll-Gruppe, Laparotomie-
Gruppe (OP), OP + Monophosphoryl Lipid A (MPLA), OP + lysierte Tumorzellen
(LTC), OP + MPLA + LTC. Das Vakzine bestand aus 5 x 10° lysierten TA3Ha Tumor-
zellen (LTC) und wurde finfmal praoperativ und einmal postoperativ verabreicht.
Monophosphoryl Lipid A, ein nichttoxisches Lipopolysaccharid-Derivat wurde in der
OP + MPLA Gruppe als Immunstimulans und in der OP + MPLA + LTC Gruppe als
Adjuvans verwendet. Allen Versuchstieren wurden analog zu Studie 1 10°
TA3Haushka Adenocarcinom-Zellen direkt im Anschluss an den Eingriff verabreicht.
Am 14. postoperativen Tag wurden die Tiere getotet, die Lungen entnommen und die
Anzahl der pulmonalen Metastasen bestimmt. Ergebnisse: Studie1: Verglichen mit
der Kontroll- und Laparoskopie-Gruppe entwickelten die Tiere der Laparotomie-
Gruppe signifikant mehr Lungenmetastasen. Zwischen Kontroll- und Laparoskopie-
Gruppe bestand kein statistischer Unterschied. Studie 2: Die Tiere der OP + LTC
Gruppe und OP + LTC + MPLA Gruppe zeigten signifikant weniger pulmonale Metas-
tasen im Vergleich zur OP Gruppe allein. Nur 30% der Tiere der OP + LTC + MPLA
Gruppe entwickelten Lungentumoren. Im Gegensatz dazu traten bei 100% der Tiere
der OP Gruppe Lungenmetastasen auf. Zusammenfassung: Das operative Trauma
einer Laparotomie war assoziiert mit einer deutlich gesteigerten Inzidenz pulmonaler
Metastasen. Die Induktion einer spezifischen Immunantwort gegen die intravends
verabreichten Tumorzellen bewirkte eine deutlich geringere Anzahl pulmonaler Me-
tastasen.
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Abstract

Background: Subcutaneous tumor growth and establishment is increased after lapa-
rotomy; significantly smaller increases have been noted after CO2pneumoperitoneum
(CO2 pneumo). Less is known about the impact of surgery on the fate of blood borne
tumor cells. The extent of surgical abdominal wall trauma also correlates with the ex-
tent of early postoperative pulmonary dysfunction and changes of the haemostasis.
These changes may favor lung metastases (mets) formation. This study's hypothe-
ses were: (a) a reduction in surgical trauma or (b) a specific immune up-regulation
would limit lung mets formation. An intravenous tumor cell injection lung met model
was used to test these hypotheses. Methods: Study 1 determined the incidence of
lung mets after sham laparotomy (OP) and CO2 pneumo. Three groups were studied
(n=25/group): Anesthesia control (AC), CO2 pneumo, and OP. 1 x 105 TA3Haushka
adenocarcinoma cells were inoculated via tail vein injection into all mice immediately
after surgery. Study 2 determined the impact of perioperative immunomodulation on
lung mets formation. Five groups were studied (n=20/group) : AC, OP, OP + Mono-
phosphoryl Lipid A (MPLA), OP + lysed tumor cells (LTC), or OP + MPLA + LTC. The
vaccine consisted of 5 x 105 lysed TA3Ha tumor cells (LTC) and was given 5 times
preop and once postop to the vaccine groups. MPLA, the nontoxic moiety of lipopoly-
saccharide, was used both as a vaccine adjuvant in the OP + MPLA + LTC group
and as a nonspecific perioperative immune up-regulator in the OP + MPLA group.
Five periop injections of MPLA were given to the OP + MPLA group. All mice were
given tail vein injections of tumor cells after surgery. Fourteen days after surgery all
mice were sacrificed, the lungs transected en bloc, and India ink injected into the tra-
chea. The lungs were placed in Fekete's solution to counterstain the tumor foci white.
The number of surface lung metastases was determined by two blinded observers,
separately. Results: In Study 1, there were significantly more lung tumors in the OP
group than the AC group or the CO2 Pneumo group.There were no significant differ-
ences in the number of metastases between the AC and the CO2 Pneumo groups or
in the incidence of animals in each group with 1 or more lung mets. In Study 2 signifi-
cantly fewer metastases were noted for the Op + LTC group and the OP + LTC +
MPLA group when compared to the OP group. Significantly fewer of the OP + LTC +
MPLA group mice developed one or more lung tumors than in the OP, OP + MPLA,
and the OP + LTC groups. Conclusions: Full sham laparotomy was associated with
more postoperative lung metastases than CO2 pneumo or anesthesia alone in this
murine model. Up-regulation of the immune system in the perioperative period with
lysed tumor cells, alone or in combination with MPLA, resulted in significantly fewer
postoperative lung metastases.
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Vorwort

Die Methode der Nachprifung der aufgestellten Hypothesen stammt von Karl Pop-
per. Popper vertrat die Auffassung, dal® Hypothesen nicht allein durch Experimente
bestatigt oder widerlegt werden kdnnen. Der induktive Schlufd von einer Stichprobe
auf die Grundgesamtheit wurde von Popper abgelehnt. Ich selbst betrachte eine
Schluldfolgerung, welche ausschliel3lich dem Ergebnis des Experiments zugrunde
liegt, als ungenugend. Die Hypothese oder Theorie mul in erster Linie einer logi-
schen Uberpriifung standhalten. Dieser Test entscheidet auBerdem, ob es sich um
eine wissenschaftliche Theorie handelt oder die Aussage metaphysischen Charakter
hat. Wie unterscheidet man wissenschaftliche von metaphysischen Aussagen?
Popper beschrieb in seinem Buch "Logik der Forschung", erschienen im Jahre 1934,
eine Fehlbarkeitstheorie mit deren Hilfe das sogenannte Abgrenzungsproblem, d.h.
Wissenschaft von anderen Gedanken abzugrenzen, geldst werden konnte. Er forder-
te von jeder wissenschaftlichen Theorie, dal® es mdglich sein mul3, diese logisch und
empirisch zu widerlegen. Eine Theorie, welche nicht widerlegbar ist, ist somit unwis-
senschaftlich. Besteht die Hypothese die logische Uberpriifung, folgt die praktische
Anwendung im wissenschaftlichen Experiment. Ob ein Experiment erfolgreich verlau-
fen ist, d.h. die zu testende Annahme bestatigt wurde, entscheidet sich nach der sta-
tistischen Auswertung. Es ist notwendig, die Beschrankung dieser statistischen Aus-
sage zu kennen, um den Wert des Ergebnisses beurteilen zu konnen.

Das spielt besonders dann eine Rolle, wenn der Stichprobenumfang klein ist, die Da-
ten nicht normal verteilt sind und mehrere Gruppen in einem Experiment miteinander
verglichen werden - eine typische Konstellation bei Tierexperimenten. Kann unter
solchen Bedingungen das experimentelle Resultat daruber entscheiden, ob eine
Hypothese abgelehnt oder verifiziert wird? Die Diskussion wird eine Ldsung vor-
schlagen. Hat das System die Prifung bestanden, gilt es als vorlaufig bewahrt. Je 6f-
ter sich eine Theorie bewahrt, desto sicherer ist sie. Allerdings kann eine Theorie
niemals als wahr angesehen werden, da niemand imstande ist, sie als solches zu
Uberprifen.

Berlin, im Sommer 2000
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1  Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung

Die Kenntnis der pathophysiologischen Veranderungen nach schwerem operativen
Trauma beeinflul3t die Wahl des Operationsverfahrens und ermdglicht eine problem-
orientierte pra- und postoperative Behandlung. Dies gilt insbesondere fir die Resek-
tion maligner Tumoren. Die posttraumatisch veranderte Stoffwechsellage und Funkti-
onseinschrankungen des pulmonalen- und kardiovaskularen Systems kdnnen die
hamatogene Absiedlung maligner Zellen begunstigen und so den postoperativen
Krankheitsverlauf entscheidend beeinflussen. Die Wahl einer weniger traumatisier-
enden Operationstechnik und die damit verbundene geringere Beeintrachtigung von
Organsystemen und funktionellen Systemen, wie dem Hamostasesystem, konnte mit
einem geringeren Risiko der Entstehung maligner Metastasen verbunden sein.
Zusatzlich kénnte durch Stimulation des spezifischen Immunsystems die postoperati-
ve Entwicklung sekundarer Tumore gehemmt werden. Eine Moglichkeit der Induktion
einer spezifischen Immunreaktion ware die intraperitoneale Injektion autogener Tu-
morzellfragmente in Kombination mit einem potenten Adjuvans.

1.2 Pathophysiologische Folgen operativer Eingriffe

Charakteristisch fur den Postaggressionsstoffwechsel ist der phasenhafte Verlauf.
Die Akutphase dauert ca. 12 bis 36 Stunden und ist gekennzeichnet durch massiv
erhdohte Plasmakonzentrationen von Katecholaminen, Glucagon, Cortisol und
Wachstumshormon. Die Prasens dieser katabolen Hormone flihrt zu einer ausge-
pragten Suppression der Insulinsekretion, weshalb die Akutphase auch Phase des
absoluten Insulinmangels genannt wird. In der sich anschlieBenden Ubergangs- oder
Postaggressionsphase wird Insulin wieder freigesetzt. Dies geschieht allerdings in-
adaquat, was einem relativen Insulinmangel gleichkommt. Zusatzlich besteht eine
periphere Insulinresistenz mit gestortem Glucosetransport in die Zelle. In der Repara-
tionsphase normalisiert sich die Insulinsekretion, die antiinsulinergen Hormone keh-
ren in den Normalbereich zurlick und anabole Stoffwechselreaktionen tGberwiegen [1,
2].

1.2.1 Neuroendokrine Reaktionen

Nach schwerem Trauma entwickelt sich eine Stoffwechsellage, die das Uberleben
des Organismus sichern soll. Die zentral vermittelte Steigerung der Sympathikusakti-
vitat mit vermehrter Freisetzung von Adrenalin und Noradrenalin bewirkt eine kardiale
Leistungssteigerung zur Aufrechterhaltung des Blutdrucks und fuhrt durch vermehrte
Freisetzung von Glucagon und Cortisol zum Anstieg des Blutzuckers und damit zur
schnellen Bereitstellung von Energie. Zusatzlich wird durch Aktivieren der Fettge-
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webslipase die Abgabe freier Fettsauren ins Blut geférdert und die Freisetzung glu-
coplastischer Aminosauren aus Proteinen peripherer Gewebe verstarkt [3].

Das aktivierte Renin-Angiotensin-Aldosteron-System bewirkt eine vermehrte Sekreti-
on von Angiotensin Il und fuhrt durch Vasokonstriktion zur Erhdhung des Blutdrucks.
Die durch eine erhdhte Sekretion von Aldosteron- und Antidiuretischem Hormon be-
wirkte FlUssigkeitsretention tragt durch Aufrechterhaltung des Volumenstatus eben-
falls zur Stabilisierung des Blutdrucks bei. Allerdings kann es hierbei zu Hypernatria-
mie bzw. Hypokaliamie kommen, was lebensgefahrliche Komplikationen wie Herz-
rhythmusstérungen zur Folge haben kann [4].

Die Plasmakonzentration von Glucagon ist ca. 18 — 48 h postoperativ erhéht und
verhalt sich proportional zur Schwere des Traumas. Glucagon bewirkt neben Aktivie-
rung der Lipolyse und Proteolyse eine Erhéhung des Blutzuckers durch Foérderung
der Gluconeogenese und Glycogenolyse in der Leber [4].

Das katabole Hormon Kortisol ist einer der charakteristischsten postoperativen Stoff-
wechsel-parameter. Es steigt durch vermehrte Freisetzung von ACTH innerhalb we-
niger Stunden rasch an. Bei schwer traumatisierten Patienten wurden Kortisolkon-
zentrationen von 300 mg im 24 h Sammelurin gemessen. Der Normwert betragt 15-
30 mg/ 24h. Kortisol fuhrt Gber die Aktivierung der Gluconeogenese ebenfalls zur Er-
héhung des Blutzuckers, hemmt die Insulinsekretion und setzt die Insulinempfindlich-
keit peripherer Gewebe herab. Weiterhin stimuliert es die Glucagonsekretion, steigert
die Proteolyse und mobilisiert Fettdepots. Die antiinflammatorische Wirkung, zum
Beispiel die Hemmung der Leukozyteneinwanderung in Entzindungsgebiete, kann
zur Verlangsamung zellularer Abwehrmechanismen fuhren und wird als eine der Ur-
sachen der postoperativ erhdhten Anfalligkeit fur Infektionen diskutiert [4].

1.2.2 Metabolische Veranderungen

Die wichtigsten metabolischen Effekte nach schwerem operativen Trauma sind Hy-
permetabolismus mit erhdhter Warmeproduktion, negative Stickstoffbilanz und ein
erhdhter Glukosespiegel. Unmittelbar nach dem Trauma kommt es zur exzessiven
Proteolyse im Muskel mit erhdhter Harnstoffsynthese und Ausscheidung von Stick-
stoff im Urin. Die gesteigerte Konzentration im Blut zirkulierender Aminosauren dient
unter anderem der Glukoneogenese und damit der Versorgung von glukoseabhangi-
gem Visceral- und Nervengewebe sowie den immunkompetenten Zellen. Weiterhin
werden die freien Aminosauren zur Protein-Neusynthese, zum Beispiel zur Herstel-
lung von Akute-Phase Proteinen, und zur Unterstlitzung der lokalen Reparaturvor-
gange im Bereich der Operationswunde verwendet.

Das Hauptziel des Organismus in der postoperativen Phase ist die Bereitstellung von
Glucose. In der Akutphase wird zur Versorgung der glucoseabhangigen Gewebe
Glycogen aus Leber und Muskulatur mobilisiert. Nach wenigen Stunden sind die Re-
serven jedoch aufgebraucht und Glucose muf® Uber den Weg der Gluconeogenese
bereitgestellt werden. Dazu werden glucoplastische Aminosauren aus der Muskula-
tur, lipolytisch freigesetztes Glycerin und Lactat aus dem anaeroben Stoffwechsel
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verwendet. Die bereitgestellte Glucose kann in ausreichender Menge durch die glu-
coseabhangigen Gewebe nur durch die fur den Postaggressionsstoffwechsel charak-
teristische Insulinresistenz genutzt werden. Das heil3t, daf® in den peripheren insulin-
abhangigen Geweben, wie Muskulatur, Fett- und Bindegewebe, die Glucoseaufnah-
me gedrosselt ist und dadurch vermehrt Glucose fur die insulinunabhangigen Orga-
ne, wie ZNS, Erythrozyten und Lymphatisches Gewebe zur Verfligung steht [5].

Gewebeverletzung/ -nekrose

v
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Abb. 1:  Pathophysiologische Folgen schwerer operativer Eingriffe mit Auswirkungen auf ZNS, Endo-

thel, Leber und Blutgerinnung. Wesentliche proinflammatorische Mediatoren sind IL-1, IL-6
und TNF-a. IL-1 und TNF-a bewirken unter anderem die Adh&sion neutrophiler Granulozy-
ten am Endothel. IL-6 bewirkt die Synthese Akuter-Phase-Proteine in der Leber.

Die im Rahmen des Postaggressionssyndroms auftretenden Allgemeinveranderun-
gen sind abhangig von der Schwere des operativen Traumas. Die unterschiedlich
ausgepragte Symptomatik beinhaltet unter anderem generalisierte periphere Durch-
blutungsstérungen, Funktionseinschrankung minderperfundierter Organe bis hin zum
akuten Nierenversagen, Ketoazidose, Blutgerinnungsstorungen, respiratorische In-
suffizienz und gastrointestinale Funktionsstérungen mit verminderter Darmperistaltik.
Bisher existiert keine Mdoglichkeit das Postaggressionssyndrom kausal zu behandeln.
Die Therapie beschrankt sich deshalb auf die Stabilisierung von Zirkulation und Re-
spiration sowie eine adaquate Volumensubstitution. Praventiv ist eine so weit wie
maglich atraumatische Operation von grof3er Bedeutung.
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1.3 Uberblick iiber die Pathogenese himatogener Metastasen

Der Chirurg J.C.A. Récamier beschrieb 1829 als erster die Pathogenese maligner
Metastasen. Er ging davon aus, dal3 Tumorzellen in Blutgefalle migrieren kdnnen
und nach hamatogenem Transport an einer anderen Stelle des Kdrpers Metastasen
bilden [6]. Der Internist Armand Trousseau beobachtete 1865 eine hohe Inzidenz von
oberflachlichen Venenentziindungen bei Patienten mit gastrointestinalen Tumoren
[7]. Im Jahr 1878 formulierte Theodor Billroth eine Theorie, nach welcher Tumorzel-
len in Gerinnungsthromben des Primartumors Uberleben kénnen und nach Abschei-
dung in den Blutkreislauf als Emboli im Lumen kleinerer GefalRe steckenbleiben. [8].
Diese Theorie erklart das gehaufte Auftreten von Thrombophlebitiden bei Tumorpati-
enten und verdeutlicht, da® die Verteilung der Metastasen nicht zufallig geschieht,
sondern davon abhangt, welches kapillare Strombett den Tumorembolus zuerst ab-
fangt. Diese Annahme wurde 1889 durch James Paget nach Autopsie von 735 Tu-
morpatienten erstmals bestatigt [9]. Nach Invasion der Tumorzellen in den Blutkreis-
lauf, bilden diese mit Blutplattchen, Lymphozyten und anderen Blutkomponenten
kleine Emboli. Werden diese Emboli durch das Herz transportiert, kdnnen sie im ka-
pillaren Strombett der Lunge steckenbleiben. Nach Arrest der Emboli in den Lungen-
kapillaren kommt es zur Adhasion von Tumorzellen an das Endothel und/ oder die
Basalmenbran. Der Verschlu® der Kapillaren durch die Emboli kann zur Verletzung
der Endothelzellen fuhren, so dald ein direkter Kontakt zwischen Tumorzellen und
extrazellularer Matrix mdglich wird. Nach der Adhasion migrieren die malignen Zellen
ins Lungenparenchym, wobei die extrazellulare Matrixbarriere durch proteolytische
Enzyme aufgespalten wird (Abb. 2). Die anschliel’iende Entwicklung von Makrome-
tastasen ist davon abhangig, ob der zur Ernahrung der Zellen notwendige neoangio-
genetische Prozel} aktiviert werden kann.
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1. Primértumor 2. Neoangiogenese

5. Transport

7. Adhérenz

Abb. 2: Pathomechanismen der Entstehung pulmonaler maligner Metastasen
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Das Einsprossen von Blutgefallen in Tumorgewebe ist die Grundlage fur das
makroskopische Wachstum von Primartumoren und Metastasen. Zusatzlich erlangt
der Tumor durch die Vaskularisierung das Potential der hamatogenen Absiedlung
maligner Zellen. Da die meisten invasiven Tumoren zum Zeitpunkt der Diagnose be-
reits vaskularisiert sind, ist anzunehmen, dal} bei einem grol3er Teil der Tumorpatien-
ten bereits Fernmetastasen existieren [10, 11]. Diese sekundaren Tumoren kénnen
als Mikrometastasen jahrelang symptomlos im Gewebe verweilen und sind deshalb
nur schwer identifizierbar. Das Wachstum der Mikrometastasen wird unter anderem
durch die Resektion des Primartumors aktiviert.

1.4 Regulation der Tumorangiogenese

Die Untersuchung der pathophysiologischen Zusammenhange zwischen Resektion
des Primartumors und gesteigertem sekundaren Tumorwachstum ist seit Jahrzehn-
ten ein wesentlicher Bestandteil der onkologischen Forschung. Dabei stand die Fra-
ge im Vordergrund, ob die Resektion des Tumors und/ oder das mit der Operation
assoziierte Trauma dieses gesteigerte sekundare Tumorwachstum bedingen. Die
Entdeckung, vom Primartumor exprimierter, angiostatisch wirksamer Proteine (Angi-
ostatin, Endostatin), die das Wachstum vorhandener Mikrometastasen hemmen, er-
klart die Beobachtung des vermehrten Auftretens sekundarer Tumore nach Resekti-
on des Primartumors [12, 13]. Diese Theorie soll kurz dargestellt werden:

Eine Korperzelle, die aufgrund einer genetischen Veranderung maligne entartet, pro-
liferiert ungehindert bis zur GroRe von 1 bis 2 mm. Wahrend dieser Zeit ernahrten
sich die Tumorzellen durch Diffusion. Ohne die anhaltende Zufuhr von Sauerstoff und
Nahrstoffen kann der Mikrotumor nicht beliebig weiter wachsen. Es bedarf der An-
bindung an das Blutgefalisystem [14]. Der Prozeld der Tumor-Angiogenese wird ei-
nerseits durch Produktion angiogenetischer Proteine, wie acitic fibroblast growth fac-
tor und vascular enrothelial growth factor angeregt, kann andererseits aber auch
durch Abnahme der Konzentration angiostatisch wirksamer Proteine wie Throm-
bospondin aktiviert werden. Diese Hypothese wurde 1996 durch eine Entdeckung
von O'Reilly et. al. wesentlich gefestigt [12]. Es wurde beobachtet, dal} der Primar-
tumor die Angiogenese seiner Metastasen hemmen und dadurch ihr Wachstum wir-
kungsvoll inhibieren kann. Dieser Prozel3 wird durch einen Angiogenese-Inhibitor
vermittelt, welcher vom Primartumor selbst produziert wird. O'Reilly nannte dieses
Protein Angiostatin. Es handelt sich um ein 38 kD Protein, welches eine Homologie
zu Plasminogen aufweist und ein spezifischer Inhibitor der Endothelzellproliferation
ist. Im Jahr 1997 entdeckte dieselbe Arbeitsgruppe das zweite antiangiogenetisch
wirksame Protein — Endostatin [13]. Auch diese Substanz wird vom Primartumor
selbst produziert und hemmt das Wachstum seiner Metastasen. Endostatin ist ein C-
terminales Fragment von Kollagen XVIII und wirkt ebenfalls durch Inhibition der Proli-
feration von Endothelzellen [15].

Nach Resektion des Primartumors kommt es zum Wegfall dieser Angiogenese-
Inhibitoren. Die Folge ist ein gesteigertes Wachstum der vorhandenen Mikrometasta-
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sen. Diese Interaktion zwischen Primar— und Sekundartumor verdeutlicht, welcher
komplexe Mechanismus der Beobachtung der vermehrten Entwicklung von Metasta-
sen nach Tumorresektion zugrunde liegt.

1.5 Ausgesuchte Tierexperimente zur postoperativen Tumorentwicklung

Ein invasiver, gut vaskularisierter Tumor kann auf hamatogenem Weg taglich mehre-
re Millionen maligne Zellen freisetzen [16, 17]. Allerdings Uberleben nur ca. 0,01%
dieser zirkulierenden Tumorzellen den Metastasierungsprozeld. Ein Grund dafur ist
die hohe mechanische Belastung, welcher die Zellen im Blutkreislauf ausgesetzt sind
[18]. Eine Verringerung dieser mechanischen Belastung durch Senkung des Blut-
drucks und Verlangsamung der Stromungsgeschwindigkeit des Blutes kdnnte den
Prozell der hamatogenen Absiedlung maligner Zellen begunstigen. Mosley et. al. un-
tersuchten im Mausmodell die Wirkung der Amputation einer hinteren Extremitat auf
die Entwicklung pulmonaler Metastasen [19]. Alle Tiere trugen zum Zeitpunkt der
Amputation ein bereits in der Flanke etabliertes, metastasierendes ,Lewis lung“ Kar-
zinom. Die schwer traumatisierten Tiere entwickelten im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine deutlich hohere Anzahl pulmonaler Metastasen. Ursachen fur das vermehrte
Tumorwachstum koénnten die postoperative Einschrankung der Lungenfunktion und
die traumabedingte Aktivierung des Hamostasesystems sein. Beides beeinflul3t das
pulmonale Mikromilieu und somit den dort stattfindenden Absiedlungsprozel} der ma-
lignen Zellen. Im Folgenden werden ausgewahlte Aufsatze zu diesem Thema vorge-
stellt. Es sei im voraus vermerkt, dal’ es sich dabei ausschlie3lich um Tierexperimen-
te handelt.

1.5.1 Pulmonaler Arrest hamatogen zirkulierender maligner Zellen

Bishop et. al. untersuchten die pulmonale Absiedlung im Blut zirkulierender Tumor-
zellen nach Laparotomie [20]. Es konnte gezeigt werden, dal} die Anzahl in der Lun-
ge arrestierender Tumorzellen bei den laparotomierten Tieren, im Vergleich zur Kon-
trollgruppe, signifikant gesteigert war. Dazu wurden 10° radioaktiv markierte Masto-
zytomzellen zwei Stunden nach durchgefiuhrter Laparotomie intravends injiziert und
die pulmonale Radioaktivitat bestimmt. Anschlieend wurde der Versuch mit B16 Me-
lanomzellen wiederholt. Auch in diesem Experiment war die Anzahl der pulmonal
nachgewiesenen radioaktiv markierten B16 Melanomzellen nach Laparotomie deut-
lich erhoht. Trotz der ahnlichen Ergebnisse wurden nur nach Injektion der B16 Mela-
nomzellen signifikant mehr pulmonale Metastasen nachgewiesen. Die intravendse
Applikation der Mastozytom Zellen hatte keinen Einflu® auf die Entwicklung von Mak-
rometastasen. Bishops Beobachtungen machen deutlich, dal’ die einzelnen Schritte
der Tumorpathogenese, ausgehend vom Arrest der Zellen in den Lungenkapillaren
uber die Extravasation ins Parenchym bis hin zur Entwicklung der Makrometastasen,
von der Aggressivitat und Immugenitat der verwendeten Tumorzellen abhangig sind.
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Die Anzahl makroskopischer Metastasen als einzige zu untersuchende GroRRe, kénn-
te deshalb zu falschen Schluffolgerungen fuhren.

Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um C.J. Bishop wurden mehrfach bestatigt. Skol-
nik et. al. zeigten, dal® nach bilateraler Femurfraktur die Anzahl von i.v. injizierten, ra-
dioaktiv markierten malignen Zellen in der Lunge, im Vergleich zur Kontroligruppe,
verdoppelt war [21]. Ebenso beobachteten Page et. al. einen 2-fach gesteigerten
pulmonalen Arrest intravends applizierter Tumorzellen nach operativer Eréffnung der
Bauchhohle [22]. Durch perioperatives Verabreichen von Morphium konnte die er-
hohte Anzahl pulmonaler Tumorzellen bei laparotomierten Tieren auf das Niveau der
Kontrollgruppe reduziert werden. Gleichzeitig wurde ein deutlicher Abfall der trauma-
bedingten hohen Kortisol-Plasmakonzentration beobachtet. Ein kausaler Zusam-
menhang zwischen diesen beiden Beobachtungen wurde von Fidler I. J. et. al. und
Kodama M. et. al. untersucht [23, 24]. Beide Arbeitsgruppen beobachteten einen sig-
nifikant gesteigerten Arrest von radiomarkierten malignen Zellen in der Lunge nach
Verabreichen von Triamcinolon und Hydrokortison. Kodama et. al. konnten zusatzlich
eine deutlich verminderte Uberlebenszeit der Versuchstiere und eine signifikant ge-
steigerte Anzahl von pulmonalen Metastasen nach Gabe von Hydrokortison nach-
weisen.

Van den Brenk et. al. zeigten, dal} die Verabreichung von Katecholaminen eine ahn-
liche Wirkung auf die Entwicklung von Lungenmetastasen haben kann [25]. Die
intraperitoneale Injektion von Adrenalin fuhrte zu einer signifikanten Steigerung der
Anzahl pulmonaler Metastasen. Die erhohten Konzentrationen von Glukokortikoiden
und Katecholaminen nach schwerem operativen Trauma konnen allerdings nur zum
Teil mit dem gesteigerten Tumorwachstum in Verbindung gebracht werden. Bishop
et. al. zeigten, dal® auch beidseitig adrenalektomierte Tiere, nach Laprotomie, eine
deutlich gesteigerte Anzahl maligner Zellen im kapillaren Strombett der Lunge auf-
weisen [20]. Ursachen dieser Beobachtung kénnten die, nach Laparotomie erheblich
eingeschrankte Lungenfunktion und das aktivierte Blutgerinnungssystem sein. Beide
Mechanismen werden spater noch ausfuhrlicher dargestellit.

1.5.2 Operatives Trauma und die Entwicklung von Fernmetastasen

Takekoshi et. al. beobachteten nach Resektion subkutaner, in der Flanke von Ratten
etablierter Mammakarzinome mit anschlielender Laparotomie eine wesentlich erhoh-
te Anzahl pulmonaler Metastasen als nach Tumorresektion allein [26]. Sellwood et.
al. zeigten, dal} laparotomierte ,Wistar® Ratten, welchen zuvor intravents maligne
Zellen injiziert wurden, verglichen mit der Kontrollgruppe, eine deutlich gesteigerte
Anzahl von Makrometastasen entwickelten [27]. In einem weiteren Experiment, wel-
ches sich durch Verwendung einer anderen Tierart (,C-minus“ Mause) vom ersten
Versuch unterscheidet, konnten Sellwood et. al. die Hypothese der traumabedingten
gesteigerten pulmonalen Tumorabsiedlung nicht verifizieren [28]. Das gleiche Ergeb-
nis beobachteten Schatten et. al. nach i.v. Injektion von S-91 Melanom-Zellen in
DBA-strain Mause [29]. Eine Laparotomie flhrte bei diesem Tiermodell zu keiner ge-
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steigerten pulmonalen Tumorabsiedlung. Hattori et. al. untersuchten den Einflu® von
Thorakotomie, Thorakolaparotomie und Laparotomie auf die Entwicklung pulmonaler
Metastasen [30]. Thorakotomie und Thorakolaparotomie bewirkten eine signifikant
héher Anzahl von Lungenmetastasen und eine deutlich verringerte 50- Tage Uberle-
benszeit. Das chirurgische Trauma einer Laparotomie hatte im Gegensatz zur Thora-
kotomie keinen EinfluR auf Tumorwachstum und Uberlebenszeit. Das Experiment
von Hattori et. al. zeigt, dal die Schwere des operativen Traumas erheblichen
Einfluld auf den postoperativen Krankheitsverlauf maligner Erkrankungen haben
kann. Im Tierexperiment ist zusatzlich Art, Alter, Gewicht und Allgemeinzustand der
Versuchstiere von entscheidender Bedeutung.

1.5.3 Postoperatives Wachstum von Primartumoren

Buinauskas et. al. injizierten "Walker 256" Tumorzellen in das subkutane Fettgewebe
von Holtzman Ratten und beobachteten den Einflul einer Zdliotomie auf die Entwick-
lung solider, subkutaner Primartumoren [31]. Die Laparotomie mit anschlieRender
Resektion des Zakums fuhrte zu einer deutlich gesteigerten GroRenzunahme der
Tumoren mit signifikant reduzierter Uberlebenszeit der Versuchstiere. Zéllner et. al.
injizierten ,Pankreas Adenokarzinomzellen in das Fersenpolster von BD X Ratten
und untersuchten den Einflul einer Laparotomie auf das Tumorwachstum [32]. Die
laparotomierten Versuchstiere entwickelten signifikant groRere Tumoren und wiesen
eine deutlich vermehrte regionale Lymphknotenmetastasierung auf. Die Ergebnisse
beider Experimente deuten auf einen engen Zusammenhang zwischen operativem
Trauma und Tumorwachstum hin. Die Autoren machen die posttraumatisch einge-
schrankte Funktion des Immunsystems fiur das gesteigerte Tumorwachstum verant-
wortlich. Es wird vermutet, dal} die Immunabwehr der laparotomierten Versuchstiere
auf die malignen Zellen nur noch bedingt reagieren kann, was eine vermehrte post-
operative Tumorentwicklung zur Folge hat.

Die klinische Situation unterschiedet sich vom Experiment allerdings betrachtlich. Im
Gegensatz zu den synergetischen Tumorzellen, welche den Versuchstieren verab-
reicht werden, handelt es sich beim Tumorpatienten um autogene Zellen, d.h. kor-
pereigene Zellen gegen die der Organismus von vornherein keine wirkungsvolle Im-
munreaktion initiieren kann. Die posttraumatisch eingeschrankte Immunfunktion des
Patienten hat demnach eine weitaus geringere Bedeutung flr die Entstehung von
Metastasen als bisher angenommen [33].



Tab. 1 Zusammenfassung der unter 1.5 beschriebenen Experimente

EinfluBgrofe Zielgrolie Ergebnis Tiermodell Arbeitsgruppe
Amputation pulmonale C57BL/10 Mause, Mosley et. al., 1978
(hintere Extremitat) ~ Metastasen 0 Lewis-Lung-
Carzinoma
Laparotomie pulmonaler Arrest 0 P-815 Mastozytom
maligner Zellen Zellen, DBA/2-Mause
Bishop et. al. 1982
Laparotomie pulmonaler Arrest 1 B16- Melanom-
maligner Zellen, zellen, C57BL Mause
pulmonale 0
Metastasen
bilaterale pulmonaler Arrest 1 Wistar-Ratten, Skolnik et. al. 1980
Femurfraktur maligner Zellen Zellen induzierter
Sarkome
Laparotomie pulmonaler Arrest 1 Fisher Ratten, Page et. al. 1998
maligner Zellen MADB106 Zellen
Kortikosteroid pulmonaler Arrest 1 C57 Mause, Fidler et. al. 1972
(Triamcinolon) maligner Zellen B16 Melanomzelln
Kortikosteroide pulmonaler Arrest 2 Swiss/ICR Mause, Kodama et. al. 1975
(Cortisol) maligner Zellen, Ehrlich-Aszitis-
pulmonale 1 Tumorzellen
Metastasen, 1
Uberlebenszeit
Katecholamine pulmonale SPF Caworth Ratten, van den Brenk et. al.
(Adrenalin) Metastasen T W256-Tumor- 1976
zellen
Laparotomie + pulmonale SD Ratten, Takekoshi et. al. 1984
Resektion d. Metastasen T MRMT-1 Mamma-
Primartumors tumorzellen
Laparotomie pulmonale Wistar Ratten, Sellwood et. al. 1968
Metastasen T Walker Tumor-
zellen
Laparotomie pulmonale <« C-minus Mause, Sellwood et. al. 1968
Metastasen Landschutz-Tumor-
zellen
Laparotomie pulmonale - DBA Mause, Schatten et. al. 1958
Metastasen S-91 Melanom-
zellen
Thorakotomie pulmonale Donryu Ratten,
Laparo- Metastasen 0 SCL-Tumorzellen
thorakotomie Hattori et. al. 1978
Laparotomie pulmonale AN Donryu Ratten,
Metastasen SCL-Tumorzellen
Laparotomie + Wachstum solider T Holtzman Ratten, Buinauskas et. al. 1958
Zakumresektion subcutaner Walker 256 Zellen
Tumore
Laparotomie Wachstum solider 0 BDX Ratten, Zoller et. al. 1989

subcutaner
Tumore

BSp73AS-Pancreas
Karzinomzellen
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1.6 Behandlung maligner Erkrankungen durch Immuntherapie

1.6.1 Unspezifische Inmuntherapieansitze

Zu Beginn des letzten Jahrhunderts beobachtete der New Yorker Chirurg William Co-
ley, dald bakteriell infizierte Hauttumoren, im Vergleich zu nicht infizierten Maligno-
men, eine erhohte Ruckbildungstendenz aufweisen. Coley induzierte lokale, bakteri-
elle Infektionen im Tumorbereich und erzielte einige eindrucksvolle Behandlungser-
folge [34].

Die Hypothese, dald eine unspezifische Stimulation des Immunsystems malignes
Wachstum inhibieren konnte, ist in des letzten Jahrzehnten intensiv untersucht wor-
den. Die meiste Aufmerksamkeit wurde dabei dem Tuberkuloseimpfstoff BCG (Bacil-
lus Calmette-Guerin) gewidmet. Von den verschiedenen Therapieansatzen mit BCG
ist allerdings nur die lokale Instillation zur Prophylaxe des Blasenkarzinomrezidivs
Ubriggeblieben. Als einen Wirkmechanismus vermutet man die Ansammlung anti-
genprasentierender Zellen im Rahmen der durch BCG ausgel6sten, lokalen Entzun-
dung. Diese antigenprasentierenden Zellen konnen wiederum T-Zellen aktivieren und
so eine zellulare Immunantwort gegen maligne Zellen ausldsen [33].

Neben zahlreichen anderen Substanzen zur Immunstimulation findet vor allem das
Antihel-mintikum Levamisol Verwendung in der Tumortherapie. Mehrere Klinische
Studien zeigten, dal die Rezidivrate bei Patienten mit radikal reseziertem Kolonkar-
zinom und anschlielender adjuvanter Therapie bestehend aus 5- Fluorouracil (5-FU)
und Levamisol, im Vergleich zur alleinigen Gabe von 5-FU, gesenkt werden kann
[35]. Levamisol stimuliert die zellulare Abwehr durch Potenzierung der T-
Lymphozyten-Differenzierung bei Antigenstimulation. AuRerdem kommt es zur Erho-
hung der Aktivitat der Effektor-Lymphozyten und der zytotoxischen T-Zellen. Weiter-
hin besteht die Mdglichkeit einer direkten antiproliferativen Wirkung von Levamisol
auf die malignen Zellen, wie sie unter anderem der Tumortherapie mit Interferon o
zugeschrieben wird [33]. Neben Interferon wird Interleukin-2 (IL-2) zur unspezifischen
Immuntherapie maligner Tumore eingesetzt. Die hochdosierte Applikation von IL-2
bei Patienten mit Nierenzellkarzinom bewirkte eine Verbesserung der CR-Rate
(complete remission) [36]. IL-2 steuert Proliferation und Differenzierung naiver T-
Zellen, beeinfluft aber auch das Wachstum von B-Lymphozyten und naturlicher Kil-
lerzellen [37].

1.6.2 Spezifische Inmuntherapieansiatze

Die Geschichte der Tumorvakzinierung beginnt 1777 mit einem Selbstversuch des
englischen Arztes John M. Nooth, der sich mehrfach Tumorgewebe eines Patienten
injizierte, um so das Auftreten eines eigenen malignen Tumors zu verhindern [38].
Wissenschaftlich fundiertere Experimente zu diesem Thema wurden erst in den funf-
ziger Jahren des letzten Jahrhunderts durchgefiihrt. Klein et. al. zeigten, dall die
Vakzinierung von Versuchstieren mit Tumorzellen desselben Inzuchtstammes, das
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Wachstum eines spater transplantierten Tumors deutlich inhibierte [39]. Diese spezi-
fische Immunreaktion war durch Lymphozyten auf andere Tiere Ubertragbar. Im Ge-
gensatz zu synergetischen malignen Zellen sind autogene Tumorzellen meistens
nicht immunogen genug, um eine wirkungsvolle Immunreaktion auslésen zu kdnnen
[40]. Ihre Immunogenitat kann durch gleichzeitiges Verabreichen adjuvanter Sub-
stanzen wesentlich gesteigert werden. Nach der erfolgreichen Anwendung in unter-
schiedlichen Tiermodellen wurden zahlreiche klinische Studien durchgefiuhrt, welche
in der Mehrzahl enttauschend ausfielen [33]. Die beiden vielversprechendsten Ent-
wicklungen der modernen Tumorvakzinierung sollen im Folgenden kurz dargestellt
werden:

Tumorzellen exprimieren spezifische Antigene, welche durch MHC-Klasse | Molekile
auf der Zelloberflache prasentiert werden. Um eine naive CD-8 positive Zelle zu akti-
vieren, mul} diese eine Bindung mit dem MHC-I Molekll und einem costimulierenden
Rezeptor eingehen. Diese costimulierenden Molektle (B7.1/B7.2 oder CD80/CD86)
werden von der Tumorzelle nicht exprimiert, d.h. die immunkompetente Zelle kann
nicht aktiviert werden. Transfiziert man die Tumorzelle mit dem Gen, welches fir B7
kodiert, exprimiert diese den costimulierenden Rezeptor und die naiven CD-8 positi-
ven T-Zellen werden aktiviert [41].

costimulatorischer I I
Rezeptor [CD28]
—

MHC- tumorspezifisches Ag
Klasse |

—

maligne Zelle, die Ag, aber keine naive CD8 T-Zelle kann Folgen kénnen Anergie und/ oder
costimulatorischen Molekiile exprimiert nicht aktiviert werden Apoptose der CD8 T-Zelle sein

(1) costimulatorischer I D
Rezeptor [B7] — . —_—
] - = - :

Transfektion der Tumorzelle mit B7 naive CD8 T-Zelle wird aktiviert Tumorzelle kann zerstort werden

Abb. 3: Transfektion von Tumorzellen mit den Genen flr den costimulatorischen Rezeptor B7 erhoht
ihre Immugenitat

Eine andere Mdoglichkeit der Induktion einer tumorspezifischen Immunantwort ist die
Gen-modifikation oder Antigenbeladung von antigenprasentierenden, dendritischen
Zellen. Ent-sprechend den Langerhanszellen der Epidermis kdnnen dendritische Zel-
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len Antigene aufnehmen, in die regionalen Lymphknoten wandern und naive T-
Zellen aktivieren. Dentritische Zellen exprimieren alle wichtigen costimulierenden
Rezeptoren sowie MHC-Klasse | und MHC-Klasse Il Molekule. Diese Oberflachenre-
zeptoren ermdglichen es ihnen, nicht nur zytotoxische T-Zellen zu aktivieren, son-
dern auch eine dauerhafte, humorale Immunantwort mit Differenzierung von T-

Gedachtniszellen zu initiieren [33].
S@

CD4 T-Zellen kénnen
B-Zellen aktivieren

® @
Tumor-Antigene

Antigen prasentierende Zelle (APC)
APC aktivieren CD4 T-Zellen

Antikérper gegen

(s Tumorzellen aktivierte T-Zellen

aktivvierte B Zelle
(Plasmazelle)

aktivierte immunkompetente Zellen kénnen die malignen Zellen zerstéren

Abb. 4: APC koénnen Tumorantigene in Kombination mit einem costimulatorischen Signal auf ihrer
Oberflache exprimieren und dadurch T- und B-Zellen aktivieren

1.6.3 Verstarkung der Immunreaktion durch das Adjuvans Monophosphoryl-Lipid-A

Monophosphoryl Lipid A (MPL-A) ist ein Derivat der Lipopolysaccharide gramnegati-
ver Bak-terien. Es entsteht durch Phenolextraktion der Bakterienzellwande mit an-
schlieBender Ent-toxifizierung durch Versetzen mit Salzsaure. Der Toxizitatsverlust
korreliert mit dem Wegfall der Phosphatgruppe in der Position 1 des reduzierten Zu-
ckers. Das entstandene Monophos-phoryl Lipid A ist 1000 mal weniger toxisch als
das anfangs vorhandene Diphosphoryl-Gly-colipid [42]. Lipopolysaccharide bestehen
im wesentlichen aus zwei Anteilen, einem Polysaccharid, welches ein hochpotentes
Antigen darstellt und dem adjuvanten Lipid A, welches die Reaktion des Immunsys-
tems auf das Antigen massiv verstarkt [43]. Durch den Prozel3 der Enttoxifizierung
wird die Immugenitat des Antigens fast vollstandig aufgehoben, so dal® es nach Ve-
rabreichen des entstandenen Monophosphoryl Lipid A zu keinerlei toxischen Neben-
wirkungen kommt [44, 45].

MPL-A ist ein pleiotrop wirksames Glycolipid, dem in erster Linie adjuvante Eigen-
schaften zugesprochen werden, d. h. im Gemisch mit einem Antigen wird die Im-
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munantwort gegen dieses Antigen verstarkt. Ein mdglicher Mechanismus dieser re-
sultierenden, erhdhten Immugenitat des Antigens wird im Folgenden kurz dargestellt:
Ein nichtbakterielles Proteinantigen, zum Beispiel ein spezifisches Tumorprotein, wird
vom Makrophagen erkannt, aufgenommen und automatisch auf der Oberflache der
antigenprasen-tierenden Zelle exprimiert. Allerdings wird der Makrophage nicht akti-
viert, d. h. er exprimiert nicht die notwendigen costimulierenden Zelloberflachenre-
zeptoren, welche den Kontakt mit der T-Zelle ermdglichen [46]. Moore et. al. beo-
bachteten, dal} die intraperitoneale Injektion von MPL-A, die Expression der costimu-
lierenden Rezeptoren B7-1 auf Peritonealmakrophagen signifikant erhdht [47]. Durch
diese Stimulation des Makrophagen mit Expression der costimulierenden Signale,
sind T-Zellen jetzt in der Lage, das nicht-bakterielle Antigen zu erkennen und eine
Immunantwort auszuldsen.

Abb. 5:  Strukturformel Monophosphoryl LIpId-A [R1: C14-O-C14 1 Rz: C14-OH 1 R3: C14-O-C14 I
R4: C14-OH]

Monophosphoryl Lipid A wurde in zahlreichen Studien als Adjuvans verwendet und
fuhrte bei jeder Anwendung zu einer erhohten Immunantwort gegen das zusatzlich
verabreichte Antigen [48, 49, 50, 51, 52, 53]. Neben der adjuvanten Wirkung konnten
auch direkte Einflusse auf immunkompetente Zellen nachgewiesen werden. Inkubati-
on von Peritoneallymphozyten mit MPL-A bewirkte die Expression von Interferon-y
und Interleukin-2 [54, 55]. Beide Zytokine gehdren zum charakteristischen Profil von
TH-1 Helferzellen, einer funktionellen Klasse der CD-4 positiven Lymphozyten. TH-1
Helferzellen vermitteln zellulare Immunreaktionen, aktivieren Makrophagen und re-
gen B-Zellen an, opsonierende Antikorper zu bilden. Moore et. al. bestatigten, dafl
MPL-A die Differenzierung von CD-4 T-Lymphozyten in TH-1 Helferzellen induziert
und dadurch antigenprasentierende Zellen aktiviert werden [47].

Die zellulare Immunantwort beginnt mit der Stimulation naiver, CD-8 positiver T-
Zellen, welche sich in zytotoxische T-(Killer) Zellen (CTL) umwandeln und die anti-
genpositiven (Ag®) Zielzellen zerstéren. Das Antigen muB in Verbindung mit einem
MHC-I Rezeptor auf der Oberflache der Zielzelle exprimiert werden. Cho et. al. beo-
bachteten, da® B16 Melanomzellen nur eine geringe Anzahl von MHC-I Rezeptoren
exprimieren [56]. Nach Stimulation mit MPL-A war die MHC-I Expressionsdichte der
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B16 Melanomzellen deutlich erhoht. Als eine der Ursachen wird die MPL-A vermittel-
te Interferon-y Expression der TH1- Helferzellen diskutiert.

>
% > A
é‘ Tumor- Ag <]
MHC-
Klasse I
MPL-A

APC phagozytiert Tumor- Ag

kein costimulierendes APC prasentiert
Signal [B7] @ Tumor- Ag

costimulatorischer
Rezeptor [B7] |

anergische T- Zelle aktivierte T- Zelle

Abb. 6: MPL-A kann bei Antigen prasentierenden Zellen [APC] (Makrophagen, dentritische Zellen) ein
costimulatorisches Signal auslésen

Ravindranath et. al. untersuchten, ob MPL-A die Induktion einer spezifischen Immun-
reaktion auf einen solidem, bei Mausen etablierten Tumor verstarkt und dadurch zur
Tumorregression beitragen kann [57]. Die Tiere wurden mit einer Kombination aus
nicht-vitalen B16 Melanomzellen und MPL-A immunisiert und anschliel3end ein sub-
cutaner B16 Melanomtumor induziert. Die vaccinierten Mause lebten, verglichen mit
der Kontrollgruppe, signifikant langer und wiesen ein deutlich geringeres Volumen
des Primartumors auf.
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2 Herleitung der Aufgabenstellung

21 Entwicklung pulmonaler Metastasen nach operativem Trauma

Bundesweit werden ca. 20% der abdominalchirurgischen Operationen laparosko-
pisch durchgeflihrt [58]. Obwohl die Invasion in den Koérper, verglichen mit konventi-
oneller Technik, die gleiche ist, wird durch Anwendung laparoskopischer Verfahren
das operative Trauma deutlich reduziert. Samtliche Vorteile der Minimal Invasiven
Chirurgie gegenuber konventionellen Operationen ergeben sich aus dieser Verringe-
rung des Traumas. Weniger Trauma bedeutet fur den Patienten geringere postopera-
tive Schmerzen, weniger Einschrankung der Lungenfunktion, weniger Beeinflussung
der gastrointestinalen Motilitat und weniger Immundepression. Daraus ergeben sich
frihe Mobilisation, rasche Nahrungsaufnahme, rascher Beginn der Darmtatigkeit und
Stuhlentleerung, frihe Entlassung aus der Klinik und frihere Rickkehr zu normaler
Belastung. Denkbare Vorteile sind geringere Raten an Thrombosen und Pneumo-
nien, bedingt durch die kurze Liegezeit. In den nachsten Jahren ist mit einer Zunah-
me laparoskopischer Operationen von ungefahr 10% zu rechnen [58]. Ein Teil dieser
minimal invasiven Eingriffe wird auch die Tumorchirurgie betreffen. Es bleibt dabei
abzuwarten, ob durch Reduktion des chirurgischen Traumas auch die onkologischen
Langzeitergebnisse verbessert werden kdnnen.

Hypothese 1: Eine mediane Laparotomie vom Xiphoid bis zur Symphyse flhrt bei
hamatogen zirkulierenden malignen Zellen zu einer deutlich gesteigerten pulmonalen
Metastasierung. Im Vergleich dazu bewirkt der Aufbau eines Pneumoperitoneums
keine gesteigerte Anzahl pulmonaler Metastasen.

2.2 Pravention pulmonaler Metastasen durch spezifische Immuntherapie

Berechtigte Hoffnung, dal} in den nachsten Jahren eine wirkungsvolle Therapieform
maligner Erkrankungen zur Verfigung steht, basiert auf der Identifizierung neuer
Tumorantigene. Sollte es mdglich sein, das spezifische Immunsystem gegen diese
Antigene zu aktivieren, d. h. T-Lymphozyten zu stimulieren und eine zellulare Immun-
reaktion auszulosen, konnten die nach Resektion des Primartumors im Korper ver-
bliebenen Tumorzellen effektiv bekampft werden. Prinzipiell kann das Immunsystem
minimale Veranderungen wie Punktmutationen erkennen, wenn das mutierte Peptid
auf einem der HLA-Molekule der Tumorzelle prasentiert wird [33]. Werden die Tu-
morzellen lysiert und intraperitoneal verabreicht, kommt es zur Phagozytose der Zell-
trummer durch Peritonealmakrophagen. Die Makrophagen prasentieren die Tumor-
antigene in Verbindung mit akzessorischen Molekillen auf ihrer Zelloberflache und
konnen somit eine antitumorale Immunantwort auslosen. Werden dem Patienten
nach Resektion des Primartumors autogene, lysierte, maligne Zellen verabreicht,
konnten diese das Substrat flr eine wirkungsvolle Therapie der sekundaren Tumore
sein.



27

Hypothese 2: Die Induktion einer spezifischen Immunreaktion gegen hamatogen zir-
kulierende Tumorzellen durch Verabreichen autogener Tumorzellfragmente in Kom-

bination mit einem Adjuvans bewirkt eine signifikant geringere Anzahl pulmonaler
Metastasen nach Laparotomie.
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3 Methodik

3.1 Art der Versuchstiere

Die Experimente wurden weiblichen Mausen der Spezies A/J durchgefihrt (Jackson
Laboratory, 600 Main Street, Bar Harbor, Maine 04609 USA). Das Alter der Ver-
suchstiere betrug 8 Wochen. Diese Mauseart wurde 1921 durch Kreuzung von Cold
Spring Harbor Mausen und Bagg albino Mausen entwickelt und seitdem weitestge-
hend in Krebs- und Immunologieforschung genutzt. Die Tiere wurden durch Inzucht
vermehrt und haben ein albines Erscheinungsbild.

3.2 Haltung der Versuchstiere

Nach Lieferung der Tiere wurden diese in gesauberten und desinfizierten Kafigen bei
Standarddiat und Wasser ad libitum fur eine Woche gehalten. In dieser Zeit konnten
sie sich vom Transport erholen und an die neue Umgebung gewdhnen. Die Tiere
wurden einem automatischen Tag/ Nacht Rhythmus ausgesetzt, die Kafige zweimal
pro Woche gesaubert. Mit dem Beginn der Experimente wurden die Versuchstiere
mehrmals taglich kontrolliert und Verhalten sowie Nahrungsaufnahme bewertet.

3.3 Versuchsaufbau

3.3.1 EinfluB des operativen Traumas auf die Entstehung pulmonaler Metastasen

60 Mause wurden in 3 Gruppen zu je 20 Tieren randomisiert. Die Tiere der Kontroll-
gruppe wurden keinem Eingriff unterzogen. Bei den Tieren der Laparoskopie-Gruppe
wurde ein CO, Pneumoperitoneum etabliert und dieses uUber einen Zeitraum von 15
min bei 2 mmHg aufrechterhalten. Danach wurde das Abdomen desuffliert und die
Trokarinzision durch Klammernaht verschlossen. Bei den Tieren der Laparotomie-
Gruppe wurde ein medianer Bauchschnitt von 3 cm Lange durchgefuhrt, die Bauch-
hohle fur 15 min gedffnet und danach durch Klammernaht verschlossen. Im direkten
Anschlul an die Operationen wurde allen Tieren, einschliellich den Tieren der Kon-
troll-Gruppe, 10° TA3 Hauschka Tumorzellen in die Schwanzvene injiziert. Zwei Wo-
chen spater wurden die Tiere getotet und die Anzahl der pulmonalen Metastasen be-
stimmt.



29

3.3.2 Perioperative Imnmuntherapie zur Pravention pulmonaler Metastasen

100 Versuchstiere wurden in 5 Gruppen zu je 20 Tieren randomisiert. Die Tiere der
Kontrollgruppe wurden keinem Eingriff unterzogen. Alle anderen Gruppen wurden la-

parotomiert.

Gruppe 1: [AC]

Gruppe 2: [OP]

Gruppe 3: [MPL-A]
Gruppe 4: [LTZ]

Gruppe 5: [MPL-A + LTZ]

Kontrollgruppe

Laparotomie

Laparotomie + Monophosphoryl Lipid A
Laparotomie + lysierte Tumorzellen

Laparotomie + Monophosphoryl Lipid A + lysierte

Tumorzellen

Die Tiere der MPL-A Gruppe erhielten 6 intraperitoneale Injektionen, bestehend aus
jeweils 16 ug Monophosphoryl Lipid A in 0,3 ml PBS. Das Adjuvans wurde einmal
taglich, beginnend 3 Tage vor Operation bis einschliel3lich zweiter postoperativer
Tag, verabreicht. Den Tieren der LTZ Gruppe wurden jeweils 5 x 10° lysierte Tumor-
zellen geldst in 0,5 ml steriler Pufferlosung (PBS) an den praoperativen Tagen 15,
12, 9, 6 und 3, am Tag der Operation und am postoperativen Tag 3, intraperitoneal
injiziert. Das gleiche Injektionsprotokoll wurde bei Gruppe 5 angewandt. Die Tiere der
MPL-A + LTZ Gruppe erhielten 6 Injektionen, bestehend aus jeweils 16 ug Mo-
nophosphoryl Lipid A und 5 x 10° lysierten Tumorzellen. Im direkten Anschlufly an
die Operation wurden allen Tieren 1 x 10° TA3 Hauschka Tumorzellen in die
Schwanzvene injiziert. Zwei Wochen spater wurden die Tiere getotet und die Anzahl
der pulmonalen Metastasen bestimmt.

praoperativ postoperativ
Gruppe 3 3 2 1 0 1 2
I N S
o rrrrr-rrrr 7T T T T 1T 1T 7T/
Gruppe 4 u.5 | 15 12 9 6 3 OoP 3
Zeit (in Tagen)
Abb. 7:  Injektionsprotokoll

34 Operationsprotokoll: Laparotomie

Die Tiere wurden narkotisiert, die Bauchhaut rasiert und mit einer Mischung aus
PVP-Jod und 70 %igem Alkohol desinfiziert. Danach wurden Haut und Muskeln ent-
lang der Linea alba, ausgehend vom Xiphoid bis in den oberen Teil der Regio pubica,
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separat durchtrennt. Die Bauchhdhle wurde gedffnet und die Inzision nach 15 min
durch eine Klammernaht verschlossen.

3.5 Operationsprotokoll: Laparoskopie

Die Versuchstiere wurden anasthesiert, die Regio Umbilicalis des Bauches depiliert
und desinfiziert. Die Haut Gber dem Abdomen wurde median mit einem 3 mm langen
Schnitt durchtrennt, der Musculus rectus abdominis mit einer Pinzette angehoben
und eine Flexule durch den Muskel in die Bauchhdhle gelegt. Durch die Flexule wur-
de Kohlendioxid in die Bauchhdhle insuffliert und ein Pneumoperitoneum mit einem
Druck von 2 mmHg etabliert. Nach 15 min wurde das Abdomen desuffliert und der
Hautschnitt durch eine Klammernaht verschlossen.

3.6 Intravendse Injektion der vitalen Tumorzellen

Im Anschluf an die Operation wurden den Versuchstieren jeweils 1 x 10° vitale Tu-
morzellen in 0,1 ml PBS in eine der seitlichen Schwanzvenen injiziert. Der Schwanz
wurde mit 70 %igem Alkohol desinfiziert und in der linken Hand zwischen Daumen
und Zeigefinger festgehalten. Mit der rechten Hand wurde die Vene punktiert (Injekti-
onskanule 30 G, 1,5 cm lang) und die Tumorzellsuspension injiziert.

3.7  Vorbereitung von Monophosphoryl Lipid A (MPL-A)

Aus jeweils 2000 ug MPL-A (Monophosphoryl Lipid A (MPL®) Art: MPL® von S. min-
nesota R595, Produkt Nr.: R-373, RiBi ImmunoChem, Inc., 553 Old Corvallis Road,
Hamilton, MT 59840, USA) wurde eine Stammlosung hergestellt. Dazu wurde der
Wirkstoff in einem Gemisch aus 1998 pl sterilem Wasser und 2 ul Triethylamin aufge-
I6st und die Stammldsung fur 30 Sekunden in 70 °C warmem Wasser inkubiert und
anschlieliend weitere 30 Sekunden in einem Ultrakurzwellenbad suspendiert. Das
Erwarmen und Suspendieren der Stammldsung wurde funfmal wiederholt. 1 ml der
Stammldsung wurde mit 17 ml PBS verdinnt, in 60 Portionen zu jeweils 0,3 ml auf-
geteilt und bei 4 °C aufbewahrt.

3.8 Anasthesie der Versuchstiere

Die Narkose wurde unter Anwendung von Injektionsnarkotika durchgefiihrt. Aus Ke-
tamin (Volumen: 1 ml; Konzentration: 100 mg/ml), Xylazine (Volumen: 0,1 ml; Kon-
zentration: 100 mg/ ml) und sterilem Wasser (10 ml) wurde eine Stammldsung her-
gestellt. Jedem Tier wurden 0,2 ml dieser Stammldsung intraperitoneal injiziert. Die
Kurznarkose dauerte ca. 25 min.
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3.9 Toétung der Versuchstiere

Zwei Wochen nach Injektion der vitalen Tumorzellen wurden alle Versuchstiere durch
Gas getotet. In einem luftdichten Behalter wurden die Tiere 10 min lang einer Umge-
bung aus 99,9 % Kohlendioxid ausgesetzt. Die Tiere wurden nach ca. 30 Sekunden
bewuRtlos. Nach 10 min waren alle Versuchstiere verstorben und konnten fir die Or-
ganentnahme vorbereitet werden.

3.10 Zellkultur

Die verwendeten TA3 Hauschka Tumorzellen (ECACC Nr.: 85061102, European
Collection of Cell Cultures, Centre for Applied Microbiology & Research, Salisbury,
Wiltshire SP4 0 JG, UK) wachsen gleichzeitig als adharente Einzelschicht (Monolay-
er) und in Suspension. Morphologisch handelt es sich um Epithelzellen, die urspring-
lich von einem 1949 spontan aufgetretenen Maus Mammakarzinom einer A/HeHa
Maus abstammen. Die Tumorzellinie, benannt nach ihrem Entwickler T. S. Hausch-
ka, wurde 1956 genetisch modifiziert, d.h. die Zellen erhielten ein zusatzliches Chro-
mosom und wurden allotransplantabel fur Mause anderer Spezies (Hauschka &
Weiss, 1971).

3.10.1 Initiieren der Zellkultu

Die Tumorzellen wurden im gefrorenen Zustand geliefert und nach Erhalt in 36 °C
warmem Medium (0,51 Eagle's minimum essential medium; 2 mM Glutamin; 1 %
Nichtessentielle Aminosauren; 10 % Fetales Rinderserum) aufgeldst. Innerhalb von
ca. 1 Woche bildete sich ein dichter Zellrasen, so dal} die Zellkultur subkulktiviert
werden konnte.

3.10.2 Mediumwechsel und Subkultivierung der Tumorzellen

Die Notwendigkeit das Kulturmedium zu wechseln, wird durch drei Faktoren ange-
zeigt:

Der pH-Wert des Mediums sollte nicht kleiner als 7,0 sein. Ein Abfall des pH-Wertes
ist am Ubergang der Farbe des Mediums von rot (iber orange in gelb zu erkennen.

Die Zellkonzentration sollte nicht zu hoch sein. Bei gro3er Zelldichte, d.h. der Zellra-
sen erstreckt sich Uber den gesamten Boden der Kulturflasche, tritt Wachstums-
hemmung und Degeneration der Zellen auf.

Die Zellmorphologie sollte unauffallig sein. Auffallige Degenerationsmerkmale wie
vakuolisiertes Zytoplasma kann Hinweis auf toxisches Serum, mikrobiologische Kon-
tamination oder Altern der Zelllinie sein.
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Die verwendete Tumorzellkultur wurde in wochentlichem Abstand subkultiviert und
jeweils am 4. Tag durch Zugabe von 10 ml frischem Medium erganzt (Abb. 8). Bei
der Zellpassagierung wurde das verbrauchte Medium mit den in Suspension befindli-
chen Zellen entfernt und in einem 50 ml Universalbehalter steril aufbewahrt. Die auf
dem Kulturflaschenboden adharenten Tumorzellen wurden fir 1 min mit Trypsin (3
ml/ 25 cm? ) inkubiert. Danach wurde die Kulturflasche geschiittelt bis alle Tumorzel-
len vom Boden abgeldst waren. Um die tryptische Aktivitat zu stoppen wurde 5 ml fri-
sches Medium zugesetzt, alle Flussigkeit abpipetiert und zusammen mit dem zuvor
gewonnenen Uberstand bei 1000 U/min fiir 10 min zentrifugiert. Der neue Uberstand
wurde verworfen und durch 10 ml frisches Medium ersetzt. Diesem Gemisch wurde 1
ml entnommen und einer vorbereiteten Kulturflasche mit 20 ml frischem Medium zu-
gegeben.

Subkultivierung
l Plateau-Phase
106 — 10 ml frisches
Medium zusetzen

E
-]
=
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=
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©
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104 —
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Kulturdauer (d)

Abb. 8: Wachstumskurve der Zellkultur

3.10.3 Vorbereitung der Tumorzellen zur intravendsen Injektion

Nach einer Kulturdauer von 4 Tagen wurde das Medium entfernt, die Zellen durch
Trypsinierung vom Boden der Kulturflasche geldst, zentrifugiert und in steriler isoto-
ner Salzlésung (PBS: phosphate buffered saline solution) vereinzelt. Nach 4 Tagen,
vom Zeitpunkt der Subkultivierung ausgehend, sind ca. 80 % des verfugbaren Sub-
strates besetzt, die Zellen erscheinen morphologisch einwandfrei, der Anteil abge-
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storbener Zellen ist kleiner als 5 % der Zellgesamtzahl. Mit Hilfe des Neubauer Ha-
mozytometers wurde die Konzentration auf 10° Zellen/ ml eingestellt und jeweils 0,3
ml der Suspension in sterile Eppendorfgefal’e gegeben. Fur die Injektion stand fur
jedes Tier ein Eppendorfgefaly mit steriler Tumorzellsuspension zur Verfigung.

3.10.4 Kryokonservierung der Tumorzellen

Die Tumorzellen wurden bis zur spaten exponentiellen Wachstumsphase (10° Zellen
/ cm?) vermehrt. Das Medium mit den in Suspension befindlichen Zellen wurde ent-
fernt und in einem sterilen 50 ml Universalbehalter aufbewahrt. Die in der Kulturfla-
sche verbliebenen adharenten Zellen wurden mit Trypsin (3 ml / 25 cm?) von der O-
berflache geldst. Um die zytotoxische Wirkung des Trypsins zu stoppen wurde der
Suspension 5 ml frisches Kulturmedium zugeflgt. Der gesamte Inhalt der Kulturfla-
sche wurde zusammen mit dem anfanglich entfernten alten Medium bei 1000 U/min
fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen im vorbereiteten
Gefriermedium resuspendiert und auf 5 x 10° Zellen / ml eingestellt. Das fiir die Kry-
okonservierung verwendete Kulturmedium (0,51 Eagle's minimum essential medium;
2 mM Glutamin; 1 % Nichtessentielle Aminosauren; 10 % Fetales Rinderserum) ent-
hielt das Gefrierschutzmittel DMSO in einer Endkonzentration von 10 %. Jeweils 1,5
ml der Zellsuspension wurden in Kryokontainer geflllt und innerhalb von 2 Stunden
kontinuierlich auf - 90°C gefroren. Danach wurden die Kryokontainer in flissigem
Stickstoff aufbewabhrt.

3.10.5 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellkonzentration wurde mit Hilfe eines Hamozytometers nach Neubauer be-
stimmt. Aus der vorbereiteten Zellsuspension wurde mit einer Mikropipette 10 pl
Flassigkeit enthommen und am Rand der Zahlkammer aufgetragen. Durch die Kapil-
larkraft saugt sich die Zellsuspension unter das Deckglas. Die Zellen wurden unter
dem Mikroskops gezahlt und ihre Konzentration in der Zellsuspension berechnet.
Durch Verdinnung oder erneutes Zentrifugieren wurde die gewlnschte Zellkonzent-
ration eingestellt.

3.10.6 Vitalitatstest der Tumorzellen

Zur Uberprifung der Zellvitalitdt wurde der Trypanblau-FarbausschluRtest ange-
wannt. Das Prinzip des Testes ist die Impermeabilitat vitaler Zellen fur den Farbstoff
Trypanblau. Das Zytoplasma einer vitalen Zelle erscheint bei Anwendung dieses
Testes hell und transparent. Ist die Zellmembran beschadigt, was bei einer abgestor-
benen Zelle immer der Fall ist, farbt sich nach Inkubation mit dem Farbstoff das Zy-
toplasma blau. 20 pl frische Zellsuspension wurden 1:1 mit Trypanblau versetzt und
1 Minute inkubiert. Zur Auswertung wurden 10 pl des Gemisches auf ein Hamozyto-
meter nach Neubauer aufgetragen und der Prozentsatz der ungefarbten Zellen be-
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rechnet. Kriterium fur die Verwendung der Tumorzellen war ein Anteil vitaler Zellen
von mehr als 95 %.

3.10.7 Herstellung des Tumorzelllysats

Eine Zellsuspension mit einer Konzentration von 10° Tumorzellen/ ml wurde herge-
stellt und in einem 50 ml Universalbehalter aufbewahrt. Als Medium fur die Zellsus-
pension wurde eine sterile, isotone Pufferlosung (PBS) verwendet. Der Universalbe-
halter mit der Tumorzellsuspension wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und
nach 5 min in warmem Wasser aufgetaut. Diese Prozedur wurde sechsmal wieder-
holt. Durch die beim Einfrieren und Auftauen entstehenden Scherkrafte wurden die
Zellmembranen zerstort. Die Lyse aller Zellen wurde mit Hilfe des Trypanblau-
Farbausschlul3tests bestatigt. Das Tumorzelllysat wurde portionsweise bei - 80 °C
aufbewahrt. Eine Stunde vor Beginn der Injektionen wurde das gefrorene Tumorzell-
lysat aufgetaut, suspendiert und in Portionen zu 0,5 ml steril verwahrt.

3.11 Identifikation der Metastasen

Die toten Versuchstiere wurden in Riuckenlage auf dem Untergrund befestigt. Eine
Thorakolaparotomie wurde durchgeflhrt. Das Diaphragma wurde von medial nach
lateral durchtrennt und die Lunge mobilisiert. Die Trachea wurde frei prapariert und
durchtrennt. Es wurden 2 ml Kontrastmedium (85 ml destilliertes Wasser, 15 ml India
ink) mit sanftem Druck in die Trachea injiziert. Die Alveolen flllten sich mit dem Farb-
stoff und die Lunge blahte sich auf. Alle Lungenlappen farbten sich tief schwarz.
Lunge und Herz wurden en-bloc reseziert und flir 5 min in Leitungswasser aufbe-
wahrt. Uberschiissiges Kontrastmedium konnte entweichen, die Lungenoberflache
wurde von Farbstoffpartikeln gereinigt. Danach wurde das Herz-Lungen Paket fir 24
Stunden in Fekete's Losung (100 ml Ethanol (70%), 10 ml Formaldehyd, 5 ml Essig-
saure) aufbewahrt. Die Metastasen auf der Lungenoberflache wurden durch das
Gemisch weild gebleicht. AnschlieBend wurden die Organe einzeln in 5 % Formalin-
Lésung aufbewahrt [59].

3.12 Quantitative Bestimmung der Lungenmetastasen

Zunachst wurde das Herz von der Lunge abprapariert. Danach wurden die 5 Lungen-
lappen freiprapariert und einzeln dargestellt. Die Lungenlappen wurden auf eine
Glasplatte gebracht und durch eine zweite Glasplatte abgedeckt. Die beiden Glas-
platten wurden durch Plastikspangen zusammengeprel3t. Die Anzahl der Metastasen
wurde auf beiden Seiten ausgezahlt, wobei der Untersucher nicht Gber die Gruppen-
zugehdrigkeit des Lungengewebes informiert war.
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3.13 Paraffinschnitte und Hamatoxylin/ Eosin-Farbung

Zur Herstellung der 5 um dicken Gewebsschnitte wurde das verwendete Lungenge-
webe in Paraffinblocke eingebettet. Dazu wurde das, in Formalin fixierte Gewebe, mit
PBS (Phosphat gepufferte NaCl-Losung) gewaschen und in einer aufsteigenden E-
thanolreihe fur jeweils 15 Minuten dehydriert. Anschlielend wurde das Ethanol durch
30-minutige Inkubation mit dem Intermedium Xylol entfernt und dann das Xylol durch
heilRes Paraffinwachs ersetzt. Die von Paraffin durchtrankten Gewebestlicke wurden
in ein Giel3schalchen gelegt, mit heillem Paraffin Uberschichtet und zu einem Paraf-
finblock verarbeitet. Die ausgeharteten Paraffinblocke wurden bei 4°C mit dem Mikro-
tom geschnitten. Nach dem Schneiden der Praparate und Anheften der Gewebs-
schnitte an die Objekttrager wurden die Schnitte in Xylol entparaffiniert und in einer
absteigenden Alkoholreihe wieder in ein wassriges Milieu Uberfihrt. Die anschlie-
Rende Hamatoxylin/ Eosin Farbung wurde nach dem Standartprotokoll von Bancroft
und Stevens (1990) durchgefihrt [60].

3.14 Statistische Analyse

Die Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe, bei denen pulmonale Metastasen festge-
stellt wurden, entspricht der Inzidenz Ob sich die einzelnen Gruppen diesbezuglich
signifikant unterscheiden wurde mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests errechnet. Bei p <
0,05 wurden Paarvergleiche unter Verwendung des Exakten Tests nach Fisher
durchgefuhrt.

Die Rohdaten wurden deskriptiv in Form von Boxplots dargestellt. Die Box stellt den
Interquartilbereich mit 50% der Werte dar. Die von der Box ausgehenden Linien ent-
sprechen den Perzenzilen 10 und 90.

Zur Prifung der Datenverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test angewandt.
Die Datengruppen waren groftenteils nicht normal verteilt, weshalb fiir die weiteren
Berechnungen nicht-parametrische Tests verwendet wurden. Die Mehrfachvergleiche
wurden unter Verwendung des Kruskal-Wallis Tests durchgefuhrt. Bestand statisti-
sche Signifikanz (p< 0,05), wurden Paarvergleiche mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau dieser Paarvergleiche wurde nach Bonferroni
korrigiert und somit dem Mehrfachvergleich angepal’t. Dazu wurde das urspringliche
Signifikanzniveau von p = 0,05 durch die Anzahl der durchgefuihrten Paarvergleiche
dividiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Histologie

Die hamatogen zirkulierenden Karzinomzellen extravasiierten im kapillaren Strombett
der Lunge und bildeten multiple Metastasen. Dabei handelt es sich um undifferen-
zierte Adenokarzinome mit hoher Zell- und Zellkernpolymorphie sowie ausgepragter
mitotischer Aktivitat. Die in Abbildung 10 deutlich erkennbaren Sekretionsphanomene
in Form von intrazytoplasmatischen Vakuolen sind ein Hinweis auf die urspriingliche
adenoide Histogenese. Das Wachstumsmuster der Metastasen entspricht am ehes-
ten einem soliden Adenokarzinom mit Schleimbildung. Die dunklen Rickstande im
Lungenparenchym (Abb. 9) sind Reste des Kontrastmittels (India Ink) mit welchem
das Organ zur besseren Abgrenzung der Metastasen gefillt wurde.

o P Tl e WL
e B ~ Lol b ' W
- &
" .

. S <

Abb. 9: pulmonale Metastase eines undifferenzierten Adenokarzinoms (HE, Vergr. 1:10)
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Abb. 10: Adenokarzinommetastase mit polymorphen Zellen, polymor-phen Zellkernen, Mitosen und
intrazytoplasmatischen Vakuolen (HE, Vergr. 1:100)

4.2 Makroskopische Darstellung der Praparate

Die Abbildungen 11a und 11b zeigen praparierte Herz-Lungen-Pakete mit gut ab-
grenzbaren Metastasen auf der Lungenoberflache. Das Lungenparenchym ist
schwarz gefarbt, die Metastasen sind weild gebleicht und vom pulmonalen Gewebe
gut abgrenzbar.

Abb. 11: pulmonale Metastasen hamatogen zirkulierender maligner Zellen



38

4.3 EinfluB des operativen Traumas auf die Entstehung pulmonaler Metastasen

4.3.1 Letalitat

In der Kontrollgruppe starben 2 Tiere ca. 1 Stunde nach Injektion des Anasthetikums.
Als Ursache kommt am ehesten eine durch Xylazine ausgeloste Atemdepression in
Frage. Laparoskopie und Laparotomie hatten keinen Einfluld auf die Sterblichkeit. Die
Gesamtletalitat dieses Experimentes betragt 3,3 %.

Tab. 2: Letalitat

Gruppe Kontrollgruppe  Laparoskopie Laparotomie Gesamt

Letalitat 10% 0% 0% 3,33%

Die Tiere der Laparoskopie-Gruppe zeigten bereits 2 Stunden nach dem Eingriff be-
zuglich Nahrungsaufnahme, Spielen und Nestbau keine Besonderheiten. Das Ver-
halten der laparotomierten Tiere konnte erst 12 Stunden nach der Operation als un-
auffallig bewertet werden. Vorher verweigerten sie die Nahrungsaufnahme und lagen
einzeln und bewegungslos in den Kafigen.

4.3.2 Inzidenz der pulmonalen Metastasen

Der Inzidenz der pulmonalen Metastasen unterscheidet sich in den einzelnen Grup-
pen nicht signifikant voneinander.

Tab. 3: Inzidenz, Chi-Quadrat nach Person: p = 0,271 (NS)

Tumor Tumor
Gruppe Gesamt
nicht vorhanden vorhanden
Kontrollgruppe 4 14 18
Laparoskopie 4 16 20
Laparotomie 1 19 20
Gesamt 9 49 58
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4.3.3 Verteilung der Daten

Der Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest ergab, dal} alle 3 Datengruppen nicht
normal verteilt sind. Aus diesem Grund wurden fur die weiteren statistischen Berech-
nungen nicht-parametrische Tests verwendet.

Tab. 4: Datenverteilung, Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest

Gruppe Signifikanz p

Kontrollgruppe 0,071 NS
Laparoskopie 0,278 NS
Laparotomie 0,479 NS

4.3.4 Deskriptive Statistik

Die maximalen Werte der Laparotomie- und Laparoskopie-Gruppen werden als so-
genannte Ausreil’er in der Boxplotdarstellung nicht aufgefihrt.

Tab. 5: Deskriptive Statistik

Anzahl Perzentile Perzentile
Gruppe Median Minimum  Maximum
(N) 25 75
Kontrollgruppe 18 9 1,5 33,75 0 59
Laparoskopie 20 6,5 1 23 0 61
Laparotomie 20 31,5 6,25 68,5 0 200

Der Median der Laparotomie-Gruppe unterscheidet sich deutlich von den Medianen
der Kontrollgruppe und Laparoskopie-Gruppe. Verglichen mit diesen beiden Gruppen
betragt er mehr als das Dreifache.
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Abb. 12: Anzahl der Metastasen

4.3.5 Mehrfachvergleich

Der Kruskal-Wallis-Test ergibt einen signifikanten Unterschied (p > 0,05). Die Lokali-
sation der Unterschiede wird durch Paarvergleiche unter Verwendung des Mann-
Whitney-U-Tests ermittelt.

Tab. 6: Mehrfachvergleich

Gruppe Mittlerer Rang
Kontrollgruppe 26,67
Laparoskopie 24,02
Laparotomie 37,53

Signifikanz p 0,028 (S)
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4.3.6 Paarvergleiche

Um das Signifikanzniveau der Paarvergleiche dem des Mehrfachvergleichs (Kruskal-
Wallis-Test) anzupassen, wurde p = 0,05 durch die Anzahl der durchgeflihrten Paar-
vergleiche (Mann-Whitney-U-Tests) dividiert (Bonferroni Korrektur: 0,05 : 3 =
0,0167). Somit gelten alle Werte kleiner 0,0167 als statistisch signifikant.

Tab. 7: Paarvergleiche

Mittlerer Mittlerer Mittlerer
Gruppe Gruppe Gruppe
Rang Rang Rang
Kontrollgruppe 20,42 Kontrollgruppe 15,75 Laparoskopie 15,85
Laparoskopie 18,67 Laparotomie 22,88 Laparotomie 25,15
Signifikanz p 0,633 (NS) | Signifikanzp 0,048 (NS) | Signifikanzp 0,011 (S)

Die Tiere der Laparoskopie-Gruppe entwickelten signifikant weniger Lungenmetasta-
sen als die laparotomierten Tiere (p = 0,011). Zwischen Kontroligruppe und Lapa-
roskopie-Gruppe besteht kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,633). Der
Unterschied zwischen Kontrollgruppe und Laparotomie-Gruppe ist nach Bonferroni
ebenfalls nicht signifikant (p > 0,0167). Allerdings besteht ein deutlicher Trend (p =
0,048), der als Hinweis gewertet werden kann, dal} sich bei einer hoheren Fallzahl
ein statistisch signifikanter Unterschied ergeben kénnte.

44 Perioperative Immuntherapie zur Pravention pulmonaler Metastasen

441 Letalitat

Von insgesamt 100 Versuchstieren starben 3 Tiere vor dem festgelegten Totungs-
zeitpunkt. Die Autopsie ergab jeweils blutige Pleuraerglisse und eine ausgepragte
Lungenmetastasierung. Die intraperitonealen Injektionen von Monophosphoryl Lipid
A und dem Tumorzelllysat hatten keinen EinfluR auf die Letalitat. Damit liegt die Ge-
samtletalitat dieses Versuches bei 3%.

Tab. 8: Letalitat

MPL-A +
Gruppe AC OP LTZ MPL-A LT7 Gesamt

Letalitat 0% 10% 5% 0% 0% 3%
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4.4.2 Inzidenz der pulmonalen Metastasen

Die einzelnen Gruppen unterscheiden sich bezuglich der Inzidenz der pulmonalen
Metastasen signifikant voneinander [Chi-Quadrat nach Person:  p = 0,000 (S)].

Tab. 9: Inzidenz derpulmonalen Metastasen

Tumor Tumor
Gruppe Gesamt
nicht vornanden vorhanden
AC 7 13 20
OoP 0 18 18
LTZ 3 16 19
MPL-A 0 20 20
MPL-A + LTZ 14 6 20
Gesamt 24 73 97

Die Paarvergleiche wurden mit dem Exakten Test nach Fisher durchgefiihrt. Vergli-
chen mit der OP-Gruppe, der LTZ-Gruppe und der MPL-A-Gruppe war die Inzidenz
pulmonaler Metastasen in der MPL-A+LTZ-Gruppe signifikant niedriger. Nur bei 6
von 20 Tieren (30%) konnten Lungenmetastasen beobachtet werden. Die Inzidenz
pulmonaler Metastasen in der OP-Gruppe betrug 100%.
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Tab. 10: Exakter Test nach Fisher; a: Es wurde keine Statistik berechnet, da 100% der Tiere beider
Gruppen Lungenmetastasen entwickelten.

Gruppe AC OP LTZ MPL-A
OoP p = 0,006

LTZ p=0,157 | p=0,125

MPL-A p = 0,004 a p = 0,106

MPL-A - =0,028 = 0,000 = 0,001 = 0,000
LTZ p ’ p ’ p ’ p )

4.4.3 Verteilung der Daten

Der Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest ergab, dal® die Daten von vier der funf
Gruppen nicht normal verteilt sind. Fir die weitere Berechnung der Statistik wurden
deshalb nicht-parametrische Tests verwendet.

Tab. 11: Datenverteilung

Gruppe Signifikanz p

AC 0,131 NS
OP 0,325 NS
LTZ 0,2 NS
MPL-A 0,086 NS
MPL-A + LTZ 0,001 S
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4.4.4 Deskriptive Statistik

Tab. 12: Deskriptive Statistik

Perzentile Perzentile
Gruppe Anzahl (N) Median Minimum  Maximum
25 75
AC 20 6,5 0 27,25 0 91
OP 18 20 13,75 32,75 7 66
LTZ 19 3 1 6 0 19
MPL-A 20 4 2,25 24 1 76
MPL-A + LTZ 20 0 0 1 0 20

Der Median der Laparotomie-Gruppe ist verglichen mit den anderen Gruppen deut-
lich erhéht. Da 70% der Versuchstiere der MPL-A + LTZ Gruppe keine Lungenmetas-
tasen entwickelten, wird der Median mit 0 angegeben.
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Abb. 13: Anzahl der Metastasen

445 Mehrfachvergleich

Der Kruskal-Wallis-Test ergibt einen signifikanten Unterschied (Signifikanz p =
0,000). Die Lokalisation der Unterschiede wird durch Paarvergleiche unter Verwen-
dung des Mann-Whitney-U-Tests ermittelt.

Tab. 13: Mehrfachvergleich

Gruppe AC OP LTZ MPL-A MPL-A + LTZ

Mittlerer Rang 51,22 75,72 40,34 56,6 23,35
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4.4.6 Paarvergleiche

Die Kreuztabelle zeigt zehn mogliche Paarvergleiche (Mann-Whitney-U-Tests). Nach
der Bonferroni Korrektur ergibt sich damit ein neues Signifikanzniveau von p < 0,005
(0,05:10).

Tab. 14: Paarvergleiche

Gruppe AC OP LTZ MPL-A
OP 1
LTZ 2 5
MPL-A 3 6 8
MPL-A +

4 7 9 10
LTZ

Die mit lysierten Tumorzellen immunisierten Tiere (LTZ-Gruppe) entwickelten signifi-
kant weniger Lungenmetastasen als die unbehandelten Versuchstiere (OP-Gruppe).
Die Anwendung von MPL-A in Kombination mit lysierten Tumorzellen (MPL-A + LTZ
Gruppe) hatte den deutlichsten, inhibierenden Effekt auf das Tumorwachstum. Die
Tiere entwickelten signifikant weniger Tumore als die Versuchstiere der OP-Gruppe,
der MPL-A-Gruppe und der LTZ-Gruppe.

Die perioperative Behandlung mit MPL-A ohne zusatzliche Verabreichung lysierter
Tumorzellen, bewirkte, im Vergleich zur OP-Gruppe, eine geringere Anzahl pulmona-
ler Metastasen (Median = 4). Obwohl der Unterschied statistisch nicht signifikant ist
(p > 0,005), zeigt sich ein deutlicher Trend (p = 0,015), der eine inhibierende Wirkung
des MPL-A auf das Tumorwachstum andeutet.

Die laparotomierten Tiere (OP-Gruppe, Median = 20) entwickelten, im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Median = 6,5), vermehrt Lungenmetastasen. Der Unterschied ist sta-
tistisch nicht signifikant (p = 0,03; Signifikanzniveau 0,005). Trotzdem zeigt sich auch
hier ein deutlicher Trend, welcher den Einflud der Laparotomie auf die Entwicklung
pulmonaler Metastasen verdeutlicht.
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Gruppe Mittlerer Gruppe Mittlerer Gruppe Mittlerer Gruppe Mittlerer

PP Rang PP Rang PP Rang PP Rang
AC 15,8 AC 22 AC 19,83 AC 251
OoP 23,61 LTZ 17,89 MPL-A 21,17 MPL-A + 15,9

LTZ

Signifikanz 0,03 Signifikanz 0,27 Signifikanz 0,718 Signifikanz 0,012
Gruppe Mittlerer Gruppe Mittlerer Gruppe Mittlerer

PP Rang PP Rang PP Rang
OoP 27,89 OoP 24,11 OoP 28,61

MPL-A +

LTZ 10,58 MPL-A 15,35 LTZ 11,3
Signifikanz 0,000 Signifikanz 0,015 | Signifikanz ~ 0,000
Gruppe Mittlerer Gruppe Mittlerer

PP Rang PP Rang
LTZ 16,47 LTZ 25,39

MPL-A +

MPL-A 23,35 LT7 14,88
Signifikanz 0,061 Signifikanz 0,003
Gruppe Mittlerer

PP Rang
MPL-A 28,23
MPL-A +
LTZ 12,77
Signifikanz 0,000
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5 Diskussion

5.1 EinfluR des operativen Traumas auf die Entstehung pulmonaler Metastasen

Die Durchfihrung einer Laparotomie bewirkte eine signifikant gesteigerte Entwick-
lung pulmonaler Metastasen. Als mdgliche Ursachen werden vor allem die einge-
schrankte Lungenfunktion und das posttraumatisch veranderte Hamostasesystem
diskutiert. Im Gegensatz dazu hatte der Aufbau eines Pneumoperitoneums keinen
Einflul? auf die Entstehung sekundarer Tumore.

Obwohl der Unterschied zwischen Kontroll- und Laparotomiegruppe statistisch nicht
signifikant ist, kann das Ergebnis von p = 0,048 (Signifikanzniveau = 0,0167) als
deutlicher Trend gewertet werden, welcher die Hypothese des vermehrten Auftretens
pulmonaler Metastasen nach schwerem operativen Trauma unterstreicht.

5.1.1 EinfluB der Lungenfunktion nach Laparotomie auf die pulmonale Absiedlung

hamatogen, zirkulierender Tumorzellen

Gelangen Tumorzellen in den Blutkreislauf kommt es nach Kontakt mit Thrombozy-
ten, Erythrozyten und anderem Blutbestandteilen zur Bildung von Mikroemboli. Diese
kénnen mit dem Blut in die Lunge transportiert werden und dort in den Kapillargefa-
Ren steckenbleiben [61]. Die nach Laparotomie erheblich eingeschrankte Lungen-
funktion kann diesen Tumorzellarrest beglinstigen. Eine der Ursachen ist die von Eu-
ler und Liljestrand beobachtete Reflexerscheinung der Konstriktion von Arteriolen
nach Abnahme des alveolaren Sauerstoffpartialdrucks [5]. Die Funktionseinschran-
kung der Lunge bewirkt eine Hypoxie mit reflektorischer Gefaltverengung. Je kleiner
der GefalRdurchmesser, desto grofer ist die Barriere flr zirkulierende Tumoremboli.
Die resultierende, groliere Anzahl im Lungenstrombett verbleibender Tumorzellen,
verbunden mit reduzierter mechanischer Belastung und langerer Verweildauer, konn-
te initiale Schritte der Extravasation erleichtern und damit die Entstehung pulmonaler
Metastasen begunstigen.

Eine Hauptursache der eingeschrankten Lungenfunktion nach Laparotomie ist der
ausgepragte postoperative Wundschmerz. Der Patient ist aufgrund der Beschwerden
nicht bereit, tief einzuatmen. Die verminderte Ventilation der Lunge beeintrachtigt
den zillaren Schleimabtransport. Das Uberschissige Bronchialsekret wird aufgrund
der postoperativen Schmerzen nicht abgehustet. Zusatzlich kénnen durch das Trau-
ma Bronchialspasmen verursacht werden. Es kommt zur Retention von Sputum und
damit zur Verlegung feinster Bronchien. Die Folge ist eine diffuse Entwicklung von
Mikroatelektasen [62].

Abraham Becker et al. beobachteten bei 50% der Patienten nach Oberbauchoperati-
onen das Vorhandensein von Atelektasen [63]. Diese waren im Rontgenbild sichtbar.
Lindberg et. al. konnten bei 85% der Patienten nach Unterbauchoperationen Atelek-
tasen im Lungengewebe mittels Computertomographie (CT) nachweisen [64].
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Gleichzeitig wurden von allen Patienten Rontgenaufnahmen gemacht, auf denen
keine der im CT beschriebenen Atelektasen sichtbar war. Dureul et. al. zeigten, dal}
operative Eingriffe am Oberbauch die Lungenfunktion und die Funktion des Dia-
phragmas deutlich starker beeintrachtigen als Unterbauchoperationen [65]. Diese Er-
gebnisse lassen die allgemeine Schluf3folgerung zu, daf ein Grofteil der Patienten
nach ausgedehnten Bauchoperationen Mikroatelektasen aufweisen.

praoperativ postoperativ

extravasiierte

Tumorzellen Trachea

Bronchialsekret

zirkulierende
maligne Zellen

Alveole

konstringierte Mikroatelektase
Arteriole

Abb. 14: Pathogenese pulmonaler Metastasen nach Laparotomie

Neben der Retention des Sputums konnen veranderte thorakale und abdominale
Druckverhaltnisse fur die Entstehung von Atelektasen mitverantwortlich sein. So ist
zum Beispiel der intestinale Luftgehalt, insbesondere im lleum, nach Bauchoperatio-
nen oder anderen schmerzhaften Eingriffen deutlich erhoht, wodurch der abdominel-
le Druck ansteigt und basales Lungengewebe komprimiert werden kann [66].

Bei der Aufrechterhaltung der physiologischen Druckverhaltnisse in Brust- und
Bauchraum spielt das Zwerchfell eine entscheidende Rolle. Die Bedeutung der Funk-
tionseinschrankung des Zwerchfells fur die eingeschrankte Lungenfunktion nach La-
parotomie soll im Folgenden durch Arbeiten von G. T. Ford et. al. und G. Simonneau
et. al. dargestellt werden [67, 68].

Um die Leistung des Diaphragmas einschatzen zu konnen, wurde die transdiaph-
ragmatische Druckdifferenz (Pdi) bestimmt. Dazu wurden mittels zweier Ballonkathe-
ter die Driicke in Magen (Pab) und Osophagus (Pes) gemessen und ihre Differenz
(Pab - Pes = Pdi) gebildet. Steigt durch die postoperative Dysfunktion des Zwerch-
fells der intrapleurale Druck an, wird gleichzeitig der Druck im Osophagus erhéht.
Das wiederum fuhrt zum Absinken der transdiaphragmatischen Druckdifferenz und
begunstigt den Kollaps kleiner Bronchien [69].
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Beide Arbeitsgruppen beobachteten einen signifikanten Pdi-Abfall in der frihen post-
operativen Phase. Die Dysfunktion des Zwerchfells und die Entwicklung von Atelek-
tasen beeintrachtigen die gesamte Lungenfunktion. Die Vitalkapazitat, die expiratori-
sche Sekundenkapazitat und das Atemzugvolumen waren nach konventioneller Cho-
lezystektomie signifikant vermindert [67]. Beecher et. al. beobachteten bei Patienten
nach Laparotomie eine erhdhte Atemfrequenz, signifikant kleinere expiratorische und
inspiratorische Reservevolumina und eine deutlich reduzierte Totale Lungenkapazitat
[70, 71]. Die Arbeitsgruppen von M. L. Diament, G. Hansen und A. K. Pierce zeigten
einen signifikanten Abfall des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks am ersten postope-
rativen Tag nach Oberbauch-Laparotomie [72, 73, 74]. Ein erhdhter vends-arteriell
pulmonaler Shunt, bedingt durch die diffuse Bildung von Mikroatelektasen, wurde als
eine mdgliche Ursache genannt.

Ballon-
katheder

praoperativ postoperativ

7 Pip f
0,
0
0 Pes +
Pes
Pab 0 Zwerchfell-
a 0%~ hochstand
Pdi = Pab - Pes
Pdi - normal Pudi -*

Abb. 15: Transdiaphragmatische Druckverhaltnisse nach Laparotomie [Pdi - transdiaphragmatischer
Druck; Pab - abdomineller Druck; Pes - dsophagealer Druck; Pip - intrapleuraler Druck]

An dieser Stelle soll nochmals auf den eingangs beschriebenen Pathomechanismus
der gesteigerten pulmonalen Absiedlung von Tumorzellen bei reduzierter Lungen-
funktion eingegangen werden. Im Mittelpunkt steht dabei die traumabedingte Ent-
wicklung von Atelektasen. Da die kollabierten Bronchien nicht ventiliert werden kon-
nen, ist das dazugehorige peribronchiale Gebiet der Lunge hypoxisch. Dieser Zu-
stand bewirkt die Konstriktion der kleinen Lungengefal3e, was zu einer gesteigerten
pulmonalen Retention im Blut zirkulierender Tumorzellen fihrt.
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TLC = totale Lungenkapazitit RV = Residualvolumen

IC = inspiratorische Kapazitit VT = Atemzugvolumen

FRC = funktionelle Residualkapazitit FEV1 = expiratorische Sekundenkapazitt
IRV = inspiratorisches Reservevolumen FCV = forcierte Vitalkapazitdt

ERV = expiratorisches Reservevolumen FIV1 = inspiratorische Sekundenkapazitit
VC = Vitalkapazitit

Abb. 16: Lungenfunktionsparameter

Die einfachste Losung zur Verbesserung der postoperativen Lungenfunktion ist die
Wahl eines weniger traumatisierenden Operationsverfahrens. Als solches kommt in
erster Linie die Laparoskopie in Frage. Schauer et. al. und Rademaker et. al. unter-
suchten die postoperative Funktion der Lunge bei Patienten nach konventioneller
und laparoskopischer Cholezystektomie [75, 76]. Verglichen mit den Patienten der
Laparotomie-Gruppe, wurden nach Laparoskopie deutlich bessere Lungenfunktions-
parameter gemessen. Die forcierte Vitalkapazitat, expiratorische Sekundenkapazitat,
totale Lungenkapaziat und Sauerstoffsattigung waren nach Laparoskopie, verglichen
mit der Laparotomie-Gruppe, wesentlich weniger beeintrachtigt. 90% der laparoto-
mierten Patienten entwickelten Atelektasen. Dabei handelte es sich hauptsachlich
um fokale und segmentale Atelektasen. Nach Laparoskopie wurden bei 40% der Pa-
tienten weitgehend Mikroatelektasen nachgewiesen. Trotz dieser signifikanten Re-
duktion der Anzahl der Atelektasen wird deutlich, daf® auch ein laparoskopischer Ein-
griff die Lungenfunktion beeinflussen kann. Wie bei den konventionellen Operationen
ist auch hier die Schwere des Traumas von entscheidender Bedeutung. Erice et. al.
zeigten, dal} eine laparoskopische Cholezystektomie mit einer leichten Einschran-
kung der Lungenfunktioin einher geht [77]. Im Vergleich dazu hatte eine laparoskopi-
sche Herniotomie keinen Einflul auf die Funktion des Zwerchfells und der Lunge.
Auch das Trauma einer Ubersichtslaparoskopie scheint keine wesentliche Anderung
der Lungenfunktion zu bewirken [78]. Vitalkapazitat, Atemzugvolumen und transdi-
aphragmatischer Druck unterschieden sich nicht von den praoperativen Kontrollwer-
ten.
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Es gilt als sicher, dal} laparoskopische Operationen, im Vergleich zur konventionellen
Chirurgie eine deutlich bessere postoperative Lungenfunktion bedingen. Im durchge-
fuhrten Experiment korreliert diese Beobachtung mit einer signifikant geringeren An-
zahl pulmonaler Metastasen.

5.1.2 EinfluB des Hamostasesystems auf die pulmonale Absiedlung hamatogen zir-

kulierender maligner Zellen

Zu den essentiellen Regelkreislaufen des Organismus, welche durch schweres ope-
ratives Trauma beeinfluBt werden, zahlt neben Hormon- und Immunsystem,
Gastrointestinalem System und Kreislauf auch das Hamostasesystem. Die nach La-
parotomie beobachtete Hyperkoagulabilitat bewirkt eine verlangsamte Mikrozirkulati-
on und verstarkte Bildung kleiner Thromben, was wiederum zur gesteigerten Retenti-
on maligner Zellen im kapillaren Strombett unterschiedlicher Organe flUhren kann
[79]. Diese postoperative Entwicklung von Mikrothromben basiert auf der bekannten
Virchow'schen Trias: Endothelalteration, Blutstromveranderung und Veranderung der
Blutzusammensetzung.

Die postoperative Stérungen der Lungenfunktion flhrt zur Bildung minderperfundier-
ter hypoxischer Areale mit verringertem Stromzeitvolumen, d. h. die Strdomungsge-
schwindigkeit des Blutes ist verlangsamt. Weiterhin kommt es zur Schadigung der
Endothelzellen durch Tumoremboli, welche in den Lungenkapillaren fest klemmen.
Das nach Verletzung des Endothels frei liegende Kollagen flhrt zur Thrombozyte-
naggregation [80]. Der dritte und entscheidende thrombogene Stimulus ist die post-
operativ erhdhte Gerinnungsbereitschaft oder Koagulabilitdt des Blutes [81]. Diese
kann entweder durch eine geringere Effektivitat von gerinnungshemmenden bzw.
fibrinolytischen Mechanismen und/ oder durch Expression von prokoagulatorischer
Aktivitat induziert werden. Beide Reaktionswege werden durch das Trauma indirekt
beeinflult. Eine Schlisselrolle scheint dabei die nach Laparotomie auftretende Hy-
poxamie zu spielen. Die verminderte Sauerstoffkonzentration bewirkt eine signifikant
erhdhte Konzentrationen von plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) im Blut [82].
Die Konzentration von Plasminogen, als fibrinolytisches Protein, ist nach gréeren
chirurgischen Eingriffen deutlich vermindert [83].

Neben der postoperativ verstarkten Hemmung der Fibrinolyse kommt es zu einer ge-
steigerten prokoagulatorischen Aktivierung. Wiederum ist die Hypoxamie von ent-
scheidender Bedeutung. Bei kultivierten Endothelzellen, Monozyten und glatten
Muskelzellen bewirkt der Sauerstoffabfall eine deutlich erhéhte Expression von Ge-
websthromboplastin [81, 84]. Gewebsthromboplastin ist ein potenter Aktivator des
Extrinsischen Blutgerinnungssystems. Aulierdem steigert Hypoxie die Adhasion von
polymorphkernigen, neutrophilen Granulozyten an Endothelzellen, wobei die erhdhte
Produktion von ,Plattchenaktivierendem-Faktor (PF-3)“ durch das Endothel als
Hauptmechanismus diskutiert wird. Die erhohte PF-3 Konzentration fihrt zur Adhasi-
on und Aggregation von Thrombozyten und damit zur Aktivierung des Intrinsischen
Blutgerinnungssystems. Dieser Vorgang wird durch die postoperativ gesteigerte
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Thrombozytenzahl und erhdhte Adhasionsbereitschaft der Thrombozyten erheblich
erleichtert [85].

Innerhalb von 6 Stunden nach Einsetzen einer Hypoxamie, kdnnen elektronenmikro-
skopisch Fibrinbelage in den Kapillargefal’en der Lunge nachgewiesen werden. Zu-
satzlich kommt es zur verklrzten Blutungszeit mit erhdhter Konzentration von Fibri-
nogen und Faktor VIII [84]. Dieses Mikromilieu bietet ausgezeichnete Voraussetzun-
gen fur die Entstehung kleiner Thromben, welche nach pulmonaler Mikroembolie den
Arrest im Blut zirkulierender, maligner Zellen beglnstigen kénnen [86].

Intrinsisches System Extrinsisches System
Thrombozytenadhasion, Gewebezerstérung
Thrombozytenaggregation Freisetzung von Thromboplastin

Plétchgnfaktor 3 [PF3]

XIl —— Xila
! Vil 1
Xl —— Xla | Vila «——— VI|
IX ——> 1Xa, Ca?*, Vllla
PF3

X ‘ > Xa <« X

Thrombin <—— Prothrombin Plasminogen-Aktivator-

| Inhibitor
1 I
Fibrinogen ——> unstabiles Fibrin ?
Xllla, Ca®* - - -~ l Plasminogen-Aktivator
Fibrinspaltprodukte - - - - - - stabiles Fibrinpolymer «——— Plasmin <——— Plasminogen

Abb. 17: Schema der Blutgerinnung

In einer umfangreichen Arbeit von Lars Iversson wurde gezeigt, dal} eine kinstlich
induzierte Thrombozytopenie, die Anzahl pulmonaler Metastasen signifikant senken
kann [87]. Weiterhin wurde beobachtet, dal} die nach Laparotomie erhdhte Inzidenz
von Lungenmetastasen bei deutlich reduzierter Thrombozytenzahl nicht auftrat. Auch
die Hemmung der Blutgerinnung durch Heparin und Cumarinderivate bewirkte einen
massiven Abfall experimenteller, durch intravendse Injektion maligner Zellen indu-
zierter Lungenmetastasen [88].

Neben der Applikation von antikoagulativen Medikamenten kann durch Reduktion
des operativen Traumas die postoperativ erhdhte Gerinnungsbereitschaft des Blutes
deutlich gesenkt werden. Es konnte gezeigt werden, dal} die laparoskopische Entfer-
nung der Gallenblase, im Vergleich zur konventionellen Cholezystektomie, eine we-
sentlich geringere prokoagulatorische Aktivitat des Blutes zur Folge hat [89]. Als
Nachweismethode diente die Thrombelastographie. Das Thrombelastogramm gibt



54

einen Uberblick tiber Thrombozytenzahl und Thrombozytenfunktion sowie (iber den
Ablauf des endogenen Gerinnungssystems und der Fibrinolyse. Nach konventionel-
ler Cholezystektomie waren die Reaktionszeit, d.h. die Zeit bis zum Gerinnungsein-
tritt, und die Thrombusbildungszeit, also die Geschwindigkeit der einsetzenden Ge-
rinnung, im Vergleich zur Laparoskopie signifikant verklrzt.

Zusammenfassend kénnen die Aktivierung des Hamostasesystems und die Ein-
schrankung der Lungenfunktion als Hauptursachen der nach Laparotomie erhdhten
pulmonalen Absiedlung maligner Zellen genannt werden. Neben dem gesteigerten
Tumorzellarrest in den Kapillaren der Lunge kdnnte eine beschleunigte Extravasation
der Tumorzellen ins Lungenparenchym die Entwicklung pulmonaler Metastasen zu-
satzlich begunstigen.

5.1.3 Extravasation maligner Zellen — Rolle der Adhasionsmolekiile

Die Migration der Tumorzellen durch die GefalRwand ist ein grundlegender Bestand-
teil der Pathogenese von Tumormetastasen. Dieser Mechanismus gleicht der Extra-
vasation von neutrophilen Granulozyten [90]. Nach Aktivierung der Endothelzellen
durch Entzindungsmediatoren (TNF-a; IL-6; IL-1p3) werden innerhalb weniger Minu-
ten auf der Oberflache der Endothelzellen Selektine exprimiert. Diese Zelladhasi-
onsmolekule interagieren mit Kohlenhydratepitopen bestimmter Glycoproteine der
Leukozyten und fuhren zu einer reversiblen Anheftung der neutrophilen Zellen an die
Gefallwand. Dieser erste Adhasionsschritt bewirkt eine zweite, stabilere Bindung
zwischen sogenannten Integrinen, exprimiert auf der Granulozytenoberflache, und
den CAM- Rezeptoren (cell adhesion molecule) des Endothels. Die CAM Expression
wird analog der Selektin-Hochregulation durch proinflammatorische Zytokine indu-
ziert. Mit der resultierenden festen Bindung der Zelle an die GefalRwand beginnt die
Diapedese. Die auf der migrierenden Zelle exprimierten Integrine bewirken zusatzlich
eine feste Bindung zwischen Granulozyt und Basalmembran. Um die Basalmembran
passieren zu kdnnen, zerstort der neutrophile Granulozyt die extrazellulare Matrix mit
Hilfe proteolytischer Enzyme und wandert unter dem chemotaktischen Einflu® von In-
terleukin 8 in das Parenchym [90].

Die Mechanismen der Adhasion und Invasion maligner Zellen gleichen dem be-
schriebenen Verlauf der Extravasation neutrophiler Granulozyten. Auch hier kommt
es unter Einflul proinflammatorischer Zytokine zur Expression von Selektinen (E-
Selektin und P-Selektin) auf den Endothelzellen. Diese binden sogenannte Sialyl-
Lewis-Glycoproteine (sLe Epitope), die bereits auf Tumorzellen nachgewiesen wur-
den. Maehara et. al. beobachteten, dal} Adenokarzinomzellen mit einer hohen sLe
Rezeptordichte eine deutlich gesteigerte Bindung mit aktivierten Endothelzellen ein-
gehen [91]. Monoklonale Antikorper gegen sLe Epitope bzw. das Blocken der Selek-
tin-Expression inhibierten dagegen die Adhasion zwischen Tumor- und Endothelzel-
len.

Die fur die zweite festere Bindung zwischen Tumor- und Endothelzellen verantwortli-
chen Integin-Rezeptoren der migrierenden Tumorzelle bestehen aus alpha- und be-
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ta-Unter-einheiten. Beide Rezeptortypen werden von den, im Experiment verwende-
ten, intravends injizierten, TA3-Hauschka Tumorzellen auf der Zelloberflache expri-
miert [92]. Beta(1)-Integrine kdnnen mit CAM—Rezeptoren der Endothelzellen adha-
sive Bindungen eingehen. Alpha(5) und alpha(6)-Integrine sind bekannt fur Bindun-
gen mit Fibronektin- und Laminin Proteinen der Basalmembran. Die Up- und Down-
Regulation der Adhasionsrezeptorenfamilien erfolgt Uberwiegend im Zusammenspiel
mit stimulierenden und supprimierenden Zytokinen. Die Endothelzellen kbnnen nach
entsprechendem Stimulus innerhalb von Minuten die Dichte verschiedener Rezeptor-
typen deutlich erhéhen. Nach 2 - 6 Stunden erreicht die Rezeptordichte ein Maxi-
mum, um dann innerhalb von 24 Stunden wieder auf Normalwerte abzufallen. Ist die
Funktion der Rezeptoren erflllt, werden sie abgeworfen oder eingefahren [90].

Die postoperative Entzlindungsreaktion mit erhéhten Konzentrationen proinflammato-
rischer Zytokine kann eine Hochregulation der beschriebenen Adhasionsrezeptoren
bewirken und damit zur verbesserten Adhasion der malignen Zellen an das Endothel
und Migration in das Parenchym beitragen.

5.2 Perioperative Imnmuntherapie zur Pravention pulmonaler Metastasen

5.2.1 Stimulation des unspezifischen Inmunsystems durch MPL-A

Die Stimulation des unspezifischen Immunsystems durch separates Verabreichen
von Monophosphoryl Lipid A bewirkte keine signifikante Einschrankung der Tumor-
entwicklung (p = 0,015; Signifikanzniveau 0,005). Allerdings zeigte sich ein deutlicher
Trend, der eine inhibierende Wirkung des perioperativ verabreichten MPL-A auf die
Entstehung pulmonaler Metastasen andeutet. Eine der Ursachen ist die hohe Immu-
genitat der intravenos injizierten, synergetischen Karzinomzellen. Die Versuchstiere
waren in der Lage, eine spezifische Immunreaktion gegen die malignen Zellen zu ini-
tileren, welche durch das Adjuvans MPL-A verstarkt wurde.

Die weit verbreitete Annahme, dal’3 eine traumabedingte Immunsuppression der
Grund fur das vermehrte Auftreten maligner Metastasen nach schwerem, operati-
vem Trauma ist und eine einfache Starkung des Immunsystems dieses gesteigerte
Tumorwachstum inhibieren kénnte, basiert auf der Theorie der immunologischen U-
berwachung [33]. Diese Theorie geht davon aus, dal} die Erkennung und Elimination
maligner Zellen eine primare Funktion des Immunsystems ist. Das heil3t, das Immun-
system besitzt die Fahigkeit, Tumorzellen von gesunden Korperzellen zu unterschei-
den und sie, ahnlich wie fremde Zellen oder virusinfizierte Zellen, zu eliminieren. Die
ungehinderte Entwicklung von Tumoren ware demnach auf ein Versagen der Im-
munuberwachung zurtickzufihren.

Das entscheidende Argument gegen die Theorie der immunologischen Uberwachung
basiert auf der Beobachtung, dal es bei fast vollstandigem Versagen des Immunsys-
tems, wie bei der HIV-Infektion, zu keinem vermehrten Tumorwachstum kommt, wel-
ches nicht unmittelbar auf eine Infektion zuriickzufiihren ist. Die vermehrt auftreten-
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den Lymphome oder Hauttumoren sind virusinduzierte Tumoren, deren Entstehung
mit der verminderten Immunfunktion der Patienten einher geht.

Obwohl Tumorzellen spezifische Antigene exprimieren, die sie von anderen Zellen
unterscheiden, ist das Immunsystem nicht in der Lage, wirkungsvoll auf diese Veran-
derungen zu reagieren. Einer der Grinde ist die geringe Immugenitat, d. h. das Feh-
len und/ oder die ungeniugende Expression von MHC-1 Rezeptoren und costimulie-
renden Rezeptoren auf der Zelloberflache. Weiterhin sind Tumorzellen befahigt, ge-
gen sie gerichtete Antikdrper durch Endozytose aufzunehmen und anschlie3end ab-
zubauen. Eine dritte Mdglichkeit der Immreaktion zu entgehen, ist die Expression von
immunsupprimierenden Zytokinen wie dem transformierenden Wachstumsfaktor-3
(TGF-B) [33].

Es steht auler Frage, dal} schweres, chirurgisches Trauma eine deutliche Ein-
schrankung der Immunfunktionen hervorruft. Das diese Immunsuppression flr das
vermehrte, postoperative Auftreten maligner Metastasen verantwortlich ist, konnte
bisher allerdings nicht bestatigt werden.

5.2.2 Stimulation des sypezifischen Inmunsystems durch Tumorzellvakzine

Verglichen mit den unbehandelten Versuchstieren (OP-Gruppe) bewirkte die Injektion
lysierter Tumorzellen eine signifikant geringere Anzahl pulmonaler Metastasen. Die
Kombination aus lysierten Tumorzellen und Monophosphoryl Lipid A hatte den deut-
lichsten Einfluy auf das Tumorwachstum. Die Tiere der MPL-A + LTZ Gruppe entwi-
ckelten, im Vergleich zu allen anderen laparotomierten Versuchstieren (OP-Gruppe,
LTZ- Gruppe, MPL-A-Gruppe) signifikant weniger Lungenmetastasen. 70% der Tiere
dieser Gruppe zeigten keinerlei malignes Wachstum. Im Gegensatz dazu entwickel-
ten 100% der unbehandelten, laparotomierten Versuchstiere (OP-Gruppe) pulmonale
Metastasen. Die perioperativ induzierte, spezifische Immunantwort gegen hamato-
gen, zirkulierende, maligne Zellen basiert auf zellularen und humoralen Mechanis-
men.

5.2.3 Prinzip der Induktion einer spezifischen Immunreaktion —
Die zellulare Immunantwort

Immunreaktionen konnen durch die Art der verabreichten Antigene beeinflut wer-
den. Eine zellulare Immunantwort kann nur durch Protein-Antigene induziert werden
[46]. Die Induktion einer humoralen Immunreaktion ist durch Kontakt der B-Zellen mit
Nukleinsauren, Proteinen, Polysacchariden, Lipiden und anderen Substanzen mog-
lich. Das Immunsystem ist dann voll aktiviert, wenn zellulare und humorale Reaktio-
nen ausgelost werden. Um diese effizienteste Reaktion zu induzieren, wurden den
Versuchstieren lysierte Tumorzellen, d.h. Protein-Antigene und Nicht-Protein-
Antigene, verabreicht.

Im Folgenden werden die Standart-Immunreaktionen, welche durch die Tumorvakzi-
nierung induziert werden, kurz erlautert [46]. Nach intraperitonealer Injektion der ly-
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sierten Tumorzellen werden die Zelltrimmer durch Makrophagen phagozytiert. Peri-
toneale Makrophagen und dendritische Zellen gehéren zur Gruppe der antigenpra-
sentierenden Zellen, d. h. sie kdnnen korperfremde oder veranderte Proteine erken-
nen und in Kombination mit MHC-Molekullen und costimulierenden Faktoren auf ihrer
Zelloberflache exprimieren. Tumorspezifische Proteine, welche von Makrophagen auf
MHC-I Molekiilen exprimiert werden, aktivieren naive CD-8" T-Zellen, die sich an-
schlieRend in zytotoxische CD-8" Killerzellen umwandeln. Treffen diese zytotoxi-
schen CD-8" T-Zellen auf vitale, maligne Zellen, lysieren sie diese durch Ausschiitten
von Zytotoxinen. Voraussetzung ist die Expression von MHC-I Oberflachenrezepto-
ren mit dem entsprechenden Antigen durch die Tumorzelle. Ohne dieses Signal kann
die Killerzelle die maligne Zelle nicht identifizieren [46].

Tumor-Ag

naive CD8
T-Zelle

Effektor - Zellen
(Zytotoxische T-Zellen)

maligne Zellen werden zerstort

Abb. 18: Naive CD8 T- Zellen werden durch Anitgenprasentierende Zellen (APC) aktiviert, differenzie-
ren sich in zytotoxische T-Zellen und zerstéren die malignen Zellen

Eine zweite Moglichkeit der Aktivierung zellularer Immunreaktionen besteht in der
CD-4" T-Zell vermittelten Stimulation naiver CD-8" T-Zellen. Hierbei miissen sowohl
die CD-4" T-Zelle als auch die naive CD-8" T-Zelle Antigene auf der Oberflache der-
selben antigenprasentierenden Zelle erkennen. Die CD-4" T-Zelle kann die antigen-
prasentierende Zelle dazu aktivieren, starker costimulierende Aktivitat zu entwickeln,
wodurch die naive CD-8" T-Zelle leichter aktiviert wird. Weiterhin kann die CD-4" T-
Zelle durch Sekretion von Interleukin-2 die naive CD-8" T-Zelle zur Proliferation und
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Differenzierung anregen. CD-4" T-Zellen spielen eine Schllisselrolle bei der Aktivie-
rung der zellularen und der humoralen Immunitat. Die Prasentation von Tumoranti-
genen in Kombination mit MHC-II Molekulen durch Makrophagen und dendritische
Zellen fiihrt nach Kontakt mit naiven CD-4" T-Zellen zur Stimulation und Differenzie-
rung in zwei funktionelle Klassen: Ty1-Zellen oder Ty2-Zellen (T-Helferzellen). Wie
die Differenzierung der naiven CD-4" T-Zellen gesteuert wird, ist weitestgehend un-
bekannnt. Sie kann durch das Zytokin-Profil beeinflul3t werden, dal® wahrend der ers-
ten proliferativen Phase der T-Zell-Aktivierung zugegen ist. Ty1-Zellen aktivieren un-
ter anderem Makrophagen und naive CD-8" T-Zellen, d.h. zelluldre Immunreaktionen
werden initiiert. Dominiert die Klasse der Ty2-Zellen oder T-Helferzellen, wird die An-
tikdrperproduktion, also die humorale Immunantwort aktiviert [93].

| naiver CD4-T-Lymphozyt |

\

| unreife T-Effektorzelle [THO] |

IFN-g IL-4
IL-12 IL-10

TH1 TH2
* zellvermittelte Entziindung * Aktivierung von B-Zellen zur
(Aktivierung von Makrophagen) Bildung neutralisierender Ak
* Aktivierung von Killerzellen * Bildung/ Aktivierung von
(CTL, NK) Mastzellen, eosinophilen Zellen
* Aktivierung von B-Zellen zur
Bildung opsonierender Ak

Abb. 19: Aktivierungsstadien der CD4-T-Zellen

5.2.4 Die humorale Immunantwort

B- Lymphozyten phagozytieren Antigene und prasentieren diese in Kombination mit
MHC-II Molekulen auf ihrer Zelloberflache. Diese MHC-Klasse-llI-Komplexe werden
von antigen-spezifischen, bewaffneten T- Helferzellen (Tny2-Zellen) erkannt, worauf
sich die B- Lymphozyten in antikdrperproduzierende Plasmazellen und B-
Gedachtniszellen umwandeln. B- Gedachtniszellen sind in der Lage, nach Zweitkon-
takt mit dem Antigen sofort spezifische Antikorper zu bilden. Fir eine Langzeitaktivie-
rung des Immunsystems ist deshalb die Aktivierung der humoralen Immunreaktion
von auflerordentlich groRer Bedeutung. Die Hauptfunktionen der Antikdrper sind An-
tigen-Neutralisierung, Opsonierung und Komplementaktivierung. Die Opsonierung
der antigentragenden Zellen durch Antikorper bewirkt die Aktivierung von Makropha-
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gen und fuhrt somit zum verstarkten Abbau der Tumorzellen. Zusatzlich kdnnen anti-
korperbehaftete Tumorzellen von naturlichen Killerzellen erkannt werden, welche
nach Kontakt die Zerstorung der malignen Zellen initiieren. Das stimulierte Komple-
mentsystem flhrt ebenfalls zur Opsonierung der Tumorzellen und kann durch Gene-
rieren membranangreifender Komplexe die Lyse der maligen Zellen verursachen
[94].

Bakterielle Polysaccharide, Proteine und Lipopolysaccharide kénnen naive B-
Lymphozyten auch ohne T-Zell-Hilfe stimulieren. Diese thymusunabhangigen Antige-
ne (TI-Antigene) kdnnen B-Zellen durch verschiedene Mechanismen aktivieren und
lassen sich so in zwei Klassen unterteilen. Die Antigene der ersten Klasse (TI-1-
Antigene) besitzen die Eigenschaft, die Proliferation und Differenzierung von B-Zellen
direkt anzuregen. Diese polyklonale Aktivierung mit anschlieRender Antikérperpro-
duktion beginnt im Gegensatz zur T-Zell-abhangigen Stimulation sehr frih. Allerdings
konnen TI-1-Antigene weder einen Isotypenwechsel der Antikdrper noch die Bildung
von B-Gedachtniszellen effizient induzieren [94].

T-Zelle

B-Zelle 1

Ak produzierende
Plasmazelle

Neutralisierung Opsonierung Komplementaktivierung

Abb. 20: Aktivierung der B-Zellen

Die zweite Gruppe von thymusunabhangigen Antigenen (TI-2-Antigene) besteht
hauptsachlich aus Zellwandpolysacchariden gramnegativer Bakterien. An dieser Stel-
le sei nochmals erwahnt, dald Monophosphoryl Lipid A ein Lipopolysaccharid-Derivat
ist, d. h. der adjuvante Effekt von MPL-A kdnnte auch auf TI-2-Antigen ahnlichen
Wirkmechanismen basieren. Die Vernetzung von Zelloberflachenimmunglobulinen
der reifen B-Lymphozyten durch Tl-2-Antigene bewirkt eine frihe und effektive Anti-



60

korperproduktion gegen Nichtproteinantigene. Das Sezernieren dieser Antikorper
kann durch Kontakt mit T-Helferzellen gesteigert werden. Diese Interaktion kann zu-
satzlich einen Isotypwechsel der Antikdrper hervorrufen mit der Folge einer spezifi-
scheren Immunitat [94].

Im Tiermodell kann die Aktivierung des Immunsystems nach intraperitonealer Injekti-
on lysierter, allogener Tumorzellen, bei anschlieRender Applikation vitaler, maligner
Zellen zu einem deutlich eingeschranktem Tumorwachstum fuhren. Dieses Phano-
men ist seit vielen Jahrzehnten bekannt und leider nur von geringer klinischer Rele-
vanz. Der Grund dafur ist die hohe Immugenitat synergetischer Zelllinien, die sich im
Gegensatz zu autogenen Tumorzellen genetisch vom Versuchstier unterscheiden.
Trotzdem ist es aullerordentlich beeindruckend, dal® die Stimulation eines kdrperei-
genen Systems die massive Vernichtung hochaggressiver Tumorzellen bewirken
kann. Dies geschieht durch ein Zusammenspiel zellularer und humoraler Immunreak-
tionen, wobei die Bedeutung der einzelnen Reaktionen am Gesamtprozel3 nicht si-
cher angegeben werden kann. Sollte es gelingen, das Immunsystem gegen maligne
Zellen wirkungsvoll zu aktivieren, stinde eine neue, aullerst aussichtsreiche Thera-
pieform maligner Erkrankungen zur Verfugung.
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6 Zusammenfassung

Die Beobachtung des vermehrten Auftretens maligner Metastasen nach Resektion
des Primartumors wurde durch zahlreiche tierexperimentelle Studien bestatigt [95].
Von den aufgestellten Hypothesen, welche den zugrundeliegenden Mechanismus
erklaren sollen, hat sich die Theorie Judah Folkmans‘ durchgesetzt. Diese beschreibt
eine Hemmung der Neoangiogenese sekundarer Tumore durch anti-angiogenetische
Proteine, welche vom Primartumor systemisch freigesetzt werden. Nach Exzision des
Primartumors fallt dieser inhibierende Einflud weg, die Metastasen werden an das
BlutgefalRsystem angebunden und kdnnen ungehindert wachsen [96, 97]. Zusatzlich
zu dieser stimulierenden Wirkung wird die Pathogenese sekundarer Tumore durch
eine Vielzahl anderer Faktoren beeinfluf3t. Dabei ist umstritten, welches Mal} jedem
dieser Einflisse zukommit.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkungen unterschiedlicher chirurgischer
Traumata auf die Entwicklung pulmonaler Metastasen untersucht. Das Etablieren ei-
nes Pneumoperitoneums stellte dabei das geringe chirurgische Trauma dar. Die
Durchfihrung einer Laparotomie vom Xiphoid bis in die Regio pubica war stellvertre-
tend flr ein schweres chirurgisches Trauma. Den Versuchstieren wurden im direkten
Anschlul an die chirurgischen Eingriffe Tumorzellen intravends injiziert und die resul-
tierende Entstehung pulmonaler Metastasen beurteilt. Mit dem verwendeten Tiermo-
dell wurde bewult auf einen Primartumor und dessen wachstumsregulierenden
Einflull auf die Metastasen verzichtet, um die Wirkung des chirurgischen Traumas
auf das Tumorwachstum besser beurteilen zu kénnen. Es konnte gezeigt werden,
dal} eine Laparotomie die Entwicklung hamatogener, pulmonaler Metastasen deut-
lich verstarkt. Das Etablieren eines Pneumoperitoneums hatte keinen Einfluy auf das
Tumorwachstum. Die anfangs aufgestellte Hypothese, dald schweres chirurgisches
Trauma bei hamatogen zirkulierenden Tumorzellen die Entwicklung pulmonaler Me-
tastasen begunstigt, gilt somit als vorerst bestatigt. Ob diese Ergebnisse klinisch veri-
fiziert werden konnen, bleibt abzuwarten. Die diesbeziglich angelegten klinischen
Studien werden erst in den kommenden Jahren sichere onkologische Langzeiter-
gebnisse liefern.

Durch Induktion einer spezifischen Immunreaktion gegen die intravends injizierten,
vitalen Tumorzellen konnte die Entwicklung pulmonaler Metastasen deutlich einge-
schrankt werden. Die perioperativ verabreichten, lysierten Tumorzellen bewirkten ei-
ne signifikant geringere Anzahl sekundarer Tumore. Durch Kombination der lysierten
Tumorzellen mit dem Adjuvans Mono-phosphoryl Lipid A konnte das Wachstum der
pulmonalen Metastasen weiter signifikant gesenkt werden. Nur 30% der Tiere, wel-
che mit dieser Kombination behandelt wurden, entwickelten sekundare Tumore. Im
Gegensatz dazu wurden bei 100% der unbehandelten Versuchstiere Lungenmetas-
tasen beobachtet. Die Ergebnisse zeigen, dal} verstreute, maligne Zellen durch das
aktivierte, spezifische Immunsystem Uberaus wirkungsvoll bekampfen werden kon-
nen. Damit gilt auch die zweite Hypothese flr dieses Tiermodell als verifiziert.
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Die Aktivierung des spezifischen Immunsystems erfolgte durch syngene Tumoranti-
gene, d.h. die perioperativ verabreichten Tumorzellfragmente waren mit dem Ver-
suchstier nicht 100% genetisch identisch. Unter solchen Bedingungen kann das Im-
munsystem leicht eine wirksame, spezifische Antwort generieren. Die malignen Zel-
len des Tumorpatienten sind autogene Zellen, die, obwohl sie vom Immunsystem er-
kannt werden, keine wirkungsvolle Immunreaktion auslosen [33]. Eine Maglichkeit
dieses Problem zu umgehen ist die gentechnische Manipulation der malignen Zellen.
So konnten die Tumorzellen zum Beispiel nach Transfektion mit Fremdgenen, wel-
che fur costimulierende Rezeptoren kodieren, entsprechende Molekule auf ihrer O-
berflache exprimieren und dadurch eine wirkungsvolle Aktivierun g des Immunsys-
tems ausldsen. Diese neuen Behandlungsstrategien befinden sich noch weitestge-
hend im experimentellen Stadium. Neben den ungenigenden Kenntnissen im Be-
reich der Tumorimmunologie gehoért auch der enorme Kostenaufwand zu den Grin-
den, weshalb die Immuntherapie maligner Erkrankungen bisher keinen Durchbruch
erzielte. Trotzdem besteht aufgrund der immer wieder gezeigten, Uberragenden Er-
gebnisse im Tierexperiment berechtigte Hoffnung, daf’ in den nachsten Jahrzehnten
wirksame Tumorzellvakzine entwickelt und erfolgreich im Rahmen der multimodalen
Therapie maligner Erkrankungen angewendet werden kdnnen.
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benutzten Hilfsmittel sowie die Literatur vollstandig angegeben sind.

Berlin, im Winter 2002
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