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Histologische Analyse der Remodulierungsvorgange eines biokompatiblen Kollagen-Meshs
zur Therapie kongenitaler Bauchwanddefekte im Mini-Pig-Modell

1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den
Remodulierungsvorgangen eines neuen biokompatiblen Kollagen-Meshs,
namens Lyoplant®, als Grundlage fur eine verbesserte Therapie kongenitaler
Bauchwanddefekte.
Kongenitale Bauchwanddefekte sind seltene, aber dramatische Fehlbildungen
der vorderen Bauchwand. Hierzu gehdren die Omphalozele, die Gastroschisis
und die Nabelhernie sowie der Blasenextrophie-/Kloakenextrophie-Komplex. Im
engeren Sinne zahlen allerdings nur die Omphalozele (Nabelschnurbruch) und
die Gastroschisis (Bauchwandspalte) dazu [1]. Obwohl beide Entitaten
kongenitale Defekte der vorderen Bauchwand sind, unterscheiden sie sich

dennoch in vielerlei Hinsicht [1-3].

Die Omphalozele (Nabelschnurbruch) ist definiert als eine
Eingeweideherniation in die Nabelschnur. Die Bauchorgane sind in diesem Fall
von einem membrandsen Sack aus peritonealem Amnion bedeckt. Die
Nabelschnur inseriert an der Spitze des Omphalozelensacks. Haufig besteht
eine Assoziation mit weiteren Anomalien, wie zum Beispiel: Herzfehler,
Trisomie, Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS) und vesiko-intestinale Spalte.
Die Inzidenz der Omphalozele liegt Berichten zufolge bei 1:4.000-7.000 Geburt
[4].

Die Gastroschisis (Bauchwandspalte) ist ein meist rechtsseitig neben dem
Nabel gelegener Bauchwanddefekt, der eine Herniation des Darms und
teilweise auch des Magens, der Ovarien oder des nicht deszendierten Hodens
[5] in die Amnionhdhle bedingt. Die ausgetretenen Bauchorgane sind
unbedeckt und oft entzindlich verandert. Die Inzidenz von Gastroschisis liegt
bei 1:10.000 Geburten [4].

Die Sterblichkeit fur jede dieser Entitaten ist hoch, was vor allem an
auftretenden Komplikationen und begleitenden Fehlbildungen liegt. Neben der
frhzeitigen pranatalen Diagnose vorliegender Bauchwanddefekte ist eine

umgehende operative Versorgung von grof3er Bedeutung.
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Die Therapie kongenitaler Bauchwanddefekte liegt in der neonatologischen
Bauchdeckenrekonstruktion mit Ruckverlagerung der Bauchorgane in das
Abdomen und anschlieBendem Verschluss der Faszie. Kleine Defekte konnen
direkt verschlossen werden, wahrend groldere Defekte vor allem mit kinstlichen
resorbierbaren (z.B. Vicryl®) oder nicht-resorbierbaren Materialien (z.B. Gore-

Tex®) verschlossen werden mussen [1].

Heutzutage werden vor allem kunstliche resorbierbare Materialen wie
Polyglactin (Vicryl®) oder nicht-resorbierbare Materialien wie PTFE (Dual-
Mesh, Gore-Tex®) und PPP (Prolene) in der operativen Therapie kongenitaler
Bauchwanddefekte verwendet [2, 6]. Die bis vor wenigen Jahren noch
verwendete humane, lyophylisierte Dura wird aufgrund moglicher Infektionen

heutzutage nur noch selten benutzt.

Im Zeitalter des ,Tissue Engineering® stellt sich nun die Frage, ob ein
biokompatibles Material fur den Verschluss kongenitaler Bauchwanddefekte
geeignet ist. Ein bisher vor allem im neurochirurgischen Operationssaal
verwendetes Material, namens Lyoplant®, konnte sich auf Grund seiner
Eigenschaften auch fur die Therapie von Omphalozele und Gastroschisis als
vorteilhaft erweisen.

Lyoplant® wurde bereits von Meyer et al. [7] erfolgreich im Kleintiermodell an
Wistar WU-Ratten zur Bauchwanddefektdeckung erprobt. Im Gegensatz zu den
ebenfalls in dieser Studie getesteten Materialien, PTFE und PPP, zeichnete
sich Lyoplant® durch minimale intraabdominelle Verwachsungen und hohe
Stabilitat aus. Der grof3e Vorteil von Lyoplant® besteht darin, dass es keinem
konstanten Abbauprozess unterliegt, sondern funktionell durch korpereigenes

Kollagen ersetzt wird [7].

Diese Ergebnisse fordern eine Bestatigung und weitere Erprobung von
Lyoplant® im Groftiermodell.
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2. Einfuhrung
2.1 Anatomie der ventralen Bauchwand

Die ventrale Bauchwand des Menschen umfasst ein Gebiet, welches
kranial durch den Processus xiphoideus und den Rippenbogen, lateral durch
die mittlere Axillarlinie und kaudaul durch das Os ilium und das Os pubis
begrenzt wird.
Die Bauchdecke bestent aus drei Schichten: (1) Haut und
Unterhautbindegewebe, (2) Bauchmuskulatur mit ausgedehnten Sehnenfeldern
und (3) innerer Bauchfaszie mit Bauchfell.
Die Bauchwand ist nicht nur fur den Schutz der Abdominalorgane vorgesehen,
sondern gleichzeitig auch integraler Bestandteil des Atmungs- und
Bewegungsapparates als Gegenspieler der Ruckenmuskulatur.
Unter der Haut der Bauchwand befindet sich das subkutane Bindegewebe, das
von der Muskulatur durch die oberflachliche Bauchfaszie (Fascia abdominalis
superficialis) getrennt ist.
Die Bauchmuskeln gliedern sich in eine posteriore, eine laterale und eine
mediale Gruppe. Die seitlichen Bauchmuskeln umhullen mit ihren flachenhaften
Sehnen den M. rectus abdominis beidseits und bilden die so genannte
Rektusscheide. Die laterale Bauchwand wird durch drei paarig angelegte
Muskeln gebildet, die sich nach dem Prinzip einer Zuggurtung an der Linea
semilunaris verflechten, in diesem Bereich entsteht die vordere und hintere
Rektusscheide.
Der auere M. obliquus externus abdominis entspringt an der 5.-12. Rippe,
wobei sich dieser Ursprung zwischen der 5. und 9. Rippe mit den Zacken des
M. serratus anterior und zwischen der 10. und 12. Rippe mit den Zacken des
M. lattisimus dorsi abwechselt. Von hier ziehen einige Fasern fast senkrecht
zur Crista iliaca, andere verflechten sich mit der Aponeurose des gegenseitigen
Muskels.
Der M. obliquus internus abdominis zieht von der Crista iliaca facherhaft in
mediokraniale Richtung aufsteigend mit seinem kranialen Anteil zu den
untersten drei Rippen. Sein mittlerer Anteil setzt sich in die Aponeurose fort, die
sich in ein vorderes und ein hinteres Blatt aufspaltet. Sein kaudaler Anteil setzt

sich beim Mann als M. cremaster auf den Samenstrang fort.
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Die Sehnenfasern der Externus- und Internusaponeurose kreuzen und
durchflechten sich in der Mittellinie mit den Fasern der Gegenseite, wodurch
die Linea alba entsteht.

Der M. transversus abdominis hat einen graden, transversalen Verlauf und
entspringt an den untersten sechs Rippen und der Crista iliaca und der Spina
iliaca anterior superior. Der Hauptteil der Muskulatur geht in einer
bogenférmigen Linie (Linea semilunaris) in die Aponeurose uber, die kranial der
Linea arcuata in den hinteren Anteil und kaudal in den vorderen Anteil der
Rektusscheide verlauft. Die Unterseite des M. transversus abdominis wird von
der Fascia transversalis bedeckt.

Der paarige M. rectus abdominis verlauft vertikal von Processus xiphoideus
und der 5.-7. Rippe abwarts bis zum Os pubis und wird von der Rektusscheide
umhullt, die aus den Aponeurosen der drei lateralen Muskeln besteht. Sie
schlielen den M. rectus abdominis von hinten und von vorne ein und bilden
median die Linea alba. Lateral der Linea alba und innerhalb der Rektusscheide
liegen beidseits die epigastrischen GefalRe. Das vordere Blatt der
Rektusscheide ist in seiner ganzen Lange sehnig, das hintere Blatt jedoch nur
bis zur Linea arcuata, unterhalb dieser liegt nur die Fascia transversalis auf

dem Peritoneum.

2.2 Kongenitale Bauchwanddefekte

Omphalozele und Gastroschisis sind beides Fehlbildungen der vorderen
Bauchwand. Sie werden jedoch im Folgenden getrennt beschrieben, da sie
sich in einer Vielzahl von Eigenschaften (siehe Tab. 1) unterscheiden [3, 8].

Eigenschaften Omphalozele Gastroschisis

Sack ja nein

Assoziierte Fehlbildungen | haufig selten

Lokalisation umbilikal (rechts) paraumbilikal
Alter der Mutter alter junger

Tabelle 1: Unterschiede zwischen Omphalozele und Gastroschisis [3]
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2.2.1 Omphalozele

Bei der Omphalozele (Nabelschnurbruch) handelt es sich um eine
Hemmungsfehlbildung der Bauchdecke, bei der die Eingeweide innerhalb der
Nabelschnur liegen (Abb. 1). Es handelt sich um eine echte Hernie, deren
Wand aus Peritoneum, Whartonscher Sulze und Amnionepithel besteht. Die
Nabelschnur inseriert an der Spitze des Omphalozelensacks [9].

-

Abbildung 1: Omphalozele. Die Nabelschnur inseriert an der Spitze des
Omphalozelensacks. Anteile des Darms sind im Zelensack zu erkennen.

2.2.1.1 Embryologie und Anatomie

Die embryologische Entwicklung des Mitteldarms ist durch ein schnelles
Langenwachstum gekennzeichnet, das zur Bildung der so genannten
Nabelschleife fuhrt. Die Nabelschleife besteht aus einem kranialen und einem
kaudalen Schenkel und ist an ihrer Spitze durch den Dottergang mit dem
Dottersack verbunden. In der weiteren Entwicklung kommt es vor allem im
kranialen Schenkel zu einem vermehrten Langenwachstum und einer
VergrofRerung der Leber. Die Leibeshdhle wird infolgedessen voribergehend

zu klein, so dass die Darmschlingen in der 6. Entwicklungswoche in das
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extraembryonale Zolom der Nabelschnur Ubertreten. Man spricht in diesem Fall
von einem physiologischen Nabelbruch.

Normalerweise kommt es durch noch ungeklarte Faktoren in der 10.
Entwicklungswoche zu einer Ruckbildung und Ruckverlagerung der
Bauchorgane in die Leibeshohle. Besteht der Nabelbruch allerdings fort, spricht

man nach der 12. SSW von einer Omphalozele [4].

2.2.1.2 Inzidenz und Epidemiologie

Die Omphalozele tritt Berichten zufolge mit einer Inzidenz von 1:4.000-
7.000 Geburten auf [4, 10-12]. Hierbei kann es sich um einen isolierten Defekt
oder aber auch um einen Teil eines Syndroms handeln. Haufig besteht eine
Assoziation mit weiteren Anomalien. Es zeigen sich in bis zu 54% der Patienten
mit Omphalozele genetische und in bis zu 70% der Falle organische Anomalien
[12]. Haufig besteht eine Kombination mit anderen Fehlbildungen, wie zum
Beispiel: Herzfehler (50%), Trisomie 13 und 18 (30-40%), Beckwith-
Wiedermann-Syndrom (12%), Cantrell-Syndrom und vesiko-intestinale Spalte
[13]. Das Beckwith-Wiedermann-Syndrom (BWS), oder auch EMG-Syndrom
genannt, ist gekennzeichnet durch die Trias von Exomphalos, Makroglossie

und Gigantismus.

2.2.1.3 Pranatale Beurteilung und klinischer Verlauf

Die Omphalozele wird heutzutage in etwa 80% der Falle pranatal
diagnostiziert [14]. Dies ist von grolRer Bedeutung, da vor allem hier eine
frGhzeitige Chromosomenanalyse zum Ausschluss eines genetischen Defekts
oder eines Syndrom veranlasst werden sollte [15, 16].
Bei der Omphalozele liegen Darmschlingen, Leber und andere Organe im
extraembryonalen Zélom der Nabelschnur und sind von Amnion bedeckt. Die
Nabelschnur inseriert an der Spitze des Zelensacks und ist in der Regel intakt,
kann aber auch rupturiert vorliegen. Sind die Bauchorgane von Amnion bedeckt
sind Flussigkeitsverluste und metabolische Schwankungen besser zu
behandeln als bei einer Gastroschisis.



Histologische Analyse der Remodulierungsvorgange eines biokompatiblen Kollagen-Meshs
zur Therapie kongenitaler Bauchwanddefekte im Mini-Pig-Modell

Der Schweregrad einer Omphalozele reicht von einer kleinen umbilikalen
Hernie, der so genannten ,hernia into the cord®, bis zu einem grof3en
abdominalen Bauchwanddefekt mit Herniation aller Bauchorgane [17]. In einem
solchen Fall spricht man von einer ,giant omphalocele® [18, 19]. Hier ist die
Sectio cesarea bevorzugter Geburtsmodus, da eine groRe Verletzungsgefahr
der Leber besteht. Der Defekt ist in der Regel gréRer als 6cm und ein
Primarverschluss ist nicht moglich.

Das Uberleben der Patienten mit Omphalozele héangt in hohem MaRe vom
Schweregrad der assoziierten Anomalien ab. Ohne begleitende Malformationen
ist die Zeit bis zur enteralen Ernahrung und Entlassung aus der Klinik kurzer als
bei Patienten mit einer Gastroschisis [6, 12].

2.2.2 Gastroschisis
Der Begriff Gastroschisis leitet sich von dem griechischen Wort yaorpooyioig
(,gastro“ = Magen, Bauch und ,s-chisis/s-chisma“ = Spaltung) ab.

Abbildung 2: Klinisches Bild einer Gastroschisis. Im Hintergrund ist noch der, zu
Transportzwecken angelegte, durchsichtige Intestinalbeutel zu sehen.
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Die terminologisch korrekte Bezeichnung fur diese Fehlbildung ware eigentlich
also Laparoschisis (Bauchspalte). Vor allem in der angloamerikanischen
Literatur hat sich allerdings der Begriff Gastroschisis etabliert [1].

Die Gastroschisis ist ein meist rechtsseitig neben dem Nabel gelegener
Bauchwanddefekt [20], der in der Regel klein ist (< 4cm). Der Bauchinhalt tritt

durch die ventrale Leibeswand direkt in die Amnionhdhle aus [9, 21-24].

2.2.2.1 Embryologie und Anatomie

Bei der Gastroschisis handelt es sich um eine fruhembryonale
Entwicklungsstorung wahrend der seitlichen Faltung der Bauchwand [17]. Die
Entstehung dieser Fehlbildung ist bedingt durch eine mangelhafte
Mesenchymentwicklung in der Phase der seitlichen Embryonalfaltung etwa in
der 7./8. Schwangerschafswoche. Sie tritt vermehrt rechts paraumbilikal auf,
da die Ruckbildung der rechten Nabelvene eine Schwachstelle darstellt [4, 25].
Die genaue Atiologie der Gastroschisis ist noch nicht endgiiltig geklart. Zum
aktuellen Zeitpunkt werden vor allem folgende Theorien in der Literatur
vertreten: (1) Eine gestorte Ruckbildung der rechten Nabelvene [4] oder (2) der
rechten Arteria omphalomesenterica [22, 26] in der 5. oder 6. SSW fuhrt zu
einem Fehler im Mesoderm der ventralen Bauchwand. Andere Autoren [23]
erwagen (3) eine Unterbrechung der rechten Endarterie der Arteria
mesenterica superior oder (4) eine in utero Ruptur des Nabelbruchs vor dem
kompletten Verschluss des umbilikalen Rings als mdgliche Atiologie der

Gastroschisis [27].

2.2.2.2 Inzidenz und Epidemiologie

Die Gastroschisis tritt mit einer Haufigkeit von 1:10.000 Geburten auf
[10-12, 28, 29]. Im Verlauf der letzten Jahre wurde eine stetige Zunahme der
Inzidenz weltweit beobachtet [24, 27-30]. Der haufigste epidemiologische
Faktor ist ein junges Alter der Mutter, insbesondere bei einem Alter junger als
20 Jahre [22, 26, 31]. Hierbei spielen vor allem Nikotin- und Alkoholmissbrauch
wahrend der Schwangerschaft eine entscheidende Rolle fur die Entstehung
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einer Gastroschisis [23, 26, 28]. Aktuelle Studien zeigen des Weiteren eine
Assoziation mit der Einnahme von Paracetamol, Aspirin und Pseudoephedrin
wahrend der Schwangerschaft [17, 31]

Im Gegensatz zu einer Omphalozele ist die Gastroschisis nicht mit Syndromen
oder anderen schweren Fehlbildungen assoziiert und zeigt auch keine
Chromosomenanomalien [25]. Eine haufige Begleitfehlbildung bei der
Gastroschisis ist die Darmatresie.

2.2.2.3 Pranatale Beurteilung und klinischer Verlauf

Heutzutage wird die Gastroschisis in etwa 90% der Falle pranatal diagnostiziert
[14, 22]. Alle Feten zeigen eine intrauterine Wachstumsretardierung (SGA).
Des Weiteren besteht ein erhohter Ubertritt von Alpha-Fetoprotein (AFP) vom
Fetus in die Amnionflissigkeit, so dass der maternale Serumspiegel von AFP
(MSAFP) mit ansteigt [6, 23].

Die Nabelschnur ist intakt und der Defekt liegt meistens rechtsseitig
extraumbilikal. Die ausgetretenen Adominalorgane sind unbedeckt und oft
entzundlich verandert, so dass die Gastroschisis nicht selten mit
Sekundarveranderungen des prolabierten und durch das Fruchtwasser
geschadigten Darms vergesellschaftet ist. Hierzu zahlen vor allem die
sekundare Atresie und das Kurzdarmsyndrom [23]. Intestinale Atresie oder
andere Darmprobleme fallen in bis zu 25% der Patienten mit Gastroschisis auf
[20, 32, 33]. Abhangig von dem Vorliegen einer assoziierten Darmfehlbildung
(Atresie) unterteilt man in einfache (ca. 2/3) und komplexe (ca. 1/3)
Gastroschisis, was pranatal allerdings nicht unterschieden werden kann.

Der Defekt ist in der Regel kleiner als 4cm. Die Grof3e und die Dauer der
Exposition zur Amnionflussigkeit nehmen jedoch grof3en Einfluss auf die
Funktion des Darms nach der Geburt [3]. Die Organe sind nicht vor der
Amnionflissigkeit geschitzt und es besteht die Gefahr, dass die Blutzufuhr zu
den hernierten Organen gestort wird. Dies kann intrauterine und neonatale
Komplikationen verursachen, wie z.B. Volvolus, Atresie, Nekrose und
Kurzdarmsyndrom [23]. Einige Zentren [25] diskutieren derzeit den Austausch

von Amnionflussigkeit, um die darin enthaltenen darmschadigenden
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Substanzen zu minimieren. Die Uberlebenschance liegt bei etwa 95%, da vor

allem selten Zusatzfehlbildungen vorhanden sind [20, 21, 26, 34].

2.2.3 Therapie kongenitaler Bauchwanddefekte

Insgesamt hat sich die Uberlebensrate von Neugeborenen mit
kongenitalen Bauchwanddefekten im Verlauf der letzten Jahre bedeutend
verbessert [12].
Die pranatale Diagnose von kongenitalen Bauchwanddefekten mittels
Ultraschall gehort mittlerweile zur Routine. Bis zu 98% der Neugeborenen mit
einem dieser Defekte werden bereits pranatal identifiziert [32]. Dies ermdglicht
eine genaue Planung der Versorgung des Neugeborenen. Es konnen Ort,
Zeitpunkt und Geburtsmodus bewusst gewahlt werden. Bis heute besteht
allerdings keine einheitliche Meinung uber die Wahl des Geburtsmodus [35].
Bisherige Studien [11, 20, 22, 29, 34, 36] konnten weder im Hinblick auf das
Uberleben noch auf Komplikationen einen Vorteil einer Sectio cesarea
gegenuber einer vaginalen Entbindung zeigen.
Die empfohlene Therapie kongenitaler Bauchwanddefekte liegt im
Primarverschluss [28, 32, 37], da so eine kurzere Zeit bis zur
Nahrungsaufnahme, ein kurzere Krankenhausaufenthalt und keine
Folgeoperationen notig sind. Bei zu groflen Defekten ist dies nicht moglich.
Hier muss eine schrittweise Zurlckverlagerung der Bauchorgane unter

Verwendung eines Silos erfolgen.

Bei einer Omphalozele kann abhangig von der GroRe des Bruchsacks ein
primarer Bauchdeckenverschluss durchgefuhrt oder aber es kann eine so
genannte Schusterplastik (silastic pouch/silo) mit nachfolgendem sekundarem
Bauchdeckenverschluss angelegt werden. Bei einer ,giant omphalocele® oder
bei zu kleiner Bauchhdhle erfolgt der Verschluss meistens mit Fremdmaterial.

Neugeborene mit einer Gastroschisis haben wegen des Warmeverlustes ein
erhohtes Risiko zur Unterkihlung. Postnatal sollte deshalb ein durchsichtiger,
steriler Plastiksack vom Ful3 Uber den Bauch bis unter die Achselhohlen
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gezogen werden. Es sollte auch unbedingt eine Magenabsaugsonde angelegt
werden, die durch stdndigen Sog eine Uberbldhung des Magens verhindern
soll [1]. Auch bei der Gastroschisis kann entweder eine operative
Ruckverlagerung der Bauchorgane mit einzeitigem Verschluss der Bauchdecke
erfolgen oder aber ein steriler Plastiksack verwendet werden. Hierfur wird ein
prothetisches Silo aus Silastic® mit oder ohne Teflon®-Mesh an die Faszie
genaht. Operativ wird entweder eine direkte primare Bauchdeckenplastik oder
eine zwischenzeitliche passager eingesetzte alloplastische Prothese unter
zentraler Venendruckmessung eingesetzt [22, 37]. Unter Umstanden ist eine
Nachbeatmung erforderlich. Eine nekrotisierende Enterocolitis (NEC) entwickelt
sich in bis zu 20% der Neugeborenen nach primarem Verschluss des
Bauchwanddefekts [22, 38]. Die Letalitat liegt zwischen 3-10% [26, 34].
Neuerdings kann auch ein vorgeformtes ,spring-loaded silo“ subfaszial
angewendet werden. Vorteilhaft sind diese insbesondere in Bezug auf weniger
Komplikationen und eine kirzere Hospitalisationsdauer. Aktuell wird auch die
Maoglichkeit eines Amnionflussigkeitaustauschs Uberpruift [39, 40].

Die bevorzugte chirurgische Methode wahrend der letzten zwei Jahrzehnte ist
der Primarverschluss am ersten Lebenstag. Das schrittweise Vorgehen mit
prothetischem Material ist den Fallen vorbehalten, bei denen eine grofe
Diskrepanz  zwischen GroRe der Leibeshdhle und Masse der hernierten
Bauchorgane besteht [41, 42].

Bis vor wenigen Jahren wurde noch humane, lyophylisierte Dura verwendet.
Auf Grund einer Vielzahl von Komplikation (u. a. Wundinfektion, Fistelbildung)
wird diese aktuell nur noch selten verwendet [37]. Heutzutage werden vor allem
nicht-resorbierbare Materialien wie PTFE (Dual-Mesh, Gore-Tex®) und PPP
(Prolene®) verwendet [12]. Auch kunstliche, resorbierbare Materialien wie
Vicryl® finden Anwendung im Bereich der Therapie kongenitaler
Bauchwanddefekte.
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nicht-resorbierbare Materialien

Polytetrafluorethylen (PTFE) Dual-Mesh, Gore-Tex®
Polypropylen (PPP) Prolene-Mesh®
Polyester

Dacron

resorbierbare Materialien

Polyglactin Vicryl®

Polyglykolsaure Dexon®

Tabelle 2: Materialien zur operativen Therapie von Bauchwanddefekten

Bei der Omphalozele stehen postoperativ kardiale Probleme aufgrund von
Begleitfehlbildungen und respiratorische Stérungen im Vordergrund. Bei der
Gastroschisis bereiten vor allem das Auftreten einer Sepsis oder
gastrointestinaler Komplikationen Schwierigkeiten. Weitere Komplikationen
nach dem Bauchdeckenverschluss sind das abdominelle Kompartmentsyndrom
mit Hypoperfusion der Baucheingeweide, sekundarer Nekrosen und renale
Dysfunktion sowie die nektrotisierende Enterocolitis (nach etwa 10 Tagen).

Die Uberlebensrate ist mit 64-100% bei Omphalozele und 81-98% bei
Gastroschisis relativ hoch [10, 37, 38], was unter anderem auf die grolere
Erfahrung in den kinderchirurgischen Zentren und die Verbesserung der
Operationsmethoden zurtckzufuhren ist. Auch Langezeitbeobachtungen des
Verlaufs und der Lebensqualitat konnte zeigen, dass alle Kinder mit Ausnahme
derer mit schweren Begleitfehlbildungen sich normal entwickeln und

Ruckstande rasch aufholen [37].

2.3 Historischer Ruckblick

Die Omphalozele wurde erstmals 1557 von dem Basler Naturforscher
Lycosthenes (Conrad Wolffhart) in der Literatur erwahnt. Eine genauere
Beschreibung dieser Entitat erfolgte dann von dem franzdsischen Chirurgen
Ambrose Paré (1510-1590) in seinem Werk ,Opera Chirurgica“. Der erste Fall
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einer Gastroschisis bei einem Neugeborenen wurde erst sehr viel spater, im
Jahre 1733, von dem schottischen Arzt James Calder dokumentiert [30].

Uber die Jahrhunderte &nderte sich das theapeutische Vorgehen bei
Nabelschnurbrichen von einem konservativen Vorgehen (bis 1979) hin zur
operativen Therapie. Die erste erfolgreiche chirurgische Korrektur einer
Omphalozele gelang Hey im Jahre 1803 mit einem primaren
Bauchdeckenverschluss. Hingegen endete der erste operative Versuch eines
Primarverschlusses bei einer Gastroschisis im Jahre 1878 letal. Erst Watkins
gelang 1943 ein erfolgreicher Primarverschluss bei einer Gastroschisis [41].
Einige Jahre spater, 1948, berichtete dann Gross von einigen erfolgreichen
Operationen mit einem zweizeitigen Verschluss. Hierbei wurde zunachst die
Haut verschlossen, so dass voribergehend eine Bauchwandhernie entstand,
die dann in einer zweiten Operation korrigiert werden konnte [12, 44]. Moore
und Stokes sammelten ebenfalls Erfahrungen mit der Hautlappen-Technik von
Gross, allerdings berichteten sie von zwei erfolglosen Versuchen. Sie
erkannten das Problem, das die Ruckverlagerung einer grof3en intestinalen
Masse in eine zu kleine Bauchhohle in Hinblick auf Atmung und Fluss der Vena
cava inferior verursacht [45].

Bis 1953 wurde zwischen Omphalozele, Gastroschisis und anderen
Bauchwanddefekten nicht klar unterschieden [31]. Moore und Stokes schlugen
eine standardisierte Klassifikation [46] vor, die sich am klinischen
Erscheinungsbild bei der Geburt orientierte: Die Gastroschisis wurde von der
Omphalozele abgegrenzt durch die extra-umbilikale Lage, die normale Insertion
der Nabelschnur und das Fehlen eines Sacks. 1963 folgte durch Duhamel eine
weitere Differenzierung unter Berucksichtigung der unterschiedlichen
Pathogenese und des klinischen Befundes [31].

Einen grol3en Fortschritt in der operativen Versorgung war die von Schuster
1967 entwickelte Bauchdeckenplastik. Hierbei wurde voribergehend ein
prothetischer Pouch aus Teflon mit der Faszie vernaht und anschliel3end durch
einen Hautlappen bedeckt. Allen und Wrenn modifizierten diese Technik und
verwendeten Silastic anstelle von Teflon und verzichteten auf den

Hautverschluss. Dieses Vorgehen erlaubte eine schrittweise Reduktion des
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Foliensackes unter Beobachtung der eviszerierten Bauchorgane mit

sekundarem Bauchdeckenverschluss (Abb. 3).

- -

Abbildung 3: Schusterplastik (Erlauterungen siehe Text)

Die Anwendung des so genannte ,preformed silos” wurde erstmals 1975 von
Shermata und Haller beschrieben [41]. Bis in die fruhen 90er Jahre war dies die
bevorzugte Methode des Sekundarverschlusses bis sich etwas spater die
Weiterentwicklung zum ,spring-loaded silo“ vollzog.

Ein weiterer Meilenstein der zu Verbesserung der Uberlebensrate bei
Omphalozele (OC) und Gastroschisis (GS) gefuhrt hat, war die EinfUhrung der
totalen parenteralen Ernahrung in den 1970er Jahren. Vorher waren viele
betroffene Kinder an Mangelernahrung and assoziierten Infektionen aufgrund
eines anhaltenden lleus gestorben [41].

Die bis 1996 hauptsachlich verwendete lyophylisierte Dura wurde aufgrund der
vielen Komplikation durch das auch heute noch am haufigsten verwendete
PTFE-Mesh (GoreTex®) ersetzt.
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3. Fragestellung
Im Zeitalter des ,Tissue Engineering® stellt sich die Frage, inwieweit ein
biokompatibles Material zum Verschluss kongenitaler Bauchwanddefekte

verwendet werden kann.

Das so genannte PAUL-Procedure (postnatales abdomino-umbilikales
Lyoplant®-Procedure, Abb. 5) ist ein operatives Verfahren, das von Meyer et
al. [7] bereits im Rahmen eines genehmigten Tierversuches an jungen Wistar
WU-Ratten erfolgreich angewendet wurde. In dieser Studie wurden neben
einem biokompatiblen Kollagen-Patch (Lyoplant®) auch PTFE- und PPP-
Materialen getestet.

Die Ergebnisse des Kleintiermodells wurden in Hinblick auf Wachstum und
Gewichtszunahme, Funktion und Kosmetik sowie intraabdominelle
Verwachsungen verglichen. Insgesamt zeigte sich bei allen Versuchstieren
eine physiologische Wachstumskurve mit konstanter Gewichtszunahme. Das
neue biokompatible Material (NBM), namens Lyoplant®, zeichnete sich durch
eine hohe Stabilitdt und minimale intraabdominelle Verwachsungen aus. Des
Weiteren zeigte es in der tensiometrischen Untersuchung physiologische
Werte, die mit denen einer unbehandelten Kontrollbauchdecke vergleichbar
waren. Der Vorteil von Lyoplant® ist, dass es keinem konstanten
Abbauprozess unterliegt, sondern funktionell durch korpereigenes Kollagen

ersetzt wird.

An den Kleintierversuch mit jungen Wistar WU-Ratten schlief3t sich nun der
Groftierversuch mit Gottinger Miniaturschweinen an. Hiermit soll die
Tauglichkeit von Lyoplant® fur die Anwendung an Neugeborenen gepruft
werden. In analoger Weise zum Kleintiermodell bezieht sich die Beurteilung der
Ergebnisse des Groftierversuchs auf das (1) Wachstum und die
Gewichtszunahme, den (2) Grad der Verwachsungen und die (3) histologische
Analyse des NBM und seines umgebenden Gewebes. Hierbei ist insbesondere
von grofdem Interesse (4) inwieweit sich Lyoplant® von dem umgebenden
Gewebe unterscheidet und (5) welche Zellmigration erkennbar ist.
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4. Material und Methoden

4.1 Ein neues biokompatibles Material

Lyoplant® ist ein reines, aus Rinderpericardium gewonnenes
Kollagenimplantat, welches von der Firma B. Braun Aesculap (Melsungen,
Deutschland) hergestellt wird (Abb. 4).

1 x Lyoplant® : ©® j
(D Dura mater Ersatz aus bovinem Kollagen, resorbierbar. C€orzs

4
i
@ Dura mater substitution from bovine collagen, absorbable. !
|

(P Substitut de dure-mére en collagéne bovin, résorbable. DIMBX8 CM

3644-63-01-04/2000-61

@ Membrana de colageno bovino para la sustitucion de duramadre, absorbible.
REF 1066242
B/ BRAUN :escutsr ac & co. ks
AESCULAP Am Acsculap-Platz
ingen / Germany
I UM Z2010-05
(RO

(D Collagene bovino come sostituto della dura madre, assorbibile.
78532 Tuttlinge [LoT}2-05212
3
(17)100500(18)2~05212

Abbildung 4: Lyoplant® der Firma B. Braun Aesculap (Melsungen, Deutschland), GréRe
6x8cm

Dieses neue biokompatible Material (NBM) ist vollstandig resorbierbar und
zeichnet sich durch eine gute Modellierbarkeit und ausgezeichnete
Gewebekompatibilitat aus. Durch ein spezielles Lyophylisierungsverfahren
(Gefriertrocknung) bleibt die lose Faserstruktur von Lyoplant® erhalten und
ermoglicht so eine schnelle Immigration von korpereigenen Zellen. Das
Kollagen-Mesh wird nach der Implantation enzymatisch abgebaut und schnell
und gleichmafig durch korpereigenes Bindegewebe ersetzt. Die Abbaurate ist
jedoch Patienten abhangig. Lyoplant® wird teilweise bereits nach einem Monat

resorbiert, in anderen Fallen dauert dies bis zu einem Jahr.
Bisher wurde Lyoplant® nur in der Neurochirurgie eingesetzt. Hier unter

anderem zur Deckung von zerebralen und spinalen Duralicken und

Entlastungsplastiken bei gesteigertem intrakranialem Druck.
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4.2 Das Verfahren: The PAUL-Procedure
Beim PAUL-Procedure (= postnatales-abdomino-umbilikales-
Lyoplant®) wird ein kongenitaler Bauchwanddefekt mittels eines xenogenen,

azellularen und avaskularen Kollagen-Meshs (Lyoplant®) verschlossen (siehe
Abb. 5).

Lyoplant® = Xenogenes,
azellulares und avaskulares Kollagen-Mesh
[BiBraun, Aesculap AG)

@ PAUL [= postnatal — abdomino — umbilical — Lyoplant® ] — Procedure

Abbildung 5: Schematische Darstellung des PAUL-Procedure.

4.2.1 Das Tiermodell

Die tierexperimentelle Studie an Goéttinger Miniaturschweinen wurde vor Beginn
der Versuchsreihe von der Regierung Unterfranken nach §8 Abs.1 des
Tierschutzgesetzes (TierSchG) genehmigt. Wahrend des gesamten
Zeitintervalls der Studie wurden alle Versuchstiere unter bestmdglichen
Bedingungen, entsprechend den Verordnungen des Tierschutzgesetzes,
gehalten und versorgt.

Im Rahmen dieses Groftiermodells wurden 10 weibliche Ferkel der Rasse
Gottinger Miniaturschweine (Gewicht: 7-10kg; A. Reichert, Euflenheim,
Deutschland) verwendet. Um Verwechslungen zu vermeiden war jedes Tier mit

einem Ohrclip und einer entsprechenden Nummer gekennzeichnet (Abb. 6).
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Nachdem Lyoplant® bereits im Jahre 2005 von Meyer et al. [7] im
Kleintiermodell an 21 Wistar WU-Ratten erfolgreich zur
Bauchwanddefektdeckung verwendet wurde, wurde das PAUL-Procedure in
analoger Weise im GrofRtiermodell, als Vorstufe zur klinischen Anwendung,
durchgefiihrt.

Die weiblichen Versuchstiere (n=10) waren bis zu Beginn der Versuchsreihe
alle gemeinsam in einem Auslauf mit freiem Zugang zu Wasser und Nahrung
auf dem Bauernhof von A. Reichert untergebracht. Praoperativ waren sie
hinsichtlich ihres Allgemeinzustandes beurteilt worden. Das Korpergewicht
(KG) der Miniaturschweine lag bei Versuchsbeginn zwischen 7 und 10

Kilogramm.

Abbildung 6: Gottinger Miniaturschwein (A. Reichert, EuRenheim,
Deutschland)

In allen 10 Versuchstieren wurde ein abdomineller Vollwanddefekt 10,0 x 8,0cm
erzeugt und anschlieend mit Lyoplant® der GréRRe 8,0 x 6,0cm verschlossen.
Postoperativ wurden die Versuchstiere wahrend der ersten 6 Wochen taglich,
spater wodchentlich visitiert und dabei das Abdomen im Hinblick auf die

Entstehung einer Narbenhernie untersucht. Nach definierten Zeitrdumen von 3,
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6, 9 und 12 Monaten wurden die Versuchstiere laparoskopiert und das

implantierte Material zur histologischen Analyse entnommen.

4.2.2 Zeitlicher Ablauf der Studie
Die Versuchsdurchfuhrung war auf einen Zeitraum von etwa 12 Monaten
festgelegt, um eine genaue Verlaufskontrolle der Miniaturschweine und des

Implantats zu gewahrleisten.

2005 2006
Okt | Nov | Dez | Jan | Feb | Mar | Apr | Mai | Jun | Jul | Aug | Sep
(1) #148 (E)
(1) #149 (E)
(1) #147 (E)
(I) #132 (E)
(I) #128 (E)
(1) #136 (E)
(I) #122 (E)
(1) #133 (E)
(I) #134 (E)
(1) #135 (E)

Abbildung 7: Zeitplan der Versuchsdurchfiihrung mit Kennzeichennummer des Tieres; (l)
markiert den Zeitpunkt der Implantation, (E) markiert den Zeitpunkt der Explantation

4.2.3 Operatives Vorgehen (Implantation)

Am Tag der Implantation wurden die Tiere jeweils nuchtern gehalten und
erhielten noch im Stall eine intramuskulare Injektion mit Dormicum 7mg zur
Sedierung. Etwa 20 Minuten spater wurden die Versuchstiere dann auf den
Operationstisch gelegt und es erfolgte die Kanulierung einer Ohrvene mit einer
Vasofix Braunule (G22, 0,9mm; B Braun Melsungen).

Nach Fixierung der Versuchstiere in Ruckenlage und Rasur mit anschlie3ender
Desinfektion der Bauchwand wurde Trapanal (5mg/kg KG), Pancoronium
(0,1mg/kg KG) und Fentanyl (2-6pg/kg KG) uber den intravendsen Zugang
appliziert. Es folgte die orotrachealer Intubation mit einem Tubus der Firma
Rusch (Safety Clear, glasklarer Trachealtubus aus PVC mit Cuff, nasal/oral

19




Histologische Analyse der Remodulierungsvorgange eines biokompatiblen Kollagen-Meshs
zur Therapie kongenitaler Bauchwanddefekte im Mini-Pig-Modell

(Magill), ID 6,0mm). Als Beatmungsgerat wurde das Modell Drager AV-1® (Fa.
Drager, Deutschland) verwendet.

Unter Isoflurananasthesie (Forene® (1-Chloro-2,2,2-trifluoroethyl-difluoro-
methylether); Abbot GmbH, Deutschland) wurde dann eine mediane
Laparotomie durchgefuihrt. Nach Mobilisation der Bauchdecken und Darstellung
der in der Mittellinie im M. rectus abdominis gelegenen Linae alba wurde ein
10,0 x 8,0cm grof3er Vollwanddefekt — bestehend aus Bauchdeckenmuskulatur,

Faszie und Peritoneum — hergestellt.

s

Abbildung 8: Vorbereitung und Lagerung eines Minaturschweins fir die
Operation

In diesen Defekt wurde anschlieRend ein 8,0 x 6,0cm groRes Kollagen-Mesh
(Lyoplant®) mittels eines resorbierbaren 3/0 Polyglactin-Fadens (Monocryl®©,
Ethicon, Deutschland) in fortlaufender Technik eingenaht (Abb. 9, 10). Die Haut
uber dem Defekt wurde abschlieRend ebenfalls mit einer fortlaufenden
absorbierbaren 3/0 Prolene-Naht verschlossen. Die GrofRendifferenz des
Bauchdeckendefektes zum Implantat wurde gewahlt, um die klinische Situation
eines Bauchdeckenverschlusses in der Kinderchirurgie mit erhohtem

intraabdominellem Druck zu simulieren.
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Abbildung 9: Intraoperativer Situs: Lyoplant® ist zur Halfte eingenaht; im Bauchraum
sind Teile des Darms und der Milz zu erkennen.

Abbildung 10: Intraoperativer Situs: Lyoplant® ist vollstandig implantiert
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In der postoperativen Phase erhielten die Versuchstiere 1ml Langzeitpenicillin
zur Infektionsprophylaxe und 10mg Tramal i.m. zur Schmerztherapie. Es
erfolgte eine tagliche Untersuchung der Miniaturschweine, die etwa 6 Wochen
nach dem Eingriff vom Tierstall der Universitat Wirzburg zum Bauernhof von A.
Reichert gebracht wurden, wo sie wieder entsprechenden Auslauf hatten.

Abbildung 11: Zwei Miniaturschweine +2 Tage nach der Operation im Tierstall der
Universitat Wirzburg

4.2.4 Explorative Laparoskopie

Nach einem definierten Zeitraum von 3, 6, 9 und 12 Monaten wurden die
Versuchstiere erneut in den Operationssaal gebracht und in analoger Weise fur
die Explantation vorbereitet (vgl. 4.2.3). Zunachst wurden die Versuchstiere in
Insofluran-Narkose laparoskopiert. Hierzu wurde ein 10mm Optik-Trokar Uber
einen ,offenen Zugang“ im linken Unterbauch platziert, um das eingebrachte
Material nicht durch den Trokar zu beschadigen. Nach Kontrolle der korrekten
intraperitonealen Lage mit einer 30°-Optik wurde anschlieBend durch

Gasinsufflation (CO,) das Pneumoperitoneum mit 8mmHg erzeugt.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der explorativen Laparoskopie im
Groltiermodell.

Nach einer ersten Exploration der intraabdominellen Organe sowie maoglicher
Verwachsungen wurde ein weiterer 5mm Arbeitstrokar im rechten Unterbauch
platziert (Abbi. 14). Uber diesen Zugang konnte nun mit Hilfe einer
endoskopischen Fasszange die Festigkeit der Verwachsungen ermittelt

werden.

Abbildung 13a-c: Laparoskopische Ansicht auf die Unterseite der Bauchwand mit
implantiertem Kollagen-Mesh (+6 Monate nach Implantation)

Diese Methode erlaubte eine eingehende Inspektion der Bauchhdhle und eine
genaue Beurteilung des bauchhohlenseitigen Implantats. Art und Ausmal} der
Verwachsungen zu den intestinalen Organen konnten genauestens beurteilt

und gegebenenfalls entstandene Verwachsungen gelost werden (Abb.15).
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4.2.5 Operatives Vorgehen (Explantation)

Im Anschluss an die laparoskopische Inspektion wurde die Bauchdecke
um den spulrbaren Implantatrand herum eroffnet. Das implantierte Material
wurde zusammen mit etwa 1cm angrenzendem Gewebe entfernt (Abb. 16) und
fur die histologische Untersuchung in einer Formalin-Pufferlésung konserviert.
Die Gewebeproben wurden in Paraffinblocke eingebettet, geschnitten und fur
die histologische Beurteilung in Hamatoxylin-Eosin gefarbt.

Abbildung 14: Resektat (Lyoplant® (NBM) mit einem 1cm groRen Geweberand)

4.3 Histologische Untersuchung

Fir die histologische Untersuchung wurde das Resektat (implantiertes
Material mit einem 1cm groflen Geweberand) in 10% Formalin fixiert und
anschlieBend in Paraffin eingebettet. Die Paraffinblécke wurden dann in etwa
10um dicke Scheiben geschnitten und mittels Hamatoxylin-Eosin (HE-Farbung)
gefarbt (Farbeprotokoll siehe 4.3.1). Im Anschluss an die histologische Farbung
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wurden die Schnitte kodiert und an einem BX-50 Mikroskop (Olympus, Tokyo,
Japan) von zwei unabhangigen Untersuchern ausgewertet.

4.3.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Nach 5 minutiger Azetonfixierung der 10um dicken Paraffinschnitte
erfolgte fur 30 Sekunden die Kernfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer (Fa.
Merck, Darmstadt). Danach wurden die Schnitte unter flieRendem
Leistungswasser geblaut und anschlieBend mit Aqua dest. gespult. Die
Gegenfarbung erfolgte fur 10 Minuten mit einer 1%igen Eosinlésung (Fa.
Merck, Darmstadt). Nach kurzem Spulen mit Leitungswasser und Aqua dest.
wurden die Schnitte mit Alkohol (4x je 1 min. aufsteigende Alkoholreihe) und
anschlieend mit Xylol (2x je 20 min.) entwassert. Die Einbettung erfolgte
konventionell mit dem Schnelleinbettmedium Pertex (Fa. Mediete GmbH,
Burgdorf).
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5. Ergebnisse
5.1 Makroskopische Auswertung

Alle 10 Miniaturschweine zeigten im Verlauf der Versuchsdurchfiihrung
eine physiologische Wachstums- und Gewichtskurve (siehe Abbildung 15).
Wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums entwickelte sich bei keinem
der Versuchstiere eine Bauchwandhernie oder Wundinfektion. In einem
Versuchstier wurde ein kleiner Hauttumor im rechten Unterbauch entdeckt, der

allerdings keine Verbindung zum Implantat aufwies.

5.1.1 Wachstum der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden vom Zeitpunkt der Implantation bis zur
Explantation des Materials in regelmaligen Abstanden beobachtet und
untersucht. Zu Beginn der Versuchsreihe hatten die Miniaturschweine ein
Kdrpergewicht zwischen 7 und 10kg (Abb. 15) und zeigten im Verlauf eine

physiologische Wachstumskurve ohne Auffalligkeiten.

O OP-Gewicht 2

@ OP-Gewicht 1

Gewicht (kg)

3Monate 3 Monate 3 Monate GMonate GMonate 6Monate 9Monate 9Monate 12Monate 12 Monate

Zeit (Monate)
Abbildung 15: Kérpergewicht der Miniaturschweine (n=10) im Verlauf.
OP-Gewicht1 ist das Gewicht bei Impantation, OP-Gewicht 2 ist das OP-

Gewicht bei Explantation nach einem definierten Zeitintervall von 3, 6, 9
oder 12 Monaten
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Die Versuchstiere (n=3), bei denen Lyoplant® fur 3 Monate implantiert war,
nahmen von circa 8kg auf durchschnittlich 15kg ungefahr in gleichem Mal3e zu
und verdoppelten ihr Gewicht in diesem Zeitraum.

Die Miniaturschweine (n=3), bei denen Lyoplant® fur 6 Monate belassen
wurde, nahmen von einem anfanglichen Gewicht von durchschnittlich 9kg auf
etwa 30kg zu. In einem halben Jahr konnten sie ihr Gewicht also mehr als
verdreifachen.

Die beiden Versuchstiere (n=2), die fur 9 Monate beobachtet wurden, nahmen
allerdings im Vergleich weniger stark zu: von 6,8kg bzw. 8,7kg auf 29,0kg bzw.
23,0kg.

Nach einem Zeitraum von insgesamt 12 Monaten hatten die Miniaturschweine
(n=2) mit 32,0kg und 36,3kg das erwartungsgemald hochste Gewicht aller
Versuchstiere. |hr initiales Gewicht lag bei 8, 2 bzw. 8,3kg.

Insgesamt betrug das Gewicht der Versuchstiere zum Zeitpunkt der
Implantation von Lyoplant® durchschnittlich 8,3kg. Im Verlauf der weiteren
Beobachtung bis zur Explantation nach 3, 6, 9 bzw. 12 Monaten nahmen alle
Ferkel im Bereich der normalen Wachstumsphysiologie gleichmaRig zu.
Wahrend sich das Gewicht in den ersten drei Monaten beinahe verdoppelte, so
kam es langfristig in dem maximalen Zeitraum von 12 Monaten zu einer
Vervierfachung des Ausgangsgewichts.

Die vereinzelt aufgetretene leichte Wachstumsdiskrepanz liegt im normalen
Schwankungsbereich und ist durch interindividuelle Unterschiede zu erklaren.
Auch im Vergleich zu nicht operierten Miniaturschweinen derselben Rasse
zeigten sich keine Unregelmafigkeiten im Hinblick auf die Gewichtszunahme
der Tiere.

5.1.2 Laparoskopische Beurteilung

Die durchgefuhrte explorative Laparoskopie ermoglichte eine genaue
Beurteilung der intraabdominellen Verhaltnisse mit Art und Ausmaly moglicher
Verwachsungen. Bei der laparoskopischen Betrachtung prasentierte sich der
Inhalt des Bauchraums vollkommen reizlos. Das Kollagen-Mesh war sehr gut
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mit seiner Nahtstelle verwachsen wund zeigte makroskopisch eine
ausgesprochen gute Vaskularisation (Abb. 16). Bei einigen Versuchstieren
waren Verwachsungen zwischen der Unterseite des Implantats und dem
Omentum majus oder der Leber entstanden (siehe Tab. 3). Diese Adhasionen
konnten in der Regel leicht gelost werden. Bei der Losung der Verwachsungen

traten keine Blutungen auf.

Abbildung 16: a) Die entstandenen Verwachsungen konnten b) mit Hilfe einer
endoskopischen Fasszange leicht geldst werden.
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:
g *E Verwachsungen Adhésionen Anmerkungen
i“:’ § (Grad 0-111)
148 3 | Leber, Netzzipfel I reizlose Bauchdecke,
keine Hernie
149 3 | Netzzipfel 0-l minimale Adhasion zum Netz,
keine Hernie
147 Netzzipfel I keine Hernie
132 Netzzipfel I keine Hernie
128 Omentum majus I Kleiner Hauttumor im rechten
(minimal) Unterbauch ohne Verbindung zum
Implantat,
keine Hernie
reizlose Narbe
136 6 | Omentum majus 0 keine Hernie,
reizlose Narbe
122 keine I keine Hernie
133 Omentum majus I keine Hernie
134 12 | Omentum majus, I keine Hernie
Netzzipfel
135 12 | Omentum majus, | Verwachsungen einfach abldsbar,
Netzzipfel keine Hernie

Tabelle 3: Ubersicht ber die einzelnen Miniaturschweine in Bezug auf Verwachsungen
und Hernien.

5.1.3 Grad der Adhasionen

Das Auftreten von Adhasionen wurde in Bezug zum implantierten

Material in Prozent berechnet. Die Verwachsungen mit Teilen des Omentum

majus oder auch einmalig mit der Leber waren meist strangartig und machten

zwischen 10-20% der Implantatflache aus.

Die Festigkeit der Verwachsungen wurde mit Hilfe einer endoskopischen

Fasszange ermittelt und anhand einer Skala von 0 bis Ill beurteilt: Grad 0 =

keine Adhasionen, Grad | = minimale Adhasionen, welche sich leicht mit den

Fingern l6sen lassen, Grad Il = Adhasionen, welche nur schwer mit den
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Fingern zu 16sen sind und Grad Il = Adhasionen, welche nur mit dem Skalpell
zu losen sind.

Neun der zehn Versuchstiere wiesen geringgradige Verwachsungen des
Implantats mit Teilen des Omentum majus auf. Diese Adhasionen wurden
achtmal als Grad | und einmal als intermediarer Grad 0-l eingestuft. (Abb. 17).
In einem der Miniaturschweine hatten sich auch nach einem

Implantatszeitraum von 9 Monaten keinerlei Verwachsungen gebildet.

3,0+

2,5+

2,0

Grad der Adhasion
&
|

0,5

0,0
3 Monate 3 Monate 3 Monate 6 Monate 6 Monate 6 Monate 9 Monate 9 Monate 12 Monate 12 Monate

Zeit (Monate)

Abbildung 17: Der Grad der Adhasion wurde anhand einer Skala von 0 bis IlI
beurteilt (siehe Text fir Erlauterung)

5.1.4 Implantatdicke

Nach Fixation des Resektats in 10% Formalin wurde mit Hilfe einer
digitalen Schieblehre (150mm Messbereich mit Feststellschraube) die Dicke
des Implantats bestimmt (Abb. 18). Hierzu wurde das Implantat zentral in
Querrichtung halbiert und anschlie3end von einer Seite zur anderen Seite an
10 verschiedenen Stellen die Dicke des Implantats gemessen. Aus dieser
Messreihe wurde dann die durchschnittiche Implantatdicke errechnet.
Unabhangig vom Implantatzeitraum schwankte die Dicke durchschnittlich
zwischen 3,02mm und 4,74mm (Abb. 18).
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Die Dicke von Lyoplant® im Ausgangszustand wurde ebenfalls mit einer
Messreihe von 10 Messungen langs und 10 Messungen quer bestimmt. Die
Dicke schwankte hier zwischen 0,14mm und 0,41mm und ergab eine

Durchschnittsdicke von 0,27mm.

Es zeigte sich keine Korrelation von Dauer des Implantationszeitraums und
Dicke des Materials. Vielmehr verhielt sich das Material unabhangig von
seinem Zeitraum relativ gleichmaflig und schwankte insgesamt um eine Dicke

von 3,80cm.

6,00

3 Monate 3 Monate 3 Monate 6 Monate 6 Monate 6 Monate 9 Monate 9 Monate 12 Monate 12 Monate Mittelwert

s
=]
=)

Implantatdicke (mm)

=

Mittelwert

Zeit (Monate)

Abbildung 18: Die Implantatdicke des Materials nach der Explantation

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Dicke des Materials wahrend des
implantierten Zeitraums interindividuell unterschiedlich zunimmt. Es zeigt sich
keine lineare Zunahme der Implantatdicke mit der Dauer, vielmehr ist schon
nach einer Implantationsdauer von 3 Monaten ein Wert (3,65-4,74 mm)
erreicht, der mit zunehmender Zeit auch nach 12 Monaten (3,72 und 4,16 mm)
im selben Bereich liegt (Abb. 18).
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5.2 Mikroskopische Auswertung
5.2.1 Histologische Beurteilung

Bei der histologischen Betrachtung wurden das Implantat und sein
angrenzendes Gewebe in Hinblick auf Zellinfiltration und Vaskularisation
untersucht. Hierflr wurden die Praparate in allen Vergrof3erungen durchmustert
(siehe Tab. 4).

S~ £

e
-4 ?_:’”‘
7

A

Abbildung 19: Schnitt durch das implantierte Material mit angrenzendem Gewebe
(HE-Farbung)

Nach einem Zeitraum von 3 Monaten waren die Implantate in den
Randbereichen gut vaskularisiert und von Fibroblasten durchsprosst. Im
Zentrum war die Zellimmigration sparlich.

Nach 6 Monaten hatte die Zelldichte auch im Zentrum deutlich zugenommen
und vereinzelt lieRen sich kleinlumige Gefalde nachweisen.

Nach 9 und 12 Monaten war die Zelldichte in samtlichen Bereichen des
Implantats gleichmaRig hoch, in allen Abschnitten lieRen sich GefalRe und

vereinzelt Kapillarbindel nachweisen. Teilweise gab es Hinweise fir eine

32



Histologische Analyse der Remodulierungsvorgange eines biokompatiblen Kollagen-Meshs
zur Therapie kongenitaler Bauchwanddefekte im Mini-Pig-Modell

leichte inflammatorische Reaktion. Die in das Implantat eingewanderten Zellen,
vor allem vermutlich Fibroblasten, sind fur den Remodulierungsprozess

verantwortlich.

&
o
g
i S c
— o - (]
E . § 5 e Anmerkungen
=5 e =~ =1 C
E |2 |8 |€ |£
2 ) c o 0
~ = < > N
148 3 3 + + Implantat schwer abgrenzbar
2| ++ + gefalireich
149 3 2| ++ + gefalireich
3| ++ + gefalireich
147 3 3| ++ ++ | gefal- und zellreich, aufgelockerte Ubergangszone,
3 + n.b. | wenig Implantat sichtbar
132 6 5| n.b. | n.b. | auf Grund von Farbeartefakten schwer zu beurteilen
3| nb n.b.
128 6 3 + + wenig Implantat sichtbar, nur vereinzelte Inseln
4 + +
136 6 3| ++ + | gefalreich
5| ++ ++ | gefalreich, hoher Zellanteil (vermutlich Fibroblasten)
122 9 2| +++ ++ | gefalreich, deutliche Kapillareinsprossung
3 + +
133 9 2| + ++ | Schone Ubergangszone zwischen NBM und
2 + ++ | Bindegewebe,
v.a. Muskulatur und Bindegewebe
134 12 2 + n.b. | auf grund von vielen Fettanteilen schwer zu beurteilen
1 + n.b.
135 12 2 + n.b. | wenig Implantat sichtbar
3 + n.b.

Tabelle 4: Histologische Auswertung der Paraffinschnitte: (+) maRig, (++) gut, (+++) sehr gut,
n.b. = nicht beurteilbar
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6. Diskussion

Die Therapie kongenitaler Bauchwanddefekte, wie Omphalozele und
Gastroschisis, besteht in der operativen Bauchdeckenrekonstruktion. Kleine
Defekte konnen direkt verschlossen werden, wahrend grolRere Defekte vor
allem mit kinstlichen resorbierbaren (z.B. Vicryl®) oder nicht-resorbierbaren
Materialien (z.B. Gore-Tex®) gedeckt werden mussen [1]. Heutzutage werden
vor allem PTFE- (Polytetrafluorethylen), PPP- (Polypropylen), Polyglykolsaure-
und Kombinationsmaterialien [2, 6] in der Therapie von angeborenen

Bauchwandanomalien verwendet.

PTFE [3, 18, 47] gehort hierbei mit zu den am haufigsten verwendeten
Materialien. Nach Implantation zeigt dieses Material allerdings eine geringe
Flussigkeitspermeabilitat und die Tendenz zur Fistelbildung [43]. Haufig
entwickeln sich Adhasionen zum Intestinum [48].

PPP-Meshs werden ebenfalls schon seit einigen Jahren zum operativen
Verschluss von Bauchwanddefekten eingesetzt. Klinische Schwierigkeiten in
der postoperativen Phase bereiten hier die Faltenbildung des Materials,
Wundinfektionen sowie die Fistel- und Hernienbildung [2, 3, 6, 47, 48]. Es wird
empfohlen PPP nicht in direktem Kontakt zum Darm zu verwenden, da dies
haufig zu Erosion und Perforation fuhrt [44, 49]. Resorbierbare Materialien, wie
zum Beispiel Polyglykolsaure, verursachen zwar seltener Fistelbildung und
zeigen eine gute Flussigkeitspermeabilitat, bisher existieren hierzu allerdings
nur Kurzzeitstudien [1].

Um die oben genannten Komplikationen zu vermeiden wurden Biomaterialien
eingefuhrt. In den letzten Jahren wurden u. a. Dura mater [43],
Darmsubmukosa [50-52] und Dermis vom Schwein [53], autologe Faszie [54],
humane Nabelschnurmembran [47] und Rinderpericardium [50] fur die
Bauchdeckenrekonstruktion erprobt. Diese Materialien verursachen haufig eine
starke Granulation und Abwehr- bzw. Entzindungsreaktion [43]. Es besteht das
Risiko einer Infektion aufgrund xenogener Pathogene, wie PERV (porcine
endogene retrovirus) [55].

Ein neues biokompatibles Material (NBM) zeigte in einer tierexperimentellen

Studie von Meyer et al. [7] weniger Adhasionen als die Vergleichsmaterialien
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aus PTFE und PPP. In der tensiometrischen Beurteilung zeichnete sich PPP
zwar durch die starkste Festigkeit aus, Lyoplant® wies hingegen aber
vergleichbare Eigenschaften wie eine physiologische Bauchwand auf.

Eignet sich ein biokompatibles Material (Lyoplant®) zur operativen
Therapie kongenitaler Bauchwanddefekte?

Bei Lyoplant® handelt es sich um ein azellulares und avaskulares Kollagen-
Mesh, das aus Rinderperikardium hergestellt wird. Im Rahmen eines
Kleintierversuchs an jungen Wistar WU-Ratten haben Meyer et al. [7] dieses
neue biokompatible Material (NBM) in der tierexperimentellen Therapie von
Bauchwanddefekten eingesetzt. Bei der genauen Untersuchung nach einem
Implantationszeitraum von 6 Wochen ergaben sich in dieser Studie fur
Lyoplant® die gleichen physiologischen Werte wie eine unbehandelte
Bauchdecke.

Virologischen Berichten und Angaben des Herstellers zufolge besteht bei der
Implantation von Lyoplant® kein Risiko eines Virus- oder Prionentransfers [56]
Das bovine Material aus Neuseeland gilt als BSE-unbedenklich (bovine
spongiforme Enzephalopathie). Durch die zusatzliche Behandlung mit NaOH
(anerkanntes Abreicherungsverfahren) wird das theoretische Risiko zusatzlich
gesenkt.

Ein wichtiger Vorteil von Lyoplant® ist, dass es keinem konstanten
Abbauprozess unterliegt und durch korpereigenes Gewebe ersetzt wird. Somit
werden Folgeoperationen reduziert und die Lebensqualitat der betroffenen
Kinder erheblich verbessert.

Welche Vorteile hat die Verwendung eines biokompatiblen Materials
(Lyoplant®) gegeniiber herkommlichen kiinstlichen resorbierbaren und
nicht-resorbierbaren Materialien?

Sowohl die experimentellen Ergebnisse des Kleintierversuchs an jungen Wistar
WU-Ratten [7] als auch die des Groldtierversuchs an Gottinger
Miniaturschweinen erlauben die Schlussfolgerung, dass Lyoplant® zur
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Therapie kongenitaler Bauchwanddefekte geeignet ist. Bei der im
Kleintiermodell durchgefuhrten tensiometrischen Beurteilung wies Lyoplant®
ahnliche Eigenschaften wie eine unbehandelte Bauchdecke auf.

In beiden tierexperimentellen Studien zeigten sich nur geringgradige
Verwachsungen mit dem Intestinum. Auch die lokale Entzindungsreaktion war
sehr gering, so zeigte sich anstelle einer Absto3ungsreaktion vielmehr ein
Remodulierungsprozess (siehe unten).

Welche Eigenschaften sollte ein ideales Material fur die
Bauchwandrekonstruktion von kongenitalen Bauchwanddefekten haben?
Ein ideales Material fur die Therapie von angeborenen Anomalien der ventralen
Bauchwand sollte in erster Linie gut vertraglich sein, also keine Entzindungs-
oder Abstoldungsreaktion hervorrufen. Gleichzeitig sollte es den Anforderungen
an einen stabilen Verschluss der Bauchdecke gerecht werden und sich durch
mechanische Starke und Stabilitat auszeichnen. Um den erhohten
intraabdominellen Druck moglichst gering zu halten, und somit ein mogliches
intraabdominelles = Kompartmentsyndrom zu  vermeiden, sollte es
flussigkeitspermeabel sein und keiner physikalischen Alteration durch
Gewebeflussigkeit unterliegen. Idealerweise ware ein Material, das diese
Eigenschaften besitzt, auch noch gunstig im Preis.

Welche Immunreaktion lauft nach der Implantation von einem
biokompatiblen Material (Lyoplant®) ab?

Es stellt sich auch die Frage, welche immunologische Reaktion das implantierte
xenogene Material (Lyoplant®) im Empfanger auslost. Folgende Hyopthese
konnten die Remodulierungsvorgange des Kollagen-Meshs (Lyoplant®)
erklaren:

(1) Bei nicht-resorbiebaren Materialien, wie zum Beispiel Gore-Tex®, kommt es
uber den ,Th1-Weg"“ zu einer Zytokin-gesteuerten Aktivierung von Fibroblasten
mit der Ausbildung einer stabilen Narbenplatte (Abb. 20). Die
Oberflachenantigene der nicht-resorbierbaren Materialen werden den
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antigenspezifischen CD4"-T-Zellen von dendritischen Zellen im Kontext des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC, major histocompatibility complex)
prasentiert. Aus diesen naiven CD4-Zellen entstehen nach der Aktivierung zu
THO-Effektorzellen dann bei der Differenzierung (inflammatorische) Ty1-Zellen,
die Makrophagen mittels IFNy und TNFa aktivieren. Die Makrophagen
wiederum veranlassen die Aktivierung und das Wachstum von Fibroblasten.
Zusatzlich kommt es zu einer Gewebezerstorung uber die Mediatoren
Interleukin 1 und TNFa - es lauft also eine klassische Entzindungsreaktion
ab.

1. HYPOTHESE SEWEBE:-

ZERSTORUNG L1

- \N
» .

L . e Aktivierung von
ob Makrophagen

erflichen- "~

Antigene T R
L-1
ﬁ
Prasentatlon

Dendritische Zellen
Makrophagen CD4* T Helferzellen Aktivierte CD4"* T Helferzellen

Abbildung 20: Immunologischer Mechanismus nach der Implantation eines
kiinstlichen Patches. Die Fibrosierung wird uber den , Ty1-Weg“ initiiert.

(2) Das biokompatible Material (Lyoplant®) hingegen scheint die Eigenschaft
zu besitzen diese Entzindungsreaktion Uber den ,Th2-Weg“ zu unterdricken
[57] (Abb. 21). Hier scheint es zu einer Differenzierung der CD4-Zellen zu
Tu2-Zellen zu kommen. Die Tu2-Zellen hemmen die Aktivierung der
Makrophagen uber die (anti-inflammatorischen) Mediatoren IL-4 und IL-10.
Anstelle  einer  Abstolungsreaktion kommt es also zu einem
Remodulierungsvorgang, der fur die Flexibilitat der de-Novo-Bauchdecke

vorteilhaft zu sein scheint [bisher unveroffentlichte Daten von Meyer et al.].
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Die immunhistologischen Ergebnisse der tierexperimentelle Studie an Wistar
WU-Ratten von Meyer et al. [7] unterstitzen diese Hypothese. PPP, als
Vertreter der nicht-resorbierbaren Materialien, wies einen CD4/CD8-Quotient
von 15,0 auf, wahrend der von Lyoplant® mit 3,53 wesentlich niedriger war. Die
Immunantwort bei biokompatiblen Materialien, wie Lyoplant® oder auch SIS®
und Pelvicol® [44, 57], scheint vor allem auf dem ,Ty2-Weg“ abzulaufen. Die
Mediatoren IL-4 und IL-10 sind hauptverantwortlich fur die antiinflammatorische
Antwort, welche von entscheidender Bedeutung fur die Annahme und

Remodulierung biokompatibler Materialien ist [57, 58].

2. HYPOTHESE

Xenones Material Unterdriickung der
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Makrophagen CD4* T Helferzellen Aktivierte CD4* T Helferzellen

Abbildung 21: Immunologischer Mechanismus nach der Implantation eines
biokompatiblen Patches. Uber den ,Ty2-Weg“ wird ein Remodulierungsprozess
initiiert.

Welche moglichen Therapieansdtze bestehen in der Behandlung
kongenitaler Bauchwanddefekte?

Neben den bereits erwahnten Therapiemoglichkeiten fur kongenitale
Bauchwanddefekte, werden momentan vereinzelt auch fetalchirurgische und

stammzelltherapeutische Therapieansatze erprobt. In diesen Bereichen sind in
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den nachsten Jahren sicherlich Fortschritte zu erwarten. Die eigentliche
Anwendung sollte aber auch in Zukunft nach wie vor kontrovers diskutiert
werden.

Die heutzutage durchgefuhrte postnatale Therapie zeigt eine ausgezeichnete
Uberlebensrate und garantiert eine entsprechend gute Lebensqualitat der
Kinder. Es stellt sich also die Frage, ob das mit einem fetalchirurgischen
Eingriff verbundene erhohte maternale Risiko und auch das Risiko der
Frahgeburtlichkeit nicht gewichtige Gegenargumente darstellen.
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7. Zusammenfassung

Kongenitale Bauchwanddefekte sind seltene, aber dramatische
Fehlbildungen der vorderen Bauchwand. Die Therapie besteht in der
Bauchdeckenrekonstruktion. Methode der Wahl ist der Primarverschluss, der
allerdings nur bei kleinen Defekten moglich ist [28, 32, 37]. Ist die Masse der
hernierten Organe hingegen zu grof3, wird eine Bauchdeckenersatzplastik
notwendig. In den vergangenen Jahren wurde hierfur vor allem ein Mesh aus
PTFE (Gore-Tex®) verwendet [12]. Um die mit der operativen Therapie
verbundenen Komplikationen maoglichst gering zu halten, stellt sich allerdings
die Frage, inwieweit ein neues biokompatibles Material verwendet werden
kann. Um dies zu klaren, wurde Lyoplant®, als Vorstufe vor der klinischen
Anwendung, in einer tierexperimentellen Studie auf seine Eignung zur Therapie

von Gastroschisis und Omphalozele untersucht.

Meyer et al. [7] konnten bereits im Kleintiermodell an 21 Wistar WU-Ratten
zeigen, dass Lyoplant® eine mogliche Implantatalternative darstellt. Alle
Versuchstiere zeigten eine unauffalige Wachstumskurve und konstante
Gewichtszunahme. Das NBM prasentierte sich, im Gegensatz zu PTFE und
PPP, mit nur geringfugigen Adhasionen zum Intestinum. Bei der
tensiometrischen Messung wiesen vor allem die nicht-resorbierbaren
kunstlichen Materialien eine hohe Stabilitat auf. Das NBM zeigte aber durch die
in vivo ablaufenden Remodulierungsvorgange vergleichbare Eigenschaften wie
eine unbehandelten Bauchdecke.

Um diese Ergebnisse zu bestatigen und die nachste Stufe vor der klinischen
Anwendung zu erreichen wurde in analoger Weise zum Kleintiermodell ein
Groftiermodell  entwickelt. Als Versuchstiere dienten 10 Gottinger
Miniaturschweine, bei denen ein 10,0 x 8,0cm groRRer Defekt der ventralen
Bauchwand mit einem Lyoplant®-Kollagen-Mesh verschlossen wurde. Die
Miniaturschweine wurden regelmafig untersucht und die Entwicklung einer
Hernie ausgeschlossen. Nach jeweils 3, 6, 9 und 12 Monaten wurde der Grad
der Adhasionen laparoskopisch bestimmt. Das Implantat wurde im Anschluss

zur Messung der Implantatdicke und histologischen Analyse entnommen. Alle
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Versuchstiere zeigten eine physiologische Wachstums- und Gewichtskurve. Bei
keinem der Miniaturschweine kam es im Verlauf zu einer Hernienbildung oder
Wundinfektion. Mit Lyoplant® entstanden nur minimale Adhasionen zum
Intestinum, die leicht mit einer laparoskopischen Fasszange zu I6sen waren. In
der mikroskopischen Auswertung zeigte sich eine gute Vaskularisation und
Zellimmigration. Die Immunantwort von Lyoplant® scheint eher der einer
Remodulierung als der einer AbstolRungsreaktion zu entsprechen. Lyoplant® ist
gut vertraglich und zeigt eine gute Integration in das Nachbargewebe. Diese
Ergebnisse erlauben die Schlussfolgerung, dass Lyoplant® zur Therapie
kongenitaler Bauchwanddefekte geeignet ist.
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