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Einleitung

Der sogenannte Barrett-Osophagus ist eine Metaplasie der Mukosa des dis-
talen Osophagus. Es wird als neoplastisches Epithel ohne Anhalt fiir ein infilt-
ratives Wachstum definiert (1). In einer populationsbasierten Endoskopiestu-
die konnte gezeigt werden, dass 1-2% der erwachsenen Bevdlkerung an ei-
nem Barrett-Osophagus erkrankt ist (2). Zu den Risikofaktoren, die einen
Barrett-Osophagus begtinstigen, gehdren der Tabakgenuss, die abdominelle
Adipositas, das mannliche Geschlecht, ein Alter Uber 50 Jahre, die Schwan-

gerschaft, eine Achalasie sowie eine familiare Vorbelastung (3-6).

Charakteristisch flir den Barrett-Osophagus ist die Umwandlung von norma-
ler Plattenepithelschleimhaut zu einer Mukosa vom intestinalen Typ, die typi-
scherweise Becherzellen enthalt (7,8). Als Ursache fur diese Metaplasie wird
allgemein eine gastro-6sophageale Refluxerkrankung mit darauffolgender
chronischer Osophagitis verdachtigt. Die gastro-6sophageale Refluxerkran-
kung ist eine haufige Erkrankung in der westlichen Welt und trifft jeden funf-

ten Erwachsenen (9,10).

Besteht eine chronische Refluxdsophagitis Uber einen Zeitraum von mehre-
ren Jahren, so kann es zu Zylinderepithelmetaplasien fuhren, gefolgt von
einer niedriggraden und dann eventuell zu einer hochgradigen Dysplasie.
Aus der hochgradigen Dysplasie kann sich dann ein Adenokarzinom des
Osophagus entwickeln. So handelt es sich beim Barrett-Osophagus um eine
fakultative prakanzerdose Lasion. Das Risiko einer Karzinomprogression ist
jedoch gering und liegt zwischen 0,10-0,15%per annum (11). So bleibt das
Barrett-Karzinom selten, im Vergleich zu den haufigsten Tumorerkrankungen
in Deutschland. Das Lebenszeitrisiko betragt 0,9 % bei Mannern und von 0,3
% bei Frauen (9).

Das Adenokarzinom des Osophagus gehért zu den Tumorerkrankungen mit
den hochsten Inzidenzsteigerungsraten in der westlichen Welt (3,5 % bis

8,1% pro Jahr) (7). Entsprechend hat sich in den letzten Jahrzehnten der
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Anteil des Adenokarzinoms verdreifacht und das Verhaltnis zu den bislang

haufigeren Plattenepithelkarzinomen annahernd umgekehrt (8).

Kommt es auf dem Boden eines Barrett-Osophagus zur Entstehung eines
Osophaguskarzinoms, geht dieser mit einer sehr schlechten Prognose einher
(9). Die absoluten 5-Jahres-Uberlebensraten liegen fir Manner wie Frauen
bei etwa 20%.
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Abbildung 1: Uberlebenschancen nach Erstdiagnose eines Osophaguskarzinoms
(ICD 10 C15), nach Geschlecht, in Deutschland 2009-2010 (9)

Diese schlechte Prognose liegt vor allem an den fehlenden Mdglichkeiten der
Frihdiagnose. Das Fehlen von spezifischen Symptomen und Zeichen erklart
die verspatete Diagnose. Charakteristische klinische Symptome, wie z.B,

eine Dysphagie, treten selten und spat auf.

Einteilung und Klassifikation des Barrett-Osophagus

Der Barrett-Osophagus wird makroskopisch nach seiner Ausdehnung in ei-
nen Langsegment-Typ (metaplastisches Segment > 3cm), einen Kurzseg-
ment-Typ (1-3cm) und einen ultrakurzem- Typ (<1cm) eingeteilt. Der ultra-
kurze Barrett-Osophagus hat die héchste Pravalenz in der Bevolkerung.

10
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Abbildung 2: Endoskopische Prager Klassifikation des Barrett-Osophagus

C&M Kriterien: C:Circumferenz ; M: maximale Ausdehnung der Barrettzungen.

Endoskopisch wird der Barrett-Osophagus nach der Prager Klassifikation

nach Zirkumferenz (C) und maximaler Ausdehnung (M) (12) eingeteilt.

Ein besonderes Merkmal der Barrett-Lasionen ist, dass sie sich unterhalb der
normal aussehenden Osophagusschleimhaut ausbreiten und verstecken
konnen. Die Diagnosesicherung erfordert also multiple gestufte Biopsien (13,
14). Da die histopathologische Begutachtung dieser Biopsien anspruchsvoll
sein kann, wird eine Zweitbegutachtung in einer Referenzpathologie allge-

mein empfohlen (3).

Aktuelle Therapie des Barrett-Osophagus

Der Barrett-Osophagus ist in den letzten Jahren wegen seiner Haufigkeit und
wegen des fakultativen Krebsvorlauferlasion-Charakters zunehmend in den
Fokus der Forschung geraten. Es wird nach Therapieverfahren gesucht, die

die Ursache (also die gastrodésophageale Refluxerkrankung) behandeln und

11
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gleichzeitig auch die Konsequenzen (in diesem Fall die maligne Entartung)

vorbeugen.

Allgemeinmafinahmen fiir die Therapie des Barrett-Osophagus sind vor al-
lem konservativ (15). Sie beinhalten zunachst Mallinahmen zur Beseitigung
der Risikofaktoren. Zu diesen MalRnahmen gehoren Gewichtsnormalisierung,
kleine fettarmen Mahlzeiten, Nikotin- und Alkoholkarenz. Bei Refluxbe-
schwerden kann eine probatorische Protonenpumpeninhibitoren Therapie flur
4 bis 6 Wochen versucht werden (16). Bei massivem, volumigem oder kom-
pliziertem Reflux wird ggf. eine Antirefluxchirurgie indiziert, wie z.B. eine He-
mifundoplikatio nach Toupet. In Deutschland wird diese chirurgische Thera-
pie fur die therapieresistenten Falle nach PPI-Behandlung aufgehoben (3),
wahrend die chirurgische Sanierung des gastro-6sophagealen Reflux in an-
gelsachsischen Landern wie GrofRbritannien haufiger zum Einsatz kommt
(17). Ob eine Antirefluxoperation die Entwicklung oder die Progression eines
Barrett-Osophagus vorbeugen kann, wird in der Literatur kontrovers diskutiert
(18).

Behandlungsoptionen der niedriggradigen Osophagusdysplasie

Bei der Diagnose einer niedriggradigen intraepithelialen Osophagusdysplasie
empfiehlt die aktuelle deutsche Leitlinie eine medikamentdse Anti-Reflux
Therapie, gefolgt von einer Kontrollendoskopie innerhalb von 6 Monaten (3).
Bei dieser Endoskopie werden multiple Proben entnommen: zuerst werden
alle sichtbaren Lasionen gezielt biopsiert; dann erfolgen alle 1-2 cm Zufalls-
biopsien der makroskopisch normalen Mukosa (sog. Quadrantenbiopsien).
Bei histologischer Bestatigung einer niedriggradigen intraepithelialen Neo-
plasie sind jahrliche Kontrollendoskopien indiziert. Es konnte gezeigt werden,
dass die Mortalitat der Metaplasie-Dysplasie-Karzinom Progression durch

diese Kontrollendoskopien verringert werden kann (19).

12
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Endoskopische Mukosaresektion (EMR)

Die endoskopische Mukosaresektion (EMR) stellt ein auf Schlingenresektion
basierendes, resezierendes Verfahren dar. Die epitheliale Lasion wird zuerst
unterspritzt und dann mittels Koagulation abgetragen. Mittels EMR konnen
Lasionen bis zu 2 cm en bloc abgetragen werden. Die EMR ist nicht kompli-
kationslos: es wurden Strikturen bei 41% und Dysphagie Symptome bei 37%
der Patienten beschrieben. Zudem wurden schwere Komplikationen (wie
Perforationen) bei ca. 2% beobachtet (20).

In der Literatur finden sich unterschiedliche Erfolgsraten der EMR. Konda et
al. beschreiben einen kompletten Riickgang des Barrett-Osophagus bei
80,4% der Patienten, bei anderen Studien ist die Erfolgsrate mit 91-98%
noch hoher (21-23). Die effektive Behandlung des Barrett-Osophagus wird
jedoch durch seine besonderen Wachstumseigenschaften erheblich er-
schwert. Der Barrett-Osophagus breitet sich hauptséchlich multifokal in der
Osophaguswand aus, was die Bestimmung seiner Ausbreitungsgrenzen er-
schwert. Deswegen entwickeln innerhalb von zwei Jahren mehr als 30% der
Patienten, die mittels EMR behandelt wurden, neue metaplastische Lasionen

in dem zuvor behandelten Segment (22, 23).

Lasionen Uber 2 cm kdnnen endoskopisch nur in der sogenannten Piecemeal
Technik (Entfernung des erkrankten Gewebes in mehreren Stucken) entfernt
werden, was bei unklarer Histologie und bei moglichem Karzinom ein Prob-
lem bedeuten kann. Daher eignet sich die EMR am besten fur metaplasti-

sche Lasionen in der Mukosa (Stadium T1a).

Radiofrequenzablation (RFA)

Die Alternative zur EMR ist eine Radiofrequenzablation (RFA), vor allem bei
Patienten mit einer niedriggradigen Dysplasie, die endoskopisch schlecht
lokalisiert werden kann. Shaheen et al. konnten zeigen, dass niedriggradig-
dige Dysplasien in bis zu 81% der Falle durch RFA eliminiert werden kdnnen
und die weitere Progression in ein Karzinom verhindert wird (24). Eine Fol-

gestudie (siehe Tabelle 2) zeigte sogar bei 98% eine komplette Elimination

der dysplastischen Zellen (25).
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In einer randomisierten Studie bei Patienten mit niedriggradigen Dysplasien
wurde gezeigt, dass die RFA das Risiko senkt, in den darauffolgenden 3 Jah-
ren an einem Barrett-Karzinom zu erkranken (26). Jedoch ist eine Osopha-
gusdysplasie nach RFA nicht immer definitiv saniert. Die SURF Studie zeig-
te, dass das Fortschreiten von niedriggradigen Dysplasien zu hochgradigen
Dysplasien nach RFA noch bei 26,5% lag (26).

Im Vergleich zur EMR erscheint die RFA mit einer Inzidenz von Strikturen
von 11,8% im Operationsbereich komplikationsarmer (27). Daher wird die
RFA von vielen Gastroenterologen als ablatives Verfahren bevorzugt, da die-

se Technik relativ wenige Komplikationen aufweist und als sicherste gilt (24).

Eine zusatzliche Einschrankung der RFA gegenuber der EMR ist jedoch,
dass das abladierte Gewebe nicht mehr histologisch untersucht werden
kann, so dass der definitive Grad der Dysplasie unsicher bleibt und in Einzel-

fallen ein Karzinom sogar Ubersehen werden kann.

Andere Verfahren

Neben der EMR und der RFA wurde die Argon-Plasma-Koagulation (APC)
als kostengiinstige Alternative bei einem Kurzsegment Barrett-Osophagus
vorgeschlagen (28,29). Auch diese zeigte Komplikationen wie Strikturen im
behandelten Gebiet (30). Daher wurde die Hybrid-APC erfunden, welche
durch Unterspritzung von Kochsalz die tieferen Schichten schitzen soll.
Hierzu werden noch Langzeitstudien erwartet (31). Insgesamt sind bei diesen
beiden Verfahren keine prospektiven randomisierten Studien vorhanden, die

die Argon-Plasma-Koagulation mit der RFA vergleichen.

In den USA wurden auch Studien zur Kryotherapie durchgefuhrt, allerdings
ist dieser Therapieansatz aufgrund der sparlichen Datenlage in Deutschland
nicht gangig (32, 33).

14
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Behandlungsoptionen der hochgradigen Osophagusdysplasie

Beim endoskopischen/histologischen Nachweis einer hochgradigen Osopha-
gusdysplasie wird analog zur Behandlung der niedriggradigen Dysplasie eine
endoskopische Ablation (Mukosaablation oder Submukosadissektion) emp-
fohlen (3).

Bei Barrett-Lasionen, die tiefer in die Mukosa reichen, ist die EMR ungenu-
gend und es wird eine Submukosadissektion (SMD) empfohlen. Der Vorteil
der SMD ist, dass die gesamte Lasion, auch uber 2cm, en bloc reseziert
werden kann. Das Verfahren ist technisch anspruchsvoll und sein Erfolg ist
von den Fertigkeiten des Operateurs abhangig (34). So war die anfangliche
RO Resektionsrate in den ersten klinischen Studien mit 38,5% ziemlich be-
scheiden (34). Mit zunehmender Erfahrung haben sich die Ergebnisse deut-
lich verbessert und die SMD erreicht inzwischen in Deutschland eine RO Re-
sektionsrate von 84% (35). Auch eine Retrospektive Studie aus Belgien zeig-
te anhand einer Kohorte von 75 Patienten, dass mittels SMD eine histolo-
gisch und klinisch komplette Resektion der hochgradigen Dysplasie in 85%
der Falle méglich ist. Eine nachhaltige, komplette Remission der Osopha-
gusmetaplasie wurde in 73% der Falle nach SMD dokumentiert (36). Kommt
es zur Entwicklung eines Rezidivs, so kann die SMD bei Bedarf wiederholt
werden. Allerdings entwickeln ca. 60% der Patienten Strikturen nach SMD

und es wurden vereinzelte Osophagusperforationen berichtet (37-41).

Chirurgische Osophagusresektion

Als Alternative zu den endoskopischen Verfahren kommt eine Osophagusre-
sektion in Frage. Die chirurgische Osophagusresektion erlaubt die definitive
Sanierung der Barrett-Dysplasien. Allerdings ist die chirurgische Osophagus-
resektion mit einer signifikanten Morbiditat und Mortalitat behaftet (27, 40,
42-44). Deswegen sind die endoskopischen Verfahren (EMD, SMD und/oder
RFA) heutzutage die Therapie der Wahl beim Barrett-Osophagus mit hoch-
gradiger Dysplasie oder sogar bei einem oberflachlichen Barrett-Karzinom
(bis Stadium T1b) geworden (45).

15
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Klassifikation des Osophaguskarzinoms

Die folgende Tabelle zeigt die aktuelle Klassifikation des Osophaguskarzi-

noms, wie sie in der 8. Klassifikation der UICC definiert wird (46).

Kategorie Definition
T Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Primartumor nachweisbar
Tis Nichtinvasives Karzinom
T1a Tumor ist auf die Mukosa begrenzt
T1b Tumor infiltriert die Submukosa
T2 Tumor infiltriert die Muscularis propria
T3 Tumor infiltriert die Adventitia
T4 Tumor breitet sich auf extradsophageale Strukturen aus
N NO Keine regionaren Lymphknoten befallen
N1 Befall regionaler Lymphknoten (zervikaler Osophagustumor: tief
zervikale und supraclaviculdre Lymphknoten; intrathorakaler Oso-
phagustumor: mediastinale und perigastrische Lymphknoten)
M MO Keine Fernmetastasen
M1 M1a: zervikale Lymphknoten bei suprabifurkalen / zoliakalen
Lymphknoten bei infrabifurkalen Karzinomen
M1b: andere Fernmetastasen

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Osophaguskarzinoms

Bei einem Stadium T1a besteht ein 1-2% Risiko der Lymphknotenmetasta-
sierung (47). Bei einer Submukosa Infiltration (T1b) ist das Risiko der
Lymphknotenmetastasierung bereits um ein Vielfaches erhoht und betragt im
Durchschnitt 10-20% (48, 49).
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Tumorprogression beim Barrett-Osophagus

Weniger als die Halfte der Karzinome entstehen ohne klinische Hinweise auf
eine vorbestehende Refluxkrankheit. Die Abbildung 3 zeigt die Progression

von der gastro-6sophagealen Refluxkrankeit bis hin zum Barrett-Karzinom.

60 % 40 %
pooooanaes
i i
1 gastrale 1 Adeno-
! Metaplasie 1 karzinom
/] ]
n:[10°000 1250 325 [81] [16] [4]
Progression: 12,5 % 26 % 25% 20 % 25 %

Abbildung 3: Von der gastro-6sophagealen Refluxkrankheit (GERD) zum Barrett-
Karzinom (aus 50): LG-IEN, niedriggradige intraepitheliale Neoplasie; HG-IEN, hoch-

gradige intraepitheliale Neoplasie

Die Risikobewertung der Entwicklung eines Adenokarzinoms bei Patienten
mit einem Barrett-Osophagus ist komplex und von mehreren Faktoren ab-
hangig. Zu diesen Faktoren gehdren der endoskopische Befund, die Anzahl
und Qualitat der gewonnenen Biopsien, die Fertigkeiten des Operateurs und
die Tumorbiologie.

Es wird versucht, das Fortschreiten der Erkrankung mittels Biomarkern fruh-
zeitig zu erfassen (51, 52). Zum Beispiel konnte die frihzeitige Bestimmung
vom p53-Status, z.B. mittels Immunohistochemie, prognostische Bedeutung
haben (53). Eine aktuelle Studie konnte auch den Zusammenhang von p53
mit einem hoheren Risiko einer Entartung zeigen (54).

Auch wenn Biomarker in der Uberwachung der niedrig- und hochgradigen
Barrett-Dysplasien potentiell therapierelevant sind, fehlen fur deren prakti-
sche und therapeutische Anwendungen zum jetzigen Zeitpunkt noch eine

ausreichende klinische Evidenz.
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Kombinierte und sequentielle Therapien

Eine Wiesbadener Arbeitsgruppe hat in einer retrospektiven Studie festge-
stellt, dass die Ablation der restlichen, nicht-neoplastischen Barrett Schleim-
haut nach vorheriger endoskopischer Resektion einer hochgradigen in-
traepithelialen Neoplasie mit einer geringeren Karzinom-Progressionsrate
einhergeht (22). Diese Beobachtung wurde in einer zweiten Studie bestatigt:
mit einer Erfolgsrate von 96% bei einem sequentiellen Einsatz von EMR und
RFA (44). Andere Gruppen haben bestatigt, dass ein zweizeitiges Konzept
(EMR gefolgt von RFA) am effektivsten und komplikationsarmsten ist (27,
44).

Diese Studien werden in der Tabelle 2 zusammengefasst. Eine Kombination
aus Submukosadissektion oder Mukosaablation zusammen mit einer Radio-
frequenzablation des gesamten (distalen) Osophagus (44) wird empfohlen,
um die RO- Resektionsrate zu verbessern. Jedoch sind die Ergebnisse der
Studien uneinheitlich (55,56) und Langzeitdaten sind noch nicht verfugbar
(57).
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Technik Patientenanzahl Beobachtungszeit | Rezidivrate Definitive Sanierung
(Monate) (%) (%)
Shaheen et al.(24) 2009 RFA 127 12 kA. | 81%
Shaheen et al. (25) 2011 RFA 54 36 k.A. | Dysplastische Zellen:
98, %
Metaplastische Zellen:
91 %
Gupta et al. (55) 2013 RFA + 448 24 33% | 56%
EMR
Van Vilsteren et al. (44) | 2011 EMR+RFA 47 24 2% | EMR + RFA bei HGD: 96 %
Agoston et al. (56) 2013 EMR+RFA 78 36 22% | 67 %
Konda et al. (97) 2014 EMR 107 48 25% | 80 %
Probst et al. (35) 2015 ESD 60 24 8% | 90%
Neuhaus et al. (34) 2012 ESD+ RFA 30 17 61% | 96,4 % bei HGD
Chevaux et al. (36) 2014 ESD 75 20 62% | 73 %

Tabelle 2: Rezidivraten und definitive Sanierung beim Barrett-Osophagus

EMR: Endoskopische Mukosaresektion; HGD: hochgradige Dysplasie; RFA: Radiofrequenzablation; ESD: Endoskopische Submukosa Dissektion;

K.A. keine Angaben
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass die bisherigen Therapieansatze auf
mechanischen Konzepten beruhen, die eine Kombination aus einer Ablation
von dysplastischen Zellen und Kontrollendoskopien vorsehen. Bei hochgra-
digen Dysplasien wird zunehmend eine Kombination aus endoskopischer

Resektion in Kombination mit einer Radiofrequenzablation angewendet.

Komplikationsvermeidung nach interventioneller Therapie

Es gibt es mittlerweile verschiedene Ansatze, die versuchen die relativ haufi-
gen Komplikationen nach interventioneller Abladierung zu vermeiden. Zum
Beispiel wurde die endoskopische Injektion von Triamcinolon (ETI) vorge-
schlagen, um die Bildung von postinterventionellen Strikturen nach einer
Submukosadissektion zu vermeiden (58). Alternativ wurden lokale und sys-
temische Kortisonbehandlungen vorgeschlagen, um die Vernarbung (Fibro-
se) im operierten Gebiet zu verhindern oder aufzuhalten (59). Auch kdnnte
die Applikation eines hamostatischen Pulvers eine Reepithalisierung des ab-
ladierten Gebietes bewirken (60). Es sind jedoch Folgestudien zur klinischen

Wirksamkeit dieser Verfahren notwendig.

Pharmakologische Interventionen als neue Therapieansatze

Aus den obigen Ausfuhrungen ist ersichtlich geworden, dass es ein medizini-
scher Bedarf an neuen Therapieansatzen bei der Behandlung des Barrett-
Osophagus vorhanden ist. Insbesondere werden Therapien gesucht, die
nicht nur die Entartung des Barrett-Osophagus vorbeugen, sondern auch die
Komplikationsraten der endoskopischen Verfahren (wie Blutungen, Perforati-
onen und Strikturen) vermeiden oder mindestens reduzieren. Diese Thera-
pien konnten in Kombination, oder als Ersatz zu den verfigbaren endosko-
pisch-interventionellen MalRnahmen eingesetzt werden. Es konnten dabei
verschiedene Sorten von therapeutischen Substanzen appliziert werden,

entweder lokal oder systemisch.
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Weitere Argumente fur den systemischen Einsatz von Medikamenten zur
sekundaren Prophylaxe der Barrett-Dysplasie lassen sich indirekt aus der
medikamentosen Therapie des invasiven Karzinoms ableiten. Metaanalysen
und groRe Phase Ill Studien habengezeigt, dass bei einem fortgeschrittenen
Adenokarzinom des Osophagus eine neoadjuvante Chemotherapie vor chi-
rurgischer Resektion eine objektive histologische Tumorregression induzie-
ren kann (57, 61-63).

Eine Ruckbildung der Lasionen konnte im Prinzip in den Vorstufen des inva-
siven Karzinoms genauso wie beim invasiven Karzinom induziert werden. Es
konnten in dieser Indikation epidermale Wachstumsfaktorrezeptor-Inhibitoren
(wie Cetuximab und Panitumumab) eingesetzt werden (57). Auch der Ein-
satz von Angiogenese-Inhibitoren (wie z.B. Ramucirumab in Kombination mit
FLOT) konnte ein interessanter Ansatz werden (64), da die Entwicklung ei-
nes invasiven Karzinoms die Neubildung von Gefallen voraussetzt (65).
Auch konnte eine Radio-/Chemotherapie bei der Barrett-Dysplasie wie bei
operablen Stadien des fortgeschrittenen Adenokarzinoms (13) eingesetzt

werden.

Arbeitshypothese

Wir formulieren die Arbeitshypothese, dass auch lokale, medikamentose
Therapieverfahren eine Ruckbildung der Dysplasien induzieren kdnnten. Zu
diesem Zweck konnten antiproliferative Stoffe oberflachlich aufgetragen wer-
den (66,67). Zum Beispiel ware die Hemmung des Notch Pathways ein inte-
ressanter Forschungsansatz, da Notch-Inhibitoren die Proliferationsrate von
menschlichen Barrett-Zellinien reduzieren konnten und dysplastische Zellen
in normalen Becherzellen zurickwandeln konnten (68).

Da die Magen- und Gallensaure als Hauptverursacher der Barrett-Dysplasie
beim gastrodsophagealen Reflux betrachtet werden, ware der Einsatz von
ursodeoxycholischen Sauren (UDCA) sinnvoll, um die dsophagealen Zellen
gegen den oxydativen Stress durch die zytotoxischen Gallensauren zu
schitzen und die Progression der Inflammation-Metaplasie-Karzinom-
Sequenz zu verhindern. Eine chemopraventive Wirkung der Veranderung der
Saurezusammensetzung und deren Reduktion auf den Barrett-Osophagus
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wurde dokumentiert (69) und UDCA wurde schon Objekt einer klinischen Pi-

lotstudie in dieser Indikation (70).

Auch pflanzliche Heilmittel (wie schwarze Himbeere) wirken Entzindungs-
hemmend und konnten moglicherweise die Tumorentstehung im Barrett-
Osophagus verlangsamen (71). Der Effekt eines Cck2r Antagonisten ist Ge-
genstand einer laufenden klinischen Studie (NCT01298999) bei Barrett-
Patienten und es wurden bereits praklinische Ergebnisse im Tierersuch an
Mausen publiziert (72).

Theoretisch konnte also die Progression von der niedriggradigen Dysplasie
zur hochgradigen Dysplasie und die nachfolgende Entartung in ein Karzinom
durch regionale, medikamentdse Therapie aufgehalten werden. Die Voraus-
setzung hierfur ware die Verfugbarkeit einer Methode, die eine wirksame lo-
kale medikamentose Therapie ermoglicht. Insbesondere musste diese Me-

thode die Behandlung des gesamten krebsgefahrdeten Gewebes erlauben,

was ein tiefes Eindringen der Wirkstoffe bis in die Muskelschicht des Oso-
phagus voraussetzt. Eine solche Applikationsmethode ist aber bisher nicht

gegeben.

Optimierung der lokalen medikamentosen Therapie durch den

Einsatz eines Aerosols unter Druck

In dieser Hinsicht konnte der in der abdominellen Chirurgie kirzlich entwi-
ckelte Ansatz der intraperitonealen Druck-Aerosolchemotherapie (Pressu-
rized IntraPeritoneal Aerosol Chemotherapy, PIPAC) (73, 74) hilfreich sein.
Es wurde gezeigt, dass die PIPAC uberlegene pharmakologische Eigen-

schaften besitzt, gerade in Hinsicht auf die Eindringtiefe der Medikamente

(Abbildung 4).

22



Druckaerosolchemotherapie (PILAC) mittels Dbaits (siDNA) im distalen Osophagus

N

. Access trocar Micropump
mm)
\/ tx

N\ ‘ Pressurized 4l

Chemotherapy Aerosol

Chemo-
therapy
sofution

High-pressure injector
(~1500 kPa)

Abbildung 4: Prinzip der PIPAC (Pressurized intraPeritoneal Aerosol Chemotherapy)

Es wird liber einen Vernebler und einen marktiiblichen Hochdruckinfusionsinjektor

ein Chemotherapeutikum (10% der normalen systemischen Dosis) wahrend einer La-
paroskopie aerosolisiert und unter Druck in die Peritonealhohle fiir 30min appliziert.
Uber ein geschlossenes Entsorgungssystem wird das Gas nach der Behandlung ab-

gelassen (75).

Technisch gesehen ist die PIPAC-Prozedur einfach und ahnelt einer Bauch-
spiegelung. Der Eingriff beginnt mit dem Aufblasen des Abdomens mit CO2
und einer Staging-Laparoskopie. Es wird eine Kamera in das Abdomen ein-
gefuhrt, der makroskopische Befund wird erhoben und Biopsien entnommen.
Danach wird ein Vernebler durch einen Zugangsport eingefuhrt, an einem
Angioinjektor verbunden und die Chemotherapielésung wird vernebelt. Nach
einer Wirkungszeit von ca. 30 Minuten wird das therapeutische Aerosol uber

ein geschlossenes System entsorgt.

Aufgrund des hydrostatischen Druckes, der wahrend einer PIPAC kunstlich
appliziert wird, wurde erwartet, dass das Medikament tief in das Gewebe
eindringen wurde. Tatsachlich haben mehrere praklinische Studien bestatigt,

dass dieses der Fall ist (76- 78). Am Patienten konnte bestatigt werden, dass
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das Eindringen von Doxorubicin (Makromolekule mit einem Molekulargewicht
von 543 g/mol, welches etwa 500-700 um entspricht) (79) madglich ist. Dieses
ist eine deutliche Steigerung gegenuber der intraperitonealen Chemotherapie
mit liquiden Losungen, die lediglich eine Gewebepenetration von wenigen

Zellschichten ermdglicht (80).

Die PIPAC nimmt auch Vorteil aus einem zweiten physikalischen Prinzip,
namlich die Applikation des Chemotherapeutikums als Aerosol und nicht -
wie gewohnlich - in Form einer flissigen Losung. Ein Aerosol wird als ein
heterogenes Gemisch aus flussigen Schwebeteilchen in einem Gas definiert.
Das physikalische Verhalten eines Aerosols nahert sich dessen eines Gases,
insbesondere expandiert sich ein Gas innerhalb eines geschlossenen Rau-
mes und erreicht eine (relativ) homogene Verteilung. Dieses raumliche Ver-
halten eines Aerosols unterscheidet sich grundsatzlich vom Verhalten einer
fliussigen Losung, die sich am Boden des Behalters ansammeln wird und
dem Weg des niedrigsten Widerstandes folgend wird. Theoretisch wird sich
also ein Aerosol homogener als eine flissige Losung verteilen, was auch in
der praklinischen Anwendung der PIPAC bestatigt wurde (73, 81).

Neuer Ansatz: die ,,Pressurized IntraLuminal Aerosol
Chemotherapy“ (PILAC)

Aufgrund der obigen Ergebnisse wurde das Prinzip der Pressurized IntralLu-

minal Aerosol Chemotherapy (PILAC) erfunden, welches in dieser Arbeit zum

ersten Mal dargestellt wird. Die PILAC stellt einen nicht invasiven Ansatz dar,
die aus den Vorkenntnissen der PIPAC abgeleitet wird. Dieser Ansatz er-
moglicht die wirksame lokale Applikation von therapeutischen Substanzen im

distalen Osophagus (z.B. beim Barrett-Osophagus).

Das Prinzip der PILAC wird in der Abbildung 5 grafisch dargestellt. In Analo-
gie zur PIPAC wird zuerst durch das Aufblasen eines distalen und eines pro-
ximalen Ballons ein geschlossener Raum geschaffen. In einem zweiten
Schritt wird dieser Raum mit CO. aufgeblasen. In einem dritten Schritt wird

die therapeutische Ldsung aerosolisiert und das (geschlossene) System
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dann im Equilibrium gehalten. Schlussendlich wird das therapeutische Aero-

sol Uber ein geschlossenes Abluftsystem entsorgt.

Proximal balloon

Aerosolizing
Device
(Capnoflex®)

Distal balloon

Abbildung 5: Prinzip der PILAC (Pressurized IntraLuminal Aerosol Chemotherapy)

1) Unter endoskopischer Kontrolle wird das Capnoflex® Gerit in den distalen Oso-
phagus platziert 2) Ein geschlossener Behandlungsraum wird durch das Aufblasen
von zwei Ballonen (einen distal im Magen und einen proximal im Osophagus) geschaf-
fen 3) Dieser Raum wird mit CO2 expandiert und einem intraluminalen Druck von 12
mmHg ausgesetzt 4) Das therapeutische Aerosol wird mittels eines miniaturisierten
Verneblers erzeugt 5) Das System wird fiir eine vorbestimmte Zeit im Gleichgewicht
gehalten 6) Das therapeutische Aerosol wird abgesaugt und die Prozedur nach Ablas-

sen der Ballone und Herausziehen des Caponoflex® beendet.

Ziele der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll eruiert werden, ob PILAC zukunftig Uber
pharmakologische Ansatze die Probleme einer effektiven Therapie des Bar-
rett-Osophagus I6sen kann. Dazu soll die technische Funktionsfahigkeit des
Instrumentes selbst (Capnoflex®) getestet werden. Des Weiteren soll analy-

siert werden, ob das im Ingenieur Labor entwickelte System einen luftdichten
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Behandlungsraum schaffen kann, um eine lokale medikamentose Therapie

zu ermaoglichen.

Die homogene Verteilung des Aerosols und die Eindringtiefe soll mittels Far-
bemittel beurteilt werden. Schlussendlich solle die Gebrauchstauglichkeit des
gesamten Behandlungssystems (Anwendbarkeit, Steuerung und Bedienung)

Uberpraft werden.
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Material und Methoden
Studiendesign

Es handelt sich um eine praklinische Arbeit an einem Grofdtiermodell (deut-
sches Landschwein). Bei diesem experimentellen Versuch soll die Machbar-
keit der PILAC mithilfe eines speziellen Endoskops mit eingebautem Verneb-
ler und Doppelballon untersucht werden. Die Durchfuhrbarkeit soll praktisch
gepruft werden. Der Therapieerfolg soll durch die Anwendbarkeit und durch
die histologische Auswertung des Gewebes ermittelt werden. Dabei wird die
homogene Verteilung der Testsubstanzen beurteilt und die Eindringtiefe der

Substanzen in das Gewebe mikroskopisch gemessen.

Zeitraum und Ort der Experimente

Das Studienprotokoll wurde im Januar 2013 verfasst, die Experimente wur-
den am 25.02.2013 im Operationstrakt der Fordergemeinschaft fur innovative
Medizin in Beichlingen, Tharingen durchgefuhrt. Die siDNA- Konzentrationen
in den Proben wurden dann beim Institut Curie in Paris gemessen. Das Ma-
nuskript wurde im Februar 2016 publiziert (82). Die Technologie wurde Ob-
jekt mehrerer Patentmeldungen (z.B. US20150073334A1).

Regulatorische Rahmenbedingungen

Diese Pilotstudie wurde von der Tierbehdrde des Landes Tharingen geneh-
migt. Die Anzahl der Tiere wurde auf ein Minimum von 3 reduziert, den EU
Richtlinien 2010/63 entsprechend. Die Experimente wurden unter der Auf-
sicht eines Tierarztes, Herrn Dr. med. vet. Frank Polzing, durchgefuhrt. Die
Tiere wurden nach der Prozedur euthanasiert, sofort autopsiert und es folgte

eine Fotodokumentation und Probenentnahme.
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Technologie

Der erste PILAC-Prototyp bestand aus folgenden Elementen:
i) die Sengstaken-Blakemore Sonde mit einem proximalen und
distalen Doppel-Ballon
ii) einem Zugang fur den Vernebler um das therapeutische Aero-
sol zu bilden und
iii) einer Spritze, um die Ballone auf- und abzublasen (Abbildung

6).

Abbildung 6: Prototyp des Capnoflex®

Der Prototyp besteht aus: a) einem Miniatur-Vernebler b) ein distaler aufblasbaren

Ballon und c) ein proximaler aufblasbaren Ballon.

Der Prototyp des Verneblers wurde von der Firma Reger Medizintechnik (Vil-
lingendorf, Baden-Wurttemberg) hergestellt. Er umfasst 15cm und ist kleiner
als der bisherige Vernebler, der im Rahmen der PIPAC Behandlung seit 2011

in Benutzung ist. Die DUse produziert ein polydisperses Aerosol mit Mikro-
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tropfen von 3-15uym Durchmesser. Der Betriebsdruck der Dlse betragt
200psi (13,7 bar) und das Chemotherapeutikum wird in flissiger Form in ei-
ner Hochdruckspritze bereitgestellt. Die Spritze wird mittels Hochdruckleitung

an die PILAC-Einrichtung (jetzt Capnoflex®) angeschlossen (Abbildung 7).

10 20 3078

- i

Abbildung 7: Die Capnoflex® Diise

Diese umfasst 15cm und ist speziell fiir PILAC Prozedur optimiert worden. Die Diise
produziert ein polydisperses Aerosol mit Mikrotropfen von 3-15um Durchmesser.
Tiere und Narkose

Das Experiment wurde mit drei deutschen Landschweinen durchgefuhrt. Das

Geschlecht war indifferent und das Gewicht betrug zwischen 60-70 kg.

Einleitung Azaperon (Stresnil) i.m. (4mg/kg)
Atropin s.c. (0,02-0,05mg/kg)
Ketamin 10% i.m. (20mg/kg)
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Narkose Sauerstoff/Lachgasgemisch im Verhaltnis 1 : 3

Isofluran 1-2 Vol.% assistierte Beatmung

intravendsen Bolusgabe von 3-4 mg/kg KG Midazolam
und 0,004 mg/kg Fentanyl i.v

Muskelrelaxation | Pancuroniumorganon i.v.(0,02 mg/kg)

Tabelle 3: Narkoseparameter

Chirurgischer Eingriff

Die chirurgischen Eingriffe erfolgten im Operationstrakt der Férdergemein-
schaft fur innovative Medizin in Beichlingen. Es erfolgte die Narkose (Tabelle
3) und die drei Tiere wurden in Ruckenposition fur den Eingriff gelagert und
desinfiziert (Abbildung 8).

Abbildung 8: Lagerung und Operationsbedingungen

Lagerung des Tieres auf dem OP Tisch
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Ein Capnoperitoneum von 12mmHg wurde durch eine Veres-Nadel herge-
stellt, wie bei einer herkdbmmlichen Laparoskopie. Dann wurden drei 10-
12mm Trocare (Kii®, Applied Medical, Dusseldorf) in die abdominelle Wand
eingefuhrt. Zuerst wurde eine Cholezystektomie durchgeflihrt und dann der
Versuch gestartet (Abbildung 9). Dabei wurden konstant die Kreislaufpara-

meter bestimmt.

Abbildung 9: Position der chirurgischen Zugange (Trokare)

Nach erfolgreicher Insufflierung des Capnoperitoneums wurden die Instru-
mente fur die Laparoskopie eingefuhrt. Parallel wurde proximal Uber eine
Osophagogastroskopie das Capnoflex® System mit den Doppelballonen

vorsichtig appliziert (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Platzierung der Capnoflex® unter Sicht wahrend einer

Osophagogastroskopie

Vom Bauchraum aus wurde unter Sicht mit einer bipolaren Schere eine Gast-
rotomie durchgefuhrt, um den distalen Ballon des Capnoflex® Systems an
der Kardia zu platzieren. Der Vorgang wurde endoskopisch und videosko-
pisch intragastral Uberwacht. So wurde sichergestellt, dass die Ballone an
der vorgesehen Stelle sicher platziert wurden und der Vernebler sich im 6so-
phagogastralen Ubergang befand. Daraufhin wurden beide Ballone aufge-

blasen, um einen luftdichten Behandlungsraum zu schaffen.

Nach dem Aufblasen beider Ballone wurde ein normothermes, therapeuti-
sches Capnoperitoneum von 12mmHg zwischen dem distalen und proxima-

len Ballon, mittels CO: Insufflator hergestellt (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Darstellung des Capnoflex® in situ. Der distale Ballon verschlieBt den
osophagogastralen Ubergang luftdicht. Dadurch entsteht ein geschlossener Behand-

lungsraum, der fiir die Applikation des therapeutischen Aerosols benutzt wird

Testsubstanzen: Methylenblau und Dbait (siDNA)

Fir die Beurteilung des Effektes der PILAC am Zielgewebe benutzten wir
Methylblau als Farbemittel und Dbait. Diese Doppelfarbung ermdglicht so-
wohl eine makroskopische als auch eine mikroskopische Beurteilung der

Verteilung und der Eindringtiefe der Testsubstanz nach PILAC-Applikation.

Dbait stellen eine neue medikamentdse Strategie bei malignen Erkrankungen
dar. Sie sind eine neue Klasse an nicht kodierender siDNA, sie bestehen aus
32 Basenpaaren der Desoxyribonukleotidsaure, die Doppelstrangbriche imi-
tieren und falsche Signale an das Reparatursystem der Tumorzellen geben.
Im Gegensatz zu bisherigen Ansatzen der Tumorbekampfung, greifen Dbait
das DNA-Reparatursystem als Ganzes an. Sie verzogern die Aktivierung von
Enzymen, die fur die Reparatur von Doppelstrangbrichen verantwortlich sind
(83). Dbait wirken, indem sie die DNA-Proteinkinase aktivieren. Diese DNA-
Proteinkinase induziert die Phosphorylierung von H2AX. Dieses wird als das
Signal der Aktivierung der DNA- Reparaturmechanismen angesehen. Durch
die unspezifische Phosphorylierung mittels Dbait kommt es zur ineffizienten

Reparatur von Doppelstrang Mutationen. Doppelstrangbriiche werden als

33



Druckaerosolchemotherapie (PILAC) mittels Dbaits (siDNA) im distalen Osophagus

eine der toxischsten DNA Lasionen betrachtet (74). Doppelstrangbriche in-
nerhalb der Tumorzelle, welche z.B. nach Bestrahlung oder Chemotherapie
(insbesondere bei Anthracyclinen) auftreten, konnen nun nicht mehr durch
die Reparaturmechanismen der Tumorzelle behoben werden. Die Konse-

quenz ist, dass die Tumorzelle zugrunde geht.

Dbait haben sich bereits in der Strahlen- (84) und Chemotherapie (83) als
effektiv erwiesen. In Tierversuchen mit Mausen konnte gezeigt werden, dass
Dbait in Kombination mit einer Chemotherapie die Tumorgrolie effektiv ver-
ringern konnte, als eine Chemotherapie alleine (mittlere Tumorgrofe:
3.6mm?2vs. 10.85mm?). Auch ein verlangertes Uberleben der M3use, die mit
Dbait behandelt wurden konnte gezeigt werden (mittleres Uberleben: 210 vs.
194 Tage). Zudem wurden in dem Versuch keine toxischen Nebenwirkungen
durch Dbait festgestellt (83). Bei in vivo Experimenten in der Melanom-,
Glioblastom- und Darmkrebsbehandlung konnte gezeigt werden, dass Dbait
den Effekt auf Bestrahlung erhdhen und somit effektiver in der Kombination

mit einer Radiotherapie wirken (84-86).

Ein weiterer Vorteil von Dbait ist, dass sie gesundes Gewebe nicht schadi-
gen. In einer experimentellen Studie an Mausen konnte gezeigt werden, dass
auch die Sensitivitat auf Bestrahlung im gesunden Gewebe nicht zunimmt
(87).

Aufgrund der positiven praklinischen Ergebnisse wurde die klinische Entwick-
lung von Dbait unter dem Namen AsiDNA® (Onxeo, Paris, Frankreich) wei-
tergefuhrt. Es laufen aktuell Phase I- lla Studien an Menschen. Diese sollen
die Effektivitat und Sicherheit der Dbait Therapie in Kombination mit einer
Radiotherapie bei Hautmetastasen eines malignen Melanoms zeigen (87),
und auch im Kombination mit Chemotherapie (Carboplatin + Paclitaxel) bei

soliden Tumoren (www.onxeo.com). Auch die Machbarkeit einer PIPAC mit

Dbait konnte vor kurzem gezeigt werden (81).
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DNA Repair/Cell cycle Arrest

Abbildung 12: Aktionsmechanismus der therapeutischen Substanz (siDNA)

Dbait: siDNA (modifizierte Doppelstrang DNA). Diese Molekiile greifen in DNA Repara-
turmechanismen ein, indem sie Doppelstrangbriiche imitieren und somit die DNA Re-
paratur Mechanismen iliberfordern. Kommt es zu Doppelstrangbriichen in einer Zelle
wird das Histon H2AX phosphoryliert, welches die Proteinkinasen aktiviert (ATM). Zu
den DNA Reparaturmechanismus gehoren auch Ko-Komplexe wie das BRCA1 Tumor-

supressor-Gen (88).

Durchfihrung des Experiments

Zur Bestimmung der Gewebeeindringtiefe von Substanzen wurden zwei Tra-
cer ausgewahilt.

1) Methylenblau

2) Dbait
Diese Substanzen wurden in flussiger Form in die Hochdruckinjektorspritze
gegeben und dann in den Osophagus aerosolisiert. Das Methylenblau wurde
fur die makroskopische Beurteilung der Schleimhaut verwendet und die Dbait
fur die mikroskopische Auswertung. In der vorliegenden Studie wurden Dbait
an Cholesterin-Molekule gekoppelt, um die intrazelluare Aufnahme zu er-
leichtern und an Cyanine (Cy5) gebunden, um diese durch Fluoreszenz

sichtbar zu machen.
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Es wurden insgesamt 10 ml verspruht. Das Experiment wurde bei allen drei
Tieren nacheinander durchgefuhrt. Es wurden 1,29g Dbait (DNA
Therapeutics, Evry, France) in 10ml NaCl 0,9%, angefarbt mit 0,25 ml Me-
thylblau, durch die Capnoflex® bei 37°C und 12mmHg CO- vernebelt. Die
Applikation von Dbait geschah mithilfe der Capnoflex®, unter einem Injektor-
druck von 200psi. Das Equilibrium wurde Uber 30min aufrechterhalten. Da-
nach wurde das Gas Uber ein geschlossenes System abgelassen (88). Die
Proben wurden sofort durch einen Stickstoffschock tiefgefroren. Schlussend-
lich folgte die Euthanasie des Tieres, sowie die Probenentnahme und Doku-

mentation.

Fluoreszenzmikroskopische Analyse des Zielgewebes

Fir die Analysen wurden die Gewebeproben in Formalin eingebettet und mit
einer herkdbmmlichen HE Farbung angefarbt. Fur die Fluoreszenz Analyse
wurden die Proben mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fir 20min bei Raumtem-
peratur fixiert. Danach wurden die Proben mit 0,5%igen Triton bei Raumtem-
peratur ausgesetzt. Hinterher wurden diese in Stroma vascularfraction (SVF)
ausgewaschen und mit einer Phosphat gepufferten Kochsalzldsung (PBS)
verdunnt und fir eine Stunde bei Raumtemperaturbelassen. Direkt im An-
schluss erfolgte eine Inkubation mit gamma- H2AXMaus Antikorpern (Millipo-
re, Billerica, MA, USA), dann wurden diese 1/200 verdunnt (SVF in PBS) und
fur zwei Stunden bei Raumtemperatur ausgesetzt. Nach dem Auswaschen
wurden die Proben nochmal mit einem zweiten Maus- Antikorper FITC (Sig-
ma-Aldrich Chimie Sarl, Lyon, Frankreich) inkubiert, dann 1/100 verdunnt
und bei Raumtemperatur fur 45 Minuten belassen. Im letzten Schritt wurden
die Kerne mit Dapi 0,5ug/ml gegengefarbt und noch ein letztes Mal fur 5 Mi-
nutenbei Raumtemperatur belassen. Zum Schluss wurden die Schnitte mit

einem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

Histologische Analyse des Zielgewebes

FUr die histologischen Analysen wurden die Gewebeproben in Formalin ein-

gebettet und mit Hematoxylin-Eosin (HE) angefarbt.
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Ergebnisse

Der Prototyp konnte in vivo unter gastroskopischer Kontrolle ohne Probleme
in den distalen Osophagus aller drei Versuchstiere eingefiihrt werden. Der
proximale und distale Ballon wurden aufgeblasen und es konnte ein ge-
schlossener therapeutischer Raum fur die Applikation des Aerosols geschaf-

fen werden.

Zuerst wurde die Dichtigkeit des distalen Osophagus durch die Applikation
von Methylblau gepruft. Danach konnten Dbait ohne technische Zwischenfal-

le in den luftdichten Behandlungsraum aerosolisiert werden.

Abbildung 13: Intraluminale Applikation von Dbait mittels Caponoflex®.

Es wurden 10 ml Dbait-Lésung intraluminal verspriiht. Das therapeutische Aerosol
verteilte sich im gesamten verfiigbaren Arbeitsraum homogen (qualitativer und visuel-
ler Eindruck). Dann wurde das System liber 30min im Equilibrium gehalten. Es kam zu

keiner Tropfenbildung oder Fliissigkeitsansammlung wahrend des Experimentes.

Es wurde kein Gasleck wahrend des gesamten Experiments verzeichnet. Die
Auswirkungen des Aufblasens des distalen Osophagus auf den intraperi-
tonealen Druck wurden Uber die CO2-Insufflatoranzeige kontrolliert. Es wur-

den keine messbaren Druckschwankungen intraperitoneal dokumentiert. An-
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schlieend konnte die gesamte Menge des intraluminal applizierten Aerosols
wieder in die geschlossene Absaugung abgelassen werden.

Die Videoaufnahmen wahrend der Dbait Applikation zeigten nach einer Auf-
bauphase eine konstante und ununterbrochene Aerosolbildung aus der Du-

Se.

Auch die Bedienung des Prototyps zeigte keine Schwierigkeiten. Im gesam-
ten Prozess kam es zu keinen intraoperativen technischen Schwierigkeiten
oder Komplikationen. Kein sekundarer Effekt kardiovaskularer oder pulmona-

ler Art konnte festgestellt werden.

Nach Vernebelung durch das Capnoflex® System wurden Mikrotropfen im

Durchschnitt von 11 (3-15) um optisch gemessen (Abbildung14).
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Abbildung 14: Granulometrische Analyse des Aerosols

Die Tropfen, die durch das Capnoflex® produziert werden haben im Durchschnitt ei-

nen Durchmesser von 11 (3-15) ym.

Im Anschluss an das durchgefuhrte Experiment wurden die Tiere durch den
Tierarzt euthanasiert. Unmittelbar danach erfolgten die Autopsien und die

Befundserhebung.
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Makroskopische Blaufarbung (Verteilung) und mikroskopische

Penetration von siDNA in das Zielgewebe

Der Osophagus konnte nach der Euthanasie als Ganzes aus allen drei Tie-
ren problemlos entnommen werden und das Gewebe wurde longitudinal auf-

geschnitten, um die Mukosa zu untersuchen (Abbildung 15).

Abbildung 15: Makroskopie des 6sophagogastralen Uberganges nach PILAC.

Probenentnahme als Ganzes und die Sicht auf die Schleimhaut. Bild oben: der Oso-
phagus als Ganzes, Bild unten: Blick auf die Mukosa, man sieht eine leichte Blaufar-

bung durch das Farbemittel Methylenblau.
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Makroskopisch konnten wir eine homogene Farbung durch das aerosolisierte

Methylenblau der ganzen Schleimhautschicht, bis in die muskulare Schicht

des distalen Osophagus feststellen (Abbildung16, Feld a). Es wurden keiner-

lei Lasionen oder Verletzungen durch die Anwendung festgestellt.

Macroscopy b DAPI

Abbildung 16: Verteilung und Eindringtiefe der siDNA im Zielgewebe

Bild a: Makroskopische Analyse des Gewebes, direkt nach Autopsie Bild b: Mikrosko-
pisch-morphologische Analyse anhand Immunfluoreszenz: eine homogene Verteilung
von Dbait-Cy5 in der Osophaguswand und die intranukleire Phosphorylierung von

H2AX, bis zur Muskelschicht wird gezeigt. DAPI: Gegenfarbung der Kerne (blau).

Auch die morphologische Analyse unter einem Fluoreszenzmikroskop zeigte
eine homogene Verteilung der Dbait-Cy5 Molekule, bis zu 400-600 um tief in
die Osophaguswand. Biologische Ergebnisse zeigten eine intraanukleare
Phosphorylierung des Histon Proteins H2AX in den Zellkernen der Mukosa
und der Submukosa bis tief in die innerste, zirkulare Muskelschicht des Oso-

phagus (Abbildung 16, Feld b). Der Nachweis des phosphorylisierten Histon-

Proteins H2AX zeigt die Aktivierung der DNA-abhangigen Protein-Kinase
(DNA-PK) durch Dbait (d.h. die Aktivierung der DNA-Reparatur infolge der

induzierten Genotoxizitat).
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Diskussion

Das vorliegende Experiment untersucht die Machbarkeit einer medikamento-
sen Aerosol Drucktherapie im distalen Osophagus in einem Grofitiermodell in
Hinblick auf neue Therapiemdglichkeiten des Barrett-Osophagus. Dabei sol-
len ahnlich anatomische Verhaltnisse wie im menschlichen Kdorper simuliert

werden.

Die Arbeitshypothese war, dass sich die gefarbten therapeutischen Substan-
zen homogen bis in die Muskelschicht der Osophaguswand nachweisen las-
sen werden. Diese Hypothese wurde in Analogie zu den vorherigen Erkennt-
nissen in der Peritonealhohle (73) aufgestellt. Fur die Beurteilung des Effek-

tes im Zielgewebe wurde eine doppelte Farbung eingesetzt:

1) zur makroskopischen Beurteilung eine farbende Losung mit Methylen-
blau,

2) zum mikroskopischen Nachweis zusatzlich Fluoreszenz-markierten
Dbait-Molekule (81,87).

Eine wichtige Voraussetzung war, dieselben oder ahnliche Rahmenbedin-
gungen wie auch in der klinischen Praxis zu schaffen. Zur diesen Bedingun-
gen gehorten insbesondere denselben Druck wie bei einem therapeutischen
Capnoperitoneum im klinischen Alltag herzustellen, dieselbe Verdlinnung der
Substanzen und dieselben chirurgischen Instrumente zu verwenden. Auler-
dem wurden auch ahnliche anatomische Verhaltnisse des therapeutischen
Gebiets angestrebt, indem ein Grof3tiermodell fur das Experiment ausgewahlt

wurde.

Besonders interessierte uns:

1. Die technische Durchfuhrbarkeit der PILAC-Verfahrens
2 Die Homogenitat der Verteilung der Testsubstanzen

3. Die Eindringtiefe der Substanzen
4

Eine mogliche Aktivierung der DNA Reparatur-Mechanismen
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Die durchgefuhrten Untersuchungen zeigen die Machbarkeit der PILAC Pro-
zedur und bestatigen unsere Arbeitshypothese. Es war moglich, das Instru-
ment korrekt zu platzieren und die Testsubstanzen im distalen Osophagus zu
aerosolisieren. Zudem wurden keine Verletzungen der Osophaguswand
durch das Instrument bzw. den Doppelballon beobachtet. Auch wurde das
Insufflieren des CO2 Gas, bei 12mmHg von den Tieren unter Narkose prob-
lemlos toleriert. Das komplette Volumen der Testflissigkeit konnte aerosoli-
siert werden. Es wurden keine Druckschwankungen oder Uberkonzentrie-

rung der Substanzen festgestellt.

Die Makroskopie zeigte eine qualitativ homogene Verteilung der Substanzen.
Die Fluoreszenz-Mikroskopie zeigte eine Eindringtiefe ins Gewebe von bis zu
600um, in die muscularis propria reichend in allen entnommenen Proben.
Aulerdem konnte die Aktivierung der DNA Reparatur Mechanismen durch

Dbait gezeigt werden.

Diese praklinischen Voruntersuchungen liefern also keinen Hinweis, dass
PILAC in der klinischen Praxis ineffektiv oder gefahrlich sein konnte und
rechtfertigen weitere Forschungsarbeiten mit diesem innovativen therapeuti-

schen Ansatz.

Die Experimente deuten auf mogliche Vorteile der PILAC vs. der

bisherigen Ablationsverfahren

Zu den Grenzen und nicht geldsten Einschrankungen der verfugbaren Abla-
tionsverfahren gehoren:

1. Das multifokale Wachstum des Barrett-Osophagus

2. Die Grenzen der endoskopischen Resektion
3. Haufige Rezidive nach Resektion
4

. Schwere Komplikationen der mechanischen Ansatze

Bereits 1950 wurde erkannt, dass die Grenzen der Ausbreitung des Barrett-

Osophagus durch sein multifokales Wachstum schwierig zu bestimmen sind
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(89). Dieses erschwert die bisherige Behandlung und die Progression in ein
Frahkarzinom. Daher ist bereits zum Diagnosezeitpunkt bei 30% der Patien-

ten mit einem Barrett Frihkarzinom zu rechnen (89).

Vorausgegangene Studien zeigen, dass mechanische ablative Therapiean-
satze keinen befriedigenden Therapieerfolg beim Barrett-Osophagus erzielen
konnen. Zwar haben die endoskopische Mukosaresektion und endoskopi-
sche Submukosadissektion in Kombination mit oder ohne Radiofrequenz-
ablation die aggressive Osophagektomie weitgehend bei einer hochgradigen
Dysplasie abgeldst (27, 40, 42-44), jedoch erreichen diese Verfahren schnell

ihre Grenzen, sobald eine Submukosa Infiltration vorliegt.

So kann der Patient nach einem endoskopischen Ablationsverfahren nicht
davon ausgehen, sicher geheilt zu sein. Die Rezidivrate ist mit mindestens
30% (Tabelle 2)als hoch oder sogar inakzeptabel einzuschatzen und dieses
Risiko erfordert eine langjahrige endoskopische Uberwachung (57). Die Ur-
sache der Rezidive liegt in der inkompletten Resektion des erkrankten Ge-
webes, die wiederum durch das multifokale Wachstum und/oder an der her-
ausfordernden histopathologischen Analyse und der schwierigen Beurteilung

der Resektionsrander erklart wird (91).

Letztendlich durfen die Komplikationen der endoskopischen Ablationsverfah-
ren nicht unterschatzt werden. Der Versuch, die Barrett Mukosa breitflachig
zu resezieren fuhrt bei etwa der Halfte der Patienten zu klinisch bedeutsa-
men Stenosen (92), und auch selten zu schweren Komplikationen wie hamo-
dynamisch relevante Blutungen und Perforationen mit dem Risiko einer Me-

diastinitis mit Sepsis.

Es gibt deswegen einen Bedarf an neuen Therapieansatzen bei der Behand-
lung des Barrett-Osophagus. Unsere Experimente deuten auf mdgliche Vor-
teile der PILAC vs. den bisherigen Ablationsverfahren bei der Therapie des
Barrett-Osophagus, weil das gesamte Zielvolumen des potentiell erkrankten
Gewebes durch eine therapeutische Substanz erreicht werden kann. Wirde

es eine wirksame medikamentose Therapie zur sekundaren Prophylaxe der
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Entartung beim Barrett-Osophagus geben, so kénnte die PILAC ein adaqua-

tes Medikamentenabgabesystem sein, um diese Therapie einzusetzen.

Aktuelle medikamentose Therapieansatze in der Behandlung vom

Barrett-Karzinom

Kombinierte Chemotherapie-Schemata haben sich bei der Therapie des Bar-
rett-Karzinoms etabliert. Als Beispiele waren die Therapie mit Cetuximab und
Panitumumab (57) oder der perioperative Einsatz von Ramucirumab in Kom-

bination mit FLOT oder alleiniger Gabe von FLOT (64) zu nennen.

Auch gibt es innovative Ansatze wie die potentiellen positiven Effekte der
siDNA Therapie (Dbait) bei Karzinomen (86). In einem kolorektalen- Tumor-
modell konnte gezeigt werden, dass Dbait in Kombination mit Radiofrequenz
Ablation das Ansprechen des Tumors auf die Therapie verbesserte (93). Zu-
dem wurde in einer weiteren praklinischen Studie die Wirksamkeit von Dbait
beim hepatozellularen Karzinom (HCC) (94) gezeigt (95). Es wurden kurzlich
die Ergebnisse der ersten Phase I-lla Studien an Menschen, und die Effekti-
vitat und Sicherheit der Dbait in Kombination mit einer Radiotherapie bei

Hautmetastasen eines malignen Melanoms wurde gezeigt (96).

Wir konnten in unserem Experiment Dbait bis in die Submukosa des Oso-
phagus nachweisen. Auch wenn diese Ergebnisse experimentell und prali-
minar sind, 6ffnen sie den Weg fur weitere Forschungen von zielgerichteten
medikamentésen Anséatzen bei der Behandlung des Barrett-Osophagus und

dessen Progression in ein Adenokarzinom.

Patientensicherheit

Wahrend der Versuche ist es zu keiner Beeintrachtigung des kardiopulmona-
len Zustandes der Tiere gekommen. Auch wurde postoperativ keine Lasion
der Osophaguswand bei den angewandten Driicken und Volumina festge-

stellt. Bei einer Applikationszeit von 30 Minuten ist das postoperative Auftre-
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ten von Osophagusnekrosen — wie sie historisch bei der Anwendung von
Sengstaken-Blakemore Sonden berichtet— unwahrscheinlich. Allerdings ha-
ben wir keinen Uberlebensversuch durchgefiihrt und diese potentielle Kom-
plikation musste noch experimentell ausgeschlossen werden, bevor eine

Anwendung am Menschen erfolgt.

Arbeitssicherheit

Die Anwendung eines toxischen Aerosols birgt das potentielle Risiko einer
unerwunschten Exposition des beteiligten Behandlungsteam wahrend der
Prozedur. Dieses Risiko kann jedoch aufgrund der mit der PIPAC gemachten
Erfahrungen relativiert werden. Um die Sicherheit- und Gesundheitsrisiken
fur das Personal zu minimieren, wurde ein umfassendes Sicherheitskonzept
fur die PIPAC entwickelt, das fur die PILAC Ubernommen werden konnte.
Samtliche bisherige Arbeitsplatzmessungen bei der PIPAC konnten eine Be-
lastung der Umluft mit Platinspuren mit einer hohen Sensitivitat ausschlie3en
(88).

Aerosolisierung eines Chemotherapeutikums als neuer Therapie-

ansatz des Barrett-Osophagus

Die genannten Resultate der vorliegenden Arbeit weisen eine Ubereinstim-
mung mit den bisherigen Beobachtungen klinischer Studien auf. In drei ver-
schiedenen Modellen wurden die uberlegenen pharmakologischen Eigen-
schaften der Aerosol Druckchemotherapie gezeigt. Zum einem in Modellen
an Zell-Linien (74), in Grofdtiermodellen(73), menschlichem Gewebe, ex vivo
(81) und zum anderen wahrend ersten klinischen Applikationen (79). Wir
konnten zeigen, dass unser Vorhaben im porcinen Osophagus durchfiihrbar
ist und auch hier eine verbesserte Aufnahme des Chemotherapeutikums
durch eine Aerosol Drucktherapie moglich ist. Ein anderer Vorteil von PILAC
ist, dass die Anwendungen wiederholt werden kdnnen, z.B. wahrend einer
Endoskopie bei Patienten mit hochgradigen Dysplasien oder einem Karzi-

noma in situ.
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Ungeloste Fragestellungen

Unsere Versuche wurden zunachst nur im gesunden Grof3tiermodell getes-
tet. Es mussen weitere Studien an pathologischem, menschlichem Gewebe
folgen, um die Wirksamkeit des PILAC-Verfahrens zu prifen. Insbesondere
muss untersucht werden, ob das menschliche Gewebe das Chemotherapeu-
tikum genauso aufnimmt, wie das Gewebe der Schweine und ob das
Chemotherapeutikum im pathologischen Barrett-Gewebe nachweisbar ist.
Der Effekt von Dbait ist dosisabhangig und fur die klinische Anwendung
mussen noch weitere Experimente folgen (97). Vor allem in Bezug auf die
Dauer der Aerosolbehandlung, der Dosierung, der Temperatur und der

Druckapplikation.

Um die Sicherheit des Verfahrens zu evaluieren mussen die systemischen
und lokalen Nebenwirkungen in einem Uberlebensversuch (Toxizitatsstudie)
untersucht werden. Der Osophagus ist anatomisch gut durchblutet und ein
venoses Gefalinetz sorgt fur den Abfluss. Daher missen pharmakokineti-
sche und pharmakodynamische Studien die lokale und systemische Medi-
kamentenkonzentration Uber die Zeit evaluieren. Gleichzeitig muss man be-
denken, dass die lokale Biodisponibilitat des Medikamentes durch die gute
Durchblutung gegebenenfalls die lokal gewunschte Medikamentenkonzentra-
tion reduzieren konnte. Auch sollte in einem Uberlebensversuch ermittelt
werden, ob die Applikation von PILAC postoperative Komplikationen wie
Strikturen, chronische Fibrose, Schmerzen, Entzindungen, Nekrosen oder

auch Perforation im Anwendungsgebiet verursacht.

Zudem mussten auch fur die PILAC Prozedur Arbeitsplatzmessungen erfol-
gen, um die Wirksamkeit der fur die PIPAC entwickelten Arbeitssicherheits-

malfinahmen zu prufen.
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Ausblick

Am Anfang der vorliegenden Arbeit wurde der Bedarf an neuen, effektiven
und nicht-invasiven Therapiestrategien des Barrett-Osophagus gezeigt. Der
von uns vorgeschlagene Therapieansatz hat einen hohen innovativen Wert
und wir sind zu unserer Kenntnis die ersten, die ein solches therapeutisches

Verfahren mit dem dazugehoérenden Prototyp vorschlagen.

Unsere Ergebnisse zeigen neue moderne Behandlungswege in der Therapie
des Barrett-Osophagus auf. PILAC distanziert sich von mechanischen An-
satzen und orientiert sich an nicht-invasiven pharmakologischen Strategien.
Daher erscheint es legitim, auf den vorliegenden Ergebnissen aufbauend,

weitere Forschung zum PILAC Verfahren zu unternehmen.

Der nachste Schritt wird sein, menschliches Barrett Gewebe zu behandeln.
Fir dieses Vorhaben soll das Gewebe ex vivo direkt nach chirurgischer Re-
sektion mit Dbait aerosolisiert werden. Dabei soll getestet werden, welche
Effekte die Aerosolisierung auf das pathologische Gewebe zeigt (Eindringtie-
fe und Verteilung). Des Weiteren muss die Genotoxizitat des Medikamentes
im pathologischen Gewebe gezeigt werden und die Harmlosigkeit fur das

gesunde umgebende Gewebe bewiesen werden.

Zudem muss die Art und die Dosierung der angewandten Substanzen, die
Dauer der Anwendung und interferierende Parameter wie Temperatur und

die Druckapplikation bestimmt werden.

Wirden die folgenden experimentellen Ergebnisse unsere ersten Messungen
am gesunden Osophagus am Schweinemodell bestatigen, dann kénnte das
PILAC-Verfahren ein Fortschritt in der bisher noch unbefriedigenden Behand-

lung des Barrett-Osophagus werden.
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Zusammenfassung

Es besteht ein signifikanter Bedarf an effektiver Therapie des Barrett-
Osophagus. In dieser experimentellen Arbeit wird ein neues therapeutisches
Konzept zur Behandlung des Barrett-Osophagus vorgestellt, die PILAC
(Pressurized IntraPeritoneal Aerosol Chemotherapy). Im Gegensatz zu den
verfligbaren endoskopischen Behandlungen des Barrett-Osophagus ist die
PILAC kein ablatives Verfahren.

Zur Umsetzung des PILAC-Konzeptes wurde ein neues Instrument entwi-
ckelt, das Capnoflex®. Daruber hinaus wurde die technische Machbarkeit
der PILAC in einem Tiermodell, welches den anatomischen Verhaltnissen im

Menschen ahnelt, gezeigt.

Es war moglich, biologisch aktive Substanzen im ganzen Gewebe des dista-
len Osophagus zu applizieren, ohne Entstehung von nachweisenden Scha-
den. Gleichzeitig konnte eine Uberlegene medikamentose Eindringtiefe in die
Osophaguswand gezeigt werden. Die Ergebnisse zeigen eine homogene

Farbung von der Mukosa bis tief in die Submukosa hinein.

Das Konzept der PILAC, das hier zum ersten Mal vorgestellt wird, erscheint
spannend, da es sich um ein minimal-invasives, generisches Verfahren mit
Uberlegeben pharmakologischen Eigenschaften handelt. Prinzipiell eroffnet
die PILAC neue moderne Behandlungswege in der Therapie: weg von den
mechanischen Ansatzen zu neuen nicht-invasiven pharmakologischen An-
satzen. Die hier vorgestellten ersten Ergebnisse rechtfertigen weitere For-
schungen zur PILAC. Waren diese nachsten Schritte erfolgreich, so konnte
die PILAC mit den bisher verfugbaren, ablativen Therapiestrategien des Bar-

rett-Osophagus in Konkurrenz treten oder sogar zum Teil ablésen.
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