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1. Einleitung
Das Peritoneum spielt eine wichtige Rolle in der Viszeralchirurgie, da es an viele
Organe grenzt, bei nahezu jedem Eingriff tangiert wird und die Erkrankungen des

Peritoneums oft schwerwiegend sind (Reymond, 2016).

Das Peritoneum wird haufig nur als Membran wahrgenommen, dabei werden die
multiplen Funktionen dieses Organes unterschlagen, wie z.B. die enorme
Leistungsfahigkeit des Peritoneums bei der Immunabwehr (Reymond, 2016). Im
Vergleich zu anderen Organen, wie z.B. der Haut, sind die Veranderungen des
Peritoneums bei pathologischen Prozessen wenig erforscht und verstanden
(Reymond, 2016). Dementsprechend begrenzt ist das Therapieangebot bei
Erkrankungen des Peritoneums (Reymond, 2016). Es besteht der Bedarf, die
vorhandenen Therapieoptionen zu Uberdenken und weiter zu verbessern, um
Betroffenen mehr Lebenszeit oder zumindest Lebensqualitat zu ermdglichen
(Reymond, 2016).

Im Folgenden wird das Peritoneum naher beschrieben und wichtige peritoneale
Krankheitsbilder, wie die Peritonealmetastasen und Adhasionen, beleuchtet.
Daraufhin wird die Substanz Icodextrin und ihr Einsatz als intraperitoneales
Medikament naher betrachtet. AulRerdem werden intraperitoneale
Arzneimittelabgabesysteme beschrieben, zu denen auch die Pressurized
IntraPeritoneal Aerosol Chemotherapy (PIPAC) zahlt. Daraus ergibt sich dann

schlussendlich die Fragestellung dieser Arbeit.

1.1 Das Peritoneum
Das Peritoneum ist eine zwei Quadratmeter grof3e, serése Haut (van Baal et al.,

2017), die in zwei Blatter unterteilt wird:

- Das parietale Blatt des Peritoneums kleidet die Bauchhdhle aus und
begrenzt sie nach aufden hin zur Rumpfwand. Das parietale Blatt wird vom
Nervus phrenicus und den Spinalnerven innerviert und st
schmerzempfindlich (Blackburn and Stanton, 2014).

- Das viszerale Blatt bedeckt alle intraperitonealen Organe in der

Bauchhohle, also Leber, Gallenblase, Teile des Osophagus, Magen, Teile



des Dick- und Dinndarms, Milz und bei Frauen auf3erdem Ovarien, Tuben
und einen Teil des Uterus (Blackburn and Stanton, 2014). Uber die Tuben
besteht aulRerdem eine Verbindung des Peritoneums mit den aulieren
Genitalen. Das viszerale Blatt des Peritoneums ist im Gegensatz zum
parietalen Blatt nahezu schmerzunempfindlich (Blackburn and Stanton,
2014).

Das viszerale und das parietale Blatt des Peritoneums gehen an der Stelle, an
der die Organe Uber Bindegewebsplatten, sogenannte Mesenterien, an der
Rumpfwand aufgehangt sind, ineinander Gber (Rau et al., 2018). Beim Dinndarm
wird diese Stelle als Radix mesenterii bezeichnet. Durch das Peritoneum und
seinen serdosen Flussigkeitsfiim wird eine Verschieblichkeit der Organe
gegeneinander und in der Peritonealhdhle gewahrleistet (Rau et al., 2018). Im
Gesunden ist die Peritonealhdhle nur ein mit einigen Millilitern
Peritonealflissigkeit gefullter Spaltraum, dessen Druckverhaltnisse durch die
Atmung stetig beeinflusst werden (Rau et al., 2018). Histologisch gesehen ist das
Peritoneum ein Mesothel, ein einschichtiges Plattenepithel, welches einer
Basalmembran aufliegt (van Baal et al., 2017). Die Mesothelzellen sind mit einer
Glykokalyx bedeckt, die als erganzende Schutzschicht dient (van Baal et al.,
2017). Zusatzlich sind an verschiedenen Stellen im Mesothel lymphatische
Stomata enthalten (Wang et al., 2010). Das sind direkte Einmindungséffnungen
von Lymphkapillaren, die eine wichtige Rolle fir die Clearance von Flissigkeiten,
aber auch Erregern und Tumorzellen spielen (Wang et al., 2010). Uber eine
submesotheliale Schicht mit Nerven, Blut- und Lymphgefalen besteht die
Verbindung zum umliegenden Gewebe. In dieser Schicht sind die sogenannten
,Milky spots“ (Maculae lactae) zu finden, das sind Ansammlungen von
lymphatischem Gewebe mit Makrophagen und Lymphozyten, die fur die
Immunabwehr in der serdsen Hohle bereitstehen (Liu et al., 2016). Das
Peritoneum bildet eine grolRe Resorptionsflache. Diese Flache wird
beispielsweise bei der Peritonealdialyse benutzt, um harnpflichtige Stoffe aus
dem Blut Uber das Peritoneum als semipermeable Membran in eine
Dialyselésung abzugeben (Mehrotra et al., 2016). Jedoch kénnen sich Uber die

grolle Flache des Peritoneums auch Erreger und Entzindungen sowie



Tumorzellen leicht ausbreiten, weswegen das Peritoneum haufig auch Ort

pathologischer Geschehen ist (van Baal et al., 2017).

1.2 Krankheitsbilder des Peritoneums

Die grofle Flache des Peritoneums bietet einen breiten Angriffsort far
verschiedene Pathologien. Entlang der serdsen Haut konnen sich Erreger und
Entzindungen leicht im gesamten Bauchraum ausbreiten (van Baal et al., 2017).
Die Erkrankungen des Peritoneums |6sen entsprechende, heftige systemische
Reaktionen aus, die oft lebensbedrohlich sind (Reymond, 2016). Wichtige
Krankheitsbilder des Peritoneums sind Peritonealmetastasen, Peritonitis mit oder
ohne Abszessbildung, Aszites, Endometriose, Sklerosierung, primare Tumore

(Mesotheliome) und Adhasionen (van Baal et al., 2017, Stommel et al., 2014).

1.2.1 Peritonealmetastasen
Nun werden die Peritonealmetastasen naher erlautert. Dabei wird auf ihre

Pathophysiologie, Symptomatik, Diagnostik und Therapie eingegangen.

1.2.1.1 Pathophysiologie

Peritonealmetastasen konnen die Folge verschiedener maligner Geschehen im
Bauchraum sein. Die Peritonealhohle ist typischerweise der primare
Metastasierungsort vom Ovarialkarzinom, aber auch vom Magen-, Pankreas-
und kolorektalen Karzinom (Stommel et al.,, 2014). Die Metastasen im
Peritoneum verbreiten sich intrakavitar per continuitatem, im Unterschied zu
hamatogenen Metastasen, das heil’t, die Tumorzellen des Primartumors mussen

nicht in den Kérperkreislauf gelangen (Stommel et al., 2014).

Bei der Verbreitung der Tumorzellen im Peritoneum wurden mehrere Schritte zur
Bildung einer Implantationsmetastase identifiziert.  Zuerst erreichen die
Tumorzellen das Peritoneum, meist nach der Invasion des viszeralen
Peritoneums durch den Primartumor oder nach einer Perforation der Organe
(Eriksen et al., 2004). Wahrend der Verbreitung im Peritonealraum mussen die
Zellen eine Resistenz gegen Apoptose (,Anoikis“) entwickeln, indem sie ihren
Energiemetabolismus der hypoxischen Umgebung anpassen (Wilson et al.,
2019). Die Tumorzellen mussen auch der Beseitigung durch das Lymphsystem



entgehen (Stommel et al., 2014). Um zu Uberleben und sich weiter zu vermehren,
mussen die Tumorzellen im Peritonealraum an das beschadigte Mesothel, die
lymphatischen Stomata oder an freiliegende Extrazellularmatrix anhaften
(Stommel et al., 2014). Die Vielzahl an Mechanismen der Adhasion sind nur
teilweise verstanden. Ein Faktor ist die Expression von Oberflachenmolekilen
durch die Tumorzellen, die eine Adhasion begunstigen. Zum Beispiel
ermdglichen Integrine (van Baal et al., 2017) die Adhasion der Tumorzellen an
das Peritoneum, indem sie an verschiedene Extrazellularmatrixbestandteile wie
Kollagen, Laminin, Fibronektin, Fibrinogen und Vitronektin, aber auch an
Adhasionsmolekile wie ICAM-1 und VCAM-1, die von Mesothelzellen exprimiert
werden, binden (Alkhamesi et al., 2005, Slack-Davis et al., 2009). Die Adhasion
der Tumorzellen wird noch verstarkt durch die Anregung von Mesothelzellen zur
Ausschuattung von Entzindungsmediatoren und Produktion von Fibronektin
(Kenny et al., 2014, Klein et al., 1995).

Neben den Oberflachenmolekilen spielen auch zellulare Komponenten wie die
karzinom-assoziierten Fibroblasten (CAF) eine wichtige Rolle in der Entwicklung
der Peritonealmetastasen. Die CAF, die Uber mesothelial-mesenchymale
Transition entstehen (Sandoval et al.,, 2013), tragen zur Entstehung einer
sogenannten ,prametastatischen Nische® bei, indem sie ein tumorfreundliches
Mikroenvironment schaffen. Zum Beispiel regen CAF die Neoangiogenese uber
die Produktion von Wachstumsfaktoren an (Orimo and Weinberg, 2006). Da die
Peritonealmetastasen bevorzugt an peritonealen Neogefal’en haften (Solass et
al., 2016), erscheint die Neoangiogenese zur Tumorversorgung und zum

Tumorwachstum essenziell.

Innerhalb des Peritonealraumes siedeln sich Metastasen besonders haufig im
Omentum, auf dem Diaphragma, am Mesenterium, im Douglas-Raum, und in der
rechten parakolischen Rinne an (Klaver et al., 2012). Diese Lokalisationen
werden durch eine hohe Dichte an lymphatischen Stomata und Milky spots
charakterisiert, was auf eine mdgliche Rolle der Milky spots in der frihen
Tumorabwehr, aber vielleicht auch in der Entwicklung einer zunehmenden
Immuntoleranz in der Progression von Peritonealmetastasen hinweist (Liu et al.,
2016).
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1.2.1.2 Symptomatik

Die Symptome von Peritonealmetastasen sind unspezifisch, Bauchschmerzen
und Obstipation, aber auch allgemeinere Symptome maligner Erkrankungen wie
Ubelkeit, Gewichtsverlust und Fatigue kénnen auftreten (Rau et al., 2018). Mit
dem weiteren Fortschreiten der Erkrankung kann die Funktion intraabdomineller
Organe beeintrachtigt werden, es kann zu Harnleiter- und Gallengangsstenosen
sowie Darmverschliussen kommen (Lambert and Wiseman, 2018). Vor allem bei
gynakologischen Tumoren, wie z.B. dem Ovarialkarzinom, entwickelt sich oft
maligner Aszites, der bei Zunahme zu einer erheblichen Einschrankung der
respiratorischen Funktion, des EiweilRhaushaltes und der Lebensqualitat flhrt
(Cavazzoni et al., 2013).

1.2.1.3 Diagnostik

Peritonealmetastasen konnen manchmal im Rahmen von radiologischen
Untersuchungen (wie z.B. CT-Abdomen) diagnostiziert werden (Coccolini et al.,
2013). Allerdings ist die Sensitivitat des CT bei kleinknotigen
Peritonealmetastasen begrenzt, sodass die Diagnose oft intraoperativ wahrend
einer Laparoskopie oder Laparotomie gestellt wird (Coccolini et al., 2013). Die
Ausdehnung der Peritonealmetastasen Iasst sich mithilfe verschiedener Scores
quantifizieren. Am gebrauchlichsten ist der Peritoneal Cancer Index (PCI) nach
Sugarbaker (Jacquet and Sugarbaker, 1996), der die abdominelle Tumorlast
betrachtet. Der PCI beschreibt die Prasenz und die GroRe der
Peritonealmetastasen in 13 abdominalen Regionen. Es kann maximal ein PCI
von 39 erreicht werden, wobei ein hdherer Score mit schlechterer Resektabilitat
und damit auch schlechterer Prognose assoziiert ist (Llueca et al., 2018, Nagata
et al., 2017). Der PCI kann neben der intraoperativen Beurteilung auch
praoperativ Uber radiologische Verfahren grob eingeschatzt werden. In der
klinischen Praxis ist der PCI fur die Auswahl derjenigen Therapie maR3geblich,
die bei der jeweiligen Patientin bzw. dem jeweiligen Patienten den meisten Erfolg

verspricht (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019).
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1.2.1.4 Therapie

Die Wahl der Behandlung der Peritonealmetastasen hangt vom Primartumor und
den zu diesem Primartumor veroffentlichten Leitlinien ab. Lange galten
Peritonealmetastasen als unheilbar und wurden lediglich mit palliativer
systemischer Chemotherapie und Best Supportive Care behandelt, chirurgische
Interventionen waren nur akuten Komplikationen vorbehalten (Konigsrainer et al.,
2011). Als neue, kurative Therapie wurde eine multimodale Therapie aus
systemischer Chemotherapie, zytoreduktiver Chirurgie (CRS), also der
maximalen chirurgischen Entfernung des Tumors, kombiniert mit einer
hyperthermen intraperitonealen Chemotherapie (HIPEC), etabliert (Sugarbaker,
1989). Das Ziel ist die makroskopische Tumorfreiheit durch Resektion samtlicher
peritonealen Metastasen, was oft die Resektion der mit Tumor befallenen
Organabschnitte erfordert. Um auch mikroskopische Tumorreste zu entfernen,
wird im Anschluss bei offenem oder geschlossenem Abdomen die hypertherme,
fluissige = Chemotherapie appliziert. Im Vergleich zur systemischen
Chemotherapie wird eine hohere intraperitoneale Konzentration der
therapeutischen Substanz erreicht, gleichzeitig wird die systemische Toxizitat der
Chemotherapie vermindert (Steller et al., 1999). Durch den zusatzlichen Einsatz
der Hyperthermie soll ein synergistischer zytotoxischer Effekt erreicht werden
(Giovanella et al., 1976). CRS und HIPEC werden inzwischen auch in der S3-
Leitlinie fur das Kolorektale Karzinom neben der systemischen Chemotherapie
als chirurgische Therapie unter gewissen Voraussetzungen empfohlen
(Leitlinienprogramm  Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF), 2019).

Die hohe prognostische Relevanz einer kompletten Zytoreduktion der
Peritonealmetastasen ist in verschiedenen Tumortypen, wie z.B. dem high-grade
serdsen Ovarialkarzinom (du Bois et al., 2009) oder dem kolorektalen Karzinom
(Quenet et al., 2021), sehr gut belegt (van de Vlasakker et al., 2021). Hingegen
ist die Evidenzbasis fur die zusatzliche HIPEC dunn. Insbesondere beim
kolorektalen Karzinom waren die Ergebnisse von drei kurzlich publizierten
randomisierten Studien enttduschend (Quenet et al., 2021, Goere et al., 2020,
Klaver et al.,, 2019). AulRerdem ist die CRS in Kombination mit HIPEC ein
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radikales Vorgehen mit signifikanter perioperativer Morbiditat und Letalitat
(Boerner et al., 2016). Auch die Rekurrenzrate der Peritonealmetastasen nach
CRS mit HIPEC ist mit einer medianen Zeit von 12 Monaten hoch (Gamboa et
al., 2020). Fur viele Patientinnen und Patienten, insbesondere solche, die schwer
betroffen sind (mit hohem PCI) oder ein hohes Operationsrisiko mitbringen,
kommt CRS und HIPEC nicht in Frage.

Es besteht also ein Bedarf nach neuen Therapieoptionen fur Patientinnen und
Patienten, die einer zytoreduktiven Chirurgie nicht zuganglich sind. Diese
Therapielucke konnte durch die druckinduzierte intraperitoneale Aerosol-
Chemotherapie (PIPAC) gefullt werden. Die PIPAC ist ein neues, schonendes
Verfahren mit viel Potenzial zur Lebensverlangerung und Verbesserung der
Lebensqualitat (Solass et al., 2014). Auf die PIPAC-Therapie mit ihrem
Wirkprinzip, ihrer Durchfihrung sowie ihren Chancen und Herausforderungen

bzw. Limitationen wird unter Kapitel 1.5 eingegangen.

1.2.2 Adhasionen

Ein weiteres Krankheitsbild des Peritoneums sind Adhasionen. Nach
abdominellen Eingriffen ist die Entwicklung von peritonealen Adhasionen haufig
und tritt in bis zu 54% aller Falle auf (Okabayashi et al., 2014). Die Bildung von
Adhasionen kann zu schwerwiegenden Komplikationen flhren, wie
beispielsweise Infertilitat, chronischen Bauchschmerzen, Passagestorungen bis
hin zu Darmverschlissen (Diamond and Freeman, 2001). Adhasionen haben
auch Konsequenzen flr spateren Folgeeingriffe, da die Operationsbedingungen
beim Situs mit Adhasionen erschwert sind und Organstrukturen schlechter
erreicht werden konnen. Auch sind die 6konomischen Folgen weitreichend,
bedingt durch héhere Kosten im Rahmen des chirurgischen Eingriffs, langere
Krankenhausaufenthalte und die prolongierte Heilungszeit (Ray et al., 1998,
Arung et al., 2011). Im Folgenden wird auf die Pathophysiologie, Therapie und

Prophylaxe der Adhasionen eingegangen.

1.2.2.1 Pathophysiologie
Adhasionen sind pathologische Verbindungen zwischen Organen (enteroenteral)

und der Bauchwand (enteroparietal). Die genauen Entstehungsmechanismen
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der Adhasionen sind komplex und auch oft widersprichlich dargestellt. Durch
peritoneale Verletzungen wird eine EntzUndungsreaktion ausgelost, in deren
Rahmen auch die Gerinnungskaskade aktiviert wird (Arung et al., 2011). Uber
Thrombin wird aus Fibrinogen Fibrin synthetisiert. Im Gegensatz zur
physiologischen Wundheilung wird dieses bei der Adhasionsbildung nur
unzureichend im Rahmen der plasmin-vermittelten Fibrinolyse abgebaut
(Okabayashi et al., 2014), es entsteht ein Ungleichgewicht zwischen Koagulation
und Fibrinolyse. Als Folge der uberwiegenden Koagulation bildet das
verbleibende Fibrin Bricken zwischen bisher unverbundenen Gewebeteilen
(Diamond and Freeman, 2001) und damit ein Gerist, in welches Fibroblasten
einwandern  kdnnen  und Extrazellularmatrix ~ (EZM)  produzieren.
Gegenregulierende Mechanismen wie die Plasminogen-Aktivierung und Matrix-
Metallo-Proteasen, die die EZM abbauen, werden gehemmt (Cheong et al.,
2001), sodass sich das entstehende Bindegewebe innerhalb von funf bis sieben
Tagen weiter organisieren kann und Blutgefal3e Uber angiogenese-induzierende

Faktoren einsprie3en (Arung et al., 2011).

1.2.2.2 Therapie und Prophylaxe

Die Therapieoptionen sind bei vorhandenen Adhasionen limitiert. Eine
laparoskopische Adhasiolyse, also die Bekampfung von Adhasionen durch die
chirurgische Losung, flhrt bei hoher Verletzungsgefahr von intraperitonealen
Strukturen nicht immer zur Besserung der Symptomatik (Paajanen et al., 2018,
Molegraaf et al., 2017). AuBerdem kommt es haufig zur Reformation von

Adhasionen (Diamond and Freeman, 2001).

Die Pravention der Adhasionen ist ein altes Anliegen der abdominellen Chirurgie.
Das Auftreten von postoperativen Adhasionen kann im Allgemeinen chirurgisch
durch die Einhaltung der Halsted’schen Prinzipien (W.S. Halsted 1852-1922)
verringert werden (Arung et al., 2011). Die Halsted’schen Prinzipien beinhalten
unter anderem madglichst atraumatisches Operieren, das Vermeiden von
Fremdmaterial, und strengere Asepsis (Arung et al., 2011). Es wurden auch
verschiedenste praventive Therapiestrategien fur Risikoeingriffe und
Risikogruppen in Erwagung gezogen. Flussigkeiten, Gele oder Membranen
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sollen in der Bauchhohle, also intraperitoneal, eingesetzt werden und dort die
Entwicklung postoperativer Adhasionen vorbeugen. Diskutiert wird unter
anderem die Substanz Icodextrin (siehe 1.3), die als instillierte Flussigkeit das
Gewebe sowie Organe separieren soll und so die Bildung von Adhasionen
verhindern soll (Hydroflotation) (van den Tol et al., 2005). Auch Gele aus
Hyaluronsaure (Carta et al., 2004) und Polyethylenglycol (Ferland et al., 2001)
sollen die Berlhrung der Peritonealwande verhindern. Es wurden
immunmodulatorische Substanzen wie Steroide oder Antihistaminika zur
Adhasionspravention eingesetzt, weil sie die Fibrinolyse férdern (Risberg, 1997,
Ahmad et al., 2020b). Weitere mechanische Barrieren sind eine resorbierbare
Schutzschicht aus oxidierter regenerierter Zellulose (Shimanuki et al., 1987) und
eine Hyaluronsaure-Carboxymethylzellulosemembran (Diamond, 1996). Die
Ubersichtsarbeiten zur Adhasionspraventionsstudien zeigen nur maRige Erfolge
(Ahmad et al., 2020a, Robb and Mariette, 2014, Ten Broek et al., 2014, Ahmad
et al., 2020Db).

Anti-adhasiven Substanzen werden im klinischen Alltag weiterhin mit Skepsis
betrachtet und finden nur selten Anwendung. Es wird keine medikamentdse
praventive Strategie gegen Adhasionen empfohlen (Arung et al., 2011). Weitere
Forschungsanstrengungen sind notwendig, um peritoneale Adhasionen wirksam

vorzubeugen.

1.3 Icodextrin

Eine Substanz, deren Einsatz als anti-adhasives Medikament diskutiert wird, ist
Icodextrin. Icodextrin ist ein Kolloidosmotikum, welches bereits routinemafig in
der Peritonealdialyse genutzt wird (Htay et al., 2018). Icodextrin ist ein Gemisch
verschiedener Glucosepolymere mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht
von 17 kDa (Frampton and Plosker, 2003). Gemal der Hydroflotation soll die
instillierte Icodextrin-Losung die Peritonealwande separieren und so die Bildung
von Adhasionen verhindern (van den Tol et al., 2005). Aufgrund des hohen
Molekulargewichts verbleibt Icodextrin lange im Bauchraum, bevor es resorbiert

wird, und kann deswegen auch lange wirken.
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1.3.1 Einsatz Adhasionsprédvention

In praklinischen Studien erzielte Icodextrin vielversprechende Ergebnisse in der
Pravention von postoperativen Adhasionen (Klink et al., 2013, van den Tol et al.,
2005). Die peritoneale Wundheilung wird von Icodextrin nicht beeintrachtigt
(Matsumoto et al.,, 2012). Auch steigert Icodextin die postoperativen
Nebenwirkungen nicht (Sakari et al.,, 2016). Jedoch konnte in einer
randomisierten kontrollierten Studie keine signifikante Reduktion von
postoperativen Adhasionen (de novo) durch Icodextrin als flissige Losung belegt
werden (Trew et al., 2011). So bleibt der klinische Nutzen von Icodextrin
umstritten (Robb and Mariette, 2014, Ten Broek et al., 2014).

1.3.2 Icodextrin-Einsatz in Kombination mit Chemotherapie

Im Tiermodell konnte die Kombination von lcodextrin mit zytotoxisch wirksamen
Substanzen (Mitomycin-C) das Auftreten postoperativer Adhasionen reduzieren
(Urkan et al., 2017). Auch wurde die peritoneale Tumorimplantation mit einer
lokalen Applikation von Icodextrin mit Oxaliplatin und 5-Fluoruracil reduziert
(Jouvin et al., 2017). AuRerdem wird vermutet, dass Icodextrin die mesothelial-
mesenchymale Transition hemmt (Klink et al., 2013) und somit die Entwicklung
von karzinom-assoziierten Fibroblasten und deren Effekte auf den
Tumorprogress einschrankt. Im Mausmodell hemmte Icodextrin die
Tumorzelladhdsion an beschadigte Bereiche der Peritonealwand in vivo (Al
Dybiat et al., 2020). So konnte Icodextrin (allein oder in Kombination mit
Chemotherapie) neben der Adhasionspravention auch das Wachstum

peritonealer Metastasen reduzieren.

1.4 Intraperitoneale Arzneimittelabgabesysteme

Es stehen verschiedene Systeme zur Verfigung, um Medikamente
intraperitoneal abzugeben. Am haufigsten werden Medikamente in die
Bauchhohle Uber einen sogenannten ,Peritonealdialysekatheter® verabreicht
(Van Oudheusden et al., 2015). Die Wahl eines geeigneten
Arzneimittelabgabesystems muss sowohl die Charakteristiken der zu
verabreichenden Losung (Viskositat, Lipophilie, usw.) als auch die des

Zielorganes, des Peritoneums, bericksichtigen. Das Peritoneum ist eine mit
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Glykolipiden bedeckte, wasserabweisende Membran, die den Austausch von
grollen Molekllen zwischen der Peritonealhéhle und dem Rest des Korpers
streng reguliert. So ist die transperitoneale Aufnahme von makromolekularen
Substanzen sehr begrenzt (Steuperaert et al., 2017). Zudem verteilen sich
Flussigkeiten entlang des Weges mit dem geringsten Widerstand. Deswegen ist
bei der intraperitonealen Applikation von flissigen Medikamentenlésungen die

Bedeckung des Peritoneums unvollstandig (Flessner, 2016).
1.5 Pressurized IntraPeritoneal Aerosol Chemotherapy (PIPAC)

1.5.1 Prinzip

Die wichtigsten Limitationen der intraperitonealen Chemotherapie sind also die
eingeschrankte Medikamentenaufnahme uber die semipermeable Membran, die
das Peritoneum darstellt, und die ungleichmafige Verteilung des Medikamentes
im Peritonealraum. Die PIPAC wurde als Methode entwickelt, um diese
Limitationen zu Gberwinden (Reymond et al., 2000, Solass et al., 2012). Wahrend
der PIPAC werden chemotherapeutische Substanzen laparoskopisch in ein
Capnoperitoneum als Aerosole vernebelt. Die Absicht dieser Methode ist es, sich
physikalische GesetzmaRigkeiten zunutze zu machen, um Utber Druck und die
Vernebelung den Effekt auf das Zielgewebe zu verbessern (Nadiradze et al.,
2019).

1.5.2 Aufbau und Durchfiihrung

Die druckinduzierte Aerosol-Chemotherapie wird in einem Operationssaal mit
laufender Hochfluss-Luftfilterung durchgefuhrt. Der Patient bzw. die Patientin
befindet sich in einer Allgemeinanasthesie. Bei Operationsbeginn wird ein
Capnoperitoneum bei Korpertemperatur und einem Druck von 12 mmHg
hergestellt. Der Zugang zur Peritonealhdhle wird Uber einen 5 mm Ballontrokar
fir die Kamera und einen 12 mm Ballontrokar fir den Vernebler geschaffen. Es
folgt die Durchflihrung einer explorativen Laparoskopie und die Bestimmung des
PCI. Wahrend der Operation kdnnen peritoneale Biopsien und im Fall von Aszites

auch eine Zytologie entnommen werden.
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Abbildung 1: Aufbau der PIPAC. Es wird ein normothermes Capnoperitoneum mit einem
Druck von 12 mmHg hergestellt. Unter Video-Uberwachung wird die chemotherapeutische
Substanz mithilfe eines Hochdruckinjektors in die dicht verschlossene Peritonealhéhle
vernebelt. Nach drei8ig Minuten wird das toxische Aerosol liber ein geschlossenes System
entsorgt. Aus Solass et al. (2014).

Im Anschluss wird der Vernebler (z.B. Capnopen, Capnomed, Zimmern o0.R.) in
den Trokar eingefuhrt und mit einem Hochdruck-Angioinjektor verbunden (z.B.
Accutron HP Thera, Medtron, Saarbriicken). Nach luftdichter Versiegelung des
gesamten Systems mitsamt der Peritonealhdhle wird die PIPAC mit den
chemotherapeutischen Substanzen ferngesteuert appliziert. Die jeweiligen
Substanzen werden je nach Tumorursprung und chemotherapeutischer
Vorbehandlung ausgewahlt. Zum Beispiel kann eine Kombination von Cisplatin
und Doxorubicin aerosolisiert werden (Alyami et al., 2019). Die Flussrate betragt
in der Regel 30 ml/min, der vorgelagerte Druck ist maximal 300 psi, das entspricht
in etwa 20 bar (Cazauran et al.,, 2018). Der intraabdomineller Befund wird
wahrend der Behandlung via Video Uberwacht. Nach dreilig Minuten
Beibehaltung des Aerosol-Gleichgewichtszustandes wird das toxische Aerosol

Uber ein spezielles geschlossenes Aerosol-Entsorgungssystem (CAWS) sicher
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entsorgt. Die Behandlung kann nach einer kurzen laparoskopischen Kontrolle der
Peritonealhdhle abgeschlossen werden (Cazauran et al., 2018). Die PIPAC
Prozedur kann mehrfach im Abstand von je sechs bis acht Wochen durchgeflhrt

werden.

1.5.3 Evidenz

In praklinischen (Eveno et al., 2017, Khosrawipour et al., 2017, Davigo et al.,
2020, Giger-Pabst et al., 2019) und klinischen (Solass et al., 2014, Tempfer et
al., 2018) Studien zeigten sich bei der PIPAC im Vergleich zur fliissigen Therapie
uberlegene pharmakologische Eigenschaften, insbesondere eine hdhere
Konzentration und Eindringtiefe der Medikamente in das Zielgewebe sowie eine
verbesserte raumliche Verteilung (Shariati et al., 2019). Nach zahlreichen
Prozeduren weltweit hat sich bestatigt, dass PIPAC durchflihrbar und sicher ist.
Die Daten zum objektiven Ansprechen auf die Therapie und Verbesserung der
Lebensqualitat sind vielversprechend. Deswegen kann PIPAC als
Behandlungsoption flir weit fortgeschrittene, refraktdre und isolierte
Peritonealmetastasen unterschiedlicher Herkunft in Betracht gezogen werden
(Alyami et al.,, 2019). Die PIPAC kann auch als Neoadjuvans wirkungsvoll
eingesetzt werden (Girshally et al., 2016). Weitere Indikationen, zum Beispiel die
Anwendung als Prophylaxe der Peritonealmetastasen, werden klinisch noch
evaluiert (Alyami et al., 2019).

1.6 Fragestellung

Die Therapie mit anti-adhasiven Substanzen, so auch Icodextrin, ist in
praklinischen Studien vielversprechend. Dennoch ist die Wirkung in klinischen
Studien umstritten und so wird Icodextrin kaum im Klinikalltag angewandt. Eine
potenzielle Erklarung ist, dass die Anwendung vom flissigen Icodextrin durch
eine eingeschrankte Verteilung des Medikaments im Peritonealraum und eine
inkomplette Bedeckung des Peritoneums limitiert ist (Argentino et al., 2014). Dem
kodnnte entgegengewirkt werden, indem Icodextrin als PIPAC verabreicht wird.
Auch wenn die PIPAC initial fir die Applikation chemotherapeutischer
Substanzen ausgelegt wurde, konnte sie auch fur andere Medikamente

angewendet werden, wie z.B. anti-adhasive Substanzen. Da lcodextrin eine
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polymerische Lésung mit geringer Viskositat ist, kdnnte die PIPAC Technologie
fur eine Aerosolisierung dieser Losung geeignet sein. So kdnnte der Einsatz von
Icodextrin zur Pravention von postoperativen Adhasionen effektiver werden.
Aulerdem konnte Icodextrin so auch als Tragerlosung fur Chemotherapie
dienen, um Synergien zwischen deren zytotoxischen Effekten und der anti-
adhasiven Wirkung gegentber Tumorzellen zu generieren. Voraussetzung fir
eine Medikamentenkombination aus Tragerlosung und Chemotherapie ist
allerdings die Stabilitat der einzelnen Substanzen in der Kombination (Rau et al.,
2018).

Das Ziel ist es, mit einem Icodextrin-Aerosol sowohl die Bildung von Adhasionen
als auch die Adhasion von Tumorzellen an das Peritoneum, also die Entwicklung
peritonealer Metastasen, effektiver bekampfen zu kénnen, als es mit einer

fliussigen Lésung moglich ist.

In dieser experimentellen Arbeit wird gezeigt, dass die molekulare Struktur von
Icodextrin bei der Aerosolisierung durch die PIPAC-Technologie intakt bleibt und
ein passendes Aerosol hergestellt werden kann. Eine Kombination von Cisplatin
und Doxorubicin mit Icodextrin als Tragerlésung fur die Substanzen war Uber
neunzig Tage bei Temperaturen von 4°C stabil. Aulerdem wird bewiesen, dass
diese Medikamentenkombination die Adhasion von der Zelllinie MKN45, also
humanen Siegelringkarzinomzellen in vitro reduziert, ohne an zytotoxischer

Wirkung zu verlieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Studienaufbau

Es wurde eine experimentelle Studie durchgefuhrt, die eine technische
Durchfuhrbarkeit der Herstellung von lcodextrin als unter Druck stehendes,
therapeutisches Aerosol und dessen Charakteristiken testet. Die Pharmakologie
von lcodextrin wurde bei der Applikation mit einem Hochdruckinjektor/Vernebler
sowie in Kombination mit chemotherapeutischen Medikamenten untersucht. Des
Weiteren erfolgte die Betrachtung biologischer Effekte von Icodextrin auf humane
Siegelringkarzinomzellen in vitro. Dabei wurden sowohl die Effekte der alleinigen
Anwendung von lcodextrin wie auch die Anwendung als Kombination mit

chemotherapeutischen Substanzen untersucht.

Alle Experimente und Messungen wurden in dreifacher Ausfertigung
durchgefuhrt. Wenn maoglich, fand die Untersuchung der Proben verblindet statt.
Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte gemald den Empfehlungen zur
Flhrung eines Forschungs-Protokollbuches der medizinischen Fakultat der
Universitat Tibingen und unterlag den Standards der Good Scientific Practice
der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Forschungsgemeinschaft, 2019). Die
Aufzeichnungen der Experimente, inkl. Rohdaten, sind auf dem Server des

Nationalen Zentrums fur Pleura und Peritoneum (NCPP) gespeichert.

2.2 Ethischer und regulatorischer Hintergrund

Keine lebendigen Tiere wurden flr die Zwecke dieser Studie verwendet oder
eingeschlafert. Keine vom Menschen abstammenden Proben wurden
einbezogen. Die humane Zelllinie MKN45 ist kauflich erworben worden (DSMZ,
Braunschweig, Germany). Nach deutschem Gesetz war keine Autorisierung

durch eine Ethikkommission oder Tierschutzkommission notwendig.

2.3 Substanz

Als anti-adhasive Substanz wurde Icodextrin 7,5% solution (Extraneal®, Baxter,
Wien, Osterreich) genutzt, einer Konzentration von 7,5 mg/ml entsprechend. Die
Substanz Icodextrin ist fur die intraperitoneale Anwendung in Deutschland bereits

zugelassen. Die Herstellerlosung wurde mit H20 (Ampuwa, Fresenius, Bad
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Homburg, Deutschland) auf 5 mg/ml, 2,5 mg/ml und 1 mg/ml verdinnt. Als
Chemotherapeutika wurden Doxorubicinhydrochlorid 2 mg/ml (DOXO-cell®, 150
mg, Cell pharm GmbH, Hannover, Deutschland) und Cisplatin 1 mg/ml (Cisplatin
Teva®, 100 mg, TEVA GmbH, Ulm, Deutschland) verwendet, da sie
routinemafig gemeinsam flr die intraperitoneale Anwendung bei Magen- und
Ovarialkarzinom genutzt werden (Van der Speeten et al., 2017). Cisplatin ist ein
Derivat von Platin und wirkt zytotoxisch Uber eine Hemmung der DNA-
Replikation. Doxorubicin gehort zu den Anthrazyklinen, wirkt direkt auf die
Zelloberflache (Triton and Yee, 1982) und hat sich bei der intraperitonealen
Anwendung als vorteilhaft erwiesen, da es aufgrund seines hohen
Molekulargewichts nur langsam aus dem Peritoneum absorbiert wird (Van der
Speeten et al., 2009).

2.4 Granulometrie

Mit granulometrischen Messungen konnen die Eigenschaften eines Aerosols
naher untersucht werden. Dafir wurden Losungen mit verschiedenen
Konzentrationen von Icodextrin (7,5 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml und 1 mg/ml) mit
einem Hochdruck-Kontrastmittelinjektor (Accutron HP-D®, Medtron AG,
Saarbriucken, Deutschland) und dem laparoskopischen Vernebler Capnopen®
(Capnomed, Zimmern o.R., Deutschland) bei einem vorgelagerten Druck von
uber 11 bar und einer Flussrate von 0,6-0,7 ml/s aerosolisiert. Dabei wurde ein
Gesamtvolumen von 200 ml je Probe von den vier unterschiedlichen

Verdlinnungen (mit verschiedener Viskositat) verspruht.

Die granulometrischen Messungen der Tropfenpartikel der Icodextrinldsung
wurden mittels Laserdiffraktometrie (Spraytec® Malvern, Herrenberg,
Deutschland) bei den verschiedenen Verdinnungen durchgefuhrt (Abb. 2). Dabei
werden die statistischen Tropfengrélen aus dem Aerosol wahrend der
Sprihphase bestimmt und die Verteilung der verschiedenen Grolien analysiert
(Malvern, 2007). Ein Helium-Neon Laser wird auf das entstehende Aerosol
projiziert und von den einzelnen Aerosolpartikeln abgelenkt. In einem
Empfangermodul des Gerats wird das durch das Aerosol entstandene
Lichtbeugungsmuster in ein elektrisches Signal umgewandelt und Uber die
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Analysesoftware ausgewertet. Dabei wird die Mie Theorie angewandt, die
vorhersagt, wie das Licht von spharischen Partikeln gestreut wird (Malvern,
2007). Spraytec® berechnet damit Uber das gemessene Volumen des Partikels
den Durchmesser eines imagindren volumen-aquivalenten spharischen
Partikels.

Capnopen®
- Helium-Neon
Transmittermodul Laser R Detektor Empfangermodul

Aerosol

Abbildung 2: Aufbau des Spraytec® Spray-TropfchengroBenmesssystems. Das
Transmittermodul erzeugt einen Helium-Neon Laserstrahl, der auf das entstehende Aerosol
projiziert wird und dabei von den einzelnen Partikeln abgelenkt wird. Das so entstehende
Muster der Lichtbeugung wird liber einen Detektor gemessen und liber das Empfangermodul in

ein elektrisches Signal umgewandelt. Eigene Darstellung.

2.5 Stabilitat von Icodextrin vor und nach der Aerosolisierung

Um festzustellen, ob die durch die Aerosolisierung erzeugten Scherkrafte die
Molekulstruktur von lcodextrin verandern, wurde dieses mithilfe der Reverse-
Phase-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (RP-HPLC) vor und nach der
Aerosolisierung verglichen. Die RP-HPLC ist eine analytische Methode, mit der
Substanzen identifiziert, quantifiziert und getrennt werden kénnen. Die Substanz
wird dabei in eine mobile Phase, ein bestimmtes Laufmittel, gegeben. Diese wird

mitsamt der Substanz Uber eine stationare Phase, eine Trennsaule mit
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spezifischen Eigenschaften, gepumpt. Je nach Starke der Wechselwirkungen
dieser Substanz mit der Trennsaule passiert diese die Trennsaule schneller oder
langsamer. Am Ende der stationaren Phase wird die Substanz Gber einen UV-
Detektor nachgewiesen. Durch den Zeitpunkt des Nachweises ergibt sich eine
fur die Substanz spezifische Retentionszeit. Bei der RP-HPLC ist die stationare
Phase unpolar und die mobile Phase meist polar, das heif3t, unpolare Substanzen
verweilen langer auf der Saule, haben also hohere Retentionszeiten (Zuo, 2014).
Die jeweilige Konzentration einer Substanz kann anhand der Peakflache
(Absorption Units x Minute) Uber eine Quantifizierungstabelle, die vorab mit

bekannten Konzentrationen erstellt wurde, bestimmt werden.

Icodextrin-Losungen mit verschiedenen Konzentrationen (7,5 mg/ml, 5 mg/ml,
2,5 mg/ml und 1 mg/ml) wurden mit einem Hochdruck-Kontrastmittelinjektor
(Accutron HP Thera ®, Medtron AG, Saarbricken, Deutschland) und dem
laparoskopischen Vernebler Capnopen® (Capnomed, Zimmern o0.R,,
Deutschland) aerosolisiert. Nach Erreichen eines konstanten Druckniveaus
wurde das Spray aufgefangen und die entstandene Flussigkeit in Glasbehaltern
bei 4°C gelagert bis zur RP-HPLC Analyse. Vor jeder neuen Aerosolisierung
wurde die verbleibende Flussigkeit aus dem System entfernt, um

Verdunnungseffekten entgegenzuwirken.

Fir die RP-HPLC wurde das Flissigkeitschromatographiesystem AKTAbasic 10
(Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) mit einer
Pumpe P-900, einem Autosampler A-900 mit einer 200 ul Ladeschleife und
einem UV-Detektor UV-900 genutzt. Das ganze System wird durch die
Datensystemsoftware Unicorn 4.0 (Amersham Pharmacia Biotech Europe

GmbH, Freiburg, Deutschland) gesteuert.

Fir die Trennung von Icodextrin wurde eine reverse-phase Nucleodur C18
Pyramid Saule mit 125 mm Lange und 4,6 mm Durchmesser, geflllt mit der
stationaren Phase, Nucleodur C18 Kieselgel der Korngréke 5 um (Machery-
Nagel, Duren, Deutschland), genutzt. Bei Raumtemperatur und einer UV-
Absorption von 210 nm betrug die Retentionszeit von Icodextrin 4,6 Minuten mit

einer Flussrate von 0,6 ml/min. Dabei wurde die Substanz in einer isokratischen
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mobilen Phase NaCl 0,9% (Fresenius KABI Deutschland GmbH, Bad Homburg,
Deutschland) eluiert. Die gesamte mobile Phase wurde durch einen 0,2um

Nylonfilter (Schleicher & Schuell Bioscience, Dassel, Deutschland) gefiltert.

Ein externer Standard wurde vorbereitet, indem eine Verdinnungsreihe von
Icodextrin 7,5% mit H20 (Ampuwa, doppelt destilliert und steril, Fresenius KABI
Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) und den folgenden
Konzentrationen hergestellt wurde: 15,0 mg/ml, 7,5 mg/ml, 3,75 mg/ml, 1,87
mg/ml, 0,93 mg/ml und 0,46 mg/ml. Diese Verdliinnungen wurden nacheinander
in die 200 pl fassende Ladungsschleife gegeben und gemessen. Die hdchste
Konzentration (15mg/ml) wurde dabei gemessen, indem 50pl statt 25 pl der 7,5
mg/ml Originalldsung hinzugegeben wurden. Im Anschluss wurde die ermittelte
Peakflache der sechs Verdlinnungen (mAU*min) gegen die Konzentration
(mg/ml) aufgetragen und damit die lineare Regression berechnet. Mithilfe der
Unicorn Analysis Module v 4.0 software (Amersham Pharmacia Biotech Europe
GmbH, Freiburg, Deutschland) wurde eine Quantifizierungstabelle erstellt und
schlielllich verwendet, um die Konzentration der gemessenen Proben zu

bestimmen.

2.6 Stabilitat von Icodextrin in Kombination mit zwei Chemotherapeutika
Um festzustellen, ob und wie lange eine Kombination von Icodextrin mit
Doxorubicin und Cisplatin stabil ist, wurden die Konzentrationen der einzelnen
Substanzen in Proben zu verschiedenen Zeitpunkten (O h, 2 h, 6 h, 24 h, 5d, 10
d, 15d, 30 d, 60 d, 90 d) bestimmt. Folgende Gruppen wurden dabei getestet:

Tabelle 1: Auf Stabilitit getestete Medikamentengruppen

Gruppe Wirkstoff Tragerlosung

Test Doxorubicin [54,2 pg/ml] | lcodextrin [7,27 mg/ml]
Test Cisplatin [86,2 ug/ml] Icodextrin [6,71 mg/ml]
Kontrolle Doxorubicin [54,2 pg/ml] | 0,9% NacCl

Kontrolle Cisplatin [86,2 pug/ml] 0,9% NacCl

Kontrolle - Icodextrin [7,5 mg/ml]
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Die Proben wurden wahrend des Experiments bei 4°C gelagert und bei Erreichen
der spezifischen Zeitpunkte bei -80°C eingefroren. Die Messungen wurden nach
dem Auftauen direkt durchgefuhrt. Doxorubicin und Icodextrin wurden mittels RP-
HPLC und Hydrophiler Interaktionschromatographie (HILIC) quantifiziert. Die
Hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC) ist eine Variante der
Normalphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie, in der auch polare
stationare Phasen verwendet werden. Die mobile Phase ist bei der HILIC, ahnlich
wie bei der RP-HPLC, auch polar. Dadurch ist die Interaktion langer, je polarer

eine Substanz ist.

Fir die Trennung von Icodextrin und Cisplatin wurde die Nucleodur C18 HILIC
Saule mit 125 mm Lange und 4,6 mm Durchmesser, geflllt mit der stationaren
Phase, Nucleodur C18 Kieselgel der KorngroRe 5 um (Machery-Nagel, Diren,
Deutschland) verwendet. Flir die Trennung von Icodextrin allein und mit
Doxorubicin wurde die reverse-phase Nucleodur C18 Pyramid Saule mit 125mm
Lange und 4,6mm Durchmesser, geflllt mit der stationaren Phase, Nucleodur
C18 Kieselgel der Korngrolke 5 um (Machery-Nagel, Duren, Deutschland)
verwendet. Bei beiden Methoden betrug die Flussrate 0,3 mil/min bei
Raumtemperatur. Bei 210 nm UV-Absorption betrug die Retentionszeit von
Icodextrin 4,6 min (Nucleodur pyramid) und 4,1 min (Nucleodur HILIC). Dabei
wurde bei Icodextrin allein bzw. mit Doxorubicin die Substanz in einer
isokratischen mobilen Phase NaCl 0,9% (Fresenius KABI Deutschland GmbH,
Bad Homburg, Deutschland) eluiert. Bei lcodextrin mit Cisplatin wurde die
Substanz in einer isokratischen mobilen Phase H20 (Ampuwa, doppelt destilliert
und steril, Fresenius KABI Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland)
eluiert. Die gesamte mobile Phase wurde stets durch einen 0,2 uym Nylonfilter

(Schleicher & Schuell Bioscience, Dassel, Deutschland) gefiltert.

Die Konzentrationen der verschiedenen Proben von lcodextrin wurden Uber die

bereits unter 2.5 erlauterten Quantifizierungstabelle berechnet.

FUr die Trennung von Doxorubicin wurde eine reverse-phase Nucleodur C18
Pyramid Saule mit 125 mm Lange und 4,6 mm Durchmesser, gefullt mit der
stationaren Phase, Nucleodur C18 Kieselgel der KorngroRe 5 ym (Machery-
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Nagel, Duren, Deutschland) genutzt. Bei Raumtemperatur und einer UV-
Absorption von 254 nm betrug die Retentionszeit von Doxorubicin 7,2 min mit
einer Flussrate von 0,9 ml/min. Dabei wurde die Substanz in einer mobilen Phase
mit 1,44 g SDS/Natriumdodecylsulfat in 500 ml H20 wund 500 ml
CHsCN/Acetonitril eluiert. Die gesamte mobile Phase wurde durch einen 0,2 ym

Nylonfilter (Schleicher & Schuell Bioscience, Dassel, Deutschland) gefiltert.

Fir die Vorbereitung eines externen Standards wurde eine Verdunnungsreihe
von Doxorubicin mit H20 (Ampuwa, doppelt destilliert und steril, Fresenius KABI
Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) und den folgenden
Konzentrationen hergestellt und bei 4°C gelagert: 500 pug/ml, 250 ug/ml, 125
pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,62 pg/ml, 7,81 pg/ml, 3,9 pg/ml. Diese
Verdinnungen wurden nacheinander in die 200ul fassende Ladungsschleife
gegeben und gemessen. Im Anschluss wurde die ermittelte Peakflache der
Verdinnungen (mAU*min) gegen die Konzentration (ug/ml) aufgetragen und
damit die lineare Regression berechnet. Eine Quantifizierungstabelle wurde
mithilfe der Unicorn Analysis Module v 4.0 software (Amersham Pharmacia
Biotech Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) erstellt und schlieBlich

verwendet, um die Konzentration der gemessenen Proben zu bestimmen.

Cisplatin wurde in einem externen Labor (Dr. Eberhard & Partner, Dortmund)
uber Atomabsorptionsspektroskopie (AAS; ZEEnit P 650, Analytic Jena AG,
Jena, Deutschland) quantifiziert. Die untere Bestimmungsgrenze fur Platin betrug
50 ng/ml (Cisplatin 80 ng/ml; Berechnungsfaktor 1,54). In der praanalytischen
Validierung konnte in 5% Glucosematrix ein linearer Messbereich zwischen 0,1-
100 pg/ml Platin bewiesen werden.

2.7 Zellkultur

Es wurde mit der kauflich erwerblichen, humanen Krebszelllinie MKN45
gearbeitet, die aus einem gering differenzierten Adenokarzinom des Magens
einer 62-jahrigen Frau isoliert wurde (DSMZ, Braunschweig, Deutschland). Die
Magenkrebszelllinie wurde gewahlt, weil sie aggressiv metastasierend ist und
das Peritoneum mit 32% einer der haufigsten Orte fur die Metastasierung von

27



Magenkrebs ist (Riihimaki et al., 2016). Die Zelllinie wird haufig fur verschiedene

Modelle der Peritonealmetastasen genutzt (Miwa et al., 2019).

Alle Loésungen und Medien wurden von Gibco/Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland bezogen. Die MKN45 Zellen wurden in 150 cm?
Zellkulturflaschen (Falcon, Corning, New York, USA) im Zellkulturmedium RPMI
1640 (1X) + GlutaMax-I mit 10% fetalem Kalberserum (FBS), 100 U/ml Penicillin
G, 100 pg/ml Streptomycin und 250 pg/ml Amphotericin B bei 37° C und 5% CO2
im Inkubator gezichtet. Jeden zweiten Tag erfolgte ein Wechsel des

Kulturmediums.

An den Zellen wurde die Wirkung der folgenden Medikamentengruppen

untersucht:

Tabelle 2: Auf zytotoxische und anti-adhédsive Wirkungen getestete Medikamentengruppen

Gruppe | Wirkstoff | Tragerlésung | Volumen | Wirkstoff | Tragerlésung | Volumen
1 - 0,9% NaCl 50 ml
Icodextrin
2 - 50 ml
[7,5 mg/mi]
Doxorubicin Cisplatin
3 0,9% NaCl 50 ml 0,9% NaCl 50 mi
[54,2 pg/ml] [86,2 pg/ml]
Doxorubicin Icodextrin Cisplatin Icodextrin
4 50 ml 50 ml
[54,2 pg/ml] [7,5 mg/ml] [86,2 ug/ml] | [7,5 mg/ml]

Ausgehend von der gebrauchlichen PIPAC Dosis von Doxorubicin (1,5 mg/m?
Korperoberflache in 50 ml 0,9% NaCl) und Cisplatin (7,5 mg/m? Kérperoberflache
in 150ml 0,9% NaCl) kam die in unseren Experimenten verwendete Dosis (s.0.)
mit einer Durchschnittskdrperoberflache von 1,76 m? zustande. Diese wurde aus
den gemal der DuBois-Formel errechneten Korperoberflachen einiger
Patientinnen und Patienten, die in unserer Klinik behandelt wurden, als
Durchschnitt ermittelt. Die Dosis von Cisplatin wurde auf ein Volumen von 50 ml
(statt 150 ml) angepasst. Im Sinne des Experiments wurde neben 0,9% NaCl

auch lcodextrin [7,5 mg/ml] als Tragerlésung verwendet.
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2.8 Zytotoxizitatsassay

Die MKN45 Zellen wurden in 24-Well Mikrotiterplatten (Falcon, Corning, New
York, USA) mit einer Konzentration von 6 x 10° Zellen/Well ausgesat und bei
37°C und 5% COz2zim Inkubator angezuchtet, bis sie zwei Tage spater 95%ige

Konfluenz erreichten.

FUr die Therapie wurde ein 12 mm Doppelballon-Trokar (Kii, Applied Medical,
Rancho Santa Margarita, USA) in den Deckel einer Plastikbox mit einem
Innenvolumen von etwa drei bis vier Litern eingebaut und befestigt. Die
Konstruktion aus Trokar und Plastikbox wurde verschlossen und war komplett
isoliert von der Aulienatmosphare, um jegliche externe Kontamination mit
Zytostatika zu verhindern (Abb. 3).

Capnopen®

Plastikbox Mikrotiterplatte mit
MKN45 Zellen

Abbildung 3: Versuchsaufbau in vitro PIPAC Therapie: Die Mikrotiterplatte mit den MKN45
Zellen war am Boden der Plastikbox platziert. In der verschlossenen Box erfolgte die

Aerosolisierung der jeweiligen Medikamentenkombinationen. Eigene Darstellung.

An Tag 0 wurde das Zellkulturmedium vorsichtig abgesaugt und die Platte mit der
Monoschicht Zellen fur die PIPAC Therapie am Boden der Plastikbox platziert.

Dann wurden 50 ml der Medikamentenldsung mithilfe des Hochdruck-
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Kontrastmittelinjektors  (Accutron HP-D®, Medtron AG, Saarbricken,
Deutschland) und des laparoskopischen Verneblers Capnopen® (Capnomed,
Zimmern o.R., Deutschland) mit einer Flussrate von 0,6 ml/s und einem
vorgelagerten Druck von Uber 11 bar aerosolisiert. Anschlielend wurden die
behandelten Zellen noch dreiRig Minuten bei Raumtemperatur in der
verschlossenen Box belassen. In den Gruppen 3 und 4 erfolgte die Behandlung
sequenziell, zuerst fand die Aerosolisierung von Doxorubicin statt, im Anschluss
folgte Cisplatin. Nach der Behandlung wurden die Mikrotiterplatten gereinigt und
Uberschussige FlUssigkeit wurde unter einer zytostatischen Schutzhaube
abgesaugt. Die Wells wurden erneut mit 2 ml Zellkulturmedium geftillt, welches

an den Tagen 2, 4 und 6 erneuert wurde.

Die Morphologie der behandelten Zellen wurde an den Tagen 2, 4 und 7 mit der
Leica MC170 HD-Kamera (Leica Microsystems, Heerbrugg, Schweiz)
dokumentiert. Die Zellzahl und Zellvitalitat wurden an den Tagen O, 2, 4 und 7
objektiv mithilfe von dem CASY® Cell Counter und Analyzer (Scharfe System,
Reutlingen, Deutschland) ermittelt. Die CASY® Technologie funktioniert nach
dem Coulter Prinzip. Das heil3t, die Zellzahlung erfolgt im Durchflussprinzip durch
Messung der Widerstandsanderung beim Durchtritt der Zelle durch eine Kapillare
in der elektrisch leitenden CASYton-Fliissigkeit. Die Anderung des elektrischen
Widerstands ist dabei proportional zur Grélke der Zelle. Wenn Zellen sterben,
verliert die Zellmembran an Integritat, die Durchlassigkeit steigt. Damit sinkt der
gemessene Widerstand auf das, was die verbleibende Kernhtlle der Zelle
verdrangt. So kdnnen uber das Zellvolumen die Zellzahl und Zellvitalitat bestimmt
werden. Aullerdem wird, sofern Aggregate auftreten, auch deren Volumen
bestimmt und Uber das Aggregatvolumen kann auf die wahre Anzahl individueller

Zellen zurlckgerechnet werden.

Fir die CASY-Messung wurden die Zellen an Tag 0 und 2 mit 1 ml PBS
gewaschen und anschlieRend mit 250 ul 0,05% Trypsin-EDTA abtrypsiniert. An
den Tagen 4 und 7 wurden die Zellen zweimal mit 1 ml PBS gewaschen und
anschliefend mit 250 pl 0,05% Trypsin-EDTA vom Boden der Platte geldst. Die
Wirkung des Trypsins wurde durch das Hinzufugen von 750 ul Zellkulturmedium
unterbunden. Die entstandene Zellsuspension wurde in ein 2 ml Polyethylen
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Flaschchen Uberfuhrt und bei niedriger Geschwindigkeit flr eine Stunde in einem
Uberkopfrotator geschittelt. Dann wurden 100 pl der Zellsuspension in 10 ml
CASYton gelost. Das Gerat wurde in dem 3 x 400 yl Modus betrieben, das heilfdt,
400 pl der gelosten Zellsuspension (Verdunnung 1:100 in CASYton) wurden
dreimal genutzt, um die Zellzahl in den 24-Well Mikrotiterplatten zu bestimmen.
Im Falle eines hohen Aggregationsfaktors der Proben wurde dieser mithilfe eines
errechneten, durchschnittlichen Aggregationsfaktor normalisiert. Um die Wirkung
der Medikamente auf das Zelluberleben zu evaluieren, erfolgte ein Vergleich des
Zellwachstums bei den behandelten Gruppen mit einer Kontrollgruppe, welche

sieben Tage im Zellkulturmedium ohne Behandlung gezichtet wurde.

2.9 Adhasionsassay

Die MKN45 Zellen einer 150 cm? Zellkulturflasche wurden mit 13 ml PBS
gewaschen und anschliefend mit 7 ml 0,05% Trypsin-EDTA abgelost. Nach zehn
Minuten wurde das Abtrypsinieren mit RPMI 1640 (1X) + GlutaMax-I Medium +
5% BSA gestoppt. Die Zellsuspension wurde zweimal mit PBS gewaschen.
Danach wurden vier verschiedene Zellsuspensionen mit den verschiedenen
Medikamentengruppen hergestellt. Mithilfe einer kolorimetrischen Methode
wurde die Adhasion der Zellen untersucht (ECM Cell Adhesion Array Kit, EMD
Millipore Corp., Billerica MA, USA). Daflir wurden die vier verschiedenen
Zellsuspensionen in der Konzentration 2.0 x 10° Zellen/Well jeweils in eine
unbeschichtete 96-Well Mikrotiterplatte und in die mit
Extrazellularmatrixproteinen beschichtete 96-Well Mikrotiterplatte des Herstellers
ausgesat. Der Adhasionsassay wurde nach den Anweisungen des Herstellers
durchgefiuhrt. Das bedeutet, zuerst wurde jede Platte zwei Stunden bei 37°C in
einem CO2 Inkubator inkubiert. Im Anschluss wurde die therapeutische Losung
vorsichtig abgesaugt, jedoch wurde stets ein Rest belassen, damit die Wells nicht
trockneten. Danach wurde jedes Well mit 100 pl Testpuffer vorsichtig gewaschen.
Nach dem Waschen wurden die Zellen mit 100 ul Kristallviolett-Zellfarbelésung
funf Minuten bei Raumtemperatur gefarbt. Dann wurde das Farbemittel wieder
entfernt und die Wells mit demineralisiertem Wasser gewaschen. Nach dem
letzten Waschvorgang trockneten die Wells fur ein paar Minuten, dann wurden
100 ul Extraktionspuffer hinzugefugt. So wurden die Probestreifen fur ca. zehn
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Minuten bei Raumtemperatur auf einem Orbitalschittler inkubiert und
geschuttelt, bis die zellgebundene Farbelésung komplett im Extraktionspuffer
geldst war. Die Absorption wurde bei 560 nm mit dem NanoQuant Infinite M200

Pro microplate reader (Tecan Austria GmbH, Grodig, Osterreich) bestimmt.

2.10 MaBnahmen zum Arbeitsschutz

Die hier beschriebenen Experimente tragen ein potenzielles Expositionsrisiko
gegenuber chemotherapeutischen Substanzen fir Mitarbeitende des Labors.
Das Labor ist ausgestattet und zertifiziert flr die Manipulation toxischer Aerosole,
alle miteinbezogenen Mitarbeitenden sind vorab geschult worden. Alle
Spruhversuche wurden unter einer Sicherheitsarbeitsbank der Klasse 3, die fur
die Manipulation toxischer Aerosole zertifiziert ist, durchgefiihrt. Die Experimente
wurden so in Ubereinstimmung mit Sicherheitsrichtlinien und gesetzlichen

Bestimmungen in Deutschland durchgefuhrt.

2.11 Statistische Analyse

Die deskriptive Statistik wird dargestellt als Konfidenzintervalle 5-95%. Die
komparative Statistik wurde mithilfe nicht-parametrischer Tests und der SPSS
software v.25 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) durchgeflhrt.
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3. Ergebnisse
Das allgemeine Ziel dieser Studie war es, die Eignung von lcodextrin allein und
als Tragerlésung chemotherapeutischer Substanzen fur die intraperitoneale

Applikation als PIPAC-Aerosol in vitro zu prufen.

Die spezifischen Fragen dabei waren, ob Icodextrin spruhbar ist, welche
Eigenschaften das Icodextrin-Aerosol hat und ob das Molekll wahrend der
Aerosolisierung und danach stabil bleibt. Aullerdem war zu klaren, ob und wie
lange die Kombination aus Icodextrin mit Cisplatin und Doxorubicin chemisch
stabil bleibt und welche zytotoxischen und anti-adhasiven Einflisse die

Kombination in vitro zeigt.

Die Annahme war, dass lcodextrin mit der PIPAC-Technologie aerosolisiert
werden kann und Icodextrin als Tragerlosung mit Chemotherapie kombiniert
werden kann, um Synergien zwischen seinen anti-adhasiven und deren

zytotoxischen Effekten gegenuber Tumorzellen zu generieren.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Verabreichung von Icodextrin als
intraperitoneales Aerosol (PIPAC) moéglich und eine Kombination von Icodextrin
mit Chemotherapeutika (Cisplatin und Doxorubicin) vielversprechend ist.

Nachfolgend werden die Ergebnisse im Einzelnen erlautert.

3.1 Granulometrie

Um die Eigenschaften des Aerosols zu untersuchen, wurden granulometrische
Analysen des Aerosols von Icodextrin bei vier verschiedenen Konzentrationen
(1%, 2,5%, 5%, 7,5%) mittels Laserdiffraktometrie (Spraytec® Malvern,
Herrenberg, Deutschland) durchgefuhrt.

Die granulometrischen Analysen nach Vernebelung von lcodextrin zeigten bei
allen Konzentrationen (1%, 2,5%, 5%, 7,5%) ein monodisperses Aerosol. Das
Aerosol von 7,5% Icodextrin hatte einen medianen aerodynamischen
Tropfendurchmesser (Dv(50)) von 35,7 um, das heit, 50% des
Gesamtvolumens wurde in Tropfen <35,7 um verspruht. Die Tropfengrolie
variierte dabei mit weiterer Verdiinnung nicht beachtlich (Abb. 4, Feld a).
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Abbildung 4: Granulometrische Charakteristika des mit der Capnopen® Technologie
generierten Icodextrin-Aerosols. Feld a: Medianer Tropfendurchmesser des Aerosols (MAD)
verschiedener Icodextrin-Konzentrationen. Der MAD liegt zwischen 32 und 36 um und variiert
nicht beachtlich zwischen den verschiedenen Icodextrin Konzentrationen. Feld b:
Volumenhéufigkeit bei dem 7,5% Icodextrin-Aerosol abhéngig von der Tropfengrél3e (blaue
Séulen) und dem kumulativen Volumen (rote Kurve). Das Aerosol ist monodispers. Aus Keck et
al. (2021)

3.2 Stabilitat von Icodextrin vor und nach Aerosolisierung

Es wurde untersucht, inwieweit das Polymer Icodextrin durch die Aerosolisierung
verloren geht bzw. degradiert wird. Zu diesem Zweck wurde eine semi-
quantitative Bestimmung von Icodextrin mittels RP-HPLC vor und nach der
Aerosolisierung  durchgefihrt und die ermittelten HPLC-Profile und

Konzentrationen verglichen.
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Die HPLC zeigte ein Peak nach 4,54 Minuten Migration, entsprechend der

Substanz Icodextrin (Abb. 5, Feld a). Es zeigte sich keine signifikanten

Unterschiede in der Icodextrin-Konzentration vor und nach Aerosolisierung, und
auch nicht bei unterschiedlichen Konzentrationen (Abb. 5, Feld b).
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Abbildung 5: RP-HPLC Analyse von Icodextrin vor und nach Aerosolisierung als PIPAC.
Feld a: Qualitative Messung von Icodextrin 7,56%. Exemplarisches HPLC-Profil einer Messung
vor (blau) und nach (rot) der Aerosolisierung. Es gibt keine signifikante Modifikation oder
Degradierung der Substanz.  Feld b: Quantitative Bewertung. Durchschnittliche Konzentration
(mit 95% Konfidenzintervall) jeder Verdiinnung vor (blau) und nach (rot) der Aerosolisierung,
bestimmt via RP-HPLC. Es gibt keinen signifikanten Verlust der Substanz durch Aerosolisierung
(n=3, ANOVA, p=0,97). Aus Keck et al. (2021)
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Icodextrin wurde bei den signifikanten Scherkraften, die zur Aerosolisierung
ausgeubt wurden, nicht degradiert. Das Icodextrin-Polymer blieb bei den
Konzentrationen 7,5%, 5%, 2,5% und 1% wahrend und nach der Aerosolisierung
stabil. Folglich kann davon ausgegangen werden, dass die Capnopen®

Technologie geeignet ist, eine lcodextrin-Losung wirksam zu aerosolisieren.

3.3 Stabilitat der Kombination von Icodextrin mit Chemotherapeutika

Es wurde untersucht, ob eine Kombination von Icodextrin mit Cisplatin und
Doxorubicin eine Degradierung des Glucosepolymers Icodextrin oder der
chemotherapeutischen Substanzen (Cisplatin und Doxorubicin) verursacht.
Dafur wurden Icodextrin und Doxorubicin Uber Saulentrennung (RP-HPLC und
HILIC) quantifiziert und die Konzentration von Cisplatin Gber Spektrometrie (AAS)

bestimmt.
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Abbildung 6: Trennung von Icodextrin.
Feld a: Trennung von Icodextrin auf Nucleodur Pyramid Séule bei 210 nm. Feld b: Trennung
Icodextrin und Cisplatin auf Nucleodur HILIC S&ule bei 210 nm. Der erste Peak bei 4,13 min

entspricht Icodextrin, der zweite Peak bei 5,9 min entspricht Cisplatin. Eigene Darstellung.
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Icodextrin wurde mittels zwei verschiedenen Trennungsmethoden quantifiziert.
Dies erfolgte isoliert beziehungsweise mit Doxorubicin auf der Nucleodur C18
Pyramid Saule, sowie in Kombination mit Cisplatin auf der Nucleodur C18 HILIC
Saule (Abb. 6). Dem lag zugrunde, dass Icodextrin und Cisplatin beide bei 210
nm UV-Absorption detektiert werden und sich auf der Nucleodur C18 Pyramid
Saule Ubereinander lagerten. Auf der Nucleodur C18 HILIC Saule lieRen sich die

beiden Substanzen separat darstellen und somit einzeln sicher nachweisen.

In Abb. 7 ist die Quantifizierung von Doxorubicin dargestellt.
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Abbildung 7: Trennung von Doxorubicin. Doxorubicin ist detektierbar auf der Nucleodur
Pyramid Séule bei 254 nm nach 7,21 min. Eigene Darstellung.

Die  Quantifizierung zu den  verschiedenen  Zeitrdumen  ergab
Konzentrationsverlaufe, die nachfolgend dargestellt sind. Da

Ausgangskonzentration teilweise unterschiedlich war,

die
wird zur besseren
Anschaulichkeit der Ergebnisse neben der Konzentration in mg/ml bzw. ug/ml die

Konzentration auch in Relation zur Ausgangskonzentration dargestellt.
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Abbildung 8: Kurzzeitdaten zur Stabilitat von IDX (Icodextrin). Feld a: Die Daten sind als
Konzentration von Icodextrin dargestellt. Eeld b: Die Daten sind als Konzentration von
Icodextrin in Relation zur Ausgangskonzentration der Stammlésung zum Zeitpunkt O dargestellt.
Die griine Linie stellt Icodextrin allein dar, die blaue Linie zeigt Icodextrin in Kombination mit
Doxorubicin, die rote Linie ist Icodextrin in Kombination mit Cisplatin, jeweils liber neunzig Tage

bei einer Temperatur von 4°C. In Teilen aus Keck et al. (2021)

Kurzfristig (nach zwei Stunden) gab es bei Icodextrin sowohl allein als auch in
Kombination mit Doxorubicin keine Degradierung, in Kombination mit Cisplatin
war eine diskrete Degradierung von 2,09% nachweisbar. Nach 24 Stunden
konnte Icodextrin in Kombination mit Doxorubicin weiterhin in gleichbleibenden
Konzentrationen bestimmt werden, flr Icodextrin allein gab es zu diesem
Zeitpunkt lediglich eine minimale Degradierung von 0,7%, fur lcodextrin mit
Cisplatin konnte zu diesem Zeitpunkt eine Degradierung von 2,8% nachgewiesen

werden. Nach dreiBig Tagen blieb fur Icodextrin mit Doxorubicin die
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Degradierung mit 0,44% minimal, flr lcodextrin allein war die Degradierung
etwas hdéher (2,7%); fur lcodextrin mit Cisplatin betrug die Degradierung 8,7%.
Abschlielend nach neunzig Tagen betrug die Degradierung fur Icodextrin mit
Doxorubicin 1,9%, fur Icodextrin allein 4,8% und fur Icodextrin mit Cisplatin 8,8%.

Der Unterschied zwischen den Gruppen war signifikant (Kruskal-Wallis, p<0,05).
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Abbildung 9: Kurzzeitdaten zur Stabilitit von Cisplatin.

Feld a: Die Daten sind als Konzentration von Cisplatin dargestellt. Eeld b: Die Daten sind als
Konzentration von Cisplatin in Relation zur Ausgangskonzentration der Stammlésung zum
Zeitpunkt 0 dargestellt. Die griine Linie stellt Cisplatin allein dar, die rote Linie zeigt Icodextrin in
Kombination mit Icodextrin, jeweils liber neunzig Tage bei einer Temperatur von 4°C. Eigene

Darstellung.

Weiter wurde die Degradierung von Cisplatin, in einer Cisplatin-Kochsalzlosung

oder in Kombination mit lcodextrin untersucht. Nach zwei Stunden war keine
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Degradierung von Cisplatin in 0,9% NaCl nachweisbar. In Kombination mit
Icodextrin war die Degradierung nach zwei Stunden mit 1,1% minimal. Nach 24
Stunden war weiterhin keine Degradierung von Cisplatin mit NaCl nachweisbar,
in Kombination mit Icodextrin betrug die Degradierung 3,6%. Nach drei3ig Tagen
sowie nach neunzig Tagen war weder flr Cisplatin mit NaCl noch fur Cisplatin in
Kombination mit Icodextrin eine Degradierung nachweisbar. Insgesamt war der
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Cisplatin mit oder ohne Icodextrin)

nicht signifikant.
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Abbildung 10: Kurzzeitdaten zur Stabilitat von Doxorubicin.

Feld a: Die Daten sind als Konzentration von Doxorubicin dargestellt. Feld b: Die Daten sind
als Konzentration von Doxorubicin in Relation zur Ausgangskonzentration der Stammlbsung
zum Zeitpunkt 0. Die griine Linie stellt Doxorubicin allein dar, die blaue Linie zeigt Doxorubicin
in Kombination mit Icodextrin, jeweils (iber neunzig Tage bei einer Temperatur von 4°C. Eigene

Darstellung.
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Es wurde noch die Degradierung einer Doxorubicin-Kochsalzlésung, allein oder
in Kombination mit Icodextrin, evaluiert. Wie bei Cisplatin war auch bei
Doxorubicin mit NaCl sowie Doxorubicin in Kombination mit Icodextrin nach zwei
sowie 24 Stunden keine nennenswerte Degradierung nachweisbar. Nach dreif3ig
Tagen gab es fur Doxorubicin allein eine Degradierung von 12,6%, fur
Doxorubicin mit lcodextrin war die Degradierung mit 3,8% niedriger, was eine
stabilisierende Wirkung von Icodextrin suggeriert. Auch nach neunzig Tagen
blieb die Degradierung von Doxorubicin in Assoziation mit lcodextrin niedriger
(5,6%) als in Kochsalzldsung (12,4%). Insgesamt war der Unterschied zwischen

den Gruppen (Doxorubicin mit vs. ohne Icodextrin) nicht signifikant.

3.4 Zytotoxizitatsassay

Neben pharmakologischen Aspekten (siehe oben) wurde auch die biologische
Wirkung von lcodextrin, allein oder in Kombination mit Zytostatika, in vitro
untersucht. Im Rahmen dieses Experimentes wurde ein potenzieller
zytotoxischer Effekt verschiedener PIPAC-Aerosole auf eine MKN45 Zellkultur
gepruft. Daflr wurde das Zellliberleben sieben Tage lang nach erfolgter PIPAC-
Therapie mittels Zellzahl und Zellvitalitdt gemessen und die Zellmorphologie
dokumentiert. Die Zellen wurden dabei mit PIPAC-Aerosolen von NaCl und
Icodextrin, mit und ohne Chemotherapeutika (Cisplatin und Doxorubicin),
behandelt. Eine weitere Kontrollgruppe erhielt keine PIPAC-Therapie, gemessen

wurde das reine Zelliberleben in Zellkulturmedium.

Nach Aerosolisierung hatte Icodextrin keinen intrinsischen zytotoxischen Effekt
auf humane MKN45 Magenkrebszellen. In Kombination mit zwei ausgewahlten
chemotherapeutischen Substanzen (Doxorubicin und Cisplatin) beeintrachtigte

Icodextrin die zytotoxische Wirkung der Substanzen nicht.
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Abbildung 11: Zytotoxische Wirkung von Icodextrin und Chemotherapeutika auf MKN45
unter PIPAC. Das Zelliiberleben ist in % des Zelliiberlebens in Zellkulturmedium (ber sieben
Tage (Kontrollgruppe, gelb) dargestellt. Die verschiedenen PIPAC Therapiegruppen sind: 1.
NaCl [0,9%] (blau) 2. Icodextrin [7,5%] (rot) 3. Doxorubicin [0,054 mg/ml] und Cisplatin [0,09
mg/ml] in NaCl [0,9%] (griin) 4. Doxorubicin [0,054 mg/ml] und Cisplatin [0,09 mg/ml] in
Icodextrin [7,5%] (lila). Aus Keck et al. (2021)

Das Zellwachstum nach Behandlung durch Aerosolisierung von NaCl mittels
PIPAC (blaue Saule) wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe (gelbe Saulen)
signifikant reduziert (ANOVA, p<0,001). Das Icodextrin-Aerosol (rote Saule) hatte
im Vergleich zum NaCl-Aerosol (blaue Saule) keinen zusatzlichen zytotoxischen
Effekt (ns). Die PIPAC-Therapie mit Cisplatin und Doxorubicin mit NaCl
reduzierte das Zellwachstum signifikant (grine Saule, p=0,007), ebenso wie die
Therapie mit Cisplatin, Doxorubicin und Icodextrin als Tragerldésung (lila Saule,
p=0,002). Hingegen hatte das Hinzufigen von Icodextrin keine eigene,

zusatzliche zytotoxische Wirkung (ns).
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Abbildung 12: Morphologie der MKN45 Zellen im Verlauf der Therapie (Tag 2, 4 und 7). 1.
Gruppe 0,9% NaCl: Die Zellzahl nimmt von Tag 2 bis Tag 7 zu. Das Wachstum ist im Verlauf
zunehmend dreidimensional. 2. Gruppe 7,5% Icodextrin: Die Zellzahl nimmt von Tag 2 bis Tag
7 zu. Auch hier ist das Wachstum im Verlauf zunehmend dreidimensional. 3. Gruppe
Doxorubicin [0,054 mg/ml] und Cisplatin [0,09 mg/mi] in 0,9% NaCl: Kein Zellwachstum in den
Tagen 2-7 4. Gruppe Doxorubicin [0,0564 mg/ml] and Cisplatin [0,09 mg/ml] in 7,5% Icodextrin:
Kein Zellwachstum in den Tagen 2-7. Eigene Darstellung.

3.5 Adhasionsassay

Die Effekte der Substanz Icodextrin mit und ohne Chemotherapeutika (Cisplatin
und Doxorubicin) auf die Adhasion einer MKN45-Zellkultur wurden mit einem
Adhasionsassay auf einer unbeschichteten Mikrotiterplatte und auf einer mit

Extrazellularmatrixproteinen beschichteten Mikrotiterplatte bestimmt.
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Auf der unbeschichteten 96-Well Mikrotiterplatte konnte ein signifikanter anti-
adhasiver Effekt auf die humane MKN45 Magenkrebszellkultur in vitro durch
Icodextrin im Vergleich zur Kontrolle mit NaCl (p=0.03) festgestellt werden.
Ebenso wirkte die Kombination Cisplatin, Doxorubicin und lcodextrin im Vergleich
zur Kontrolle mit NaCl statt Icodextrin anti-adhasiv (p=0.02). Die anti-adhasive
Wirkung von Icodextrin kam sowohl in der Testgruppe 2 als auch 4 ohne
signifikanten Unterschied zur Geltung. Daraus ist zu folgern, dass die
Chemotherapeutika Cisplatin und Doxorubicin die anti-adhasive Wirkung von

Icodextrin hier nicht beeintrachtigen.

ns

2,0 P=0.03 P=0.02

1,6

Optical density at 560 nm

1,2

1,0

1.NaCl 0.9% 2. lcodextrin 7.5% 3.NaCl0.9% + 4. |codextrin 7.5%
C/ID +C/D

Abbildung 13: Wirkung von Icodextrin, untersucht im Adhédsionsassay. Dargestellt ist die
optische Dichte der Wells, die mit dem Mikroplattenreader bestimmt wurde. Diese Kkorreliert mit
der Anzahl der adhérierten, angefarbten Zellen. Icodextrin allein reduzierte die Adhé&sion der
MKN45 Zellen, ebenso wie Icodextrin als Trdgerlésung fiir die zytotoxische Substanzen C/D
(Cisplatin und Doxorubicin). Der Test wurde auf einer unbeschichteten 96-Well-Mikrotiterplatte

mit 16 Messungen pro Gruppe durchgefiihrt. Aus Keck et al. (2021)

Auf der mit Extrazellularmatrixproteinen beschichteten Platte waren die
Ergebnisse nicht eindeutig. Je nach Protein gab es Unterschiede in der Adhasion

der MKN45 Zellen der unterschiedlichen Therapiegruppen auf der Mikrotiterplatte
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beziehungsweise der Extrazellularmatrix (Abb. 14). Auf Collagen Typ 1 war die
Adhasion der mit Icodextrin behandelten Zellen hoéher als die der mit NaCl
behandelten Zellen. Jedoch war in Kombination mit Cisplatin und Doxorubicin
eine Reduktion der Adhasion der MKN45 Zellen durch Icodextrin im Vergleich zu
NaCl zu sehen. Ahnliche Ergebnisse waren auf Collagen Typ 2 und Typ 4 zu
beobachten, sowie auch bei Tenascin, dort jedoch mit geringeren Differenzen.
Auf Fibronectin war eine Adhasionsverstarkung durch Icodextrin im Vergleich zu

NaCl, sowohl isoliert als auch in Kombination mit Chemotherapie, auffallig.

Treatment

1. NaCl0.9%

2. Icodextrin 7.5%

3. NaCl0.9% + C/D

M 4. Icodextrin 7.5% + C/D

Optical density at 560 nm
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Abbildung 14: Wirkung von Icodextrin, untersucht im Adhasionsassay auf
Extrazellularmatrixproteinen. Dargestellt ist die optische Dichte der Wells, die mit dem
Mikroplattenreader bestimmt wurde. Diese korreliert mit der Anzahl der adhérierten,
angefarbten Zellen. Der Test wurde auf einer beschichteten 96-Well-Mikrotiterplatte mit drei

Messungen pro Gruppe durchgefiihrt. Eigene Darstellung.

Auf Laminin war die Adhasion der mit Icodextrin behandelten Zellen niedriger als
die der mit NaCl behandelten Zellen. Dagegen war in Kombination mit Cisplatin
und Doxorubicin eine Steigerung der Adhadsion der MKN45 Zellen durch
Icodextrin im Vergleich zu NaCl erkennbar. Auf Vitronectin und BSA wurde die
Adhéasion der MKN45 Zellen durch Icodextrin sowohl allein als auch in

Kombination mit Cisplatin und Doxorubicin im Vergleich zu NaCl reduziert. Die
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Ergebnisse auf der mit Extrazellularmatrixproteinen  beschichteten
Mikrotiterplatte sind nur teilweise koharent zu den Ergebnissen auf der

unbeschichteten Mikrotiterplatte. Darauf wird in der Diskussion naher

eingegangen.
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4. Diskussion

In dieser Studie wurde die Eignung von Icodextrin allein und als Tragerlosung
chemotherapeutischer Substanzen flur die intraperitoneale Applikation als PIPAC
analysiert. Die Spruhbarkeit von lcodextrin bei verschiedenen Konzentrationen
wurde geprift und das Aerosol auf seine Eigenschaften untersucht. AuRerdem
wurde die Stabilitat des Molekulls nach Aerosolisierung kontrolliert. Weiterhin
wurde die chemische Stabilitat von Icodextrin, Cisplatin und Doxorubicin je allein
und in der Kombination getestet. Die Eigenschaften dieser Kombination wurden
untersucht. Eine mégliche Synergie der Effekte vom aerosolisierten Icodextrin in
Kombination mit zwei gangigen zytotoxischen Substanzen (Cisplatin und
Doxorubicin) wurde erforscht. Die Wirkung von Icodextrin mit und ohne
Chemotherapeutika (Doxorubicin und Cisplatin) auf die Adhasion humaner
Magenkrebszellen in vitro auf eine unbeschichtete Mikrotiterplatte und auf

verschiedene Extrazellularmatrixproteine wurde evaluiert.

4.1 Einsatz von Icodextrin als Aerosol

Bisherige Arbeiten legen nahe, dass PIPAC eine generische Applikationsform fur
Medikamente ist, die ein breites Spektrum von Substanzen abgeben kann. Bei
der PIPAC wurden bislang hauptsachlich zwei verschiedene Medikamente in der
Klinik angewendet: Cisplatin in Kombination mit Doxorubicin und Oxaliplatin als
Monotherapie (Alyami et al., 2019). Inzwischen gibt es auch die ersten Studien
zur Aerosolisierung von Biomolekilen wie mRNA (Shariati et al., 2019) und sogar
lebende Organismen wie Bakterien (Mikolajczyk et al.,, 2018). Die Substanz
Icodextrin wurde bisher in flussiger Form eingesetzt, zum Einsatz als Aerosol
bzw. PIPAC gibt es bislang keine Untersuchungen. In dieser Arbeit wird eine

Aerosolisierung von lcodextrin zum ersten Mal demonstriert.

Die Datenlage aus vorangegangenen Studien zu verschiedenen Flussigkeiten
zeigt, dass das Aerosol, das mit der Capnopen® Technologie generiert wird, aus
einem bimodalen, volumengewichteten PartikelgréfRenverteilung mit einem
medianen Tropfendurchmesser von x50,3 = 25 uym besteht, also 50% der Tropfen
unter und 50% der Tropfen Uber diesem Wert liegen (Gohler et al., 2017). Die

mediane Tropfengrdle ist relevant, da sie die Art und Weise der Ablagerung und
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die Homogenitat der Verteilung der therapeutischen Substanz in der
Peritonealhdhle bestimmt (Gohler et al., 2017). Unsere Experimente zeigen, dass
es moglich war, die Icodextrin Losung bei verschiedenen Konzentrationen (1%,
2,5%, 5%, 7,5%) zu aerosolisieren. Das generierte Icodextrin-Aerosol erfullt die
Erwartungen an die mediane Tropfengrofle. Diese verandert sich nicht signifikant
bei steigender Konzentration, was den klinischen Einsatz verschiedener
Konzentrationen prinzipiell ermdglicht. AuRerdem halt Icodextrin den durch den
Vernebler hervorgerufenen Scherkraften stand und bleibt nach der
Aerosolisierung als Polymer stabil. Es kommt nicht zum Verlust oder zur
Degradierung des Icodextrin-Polymers durch den Sprihvorgang. Deswegen
kann die Substanz nach dem Sprihvorgang ihre Wirkungen uneingeschrankt
entfalten. Damit sind erste Voraussetzungen der Anwendung von Icodextrin als

Aerosol im Rahmen von PIPAC erfiillt.

4.2 Stabilitdat der Kombination Cisplatin, Doxorubicin mit Icodextrin

Cisplatin und Doxorubicin wurden als chemotherapeutische Substanzen fir die
Kombination mit Icodextrin gewahlt, weil diese beiden Wirkstoffe sowohl bei
HIPEC (Van der Speeten et al., 2017) und auch bei PIPAC (Alyami et al., 2019)
etabliert sind. Voraussetzung fur eine Medikamentenkombination aus
Tragerlésung und Chemotherapie muss jedoch stets die Stabilitat der einzelnen
Substanzen in der Kombination sein (Rau et al., 2018). Andere Medikamente, die
haufig mit Icodextrin kombiniert werden, sind vor allem Antibiotika, zu denen
bereits einige Stabilitatsstudien vorliegen (Ranganathan et al.,, 2016). Die
Stabilitdt von Icodextrin wurde in diesen Studien bislang jedoch nicht untersucht,
weswegen auch der Konzentrationsnachweis von Icodextrin Gber HPLC im
Rahmen dieser Studie zum ersten Mal erbracht wurde. Die Stabilitat von
Doxorubicin und Cisplatin wurde vor allem in Kurzzeitstudien (unter dreiRig Tage)
schon genauer untersucht, flr Doxorubicin liegen auch Langzeitdaten (124 Tage
in Polypropylen-Behaltern) vor (Vigneron et al., 2013). Die Kombination von
Icodextrin mit Doxorubicin und Cisplatin wurde bislang noch nie auf ihre Stabilitat

gepruft.
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In unserer Studie wurde die Stabilitdt aller drei Substanzen einzeln und in
Kombination Uber neunzig Tage untersucht. Bei den Messungen von lcodextrin
fallt nach neunzig Tagen eine Degradierung von 8,8% in Kombination mit
Cisplatin auf, wohingegen diese bei lcodextrin allein nur 4,78% betrug. Im
Gegensatz dazu scheint die Kombination mit Doxorubicin auf Icodextrin einen
stabilisierenden Effekt zu haben, hier betrug die Degradierung nach neunzig
Tagen nur 1,92%. Cisplatin war sowohl mit NaCl als auch in Kombination mit
Icodextrin Uber neunzig Tage ohne Degradierung nachweisbar. Bei Doxorubicin
war die Degradierung nach neunzig Tagen mit Icodextrin 5,6%, mit NaCl 12,4%.
Insgesamt war der statistische Unterschied zwischen der Gruppe Doxorubicin mit
NaCl und Doxorubicin mit Icodextrin nicht signifikant. Es sind teilweise
Schwankungen innerhalb der neunzig Tage zu beobachten, die sich durch
Ungenauigkeiten bei der Vorbereitung und Messung der Proben erklaren lassen.
Die Substanzen Cisplatin und Doxorubicin zeigten sich mit Icodextrin als
Tragerlosung genauso stabil wie in der Verdinnung mit NaCl. Fur die Substanz
Icodextrin konnte eine signifikante Degradierung mit Cisplatin, aber auch eine
signifikante Stabilisierung mit Doxorubicin festgestellt werden. Als nachsten
Schritt in der Untersuchung der Stabilitat der Kombination ware es interessant zu
sehen, wie sich die Kombination von Icodextrin mit beiden Zytostatika gleichzeitig
auswirkt. Die Degradierung von Icodextrin mit Cisplatin betrug jedoch nach
neunzig Tagen weniger als 10%, was trotzdem noch als stabil betrachtet werden
kann. Fur den Einsatz der Kombination als PIPAC, wo die Behandlungsdauer
dreiBig Minuten betragt, ist die Degradierung absolut tolerierbar. Es ist
anzunehmen, dass eine solche geringfugige Degradierung die zu erwartenden
Effekte der Kombination nicht wesentlich schmalern wird. Im Folgenden wird auf
die zytotoxischen und anti-adhasiven Effekte der Kombination Cisplatin,

Doxorubicin und Icodextrin naher eingegangen.

4.3 Eigenschaften der Kombination Cisplatin, Doxorubicin mit Icodextrin
Die Kombination von Cisplatin und Doxorubicin mit lcodextrin als Tragerldsung
wurde im Rahmen dieser Arbeit neben ihrer pharmakologischen Evaluierung

auch auf ihre biologischen Effekte untersucht. Die zytotoxischen und anti-
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adhasiven Effekte wurden zuerst an Zellkultur in vitro getestet, um erste

Erkenntnisse zu sammeln.

Cisplatin und Doxorubicin werden als intraperitoneale Therapie vor allem fur
Peritonealmetastasen, die von Magen- und Ovarialkarzinomzellen stammen,
eingesetzt (Van der Speeten et al., 2017). Diese Magenkrebszelllinie MKN45
wird haufig fur verschiedene Modelle der Peritonealmetastasen genutzt (Miwa et

al., 2019) und wurde deswegen auch fur unsere in vitro Versuche verwendet.

Icodextrin selbst hatte in diesem in vitro PIPAC Modell als PIPAC-Aerosol keine
zytotoxische Wirkung auf die MKN45 Zellkultur im Vergleich zu Kochsalzlésung.
Icodextrin steigert die Zytotoxizitat von Cisplatin und Doxorubicin, der
gebrauchlichsten Medikamentenkombination bei PIPAC (Nowacki et al., 2018),
nicht, schrankt die zytotoxischen Effekte im Vergleich zur Gruppe Cisplatin und
Doxorubicin mit Kochsalzlésung aber auch nicht ein. Bei der Kontrollgruppe, die
nur mit einem PIPAC-Aerosol bestehend aus Kochsalzlésung behandelt wurde,
zeigte sich Uberraschenderweise auch ein zytotoxischer Effekt. Dieser ist
moglicherweise bedingt durch einen relativen Mangel an Zellkulturmedium,
welches im Zeitraum der PIPAC Therapie (30 min) mit Kochsalzlésung ersetzt
wurde. Ein Einfluss des Drucks beziehungsweise ein reiner mechanischer Effekt
des Aerosols auf die Tumorzellen kénnen auch nicht ausgeschlossen werden
und mussten ggf. in weiterreichenden Versuchen genauer untersucht werden.
Solche physikalischen, nicht-medikamentdésen Eigenschaften der PIPAC
Therapie sind bisher nicht beschrieben worden und konnten das anti-tumordse

Wirkspektrum der Therapie potenziell erweitern.

Icodextrin reduzierte in vitro allein signifikant die Adhasion der MKN45 Zellen auf
der unbeschichteten Mikrotiterplatte. Diese anti-adhasive Wirkung wurde durch
die Kombination mit Cisplatin und Doxorubicin nicht signifikant eingeschrankt.
Die Ergebnisse der mit Extrazellularmatrixproteinen  beschichteten
Mikrotiterplatte und die Ergebnisse der unbeschichteten Platte waren nur
teilweise koharent. Auf BSA und Vitronectin bestatigte sich die anti-adhasive
Wirkung von Icodextrin. Auf Collagen Typ 1, 2 und 4 sowie Tenascin war die anti-

adhasive Wirkung von Icodextrin nur in Kombination mit Cisplatin und
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Doxorubicin zu beobachten. Auf Laminin zeigte sich eine anti-adhasive Wirkung
von lcodextrin allein, jedoch nicht in Kombination mit Cisplatin und Doxorubicin.
Auf Fibronectin war eine Steigerung der Adhasion der MKN45 Zellen durch
Icodextrin zu beobachten. Hervorgehoben werden muss, dass fur die Messungen
auf den Extrazellularmatrixproteinen die Anzahl der Messungen pro Gruppe und
Protein nur jeweils drei betrug. Im Gegensatz dazu war die Anzahl der
Messungen pro Gruppe auf der unbeschichteten Platte 16. Da Adhasionsassays
ein besonderes Handling der Zellen und hohe Prazision beim Pipettieren
erfordern, sind Ergebnisse mit hoherer Anzahl der Messungen zuverlassiger, so
auch die Ergebnisse der Adhasion auf der unbeschichteten Mikrotiterplatte. Fur
die genauere Kenntnis und bessere Vergleichbarkeit des Einflusses von
Icodextrin auf die Adhasion der MKN45 Zellen an unterschiedliche
Extrazellularmatrixbestandteile waren in Zukunft weitere Untersuchungen mit
héherer Anzahl an Messungen nétig. Fur die Beurteilung der Beeinflussung der
Adhasion der MKN45 Zellen durch Icodextrin haben wir uns deswegen auf die
Ergebnisse auf der unbeschichteten Platte berufen, die eine anti-adhasive
Wirkung von Icodextrin sowohl allein als auch in Kombination mit Cisplatin und

Doxorubicin zeigen.

Diese ersten Beobachtungen der zytotoxischen und anti-adhasiven Effekte
sprechen fur die Moglichkeit eines klinischen Einsatzes von Icodextrin als
Tragerldsung der Kombination Cisplatin und Doxorubicin. Weitere Versuche ex-
vivo und im Tiermodell sind fiur einen solche klinischen Einsatz aus
wissenschaftlichen und regulatorischen Grinden unerlasslich. Vorab soll
entschieden werden, ob die Zielgrolle solcher Versuche die erweiterte
Zytotoxizitat oder der antiadhasive Effekt ist. Nach unseren Untersuchungen sind

wir der Meinung, dass der antiadhasive Effekt gewahlt werden sollte.

4.4 Icodextrin als anti-adhasives Medikament

Die anti-adhasiven Eigenschaften von Icodextrin beruhen auf der sogenannten
Hydroflotation, einer chirurgischen Technik, bei der die Installation einer
Flussigkeit in der Bauchhohle das Gewebe separieren soll, um so die Bildung
von Adhasionen zu verhindern. Nach intraperitonealer Gabe verbleibt Icodextrin
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3-4 Tage im Bauchraum, halt das Gewebe so wahrend des Heilungsprozesses
auseinander und vermeidet damit den Kontakt und die Adhasion von
Gewebeschichten (Ahmad et al., 2020b). Praklinisch wurden die anti-adhasiven
Eigenschaften von Icodextrin detailliert untersucht. Am Hasenmodell hemmte
Icodextrin die Adhasionsbildung (Ntourakis et al., 2016) und in Kombination mit
Dimetindenmaleat reduzierte Icodextrin das Ausmaly und die Schwere der
Adhasionen (Bouliaris et al., 2019). Auf die peritoneale Wundheilung der
Mesothelzellen hatte Icodextrin in vitro aber keine beeintrachtigenden Effekte
(Matsumoto et al.,, 2012). In einem Modell an Ratten beugte Icodextrin in
Kombination mit Fibrinkleber Adhasionen vor, Icodextrin allein jedoch nicht
(Gruber-Blum et al., 2017). Eine weitere Studie an Ratten zeigte wiederum eine
Reduktion der postoperativen Adhasionen (van den Tol et al., 2005) und eine
Verbesserung der lokalen Gewebereaktion durch Icodextrin (Klink et al., 2013).
Bei Mausen reduzierte Icodextrin allein und in Kombination mit Taurolidine die
postoperative Adhasionsbildung (Kurt et al., 2017). Diese Ergebnisse sind zum
Teil widerspruchlich, was mit einer unterschiedlichen methodischen Qualitat der
verschiedenen Tiermodelle und der Heterogenitat der Studienmerkmale erklart
wird (Strik et al., 2019).

In der klinischen Anwendung wurde die Sicherheit von Icodextrin in einer
randomisierten Studie belegt, die keine Steigerung der unerwilnschten
Wirkungen bei 300 eingeschriebenen Patientinnen und Patienten zeigte (Sakari
et al., 2016). Eine randomisierte kontrollierte Studie zeigte, dass Icodextrin die
intra-abdominale Adhasionsbildung reduziert (Catena et al., 2012). Jedoch
konnte dieser anti-adhasive Effekt von Icodextrin in anderen Studien nicht
reproduziert werden (Trew et al.,, 2011), und eine Meta-Analyse zeigte keine
Reduktion der Reoperationsrate flur adhasive Dunndarmobstruktion nach
prophylaktischer lcodextrin-Behandlung (Ten Broek et al., 2014). Nach vielen,
teilweise widerspruchlichen Ergebnissen bleibt die klinische Wirksamkeit von
Icodextrin als anti-adhasive Substanz weiterhin unklar (Robb and Mariette, 2014,
Ten Broek et al., 2014). Weitere randomisierte Studien mit hoher Fallzahl waren
notwendig, die weitere Parameter wie den Einfluss von Icodextrin auf Schmerzen

und Lebensqualitat untersuchen (Hindocha et al., 2015).
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Ein ungeléstes Problem ist, dass die Gewebeabdeckung nach der
intraperitonealen Applikation von Icodextrin als flissige Loésung inhomogen bleibt
(Argentino et al.,, 2014). Jene inkomplette Gewebeabdeckung konnte eine
Erklarung fur die verschiedenen klinischen Ergebnisse sein. Unsere Hypothese
ist es, dass die Verabreichung von Icodextrin als PIPAC das klinische Outcome
von lcodextrin verbessert. Rationale flr unsere Hypothese ist, dass PIPAC eine
Applikationsform fur Medikamente ist, die deren rdumliche Verteilung optimiert
(Nadiradze et al., 2019).

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Versuchen konnten wir die anti-
adhasive Wirkung von Icodextrin in vitro bestatigen. Jedoch lag der Fokus bei
unserem Versuch eher auf der Anwendung von Icodextrin (in Kombination mit
Chemotherapie) als anti-adhasives Medikament, als auf der anti-adhasiven
Wirkung des alleinigen Icodextrin Aerosols. Diese anti-adhasive Wirkung eines
Icodextrin Aerosols, das die rdumliche Verteilung optimiert und fur eine bessere

Gewebeabdeckung sorgt, muss noch in weiteren Arbeiten untersucht werden.

4.5 Icodextrin als Tragerlosung chemotherapeutischer Substanzen

Im Rattenmodell zeigte sich durch Icodextrin eine Reduktion der durch
intraperitoneale Chemotherapie hervorgerufenen Adhasionsbildung (Conroy et
al., 2003). In der Kombination von Icodextrin mit Mitomycin-C zeigte sich an
Ratten eine Adhasionspravention (Urkan et al., 2017). Im Kontext der PIPAC,
eine Therapie, die selbst kaum postoperative Adhasionen hervorruft, ist der
zusatzliche Effekt von lcodextrin, postoperative Adhasionen zu verhindern,
voraussichtlich nicht entscheidend. Im Gegensatz dazu kénnte der hemmende
Einfluss Icodextrins auf die Tumorzellimplantation ins Peritoneum den Effekt der

intraperitonealen Chemotherapie potenzieren (Jouvin et al., 2017).

Klinische Studien haben den Gebrauch sowie die Vertraglichkeit von Icodextrin
als Tragerlosung fur intraperitoneale Chemotherapie beschrieben. Zwei Studien
haben die katheterbasierte intraperitoneale Therapie mit 5-Fluorouracil und
Icodextrin an Patientinnen und Patienten mit Peritonealmetastasen erprobt.
Dabei war es in der ersten Studie moglich, eine Dosis von 300 mg/m? 5-

Fluorouracil (5 Tage pro Woche) Uber zwolf Wochen zu verabreichen,
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limitierende Komplikationen waren abdominelle Schmerzen und infektidse
Peritonitis (Kerr et al., 1996). In der spateren Studie wurde die Durchfuhrbarkeit,
Toxizitat und Toleranz von einer solchen von zu Hause durchgefuhrten
adjuvanter Chemotherapie nach Tumorresektion untersucht. Schmerzbedingt
und infektionsbedingt (bakterielle Peritonitis bei zwei Behandelten) konnten nur
2 von 10 Patientinnen und Patienten alle 6 Zyklen durchlaufen (Hosie et al.,
2003). Die erreichten intraperitonealen Konzentrationen waren bei beiden
Studien tausendfach hoher als die systemischen, intravendsen Konzentrationen.
Die in diesen Studien aufgetretenen, kathetergebundenen Komplikationen sind
im Rahmen einer PIPAC Therapie mit Icodextrin aufgrund der viel kiirzeren
Kathetereinlage nicht zu erwarten. Eine andere Studie zeigte ein hoheres
Verteilungsvolumen des Chemotherapeutikums Oxaliplatin mit lcodextrin als mit
Dextrose, auch wenn die klinische Relevanz dessen noch unklar ist (Perez-Ruixo
et al., 2014).

Im Tiermodell hatte die Verwendung von Icodextrin einen synergistischen Effekt
mit der Chemotherapie in der Reduzierung von Peritonealmetastasen (Jouvin et
al.,, 2017) und hemmte die Tumorzelladhdsion an beschadigte Zonen der
Peritonealwand (Al Dybiat et al., 2020). Icodextrin konnte postoperative
Adhasionen reduzieren, ohne die Tumorrekurrenz zu fordern (van den Tol et al.,
2005) und hemmt die mesothelial-mesenchymale Transition, ein kritischer
Prozess in der Entwicklung einer prametastatischen Nische im Peritoneum (Klink
et al.,, 2013). Es steigert aullerdem die therapeutischen Effekte einer neuen
intraperitonealen Virotherapie fur Ovarialkarzinome (Rocconi et al., 2006). Es gibt
also schon erste Erkenntnisse zum Einsatz von Icodextrin als Tragerlosung
chemotherapeutischer Substanzen, die Hoffnung wecken, dass Icodextrin nicht
nur in der Adhasionspravention, sondern auch in der Vorbeugung
intraperitonealer Rekurrenz in der onkologischen Chirurgie nutzlich sein kénnte.
Interessant an den Ergebnissen dieser Studie ist, dass sie zu bisherigen anderen
Studien koharent sind, da sich in der Kombination von Icodextrin mit Cisplatin
und Doxorubicin weiterhin die anti-adhasiven Effekte von Icodextrin und die
zytotoxischen Effekte der Chemotherapie zeigten. Jedoch sind unsere

Erkenntnisse, wie oben unter 4.3 hervorgerufen, durch die Konzentration auf in
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vitro Untersuchungen an Zellkultur noch limitiert und es bedarf zukulnftig

weiterreichenden Studien in vivo.

4.6 Fazit und Ausblick

In dieser experimentellen Studie in vitro wurde die Mdglichkeit der Verwendung
von lcodextrin, allein und in Kombination mit Chemotherapie, als PIPAC Aerosol
erforscht. Es konnte zum ersten Mal eine physikalische als auch
pharmakologische Durchflhrbarkeit dieses kombinierten Ansatzes demonstriert
werden. Die vorgeschlagene Kombination zweier Chemotherapeutika mit einer
adhasionshemmenden Tragerlosung und einer fortgeschrittenen
Medikamentenapplikationsform (PIPAC) flhrt in vitro zu potenten Synergien. Die
Medikamentenkombination zeigte sich Uber neunzig Tage als weitestgehend
stabil. lcodextrin ist fur die intraperitoneale Anwendung aufgrund der Nutzung zur
Peritonealdialyse bereits zugelassen. Damit sind essenzielle Voraussetzungen
fur eine rasche Umsetzung des experimentellen Ansatzes in die klinische

Anwendung erfullt.

Im nachsten Forschungsschritt sollte die Gewebekonzentration der Medikamente
sowie die Tiefe der Gewebepenetration der Medikamente in einem etablierten
ex-vivo Modell des Peritoneums (Schnelle et al., 2017, Sautkin et al., 2019) im
Vergleich zu Kochsalzlosung untersucht werden. Dies ist notwendig, um
ausschliel3en zu kénnen, dass der oberflachliche, das Peritoneum bedeckende
Icodextrin-Flussigkeitsfilm die Aufnahme der Medikamente durch das
Peritoneum durch Konvektion behindert (Steuperaert et al., 2017). Weiterhin
muss die tumorizide Wirkung der festen Kombination von Cisplatin und
Doxorubicin in Icodextrin, verabreicht als PIPAC, in vivo in adaquaten
Tiermodellen bewiesen werden. Eine denkbare Option ware beispielsweise ein
Peritonealmetastasen-Modell in einem Tier, welches gréRenmalig fur PIPAC
unter Realbedingungen geeignet ware. Genutzt werden kdnnten zum Beispiel die
VX2 Tumorzelllinie beim Hasen (Pascale et al., 2017). Ahnliche Studien kénnten
auch mit anderen chemotherapeutischen Medikamenten, hier genannt seien
beispielhaft Taxane, durchgefluhrt werden, um die moglichen Einsatzbereiche

von Icodextrin als Tragerlosung zur Pravention von postoperativer
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Tumorrekurrenz und Peritonealmetastasen zu erweitern. Die Hoffnung ist, dass
die optimierte Gewebebedeckung die Effekte gegen die Tumorzellen, wie die
Adhasionspravention und die Zytotoxizitat in vivo, maximieren wird und so zu

einer niedrigen postoperativen Tumorrekurrenz fuhren wird.
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5. Zusammenfassung

Icodextrin ist ein Polymer, was prophylaktisch als flussige Losung intraperitoneal
eingesetzt wird, um Adhasionen zu vermeiden. Jedoch ist der klinische Gebrauch
von Icodextrin zur Adhasionspravention wegen unschlussigen
Studienergebnissen umstritten. Dank einer besseren raumlichen Verteilung und
der darauffolgenden kompletten Oberflachenbehandlung konnte die
Verabreichung von Icodextrin als Aerosol unter Druck (sog. PIPAC), die
antiadhasive Wirkung von Icodextrin steigern. AuRerdem kénnte Icodextrin auch
als Tragerldosung fur Chemotherapie dienen, um Synergien aus der Kombination

zytotoxischer Effekte und anti-adhasiver Wirkung zu generieren.

In dieser Arbeit wurde die Eignung von Icodextrin als Trager von Cisplatin und
Doxorubicin fur die intraperitoneale Verabreichung als PIPAC untersucht. Die
Spruhbarkeit von Icodextrin wurde getestet, aullerdem wurden die
Charakteristiken des Aerosols mittels Granulometrie ermittelt und die Stabilitat
des Molekils Uber einen RP-HPLC Nachweis vor und nach der Aerosolisierung
uberpruft. Die chemische Stabilitat von Icodextrin, Cisplatin und Doxorubicin in
Kombination wurde mittels RP-HPLC, HILIC und AAS nach drei Monaten
getestet. Die Wirkung von Icodextrin auf die Adhasion von einer humanen
Magenkrebszellkultur in vitro und die Effekte des aerosolisierten Icodextrins in
Kombination mit Cisplatin und Doxorubicin auf das Zelliberleben wurden

ausgewertet.

Die Verabreichung von Icodextrin mittels PIPAC ist ohne besondere
Einschrankungen durchfuhrbar. Die mittlere TropfengroRe des Aerosols
verandert sich nicht mit steigenden Konzentrationen. Das Icodextrin Polymer halt
den durch den Vernebler verursachten Scherkraften stand und bleibt nach
Aerosolisierung ohne Verlust oder Degradierung des Polymers stabil. Als
Tragerlosung fur Cisplatin und Doxorubicin degradierte Icodextrin in der
Kombination bei 4°C Uber drei Monate hinweg nicht mehr als 10% und kann
deswegen als stabil betrachtet werden. Auch wurde bei 4°C Uber drei Monate

eine Degradierung der Substanzen Cisplatin und Doxorubicin ausgeschlossen.
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Die zytotoxische Wirkung von Cisplatin und Doxorubicin in vitro als PIPAC-
Aerosol auf eine MKN45 Zellkultur war in Kombination mit Icodextrin nicht
beeintrachtigt. Icodextrin hatte einen signifikanten anti-adhasiven Effekt auf die

MKN45 Zellkultur, allein und in Kombination mit Cisplatin und Doxorubicin.

Zusammenfassend nutzt die hier vorgeschlagene Kombination die anti-
adhasiven Eigenschaften von Icodextrin, die zytotoxischen Wirkungen von
Doxorubicin  und Cisplatin und die Vorteile einer fortgeschrittenen
Medikamentenapplikationsform. Die optimale medikamentose
Gewebebedeckung, die Adhasionspravention und die Zytotoxizitat steigern den
tumoriziden Effekt in vitro. Diese Synergie konnte in der Klinik zu einer
niedrigeren  postoperativen  Tumorrekurrenzrate fuhren. Im  nachsten
Forschungsschritt soll diese Hypothese zuerst in einem geeigneten funktionellen

Modell getestet werden.
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