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1 Einleitung  
 

1.1 Malignitäten des Peritoneums 
Eine Krebserkrankung ist weltweit eine der häufigsten Todesursachen und wird 

in naher Zukunft mit einer zunehmenden Prävalenz vergesellschaftet sein (Sung 

et al. 2021). Auch das Bauchfell kann betroffen sein und einen Tumorbefall auf-

weisen.  

 

1.1.1 Peritoneum  
Das Peritoneum kleidet als die größte seröse Membran des menschlichen Kör-

pers topografisch die Bauchhöhle und Teile des Beckens aus (van Baal et al. 

2017). Es unterteilt sich in ein die Organe überziehendes, viszerales sowie ein 

die Bauchwand bedeckendes und schmerzempfindliches, parietales Blatt (van 

Baal et al. 2017). Dazwischen befindet sich physiologisch ein mit mehreren Milli-

metern Flüssigkeit gefüllter Spaltraum (van Baal et al. 2017). Die als 

Mesenterium bezeichneten Peritonealduplikaturen dienen als Halteapparat der 

Bauchorgane und als Leitstruktur für die Versorgung mit Gefäßen und Nerven 

(van Baal et al. 2017). Das Bauchfell selbst ist dreiteilig aufgebaut und besteht 

aus einer einlagigen Gewebeschicht aus Mesothelzellen, einer Basalmembran 

sowie einem submesothelialen Stroma (van Baal et al. 2017).  

Dem Peritoneum liegt eine komplexe Funktionalität als physiologische Barriere 

zugrunde, bei welcher insbesondere der endothelialen Glykokalyx eine entschei-

dende Bedeutung beigemessen wird (Flessner 2005; Flessner 2008). Darüber 

hinaus weist das Bauchfell primär immunologische und regulatorische Eigen-

schaften auf (Isaza-Restrepo et al. 2018). Zu den weiteren Aufgaben zählen v. a. 

die Förderung der Wundheilung sowie die ermöglichte Verschiebbarkeit der int-

raperitoneal gelegenen Organe zueinander (Isaza-Restrepo et al. 2018).  

 

1.1.2 Hintergrund 
Der Befall mit Tumorzellen kann entweder vom Peritoneum selbst ausgehen oder 

weitaus häufiger als Folge der Metastasierung eines fortgeschrittenen Primärtu-

mors auftreten. Bei Letzterem liegt der Ursprung der malignen Entartung 
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hauptsächlich in gynäkologischen und gastrointestinalen Tumorerkrankungen: 

peritoneale Metastasen (PM) treten bspw. in rund 8 % beim kolorektalen Karzi-

nom (CRC) und in 14 % bei gastralen Tumoren auf (Segelman et al. 2012; 

Thomassen et al. 2014a). Aufgrund der anatomischen Lage nimmt das Ovarial-

karzinom eine besondere Rolle ein. Bereits 1927 wurde der Fall einer 

metastatischen Beteiligung des Peritoneums beim Eierstockkrebs beschrieben 

und 4 Jahre später durch den Begriff der „peritoneal carcinomatosis“ von Samp-

son geprägt (Sampson 1931; Whitehouse 1927). Ebenfalls werden bei 

Tumorentitäten außerhalb der Bauchhöhle PM in 9 % beobachtet, und zwar ur-

sächlich in absteigender Reihenfolge beim Brustkrebs, Lungenkarzinom und 

dem malignen Melanom (Flanagan et al. 2018). Bleibt die Lokalisation des Pri-

märtumors im Allgemeinen unbekannt, ist ein maligner Befall des Peritoneums in 

rund jedem 9. Fall zu verzeichnen (Thomassen et al. 2014b).  

Im Gegensatz zu der peritonealen Aussaat von sekundären Malignomen kann in 

selteneren Fällen eine Peritonealkarzinose direkt vom Bauchfell ausgehen. 

Hierzu werden wiederum das primär peritoneale Karzinom oder das Mesotheliom 

gezählt (Ifthikar et al. 2014; Kim et al. 2017). Für die klinische Diagnose der eben-

falls zugehörigen Tumorentität des Pseudomyxoms ist eine ausgeprägte 

Schleimbildung charakteristisch, dessen typische Ätiologie die rupturierte muzi-

nöse Appendixneoplasie ist (Mittal et al. 2017). 

Bei den peritonealen Malignitäten zeigten Daten aus den Vereinigten Staaten von 

Amerika von 2001-2014 eine stagnierende Inzidenz pro 100000 Frauen mit ei-

nem Altersgipfel von 75-79 Jahren (Liao et al. 2018). 

 

1.1.3 Pathogenese der peritonealen Metastasierung 
Neben einer direkten Infiltration des Primärtumors per continuitatem stehen ver-

schiedene Annahmen über den Mechanismus der peritonealen Dissemination 

zur Diskussion, die auf ein multifaktorielles Geschehen zurückgehen. Demge-

mäß werden zelluläre und molekulare Wechselwirkungen sowie die damit 

einhergehende Seed-and-Soil Theorie von Paget erwogen (Mikula-Pietrasik et 

al. 2018; Paget 1989). Beim CRC wird dabei eine Ablösung freier Tumorzellen 

vom Primärtumor angenommen, welche nach Ausbreitung in der 
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Abdominalhöhle über die Kaskade bestimmter Mediatoren bzw. Signalwege als 

Implantationsmetastasen an das Mesothel adhärieren (Ceelen and Bracke 

2009). Die darauffolgende Invasion des Gewebes initiiert schließlich das Tumor-

wachstum und die Angiogenese (Lemoine et al. 2016). Darüber hinaus erfolgt die 

peritoneale Dissemination hämatogen und lymphogen, während auch eine Ver-

teilung über die Peritonealflüssigkeit befürchtet werden muss (Carmignani et al. 

2003; Ceelen and Bracke 2009; Lemoine et al. 2016). Weiterhin darf eine Ver-

breitung durch die chirurgische Intervention selbst nicht vernachlässigt werden 

(Sugarbaker 1999). 

 

1.1.4 Erscheinungsbild 
Die Morphologie dieser Erkrankung manifestiert sich typischerweise in wenigen 

Millimeter großen und multipel auftretenden Tumorknoten und -platten (Hanbidge 

et al. 2003). Die peritoneale Aussaat kann dabei entweder diffus verstreut vorlie-

gen oder lokal umschriebene Regionen betreffen, bevorzugt nach der Zirkulation 

bzw. dem Gradienten der peritonealen Flüssigkeit (Meyers 1973).  

Das klinische Erscheinungsbild bei Malignitäten des Bauchfells ist meist unspe-

zifisch. Die Patienten klagen oftmalig über Kachexie, Müdigkeit, Nausea sowie 

über Schmerzen im Abdomen (Lambert and Wiseman 2018). Mit fortgeschritte-

nem Stadium können weitere funktionelle Beeinträchtigungen wie ein 

Darmverschluss oder ein Harnverhalt als Begleiterscheinungen hinzukommen 

(Lambert and Wiseman 2018). Ebenso beobachtet man charakteristischerweise 

eine Umfangsvermehrung durch malignen Aszites (Lambert and Wiseman 2018). 

Die pathologische Flüssigkeitsansammlung gilt als negativer prädiktiver Faktor 

(Sadeghi et al. 2000). 

 

1.1.5 Diagnostik 
Präoperativ kann die nichtinvasive Einschätzung des Erkrankungsgrads mit der 

kontrastmittelgestützten Computertomografie erfolgen (Marin et al. 2010; Yan et 

al. 2008). Für eine adäquate Aussagefähigkeit lässt sich diese radiologische Un-

tersuchung mithilfe der Positronenemissionstomografie als Fusionsbildgebung 

komplementieren (Pfannenberg et al. 2009). Alternativ steht die 
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(diffusionsgewichtete) Magnetresonanztomografie als sensitiveres Verfahren in 

der bildgebenden Diagnostik zur Verfügung (van 't Sant et al. 2020). Daneben 

finden zum Staging eine histologische Beurteilung sowie eine Evaluation der Tu-

morlast statt (Jacquet and Sugarbaker 1996a). Nichtsdestotrotz werden 

peritoneale Malignitäten vielfach erst bei der operativen Intervention des Pri-

märkarzinoms entdeckt. Die Problematik liegt u. a. darin begründet, dass sich 

gerade kleine Tumorvolumina sowie kritische Regionen des Abdomens, wie das 

Dünndarmsegment, radiologisch nicht sicher abbilden lassen (Jacquet et al. 

1993; Marin et al. 2010). Somit korreliert mitunter der intraperitoneale Befall nicht 

mit dem Befund der Bildgebung (Koh et al. 2009). Um das Ausmaß abschließend 

beurteilen zu können, wird aus diesem Grund bei selektierten Patienten die 

präoperative Laparoskopie bevorzugt (Iversen et al. 2013). Eine bei der diagnos-

tischen Exploration ebenfalls vorgenommene Spülzytologie kann weitere 

wichtige Aussagen liefern (Ikoma et al. 2016). 

 

 

1.2 Therapie der peritonealen Malignitäten 
PM werden als ein ernstes und weit fortgeschrittenes Krankheitsbild mit einer 

limitierten Lebensqualität und hohen Mortalität angesehen. Gemäß den Ergeb-

nissen von Studien weist seinerzeit eine peritoneale Beteiligung von 

gastrointestinalen Malignitäten erheblich reduzierte Überlebensraten von weni-

gen Monaten auf (Chu et al. 1989; Sadeghi et al. 2000).  

In der Vergangenheit standen für dieses terminale Tumorstadium nur einge-

schränkte bzw. palliative Behandlungsoptionen mit unterstützenden Maßnahmen 

zur Verfügung (Lambert 2015). Mit einer systemischen Chemotherapie ist bei PM 

des CRC ein medianes Überleben von etwas über 8 Monaten erreicht worden 

(Klaver et al. 2011). Eine chirurgische Intervention wird im Falle von tumorbe-

dingten Komplikationen wie Darmobstruktionen durchgeführt (Lambert 2015). 

Insgesamt stellten daher einst peritoneale Malignitäten eine früh zum Tode ver-

laufende Erkrankung mit deutlich begrenzten Präventions- und 

Therapiemöglichkeiten dar (Lambert 2015). 
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1.2.1 Zytoreduktive Chirurgie 
In den letzten Jahrzehnten etablierte sich ein multimodales Therapiekonzept mit 

der Hauptkomponente eines chirurgischen Ansatzes, die sogenannte zytoreduk-

tive Chirurgie (CRS) (Sugarbaker 1989). Es ist der Pionierarbeit von Sugarbaker 

zu verdanken, der diese mehrstündige Operation eingeführt hat. Die CRS zielt 

darauf ab, alle makroskopisch erfassbaren Tumoranteile vollständig chirurgisch 

zu entfernen (Sugarbaker 1995). Damit beinhaltet diese radikale Therapieform 

eine parietale und viszerale Peritonektomie inklusive einer simultanen Resektion 

der intraabdominal befallenen Organe (Sugarbaker 1995).  

Anhand des ebenfalls durch den Wegbereiter Sugarbaker entwickelten „Peri-

toneal Cancer Index“ (PCI) erfolgt zunächst die subjektive Einschätzung des 

Ausmaßes des vorhandenen peritonealen Tumorbefalls durch den Operateur 

(Sugarbaker 1999). Für den Verteilungsgrad ist das Abdomen in insgesamt 

13 Regionen (9 Abschnitte für die Bauchhöhle und 4 Segmente für den Dünn-

darm) untergliedert worden (Sugarbaker 1999). Nach einer ausführlichen 

Exploration wird das Tumorvolumen nach jeweiliger Größe mit einem Score von 

0-3 quantifiziert (Sugarbaker 1999). Hieraus addiert sich gesamt ein PCI zwi-

schen 0 (kein Tumor) und 39 (höchstmöglicher Befall) (Sugarbaker 1999). Die 

maximal erreichte Vollständigkeit der Zytoreduktion (CCR) wird mittels eines wei-

teren Scores angegeben und ist bestenfalls gleich 0 (Tumorfreiheit) (Sugarbaker 

1999). Angestrebt ist ein postoperativer Resektionsstatus der kompletten oder 

zumindest annähernd vollständigen radikalen CRS, welcher entweder die ge-

samte Entfernung des Tumors (CCR-0) gewährleistet oder bei der ein 

kumulativer Resttumor die Größe von 2,5 mm (CCR-1) nicht überschreitet 

(Sugarbaker 1999).  

Sowohl der PCI als auch die CCR korrelieren streng mit der Überlebensrate 

(Hallam et al. 2019). Diese hängt nicht nur von der Ausdehnung der betroffenen 

Areale ab, sondern auch von der jeweils beteiligten peritonealen Lokalisation 

(Spiliotis et al. 2015b). Da der Erfolg der CRS maßgeblich durch das Ausmaß 

der peritonealen Malignität bestimmt ist, werden für diese Therapieform primär 

Patienten mit einer limitierten Tumorausdehnung in Betracht gezogen. Für die 

unterschiedlichen Tumorentitäten ist dabei ein bestimmter Schwellenwert für die 
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Indikationsstellung vorgeschlagen worden. Der Nutzen wird bspw. beim CRC mit 

einem PCI über 15-17 als prognostisch nicht Vorteil bringend erachtet (Elias et 

al. 2014; Goere et al. 2015). Beim aggressiven Magenkarzinom lässt sich die 

Grenze des PCI bei 12 ziehen (Coccolini et al. 2015). Dementgegen können beim 

Pseudomyxom deutlich höhere Werte toleriert werden (Glehen and Gilly 2003). 

Selbst für einen maximalen PCI von 39 lassen sich wiederum bei Appendixtumo-

ren noch mitunter zielführende Ergebnisse erreichen, allerdings unter der 

Berücksichtigung einer ausgeprägten Morbiditätsrate (Sarkar et al. 2021).  

Neben weiteren Klassifikationen für den peritonealen Tumorbefall stellt eine Ein-

teilung das eingeführte „Lyon staging system“ nach Gilly et al. dar (Gilly et al. 

1994; Gilly et al. 2006). Auch hier besteht eine negative Korrelation zwischen der 

Höhe des Stadiums und der mittleren Überlebensrate (Sadeghi et al. 2000). 

 

1.2.2 Hypertherme intraperitoneale Chemotherapie 
Dunlap und Bull haben ein thermisches Infusions-Filtrationssystem entwickelt, 

welches eine intrakavitäre Anwendung erlaubte (Spratt et al. 1980b). Diese Ver-

abreichungsform wurde 1980 von Spratt et al. modifiziert, um erstmals die 

Behandlung einer intraperitonealen Chemotherapie in Kombination mit Wärme 

zu ermöglichen (Spratt et al. 1980b). Im Anschluss an die chirurgische Resektion 

wurde die als sicher und verträglich beschriebene Therapieoption an einem Pa-

tienten mit peritonealer Beteiligung eines Pseudomyxoms angewandt (Spratt et 

al. 1980a). Dieses Konzept wurde von Sugarbaker prägend weiterentwickelt und 

etablierte sich als sogenannte HIPEC. HIPEC ist ein Akronym und steht für die 

Abkürzung hypertherme intraperitoneale Chemotherapie (Gonzalez-Moreno 

2006). Das Prinzip dieser Methodik zielt darauf ab, nach der CRS mikroskopisch 

verbliebene Karzinomherde und freie maligne Zellen zu eliminieren (Sugarbaker 

1989). Dadurch soll die lokale Tumorkontrolle sichergestellt und einer Rekurrenz 

der Erkrankung vorgebeugt werden (Sugarbaker 1998).  

In der Regel werden mehrere Liter einer ausgewählten Perfusionslösung über 

ein geschlossenes Kathetersystem in den Bauchraum verabreicht (Sugarbaker 

1999). Dabei sorgen eine spezielle Pumpe sowie ein Wärmegerät für eine kon-

stante Zirkulation und eine Erhitzung über die physiologische Körpertemperatur 



Einleitung 

 7 

hinaus (Sugarbaker 1999). Nach Zugabe des jeweiligen Zytostatikums dauert die 

Spülung des Abdomens je nach verwendetem Protokoll 30-120 Minuten (Yurttas 

et al. 2018). Im Grundsatz existieren für die operative Durchführung der HIPEC 

die beiden verschiedenen Verfahren der offenen gegenüber der geschlossenen 

Technik des Abdomens (Sugarbaker and Van der Speeten 2016). Bei der An-

wendung der offenen Variante bedient man sich der manuellen Verteilung der 

erwärmten Lösung mit dem Chemotherapeutikum (Sugarbaker and Van der 

Speeten 2016). Dadurch soll der Vorteil einer homogenen Verteilung bzw. einer 

Sicherstellung der gleichmäßigen Exposition auf der Oberfläche der Tumorregion 

gegeben sein (Sugarbaker and Van der Speeten 2016). Gegenteilig verhält es 

sich wiederum mit der geschlossenen Methodik, bei der u. a. ein erhöhter Schutz 

vor dem Austritt des Zytostatikums besteht sowie einem Hitzeverlust während 

der HIPEC Behandlung vorgebeugt werden kann (Esquivel 2009).  

Unterdessen werden minimalinvasive Ansätze einer laparoskopischen CRS plus 

HIPEC selektiv als möglich erachtet (Arjona-Sanchez et al. 2021). 

 

1.2.2.1 Pharmakologische Leitidee des lokalen Therapieansatzes 
Für die Grundannahme der HIPEC als regionale Therapieform ist der Begriff der 

Peritoneum-Plasma-Schranke anzuführen, welche von Signifikanz für die Phar-

makokinetik der verabreichten Chemotherapeutika ist (Jacquet and Sugarbaker 

1996b; Sugarbaker et al. 1996). Diese physiologische Barriere bezweckt dabei 

eine limitierende intraperitoneale Cleareance des Wirkstoffs, wodurch die er-

höhte lokale Exposition eine Maximierung der Konzentration und damit der 

Zytotoxizität erreicht (Hasovits and Clarke 2012; Jacquet and Sugarbaker 

1996b). Anhand der Beispiele von Carboplatin und Cisplatin ist dies anschaulich 

belegt worden (Elferink et al. 1988; Howell et al. 1982; Miyagi et al. 2005). Für 

Cisplatin wurde im Modellorganismus ebenfalls dargelegt, dass durch die intra-

peritoneale Gabe eine höhere Konzentration insbesondere im peripheren 

Tumorgewebe erzielt werden kann (Los et al. 1989). Neben dem Vorteil eines 

direkten Oberflächenkontakts mit der peritonealen Malignität scheinen ferner 

auch gering vaskularisierte Tumore vermehrt von dieser lokalen Applikation zu 
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profitieren als von einer intravenösen Therapie (Hasovits and Clarke 2012; 

Winner et al. 2016).  

Ergänzend zielt die Vorstellung der HIPEC darauf ab, die systemische Exposition 

durch eine direkte intraperitoneale Verabreichung möglichst zu vermeiden und 

dadurch das Risiko einer potenziellen Toxizität außerhalb des Bauchraums zu 

verringern (Hasovits and Clarke 2012). Für 5-Fluorouracil ist bewiesen worden, 

dass bei einer direkten abdominalen Applikation höhere Dosierungen toleriert 

werden, ohne gleichzeitig die Nebenwirkungen zu verstärken (Sugarbaker et al. 

1985). Im Tiermodell wurde weiter belegt, dass die systemische Absorption nicht 

nur von dem jeweiligen Molekulargewicht beeinflusst wird, sondern ebenfalls von 

der Ionisierung und der Lipidlöslichkeit (Torres et al. 1978).  

Nichtsdestotrotz muss auch die Einflussnahme des verabreichten HIPEC Volu-

mens auf die Pharmakokinetik des intraperitoneal applizierten Chemothera-

peutikums beachtet werden, wohingegen eine chirurgische Resektion des parie-

talen Peritoneums keinen Effekt hierauf hat (de Lima Vazquez et al. 2003; 

Sugarbaker et al. 2006).  

 

1.2.2.2 Leitidee der Hyperthermie 
Vor dem Hintergrund von nachgewiesenen Effekten durch eine Temperaturerhö-

hung können maligne Zellen eine selektive Hitzesensitivität aufzeigen (Dickson 

and Calderwood 1980). Wie anhand von CRC Zellkulturen gezeigt wurde, verur-

sacht die Erwärmung per se eine Tumoreliminierung (Helderman et al. 2020). 

Neben dieser direkten Zytotoxizität stehen weitere Wirkungsweisen im Zusam-

menhang mit einer Hyperthermie: die Beeinträchtigung von DNA-

Reparaturmechanismen, die Induktion von Hitzeschockproteinen, die Stimulation 

immunologischer Prozesse sowie die Erhöhung der Durchblutung und der Fließ-

fähigkeit der Zellmembranen (van den Tempel et al. 2016). Aufgrund dieser 

Faktoren wurde bereits 1980 über die Vorteile einer intraperitonealer Hyperther-

mie bei PM im Tiermodell berichtet (Shiu and Fortner 1980).  

Die maßgebliche Beeinflussung des Zellstoffwechsels durch eine erhöhte Tem-

peratur hat auch eine Änderung der Pharmakokinetik zur Folge. In Verbindung 

mit einer gesteigerten Gewebeperfusion resultiert die vermehrte 
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Membrandurchlässigkeit vermutlich in einer verbesserten Aufnahme des Wirk-

stoffs (van den Tempel et al. 2016). Überdies ist seit mehreren Jahrzehnten 

bekannt, dass eine mäßige Hyperthermie eine pharmakologische Verstärkung 

der zytotoxischen Aktivität von Chemotherapeutika bewirken kann (Urano et al. 

1999). Für die beiden häufig verwendeten Substanzen Mitomycin C und Cisplatin 

ist schon früh in vitro an CRC Zellen eine additive Wirksamkeit durch Wärme und 

damit ein synergetischer Effekt beschrieben worden (Barlogie et al. 1980). Ins-

besondere eine Temperatur von über 40 °C wurde als potenziell kritischer 

Schwellenwert ermittelt (Schaaf et al. 2015).  

Obwohl die Eindringtiefe der meisten Chemotherapeutika bei einer intraperitone-

alen Gabe im Gewebe auf wenige Millimeter begrenzt ist, kann im 

Zusammenhang mit einer Erwärmung eine erhöhte Penetration bzw. Konzentra-

tion erreicht werden (El-Kareh and Secomb 2004; Los et al. 1991). Gleichzeitig 

wird der im Tumorgewebe gesteigerte interstitielle Flüssigkeitsdruck, der das 

Therapieansprechen negativ beeinflussen kann, durch die Hyperthermie verrin-

gert (Heldin et al. 2004; Leunig et al. 1992; Sen et al. 2011).  

 

1.2.3 Evidenzbasierte Prognose  
Gegenwärtig ist das Behandlungsprinzip aus CRS und HIPEC weltweit übernom-

men worden. Das generelle Bestreben dieser Therapie liegt darin, ein 

Langzeitüberleben zu ermöglichen (Glehen et al. 2010b; Kyang et al. 2019; 

Levine et al. 2014). Je nach Tumorentität besteht selektiv für Patienten ein kura-

tives Potenzial (Goere et al. 2013).  

Eine Verlängerung der medianen Gesamtüberlebensrate ist für das Magenkarzi-

nom beschrieben worden (Desiderio et al. 2017; Glehen et al. 2010a; Rau et al. 

2020; Rihuete Caro et al. 2018). Ebenfalls trifft dies für die primär vom Peri-

toneum ausgehenden Malignitäten wie das Mesotheliom oder das 

Pseudomyxom zu (Chua et al. 2012; Kyang et al. 2019; Smeenk et al. 2007; 

Sugarbaker et al. 2016). Bei Entartungen der Appendix mit einer peritonealen 

Dissemination konnte nach der vollständigen CRS und HIPEC eine 5-Jahres-

Überlebensrate von bis zu 86 % erreicht werden (Sugarbaker and Chang 1999). 

Ebenso erreicht der multimodale Ansatz bei der Therapie des fortgeschrittenen 
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Ovarialkarzinoms prognostisch einen medianen Überlebensvorteil (Chua et al. 

2009; Zhang et al. 2019). Der operativen Vorgehensweise aus CRS plus HIPEC 

kommt hier v. a. in der Rezidivsituation eine tragende Rolle zu, bei der einer 

Chemosensitivität keine Relevanz zugesprochen werden kann (Bakrin et al. 

2013; Spiliotis et al. 2015a). Weiterhin ist mit diesem Behandlungskonzept durch-

schnittlich eine Verlängerung des Langzeitüberlebens in der Therapie von PM 

des CRC erreicht worden (Flood et al. 2020; Huang et al. 2017). Eine randomi-

siert kontrollierte Phase-III-Studie von Verwaal et al. konnte bei selektierten 

Patienten belegen, dass die Einführung der chirurgischen Vorgehensweise in 

Kombination mit einer HIPEC (90 Minuten mit Mitomycin C bei 40 °C) nahezu 

eine Verdoppelung der Gesamtüberlebensrate im Vergleich zu einer alleinigen 

systemischen Chemotherapie (Fluorouracil-Leucovorin) erzielt (Verwaal et al. 

2003). Auch in der Verlaufskontrolle nach 8 Jahren konnte die prospektive Un-

tersuchung ihre Ergebnisse erneut bestätigen (Verwaal et al. 2008). Aufgrund 

dieses Langzeitüberlebens wurde bei einer entsprechenden Indikationsstellung 

diese Therapieform als mögliche Behandlungsoption gesehen. Aktuell ist die 

CRS plus HIPEC Bestandteil der S3-Leitlinie CRC, die unter bestimmten Voraus-

setzungen durchgeführt werden kann (Empfehlungsgrad 0) (Leitlinienprogramm 

Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, D. K., AWMF) 2019).  

Da der Stellenwert der einzelnen Behandlungselemente per se ungeklärt blieb, 

prüfte eine niederländische Phase-III-Studie unter van Driel et al. den Aspekt, ob 

die Ergänzung einer HIPEC der alleinigen CRS überlegen ist (van Driel et al. 

2018). Dabei wurde multizentrisch eine Gesamtzahl von 245 Patientinnen mit 

fortgeschrittenem Ovarialkarzinom randomisiert eingeschlossen (van Driel et al. 

2018). Es handelte sich hierbei um eine selektierte Patientengruppe, welche eine 

neoadjuvante Chemotherapie erhalten hat (van Driel et al. 2018). Die Resultate 

zeigten, dass der Zusatz einer intraperitonealen Chemotherapie (90 Minuten mit 

Cisplatin bei 40 °C) zu einem längeren medianen Gesamtüberleben (45,7 Mo-

nate gegenüber 33,9 Monate) sowie rezidivfreien Intervall (14,2 Monate 

gegenüber 10,7 Monate) im Vergleich zu der alleinigen CRS führte (van Driel et 

al. 2018). Überdies konnten dem HIPEC Verfahren keine vermehrten Nebenwir-

kungen Grad III/IV zugeschrieben werden (van Driel et al. 2018).  
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Auch in weiteren Studien hat sich in diesem Zusammenhang ein etwaiger Vorteil 

der HIPEC herausgestellt (Bonnot et al. 2019; Wang et al. 2019). Dennoch bleibt 

der additive Nutzen aufgrund der bislang limitierten Studienlage strittig und ihre 

uneingeschränkte Relevanz steht weiterhin zur Diskussion aus (Chiva and 

Gonzalez-Martin 2015; Desolneux et al. 2015; Eveno and Pocard 2016). 

 

1.2.4 Bedingungen  
Für die Indikationsstellung dieser Therapiemethode steht zunächst eine adä-

quate Patientenselektion im Vordergrund (Simkens et al. 2017; Sugarbaker 

1999). Die CRS plus HIPEC ist generell nicht für Patienten in einem reduzierten 

Allgemeinzustand geeignet (Piso et al. 2009). Aufgrund des invasiven Eingriffs 

müssen ferner eine kardiovaskuläre Stabilität und eine angemessene Lungen- 

und Nierenfunktion berücksichtigt werden (Piso et al. 2009). Ein höheres Lebens-

alter stellt an sich keinen Ausschlussgrund dar, wobei hier mit einer erhöhten 

Morbidität und Mortalität zu rechnen ist (Gagniere et al. 2018).  

Weitere entscheidende Kriterien betreffen die Malignität selbst, was den histolo-

gischen Status mit dem jeweiligem Differenzierungsgrad einschließt (Kwakman 

et al. 2016). Darüber hinaus eignet sich dieses multimodale Behandlungskonzept 

nicht für alle Tumorentitäten mit einer peritonealen Aussaat gleichermaßen. Der 

Stellenwert dieser Therapie ist bspw. bei weit fortgeschrittenen und prognostisch 

ungünstigen Erkrankungen wie dem Pankreaskarzinom unbestimmt 

(Brind'Amour et al. 2021). Damit einhergehend sind limitierende Faktoren die Lo-

kalisation und das Ausmaß der Erkrankung (Piso et al. 2009). Eine komplette 

Resektion ist u. a. bei einer obstruktiven Infiltration der Gallenwege oder der 

Harnleiter, einer diffusen Ausdehnung auf die Mesenterialwurzel des Dünndarms 

sowie bei Lebermetastasen eingeschränkt bis nicht möglich (Esquivel et al. 

2007). Zudem dürfen keine Tumormanifestationen außerhalb des Abdomens vor-

liegen (Esquivel et al. 2007). Die Entscheidung der Nutzen-Risiko-Abwägung 

sollte immer individuell und in einer interdisziplinären Tumorkonferenz eruiert 

werden.  
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1.2.5 Risiken 
Grundsätzlich ist die CRS plus HIPEC ein umfangreiches und komplexes Thera-

piekonzept, welches ein ausgeprägtes Nebenwirkungsprofil und eine nicht zu 

vernachlässigende Komplikationsrate aufweisen kann. Vor dem Hintergrund ei-

ner sich entwickelnden Lernkurve bez. einer Verbesserung der chirurgischen 

Intervention sollte die Behandlung ausschließlich an spezialisierten Zentren mit 

einem multidisziplinären Team durchgeführt werden (Kuijpers et al. 2016; 

Kusamura et al. 2013). Auf dieser Expertise beruhend, wird die CRS und HIPEC 

mittlerweile als sicheres Operationsverfahren angesehen (Horvath et al. 2021; 

Piso et al. 2019). Insgesamt sind dabei die Verhältnisse mit denen anderer on-

kologischer Hochrisikoeingriffe vergleichbar und hinsichtlich des sich 

ergebenden Überlebensvorteils entsprechend vertretbar (Foster et al. 2019).  

Demgemäß konnte die Mortalität im Mittel auf unter 3 % gesenkt werden (Foster 

et al. 2019; Macri et al. 2020; Piso et al. 2019). Ungeachtet davon werden für 

dieses multimodale Therapieverfahren mit durchschnittlich rund 19-31 % relativ 

hohe Morbiditätsraten Grad III/IV beschrieben (Macri et al. 2020; Piso et al. 

2019). Hierbei werden hauptsächlich die folgenden Komplikationen umfasst: In-

suffizienzen der Anastomosen, Darmverschlüsse, Fisteln, Pankreatitiden oder 

Infektionen bis hin zu einer Sepsis (Macri et al. 2020; Piso et al. 2019). Neben 

den lokalen Risiken dürfen auch eine Hämato- und Nephrotoxizität sowie Throm-

bosen nicht ungenannt bleiben (Macri et al. 2020; Piso et al. 2019). Aus diesen 

Komplikationen folgen u. U. langwierige Hospitalisierungen bzw. Liegezeiten auf 

der Intensivstation (Levine et al. 2014; Macri et al. 2020; Piso et al. 2019). Folglich 

wird durch die invasive Behandlung zunächst postoperativ eine allgemeine Ver-

schlechterung des Wohlbefindens des Patienten verzeichnet, wobei langfristig 

mit dem Erhalt oder einem Zugewinn an Lebensqualität gerechnet werden kann 

(Seretis and Youssef 2014).  

 

1.2.6 Rezidive 
Trotz der kombinierten Behandlungsmethodik aus CRS plus HIPEC wird häufig 

ein prognostisch ungünstiges Wiederauftreten der Erkrankung beobachtet (Tan 

et al. 2018; van Oudheusden et al. 2015b). Es ist in Studien festgestellt worden, 
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dass sich nach dieser Therapie bei ca. 65 % der Patienten mit PM des CRC 

Tumorrezidive entwickeln können (Feferman et al. 2019; Verwaal et al. 2004). 

Als einen unabhängigen Risikofaktor hierfür lässt sich eine hochgradige Histolo-

gie der Malignität anführen (Konigsrainer et al. 2013).  

Durch entsprechende Nachsorgeuntersuchungen in einem festgelegten Intervall 

wird versucht etwaige Rezidive frühzeitig zu identifizieren. Andernfalls kann eine 

Wiederholung der multimodalen Behandlung bei ausgewählten Patienten in Be-

tracht gezogen werden (Bekhor et al. 2020; Laks et al. 2021; Sutton et al. 2021). 

 

 

1.3 Oxaliplatin in der Therapie peritonealer Malignitäten 
Im Gegensatz zur CRS, bei welcher Bestrebungen nach Standardisierungen der 

chirurgischen Durchführung existieren, ist die HIPEC ein äußerst heterogenes 

und multifaktorielles Therapieverfahren (Helderman et al. 2019; Van der Speeten 

et al. 2017; Yurttas et al. 2018). Auch wenn dieses bisher international nicht ver-

einheitlicht wurde, führt die Etablierung eines festgelegten Behandlungs-

protokolls nachweislich zu besseren Ergebnissen für den Patienten (Kuijpers et 

al. 2015). Da jedoch generell die Anwendungen sehr variieren, liegt bislang keine 

Evidenz für die Bevorzugung eines bestimmten Verfahrens vor. Dementspre-

chend ist die Bedeutung der vielfältigen Faktoren der unterschiedlichen HIPEC 

Protokolle und ihre jeweiligen Indikationen nur unzureichend verstanden (Steffen 

et al. 2020). Zu diesen einzelnen Komponenten gehören u. a. die Auswahl und 

die Dosierung des Chemotherapeutikums, die Trägerlösung sowie die Expositi-

onsdauer im Rahmen des intraperitoneal durchgeführten hyperthermen 

Verfahrens (Helderman et al. 2019; Turaga et al. 2014).  

Die Dissertation befasst sich mit den pharmakologischen Aspekten, die bei der 

Verwendung von Oxaliplatin als HIPEC Zytostatikum untersucht werden. 

 

1.3.1 Oxaliplatin  
Oxaliplatin lässt sich auf erste Beschreibungen von Kidani et al. an der Universi-

tät Nagoya in Japan um 1980 zurückführen (Kidani et al. 1976; Kidani et al. 1980). 

Die Substanz mit der Summenformel C8H14N2O4Pt hat eine molare Masse von 
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etwa 397 g/mol (Mathe et al. 1989). Wie aus der Abbildung 1 hervorgeht, besitzt 

das zentrale Platin einen 1,2-Diaminocyclohexan-Liganden (DACH-Ligand) 

(Mathe et al. 1989).  

 

 

Abbildung 1: Eigene Zeichnung des Moleküls Oxaliplatin angelehnt an (Mathe et 
al. 1989) 
 

Oxaliplatin weist antitumorale Eigenschaften auf (Raymond et al. 1998). Der zu-

grunde liegende Wirkmechanismus beruht im Wesentlichen auf Schäden der 

DNA durch diverse Quervernetzungen und einem Abbruch der Synthese, zusam-

men mit einer Hemmung der Transkription (Faivre et al. 2003; Raymond et al. 

1998; Todd and Lippard 2009). Insbesondere dem DACH-Liganden wird dabei 

eine tragende Rolle für die zytotoxischen Effekte zugeschrieben (Raymond et al. 

1998; Rixe et al. 1996). Das Pharmakon zeichnet sich ferner durch eine vermin-

derte Kreuzresistenz gegenüber Cisplatin aus (Rixe et al. 1996). Auch wenn eine 

abschließende Klärung noch aussteht, konnte für Oxaliplatin außerdem eine in-

duzierte Immunantwort belegt werden (Stojanovska et al. 2019).  

Das Platinderivat liegt im Blutkreislauf anteilsmäßig an Plasmaproteine und an 

Erythrozyten gebunden vor (Graham et al. 2000; Luo et al. 1999; Pendyala and 

Creaven 1993). Die triphasische Pharmakokinetik von Oxaliplatin weist eine 

nichtenzymatische Biotransformation auf, bei der sich zahlreiche (in)aktive Zwi-

schenprodukte bilden (Graham et al. 2000; Luo et al. 1999; Pendyala and 

Creaven 1993). Eine Wirkung auf den Metabolismus über das Zytochrom P450 

konnte weitestgehend ausgeschlossen werden (Masek et al. 2009). Oxaliplatin 

hat eine insgesamt kurze Eliminationshalbwertszeit und wird überwiegend renal 

ausgeschieden (Allain et al. 2000; Ehrsson et al. 2002; Graham et al. 2000). Eine 

Nierenschädigung führt trotz Änderungen auf die Pharmakologie des Agens nicht 

zu einer damit verbundenen Erhöhung der generellen Toxizität (Takimoto et al. 
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2007). Ebenso ist die Gabe von Oxaliplatin bei Leberfunktionsstörungen unein-

geschränkt tolerierbar (Synold et al. 2007). Dennoch sollten eine anhaltende 

Platinretention bzw. potenzielle Akkumulationen beachtet werden (Brouwers et 

al. 2008; Gamelin et al. 1997).  

 

1.3.2 Oxaliplatinbasierte HIPEC 
Oxaliplatin gehört zu den klinisch häufig eingesetzten Zytostatika 

(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, D. K., AWMF) 

2019). Die intraperitoneale Verabreichung wurde erstmalig in der Publikation von 

Elias et al. im Jahr 2002 beschrieben (Elias et al. 2002a). Gerade für die HIPEC 

Behandlung von PM des CRC findet das Platinderivat überwiegend Verwendung 

(Morales-Soriano et al. 2018). Die tumorspezifische Zytotoxizität beruht u. a. auf 

organischen Kationentransportern sowie einem immunogenen Zelltod (Tesniere 

et al. 2010; Zhang et al. 2006). 

 

1.3.2.1 Operationstechnik 
In Tierversuchen wurde für Oxaliplatin gezeigt, dass die offene HIPEC Methodik 

gegenüber dem geschlossenen Verfahren zu einer verstärkten systemischen Ab-

sorption sowie Penetration in das abdominale Gewebe führt (Ortega-Deballon et 

al. 2010). Darüber hinaus können bei der offenen Technik mit gesteigerten 

Druckverhältnissen und durch die Hyperthermie die höchsten Konzentrationen 

des Zytostatikums im Peritoneum erreicht werden (Facy et al. 2012; Facy et al. 

2015). 

 

1.3.2.2 Pharmakologie 
Die Dosierungsschemata der HIPEC Protokolle können auf verschiedene Weise 

ermittelt werden. Die COBOX Studie von Lemoine et al. wies für eine konzentra-

tionsbasierte HIPEC im Vergleich zu einer intraperitonealen Chemotherapie auf 

Grundlage der Körperoberfläche eine höhere Toxizität und Wirksamkeit nach, 

ohne dabei Abweichungen in der Morbidität und Mortalität zu zeigen (Lemoine et 

al. 2019). Die Grundannahme der HIPEC eine lokale Maximierung der Wirkstoff-

konzentration zu erzielen, konnte für Oxaliplatin im Tiermodell dargelegt werden 
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(Pestieau et al. 2001). Klinisch ist für das Platinderivat mit der empfohlenen Do-

sierung von 460 mg/m2 in 2 l/m2 nach 30 Minuten eine 25-fach höhere 

Konzentration intraperitoneal verglichen zu den Plasmaspiegeln beschrieben 

worden (Elias et al. 2002a). Dies resultiert entsprechend in einer effizienten Auf-

nahme von Oxaliplatin in das Gewebe, bei der dosisabhängig fast 18-fach höhere 

Wirkstoffkonzentrationen erreicht wurden (Elias et al. 2002a). Die Penetrations-

tiefe wird grundsätzlich mit 1-2 mm angegeben (Sugarbaker and Van der 

Speeten 2016). Zudem ist für Oxaliplatin eine peritoneale Halbwertszeit von 18-

49 Minuten dokumentiert worden und es konnte nach einem halbstündigen 

HIPEC Verfahren eine Absorptionsrate von 40-68 % der Dosis nachgewiesen 

werden (Chalret du Rieu et al. 2014; Ferron et al. 2008). In diesem Zusammen-

hang ist schließlich auch in Untersuchungen von Patientenproben ex vivo ein 

vorteilhaftes Verhältnis zwischen der intraperitonealen Konzentration und einer 

gleichzeitigen Sensitivität für das Chemotherapeutikum gezeigt worden (Cashin 

et al. 2013). Im Allgemeinen muss jedoch stets die maximal tolerierbare Dosie-

rung beachtet werden, die bei einer 2-stündigen HIPEC Anwendung mit 

200 mg/m2 angegeben wird (Stewart et al. 2008). Ferner sollen in diesem Kontext 

ebenfalls die Untersuchungen von Forsythe et al. an Organoiden von Patienten 

mit PM des CRC und von Appendixneoplasien berücksichtigt werden (Forsythe 

et al. 2020). Es wurde dargelegt, dass eine hypertherme Therapie mit einer län-

geren Dauer (2 Stunden) und niedriger dosiertem (200 mg/m2) Oxaliplatin eine 

erhöhte Zytotoxizität im Vergleich zu einer kurzzeitigen (30 Minuten) Behandlung 

mit einem hohen Gehalt (460 mg/m2) an erhitztem Oxaliplatin aufweist (Forsythe 

et al. 2020). Die Bedeutung einer längeren lokalen Expositionsdauer des Platin-

derivats für den Behandlungserfolg ist auch in Experimenten an CRC Zellen 

bestätigt worden (Kirstein et al. 2008). 

Weiterhin ist eine erhöhte Temperatur zur Potenzierung der Wirksamkeit von O-

xaliplatin zweckmäßig (Urano and Ling 2002). Die Hyperthermie steigert dabei 

die Konzentration im peritonealen Gewebe und vermindert parallel die systemi-

sche Aufnahme (Piche et al. 2011). Dieser Synergismus konnte in vitro gezeigt 

werden: Erhöhte Temperaturen führen neben der gesteigerten Aufnahme des 

Pharmakons zu einer verringerten CRC Zellviabilität (Helderman et al. 2020). Die 
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schädigende Wirkung bei 43 °C beruht auf einer um 180 % verstärkten Bildung 

von Platin-DNA Addukten (Rietbroek et al. 1997). Für das Zytostatikum besteht 

generell eine Hitzebeständigkeit bis 46 °C (Sugarbaker and Van der Speeten 

2016).  

 

1.3.2.3 Perfusionslösungen  
Eine Erhöhung der intraperitoneal verabreichten Volumina des HIPEC Perfusats 

kann eine verminderte Absorption und relative Konzentration von Oxaliplatin 

nach sich ziehen (Elias et al. 2002a). Obgleich hat eine feste Konzentration des 

Agens in verschiedenen Volumina keine Änderung der Toxizität zur Folge 

(Liesenfeld et al. 2020).  

In Bezug auf die Osmolarität der Trägerlösung ist für eine hypotone Flüssigkeit 

keine abweichende Absorptions- und Penetrationsrate von Oxaliplatin gegen-

über einer isotonen Solution gezeigt worden (Elias et al. 2002b). Bei der 

Verdünnung des Chemotherapeutikums in Dextrose 5 % wurde für das Platinde-

rivat eine physikalische und chemische Stabilität für mindestens 2 Wochen 

nachgewiesen (Eiden et al. 2009). In wässrigen Lösungen wird der Grund für die 

Langzeitbeständigkeit auf das Vorliegen von Assoziationskomplexen zurückge-

führt, die sich in physiologisch relevanten Konzentrationen zugunsten der 

monomeren Formen verschieben (Di Pasqua et al. 2011). Anders ist das Verhal-

ten von Oxaliplatin in chloridhaltigen Trägerlösungen, das als instabil 

beschrieben wird (Curis et al. 2001; Jerremalm et al. 2004). Es konnte in vitro ein 

begrenzter Zusammenhang zwischen steigenden Konzentrationen von Chlorid 

und zunehmenden Abbauraten des Pharmakons hergestellt werden (Mehta et al. 

2015). Nach einer hyperthermen Perfusionszeit von 30 Minuten wurde ein Abbau 

von unter 10 % verzeichnet (Mehta et al. 2015). Hierbei findet eine gemeinsame 

Reaktion zu einem platinhaltigen Mono- bzw. Dichlor-Komplex statt (Jerremalm 

et al. 2004). Diese aktive Verbindung könnte in einer erhöhten zytotoxischen 

Wirksamkeit von Oxaliplatin resultieren (Mehta et al. 2015). Nach dem an der 

Universitätsklinik für Allgemeine, Viszeral- und Transplantationschirurgie Tübin-

gen (AVT) geltenden HIPEC Protokoll wird die Peritonealdialyselösung 

PHYSIONEAL 40 Glucose 2,27 % w/v / 22,7 mg/ml (PDS) verwendet. Es wird 
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bei dieser chloridhaltigen Solution vermutet, dass Oxaliplatin mit dem Bestandteil 

Natriumbikarbonat reagiert (Löffler et al. 2017). Diesen weiterhin Platin enthal-

tenden Komplexen wurde ein entscheidender Anteil zugesprochen und nur etwa 

10-15 % der ursprünglichen Substanz konnte während der HIPEC detektiert wer-

den (Löffler et al. 2017). Die Verbindungen weisen dabei zytotoxische Eigen-

schaften auf (Löffler et al. 2017). 

 

1.3.2.4 Kombinierte Verfahren  
Die systemische Monotherapie mit Oxaliplatin zeigt beim metastasierten CRC 

Ansprechraten von rund 24 % (Becouarn et al. 1998). In der Kombination mit 5-

Fluorouracil-Leucovorin ließ sich eine gegenseitige Einflussnahme und ein sy-

nergistischer antineoplastischer Effekt nachweisen (Fischel et al. 2002; Raymond 

et al. 1997). Dadurch konnte die Ansprechrate beim fortgeschrittenen CRC auf 

über 50 % erhöht werden (de Gramont et al. 2000; Giacchetti et al. 2000). Ent-

sprechend wurde für diese Erkrankung in Studien ein verbessertes Therapie-

ergebnis belegt (Andre et al. 2004; de Gramont et al. 2000; Kemeny et al. 2004; 

Rothenberg et al. 2003). Auf dieser Grundlage ist für die HIPEC eine bidirektio-

nale Herangehensweise, bestehend aus der intraperitonealen Gabe von 

Oxaliplatin und einer parallelen intravenösen Chemotherapie mit 5-Fluorouracil-

Leucovorin, übernommen worden (Elias et al. 2002a). 

Die zusätzliche lokale Applikation von Irinotecan sorgt für keine Änderung der 

Pharmakokinetik der oxaliplatinhaltigen HIPEC und führt klinisch zu keinem Vor-

teil (Elias et al. 2004; Quenet et al. 2011).  

 

1.3.2.5 Nebenwirkungen  
Hauptsächlich zählt zu dem Nebenwirkungsprofil von intravenös verabreichtem 

Oxaliplatin eine akute bzw. chronische Neurotoxizität (Andre et al. 2004; de 

Gramont et al. 2000; Land et al. 2007). Eine Abschwächung dieser Begleiter-

scheinung kann u. a. durch die präventive Gabe von Kalzium-Magnesium 

Infusionen erzielt werden (Gamelin et al. 2004). Neben dem möglichen Auftreten 

von gastrointestinalen Beschwerden geht von einer systemischen Chemothera-

pie mit Oxaliplatin ebenfalls die erhöhte Gefahr einer Neutropenie aus (de 
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Gramont et al. 2000; Kemeny et al. 2004). Der Nachweis einer gehäuften Ototo-

xizität konnte hingegen nicht erbracht werden (Yuce et al. 2014).  

Auch die Therapie der CRS und oxaliplatinbasierten HIPEC ist mit erhöhten Ri-

siken für den Patienten verbunden. In einer Untersuchung im Hinblick auf die 

Mortalität und Morbidität Grad III/IV lag diese bei 2,5 % und 42,5 % (Glockzin et 

al. 2013). Hierbei hat v. a. die Wahl der Trägerflüssigkeit Auswirkungen auf den 

postoperativen Verlauf. Für die HIPEC mit Oxaliplatin in dextrosehaltigen Lösun-

gen wurden vermehrt unerwünschte Hyperglykämien und Elektrolytstörungen 

beschrieben (De Somer et al. 2008; Rueth et al. 2011; Stewart et al. 2018). Durch 

eine erhöhte Temperatur im Perfusat können diese zusätzlich verstärkt werden 

(Ceelen et al. 2013). Aufgrund dessen wird in den Niederlanden ein Protokoll mit 

der Solution Dianeal PD4 (Dextrose 1,36 %) präferiert (Mehta et al. 2017). Dar-

über hinaus wurden im Vergleich zu anderen verwendeten Zytostatika verstärkt 

hämorrhagische Komplikationen beobachtet (Charrier et al. 2016). Ferner sind 

besonders zelluläre Blutbestandteile betroffen, da nicht nur neutrophile Gra-

nulozyten, sondern auch Thrombozyten durch dieses Chemotherapeutikum 

bevorzugt geschädigt werden (Chalret du Rieu et al. 2014; Votanopoulos et al. 

2013). Dementgegen hat Oxaliplatin in hypotonischen Lösungen eine hohe Inzi-

denz für intraperitoneale Blutungen sowie ein vermehrtes Auftreten von 

Thrombozytopenien zur Folge (Elias et al. 2002b). Schließlich werden vom Pati-

enten in den ersten Wochen nach der multimodalen Therapie zunächst 

funktionelle Beeinträchtigungen sowie Einschränkungen im körperlichen Wohl-

befinden wahrgenommen, die in jedem 5. Fall fortdauern (Lim et al. 2010). 

Langfristig ist bei der HIPEC mit Oxaliplatin allerdings mit einem Erhalt der Le-

bensqualität zu rechnen (Lim et al. 2010). 

 

1.3.2.6 Studienlage 
Die Kombination aus CRS plus oxaliplatinbasierter HIPEC hat sich hauptsächlich 

bei PM des CRC als klinische Therapieoption etablieren können. Für ausge-

wählte Patienten liegt der Vorteil in einem krankheitsfreien Langzeitüberleben 

(Elias et al. 2009; Gervais et al. 2013; Glockzin et al. 2014; Hompes et al. 2012). 
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Grundsätzlich wurde die Relevanz des hyperthermen Verfahrens mit Oxaliplatin 

durch die randomisierte, multizentrische Phase-III-Studie namens PRODIGE 7 

neuerlich hinterfragt (Quenet et al. 2021). Die spezifische Rolle der HIPEC als 

Zusatz zur CRS wurde hierbei an 265 Patienten mit PM des CRC im Zeitraum 

von 2008-2014 in Frankreich untersucht (Quenet et al. 2021). Mit einer beglei-

tenden systemischen (und ggf. zielgerichteten) Therapie wurde die Gruppe der 

alleinigen CRS mit der Gruppe der CRS plus HIPEC balanciert verglichen 

(Quenet et al. 2021). Vor der hyperthermen Behandlung erfolgte die intravenöse 

Gabe von Fluorouracil-Leucovorin (Quenet et al. 2021). Die HIPEC wurde mit 

Oxaliplatin in dextrosehaltiger Trägerlösung für 30 Minuten bei 43 °C durchge-

führt (Quenet et al. 2021). Die Konzentration ist dabei auf 460 mg/m2 (offenes 

Verfahren) bzw. 360 mg/m2 (geschlossenes Verfahren) in 2 l/m2 standardisiert 

worden (Quenet et al. 2021). Das Ergebnis der offenen Studie zeigte nach mehr 

als 5 Jahren ein fast kongruentes medianes Gesamtüberleben von 41,2 Monaten 

für die alleinige CRS und 41,7 Monaten für die Gruppe mit der additiven HIPEC 

(Quenet et al. 2021). Die Gesamtüberlebensraten nach 12 Monaten bzw. 5 Jah-

ren lagen für die CRS bei 88,3 % bzw. 36,7 % und für die CRS plus HIPEC bei 

86,9 % bzw. 39,4 % (Quenet et al. 2021). Für das mediane rezidivfreie Überleben 

ergab sich für die Gruppe mit der zusätzlichen hyperthermen Behandlung mit 

Oxaliplatin eine Verlängerung um 2 Monate (13,1 Monate gegenüber 11,1 Mo-

nate) (Quenet et al. 2021). Die Mortalität nach 30 Tagen war mit 2 % identisch 

(Quenet et al. 2021). Während Komplikationen (Grad III und höher) nach einem 

Monat ähnlich häufig auftraten, wurden diese nach 60 Tagen vergleichsweise 

vermehrt in der Gruppe mit oxaliplatinhaltiger HIPEC beobachtet (Quenet et al. 

2021). Entsprechend wies letztere einen längeren Krankenhausaufenthalt auf 

(Quenet et al. 2021).  

Eine 2019 publizierte Studie von Ubink et al. unterstützt die These einer unzu-

reichenden Wirksamkeit der HIPEC mit Oxaliplatin (Ubink et al. 2019). An 

Organoiden von malignem Aszites und von resezierten PM des CRC wurde in 

vitro nach 30 Minuten unter hyperthermen Bedingungen (42 °C) eine mangelnde 

Effektivität dieses Zytostatikums festgestellt (Ubink et al. 2019). Die klinisch rele-

vanten Konzentrationen konnten dabei nur unvollständig die Zellen der 



Einleitung 

 21 

5 erlangten Tumorkulturen eliminieren (Ubink et al. 2019). Überdies konnte die 

oxaliplatinbasierte HIPEC auch bei PM humaner CRC-Zelllinien im Tiermodell 

keine maßgebliche Zytotoxizität und keine Verbesserung des Überlebens errei-

chen (Liesenfeld et al. 2020). 

Ferner wurde im Rahmen der multizentrischen Studie COLOPEC der zusätzliche 

Nutzen einer adjuvanten HIPEC (halbstündig bei 42 °C) mit Oxaliplatin 

(460 mg/m2) bei Patienten mit CRC im perforierten oder T4-Stadium untersucht 

(Klaver et al. 2019). Anhand von insgesamt 204 eingeschlossenen Patienten 

zeigte sich hinsichtlich des primären Endpunkts eines PM freien Überlebens nach 

18 Monaten keine Verbesserung im Vergleich zu der randomisierten Kontroll-

gruppe mit einer adjuvanten systemischen Chemotherapie allein (Klaver et al. 

2019). Auch vor dem Hintergrund des krankheitsfreien Überlebens konnte in der 

randomisierten Phase-III-Studie PROPHYLOCHIP-PRODIGE 15 dargelegt wer-

den, dass bei Patienten mit einem hohen Risiko für die Entwicklung von PM des 

CRC eine Second-Look-Operation plus oxaliplatinbasierter HIPEC nicht den 

standardmäßigen Nachsorgeuntersuchungen überlegen ist und in 41 % der Fälle 

mit Komplikationen Grad III/IV einhergeht (Goere et al. 2020). 

Im Übrigen wurden vergleichbare Therapieergebnisse für das ebenfalls ge-

bräuchliche HIPEC Protokoll mit Mitomycin C belegt (Zhang et al. 2020). Für das 

Platinderivat ergaben sich in der direkten Gegenüberstellung vermehrt Nachteile 

hinsichtlich schwerer Komplikationen (Zhang et al. 2020). 

 

 

1.4 Wissenschaftliche Fragestellung und Zielsetzung 
Grundsätzlich befasst sich diese Dissertation mit der Pharmakodynamik von o-

xaliplatinhaltigen Spülflüssigkeiten (OCS). Diese werden im Hinblick auf 

zytotoxische Effekte und auf die Wirkungsweise während einer möglichst reali-

tätsnahen HIPEC Simulierung untersucht. 

In dem verwendeten Modellsystem repräsentiert die Ovarialkarzinom-Zelllinie 

OAW42 peritoneale Malignitäten. Diese Zellen werden unter charakteristischen 

hyperthermen Bedingungen (42 °C) für eine temporäre Exposition von 30 Minu-

ten und 60 Minuten mit den OCS inkubiert und die Wirksamkeit der Behandlung 
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geprüft. Zu diesem Zweck wird die etablierte Echtzeit-Methode der impedanzba-

sierten Zellanalytik (Real-Time Cell Analysis) (RTCA) verwendet (ACEA 

Biosciences Inc. 2013; Agilent Technologies Inc. 2021). Mithilfe von Langzeit-

messungen lassen sich allgemein die zellschädigenden Eigenschaften der OCS 

ermitteln. In Zusammenarbeit mit dem Physiologischen Institut des Universitäts-

klinikums Tübingen (PIT) werden die Resultate mit den weiteren Versuchen 

CellTiter Blue (CTB) und Sulforhodamin B (SRB) validiert (O'Brien et al. 2000; 

Orellana and Kasinski 2016). Durch weiterführende Experimente wird versucht, 

mögliche Erklärungsansätze zu erhalten. 

Für die Versuche ex vivo liegen OCS von 9 Patienten vor, die an der AVT (Kom-

petenzzentrum für die Chirurgie des Peritoneums der Deutschen Gesellschaft für 

Allgemein- und Viszeralchirurgie) im Zuge der HIPEC Behandlung nach einer 

definierten Zeitkinetik aus dem Kreislauf gewonnen wurden (Löffler et al. 2017). 

Dieses intraoperativ entnommene Patientenmaterial (IPM) mit einer mittleren O-

xaliplatin Konzentration von 93,7 µg/ml wurde in einer vorangegangenen 

Publikation bereits näher charakterisiert sowie die Wirksamkeit in Langzeitversu-

chen etabliert (Löffler et al. 2017). Ferner werden in vitro hergestellte OCS in 

klinisch relevanten Dosierungen getestet. Vor dem Hintergrund der fehlenden Ef-

fektivität einer HIPEC Therapie nach dem Protokoll der PRODIGE 7 Studie wird 

diese unter möglichst identischen Bedingungen simuliert und die Faktoren der 

Behandlung analysiert (Quenet et al. 2021). Die hieran angelehnte Methodik ei-

ner 30-minütigen hyperthermen Dauer sowie der Solution von Oxaliplatin in die 

Glucosteril 5 % Infusionslösung (D5W) wird in Vergleich zu dem an der AVT an-

gewandten Verfahren gesetzt. Dieses weicht hinsichtlich der Konzentration 

einschließlich der Verdünnung des Zytostatikums in die PDS ab.  

Die Zielsetzung der Dissertation bezieht sich somit im klinischen Kontext auf die 

Charakterisierung der pharmakologischen Wirksamkeit von Oxaliplatin im Rah-

men der HIPEC hinsichtlich der verschiedenen Faktoren wie der Dosierung, der 

Einwirkzeit und der Eindringtiefe auf malignen Zellen sowie der Verdünnung in 

unterschiedlichen Trägerlösungen. 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Verwendete Materialien 
Im Allgemeinen sind die hier aufgeführten Materialien, die grundsätzlich rechtli-

chen Formalien wie Copyrights oder Trademarks unterliegen können, nicht 

gekennzeichnet. Gleiches gilt für die jeweiligen (inter)nationalen Unternehmens-

formen (u. a. AG, GmbH, GmbH & Co. KG, KG, KGaA bzw. länderspezifisch: BV, 

Co., Corp., Inc., LLT, LTD, PLC, S.A.). Es wird entsprechend auf die offizielle 

Registrierung verwiesen. Für die Angaben der Materialien sind die jeweiligen 

Produktbeschreibungen mit ihren individuell verwendeten Abkürzungen gemäß 

der Herstellerangaben wörtlich übernommen worden. Die Groß- und Kleinschrei-

bungen sowie Satzzeichen wurden ggf. angepasst und vereinheitlicht. Die 

Länder sind nach der normierten ISO 3166 ALPHA-2 Kodierliste abgekürzt. 

In den nachfolgenden Tabellen 1-4 und in der Tabelle 6 werden die Materialien 

links und die dazugehörigen Hersteller rechts aufgeführt. 

 

2.1.1 Tabellarische Verzeichnisse 

Tabelle 1: Auflistung der Geräte 

Durchflusszytometrie 
BD FACSCanto II Flow Cytometer 
REF: 338962  
SN: V96300177 
UKT ID: 340838, Inv. Nr. UT: 157330 

BD Biosciences 
(San Jose, US) 

 
Inkubatoren 
CO2-Inkubator 
HERAcell vios 250i 
Order Code: 51030966 
Serial No.: 42073423 
UKT ID: 10068780 

 
Thermo Electron LED 
(Langenselbold, DE) 

Inkubationsbad  
Typ 1003  
No.: 11020896 F 
UKT ID: 74114 

 
GFL 
(Burgwedel, DE) 

Inkubationsschüttler 
Multitron 
UKT ID: 340935, 340936 

 
Infors HT 
(Bottmingen, CH) 
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Kühl- und Gefrierschränke 
4 °C 
KGT 3946-24B/001 
Inv. Nr. UT: 150035, Anlagen-Nr.: 216675 

 
Liebherr-International 
(Bulle, CH) 

-20 °C 
20 GN 230 F / 05 SEGCOOLSTAR / 03 D 

 
SEG 
(n.a.) 

-81 °C 
E 80-450 S  
Ger.Nr.: 29072067 
Inv. Nr. UT: 146692 
Skadi DF8514GL 
Serial No.: NIA0074 
UKT ID: 10065166 

 
Colora Messtechnik 
(Lorch, DE) 
 
ilShin Europe 
(Ede, NL) 

 
Mikroskope 
DM IL 
UKT ID: 61890, ID-Anlagen-Nr.: 156410 

Leica 
(Wetzlar, DE) 

ECLIPSE Ti2-E 
541562 
mit microscope cage incubator 

Nikon 
(Tokio, JP) 
Okolab 
(Pozzuoli, IT) 

Revolve RVL-100-G 
Serial: D-00118-RVL 
UKT ID: 10077412 

DISCOVER ECHO 
(San Diego, US) 

 
pH-Wert Messung 
SevenExcellence 
InLab pH-Einstabmesskette mit Flüssig-Elektrolyt, 
InLab Micro Pro 

Mettler-Toledo 
(Greifensee, CH) 

Kalibrierfertiglösungen 
Technical Buffer Solution pH 4,01 
Order no.: 51 302 069 
LOT: 1E129H 
Technical Buffer Solution pH 7,00 
Order no.: 51 302 047 
LOT: 1D320A 
Technical Buffer Solution pH 9,21 
Order no.: 51 302 070 
LOT: 1D326B 
Technical Buffer Solution pH 10,01 
Order no.: 51 302 079 
LOT: 1D240G 
 
 

 
Mettler-Toledo,  
Analytical 
(Schwerzenbach, CH) 
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ddH2O (Ampuwa) Fresenius Kabi 
Deutschland 
(Bad Homburg v. d.  
 Höhe, DE) 

 
Pipettierhilfe 
Elektronischer Dispenser 
Multipette stream 
Anlagen-Nr: 244386 

 
Eppendorf 
(Hamburg, DE) 

DISCOVERY Comfort 
Single-Channel: 0,1÷2 µl, 0,5÷10 µl, 10÷100 µl, 
20÷200 µl, 100÷1000 µl 
Multi-Channel: 20÷200 µl 

PZ HTL 
(Warschau, PL) 

PIPETBOY acu INTEGRA Biosciences 
(Zizers, CH) 

PIPETMAN P1000 Gilson 
(Middleton, US) 

 
RTCA 
xCELLigence RTCA SP 
Analyzer Model: W380 
Analyzer SN: 28-1-1005-1379-7 
Station Model: 1x96 
SP Station: 26-1-1010-1334-2 
Station SN: 261090412555 
UKT ID: 10046797 

ACEA Biosciences 
(San Diego, US), 
Roche Diagnostics 
(Mannheim, DE) 

Inkubator BB 16 Function Line 
Bestell Nr.: 51012726 
Fabrik Nr.: 97107004 
UKT ID: 61995 

Heraeus 
INSTRUMENTS 
(Hanau, DE) 

Notebook EliteBook 6930p HP 
(Palo Alto, US) 

RTCA Cleaning Equipment: 
Dust Blower 
Nylon Brush 
RTCA Contact Pins 96 
RTCA Contact Pin Insertion Tool 
RTCA Contact Pin Replacement Tool 
Tweezer 

ACEA Biosciences 
(San Diego, US), 
Roche Diagnostics 
(Mannheim, DE) 

 
Sicherheitswerkbank 
3F150-II GS 
Inv. Nr. UT: 149810, 149811, 149812 
 
 

INTEGRA Biosciences 
(Zizers, CH) 
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Vortexmischer 
MS1 
UKT ID: 74111 

IKA-Works 
(Wilmington, US) 

 
Zentrifugen 
Biofuge fresco 
Bestell-Nr.: 75005510/01 
Fabr.-Nr.: 265111 
Inv. Nr. UT: 157356 

Heraeus 
INSTRUMENTS 
(Hanau, DE) 

Fresco 17 
UKT ID: 10075435 

Thermo Fisher Scientific 
(Waltham, US) 

Labofuge 400 Function Line 
UKT ID: 61882 

Heraeus 
INSTRUMENTS 
(Hanau, DE) 

Megafuge 1.0R 
UKT ID: 156476 

Thermo Fisher Scientific 
(Waltham, US) 

 
 

Tabelle 2: Auflistung des Equipments 

Autoklavierband 
Comply Steam Indicator Tape 
REF: 1322-18MM 
LOT: 181024 

3M 
(St. Paul, US) 

 
Gefrierbehälter 
NALGENE Mr. Frosty Cryo 1 °C Freezing  
Container 
Cat. No.: 5100-0001 

Thermo Fisher Scientific 
(Waltham, US) 

 
Multiwell-Platten 
CELLSTAR 
6 Well Cell Culture Plate 
REF: 657160 
Cat.-No.: 657 160 
LOT: E1904379 
96 Well Cell Culture Plate 
F-bottom 
Cat.-No.: 655 180 
LOT: E1905344 
U-bottom  
Cat.-No.: 650 180 
LOT: E18093JB 
V-bottom 
Cat.-No.: 651 180 
LOT: E190438V 

Greiner Bio-One 
(Frickenhausen, DE) 
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Pipetten 
Combitips advanced 
2,5 ml 
Cat. no.: 0030089650 
LOT: I182776I 
5 ml 
Cat. no.: 0030089669 
LOT: H179360O 
10 ml 
Cat. no.: 0030089677 
LOT: G175268Q 

Eppendorf 
(Hamburg, DE) 

Falcon Serological Pipet 
2 ml 
REF: 356507 
LOT: 7010008 
5 ml 
REF: 356543 
LOT: 8078003 
10 ml 
REF: 356551  
LOT: 8274004 
25 ml SPACE SAVER 
REF: 356525 
LOT: 8317003 
Costar Stripette 50 ml 
Product Number: 4501 
LOT: 35217007 

Corning 
(Corning, US) 

 
Plastikbeutel 
Entsorgungsbeutel 
Cat. No.: 7597 05 

BRAND 
(Wertheim, DE) 

 
Reagenzresevoir 
Costar 
50 ml 
REF: 4870 
LOT: 02819141 
100 ml 
REF: 4872 
LOT: 00719166 

Corning 
(Corning, US) 

 
Reaktionsgefäße 
Eppendorf Safe-Lock Tubes 
0,5 ml 
Order no.: 0030 121.023 
LOT: I182606H 
 

Eppendorf 
(Hamburg, DE) 
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1,5 ml 
Order no.: 0030 120.086 
LOT: I181763G 
2,0 ml 
Order no.: 0030 120.094 
LOT: H180682R 
 
Röhrchen 
CELLSTAR Tubes 
15 ml, conical bottom  
Cat.-No.: 188 271 
LOT: E190435W 
50 ml, conical bottom 
Cat.-No.: 227 261 
LOT: E19043GC 
50 ml, conical bottom with support skirt 
Cat.-No.: 210 261 
LOT: E190534Q 

Greiner Bio-One 
(Frickenhausen, DE) 

Cryo.s Einfrierröhrchen 2 ml 
Innengewinde 
REF: 122263 
LOT: E19043NV 
Außengewinde 
REF: 126263 
LOT: E19023GS 

Greiner Bio-One 
(Frickenhausen, DE) 

Falcon Rundbodenröhrchen 5 ml 
Hersteller Art.-Nr.: 352008 
LS-Nr.: 9457543 

Corning 
(Corning, US) 

 
Saugkompresse 
Vliwazell 10 × 20 cm 
REF: 30 451 

Lohmann & Rauscher 
(Neuwied, DE) 

 
Verschlussfolie 
Parafilm M PM-999 
Hersteller Art.-Nr.: 701606 
LS-Nr.: 9444044 

Bemis Company 
(Neenah, US), 
Pechiney Plastic  
Packaging 
(Chicago, US) 

 
Zählkammer 
Neubauer Improved 
0,100 mm Tiefe 
0,0025 mm2 

Assistent,  
Glaswarenfabrik Karl 
Hecht 
(Sondheim vor der   
 Rhön, DE) 
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Zellkulturflasche 
CELLSTAR Cell Culture Flasks 
250 ml, 75 cm2 
REF: 658170 
LOT: E18053OT 
550 ml, 175 cm2 
REF: 660160 
LOT: E18113W3 

Greiner Bio-One 
(Frickenhausen, DE) 

 
Zellsieb 
EASYstrainer 40 µm 
REF: 542040 
LOT: M190436 

Greiner Bio-One 
(Frickenhausen, DE) 

 
 

Tabelle 3: Auflistung der elektronischen 96-Well-Platten 

E-Plate 96 
REF: 05 232 368 001 
LOT: 20160123, ID: 095991 (6 plates) 
LOT: 20160123, ID: 095996 
LOT: 20160547, ID: 099669 (6 plates) 
LOT: 20171216, ID: 109504 
LOT: 20171216, ID: 109505 
LOT: 20171216, ID: 109506 
LOT: 20171216, ID: 109509 
LOT: 20171216, ID: 109546 
LOT: 20171216, ID: 109547 
LOT: 20171216, ID: 109548 
LOT: 20171216, ID: 109549 
LOT: 20171216, ID: 109550 
LOT: 20171216, ID: 109551 
LOT: 20180110, ID: 109986 
LOT: 20180762, ID: 117886 (6 plates) 
LOT: 20180762, ID: 117888 
LOT: 20180762, ID: 117889 
LOT: 20180762, ID: 117890 
LOT: 20180762, ID: 117891 
 
RTCA Resistor Plate 96  
REF: 05 232 350 001 
LOT: 20101101, ID: R01597 

ACEA Biosciences 
(San Diego, US), 
Roche Diagnostics 
(Mannheim, DE) 
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Tabelle 4: Auflistung der Materialien 

Experimente 
Fixation Buffer 
100 ml  
Cat: 420801 
LOT: B260274 

BIOZOL Diagnostica 
Vertrieb 
(Eching, DE) 

Glucosteril 5 % Infusionslösung 
Glucose-Monohydrat (Ph.Eur.) 
100 ml 
PZN: 07813054 
Ch.-B.: 14MC24/0034, 14MC24/0045,  
            14MH25/0069 

Fresenius Kabi 
Deutschland 
(Bad Homburg v.d.H.,    
 DE) 

Oxaliplatin-GRY 5 mg/ml 
10 ml 
PZN: 5947833 
Ch.-B.: 1510512 

TEVA 
(Ulm, DE) 

Oxaliplatin Kabi 5 mg/ml 
10 ml 
PZN: 05527829 
Ch.-B.: 21MC0109, 21NC0066 

Fresenius Kabi  
Oncology 
(Bordon, GB) 

Peritonealdialyselösung PHYSIONEAL 40 
Glucose 2,27 % w/v / 22,7 mg/ml 
1500 ml 
B5247 
Lot/Ch B: 14K28G10 

Baxter Healthcare 
(Castlebar, IE) 

Triton X-100 
LOT: SLBF4531V 

Sigma-Aldrich 
(St. Louis, US) 

Viability Staining Solution 7-Aminoactinomycin D BioLegend 
(San Diego, US) 

 
Zellkultur 
Gibco DMEM (1X) 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
500 ml 
REF: 41965 
LOT: 1979052, 2124909 

Life Technologies 
(Carlsbad, US) 

Gibco DPBS (1X) 
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 
500 ml 
REF: 14190 
LOT: 1976785, 2098157 

Life Technologies 
(Carlsbad, US) 

EMSURE ACS Dimethylsulfoxid 
1 l 
CAS-No: 67-68-5 
LOT: K50088952 840 

Merck 
(Darmstadt, DE) 
EMD Millipore 
(Billerica, US) 
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Fetal Bovine Serum 
500 ml 
F7524 
LOT: BCBQ9326V 

Sigma-Aldrich 
(St. Louis, US) 

Penicillin-Streptomycin 
100 ml 
P4333 
LOT: 018M4859V 

Sigma-Aldrich 
(St. Louis, US) 

Trypsin / EDTA Solution (10x) 
0,5 % / 0,2 % (w/v)  
in PBS w/o Ca2+ w/o Mg2+ 
100 ml 
L2153 
LOT: 0266E 

Biochrom 
(Berlin, DE) 

 
 

Tabelle 5: Inhaltsangaben von der D5W und PDS 

D5W (1000 ml) 
Glucose-Monohydrat (Ph.Eur.) 
≙ wasserfreie Glucose 
Gesamtenergie 
pH-Wert 
Titrationsacidität 
theor. Osmolarität 
Wasser für Injektionszwecke 
Salzsäure 25 % (zur pH-Wert-Einstellung) 
Natriumhydroxid (zur pH-Wert-Einstellung) 

55,0 g 
50,0 g 
840 kJ/l ≙ 200 kcal/l 
3,5-6,5 
< 1 mmol NaOH/l 
277 mosm/l 

 
PDS (1000 ml) 

Zusammensetzung nach dem Mischen: 
Glucose-Monohydrat 
entspr. wasserfreie Glucose 
Calciumchlorid-Dihydrat 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 
Natriumchlorid 
Natriumhydrogencarbonat 
Natrium-(S)-lactat-Lösung 
Wasser für Injektionszwecke 
Kohlendioxid 
Osmolarität 
 
Zusammensetzung in der gemischten Lösung: 
Wasserfreie Glucose C6H12O6 
Na+ 
Ca++ 
Mg++ 

 
25,0 g/l 
22,7 g/l 
0,184 g/l 
0,051 g/l 
5,38 g/l 
2,10 g/l 
1,68 g/l 
 
 
395 mOsmol/l 
 
 
126 mmol/l 
132 mmol/l 
1,25 mmol/l 
0,25 mmol/l 
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Cl- 
HCO3- 
C3H5O3- 
pH-Wert 

95 mmol/l 
25 mmol/l 
15 mmol/l 
7,4 

 
 

Tabelle 6: Auflistung der Auswertungs- bzw. Softwareprogramme 

Daten 
Microsoft Excel, Version 16.44 Microsoft 

(Redmond, US) 
 
Durchflusszytometrie 
FlowJo, Version 9.2 
 

FlowJo 
(Ashland, US) 

 
Grafiken 
Inkscape, Version 1.0.1 Open Source Scalable Vector 

Graphics Editor 
Prism, Version 9.0.0 GraphPad Software 

(San Diego, US) 
 
Mikroskopie 
ImageJ, Version 1.52 Public Domain 
NIS-Elements Nikon 

(Tokio, JP) 
 
RTCA 
RTCA Software, Version 1.2.1.1002 ACEA Biosciences 

(San Diego, US), 
Roche Diagnostics 
(Mannheim, DE) 

 
 

2.1.2 Zelllinien 
2.1.2.1 OAW42  
Die Zelllinie OAW42 ist aus dem Aszites einer Patientin mit einem Ovarialtumor 

gewonnen worden und klassifiziert den epithelialen Typ eines serös-papillären 

Zystadenokarzinoms (Wilson 1984). Die nahezu tetraploiden Zellen wachsen un-

ter Bildung eines adhärenten Monolayers und die Verdoppelungszeit beträgt 

19 Stunden (Hill et al. 1984; Hills et al. 1989). Sie besitzen eine Empfindlichkeit 
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auf Platin, die speziell für Oxaliplatin mit 0,05 µM angegeben wird (Hills et al. 

1989; Roberts et al. 2005).  

Die Zelllinie OAW42 wurde von der European Collection of Authenticated Cell 

Cultures (Public Health England) (Salisbury, GB), General Collection mit der Ka-

talognummer: 85073102, bezogen und durch die Abteilung für Immunologie des 

Interfakultären Instituts für Zellbiologie Tübingen zur Verfügung gestellt. 

 

 
Abbildung 2: Eigene mikroskopische Aufnahme der OAW42 Zellen 
Mikroskopie der OAW42 Zellen in der PDS nach einer hyperthermen Behandlung 
von 30 Minuten. Hämatoxylin-Eosin-Färbung.  
Weißer Maßstabsbalken entspricht 90 µm. 
 

2.1.2.2 Caco2  
Die Zelllinie Caco2 entspricht einem humanen Kolonkarzinom (Fogh et al. 1977). 

Die Verdoppelungszeit beträgt ca. 32 Stunden (Visanji et al. 2004).  

Ein eingefrorener Bestand wurde von Frau Dr. Latifa Zekri-Metref bereitgestellt. 

 

 

2.2 Angewandte Methodiken und Auswertungen 
Die Tätigkeiten im Labor wurden bei Raumtemperatur und ggf. mit adäquater 

persönlicher Schutzausrüstung vorgenommen. Bestmögliche sterile Bedingun-

gen wurden durch das Arbeiten unter einer Sicherheitswerkbank sowie der 

Desinfektion mit 70%igem Alkohol weitestgehend garantiert.  

Die Ausführung der Labortätigkeit ist u. a. durch die Eingliederung in die Arbeits-

gruppe, durch die Protokolle der Hersteller und durch einschlägige Literatur 

gewährleistest worden (Schmitz 2011; Schmitz and Desel 2018).  
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2.2.1 Zellkultur 
2.2.1.1 Mykoplasmen 
Eine bakterielle Kontamination mit Mykoplasmen ist ein häufiges Problem mit 

vielfältigen Auswirkungen auf das Verhalten der Zellkultur (Drexler and Uphoff 

2002). Diese kleinsten Organismen kommen sowohl extra- als auch intrazellulär 

vor und haben ein langsames Wachstumsverhalten (Drexler and Uphoff 2002). 

Zur Kontrolle wurde mindestens einmal pro neuer Zellkultur eine Untersuchung 

auf einen Befall mit Mykoplasmen vorgenommen. Die Überprüfung ist mittels ei-

ner kommerziellen Polymerase-Kettenreaktion von Minerva Biolabs (Berlin, DE) 

nicht eigenhändig durchgeführt worden (Drexler and Uphoff 2002). Nach Ent-

nahme von 1,5 ml des Kulturüberstands aus der Zellkulturflasche (ZKF) mit 

eindeutiger Beschriftung der Zelllinie, der Passagenummer sowie den Namens-

initialen, erfolgte die Testung durch die Labortechnikerin Frau Claudia 

Falkenburger. Alle an den verwendeten Zellkulturen vorgenommenen Untersu-

chungen auf Mykoplasmen waren negativ. 

 

2.2.1.2 Materialien 
Als Grundlage für die Zellkultur diente das Nährmedium Dulbecco’s Modified Ea-

gle Medium. Nachdem initial 55 ml daraus entfernt wurden, ist dieses mit 50 ml 

fetalem Kälberserum (FKS) sowie mit 5 ml Penicillin-Streptomycin versetzt wor-

den. Aus diesem Mischverhältnis mit 10 % FKS und 1 % Penicillin-Streptomycin 

ergab sich das Medium MEM. Die Kombination der Antibiotika diente präventiv 

zur Vorbeugung einer Kontamination mit grampositiven und gramnegativen Bak-

terien (Schmitz 2011). Eine Blasenbildung ist während des Vorgangs weitest-

gehend vermieden worden. Nach Ansetzen des MEM wurden aus diesem Steril-

kontrollen entnommen. Die jeweils mit 3 ml gefüllten Wells einer 24-Well-Platte 

sind inkubiert und für mehrere Tage beobachtet worden. Sowohl eine optische 

Kontrolle als auch eine lichtmikroskopische Überprüfung hinsichtlich einer mög-

lichen Verunreinigung bzw. Trübung wurde routinemäßig durchgeführt. Auf einen 

möglichen Farbumschlag des Indikators Phenolrot im MEM wurde geachtet. Eine 

Veränderung der Farbe zu gelb beruht auf einem Sinken des pH-Werts. Ursäch-

lich für den Wechsel in ein saures Milieu kann eine bakterielle Infektion mit der 
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Anhäufung von Stoffwechselprodukten oder die durch Proliferation einherge-

hende, metabolische Aktivität mit dem Verbrauch des Nährstoffangebots sein 

(Schmitz 2011). Bei Unauffälligkeit ist die Sterilkontrolle verworfen worden. 

Für die Verwendung von Trypsin/EDTA wurden 5 ml aus der Ursprungslösung 

mit 45 ml Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) 1:10 verdünnt.  

 

2.2.1.3 Lagerung 
Die Aufbewahrung von DPBS erfolgte lichtgeschützt bei Raumtemperatur. Alle 

sonstigen benötigten Materialien wurden bis zum Gebrauch in den Kühl- und Ge-

frierschränken gelagert. Ausschließlich bei Bedarf fand eine Erwärmung im 

Inkubationsbad (37 °C) statt. Der Verschluss wurde mit Parafilm abgedichtet und 

der Flaschenhals über dem Wasserspiegel positioniert. 

Das Zellmaterial wurde temporär bei -81 °C und langfristig in Flüssigstickstoff bei 

-196 °C gelagert. Da die zellulären Prozesse bei Temperaturen unter -130 °C 

zum Erliegen kommen, ist mithilfe der Kryokonservierung eine zeitlich unbefris-

tete Aufbewahrung möglich (Schmitz 2011). Die Vitalität sowie die Eigenschaften 

der Zellen bleiben dabei erhalten (Schmitz 2011). Das eingefrorene Zellmaterial 

beinhaltete jeweils 2,0-3,0 × 106 Zellen pro ml in einer relativ niedrigen Passage-

nummer, da mit einem verhältnismäßig hohen Verlust sowohl beim Vorgang des 

Einfrierens als auch beim Prozess des Auftauens gerechnet werden musste. Für 

die Lagerung wurden die Zellen in Einfriermedium aufgenommen, das sich aus 

90 % FKS und 10 % des penetrierenden Kryoprotektivums Dimethylsulfoxid zu-

sammensetzte. Letzteres dient als Gefrierschutzmittel und verhindert zelluläre 

Schäden (Schmitz 2011). Aufgrund der generell hohen Toxizität von Dimethyl-

sulfoxid musste die Bearbeitungszeit möglichst kurz gehalten werden (Schmitz 

2011). 

 

2.2.1.3.1 Einfrieren 
Nachdem die Zellkultur in Lösung gebracht und eine definierte Zellzahl gewon-

nen wurde (s. 2.2.1.4), erfolgte die Zentrifugation bei 1200 rpm/280 g für 

5 Minuten. Der Überstand wurde abgenommen und das Zellpellet in Einfrierme-

dium vorsichtig suspendiert. Die 2 ml Einfrierröhrchen wurden nicht maximal 
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befüllt. Für einen schonenden und stufenweisen Prozess der Kryokonservierung 

kamen auf 4 °C vorgekühlte und mit ausreichend Isopropanol befüllte Gefrierbe-

hälter zum Einsatz. Diese gewährleisteten eine kontrollierte Abkühlrate von 1 °C 

pro Minute. Schließlich wurde das eingefrorene Zellmaterial in die langfristige La-

gerung überführt. 

 

2.2.1.3.2 Auftauen 
Nach Entnahme des Einfrierröhrchens aus dem Langzeitbestand ist dieses un-

mittelbar in das 37 °C warme Inkubationsbad gegeben worden. Unter manuellem 

Schwenken wurde ein schnellstmögliches Auftauen des zuvor eingefrorenen 

Zellmaterials vorgenommen. Ab dem Zeitpunkt, an dem nur noch vereinzelt Eis-

kristalle sichtbar waren, erfolgte nach vorheriger Desinfektion unverzüglich der 

Transfer unter die Sicherheitswerkbank. Die Zellen wurden in vorgewärmtem 

MEM aufgezogen, in ein Röhrchen überführt und der leere Kryobehälter mehr-

fach nachgespült. Nach einer 5-minütigen Zentrifugation bei 1200 rpm/280 g 

schloss sich das Entfernen des Überstands an. Es folgte die Suspension in MEM 

und die Übernahme in die vorbereitete ZKF. Initial fand die Kultivierung in der 

kleineren ZKF (250 ml/75 cm2) statt. Bei ausreichendem Wachstum konnte der 

Wechsel in die nächstgrößere ZKF (550 ml/175 cm2) durchgeführt werden. 

 

2.2.1.4 Subkultivierung 
Bei den Tumorzellen kommt es zu einer ungehinderten, fortwährenden Zelltei-

lung (Schmitz 2011). Um den Erhalt der kultivierten Zellen zu ermöglichen, ist ein 

Passagieren ab einer bestimmten Zelldichte innerhalb der ZKF bzw. ab der voll-

ständigen Konfluenz der Wachstumsfläche vorzunehmen. Die jeweiligen Schritte 

des Pipettierens erfolgten stets unter Ausschluss eines direkten Kontakts mit der 

Zellkultur. Damit ist einer etwaigen mechanischen Ablösung der Zellen entgegen-

gewirkt worden. 

Für die Subkultivierung wurde zunächst das verbrauchte MEM vollständig aus 

der ZKF entnommen. Es sind 1-2 Waschvorgänge mit 10 ml DPBS durchgeführt 

worden, indem dieses gleichmäßig verteilt und anschließend wieder verworfen 

wurde. Um die Zellschicht von der Unterseite der ZKF zu lösen und dadurch die 
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Zellen in Suspension zu bekommen, wurden 2,5 ml (ZKF 250 ml, 75 cm2) bzw. 

4,5 ml (ZKF 550 ml, 175 cm2) Trypsin/EDTA hinzugegeben. Das Enzym Trypsin, 

eine Serinprotease, proteolysiert adhäsive Zellkontakte (Schmitz 2011). Der 

Komplexbildner EDTA dient dabei als Beschleuniger (Schmitz 2011). Auf eine 

vollständige Bedeckung der Wachstumsfläche wurde geachtet. Zur Aktivierung 

der Wirkung von Trypsin/EDTA erfolgte eine Inkubation bei 37 °C für 5-10 Minu-

ten. Eine längere Kontaktzeit wurde aufgrund der zellschädigenden Eigen-

schaften vermieden. Ein leichtes Klopfen auf den Boden der ZKF sowie ein Un-

terspülen mit MEM dienten als Unterstützung für ein nahezu vollständiges 

Ablösen der adhärenten Zellen. Zur Überprüfung des Erfolgs fand eine Kontrolle 

mit dem bloßen Auge und unter dem Mikroskop statt. Um die Enzymreaktion un-

mittelbar abzuschwächen bzw. aufzuheben, wurde MEM mindestens im Ver-

hältnis 2:1 hinzugegeben (entsprechend ungefähr 10 ml). Nach Überführen in ein 

50 ml Röhrchen schloss sich eine 5-minütige Zentrifugation bei 1200 rpm/280 g 

an. Bei einem stabilen Zellpellet wurde der Überstand durch einmaliges Dekan-

tieren entfernt, bevor eine Suspension in ein festgelegtes Volumen an MEM 

(standardmäßig exakt 10 ml) vorgenommen wurde.  

Damit eine Subkultivierung in einem definierten Verhältnis reproduzierbar ist, er-

folgte an dieser Stelle eine Zellzählung. Diese wurde mithilfe der Zählkammer 

durchgeführt. Das durch Anhauchen leicht befeuchtete Deckglas ist fest ange-

drückt worden, bis Newtonsche Ringe sichtbar waren. Aus einer Probe der 

Suspension mit einem hohen Vereinzelungsgrad wurden 20 µl entnommen und 

mit derselben Menge an Trypanblau 0,05 % (in PBS plus 0,02 % Natriumazid) 

vermischt. Dieser saure Farbstoff dient ausschließlich dem Nachweis von toten 

Zellen, vitale zeigen sich mikroskopisch hell (Schmitz 2011). Aus dieser Verdün-

nung wurden 20 µl seitlich in die Zählkammer pipettiert. Das Zählraster war 

hierbei ausgefüllt und ohne Luftbläschen durchsetzt. Es wurden alle 4 Großquad-

rate mäanderförmig ausgezählt. Damit eine Doppelzählung der auf Grenzlinien 

liegenden Zellen vermieden wurde, sind 2 Ränder im Voraus ausgeschlossen 

worden. Die finale Zellzahl ergab sich durch folgende Formeln: 

Arithmetisches MittelGroßquadrate (X̅G) ="
Summe der Zellen aller Großquadrate

4 # 
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Zellzahl = X̅G × 2 (Verdünnungsfaktor) × ml Suspension × 104 (Kammerfaktor). 

Die gewünschte Anzahl von Zellen wurde in eine neue ZKF überführt (ZKF 

250 ml/75 cm2: 1,0-1,5 × 106 Zellen bzw. ZKF 550 ml/175 cm2: 1,8-2,5 × 106 Zel-

len) und homogen in 25 ml (ZKF 250 ml/75 cm2) bzw. 40 ml (ZKF 

550 ml/175 cm2) MEM verteilt.  

Zur Gewährleistung von optimalen Wachstumsbedingungen wurde die Zellkultur 

bei 37 °C und einem CO2-Gehalt von 7,5 % inkubiert. Durch den Schritt des Pas-

sagierens erhöhte sich die Nummer der Subkultivierung um die Zahl 1.  

 

2.2.2 RTCA 
2.2.2.1 Hintergrund 
Das xCELLigence RTCA SP Gerät basiert auf einer nichtinvasiven Messung der 

Impedanz, die mithilfe einer elektronischen 96-Well-Platte, der E-Plate 96, erfolgt 

(ACEA Biosciences Inc. 2013). Aufgrund der Echtzeit-Methode kann kontinuier-

lich die Zellproliferation quantifiziert, Veränderungen in der Morphologie und 

Adhäsion detektiert sowie die Lebensfähigkeit der Zellen ermittelt werden (ACEA 

Biosciences Inc. 2013).  

Die Funktionseinheit jedes Wells setzt sich aus Goldelektroden zusammen, wel-

che fingerförmig ineinandergreifend etwa 4/5 der Grundfläche bedecken (Agilent 

Technologies Inc. 2021). Bei dem Kontakt mit einer leitfähigen Lösung entsteht 

ein elektrisches Potenzial von 22 mV, das einen Stromfluss erzeugt (Agilent 

Technologies Inc. 2021). Wenn die notwendige Schnittstelle durch die Gegen-

wart von angehefteten Zellen behindert ist, wird der Stromkreis unterbrochen 

(Agilent Technologies Inc. 2021). Dieser elektrische Widerstand wird auch als 

Impedanz bezeichnet. Das Ausmaß der Isolierung ist von der Anzahl der Zellen, 

ihrer Größe und Form sowie den Eigenschaften der Zell-Oberflächen-Interaktion 

abhängig (Agilent Technologies Inc. 2021). Generell besteht durch diese Art der 

Messung keine Einflussnahme auf das Zellverhalten (Agilent Technologies Inc. 

2021). Die durch die Zellen hervorgerufenen Veränderungen der Impedanz wer-

den zunächst ohne Maßeinheit als sogenannter Zellindex (CI) angegeben 

(Agilent Technologies Inc. 2021).  
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2.2.2.2 Grafische Darstellung 
Die Experimente der RTCA weisen einen charakteristischen Kurvenverlauf in der 

graphischen Darstellung auf. Das Aussäen sowie allmähliche Absetzen der Zel-

len auf den mit Goldelektroden besetzten Boden der E-Plate 96 führt zu einer 

Zunahme des elektrischen Widerstands (Agilent Technologies Inc. 2021). Insbe-

sondere das rasche Absinken der anfangs noch in Suspension befindlichen 

Zellen bewirkt zu Beginn der Messung einen schnellen Anstieg der detektierten 

Impedanz (Agilent Technologies Inc. 2021). Die sich anschließende Adhäsion 

und Zellproliferation drückt sich in einer fortwährenden Steigung der Kurve gra-

fisch aus (Agilent Technologies Inc. 2021). Im Laufe der Zeit stellt sich ein 

Plateau ein, welches sich korrelierend auf eine vollständige zelluläre Konfluenz 

am Boden der Wells zurückzuführen lässt (Agilent Technologies Inc. 2021). Der 

maximale CI ist damit erreicht (Agilent Technologies Inc. 2021). Bei den OAW42 

Zellen umfassten diese Werte konstant einen nicht normierten Bereich zwischen 

10 und 14. Zu einem definierten Zeitpunkt werden die Zellen den zytotoxischen 

Substanzen ausgesetzt (Agilent Technologies Inc. 2021). Allgemein erfasst das 

xCELLigence RTCA SP Gerät die unterste Zellschicht, da sich Veränderungen 

im Messverhalten lediglich im direkten Kontakt mit den Goldelektroden ergeben 

(Agilent Technologies Inc. 2021). Die Induktion des Zelltods und der dadurch be-

dingten Ablösung von der Oberfläche der E-Plate 96 wird durch eine Abnahme 

der Impedanz sichtbar (Agilent Technologies Inc. 2021). Der CI kann dabei bis 

auf das Ausgangsniveau der Leerwertmessung zurückgehen. Im Gegensatz zu 

dem sofortigen Verlust der Membranintegrität durch eine Lyse (s. Positivkontrolle 

mit Triton X-100), ist der durch die Zytostatika hervorgerufene Zelltod ein Pro-

zess, welcher mit einer gewissen zeitlichen Verzögerung einhergeht 

(s. Behandlung mit Oxaliplatin).  

 

2.2.2.3 Materialien 
Triton X-100 (Positivkontrolle) ist mit DPBS auf 1 % verdünnt worden. Die PDS 

wurde durch die AVT bereitgestellt. Bis zu der Verwendung erfolgte eine lichtge-

schützte Aufbewahrung. Unmittelbar vor dem Abfüllen in 50 ml Röhrchen ist die 
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Trennnaht des 1500 ml Beutels geöffnet worden, um den Inhalt beider Kammern 

vollständig zu durchmischen.  

Die Konzentrationsreihe des Zytostatikums Oxaliplatin wurde aus der Ausgangs-

lösung von 5 mg/ml hergestellt. Diese ist zunächst im Mischverhältnis 1:10 auf 

500,0 µg/ml verdünnt worden, entweder mit der PDS oder mit der D5W. Hieraus 

entstanden schließlich die Konzentrationen 460,0 µg/ml bzw. 360,0 µg/ml. Diese 

wurden weiter auf 230,0 µg/ml bzw. 180,0 µg/ml halbiert. Letztere Lösungen sind 

wiederum sukzessive auf einen minimalen Wert von 5,6 µg/ml über die Zwischen-

schritte von 90,0 µg/ml, 45,0 µg/ml, 22,5 µg/ml und 11,2 µg/ml verdünnt worden.  

 

2.2.2.4 IPM 
Der Entnahme des IPM ist das schriftliche Einverständnis sowie das genehmigte 

Votum durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultät des Universitäts-

klinikums Tübingen (Projektnummer: 367/2013B01) vorausgegangen. Insgesamt 

wurden 9 Patienten eingeschlossen, die im Zuge ihrer Erkrankung mit der HIPEC 

Methode behandelt wurden (Löffler et al. 2017). Intraoperativ sind dabei nach 

Zugabe von Oxaliplatin in den Spülkreislauf die OCS zu insgesamt 7 (die Patien-

ten 1-7) bzw. 5 Zeitpunkten (die Patienten 8-9) gewonnen worden: pre (0 min.), 

5 min., 10 min., 15 min., 20 min., 25 min. und 30 min. (Löffler et al. 2017). Einige 

Charakteristika und Eigenschaften dieses IPM wurden bereits in der Publikation 

von Löffler et al. beschrieben und die Wirksamkeit in Langzeitversuchen etabliert 

(Löffler et al. 2017).  

Die Proben sind vor der Lagerung bei -81 °C einmal zentrifugiert worden, um 

grobe Gewebereste und andere Schwebstoffe zu entfernen. Aus diesem Bestand 

der AVT ist das IPM in eigene Röhrchen abgefüllt worden. Dazu wurden die Pro-

ben zunächst im Kühlraum bei -4 °C und anschließend bei Raumtemperatur 

aufgetaut. Der Inhalt wurde anschließend in je 2 ml Reaktionsgefäße überführt 

und für 15 Minuten mit 13000 rpm/16060 g erneut zentrifugiert. Ein Pellet aus 

unerwünschten Rückständen wurde an der Gefäßseite unberührt zurückgelas-

sen, der Überstand vorsichtig an der gegenüberliegenden Seite abgenommen 

und zur Lagerung in Einfrierröhrchen überführt.  
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2.2.2.5 Methodik 
2.2.2.5.1 Allgemein 
Für die einzelnen Experimente ist jeweils eine neue E-Plate 96 benützt worden. 

Es wurde insgesamt mit einem Fassungsvermögen von 200 µl pro Well gearbei-

tet. In jedem Versuch sind mindestens Triplikate und höchstens 6-fache 

Replikate verwendet worden. Vereinzelt kam es zu einem abweichenden Layout 

der eingegebenen Übersicht in der RTCA Software und dem pipettierten 

Schema, da erst nach Beginn der Messungen technische Fehler (bspw. durch 

Ausreißer oder ein fehlendes Anwachsen der Zellen) aufgetreten sind. Dies ist 

im Forschungs-Protokollbuch und in der Auswertung vermerkt worden, damit et-

waig auftretende Vertauschungen vermieden wurden. 

Das Starten der Messung erfolgte erst nach einer 10-minütigen Verweildauer der 

E-Plate 96 im xCELLigence RTCA SP Gerät, um einen Ausgleich der Tempera-

turdifferenz zwischen der Raumtemperatur (Sicherheitswerkbank) und dem CO2-

Inkubator (37 °C) zu erreichen. Beim Einlegen wurden automatisch die Verbin-

dungen zwischen den Goldelektroden und den Messpins überprüft. Dabei kam 

es regelrecht zu Fehlermeldungen. Unter Zuhilfenahme des mitgelieferten RTCA 

Cleaning Equipments wurde versucht die entsprechende Verknüpfungsstelle zu 

reinigen und den Kontakt regulär herzustellen. Trotz den Bemühungen war die 

Problematik bei einigen Verbindungen nicht zu beheben. Das xCELLigence 

RTCA SP Gerät wurde regelmäßig durch eine komplette Reinigung mit Alkohol 

sowie der Entnahme, Säuberung und ggf. dem Austausch einzelner Messpins 

instand gehalten.  

Zur Methodenvalidierung kamen stets adäquate Kontrollen zum Einsatz. Die Po-

sitivkontrolle ist mit Triton X-100 durchgeführt worden, welches als Detergens zu 

einer Auflösung der Zellmembran führt (Schmitz and Desel 2018). Für die Nega-

tivkontrolle wurden die PDS, die D5W oder das MEM verwendet. Bei diesen 

Lösungen war kein Abfall der Impedanz anzunehmen. 

 

2.2.2.5.2 Experiment Tag 1 
Am mitgelieferten Laptop sind zunächst in der installierten Software die Daten für 

das Experiment (Name, Dateiverzeichnis) sowie das zuvor festgelegte Layout 
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der E-Plate 96 eingegeben worden. Das Zeitschema wurde in 2 Schritten ausge-

wählt: Der erste beinhaltete eine einmalige Messung der Leerwerte ohne die 

Zellen (Step 1), der zweite die kontinuierliche Analyse (Step 2). Für die einzelnen 

Messungen ist ein 15-minütiges Intervall bestimmt worden. Die 750 gespeicher-

ten Durchläufe beliefen sich auf eine maximale Gesamtlaufzeit von 187 Stunden, 

15 Minuten und 39 Sekunden. Einige Experimente sind schon vorher beendet 

worden. 
Die rein rechnerisch je Versuch benötigte Anzahl von Zellen betrug 4,8 × 106 

(jeweils 50,0 × 103 Zellen in 96 Wells). Um einen möglichen Zellverlust (bspw. 

durch die Zentrifugation oder durch die Verwendung eines Zellsiebs) auszuglei-

chen sowie aufgrund der technischen Anwendbarkeit wurde sicherheitshalber mit 

6,0 × 106 Zellen pro Experiment verfahren. Diese sind aus der aktuellen Zellkultur 

gewonnen worden (s. 2.2.1.4). Dafür waren zum Teil mehrere ZKF parallel not-

wendig. Unter Zuhilfenahme eines Zellsiebs wurde die definierte Menge in ein 

50 ml Röhrchen überführt. Es folgte eine Zentrifugation bei 1200 rpm/280 g für 

5 Minuten. Daran schloss sich sowohl das Verwerfen des Überstands als auch 

die Suspension in 12 ml MEM an. Letztendlich ergab sich hierdurch die Ziellö-

sung von 50,0 × 103 Zellen in je 100 µl MEM.  
Damit eine Normalisierung möglich war, ist zuerst eine Leerwertmessung am 

xCELLigence RTCA SP Gerät durchgeführt worden (Step 1). Mithilfe des elekt-

ronischen Dispensers (Aufziehvolumen: 5 ml, Zielvolumen: 0,1 ml, Schritte: 100, 

Speed: gering) wurden 100 µl MEM in jedes Well der E-Plate 96 gegeben und 

als Referenzwert standardisiert. Im zweiten Schritt sind mit derselben Vorge-

hensweise jeweils 50,0 × 103 Zellen, gelöst in 100 µl MEM, in die einzelnen Wells 

pipettiert worden. Eine gleichmäßige Verteilung der Zellen nach ihrer Aussaat 

wurde durch manuelle, 8-förmige Bewegungen der Platte gewährleistet. Nach 

der 10-minütigen Inkubationszeit ist die kontinuierliche Messung aufgenommen 

worden (Step 2). 
 

2.2.2.5.3 Experiment Tag 2 
An dem darauffolgenden Tag sind zunächst zum einen die benötigten Materialien 

(Positiv- und Negativkontrollen, IPM bzw. OCS) aufgetaut und zum anderen der 
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Inkubationsschüttler vorbereitet worden. Um die HIPEC ex vivo möglichst reali-

tätsgetreu zu simulieren, wurden für die Bedingung der Hyperthermie 42 °C und 

für die homogene Verteilung ein sanftes Schütteln von 50 rpm eingestellt. Die 

Überprüfung der Zieltemperatur fand mittels eines herkömmlichen Glasthermo-

meters statt. Nach Abschluss der Vorarbeiten und nach dem Ablauf der 

mindestens 24-stündigen Kultivierung der Zellen wurde die laufende Messung 

(Step 2) pausiert. Unmittelbar darauf erfolgte die Entnahme der E-Plate 96 aus 

dem xCELLigence RTCA SP Gerät und der Transport unter die Sicherheitswerk-

bank. Das MEM wurde durch Abschütten und durch das einmalige, sanfte 

Abklopfen auf eine vorbereitete Saugkompresse entfernt. Ein wiederholtes Nach-

klopfen ist weitestgehend unterlassen worden, sodass ein Ablösen der 

adhärenten Zellkultur verhindert wurde. Mit der Multi-Channel Pipettierhilfe folgte 

ein Waschvorgang mit 200 µl DPBS pro Well. Auch hierbei wurde darauf geach-

tet, keinen Zellverlust zu erleiden. Durch das vorsichtige Pipettieren am Rand des 

Wells ist ein Unterspülen der Zellschicht vermieden worden. Das anschließende 

Entfernen des flüssigen Inhalts wurde mit derselben Methodik unter Zuhilfen-

ahme der Saugkompresse vorgenommen. Als Nächstes sind die Wells mit den 

Kontrollen und dem IPM bzw. den OCS entsprechend dem am Vortag festgeleg-

ten Schema schnellstmöglich befüllt worden. Um die Homogenität der Proben zu 

gewährleisten, wurden diese sowohl in der Vorbereitung als auch direkt vor dem 

Pipettieren mit dem Vortexmischer auf maximaler Geschwindigkeit (2500/Minute) 

durchmischt. Danach ist die E-Plate 96 zweimal in einen Plastikbeutel verschlos-

sen, mit Autoklavierband auf ein Rack befestigt und in den aufgewärmten 

Inkubationsschüttler gestellt worden. Die HIPEC Simulation wurde für exakt 

30 Minuten und 60 Minuten durchgeführt. 

 

 
Abbildung 3: Eigene Aufnahme der HIPEC Simulation im Inkubationsschüttler 
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Nach Ablauf der hyperthermen Behandlung wurde umgehend die E-Plate 96 wie-

der aus dem Inkubationsschüttler entnommen, unter der Sicherheitswerkbank 

ausgepackt und der flüssige Inhalt der Wells durch das kurze Abklopfen auf eine 

Saugkompresse entfernt. Auf dieselbe Art wie bereits beschrieben, folgten ein 

Waschschritt mit DPBS und die Hinzugabe von 200 µl MEM pro Well für die 

mehrtägige Weiterkultivierung. Im Anschluss an ein 10-minütiges Ruhen im In-

kubator wurde die pausierte Messung (Step 2) wieder aufgenommen. 

Im Laufe der Laborarbeiten entstanden Weiterentwicklungen hinsichtlich der Me-

thodik und es ergaben sich geringe Modifikationen. Erfahrungsgemäß kam es zu 

einem relevanten Zellverlust v. a. bei den Versuchen mit Oxaliplatin in der D5W 

nach einer 60-minütigen HIPEC Behandlung. Um möglichst schonend mit den 

Zellen umzugehen, wurde die Technik des Abklopfens belassen und fortan der 

Inhalt vorsichtig abpipettiert. Testdurchläufe mit Proben nach einer vorherigen, 

zusätzlichen Zentrifugation oder nach einem Weglassen des Waschschritts er-

wiesen sich als nicht Vorteil bringend.  

 

2.2.2.5.4 Etablierte Langzeitversuche 
Die Grundlage der Langzeitversuche stellte die bereits etablierte Methodik von 

Löffler et al. dar (Löffler et al. 2017). Die allgemeine Vorgehensweise entsprach 

dabei größtenteils dem bisher geschilderten Verfahren unter Berücksichtigung 

der im Folgenden beschriebenen Abweichungen. 

Am ersten Tag des Experiments wurden pro Well 50 µl MEM für die Leerwert-

messung verwendet. Mithilfe des elektronischen Dispensers (Aufziehvolumen: 

5 ml, Zielvolumen: 0,05 ml, Schritte: 100, Speed: gering) sind 50,0 × 103 Zellen, 

gelöst in 50 µl MEM, hinzugefügt worden. Dafür wurde eine Gesamtzahl von 

6,0 × 106 benötigten Zellen nach der vorherigen Auszählung und Zentrifugation 

in 6 ml MEM suspendiert. Entsprechend des maximalen Fassungsvermögens der 

Wells erfolgte am Tag 2 des Experiments die Zugabe von 100 µl der Kontrollen 

und Proben in Übereinstimmung mit dem Layout. Eine Vermischung wurde vor-

sichtig durch die Pipette und manuellen, 8-förmigen Bewegungen erzielt. Es ist 

dabei zu beachten, dass es durch diesen Ablauf zu einer hälftigen Verdünnung 

kam (Löffler et al. 2017). Um eine Vergleichbarkeit zu gewährleisten, wurden 
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daher für die Experimente der kontinuierlichen Exposition mit den in vitro OCS 

die doppelten Konzentrationen von Oxaliplatin verwendet. 

 

2.2.2.5.5 Wiederverwendung der E-Plate 96 
In dieser Dissertation ist die E-Plate 96 ausschließlich im Einmalgebrauch be-

nutzt worden. Für eine höhere Effizienz des Bedarfsmaterials ist allerdings eine 

Wiederverwendung grundsätzlich möglich (Stefanowicz-Hajduk et al. 2016). Ent-

gegen der Empfehlung des Herstellers sind bei einem mehrmaligen Gebrauch 

der E-Plate 96 keine nachteiligen Effekte auf die Resultate der Experimente zu 

erwarten (Stefanowicz-Hajduk et al. 2016). Für potenziell nachfolgende Versu-

che ist ein entsprechendes Vorgehen im Rahmen dieser Arbeit getestet worden. 

Nach der Verwendung wurde die gebrauchte E-Plate 96 2-malig mit DPBS ge-

waschen, 100 µl Trypsin/EDTA jedem Well hinzugegeben und für mehrere 

Stunden inkubiert (Stefanowicz-Hajduk et al. 2016). Anschließend erfolgten er-

neut 2 Waschschritte mit DPBS. Nach einer vorangegangenen mikroskopischen 

Kontrolle auf etwaige zelluläre Restbestände wurde die E-Plate 96 lichtgeschützt 

verpackt und gelagert (Stefanowicz-Hajduk et al. 2016). Vor der erneuten Benut-

zung bietet es sich weiterhin an, die Platten zu sterilisieren.  

 

2.2.2.6 Auswertung 
Für die Vergleichbarkeit zwischen den unabhängigen Versuchen wurde eine Ver-

einheitlichung des dimensionslosen CI vorgenommen. Dieser normierte 

Zellindex (CIn) = 1 ist auf den Zeitpunkt vor der HIPEC Simulation und damit auf 

das Pausieren nach der 24-stündigen Kultivierung der Zellen standardisiert wor-

den. Für die Auswertung wurden insgesamt folgende 2 Datensätze in Microsoft 

Excel exportiert, sortiert und ausgewertet: zum einen die allgemeinen Rohdaten 

und zum anderen die durch die Software ermittelten Durchschnittswerte mit Stan-

dardabweichung. Letztere sind nach Ausschluss von Ausreißern (bspw. eine 

negative Impedanz, extreme Spitzenwerte oder Verbindungsprobleme zwischen 

den Goldelektroden der E-Plate 96 und den Messpins des xCELLigence RTCA 

SP Geräts) durch die Einstellung Average und STD DEV im Softwareprogramm 

erhalten worden. Einzelne Messwerte wurden dementsprechend 
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eigenverantwortlich nach einer mehrmaligen Überprüfung und Rücksprache aus 

dem Datensatz entfernt. Im Allgemeinen ist eine höchstmögliche Anzahl von 

Replikaten angestrebt worden. Für die finale Darstellung der Ergebnisse wurde 

eine Versuchsdauer von insgesamt 120 Stunden (96 Stunden nach 24-stündiger 

Kultivierung der Zellen) festgelegt. Nach dieser Zeit sind die Auswertungen nicht 

mehr verlässlich, da ein Verlust der Zellvitalität u. a. durch den Verbrauch der 

Nährstoffe des im Well enthaltenen MEM bedingt sein kann. In der grafischen 

Veranschaulichung wurden die Werte im Intervall von 6 Stunden abgebildet. 

 

2.2.3 Messung der pH-Werte 
Zunächst ist eine Kalibrierung durch die verschiedenen Kalibrierfertiglösungen 

(pH 4,01, pH 7,00 und pH 10,01 bei 20,9 °C) sowie durch die Bestimmung eines 

bekannten pH-Wertes (pH 9,21 bei 20,9 °C) vorgenommen worden. Nach dem 

Auftauen und Durchmischen der Proben (IPM, MEM, PDS, D5W sowie die in 

vitro hergestellten OCS in den Konzentrationen 11,2 µg/ml, 22,5 µg/ml, 

45,0 µg/ml, 90,0 µg/ml, 180,0 µg/ml, 360,0 µg/ml und 460,0 µg/ml in der PDS und 

der D5W) wurde die Glaselektrode vollständig in das jeweilige Gefäß einge-

taucht. Der Endpunkt ergab sich entweder automatisch strikt oder manuell 

standardisiert nach dem Ablauf von einer Minute. Nach der Beendigung der Da-

tenerhebung ist die Messung durch die Fertiglösung (pH 9,21) erneut kontrolliert 

worden. Um eine Verfälschung der Analyse zu verhindern, wurde zwischen den 

einzelnen Arbeitsschritten die Messelektrode mit ddH2O (Ampuwa) abgespült 

und mittels eines sauberen Wischtuchs vorsichtig trocken getupft. 

 

2.2.4 Atomabsorptionsspektroskopie (extern) 
Die Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) ist extern im MVZ Dr. Eberhard & Part-

ner Dortmund vorgenommen worden (Auftragsnummer: STUD-2019-028). Die 

Routinemethode wurde für Platin mit dem Grafitrohr AAS (Additionskalibration 

mit Matrix) durchgeführt. Die Messungen sind in der Einheit µg/l angegeben wor-

den. Die Bestimmungsgrenze lag bei 20 µg/l (Umrechnung Oxaliplatin mit dem 

Faktor 2,03). Die interne Dokumentation und Rückverfolgung ist über Barcodes 

erfolgt (die Zuordnung s. Forschungs-Protokollbuch).  
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Nachdem für 24 Proben jeweils 10,0 × 106 Zellen in einem 50 ml Röhrchen be-

reitgestellt wurden, sind diese in 4 ml der jeweiligen Lösungen (PDS, D5W sowie 

die in vitro hergestellten OCS in den Konzentrationen 22,5 µg/ml, 45,0 µg/ml, 

90,0 µg/ml, 180,0 µg/ml und 230,0 µg/ml) suspendiert worden. Für diesen Schritt 

ist ein paralleles Arbeiten erfolgt. Eine Durchmischung der Flüssigkeiten ist vo-

rausgegangen. Ebenfalls sind 2 ml der Lösungen als initiales Auswertungs-

material in voretikettierte Röhrchen entnommen worden (entspricht den Proben: 

PRE). Daraufhin ist die HIPEC für 30 Minuten und 60 Minuten bei 42 °C und 

120 rpm im Inkubationsschüttler simuliert worden. Es folgte unmittelbar eine 

Zentrifugation bei 1200 rpm/280 g für 5 Minuten. Der sich hieraus ergebende 

Überstand (4 ml) wurde durch ein Dekantieren entfernt und aufbewahrt (ent-

spricht den Proben: POST). Nach einem Waschschritt durch Suspension in 5 ml 

DPBS, schloss sich erneut eine analoge Zentrifugation mit dem Verwerfen der 

flüssigen Phase an. Durch die Suspension des zurückgebliebenen Zellpellets in 

2 ml Triton X-100 wurde das abschließende Material gewonnen (entspricht den 

Proben: ZELLEN). Die insgesamt 72 Röhrchen sind neben dem Stopfen mit Ver-

schlussfolie abgedichtet und bis zum Versand bei -20 °C archiviert worden. 

 

2.2.5 Durchflusszytometrie 
2.2.5.1 Hintergrund 
Die Durchflusszytometrie ermöglicht neben der quantitativen Bestimmung von 

Zellen eine Analyse ihrer physikalischen und molekularen Eigenschaften 

(Schmitz and Desel 2018). In einem Flüssigkeitsstrom verdünnt, passieren diese 

einzeln mit hoher Geschwindigkeit einen Laserstrahl bestimmter Wellenlänge 

(Schmitz and Desel 2018). Durch die entstehende Lichtstreuung bzw. Anregung 

eines Fluoreszenzsignals kann die Charakterisierung der Zellen erfolgen 

(Schmitz and Desel 2018). Als Maß für die Zellgröße dient die Vorwärtslichtstreu-

ung, welche die Brechung des Lichts im flachen Winkel zum Laserstrahl angibt 

(Schmitz and Desel 2018).  
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2.2.5.2 Methodik und Auswertung 
Mehrere Replikate von 1,0 × 105 Zellen wurden in 2 separaten 96-Well-Platten 

mit u-förmigem Boden verwendet. Die Zellen sind hierfür in 150 µl MEM, PDS 

und D5W aufgenommen worden. Das HIPEC Verfahren wurde bei 42 °C und 

30 rpm parallel für 30 Minuten und 60 Minuten simuliert. Unmittelbar vor der 

Durchflusszytometrie sind jedem Well 600 ng/ml 7-Aminoactinomycin D zur Fär-

bung von toten Zellen hinzugefügt worden (Schmid et al. 1992). Letztere sowie 

Dubletten wurden in der Auswertung ausgeschlossen. Es sind voneinander un-

abhängige Experimente durchgeführt worden. Der Vorwärtsstreulicht-Bereich 

(FSC-A) diente als Indikator für die Zellgröße. Die Bedienung des 

BD FACSCanto II Flow Cytometers sowie die Auswertung mittels FlowJo erfolgte 

mit der Unterstützung von Herrn Dr. med. Joseph Kauer. 

 

2.2.6 Mikroskopie 
Bei der Zellaussaat kann es durch sogenannte Randeffekte zu Varianzen inner-

halb der Multiwell-Platte kommen (Lundholt et al. 2003). Um diesen nicht 

unwesentlichen Einflussfaktor weitestgehend zu minimieren, ist stellenweise eine 

Vorinkubation und das randständige Befüllen mit einer Flüssigkeit (DPBS) vor-

genommen oder ganz auf die Verwendung der äußeren Wells verzichtet worden 

(Lundholt et al. 2003). 

 

2.2.6.1 Methodik und Auswertung 
Eine unterschiedliche Anzahl von OAW42 Zellen wurde in eine 96-Well-Platte 

ausgesät. Mehrere Replikate von jeweils 12,5 × 103, 20,0 × 103, 25,0 × 103, 

35,0 × 103 und 50,0 × 103 Zellen pro Well sind in 200 µl MEM inkubiert worden. 

Nach der 24-stündigen Kultivierung wurde das MEM entfernt und ein Waschvor-

gang mit DPBS folgte. Um die Zellen zu fixieren, ist jedem Well mindestens 50 µl 

Fixation Buffer hinzugegeben und für 15 Minuten lichtgeschützt bei Raumtempe-

ratur belassen worden. Im Anschluss wurde der Inhalt abpipettiert, einmal 

gewaschen und gegen Austrocknung mit 100 µl DPBS befüllt. Nach Abdichtung 

mit Verschlussfolie ist die 96-Well-Platte bei 4 °C gelagert worden. 
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Die Experimente sind jeweils in Triplikaten und in 2 unabhängigen Wiederholun-

gen vorgenommen worden, allerdings einmalig ohne die Anzahl von 20,0 × 103 

und 35,0 × 103 Zellen pro Well. Das Maß für die Dicke der Zellschicht ist in 10-

facher Vergrößerung mit dem Mikroskop ECLIPSE Ti2-E bestimmt worden. Die 

Analyse wurde mittels ImageJ und NIS-Elements durchgeführt. Dabei sind im 

Programm Z-Stacks ermittelt worden, indem eigenständig die Ober- und Unter-

grenze der Zellschicht definiert wurde. Die Messung und Auswertung fand 

mithilfe von Frau Dr. rer. nat. Franziska Herster statt. 

 

2.2.6.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
Mit der Unterstützung von Herrn Jürgen Winter ist nach entsprechendem Proto-

koll eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung der OAW42 Zellen u. a. in der PDS nach 

einer vorherigen 30-minütigen hyperthermen Behandlung (42 °C) vorgenommen 

worden (Fischer et al. 2008). Die Deckgläser wurden auf einen Objektträger über-

führt und mit Eindeckmittel fixiert. Am Vortag sind dafür Wells einer 24-Well-

Platte mit 1,0 × 105 Zellen, gelöst in 500 µl MEM, und weiteren 500 µl MEM befüllt 

und für 24 Stunden kultiviert worden. 

 

2.2.6.3 Aufnahmen 
Eine Serie von Bildern der OAW42 (und Caco2) Zellen wurde mit den Mikrosko-

pen ECLIPSE Ti2-E und Revolve RVL-100-G durch Frau Dr. rer. nat. Franziska 

Herster aufgenommen.  

 

2.2.7 PIT (extern) 
Teile der eigenen Ergebnisse wurden ohne einen Eigenanteil durch das PIT mit 

2 zusätzlichen Versuchen überprüft: Der fluorometrische Assay CTB basiert auf 

der Umwandlung von Resazurin in Resorufin, welche nur in lebenden Zellen vor-

kommt, sowie die Testung mit SRB, das unter milden sauren Bedingungen 

stöchiometrisch an Proteine bindet (O'Brien et al. 2000; Orellana and Kasinski 

2016). 
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2.3 Grafische Darstellungen und veröffentlichte Inhalte 
Die Resultate der Experimente sind mittels Inkscape und Prism grafisch darge-

stellt worden. Einzelne Abbildungen wurden gemeinsam mit Herrn Dr. med. 

Markus W. Löffler erstellt. 

Inhalte dieser Dissertation sind am 31. Juli 2019 auf dem Preprint Server bioRxiv 

veröffentlicht worden (Löffler et al. 2019). Daraus sind einige Abbildungen modi-

fiziert übernommen worden. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 RTCA: ex vivo IPM der Patienten 1-9, HIPEC 30/60 Minuten 
3.1.1 IPM der Patienten 1-9, HIPEC 30 Minuten 
 

 
Abbildung 4: IPM der Patienten 1-9, HIPEC 30 Minuten 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten, 42 °C und 50 rpm.  
X-Achse: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.) (graue Kolorierungen) 
und IPM der Patienten (Pat.) 1-9, jeweils die Proben pre (goldene Kolorierungen), 
10 min. (orangene Kolorierungen), 20 min. (blaue Kolorierungen) und 30 min. 
(grüne Kolorierungen).  
Y-Achse: CIn zum Zeitpunkt 72 Stunden (72 h). Farbige Pfeile markieren je einen 
durchschnittlichen Abfall des CIn (72 h) unter 0,5 (schwarze Waagerechte).  
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-5. 
Modifizierte Grafik aus der Veröffentlichung: Seite 7, „Figure 1. Cell exposure for 
30/ 60 minutes at 42 °C in a time resolved in vitro model system using oxaliplatin-
containing solutions (OCS) obtained from patients during HIPEC, assessing drug 
effects at three days after treatment by impedance based real time cell analysis 
(RTCA).”, a (Löffler et al. 2019). 
 

Die Positivkontrollen (Triton X-100) zeigen nach 3 Tagen einen CIn (72 h) nahe 

dem Nullniveau auf. Bei den Negativkontrollen (PDS) sowie den jeweiligen Pro-

ben pre der 9 Patienten ist mit interindividuellen Schwankungen ein geringer 

Verlust in Bezug auf den Referenzwert CIn (72 h) = 1 zu verzeichnen. Das IPM 



Ergebnisse 

 52 

des Patienten 1 und Patienten 2 zum Zeitpunkt 10 min. und 20 min. weist einen 

Rückgang der Zellviabilität auf, auch wenn bei der Probe 20 min. von Patient 2 

mit einem CIn (72 h) = 0,4129 nur knapp ein mittlerer Verlust von unter 50 % 

detektiert wird. Das äquivalente IPM der Patienten 3-9 zeigt nach dieser Zeit 

keine wesentlichen Veränderungen in der gemessenen Impedanz. Ähnlich ver-

hält es sich mit den Proben 30 min., da hier ausschließlich bei Patient 2 und 

Patient 4 ein durchschnittlicher Rückgang des CIn (72 h) < 0,5 nachweisbar ist.  

Wie anhand der Pfeile erkenntlich ist, sind insgesamt 6 Patientenproben mit ei-

nem zytotoxischen Effekt nach der 30-minütigen HIPEC Simulation verbunden. 

 

3.1.2 IPM der Patienten 1-9, HIPEC 60 Minuten 
 

 
Abbildung 5: IPM der Patienten 1-9, HIPEC 60 Minuten 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 60 Minuten, 42 °C und 50 rpm.  
X-Achse: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.) (graue Kolorierungen) 
und IPM der Patienten (Pat.) 1-9, jeweils die Proben pre (goldene Kolorierungen), 
10 min. (orangene Kolorierungen), 20 min. (blaue Kolorierungen) und 30 min. 
(grüne Kolorierungen).  
Y-Achse: CIn zum Zeitpunkt 72 Stunden (72 h). Farbige Pfeile markieren je einen 
durchschnittlichen Abfall des CIn (72 h) unter 0,5 (schwarze Waagerechte).  
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-5. 
Modifizierte Grafik aus der Veröffentlichung: Seite 7, „Figure 1. Cell exposure for 
30/ 60 minutes at 42 °C in a time resolved in vitro model system using oxaliplatin-
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containing solutions (OCS) obtained from patients during HIPEC, assessing drug 
effects at three days after treatment by impedance based real time cell analysis 
(RTCA).”, b (Löffler et al. 2019). 
 

Bei den Positivkontrollen (Triton X-100) lässt sich ein Rückgang der gemessenen 

Impedanz auf Nullwerte nachweisen, während sich die Negativkontrollen (PDS) 

sowie die Proben pre aller 9 Patienten nach 3 Tagen stabil um den CIn (72 h) = 1 

halten. Aus der Grafik wird ersichtlich, dass insgesamt das IPM zum Zeitpunkt 

10 min. vermehrt einen Verlust der Zellviabilität offenbart. Insbesondere für die 

Proben von Patient 1 und Patient 2 lässt sich ein zytotoxischer Effekt darlegen, 

wohingegen sich der Patient 5 und Patient 7 nahezu konträr verhalten. 

Letztendlich konnte sich für das beschriebene IPM, das bereits nach dem halb-

stündigen HIPEC Verfahren zu einem durchschnittlichen Unterschreiten des 

CIn (72 h) = 0,5 geführt hat (s. 3.1.1), auch bei der 60-minütigen hyperthermen 

Exposition eine zellschädigende Wirkung entsprechend bestätigen. Letzteres 

trifft ebenfalls auf 7 weitere Patientenproben zu, wie in der Grafik durch insge-

samt 13 Pfeile verdeutlicht ist. 
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3.1.3 IPM der Patienten 1-9 einzeln, HIPEC 30/60 Minuten 
Anhand von 3 beispielhaft ausgewählten Patienten wird die interindividuelle Va-

riabilität während der HIPEC Simulation ex vivo detailliert aufgezeigt und 

hervorgehoben. Ergänzend findet sich das IPM der weiteren Patienten der Voll-

ständigkeit halber nachfolgend ohne eine jeweilige Beschreibung angehängt.  

 

3.1.3.1 IPM von Patient 1, HIPEC 30/60 Minuten 

 
Abbildung 6: IPM von Patient 1, HIPEC 30/60 Minuten 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten (obere Grafik) und 60 Minuten (untere 
Grafik), 42 °C und 50 rpm. 
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Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.), MEM 
und IPM von Patient 1 (Pat. 1): pre, 5 min., 10 min., 15 min., 20 min., 25 min. und 
30 min. 
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 96 Stunden.  
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-4.  
Modifizierte Grafiken aus der Veröffentlichung: Seite 9, „Figure 2. Cell exposure 
for 30 or 60 minutes at 42 °C in a time resolved in vitro model system using 
oxaliplatin-containing solutions (OCS) obtained from patients during HIPEC.”, 
c und d (Löffler et al. 2019). 
 

In beiden RTCA-Experimenten kommt es bei den Positivkontrollen (Triton X-100) 

unmittelbar zu einem nachweisbaren Zelluntergang. Demgegenüber halten die 

Negativkontrollen (PDS) und das MEM das Niveau des CIn nach der 24-stündi-

gen Kultivierung bei. Nach der halbstündigen HIPEC führen die Proben der 

Zeitpunkte 5-20 min. sukzessive zu einem erkennbaren Verlust der Zellviabilität, 

spätestens nach 2 Tagen beträgt der CIn (48 h) nahezu 0. Wird die hypertherme 

Behandlung über die doppelte Zeit simuliert, zeigen alle Proben bis auf pre eine 

zytotoxische Aktivität auf. Vereinzelt ist hierbei ein vorangehender Anstieg der 

gemessenen Impedanz auffallend, der maximal beim IPM zum Zeitpunkt 25 min. 

einen CIn (30 h) = 1,3241 erreicht. 

Zusammenfassend weist das IPM von Patient 1 eine hohe zellschädigende Wirk-

samkeit bereits nach einer 30-minütigen HIPEC Simulation auf (4 von 7 Proben), 

die ferner bei einer auf 60 Minuten verlängerten Exposition verstärkt wird 

(6 von 7 Proben). 
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3.1.3.2 IPM von Patient 3, HIPEC 30/60 Minuten 

 
Abbildung 7: IPM von Patient 3, HIPEC 30/60 Minuten 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten (obere Grafik) und 60 Minuten (untere 
Grafik), 42 °C und 50 rpm. 
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.), MEM 
und IPM von Patient 3 (Pat. 3): pre, 5 min., 10 min., 15 min., 20 min., 25 min. und 
30 min. 
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 96 Stunden.  
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-4.  
Modifizierte Grafiken aus der Veröffentlichung: Seite 9, „Figure 2. Cell exposure 
for 30 or 60 minutes at 42 °C in a time resolved in vitro model system using 
oxaliplatin-containing solutions (OCS) obtained from patients during HIPEC.”, 
a und b (Löffler et al. 2019). 
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Die Positivkontrollen (Triton X-100) haben einen direkten Zellverlust zur Folge, 

während die Negativkontrollen (PDS) und das MEM zu keiner Änderung der ge-

messenen Impedanz nach der 24-stündigen Kultivierung führen. Das gesamte 

IPM von Patient 3 zeigt nach der 30-minütigen HIPEC Simulation keinen Verlust 

der Zellviabilität auf, es lässt sich lediglich im zeitlichen Verlauf eine leichte Ab-

nahme um das Niveau des CIn (0) = 1 verzeichnen. Die Verlängerung der 

hyperthermen Behandlung auf eine Stunde führt bei den Proben 5 min., 10 min. 

und 15 min. zu einem zytotoxischen Effekt. In der grafischen Darstellung sind 

dabei die gegenseitigen Kurvenverläufe auf der Y-Achse verschoben. 

Zu dem IPM von Patient 3 lässt sich resümieren, dass es eindeutige Unter-

schiede in der zellschädigenden Wirksamkeit der Proben in Bezug auf die 

hypertherme Expositionsdauer gibt (HIPEC 30 Minuten: 0 von 7 Proben gegen-

über HIPEC 60 Minuten: 3 von 7 Proben). 
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3.1.3.3 IPM von Patient 7, HIPEC 30/60 Minuten 

 
Abbildung 8: IPM von Patient 7, HIPEC 30/60 Minuten 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten (obere Grafik) und 60 Minuten (untere 
Grafik), 42 °C und 50 rpm. 
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.), MEM 
und IPM von Patient 7 (Pat. 7): pre, 5 min., 10 min., 15 min., 20 min., 25 min. und 
30 min.  
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 90 Stunden 
(obere Grafik) bzw. 96 Stunden (untere Grafik). 
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-6. 
Modifizierte Grafiken aus dem Supplement der Veröffentlichung: Seite 8, „Suppl. 
Fig. 9 RTCA Pat. 7: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 30 minutes at 42 °C 
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ex vivo” und „Suppl. Fig. 10 RTCA Pat. 7: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 
60 minutes at 42 °C ex vivo” (Löffler et al. 2019). 
 

Aus den RTCA-Experimenten von Patient 7 lässt sich entnehmen, dass die Po-

sitivkontrollen (Triton X-100) nach beiden hyperthermen Behandlungen zu einem 

Abfall der gemessenen Impedanz auf das Nullniveau führen. Die Negativkontrol-

len (PDS), das MEM sowie das gesamte IPM hält sich hingegen für die ganze 

Versuchsdauer leicht fluktuierend um den CIn (0) = 1.  

Somit lassen sich für alle Proben von Patient 7 keinerlei zellschädigende Aktivi-

täten sowohl bei der 30-minütigen als auch bei der einstündigen HIPEC 

Simulation zusammenfassen. 
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3.1.3.4 IPM der Patienten 2, 4-6, 8-9, HIPEC 30/60 Minuten 

 

Abbildung 9: IPM von Patient 2, HIPEC 30/60 Minuten 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten (obere Grafik) und 60 Minuten (untere 
Grafik), 42 °C und 50 rpm. 
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.), MEM 
und IPM von Patient 2 (Pat. 2): pre, 5 min., 10 min., 15 min., 20 min., 25 min. und 
30 min.  
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 96 Stunden. 
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-4.  
Modifizierte Grafiken aus dem Supplement der Veröffentlichung: Seite 4, „Suppl. 
Fig. 1 RTCA Pat. 2: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 30 minutes at 42 °C 
ex vivo” und „Suppl. Fig. 2 RTCA Pat. 2: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 
60 minutes at 42 °C ex vivo” (Löffler et al. 2019). 
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Abbildung 10: IPM von Patient 4, HIPEC 30/60 Minuten 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten (obere Grafik) und 60 Minuten (untere 
Grafik), 42 °C und 50 rpm. 
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.), MEM 
und IPM von Patient 4 (Pat. 4): pre, 5 min., 10 min., 15 min., 20 min., 25 min. und 
30 min.  
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 90 Stunden 
(obere Grafik) bzw. 96 Stunden (untere Grafik). 
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-4.  
Modifizierte Grafiken aus dem Supplement der Veröffentlichung: Seite 5, „Suppl. 
Fig. 3 RTCA Pat. 4: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 30 minutes at 42 °C 
ex vivo” und „Suppl. Fig. 4 RTCA Pat. 4: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 
60 minutes at 42 °C ex vivo” (Löffler et al. 2019). 
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Abbildung 11: IPM von Patient 5, HIPEC 30/60 Minuten 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten (obere Grafik) und 60 Minuten (untere 
Grafik), 42 °C und 50 rpm. 
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.), MEM 
und IPM von Patient 5 (Pat. 5): pre, 5 min., 10 min., 15 min., 20 min., 25 min. und 
30 min. 
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 90 Stunden 
(obere Grafik) bzw. 96 Stunden (untere Grafik). 
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-4.  
Modifizierte Grafiken aus dem Supplement der Veröffentlichung: Seite 6, „Suppl. 
Fig. 5 RTCA Pat. 5: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 30 minutes at 42 °C 
ex vivo” und „Suppl. Fig. 6 RTCA Pat. 5: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 
60 minutes at 42 °C ex vivo” (Löffler et al. 2019). 
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Abbildung 12: IPM von Patient 6, HIPEC 30/60 Minuten 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten (obere Grafik) und 60 Minuten (untere 
Grafik), 42 °C und 50 rpm. 
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.), MEM 
und IPM von Patient 6 (Pat. 6): pre, 5 min., 10 min., 15 min., 20 min., 25 min. und 
30 min. 
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 90 Stunden 
(obere Grafik) bzw. 96 Stunden (untere Grafik). 
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-4.  
Modifizierte Grafiken aus dem Supplement der Veröffentlichung: Seite 7, „Suppl. 
Fig. 7 RTCA Pat. 6: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 30 minutes at 42 °C 
ex vivo” und „Suppl. Fig. 8 RTCA Pat. 6: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 
60 minutes at 42 °C ex vivo” (Löffler et al. 2019). 
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Abbildung 13: IPM von Patient 8, HIPEC 30/60 Minuten 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten (obere Grafik) und 60 Minuten (untere 
Grafik), 42 °C und 50 rpm. 
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.), MEM 
und IPM von Patient 8 (Pat. 8): pre, 10 min., 20 min. und 30 min.  
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 90 Stunden 
(obere Grafik) bzw. 96 Stunden (untere Grafik). 
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-6.  
Modifizierte Grafiken aus dem Supplement der Veröffentlichung: Seite 9, „Suppl. 
Fig. 11 RTCA Pat. 8: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 30 minutes at 42 °C 
ex vivo” und „Suppl. Fig. 12 RTCA Pat. 8: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 
60 minutes at 42 °C ex vivo” (Löffler et al. 2019). 
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Abbildung 14: IPM von Patient 9, HIPEC 30/60 Minuten 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten (obere Grafik) und 60 Minuten (untere 
Grafik), 42 °C und 50 rpm. 
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.), MEM 
und IPM von Patient 9 (Pat. 9): pre, 10 min., 20 min. und 30 min.  
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 90 Stunden 
(obere Grafik) bzw. 96 Stunden (untere Grafik). 
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-6.  
Modifizierte Grafiken aus dem Supplement der Veröffentlichung: Seite 10, 
„Suppl. Fig. 13 RTCA Pat. 9: Exposure of OAW-42 cells to OCS for 30 minutes 
at 42 °C ex vivo” und „Suppl. Fig. 14 RTCA Pat. 9: Exposure of OAW-42 cells to 
OCS for 60 minutes at 42 °C ex vivo” (Löffler et al. 2019). 
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3.1.4 IPM der Patienten 3-7, Langzeitversuche 

Um eine mögliche Einflussnahme der langwierigen Lagerung des IPM in der AVT 

auf die Ergebnisse zu entkräften, wurden die nachgewiesenen zytotoxischen Ei-

genschaften der gesammelten Proben der Patienten 3-7 in Langzeitversuchen 

erneut validiert.  

 

Tabelle 7: IPM der Patienten 3-7, Langzeitversuche (erste Zeitangabe CIn < 0,5) 
RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. Kontinuierliche Exposition mit hälftig MEM. 
Erste Zeitangabe in Stunden (h) und Minuten (min.) bei CIn < 0,5.  
Spalten: einzelne Patienten (Pat.) 3-7.  
Zeilen: jeweils dazugehörige Proben: pre, 5 min., 10 min., 15 min., 20 min., 
25 min. und 30 min.  
Anzahl der Replikate: 2-3. 

IPM Pat. 3 Pat. 4 Pat. 5 Pat. 6 Pat. 7 

pre - - - - - 

5 min. 43 h 00 min. 32 h 15 min. 39 h 00 min. 33 h 45 min. 39 h 00 min. 

10 min. 44 h 30 min. 27 h 00 min. 39 h 30 min. 37 h 15 min. 39 h 30 min. 

15 min. 47 h 00 min. 31 h 00 min. 47 h 45 min. 37 h 45 min. 40 h 00 min. 

20 min. 61 h 45 min. 30 h 15 min. 51 h 15 min. 38 h 00 min. 40 h 45 min. 

25 min. 76 h 15 min. 30 h 45 min. 47 h 30 min. 39 h 00 min. 42 h 15 min. 

30 min. ( - ) 31 h 30 min. 52 h 30 min. 40 h 45 min. 43 h 30 min. 

 

Bei dieser wiederholten Überprüfung konnte regelrecht die zellschädigende Wir-

kung von Oxaliplatin in dem IPM ein weiteres Mal bestätigt werden. 

Ausschließlich für die Probe 30 min. von Patient 3 wird vergleichsweise nur ein 

Rückgang des CIn auf knapp über die Hälfte nach Ablauf von 4 Tagen verzeichnet 

(CIn (96 h) = 0,5092). Für die Proben pre, die vor dem Hinzufügen des Chemothe-

rapeutikums intraoperativ aus dem HIPEC Spülkreislauf gewonnen wurden, kann 

sich folglich auch kein zytotoxischer Effekt einstellen. 
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3.2 RTCA: in vitro hergestellte OCS, HIPEC 30/60 Minuten 
3.2.1 Oxaliplatin in der PDS, HIPEC 30 Minuten 

 
Abbildung 15: Oxaliplatin in der PDS, HIPEC 30 Minuten  
RTCA-Experiment. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten, 42 °C und 50 rpm.  
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.) und in 
vitro hergestellte OCS in der PDS in den Konzentrationen 5,6 µg/ml, 11,2 µg/ml, 
22,5 µg/ml, 45,0 µg/ml, 90,0 µg/ml, 180,0 µg/ml und 230,0 µg/ml.  
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 96 Stunden.  
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-3.   
Modifizierte Grafik aus der Veröffentlichung: Seite 12, „Figure 3. Cell exposure to 
oxaliplatin at 42 °C for 30 minutes in a time resolved in vitro model system.”, 
b (Löffler et al. 2019). 
 

Die Positivkontrolle (Triton X-100) führt zu einem sofortigen Zelluntergang, wäh-

rend die Negativkontrolle (PDS) sowie die OCS in den Konzentrationen 5,6-

180,0 µg/ml beständig das Niveau des CIn (0) = 1 halten. Lediglich für den in der 

offenen Operationstechnik gewählten Gehalt von 230,0 µg/ml ist bei der 30-minü-

tigen HIPEC Simulation nach 18 Stunden ein gradueller Abfall der gemessenen 

Impedanz zu verzeichnen, spätestens nach 3 Tagen kann nur noch eine gering-

fügige Zellviabilität detektiert werden. 
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3.2.2 Oxaliplatin in der PDS, HIPEC 60 Minuten 

 
Abbildung 16: Oxaliplatin in der PDS, HIPEC 60 Minuten 
RTCA-Experiment. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 60 Minuten, 42 °C und 50 rpm. 
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.) und in 
vitro hergestellte OCS in der PDS in den Konzentrationen 5,6 µg/ml, 11,2 µg/ml, 
22,5 µg/ml, 45,0 µg/ml, 90,0 µg/ml, 180,0 µg/ml und 230,0 µg/ml.  
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 96 Stunden.  
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-3.  
Modifizierte Grafik aus dem Supplement der Veröffentlichung: Seite 12, „Supp. 
Fig. 16 Oxaliplatin (OX)-spiked into PDS 60 minutes at 42 °C“ (Löffler et al. 2019). 
 

In dieser grafischen Darstellung deckt sich in etwa der jeweilige Kurvenverlauf 

der Positivkontrolle (Triton X-100), der Negativkontrolle (PDS) sowie der OCS in 

den Konzentrationen 5,6-45,0 µg/ml mit dem bei der 30-minütigen HIPEC Simu-

lation (s. 3.2.1). Für den Gehalt von 90,0 µg/ml (äquivalent zu dem IPM) bleibt 

die Aussagefähigkeit bei dem verlängerten hyperthermen Verfahren aufgrund 

des relativ hohen Fehlerbalkens vermindert. Dennoch zeigen die mittleren Mess-

werte einen initial geringen Verlust der Impedanz auf, die sich nach einer 

vorübergehenden Zunahme auf etwa einen CIn = 0,8 stabilisiert. Für die beiden 

Konzentrationen 180,0 µg/ml (geschlossene Operationstechnik) und 230,0 µg/ml 

lässt sich ein zytotoxischer Effekt nachweisen, nach ca. 2 Tagen nähert sich da-

bei die detektierte Zellviabilität der Nulllinie an.  
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3.2.3 Oxaliplatin in der PDS, Langzeitversuch 

 

Abbildung 17: Oxaliplatin in der PDS, Langzeitversuch 
RTCA-Experiment. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. Kontinuierliche Exposition mit hälftig MEM. 
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.), MEM 
und in vitro hergestellte OCS in der PDS in den Konzentrationen 5,6 µg/ml, 
11,2 µg/ml, 22,5 µg/ml, 45,0 µg/ml, 90,0 µg/ml, 180,0 µg/ml und 230,0 µg/ml.  
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 96 Stunden.  
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-6. 
Modifizierte Grafik aus dem Supplement der Veröffentlichung: Seite 13, „Supp. 
Fig. 17 Continuous exposure of OAW-42 cells to oxaliplatin (OX)-spiked into 
PDS“ (Löffler et al. 2019). 
 

Die Positivkontrolle (Triton X-100) führt zu einem sofortigen Rückgang der Impe-

danz auf das Nullniveau. Die Negativkontrolle (PDS) sowie das MEM halten trotz 

eines kurzzeitig sprunghaften Kurvenverlaufs annähernd den Wert CIn (0) = 1 

bei. Gleiches trifft für die OCS mit dem Gehalt von 5,6 µg/ml und 11,2 µg/ml zu. 

Im Gegensatz dazu kann für alle höher verwendeten Konzentrationen eine zyto-

toxische Wirkung gezeigt werden. Mit aufsteigender Dosierung von Oxaliplatin 

wird ein schnellerer Eintritt des Zellverlusts herbeigeführt, weswegen sich eine 

zeitliche Linksverschiebung auf der X-Achse beobachten lässt. Während die 

Konzentration 22,5 µg/ml mit einem zellschädigenden Effekt nach etwa 2 Tagen 

assoziiert ist, wird ein vollständiger Verlust der gemessenen Impedanz bereits 

nach 18 Stunden bei dem höchsten Gehalt von 230,0 µg/ml deutlich. 
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3.2.4 Oxaliplatin in der D5W, HIPEC 30 Minuten 

 
Abbildung 18: Oxaliplatin in der D5W, HIPEC 30 Minuten 
RTCA-Experiment. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten, 42 °C und 50 rpm.  
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.) und in 
vitro hergestellte OCS in der D5W in den Konzentrationen 5,6 µg/ml, 11,2 µg/ml, 
22,5 µg/ml, 45,0 µg/ml, 90,0 µg/ml, 180,0 µg/ml und 230,0 µg/ml.  
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 96 Stunden.  
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-3.   
Modifizierte Grafik aus der Veröffentlichung: Seite 12, „Figure 3. Cell exposure to 
oxaliplatin at 42 °C for 30 minutes in a time resolved in vitro model system.“, 
a (Löffler et al. 2019). 
 

Die Positivkontrolle (Triton X-100) weist einen kompletten Zellverlust auf. Dem-

gegenüber führt die Negativkontrolle (D5W) zu keiner Änderung der detektierten 

Impedanz nach der 24-stündigen Kultivierung. Für die Konzentrationen 5,6-

90,0 µg/ml lässt sich innerhalb der 4-tägigen Messung allmählich ein geringer 

Anstieg um maximal einen CIn = 0,2524 verzeichnen. Für die Dosierung von 

230,0 µg/ml trifft dies zunächst ebenfalls zu, jedoch ist nach 72 Stunden ein Ab-

wärtstrend zu registrieren. Die stärkste Varianz ist bei dem Gehalt von 

180,0 µg/ml wahrzunehmen. Nach einem ähnlichen Kurvenverlauf fällt die Impe-

danz mit einem zunehmenden Fehlerbalken auf den CIn (96 h) = 0,6666 ab.  

Für die OCS in der D5W lässt sich somit festhalten, dass ein Unterschreiten der 

50%igen Zellviabilität insgesamt nicht erreicht wird. 
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3.2.5 Oxaliplatin in der D5W, HIPEC 60 Minuten 
 

 

 
Abbildung 19: Oxaliplatin in der D5W, HIPEC 60 Minuten 
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RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. HIPEC Simulation: 60 Minuten, 42 °C und 50 rpm (a-c). 
Rechtsseitige Legende: jeweils Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.) 
und in vitro hergestellte OCS in der D5W in den Konzentrationen 5,6 µg/ml, 
11,2 µg/ml, 22,5 µg/ml, 45,0 µg/ml, 90,0 µg/ml, 180,0 µg/ml und 230,0 µg/ml.  
X-Achse: jeweils Zeit in Stunden (h), variierendes stündliches Intervall, Gesamt-
laufzeit 96 Stunden, skalenvergrößerter Bereich von 0-6 Stunden (grau kolorierte 
Hinterlegung). 
Y-Achse: jeweils CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-6.  
 

Auffällig ist bei diesen 3 unabhängigen RTCA-Experimenten in einer jeweils mo-

difizierten Versuchsmethodik die erste Messung direkt nach der 60-minütigen 

HIPEC Simulation, da für die überwiegenden OCS ein initialer Abfall des CIn um 

weitaus über die Hälfte nachgewiesen wird. Im weiteren zeitlichen Verlauf fällt 

die detektierte Impedanz entweder auf Werte nahe der Nulllinie zurück oder steigt 

in etwa auf das Ausgangsniveau nach der 24-stündigen Kultivierung wieder an. 

Infolgedessen ist generell eine Auswertung nicht möglich. 

 

3.2.6 Oxaliplatin in der D5W, Langzeitversuch 

 

Abbildung 20: Oxaliplatin in der D5W, Langzeitversuch 
RTCA-Experiment. Modellsystem mit 50,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
E-Plate 96. Kontinuierliche Exposition mit hälftig MEM.  
Rechtsseitige Legende: Positivkontrolle (+ ctrl.), Negativkontrolle (- ctrl.), MEM 
und in vitro hergestellte OCS in der D5W in den Konzentrationen 5,6 µg/ml, 
11,2 µg/ml, 22,5 µg/ml, 45,0 µg/ml, 90,0 µg/ml, 180,0 µg/ml und 230,0 µg/ml.  
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X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 96 Stunden.  
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-6. 
Modifizierte Grafik aus dem Supplement der Veröffentlichung: Seite 14, „Supp. 
Fig. 18 Continuous exposure of OAW-42 cells to oxaliplatin (OX)-spiked into 
D5W“ (Löffler et al. 2019). 
 

Die Positivkontrolle (Triton X-100) führt zu einem sofortigen Rückgang der Impe-

danz auf das Nullniveau. Die Negativkontrolle (D5W), das MEM sowie die OCS 

in der Dosierung von 5,6 µg/ml halten sich um den CIn (0) = 1, wenn auch mit 

wechselhaften Phasen des Kurvenverlaufs. Für die OCS in den restlichen Kon-

zentrationen 11,2-230,0 µg/ml kann jeweils ein zytotoxischer Effekt nachge-

wiesen werden. Generell wird mit einem steigenden Gehalt an Oxaliplatin der 

Abfall der gemessenen Impedanz zunehmend früher eingeleitet. Für die beiden 

Dosierungen von 180,0 µg/ml und 230,0 µg/ml ist nach ca. 12 Stunden das Ab-

sinken des CIn < 0,5 ersichtlich. Dieser pendelt sich bei rund 1/4 des Werts nach 

der 24-stündigen Kultivierung linear ein, ein vollständiger Verlust der Zellviabilität 

kann nicht belegt werden. 

In der direkten Gegenüberstellung zu den Langzeitversuchen der in vitro herge-

stellten OCS in der PDS (s. 3.2.3) stimmen diese zytotoxischen Effekte für alle 

Konzentrationen überein, lediglich bei dem Gehalt von 11,2 µg/ml des Chemothe-

rapeutikums in der D5W lässt sich zusätzlich eine zellschädigende Wirkung 

verzeichnen.  
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3.2.7 PIT (extern): CTB und SRB, HIPEC 30 Minuten und Langzeitversuch 
Die dargelegten Ergebnisse der RTCA-Experimente sind durch 2 unabhängige 

Versuche (CTB und SRB) vom PIT validiert worden. Es wurde hierzu kein Eigen-

anteil geleistet, allerdings sollen die Auswertungen in den Kontext dieser 

Dissertation als zusätzliche Überprüfung der selbsterhobenen Resultate mitein-

bezogen werden. 

 
Abbildung 21: PIT (extern): CTB und SRB, HIPEC 30 Minuten und Langzeitver-
such 
Versuche durch das PIT (keine eigenständige Datenerhebung): CTB (linke Gra-
fiken) und SRB (rechte Grafiken). Experimente an je 2 unterschiedlichen 
Zelllinien (Legende oberhalb): ovarielle Tumorzellen OAW42 (rote 
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Kolorierungen) sowie CRC-Zelllinie HT29 (blaue Kolorierungen). Modellsystem 
mit 3,15 × 105 Zellen pro Well in der 24-Well-Platte. HIPEC Simulation: 30 Minu-
ten, 42 °C (a und b) und kontinuierliche Exposition für 72 Stunden (c).  
X-Achse: normierte Kontrolle der Zellviabilität (viab. ctrl.), Positivkontrolle (+ ctrl.) 
und in vitro hergestellte OCS in der D5W (a), der PDS (b) sowie in MEM (c) je-
weils in den Konzentrationen 45,0 µg/ml, 90,0 µg/ml, 180,0 µg/ml und 
230,0 µg/ml. 
Y-Achse: Prozent der Zellviabilität (viability % ctrl.), schwarze Waagrechte mar-
kiert 50 %.  
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Verwendung von Triplikaten in 
3 unabhängigen Experimenten. 
Modifizierte Grafiken aus der Veröffentlichung: Seite 14, „Figure 4. Cell death 
after incubation of OAW-42 and HT29 cells with OX spiked into dextrose 5 % in 
water (D5W) or peritoneal dialysis solution (PDS) for 30 minutes at 42 °C and 
continuous exposure measured by end point assays.”, a-c (Löffler et al. 2019). 
 

In den grafischen Darstellungen zeigt die Positivkontrolle stets eine Abnahme der 

Zellviabilität auf wenige Prozente. Für die OCS in der D5W und in der PDS in den 

Konzentrationen 45,0-230,0 µg/ml kann sowohl der CTB als auch SRB für beide 

Zelllinien nach der 30-minütigen HIPEC Simulation im Mittel kein Unterschreiten 

der 50 % Marke nachweisen. Für die Langzeitversuche mit den OAW42 Zellen 

lassen sich hingegen für alle Dosierungen in MEM eine Zytotoxizität belegen. Bei 

der kontinuierlichen Exposition mit der CRC-Zelllinie HT29 trifft dies ebenfalls zu, 

allerdings erst ab der Konzentration 90,0 µg/ml und mit einer vergleichsweise 

schwächeren Sensitivität auf das Pharmakon.  
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3.3 Messung der pH-Werte 

Tabelle 8: Messung der pH-Werte 
Messung der pH-Werte mittels Glaselektrode nach vorangegangener Kalibrie-
rung. Endpunkt automatisch strikt oder manuell standardisiert nach Ablauf von 
einer Minute.  
Spalten: IPM: pre, 5 min., 10 min., 15 min., 20 min., 25 min. und 30 min. sowie in 
vitro hergestellte OCS in den Konzentrationen 11,2 µg/ml, 22,5 µg/ml, 45,0 µg/ml, 
90,0 µg/ml, 180,0 µg/ml, 360,0 µg/ml und 460,0 µg/ml. 
Zeilen: einzelne Patienten (Pat.) 1-9, MEM, PDS, D5W sowie OCS in der PDS 
und der D5W.  

IPM pre 5 min. 10 min. 15 min. 20 min. 25 min. 30 min. 
Pat. 1 8,73 8,38 8,55 8,55 8,62 8,38 8,87 
Pat. 2 8,85 8,72 8,59 8,65 8,62 8,93 8,42 
Pat. 3 8,71 8,59 8,57 8,45 8,84 8,62 8,58 
Pat. 4 8,80 8,65 8,76 8,85 8,74 8,64 8,59 
Pat. 5 8,51 8,47 8,72 8,57 8,44 8,69 8,47 
Pat. 6 8,58 8,48 8,47 8,48 8,53 8,58 8,68 
Pat. 7 8,51 8,31 8,48 8,38 8,43 8,29 8,29 
Pat. 8 8,70 

 
8,93 

 
8,89 

 
8,60 

Pat. 9 8,91 8,83 8,85 8,64 
 

MEM    7,67 
PDS    8,34 
D5W    5,09 

 

OX [µg/ml] 11,2 22,5 45,0 90,0 180,0 360,0 460,0 
OCS PDS 8,46 8,52 8,51 8,50 8,52 8,44 8,47 
OCS D5W 4,50 4,50 4,52 4,55 4,58 4,63 4,67 

 

Für das IPM der 9 Patienten ergeben sich sowohl interindividuell als auch inner-

halb der entnommenen Zeitkinetik keine maßgeblichen Unterschiede, die Werte 

liegen alle in einer Spanne von pH = 8,29-8,93. Die Kontrolle mit dem MEM ist in 

einem annähernd physiologischen Bereich. Für die PDS kann eine Mittelung der 

Proben insgesamt einen alkalischen pH-Wert nachweisen, während die Messun-

gen von der D5W vergleichsweise in einem sauren Milieu liegen. Auffallend ist 

hierbei eine strenge Korrelation: für die in vitro hergestellten OCS in der D5W 

wird mit der zunehmenden Konzentration von Oxaliplatin der pH-Wert schritt-

weise basischer.  
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3.4 AAS (extern): in vitro hergestellte OCS, HIPEC 30/60 Minuten 
 
 

 

 

Abbildung 22: AAS (extern): in vitro hergestellte OCS, HIPEC 30/60 Minuten 
AAS des Platingehalts mittels Grafitrohr, externe Analytik durch das MVZ 
Dr. Eberhard & Partner Dortmund (Auftragsnummer: STUD-2019-028). Die Vali-
dationsdaten für die Präzision der AAS-Methodik sind durch den mittleren 
Variationskoeffizienten des Intra-Assay ermittelt worden.   
Proben PRE = 2 ml der initialen Lösungen, nach der HIPEC Simulation (42 °C 
und 120 rpm) für 30 Minuten (linke Grafiken) und 60 Minuten (rechte Grafiken): 
Proben POST = 4 ml Überstand (nach vorheriger Zentrifugation) und Proben 
ZELLEN = Pellet aus 10,0 × 106 OAW42 Zellen in 2 ml Triton X-100 (nach vor-
herigem Waschschritt mit DPBS und einer Zentrifugation).  
X-Achse: in vitro hergestellte OCS in der PDS (a) und der D5W (b) jeweils in den 
Konzentrationen 22,5 μg/ml, 45,0 μg/ml, 90,0 μg/ml, 180,0 μg/ml und 
230,0 μg/ml. 
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Y-Achse: externe AAS-Messdaten des Platingehalts (OX-ASS), skalenadaptiert 
für die Proben PRE, POST (in den Grafiken oberhalb) und für die Proben 
ZELLEN (in den Grafiken unterhalb).  
 

Die extern ermittelten AAS-Messdaten des Platingehalts liegen jeweils für die 

beiden Kontrollen (PDS und D5W) unter der Nachweisgrenze. Allgemein ergibt 

sich für die analysierten Konzentrationen der OCS in der PDS im Vergleich zu 

der D5W jeweils eine geringere Abweichung zu den errechneten Zielwerten. 

Grundsätzlich haben die Proben POST der in vitro hergestellten OCS in der PDS 

einen höheren Gehalt des Platinderivats als die initialen Proben PRE. Ausnah-

men stellen dabei lediglich die Konzentrationen 22,5 µg/ml bei der halbstündigen 

HIPEC sowie 45,0 µg/ml bei der 60-minütigen HIPEC dar. Gegensätzlich verhält 

es sich für die Dosierungen in der D5W, bei denen die Werte der Proben PRE 

überwiegend über denen der Proben POST liegen. Abweichungen hiervon sind 

für die Konzentration 22,5 µg/ml bei beiden hyperthermen Verfahren ermittelt 

worden. Auffallende Differenzen zu dem angestrebten Gehalt des Platinderivats 

in den OCS ergeben sich v. a. für die klinischen Dosierungen von 180,0 µg/ml 

und 230,0 µg/ml. Während für die Lösungen mit einem geringen Gehalt an O-

xaliplatin verhältnismäßig exakte Konzentrationen nachgewiesen werden, heben 

sich diese insbesondere für D5W in den höher dosierten OCS ab. In diesem Zu-

sammenhang darf tendenziell nicht eine Schwäche der übermittelten AAS-

Messdaten ungenannt bleiben, da für die exakt identischen Lösungen teils ein 

abweichender Gehalt an Platin analysiert wurde.  

Die Resultate für die Proben ZELLEN weisen insgesamt nur einen geringen Pro-

zentsatz der ursprünglich eingesetzten Dosierungen des Chemotherapeutikums 

nach. In der Gesamtbetrachtung lässt sich ein Zusammenhang zwischen zuneh-

menden Konzentrationen der OCS und einem vermehrt nachgewiesenen Gehalt 

an Oxaliplatin in den Proben aufzeigen. Für die D5W ist dieser Effekt deutlicher 

ausgeprägt als für die PDS und insbesondere für die höheren Dosierungen ver-

stärkt erkennbar.  
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3.5 Durchflusszytometrie: OAW42 Zellen, HIPEC 30/60 Minuten 
 

 
Abbildung 23: Durchflusszytometrie: OAW42 Zellen, HIPEC 30/60 Minuten 
Durchflusszytometrie. Modellsystem mit 10,0 × 103 OAW42 Zellen pro Well in der 
96-Well-Platte. HIPEC Simulation: 30 Minuten (a) und 60 Minuten (b), 42 °C und 
30 rpm in der D5W (rote Kolorierungen), in der PDS (gelbe Kolorierungen) sowie 
in MEM (blaue Kolorierungen). 
X-Achse: FSC-A × (*) 103 (linke Grafiken) und jeweilige Flüssigkeiten (rechte Gra-
fiken).  
Y-Achse: ausgezählte Zellen (count) (linke Grafiken) und FSC-A Median × (*) 103 
(rechte Grafiken). 
Angabe der Werte aus unabhängigen Experimenten in Replikaten, Kennzeich-
nung mittels Sternchen (*) signifikanter Unterschiede durch Student’s t-Test, 
Bonferroni-Korrektur.  
Modifizierte Grafiken aus der Veröffentlichung: Seite 16, „Figure 5. Exposure of 
OAW-42 cells to D5W or PDS for 30 minutes at 42 °C leads to relevant cell shrink-
age and is enhanced after 60 minutes.”, a und b (Löffler et al. 2019). 
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Bei der hyperthermen Behandlung für 30 Minuten sind in die Auswertung insge-

samt rund 500 (MEM und D5W) bzw. über 350 (PDS) ausgezählte Zellen 

eingeflossen. Nach der halbstündigen HIPEC weist die Spitze des Histogramms 

ca. einen FSC-A = 105 × 103 für die Simulation in MEM auf. Daneben lässt sich 

eine signifikante Linksverschiebung zeigen: für die Zellgröße wird bei der Auf-

nahme in der D5W in etwa ein FSC-A = 82 × 103 gemessen, während diese in 

der PDS mit einem FSC-A = 79 × 103 geringfügig kleiner ausfällt.  

Die Verlängerung des hyperthermen Verfahrens auf 60 Minuten führt zu einer 

verringerten Anzahl von ausgezählten OAW42 Zellen und liegt insgesamt in ei-

nem Bereich von 250-275. Es ergibt sich für das MEM keine Änderung des FSC-

A im Vergleich zu der halbstündigen HIPEC, während sich die gemessene Zell-

größe bei der verlängerten Simulation in der D5W (ca. FSC-A = 67 × 103) und in 

der PDS (ca. FSC-A = 73 × 103) weiter deutlich verkleinert.  
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3.6 Mikroskopie: Höhe der OAW42 Zellschicht 

 

Abbildung 24: Mikroskopie: Höhe der OAW42 Zellschicht  
Mikroskopisch bestimmtes Maß der OAW42 Zellschicht nach der 24-stündigen 
Kultivierung.  
X-Achse: Modellsystem mit einer unterschiedlichen Anzahl von ausgesäten Zel-
len pro Well in der 96-Well-Platte: 12,5 × (*) 103, 20,0 × 103, 25,0 × 103, 35,0 × 103 
und 50,0 × 103.  
Y-Achse: mikroskopisch gemessene Höhe der Zellschicht in µm.  
Angabe der Mittelwerte (X̅) aus bis zu 2 unabhängigen Experimenten in Replika-
ten (n = 3 bzw. n = 6). Eingefügte Trendlinie (blau gestrichelte Gerade), Mittelwert 
für 50,0 × 103 OAW42 Zellen durch eine rote Schriftfarbe hervorgehoben. 
Modifizierte Grafik aus dem Supplement der Veröffentlichung: Seite 11, „Supp. 
Fig. 15 Assessment of the thickness of an OAW-42 cell layer seeded at different 
densities“ (Löffler et al. 2019). 
 

Aus der grafischen Darstellung lässt sich ableiten, dass eine annähernd lineare 

Korrelation zwischen der Anzahl von ausgesäten OAW42 Zellen und der sich 

daraus resultierenden Höhe der Zellschicht im Modellsystem besteht. Für die in 

dieser Dissertation verwendeten 50,0 × 103 Zellen pro Well ergibt sich ein aufge-

rundetes Maß der Dicke von ca. 95 µm nach der 24-stündigen Kultivierung. 
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3.7 RTCA: Caco2 Zellen, HIPEC 30 Minuten und Langzeitversuche 
 

 

 

Abbildung 25: Caco2 Zellen, HIPEC 30 Minuten und Langzeitversuche  
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RTCA-Experimente. Modellsystem mit 50,0 × (*) 103 (a und b) und 10,0 × 103 (c) 
Caco2 Zellen pro Well in der E-Plate 96. HIPEC Simulation: 30 Minuten, 42 °C 
und 50 rpm (a) und kontinuierliche Exposition mit hälftig MEM (b und c). 
Ohne Legende: Positivkontrollen (Triton X-100), Negativkontrollen (PDS), MEM, 
IPM der Patienten 1, 3 und 7: pre, 5 min., 10 min., 15 min., 20 min., 25 min. und 
30 min. sowie in vitro hergestellte OCS in der PDS in den Konzentrationen 
5,6 µg/ml, 11,2 µg/ml, 22,5 µg/ml, 45,0 µg/ml, 90,0 µg/ml, 180,0 µg/ml und 
230,0 µg/ml. 
X-Achse: Zeit in Stunden (h), 6-stündiges Intervall, Gesamtlaufzeit 24 Stunden 
(a) bzw. 96 Stunden (b und c).  
Y-Achse: CIn, gestrichelte Vertikale markiert CIn (0 h). 
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung, Anzahl der Replikate: 2-4.  
 

In den RTCA-Experimenten weist zunächst die eintägige Kultivierung einige Auf-

fälligkeiten auf. Während die OAW42 Zellen nach einem initialen Anstieg der 

gemessenen Impedanz nach wenigen Stunden ein stabiles Ausgangsniveau er-

reichen, ist bei den Caco2 Zellen wiederum ein sukzessiver Rückgang zu 

verzeichnen. Wenngleich es in der Anfangsphase zu einer steilen Zunahme des 

detektierten CIn kommt, fällt dieser nach Erreichen einer Spitzenbildung progre-

dient ab. Lediglich bei der Verwendung von 10,0 × 103 Zellen pro Well scheint 

dieser Effekt nicht in dem Maße ausgeprägt zu sein. Im weiteren Verlauf sind 

nach Hinzugabe der Proben aufgrund der hohen Variabilität der Ergebnisse, eine 

Analyse und Auswertung, trotz einer Variation in der Zellzahl und der Länge der 

Expositionszeit, nicht möglich. Es konnten daher keine Rückschlüsse auf etwaige 

zytotoxische Effekte gezogen werden.  

Insgesamt lässt sich somit für diese RTCA-Experimente festhalten, dass das 

etablierte Modellsystem für die Caco2 Zellen nicht zielführend ist.  
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4 Diskussion 
 

4.1 Methoden 
Die Grundlagen für die Modellierungen und Methodiken wurden von Löffler et al. 

etabliert, nachdem bislang überwiegend Tiermodelle für präklinische Forschun-

gen eingesetzt wurden (Gremonprez et al. 2016; Löffler et al. 2017). Im 

Allgemeinen muss bei den impedanzbasierten Experimenten der RTCA berück-

sichtigt werden, dass aufgrund der sich am Boden der E-Plate 96 befindlichen 

Goldelektroden ein erfassbares Ereignis vornehmlich auf den vollständigen Ver-

lust bis zur untersten Zellschicht ausgerichtet ist. Demzufolge lassen sich 

Teileffekte nicht mit ausreichender Sicherheit verwerten. Nichtsdestotrotz ermög-

licht die RTCA die Vitalität der malignen Zellen nach der zytotoxischen 

Intervention detailliert und kontinuierlich zu detektieren. Das verwendete Modell-

system bildet zudem die Leitidee der HIPEC als einen lokalen Therapieansatz 

ab, da die ca. 95 µm dicke OAW42 Zellschicht direkt mit den OCS exponiert ist. 

Somit werden die intraoperativen Gegebenheiten einer topischen Applikation mit 

hohen Konzentrationen des Pharmakons am Wirkungsort nahezu realistisch dar-

gestellt.  

Bei dem dynamischen Modellsystem besteht trotz Standardisierungen eine ein-

geschränkte Reproduzierbarkeit der Versuche. Letztlich hätte eine mehrmalige 

Wiederholung der Experimente die interne Validität erhöht. Wesentliche Faktoren 

dieser interexperimentellen Heterogenität werden durch fehlerbehaftete Pro-

zesse während der Labortätigkeit (bspw. keine homogene Vermischung der 

einzelnen Proben oder ein Zellverlust bei der Benutzung von Einwegsieben) her-

vorgerufen. In diesem Zusammenhang muss trotz einer akkuraten Arbeitsweise 

einschränkend bemerkt werden, dass es beim Befüllen der Wells mit den OCS 

teilweise zu Unterschieden in der Expositionsdauer von einigen Minuten kam. 

Entsprechend waren auftretende Verzögerungen unvermeidlich, die zu Auswir-

kungen auf die Einwirkzeit zwischen den verschiedenen Wells beigetragen und 

damit die Wirksamkeit des Zytostatikums beeinflusst haben könnten. Während 

diese Faktoren für die kontinuierlichen Langzeitversuche nahezu nicht von 
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Relevanz sind, könnte dies umso mehr für die kurzzeitige HIPEC Behandlung 

von Bedeutung sein.  

Weiterhin lassen sich im Hinblick auf die Pharmakologie von Oxaliplatin in den 

Trägerlösungen Abgrenzungen zu den Bedingungen im Labor ziehen. In Anbe-

tracht vermuteter, wechselseitiger Reaktionen steht im Vergleich zu der länger-

fristigen Aufbewahrung der vorbereiteten Proben im Labor die erst unmittelbar 

intraoperativ vorgenommene Durchmischung der Substanzen während der klini-

schen HIPEC. 

In Bezug auf die Hyperthermie während der HIPEC Simulation ergeben sich 

ebenfalls Unterschiede bei der im Labor umgesetzten Behandlung, da hier er-

hebliche Temperaturschwankungen auftreten: Die Vorbereitungen unter der 

Sicherheitswerkbank wurden bei Raumtemperatur, das durchgeführte HIPEC 

Verfahren mit 42 °C sowie die nachfolgende Messung der RTCA bei Inkubation 

mit 37 °C vorgenommen. Im Gegensatz zu diesen Modellbedingungen findet 

während dem Operationsverfahren in vivo eine vorherige Erwärmung des Spül-

kreislaufs statt und erst bei Erreichen einer konstanten Temperatur erfolgt die 

Zugabe des Chemotherapeutikums. Der Transfer dieser Anwendung ist unter La-

borbedingungen nicht praktikabel. Die E-Plate 96 mit den OCS benötigt eine 

gewisse Zeit für die Angleichung der beschriebenen Temperaturdifferenzen, da 

nur eine indirekte Wärmeübertragung vorliegt. Während vor dem Messbeginn der 

RTCA eine 10-minütige Pause eingelegt wurde, konnte dies für das HIPEC Ver-

fahren im Inkubationsschüttler nicht umgesetzt werden. Womöglich kann diese 

Schwäche einer Wärmeadaption bzw. mangelnden effektiven Hyperthermie 

durch Argumente der gering verwendeten Volumina sowie dem grundsätzlich 

fehlenden eindeutigen Nutzen der Temperaturerhöhung bei einer Simulation 

ex vivo entkräftet werden. 

Eine andere Limitation der HIPEC unter Laborbedingungen liegt in der Variabilität 

der beiden operativen Verfahrenstechniken (Sugarbaker and Van der Speeten 

2016). Die Modellierung kann am besten mit einer geschlossenen HIPEC vergli-

chen werden, da die Behandlung der Zellen mit den OCS unter einer gedeckelten 

Platte in einer Folienverpackung simuliert wurde. Möglicherweise fallen dadurch 

insbesondere Wärmeeffekte an, welche die Konzentrationen von Oxaliplatin 
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(vorrangig 180,0 µg/ml bzw. 230,0 µg/ml) mit beeinflussen könnten. Es bleibt 

spekulativ, ob die Variante eines offenen Simulationsverfahrens unter Laborbe-

dingungen zu einer veränderten Wirksamkeit der Behandlung geführt hätte, wie 

es für Tierversuche publiziert wurde (Facy et al. 2015; Ortega-Deballon et al. 

2010). 

Darüber hinaus ergaben sich technische Probleme bei der Entfernung des Inhalts 

aus den einzelnen Wells nach der HIPEC ex vivo, die trotz Optimierungsversu-

chen (u. a. die Arbeitstechnik des Pipettierens oder Zentrifugierens) nicht zu 

vermeiden waren. Explizit ist hierbei der ausgeprägte Zellverlust nach der hyper-

thermen Behandlung von 60 Minuten mit den OCS in der D5W zu nennen 

(s. 3.2.5), welcher eine adäquate Interpretation der erhaltenen Daten nicht er-

möglichte. Dies stellt eine entscheidende Einschränkung für die Versuchs-

durchführung dar. 

Schließlich sind als bedeutende Einflussgröße die verwendeten Tumorzellen per 

se anzuführen. Es ist anzumerken, dass bei dem Zellverband aus der Kultivie-

rung gegenüber dem Tumorgewebe eine verminderte inter- und extrazelluläre 

Matrix vorhanden ist. Dadurch lässt sich ein idealisiertes Modellsystem im Ver-

gleich zu den Realbedingungen schaffen, das durch optimierte Bedingungen mit 

einer überschätzten Diffusion oder veränderten Druckverhältnissen verbunden 

sein könnte. Darüber hinaus verändern sich die allgemeinen Eigenschaften in-

nerhalb einer stabilen Kultur mit fortlaufender Passagenummer (Briske-Anderson 

et al. 1997; Sambuy et al. 2005). Hierdurch kann eine Selektion von malignen 

Zellen mit der besten Adaption ans Überleben und mit Resistenzen stattfinden. 

Für die ovarielle Tumorzelllinie können sich deshalb nicht nur variable Empfind-

lichkeiten auf das Chemotherapeutikum ergeben, sondern auch geringe 

Abweichungen bez. der Zellschichtdicke. Entsprechende Varianzen innerhalb 

der insgesamt hohen Platinsensitivität der OAW42 Zellen sowie der notwendigen 

Eindringtiefe des Zytostatikums stehen mit direkten Folgen für die Wirksamkeit 

der HIPEC im Zusammenhang (Hills et al. 1989; Roberts et al. 2005). Anderer-

seits werden auf diese Weise relativ wirklichkeitsnah die in vivo Gegebenheiten 

bei peritonealen Malignitäten wiedergegeben. Ferner führte die 24-stündige Kul-

tivierung in den Experimenten beständig zu einem reproduzierbaren Korridor für 
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die gemessene Impedanz, weswegen einige angesprochenen Einflussfaktoren 

als potenziell nachrangig eingeschätzt werden können. Durch die anschließende 

Normierung des CI wurde zudem eine interexperimentelle Vergleichbarkeit her-

gestellt.  

Die etablierte Modellierung ist mit der zusätzlichen Zelllinie Caco2 untersucht 

worden, um einen Bezug auf die aktuelle Studienlage der HIPEC auf Grundlage 

(von PM) des CRC herzustellen. Wie im Rahmen dieser Dissertation nachgewie-

sen wurde, scheint diese Zelllinie für das verwendete Modellsystem mit der 

RTCA nicht geeignet. Hierbei spielt insbesondere das nach der eintägigen Kulti-

vierung erreichte Niveau der Impedanz eine wesentliche Rolle, zumal nur 

ausreichend hohe und reproduzierbare Werte eine klare Interpretation erlauben. 

Auch nach der HIPEC Simulation waren die Ergebnisse der durchgeführten Ver-

suche nicht erschließbar. Die Problematik in der Methodik mit den Caco2 Zellen 

beruht wahrscheinlich auf der Art und Weise ihres Wachstumsverhaltens, wie 

sich entsprechend in mikroskopischen Aufnahmen herausstellte: Ab einer be-

stimmten Anzahl von Zellen ist eine flächige Konfluenz erreicht worden, die 

allerdings durch vereinzelte Haufenbildungen charakterisiert und demnach kont-

rär zu der gleichmäßigen Schichtdicke der OAW42 Zellen ist. Untersuchungen 

an individuellen Patientenproben von verschiedenen peritoneal disseminierten 

Tumoren konnten ohnedies in vitro keinen Unterschied in der Sensitivität des zy-

totoxischen Wirkstoffprofils von Oxaliplatin zwischen dem Ovarialkarzinom und 

dem CRC mit PM aufzeigen (Mahteme et al. 2008). 

 

 

4.2 Einordnung der Ergebnisse 
Das IPM wurde bereits in publizierten Langzeitversuchen mittels RTCA charak-

terisiert (Löffler et al. 2017). Die erhaltenen zytotoxischen Eigenschaften konnten 

erneut in der Dissertation belegt werden. In der Folge stellten Untersuchungen 

unter realitätsnahen HIPEC Bedingungen das primäre Ziel dar. Aus den erhobe-

nen Daten lässt sich festhalten, dass eine kurzzeitige Simulation der 

hyperthermen Behandlung bei 2/3 der untersuchten Patienten zu keiner mess-

baren Abnahme des CIn unter 50 % innerhalb von 72 Stunden führte. Eine 
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Verlängerung der Expositionsdauer auf 60 Minuten ist mit einem deutlich stärke-

ren Verlust der Impedanz verbunden. Allerdings wurde dieses Kriterium nicht für 

alle Patienten erfüllt und es finden sich nennenswerte Unterschiede innerhalb 

des IPM und der verschiedenen Zeitpunkte der Proben. Dennoch wird die Repli-

zierbarkeit einer zellschädigenden Wirksamkeit dadurch unterstrichen, dass 

diejenigen OCS, die bereits nach einer 30-minütigen HIPEC Simulation eine Zy-

totoxizität zeigen, diese auch nach Verlängerung der Behandlungsdauer auf eine 

Stunde aufweisen. Vor diesem Hintergrund der Zeitkinetik als einen wesentlichen 

Einflussfaktor lassen sich ebenfalls die Experimente mit einer kontinuierlichen 

Exposition auf den OAW42 Zellen ohne die für die HIPEC charakteristische Hy-

perthermie interpretieren. Für alle OCS konnte in diesen Langzeitversuchen das 

Unterschreiten der 50%igen Impedanz nachgewiesen werden. Neben der Ver-

weildauer steht auf dieser Grundlage vornehmlich die Eindringtiefe von 

Oxaliplatin als ein maßgebliches Element zur Diskussion, zumal die laut Literatur 

angegebene Diffusionsstrecke des Platinderivats (1-2 mm ohne Angabe der Ge-

webeart und der hierfür benötigten Zeit) den ca. 95 µm exponierten Zellverband 

des Modellsystems um ein Vielfaches überschreitet (Sugarbaker and Van der 

Speeten 2016). Dies würde auch eine Erklärung für die Ergebnisse der RTCA-

Experimente mit einer Wirkungsverstärkung nach einer längeren Kontaktzeit und 

niedrigeren Dosierungen von Oxaliplatin liefern. Ergänzend lassen die Untersu-

chungen von Forsythe et al. in diesem Zusammenhang darauf hindeuten, dass 

eine kurzzeitige Expositionszeit nicht durch die Verwendung von höheren Kon-

zentrationen des Chemotherapeutikums ausgeglichen werden kann (Forsythe et 

al. 2020). Somit könnte die verbesserte Wirksamkeit der HIPEC durch eine län-

gere (intraperitoneale) Verweildauer von Oxaliplatin potenziell erreicht werden, 

wie auch in Experimenten an CRC Zellen belegt werden konnte (Kirstein et al. 

2008). 

Abgesehen von der Penetration des Pharmakons lassen sich durch die Langzeit-

versuche der OCS auch Rückschlüsse auf die minimale effektive Dosierung 

treffen. Demnach reichen nur etwa 5-10 % der nach den gängigen Protokollen 

verwendeten Konzentrationen aus, um bei einer kontinuierlichen Exposition den 

CIn auf unter die Hälfte zu reduzieren. Die erhobenen RTCA-Experimente zeigen 
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dabei eine strenge Dosisabhängigkeit: Ein steigender Gehalt an Oxaliplatin ist 

mit einem schnelleren eintretenden Rückgang der Impedanz verbunden. Dies 

lässt darauf schließen, dass die Wirkstoffkonzentration ein weiterer entscheiden-

der Einflussfaktor auf die Effektivität der HIPEC darstellt. Vorranging sind in 

diesem Zusammenhang die intraoperativen Dosierungen in Anlehnung an das 

Protokoll der AVT (mittlere Konzentration 93,7 μg/ml) sowie an die PRODIGE 7 

Studie (460 mg/m2 für das offene Verfahren bzw. 360 mg/m2 für die geschlossene 

HIPEC Technik in 2 l/m2) anzuführen (Löffler et al. 2017; Quenet et al. 2021). 

Folglich ergibt sich theoretisch ein deutlich höherer Gehalt des verwendeten Pla-

tinderivats in der PRODIGE 7 Studie im Vergleich zu dem des gemessenen IPM 

der AVT. Daran anknüpfend ist die Tatsache wichtig, dass für die OAW42 Zellen 

die Konzentration für die Empfindlichkeit gegenüber Oxaliplatin 0,05 µM beträgt 

und demnach dieser Wert nach den klinischen Protokollen um ein Vielfaches 

überschritten wird (Roberts et al. 2005). Dieser Umstand sollte bez. der Sensiti-

vität der Tumorzelllinie für das eingesetzte Chemotherapeutikum beachtet 

werden. Im Übrigen wurde in anderen bereits veröffentlichten HIPEC Versuchen 

in vitro ein vergleichbarer Dosisbereich ausgewählt (Ubink et al. 2019). Durch die 

erhobenen AAS-Untersuchungen konnte generell eine Qualitätsprüfung der her-

gestellten Konzentrationen der OCS erreicht werden.  

Letztere Versuche zeigen ferner, dass die HIPEC Dauer bei der Verwendung von 

der PDS prinzipiell keine Veränderungen auf den nachgewiesenen Gehalt an O-

xaliplatin im Zellpellet zu bewirken scheint, obwohl die dargelegte Dosis-

abhängigkeit auf einen Konzentrationsgradienten hindeutet. Für die D5W stellt 

sich diese ebenfalls ein und die Verlängerung der hyperthermen Behandlung auf 

eine Stunde führt zu einer verstärkten Zunahme der Konzentrationen an Platin 

im Zelllysat bei den OCS ab 90,0 µg/ml. Spekulativ können folgende Gründe hier-

für herangezogen werden: der gemeinsame Membrantransport von Oxaliplatin 

und Glukose ohne eine erkennbare Sättigungskinetik oder die intrazelluläre Bin-

dung des Platinderivats in vermehrt durch D5W vorgeschädigten Zellen 

(s. RTCA-Experimente nach der 60-minütigen HIPEC). Die Aspekte der dosisab-

hängigen Penetration stimmen mit denen von Elias et al. ebenfalls mit der AAS 

erhobenen Erkenntnissen zur Pharmakokinetik der oxaliplatinhaltigen HIPEC 
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überein, da die gemessenen Konzentrationen des Pharmakons im Gewebe mit 

zunehmender Wirkstoffmenge anzusteigen scheint (Elias et al. 2002a). 

Darüber hinaus zeichnet sich die HIPEC als eine lokale Chemotherapie unter 

hyperthermen Bedingungen aus, welche neben einer postulierten direkten Zyto-

toxizität und metabolischen Veränderungen auf zellulärer Basis unmittelbare 

Wirkungen auf die Pharmakologie von Oxaliplatin haben. Wie bereits in der Lite-

ratur dargelegt wird, könnten diese Temperatureffekte insbesondere bei einer 

verlängerten HIPEC Dauer auf eine Stunde zum Tragen kommen und die Wirk-

samkeit des Platinderivats zusätzlich verstärkt haben (Helderman et al. 2020; 

Piche et al. 2011; Rietbroek et al. 1997; Urano and Ling 2002). Hierin kann eine 

weitere Begründung für die erhöhte zytotoxische Wirkung der OCS nach der 60-

minütigen hyperthermen Simulation in den RTCA-Versuchen liegen.  

Dessen ungeachtet bleibt die Frage offen, warum sich für die in vitro hergestellte 

OCS mit der Konzentration 90,0 µg/ml in der PDS und in der D5W nach der 30-

minütigen HIPEC Simulation keine zellschädigende Wirksamkeit nachweisen 

lässt, obgleich die Patientenproben mit einem annähernd identischen Gehalt des 

Platinderivats zum Teil ein konträres Verhalten aufzeigen. Dieser Aspekt sowie 

die Varianz der zytotoxischen Eigenschaften innerhalb des IPM kann bedingt 

dadurch erklärt werden, dass es sich um in vivo entnommenes Material handelt, 

das in direktem Kontakt mit dem Peritonealraum stand. Hinsichtlich der komple-

xen Behandlung der HIPEC mit ihren vielfältigen Komponenten finden sich dabei 

für jeden Patienten individuelle Faktoren vor. Hierzu gehört u. a. der pH-Wert. 

Etwa die übersäuerte Mikroumgebung der Malignität kann einen entscheidenden 

Einfluss auf eine Resistenz gegenüber den Chemotherapeutika haben (De Milito 

and Fais 2005). Die Messung der pH-Werte des IPM konnte diesbezüglich rele-

vante Schwankungen zwischen den Patienten widerlegen. Vielmehr scheint die 

Wahl der Trägerlösung selbst von Relevanz zu sein, da erhebliche Unterschiede 

zwischen den Proben nachgewiesen wurden. Das IPM sowie die in vitro herge-

stellten OCS in der PDS weisen tendenziell alkalische Werte auf. Beachtenswert 

ist, dass die chloridhaltige Lösung Abweichungen zwischen dem selbst erhobe-

nen Wert (pH = 8,34) und dem der gebrauchsfertigen Herstellerangaben 

(pH = 7,40) offenbart. Oxaliplatin in den jeweiligen Dosierungen hatte darauf 
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keine nennenswerten Auswirkungen. Im Gegensatz hierzu ist für die D5W im 

Gesamtbild ein saures Milieu gemessen worden. Auffällig ist eine Korrelation zwi-

schen einer zunehmenden Konzentration des Platinderivats und einem höheren 

pH-Wert, das auf Wechselwirkungen der beiden Substanzen hindeuten könnte.  

Einer zentralen Bedeutung kommt demnach der komplexen Pharmakologie von 

Oxaliplatin zu. Das Chemotherapeutikum reagiert sowohl im Blutkreislauf in kur-

zer Zeit mit verschiedenen Biomolekülen als auch in den unterschiedlichen zur 

Verdünnung verwendeten HIPEC Trägerlösungen (Graham et al. 2000; 

Jerremalm et al. 2004; Luo et al. 1999; Mehta et al. 2015; Pendyala and Creaven 

1993). In der Literatur werden dabei mögliche Reaktionen mit der Bildung von 

(in)aktiven Intermediaten diskutiert (Jerremalm et al. 2004; Löffler et al. 2017; 

Mehta et al. 2015). Bei der Lösung des Pharmakons in chloridhaltige Flüssigkei-

ten wie der PDS werden vorherrschende Produkte aus Natriumbikarbonat und 

Platin gemutmaßt (Löffler et al. 2017). Für diese aktiven Metaboliten werden er-

haltene oder gar erhöhte zytotoxische Eigenschaften angenommen (Löffler et al. 

2017; Mehta et al. 2015). Ob sich in diesem Zusammenhang auch eine Erklärung 

für die beobachtete Kinetik der vermehrt zellschädigenden Effekte für das IPM 

kurz nach dem Hinzufügen von Oxaliplatin finden lässt, bleibt offen.  

Gegenteilig verhält es sich für das Chemotherapeutikum in der D5W, für das in 

Untersuchungen eine gewisse Stabilität durch die Bildung von Assoziationskom-

plexen bei hohen Konzentrationen des Platinderivats aufgezeigt wurde und u. U. 

chemisch inerte Eigenschaften erklären könnte (Di Pasqua et al. 2011; Eiden et 

al. 2009). Diese Aspekte lassen sich durch die erhobenen RTCA-Experimente 

dahingehend stützen, dass für die OCS in der PDS nach einer halbstündigen 

HIPEC Behandlung eine zellschädigende Wirksamkeit eintrat, wohingegen für 

die D5W keine Zytotoxizität detektiert wurde. Es sollte allerdings die erhöhte Re-

liabilität der Messwerte v. a. für die Dosierung von 180,0 µg/ml in der D5W 

Beachtung finden. Nichtsdestoweniger bleiben die genauen inhaltlichen Be-

standteile sowie das gegenseitige Verhalten in der zusammengesetzten 

Wirkstofflösung weitestgehend unbekannt. Speziell für das Platinderivat ist nicht 

näher eruiert, welcher Anteil sich in Komplexe umwandelt, obgleich bei der 

HIPEC sich nur rund 10-15 % der ursprünglichen Substanz nachweisen ließ 
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(Löffler et al. 2017). Als tragender Wirkmechanismus ist dabei der DACH-Ligand 

näher erforscht (Raymond et al. 1998; Rixe et al. 1996). Diese reaktive Gruppe 

von Oxaliplatin geht Bindungen (mitunter die Interaktion mit der DNA) ein und 

könnte das inerte und potenziell atoxische Platin-Molekül hinterlassen. Gleich-

wohl steht auch der Einfluss eines immunologisch vermittelten Zelltods noch zur 

Klärung aus (Stojanovska et al. 2019; Tesniere et al. 2010). Diese nicht ausge-

schlossene Aktivierung einer Immunantwort wäre allerdings in dem verwendeten 

Modellsystem nicht abgebildet und könnte eine Ursache für die dargestellten Ein-

schränkungen der oxaliplatinbasierten HIPEC sein. 

Ungeachtet der von den Herstellern angegebenen (theoretischen) Osmolarität 

liegt ein Unterschied der beiden Trägerlösungen in ihrem Anteil an wasserfreier 

Glukose: Während für die D5W ein Gehalt von 50,0 g/l aufgeführt wird, beinhaltet 

die PDS neben zusätzlichen zahlreichen Elektrolyten im direkten Vergleich 

22,7 g/l. Grundsätzlich erzeugt Glukose durch die Hypertonizität einen osmoti-

schen Gradienten, welcher aufgrund der zellulären Homöostase einen Ausgleich 

durch Flüssigkeitsverschiebungen anstrebt. Dabei kommt es zu einem Efflux aus 

der Zelle, der wiederum zu einer Verringerung des Zellvolumens führt (Alfieri and 

Petronini 2007). Um die Eigenschaften der OAW42 Zellen während der HIPEC 

näher aufzuschließen, wurde die Zellgröße mittels der Durchflusszytometrie be-

stimmt. Wie anhand der Histogramme deutlich wird, reicht eine halbstündige 

Exposition bei 42 °C aus, eine signifikante Zellschrumpfung im Vergleich zu den 

unbehandelten Zellen in MEM zu verursachen. Die Verminderung der Zellgröße 

wurde durch eine 60-minütige HIPEC Simulation weiter verstärkt. Das Ausmaß 

der intrazellulären Volumenreaktion lässt sich vermutlich auf den unterschiedli-

chen Gehalt an Glukose als treibende Kraft zurückführen. Dennoch ergab sich 

für die D5W mit einem höheren Anteil an wasserfreier Glukose als die PDS keine 

relevante Differenz in der Zellgröße nach der halbstündigen hyperthermen Be-

handlung. Möglicherweise ist die Verlängerung um zusätzliche 30 Minuten 

wesentlich, damit diese Effekte bei den verwendeten dextrosehaltigen Flüssig-

keiten verstärkt zum Tragen kommen. Eine Erklärung hierfür lässt sich potenziell 

daraus ableiten, dass eine schnelle Anpassung an die hyperosmolare Stresssi-

tuation über frühe Regulationsmechanismen mittels Ionentransporte über die 
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Zellmembran gewährleistet wird (Alfieri and Petronini 2007). Diese Kompensa-

tion der Zelladaption könnte jedoch durch das Fehlen von Elektrolyten in der 

D5W im Gegensatz zu der PDS nicht erfolgen. Schließlich kann es durch die 

etwaigen Flüssigkeitsverschiebungen auch zu Beeinträchtigungen der ge-

wünschten Diffusion von Oxaliplatin in die Zelle kommen. Obgleich dieser Aspekt 

noch unzureichend geklärt ist, wäre hierdurch eine Abschwächung der Wirkung 

folglich denkbar. Darüber hinaus liefern die Ergebnisse der Durchflusszytometrie 

möglicherweise auch einen Erklärungsansatz für die Einschränkungen der 

RTCA-Untersuchungen bei der 60-minütigen HIPEC Exposition mit Oxaliplatin in 

der D5W, bei welchen ein massiver Verlust der adhärenten OAW42 Zellen zu 

beobachten war.  

In der Zusammenarbeit mit dem PIT wurden die erhobenen Daten der RTCA-

Versuche durch 2 weitere, unabhängige Experimente (CTB und SRB) validiert. 

Grundsätzlich bestätigten diese Untersuchungen die zuvor erhaltenen Resultate: 

In beiden Trägerlösungen hat die 30-minütige HIPEC mit Oxaliplatin keinen Zell-

tod innerhalb von 3 Tagen zur Folge. Im Gegensatz dazu lässt sich bei einer 

dauerhaften Exposition auf den ovariellen Tumorzellen eine konstante Verringe-

rung ihrer Lebensfähigkeit feststellen. Neben den OAW42 Zellen wurde zu-

sätzlich die in das NCI-60 aufgenommene CRC-Zelllinie HT29 verwendet 

(Shoemaker 2006). Die Sensitivität gegenüber Oxaliplatin wird hierbei mit der 

Konzentration 72,44 µmol/l angegeben, die zu einer 50%igen Verringerung der 

gemessenen Proteine führt (Kim et al. 2012). Dieser Wert steht in Kontrast zu 

dem der malignen ovariellen Zellen (0,05 µM) (Roberts et al. 2005). Die unter-

schiedliche Empfindlichkeit auf Platin spiegelt sich auch in den Ergebnissen 

wider, da die OAW42 Zellen im Vergleich zu den HT29 einen tendenziell stärke-

ren Verlust der Zellviabilität aufweisen. Die Unterschiede zwischen den 

Versuchsdurchführungen sind, dass in den RTCA-Experimenten die höchste 

Konzentration von Oxaliplatin (230,0 µg/ml) in der PDS zu einer Abnahme des 

CIn < 0,5 führte, wohingegen im CTB und SRB dies nicht erreicht wurde. Dies 

kann zum einen mit der Genauigkeit der einzelnen Assay zusammenhängen oder 

zum anderen durch die unterschiedliche Handhabung der Methodik erklärt wer-

den. Dennoch sind die Daten mit den Ergebnissen der RTCA vergleichbar, 
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sodass den chloridhaltigen Lösungen nach der 30-minütigen HIPEC Simulation 

verhältnismäßig stärkere zytotoxische Eigenschaften zugeschrieben werden 

können. 

 

 

4.3 Einordnung der Studienlage 
Allgemein sind Modellsysteme sowie die unter Laborbedingungen erhobenen 

Resultate simplifizierend und können die Realität entsprechend nur bedingt ab-

bilden. Daher sind diese bereits vorab gesondert diskutiert worden 

(s. 4.1 und 4.2). Gleichwohl ist die Einordnung in den Forschungskontext essen-

ziell und unabdingbar. Im Rahmen dieser Dissertation war es möglich, eine 

Verknüpfung zu der aktuellen Studienlage hinsichtlich des ungeklärten Zuge-

winns einer oxaliplatinbasierten HIPEC herzustellen und wesentliche Erkennt-

nisse zu dieser wissenschaftlichen Fragestellung beizutragen.  

Von grundlegendem Stellenwert für die Etablierung des multimodalen Behand-

lungskonzepts bei PM des CRC ist die prospektive und randomisierte Phase-III-

Studie von Verwaal et al. aus dem Jahr 2003, welche für die CRS und HIPEC 

(90 Minuten mit Mitomycin C bei 40 °C) im Vergleich zu der alleinigen intravenö-

sen Chemotherapie (Fluorouracil-Leucovorin) eine durchschnittlich doppelt so 

hohe Gesamtüberlebensrate belegen konnte (Verwaal et al. 2003; Verwaal et al. 

2008). Trotz der hervorzuhebenden Bedeutung für das Therapieergebnis dieser 

selektiven Patienten sollte nicht unberücksichtigt bleiben, dass das Studiende-

sign keine getrennte Bewertung der beiden Methodiken CRS und HIPEC zuließ 

(Yurttas et al. 2020). Darüber hinaus sollte zudem kritisch angemerkt werden, 

dass eine breite Heterogenität der Malignitäten eingeschlossen und ein überhol-

tes Protokoll der systemischen Chemotherapie für die Kontrollgruppe verwendet 

wurde (Yurttas et al. 2020).  

Während sich das hypertherme Verfahren daher vorrangig als klinische Thera-

pieoption beim fortgeschrittenen CRC integrieren konnte, steht nach dem 

gegenwärtigen Forschungsstand ihre grundsätzliche Bedeutung in Frage und in-

ternational zur Diskussion aus. Unweigerlich werden die CRS und HIPEC seit 

ihrer Etablierung miteinander praktiziert, weshalb es an einer exakten 
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Trennschärfe beider Behandlungsmethoden mangelt. Ungeklärt bleibt demnach 

die Kernfrage, ob das hypertherme Verfahren (mit Oxaliplatin) im Allgemeinen 

einen Zugewinn oder eher eine untergeordnete, wenn nicht gar nachteilige, Ein-

flussnahme mit sich bringt. 

Von höchster Relevanz ist in diesem Zusammenhang die Publikation der franzö-

sischen Phase-III-Studie PRODIGE 7, die keinen Vorteil im medianen Gesamt-

überleben für Patienten mit PM des CRC nach einer 30-minütigen HIPEC mit 

Oxaliplatin im Vergleich zur alleinigen CRS nachweisen konnte (Quenet et al. 

2021). In dieser randomisierten, multizentrischen Untersuchung wurde somit 

nicht nur der unabhängige Nutzen einer additiven HIPEC zur chirurgischen Vor-

gehensweise (beim CRC) widerlegt, sondern auch eine erhöhte Komplikations-

rate (Grad III und höher) sowie längere Krankenhausaufenthalte in dieser Gruppe 

beobachtet (Quenet et al. 2021). Die Mortalität und Morbiditätsrate waren annä-

hernd vergleichbar zu den Angaben in der anderweitigen Literatur (Glockzin et 

al. 2013). 

Vor der eigentlichen Veröffentlichung wurden die vorläufigen Resultate der 

PRODIGE 7 Studie intensiv diskutiert und bereits vielfache technische und me-

thodische Kritikpunkte vorgebracht (Ceelen 2019). Insbesondere das Studien-

design mit Schwächen bez. der statistischen Power ist bemängelt worden, da die 

Grundannahme eines mittleren Zugewinns des Gesamtüberlebens von 30 Mo-

nate auf 48 Monate allein durch die HIPEC und damit ihre generelle 

Bedeutsamkeit überschätzt wurde (Liberale et al. 2019). Zudem merken die Au-

toren der PRODIGE 7 Studie im Diskussionsteil ihrer Publikation die Auswahl des 

primären Endpunkts, das Vorhandensein von Cross-over zwischen den beiden 

Gruppen, die fehlende Möglichkeit einer Auswertung des RAS- bzw. BRAF-

Mutationsstatus sowie die eingeschränkte Angabe der Tumorlokalisation an 

(Quenet et al. 2021). Ungeachtet dessen wird neben dem langjährigen Rekrutie-

rungsprozess der Einschluss von Patienten mit einem hohen PCI bis 25 

zurückhaltend betrachtet, da für das Ausmaß der peritonealen Beteiligung vom 

CRC bereits ein PCI über 15-17 mit einer schlechten Prognose assoziiert ist 

(Elias et al. 2014; Goere et al. 2015). Allerdings ist für die PRODIGE 7 Studie der 

mediane PCI mit 9 bzw. 10 angegeben, der wiederum für das Übertreffen der 
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erwarteten Prognose durch das Therapieschema mitverantwortlich sein kann 

(Quenet et al. 2021). Darüber hinaus wird jedoch eine Ursache für den nicht vor-

teilhaften Ausgang der HIPEC Gruppe in der prozentual schlechter erreichten 

CCR begründet liegen, welche nachweislich mit einem verminderten Gesamt-

überleben korreliert (Hallam et al. 2019). Weiterführend kann die (neo)adjuvante 

bzw. perioperative Chemotherapie angezweifelt werden. Im pharmakologischen 

Kontext zeigt eine intravenöse Monotherapie mit Oxaliplatin beim CRC nur be-

grenzte Ansprechraten (Becouarn et al. 1998). Da ein kombiniertes Chemo-

therapieschema intraabdominal kaum praktikabel ist, werden die gängigen 

HIPEC Protokolle mit einer begleitenden Systemtherapie ergänzt (in der Regel 

5-Fluorouracil-Leucovorin). Dieses bidirektionale Verfahren kann beim fortge-

schrittenen CRC trotz einer nachgewiesenen Verbesserung der Ansprechraten 

und dadurch der Therapieergebnisse unter der Annahme einer peritonealen 

Plasmabarriere grundsätzlich angezweifelt werden (Andre et al. 2004; de 

Gramont et al. 2000; Giacchetti et al. 2000; Jacquet and Sugarbaker 1996b; 

Kemeny et al. 2004; Rothenberg et al. 2003). Ergänzend führen die Autoren der 

PRODIGE 7 Studie zu der systemischen (und ggf. zielgerichteten) Therapie an, 

dass es neben den positiven Einflüssen auf die klinischen Resultate zu einer Pa-

tientenselektion von Langzeitüberlebenden gekommen sein könnte (Quenet et 

al. 2021). Daran anknüpfend wurde eventuell durch eine neoadjuvante Chemo-

therapie das Hervorrufen von Resistenzen gegenüber Oxaliplatin gefördert, wie 

sich bspw. auch in ex vivo Analysen an CRC Proben nachweisen ließ (Nagourney 

et al. 2021; Quenet et al. 2021).  

Dementgegen kann der PRODIGE 7 Studie offensichtlich auch ein Nutzen der 

Therapie aus CRS und HIPEC entnommen werden. Scheinbar könnte die Unter-

gruppe mit einem PCI von 11-15 von der halbstündigen HIPEC mit Oxaliplatin 

profitieren, wie sich nicht nur in einer Post-hoc-Analyse dieser Publikation her-

ausgestellt hat (Leung et al. 2017; Quenet et al. 2021). In diesem Kontext einer 

hoch selektierten Patientengruppe, bei der eine Überlegenheit der HIPEC zur al-

leinigen CRS nahegelegt werden konnte, lässt sich die randomisiert kontrollierte 

Studie unter van Driel et al. anführen (van Driel et al. 2018). Es sollte allerdings 

im Vergleich zu der PRODIGE 7 Studie das abweichende HIPEC Protokoll 
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(90 Minuten mit Cisplatin bei 40 °C) sowie das platinsensitive Ovarialkarzinom 

als Tumorentität (entsprechend der im Modellsystem verwendeten OAW42 Zel-

len) beachtet werden. Im Übrigen lassen sich ebenfalls für diese Studie 

zahlreiche Kritikpunkte anführen und es wird sich allgemein in gynäkologischen 

Fachkreisen tiefer mit der Rolle der HIPEC auseinandergesetzt (Alter et al. 2020; 

Vergote et al. 2019). 

Ungeachtet dessen sollte für die PRODIGE 7 Studie betont werden, dass in bei-

den Versuchsgruppen nach 5 Jahren ein mittleres Gesamtüberleben von über 

41 Monaten und rezidivfreie Überlebensraten von 13,1-14,8 % erreicht wurden 

(Quenet et al. 2021). Dies steht in Übereinstimmung mit bislang veröffentlichten 

Studien, die bei PM des CRC mit scheinbar hochwirksamen Protokollen und ma-

ximalen Therapiemöglichkeiten (CRS, HIPEC und systemische Chemotherapie) 

ein medianes bzw. rezidivfreies Überleben von bis zu 62,7 Monaten bzw. 16 % 

vorbringen (Elias et al. 2009; Goere et al. 2013). Der hervorzuhebende Benefit 

dieses multimodalen Behandlungskonzepts mit 1-Jahres-Gesamtüberlebensra-

ten von 86,9-88,3 % in der PRODIGE 7 Studie steht bspw. im starken Kontrast 

zu neuartig zugelassenen Krebsmedikamenten, welche lediglich mit einem me-

dianen Überlebensvorteil von wenigen Monaten verbunden sind (Ladanie et al. 

2020; Quenet et al. 2021). 

Nichtsdestotrotz liegt die Vermutung nahe, dass das Langzeitüberleben maßgeb-

lich durch die vollständige CRS per se bestimmt ist. Weitergehend könnten 

dadurch womöglich potenzielle Nachteile der HIPEC maskiert werden. Es kann 

angenommen werden, dass unter der Berücksichtigung einer adäquaten Patien-

tenselektion und dem Ausmaß der malignen Entartung die chirurgische 

Vorgehensweise an sich die hochwirksame, gar kurative Therapieoption für PM 

gastrointestinaler und gynäkologischer Tumorerkrankungen darstellt. Wenn-

gleich hierfür Standardisierungen und eine nachgewiesene Lernkurve belegt 

sind, sollte angesichts der operativen Komplexität und der unabdingbaren Not-

wendigkeit einer möglichst maximalen CRS die Behandlung vornehmlich an 

erfahrenen Zentren erfolgen (Kuijpers et al. 2016; Kusamura et al. 2013; van de 

Vlasakker et al. 2021). Es könnte genau dieser chirurgischen Expertise in spezi-

alisierten Kliniken geschuldet sein, dass die effektvollen Resultate der CRS in der 
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PRODIGE 7 Studie verzerrt wiedergegeben wird und sich dadurch das wirksame 

Potenzial der oxaliplatinhaltigen HIPEC nicht deutlich offenlegen konnte (Quenet 

et al. 2021). Die relativ hohe Morbidität dieses Hochrisikoeingriffs sowie die rele-

vanten Limitationen bei einer unvollständigen chirurgischen Resektion (ab CCR-

1), bei weit fortgeschrittenen bzw. invasiven Erkrankungen und bei instabilen Pa-

tienten dürfen dabei nicht unberücksichtigt bleiben (Hallam et al. 2019; Macri et 

al. 2020; Piso et al. 2009; Piso et al. 2019).  

Die PRODIGE 7 Studie stellt eine entscheidende Weiche für die Rolle der o-

xaliplatinbasierten HIPEC bzw. der vielfachen Protokolle und hat weitreichende 

Konsequenzen. Der wesentliche Einfluss dieser wissenschaftlichen Untersu-

chung fortan auf die klinische Anwendung wurde durch eine weltweite 

Expertenbefragung deutlich (van de Vlasakker et al. 2021). Der Konsens plä-

dierte dabei hinsichtlich der HIPEC nicht nur für einen Wechsel des intra-

peritoneal verabreichten Chemotherapeutikums und für eine Verlängerung der 

Perfusionszeit, sondern gar für das Entfernen aus den entsprechenden Leitlinien 

(van de Vlasakker et al. 2021). Ob allerdings die Evidenz der PRODIGE 7 Studie 

ausreicht, ein solch gängiges HIPEC Protokoll in der klinischen Praxis als ungül-

tig zu erklären, bleibt dahingestellt. 

Ergänzend unterstützen die im Rahmen dieser Dissertation vorgestellten Resul-

tate einer insuffizienten Effektivität der kurzzeitigen HIPEC mit hochdosiertem 

Oxaliplatin nicht nur die klinischen Ergebnisse der PRODIGE 7 Studie, sondern 

es lassen sich in dieser Hinsicht auch Berührungspunkte zu anderen Untersu-

chungen an Organoiden sowie an Zelllinien im Tiermodell bei Patienten mit PM 

des CRC finden (Liesenfeld et al. 2020; Ubink et al. 2019). Damit kann die ei-

gentliche Leitidee der HIPEC Methodik, nach der CRS mikroskopisch ver-

bliebene Tumorzellen suffizient zu eliminieren, prinzipiell hinterfragt werden. 

Vor dem Hintergrund der vielfach beobachteten und prognostisch ungünstigen 

Rezidivsituation sind Einschränkungen der hyperthermen Behandlung mit O-

xaliplatin ebenfalls in der adjuvanten und prophylaktischen Therapie von aus-

schlaggebender Bedeutung (Tan et al. 2018; van Oudheusden et al. 2015b). Im 

adjuvanten Setting zeigt die Forschungsarbeit der COLOPEC Studie einen aus-

bleibenden Nutzen des hyperthermen Verfahrens mit dem Platinderivat bei lokal 



Diskussion 

 99 

fortgeschrittenem CRC im Hinblick auf das PM freie Überleben im Vergleich zu 

einer systemischen Chemotherapie allein (Klaver et al. 2019). Diese Erkennt-

nisse lassen sich weiter auf die randomisierte Studie PROPHYLOCHIP-

PRODIGE 15 übertragen, da routinemäßige Nachsorgeuntersuchungen für Pati-

enten mit einem hohen Risiko für die Entwicklung von PM des CRC ausreichend 

sind und der Beitrag einer Second-Look-Operation mit oxaliplatinbasierter HIPEC 

das krankheitsfreie Überleben nicht verbessern kann (Goere et al. 2020). Somit 

wird das hypertherme Verfahren mit dem Platinderivat als standardmäßige Op-

tion zur lokalen Tumorkontrolle in Frage gestellt. 

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die in der experimentellen Disser-

tation dargelegte abgeschwächte bzw. fehlende Wirksamkeit einer kurzzeitigen 

HIPEC mit Oxaliplatin im Kontext der aktuellen Studienlage gesehen werden 

kann und sich für dieses Verfahren Übereinstimmungen hinsichtlich einer unzu-

reichenden Behandlungstherapie bei malignen Erkrankungen des Peritoneums 

finden lassen. 

 

 

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick 
In der Schlussfolgerung konnten die erhobenen Ergebnisse zusätzliche, stüt-

zende Hinweise für die klinisch in Studien festgestellte Ineffektivität der 

kurzzeitigen HIPEC mit Oxaliplatin liefern. Es lassen sich hauptsächlich folgende 

kritische Ansatzpunkte und Variablen für die beeinträchtigte Wirkung (im Modell-

system) zusammenfassen: die relative Effektivdosis des Pharmakons, die 

Expositionszeit unter hyperthermen Bedingungen (30 Minuten gegenüber länge-

ren Verfahren) sowie die Wahl der Trägerlösungen (PDS oder D5W) aufgrund 

potenzieller Interaktionen.  

Demnach liegt eine Schwäche der CRS und HIPEC grundsätzlich in ihrer multi-

modalen Methodik, die klinisch eine gemeinsame Anwendung findet. Die 

chirurgische Intervention nimmt dabei eine Schlüsselposition ein und stellt eine 

entscheidende Ausgangsposition für neuartige Behandlungskonzepte dar. Spe-

ziell für die HIPEC werden wiederum komplexe Teilaspekte miteinander 

kombiniert, wie etwa die intraperitoneale Chemotherapie, die Hyperthermie oder 
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das perioperative Management mit einer additiven systemischen Therapie. Für 

den Ausblick liegt somit der primäre Forschungsansatz darin, die einzelnen Kom-

ponenten des heterogenen Verfahrens spezifisch und getrennt voneinander zu 

beleuchten.  

Infolgedessen können hinsichtlich der Wahl der zytotoxischen Substanz andere 

geeignete Chemotherapeutika bzw. rationale Kombinationen tendenziell für die 

Anwendung in Betracht gezogen werden. Für die am häufigsten verabreichten 

Substanzen ist einerseits Mitomycin C zu nennen, für das eine vergleichbare Stu-

dienlage vorliegt (Zhang et al. 2020). Andererseits lässt sich Cisplatin anführen, 

welches sich als fester Bestandteil der HIPEC Protokolle in der Gynäkologie als 

Vorteil bringend herausgestellt hat (van Driel et al. 2018).  

Von besonderem pharmakologischen Interesse sind zudem innovative und neu-

artige Ansätze bez. einer verbesserten lokalen Verabreichung der intra-

peritonealen Wirkstoffe: Erwähnenswerte Beispiele sind in diesem Zusammen-

hang der Einsatz von Mikropartikeln bzw. der Nanomedizin sowie eine 

Anwendung auf Basis von Hydrogelen oder Albumin (Dakwar et al. 2017; Lu et 

al. 2008; Van de Sande et al. 2020; Van Oudheusden et al. 2015a). Weiterhin 

kann auch die Tumormikroumgebung ein vielversprechendes therapeutisches 

Ziel darstellen (Ceelen et al. 2020). So ist im Tiermodell gezeigt worden, dass 

eine Vorbehandlung mit VEGF-Inhibitoren die intraperitoneale Penetration von 

Oxaliplatin verbessern und das Wachstum von PM verzögern kann (Gremonprez 

et al. 2015). Da zudem immunologische Einflussfaktoren zur Diskussion ausste-

hen, wäre in dieser Hinsicht die gezielte Immunmodulation ein schlüssiger 

Forschungsaspekt, wie bspw. bei PM des Adenokarzinoms vom Magen ge-

schlussfolgert wurde (Wang et al. 2020). Im weiteren Zusammenhang ist die 

individuelle Tumorbiologie (für eine zielgerichtete Krebstherapie) künftig zuneh-

mend von Relevanz. Es konnten u. a. Analysen von Patienten mit PM des CRC 

eine ausgeprägte Anreicherung des Subtyps CMS4 zeigen, welcher nachweis-

lich mit einer schlechteren Prognose bei der Therapie mit Fluorouracil-Leucovorin 

plus Oxaliplatin verbunden ist (Song et al. 2016; Ubink et al. 2018). Zweifelsohne 

sollte vornherein geklärt sein, welche Patientengruppe per se mit welcher Tumo-

rentität und Histologie von der (oxaliplatinbasierten) HIPEC profitiert.  
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Ebenfalls stellt eine wesentliche Grundlage das dynamische Modellsystem dar. 

Dabei stehen die Etablierung und Entwicklung neuartiger Methodiken im Vorder-

grund (Steuperaert et al. 2017). Um einen Bezug auf diese Dissertation zu 

nehmen, wären hier die Ansatzpunkte ein offenes Verfahren der HIPEC zu simu-

lieren, die Ergebnisse an einer anderen Zelllinie (v. a. CRC) zu bestätigen oder 

einen Zellverlust bei den OCS in der D5W bei der 60-minütigen hyperthermen 

Behandlung zu umgehen. In diesem Kontext können auch aus Untersuchungen 

an Organoiden von Malignitäten des Patienten zielführende Erkenntnisse für 

(personalisierte) Therapieoptionen gewonnen werden (Narasimhan et al. 2020).  

Ferner sollte grundsätzlich eine Überlegenheit erhöhter Temperaturen während 

der HIPEC gegenüber einer Normothermie nachgewiesen werden. Man darf al-

lerdings nicht vergessen, vordergründig die klinische Praktikabilität (bspw. eine 

angemessene zeitliche Beschränkung angesichts der insgesamt langen Opera-

tionsdauer) zu berücksichtigen.  

Aufgrund dieser verschiedenen Aspekte muss betont werden, dass die Rolle der 

HIPEC im Gegensatz zu der chirurgischen Vorgehensweise ein experimentelles 

Behandlungsverfahren für PM (des CRC) ist und die Klinik angesichts der darge-

legten Limitationen vor eine entscheidende Herausforderung stellt. Demzufolge 

ist für die kritische Einordnung ihrer Bedeutung eine intensivierte (pharmakologi-

sche) und präklinische Grundlagenforschung notwendig. Durch randomisierte 

kontrollierte Studiendesigns lassen sich evidenzbasierte Standardisierungen für 

einen bevorzugten, optimalen Therapieansatz etablieren, damit gezielt fundierte 

Protokolle in internationale Richtlinien aufgenommen werden können. 
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5 Zusammenfassung 
 

Das zweiblättrige Peritoneum überzieht als seröse Auskleidung die Abdominal-

höhle bzw. Teile des Beckens und übernimmt vielfältige physiologische 

Funktionen. Grundsätzlich kann von dieser einlagigen Gewebeschicht aus Me-

sothelzellen selbst eine Malignität ausgehen, weitaus häufiger ist die Ursache 

des Tumorbefalls allerdings auf eine peritoneale Metastasierung von gastrointes-

tinalen und gynäkologischen Primärkarzinomen zurückzuführen. Für diese 

Erkrankung gab es einst nur limitierte Behandlungsmöglichkeiten und war daher 

einem terminalen Stadium mit geringer Lebensqualität gleichzusetzen. Mit der 

Einführung eines multimodalen Therapiekonzepts, bestehend aus der CRS und 

HIPEC, konnte bei selektierten Patienten im Vergleich zu der bisherigen palliati-

ven Chemotherapie eine signifikante Lebensverlängerung erzielt werden.  

Speziell für das HIPEC Verfahren existieren gegenwärtig keine international stan-

dardisierten Protokolle und der additive Nutzen dieser hyperthermen Behandlung 

wird im Gegensatz zu der CRS nach der aktuellen Studienlage weitestgehend 

hinterfragt. Insbesondere die Wahl des Zytostatikums Oxaliplatin im Zusammen-

hang mit einer intraoperativen HIPEC Dauer von 30 Minuten, wie sie 

vorzugsweise als klinisches Verfahren für PM des CRC eingesetzt wird, steht 

spätestens seit der randomisierten Phase-III-Studie PRODIGE 7 zur Diskussion 

aus. 

Die Dissertation hat sich ex vivo mit dem IPM von 9 eingeschlossenen Patienten 

der AVT sowie in vitro mit hergestellten OCS in klinisch relevanten Konzentratio-

nen in den beiden Trägerlösungen der PDS und der D5W unter realitätsnahen 

HIPEC Bedingungen (42 °C) befasst. Die Experimente wurden in einem publi-

zierten Modellsystem auf Grundlage der ovariellen Karzinomzelllinie OAW42 

durchgeführt, die als wesentlichen Faktor eine gemessene Schichtdicke von 

ca. 95 µm bilden. Die Etablierung von Versuchen, die auf der CRC-Zelllinie 

Caco2 basieren, erwiesen sich als nicht praktikabel. Zur Beurteilung der Unter-

suchungen ist die bewährte RTCA zum Einsatz gekommen. 

Die Experimente konnten für alle verwendeten OCS eine Zytotoxizität nachwei-

sen, wenn diese kontinuierlich auf den Zellen exponiert wurden. Eine kurzzeitige 
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HIPEC Simulation von 30 Minuten hingegen zeigte sowohl für die Patientenpro-

ben als auch für die OCS in den entsprechend definierten Dosierungen nach den 

gegenwärtigen Behandlungsprotokollen (der AVT und PRODIGE 7 Studie) nur 

eine abgeschwächte bzw. fehlende Wirksamkeit. Durch die Verlängerung des 

hyperthermen Verfahrens auf eine Stunde ließ sich eine Verstärkung der o-

xaliplatinhaltigen Zellschädigung darlegen. In diesem Zusammenhang konnte die 

extern erfolgte Analytik der AAS eine Konzentrationsabhängigkeit sowie Quali-

tätssicherung der OCS verdeutlichen. Ferner sind Teile der Resultate durch das 

PIT mit weiteren Versuchen (CTB und SRB) und an der zusätzlichen CRC Zellli-

nie HT29 validiert worden.  

Als Erklärungsansatz kann eine unzureichende Penetrationstiefe und Verteilung 

des Platinderivats in den Zellverband bei einer zu kurzen hyperthermen Exposi-

tionszeit vermutet werden. Neben den verwendeten Dosierungen scheinen 

darüber hinaus noch größtenteils unbekannte pharmakologische Effekte durch 

potenzielle Interaktionen von Oxaliplatin mit der PDS und mit der D5W (u. a. die 

Bildung von Intermediaten) und spezifische Faktoren wie der pH-Wert eine nicht 

unwesentliche Einflussnahme zu haben. Eine bedeutende Erkenntnis stellt zu-

dem die in der Durchflusszytometrie nachgewiesene Reduktion des Zellgröße 

der mit Hyperthermie behandelten OAW42 Zellen in den beiden Trägerlösungen 

dar, die womöglich auf relevante Flüssigkeitsverschiebungen durch einen osmo-

tischen Gradienten zurückzuführen ist. 

Abschließend muss der Nutzen und die zytotoxische Effektivität einer kurzzeiti-

gen HIPEC Behandlung mit Oxaliplatin basierend auf den hier aufgezeigten 

Ergebnissen sowie der klinischen Studienlage prinzipiell hinterfragt werden. Ge-

nerell wird die unabdingbare Notwendigkeit der pharmakologischen und 

präklinischen Grundlagenforschung sowie die Durchführung von intensivierten 

Untersuchungen in diesem komplexen und multifaktoriellen Therapiekonzept 

deutlich. Für die HIPEC als eine experimentelle Behandlungsmethode ist es un-

entbehrlich, perspektivisch die Wahl und die Dosierung eines geeigneten 

Zytostatikums sowie dessen intraperitoneale Applikation (die Solution und die 

Expositionsdauer) näher zu eruieren und international zu standardisieren. 
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