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1. Mikrometastasierung gastrointestinaler
Karzinome

Ein wesentliches Charakteristikum solider Tumoren besteht
darin, dass es sich um eine auf das betroffene Organ lokalisier-
te Erkrankung handelt, welche durch eine operative Therapie
prinzipiell heilbar ist. Mit Fortschreiten der Krebserkrankung
kommt es jedoch zu einer Verschleppung von Tumorzellen
(Metastasierung), wobei im Wesentlichen eine makroskopisch
sichtbare Fernmetastasierung in andere Organe von einer
okkulten Tumorzelldissimination (Mikrometastasierung) zu
unterscheiden ist. Die therapeutische und prognostische Re-
levanz der Mikrometastasierung wird deutlich, wenn man sich
vor Augen fiihrt, dass etwa ein Drittel aller Patienten nach The-
rapie eines auf die Darmwand lokalisierten Kolonkarzinoms im
weiteren Verlauf an den Folgen dieser Mikrometastasierung
versterben. Der Nachweis dieser Mikrometastasen geschieht
heute durch Immunzytochemie oder RT-PCR.

Schwerpunkt der Arbeitsgruppe ist es, gastrointestinale
Karzinome auf die relative Haufigkeit und das Verteilungs-
muster einer Mikrometastasierung hin zu untersuchen. Diese
werden dann phédno- und genotypisch naher charakterisiert.
Zudem wird die prognostische Relevanz der Mikrometastasie-
rung Uberprift.

Zusatzlich wird der Stellenwert des Wachterlymphknotens
(sentinel node) bei gastrointestinalen Karzinomen untersucht.
Das Konzept wird bereits beim malignen Melanom oder dem
Mammakarzinom angewandt und macht das Operations- und
Resektionsausmall vom Befall des ersten Lymphknotens im
Lymphabflussgebiet abhéngig.

1. Micrometastases of Gastrointestinal Cancer

Progression of gastrointestinal cancer is associated with a
spread to distant organs (metastases). In addition to visible
metastases, there is occult tumour dissemination. These so
called micrometastases are of major impact considering the
fact that one third of the patients treated for a localized colon
cancer, die as a consequence of non-visible tumour dissemina-
tion. Currently, immunocytochemistry and RT-PCR are able to
detect a single cancer cell out of 10° to 107 mononuclear cells.

The focus of research is to determine the relative fre-
quency and the spreading pattern, to characterize the phe-
no- and genotypes, and to assess the prognostic relevance of
micrometastases.

As already published for breast cancer or melanoma, we
additionally focused on sentinel lymph nodes in gastrointes-
tinal cancer to assess resection margins.
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2. Experimentelle Laparoskopie

Die Laparoskopie hat in der Allgemeinchirurgie einen festen
Stellenwert, z.B. zur Therapie des Gallensteinleidens und der
Appendizitis. Seit Mitte der neunziger Jahre wird sie zuneh-
mend auch zur Behandlung von bdsartigen Erkrankungen
des Magen-Darm Traktes eingesetzt. Die onkologischen Aus-
wirkungen der Laparoskopie sind jedoch nur unzureichend
erforscht. Hier sind insbesondere Effekte des Pneumoperito-
neums auf die Organdurchblutung und das Peritoneum von
besonderem klinischem Interesse. Zur Untersuchung der Le-
ber und Diinndarmmikrozirkulation wurden bereits spezielle
Kammern konstruiert, die das Studium der mikrovaskuldren
Perfusion in vivo unter den Bedingungen des Pneumoperito-
neums am Rattenmodell ermdglichen. Dariiber hinaus kann
das Adhasionsverhalten von Tumorzellen, welche Uber das
portalvendse System zur Leber gelangen, studiert werden. In
einem weiteren Modell werden die Auswirkungen des Pneu-
moperitoneums auf Tumorzellen und Mesothelzellen in vitro
untersucht.

Intravitalmikroskopie der Leber und des Diinndarms unter
den Bedingungen des Pneumoperitoneums

Die Auswirkungen des Pneumoperitoneums auf die Mikrozir-
kulation von Leber und Diinndarm unter den Bedingungen
des Pneumoperitoneums sind aufgrund einer maoglichen
tempordren Schadigung der Organfunktion von klinischem
Interesse. Folgende ZielgroBen werden mittels Intravitalmi-
kroskopie unter Laparoskopiebedingungen am Rattenmodell
untersucht:

» Messung der sinusoidalen Perfusionsrate und der Leuko-
zyten-Endothelzellinteraktionen in der Leber nach Anlage
eines CO,- und Helium-Pneumoperitoneums

» Messung der funktionellen Kapillardichte, der Leuko-
zyten-Endothelzellinteraktionen sowie der Blutflussge-
schwindigkeit im Dinndarm nach Anlage eines CO,- und
Helium-Pneumoperitoneums

» Messung o.g. Parameter unter Verwendung verschiedener
Driicke

Intravitalmikroskopische Untersuchung der Adhdsion von
Tumorzellen nach offener und laparoskopischer Chirurgie
am Rattenmodell

In der o.g. Studie werden Kolonkarzinomzellen in das portalve-
ndse System von Ratten injiziert. Dann wird intravitalmikrosko-
pisch das Adhasionsverhalten dieser Tumorzellen in der Leber,
bei unterschiedlichen operativen Vorgehensweisen, unter-
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sucht. Insbesondere wird hierbei die laparoskopische Chirurgie
der konventionellen, offenen Chirurgie gegeniibergestellt.

» Darstellen und Quantifizieren von Tumorzell-Endothelzell-
Interaktionen in der Leber durch intraportale Injektion von
fluoreszierenden transfezierten Kolonkarzinomzelllinien

» Messung von Tumorzell-Endothelzell-Interaktionen in der
Leber unter den Bedingungen des Pneumoperitoneums
nach Gabe verschiedener Substanzen zur Blockierung von
Adhadsionsmolekiilen

» Messung der Aktivitdt,von Kupfferscher Sternzellen” in der
Leber durch Injektion von Latexpartikeln unter Verwen-
dung verschiedener Gase und Driicke.

Auswirkung des Pneumoperitoneums auf die fibrinolytische
Aktivitdt des Mesothels und deren Interaktion mit Kolon-
karzinomzellen

Es wurde eine Kammer konstruiert, in der kultivierte humane
Mesothelzellen und verschiedene Kolonkarzinomzelllinien
unter den Bedingungen des Pneumoperitoneums untersucht
werden koénnen. Verschiedene Gase (He, CO,) werden unter
Zugabe von Antikorpern (gegen verschiedene Plasminaktiva-
toren), Zytokinen (TGFB,TNF) und Mediatoren (z.B. Aprotinin),
welche in die Regulierung der Plasminaktivierung eingreifen,
in ihren Auswirkungen auf das Mesothel untersucht.

2. Experimental Laparoscopy

Intravital microscopy of the liver and the small intestine un-
der pneumoperitoneum conditions
Due to potential temporary effects on organ function, micro-
vascular research is of clinical importance under pneumoperi-
toneum conditions. Our research focus is the analysis of micro-
vascular perfusion of the liver and the small intestine under the
conditions of carbon dioxide- or helium-pneumoperitonuem.
Various approaches are being used:

» Investigation of the sinusoidal perfusion rate and leuco-
cyte-endothelial interaction in the liver following CO,- or
helium-pneumoperitoneum

» Investigation of functional capillary density, leucocyte-
endothelial interaction as well as red blood cell veloc-
ity in the small bowels under conditions of CO,- or
helium-pneumoperitoneum

» Evaluation of these microcirculatory parameters under dif-
ferent pressures of carbon dioxide or helium

Evaluation of tumour cell-endothelial interactions follow-

ing conventional or laparoscopic surgery

Following injection of tumour cells into the portal vein, adhe-

sion of colon carcinoma cells in the liver has been evaluated by

means of intravital microscopy. Tumour cell-endothelial inter-

actions has been evaluated and compared following open and

laparoscopic surgery.

» Visualization and measurement of tumour cell-endothelial

interactions in the liver after injection of transfected fluo-
rescent colon carcinoma cell lines into the portal vein

» Investigation of tumour cell-endothelial interactions in the
liver under conditions of pneumoperitoneum after applica-
tion of antibodies against different adhesion molecules

» Measurement of “kupffer cell activity” in the liver follow-
ing injection of latex particles using different gases and
pressures

Influence of pneumoperitoneum on mesothelial fibrinolytic
activity and its interaction with colon carcinoma cell lines
Using a custom made in vitro pneumoperitoneum chamber,
different colon carcinoma cell lines and mesothelial cells are
being investigated under the conditions of pneumoperito-
neum. Different gases (He, CO2) and their interaction with
mesothelial cells and colon carcinoma cells are evaluated after
application of antibodies, cytokines and mediators which are
able to influence the plasmin activating system.
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3. Optimierungsstrategien fiir den klinischen
Einsatz der Leberzelltransplantation

Aktueller Stand des Vorhabens:

Die Lebertransplantation ist gegenwartig die einzig verflig-
bare Therapie im fortgeschrittenen Stadium von chronischen
Lebererkrankungen, in der Korrektur genetischer Stérungen
und in der Behandlung des akuten Leberausfalls. Der gro3en
Zahl von Patienten, die auf eine lebensrettende Transplanta-
tion warten, steht derzeit aber eine begrenzte Verfligbarkeit
von geeigneten Spenderorganen gegentiber. Die Entwicklung
neuer Therapieansatze in der Transplantation ist daher drin-
gend notwendig. Eine wegweisende Erweiterung der thera-
peutischen Moglichkeiten kénnte in naher Zukunft durch die
Entwicklung und den klinischen Einsatz von Zelltherapiever-
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fahren gelingen. Eine der Mdglichkeiten zum alternativen Le-
berersatz stellt die funktionelle Repopulation des erkrankten
Organs durch transplantierte Zellen dar, um die biologische
Funktion des geschadigten Organs zu verbessern oder zu
reparieren.

Als primare Indikation flir die Zelltherapie kimen insbeson-
dere Krankheiten mit nur geringem Leberschaden wie here-
ditarer Stoffwechseldefekte (z.B. Crigler-Najjar-Syndrom (idio-
pathische Hyperbilirubindmie), Defekte der Harnstoffsynthese
und familidare Hypercholesterinamie) in Betracht. Spenderle-
berzellen wiirden sich nach Infusion tiber das Pfortadersystem
in ein weitgehend intaktes Lebergerist implantieren und hat-
ten dort, je nach Stimulation oder Konditionierung, glinstige
Voraussetzungen zum Anwachsen. Da aber auch hochwertige
Hepatozyten als Zellressource limitiert sind, miissen Strate-
gien zur Optimierung der Leberzelltransplantation entwickelt
werden.

Folgende experimentelle Ansdtze werden untersucht:

» Das Empfangerorgan wird so konditioniert, dass die weni-
gen, transplantierten Zellen gegeniiber den endogenen
Leberzellen einen selektiven Wachstumsvorteil mit dem
Ziel der quantitativen Organrepopulation erhalten.

» Die Spenderzellen werden vor der Transplantation ver-
mehrt und/oder auf die Integration und Proliferation im
Empfangerparenchym vorbereitet.

Es wurden bereits effektive Techniken zur Leberzelltransplan-
tation mit anschlieBender Organrepopulation im Rattenmo-
dell entwickelt. Als konditionierender Stimulus wurde die
Empfangerleber mit Retrorsin (Blockierung der endogenen
Leberzellteilung) oder selektiver Leberbestrahlung vorbehan-
delt (siehe Publikationen). In Kooperation mit Prof. Irmelin
Probst wurde das,Stammzellpotential’ adulter Hepatozyten in
vitro und in vivo untersucht.

3. Liver Regeneration and Hepatic Stem Cells
for Cell Transplantation

Initial clinical results indicate that liver cell transplantation is a
suitable method for the treatment of chronic liver failure. The
mechanisms by which donor liver cells are integrated into the
parenchyma and the recipient organ is repopulated are widely
unclear. Adult hepatocytes display their proliferative potential
in vitro and in vivo only under certain stimulation conditions.
Therefore conditioned hepatocytes and stem cells should be
evaluated, as they show a greater potential for regeneration.
Very little is known at present about the in vivo growth- and
differentiation potential of transplanted hepatic precursor
cells.

The aim of this project is to stimulate hepatocytes into
proliferation in vitro through the specific induction with con-
ditioning media, and to examine the retro differentiation char-
acteristics of the growing liver cell population. Additionally,
precursor cells of the liver are to be activated in vivo through
application of chemotoxins and subsequently isolated from
the recipient liver. Both cell entities will be transplanted into
the DPPIVY-F334 rat model. Growth behaviour, differentiation

and interaction with endogenous cells via surface adhesion
molecules and matrix components, will be utilised as a means
to track their fate. The central question is whether, and to what
extent, precursor cells display a greater regeneration poten-
tial, and which future strategies may result for controlled cell
or tissue replacement with the intention of optimising liver
cell transplantation.
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4. Hereditiares Krebssyndrom und Molekular-
genetik gastrointestinaler Tumoren

Hereditdres Krebssyndrom

Das kolorektale Karzinom stellt eines der haufigsten Karzino-
mentitaten dar. Bei den vererbbaren kolorektalen Karzinomen
steht das autosomal dominant vererbbare HNPCC-Syndrom
an erster Stelle und wird flr 5%-10% aller kolorektalen Karzi-
nome verantwortlich gemacht. Charakteristisch ist das frihe
Erkrankungsalter, die bevorzugte Lokalisation im rechten Ko-
lon sowie haufig synchron und metachron auftretende nied-
rig differenzierte Karzinome. Familien mit diesen Merkmalen
werden dem HNPCC- oder auch Lynch I-Syndrom zugeordnet,
wohingegen Familien, in denen auch extrakolische Karzinome
(meist Endometrium- oder Magenkarzinom) aufgetreten sind,
dem HNPCC [I-Syndrom zugeordnet werden. Mit unseren Er-
hebungsdaten mdéchten wir die Bedeutung von speziellen
Vorsorgeuntersuchungen und die Notwendigkeit, solche Pa-
tienten zu Kontrolluntersuchungen zu motivieren, nachdriick-
lich demonstrieren.

Dazu wird untersucht, welche weiteren Tumoren dem HNP-
CC-Syndrom zugeordnet werden missen und ob Proteine des
Zellzyklus in Abhdngigkeit einer Mutation des Mismatch-Re-
pairsystems verdndert exprimiert werden.
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Molekulargenetik gastrointestinaler Tumoren

Weiterhin untersucht diese Projektgruppe die grundlegenden
Mechanismen der kolorektalen Karzinogenese bzw. der Tu-
morprogression. Hierzu wurden in den letzten Jahren primére
kolorektale Karzinome mittels vergleichender genomischen
Hybridisierung (CGH) untersucht: Lymphogen metastasierte
Karzinome weisen gegeniiber nodal negativen Tumoren eine
signifikant hohere Inzidenz an Sequenzgewinnen der Region
8023-24 auf, hepatisch metastasierte Karzinome bieten signi-
fikant haufiger chromosomale Verluste von 1p32-pter und
9g33-ter als Karzinome ohne Fernmetastasen. Mittels Microar-
rays konnten 54 Gene separiert werden, die das Ansprechen
auf eine neoadjuvante Radiochemotherapie charakterisieren.
Im Folgenden konnte gezeigt werden, dass diese Gene eine
Vorhersage des klinischen Verlaufs (krankheitsfreies Uber-
leben) ermdglichen. Ziel dieser Untersuchungen ist es, eine
individualisierte Tumortherapie zu etablieren. Zudem wird
die Interphase-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  (I-FISH)
eingesetzt, um endoskopisch gewonnene Pankreassekrete zu
analysieren und die Rolle der Aneuploidie im Verlauf der Karzi-
nogenese zu bestimmen.

4. Hereditary Cancer Syndrome and Molecular
Genetics of Gastrointestinal Tumours

Hereditary cancer syndrome

Colorectal cancer is one of the most common neoplasms in
humans and perhaps the most frequent form of hereditary
neoplasia. The hereditary nonpolyposis colorectal cancer
syndrome (HNPCC) is the most frequent form and accounts
for approximately 5% to 10% of the colorectal cancers. The
syndrome is characterised by an autosomal dominant mode
of inheritance with early onset age (44 years), a proclivity to
the proximal colon, frequently with mucinous and signet ring
cells and an increase of metachronous and synchronous colon
cancers. Families displaying these characteristics are classified
with the HNPCC or the Lynch-I syndrome, whereas families in
which extra-colonic carcinoma have occurred, are classified
with the HNPCC Il syndrome. The most common extra-colonic
tumours are endometrial and gastric carcinomas.

Based on our findings, we would like to lay emphasis on
the importance of informing family members specifically of
patients with HNPCC-syndrome concerning special preventive
measures, and underline the need to motivate patients to go
for regular check-ups.

Another focal point is the evaluation of the tumour-spec-
trum of HNPCC and the clarification of whether additional mu-
tated proteins are involved in cell cycle regulation.

Molecular genetics of gastrointestinal tumours

In order to analyze the genetic bases of colorectal carcino-
genesis, colorectal tumours were screened using CGH. Lymph
node positive tumours showed higher frequencies of chromo-
some 8q23-24 increase than lymph node negative tumours,
whereas tumours with hepatic metastases frequently exhib-
ited losses of 1p32-ter and 9g33-ter. Using Microarray technol-

ogy, we identified 54 genes which might predict the clinical
response of rectal adenocarcinomas to preoperative chemora-
diotherapy. These genes also characterize the clinical outcome
(disease free survival). The aim of these studies is to implement
an individualized tumour therapy. Furthermore, we apply in-
terphase-fluorescence-in-situ-hybridization (I-FISH) technol-
ogy to analyze endoscopic pancreatic juice specimens and to
evaluate the role of chromosomal aneuploidy for pancreatic
carcinogenesis.
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5. Ursache und Therapie von Narbenhernien

Untersuchung des Einflusses der Netzstruktur auf die Ein-
heilung bei unterschiedlichen alloplastischen Kunststoff-
netzen zur Therapie von Narbenhernien

Hierzu wurden in vitro im zeitlichen Verlauf Unterschiede in
der Morphologie und dem Wachstumsverhalten humaner Fi-
broblasten auf unterschiedlichen Netzen ultrastrukturell mit-
tels Rasterelektronenmikroskop analysiert.

Korrespondierend erfolgten im Tiermodell der Maus bei
den gleichen Netzen molekularbiologische Untersuchungen
auf unterschiedliche Expressionsmuster regulatorischer Gene
wie HSP70, VEGF und TGF sowie verschiedener Matrix-Metal-
loproteinasen (MMP 1, 2, 3,8, 9 12, 13, MT-MMP 1, 2, 3) und
deren Inhibitoren (TIMP 1, 2, 3). Ergdnzend wurden an korres-
pondierenden Schnittpraparaten histologische und immun-
histochemische (AK-CD3 fiir Lymphozyten, AK-F4/80 fur Ma-
krophagen) Analysen vorgenommen.

Untersuchungen humaner Gewebeproben von Patienten
mit und ohne postoperativer Narbenhernie auf Unter-
schiede in der Zusammensetzung der Extrazelluldrmatrix.
Im Einzelnen werden analysiert:

» Kollagen | / Il - Ratio

» Fibrillin fund Il

» Decorin und Biglycan

Durchfiihrung einer klinischen, prospektiv randomisierten
Studie: ,Biomesh®-P oder -NK- Netz zur Therapie der Bauch-
wandhernie” zur Uberpriifung der Schrumpfungstendenz
von Kunststoffnetzen in der Therapie von Narbenhernien
durch Markierung der Netze mit Rontgenkontraststreifen.
Ein neu konstruiertes, materialreduziertes Netz (Biomesh®-NK)
wird getestet gegen ein anderes etabliertes Kunststoffnetz
(Biomesh®-P) hinsichtlich der Zielkriterien: Schrumpfung der
Netze, Beeintrachtigung des korperlichen Wohlbefindens,
Bauchwandbeweglichkeit nach Operation, Rate lokaler Wund-
komplikationen sowie Rezidivquote.

5. Pathogenesis and Therapy of Incisional
Hernia

Influence of the mesh structure on the biocompatibility of
different polypropylene meshes in the therapy of incisional
abdominal wall hernia

» In vitro study of the cellular response of human fibroblasts,
cultured on different polypropylene meshes using scan-
ning electron microscopy.

» In vivo study of gene expressions using RT-PCR (HSP-70,
VEGF, TGF-B, MMP-1, -2, -3, -8, -9, -12, -13, MT-MMP-1, -2.
-3) during incorporation of different mesh types in mice.
Corresponding histological as well as immunohistochemi-
cal analyses.

Investigation of human tissue samples from patients with
and without post-operative incisional hernia as regards to
the differences in extracellular matrix. Specific aspects were
analysed as follows:

» Collagen 1/ lll-ratio,

» Fibrillin I and I,

» Decorin and Biglycan.

Implementation of a clinical prospective randomised trial
“Biomesh-P1 or NK1 in incisional hernia surgery”

A newly constructed low-weight mesh is tested against a
conventional, heavy-weight mesh to investigate the follow-
ing aspects: mesh shrinkage over time, patient’s quality of life,
mobility of the abdominal wall, complication- and recurrence
rate.
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