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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Anastomosenheilung nach Eingriffen am Colon ist in der operativen Medizin von
hoher klinischer Relevanz. Nahtinsuffizienzen mit konsekutiver Leckagebildung sowie
Wundheilungsstorungen sind mit einem Anteil von bis zu 50% noch immer
inakzeptabel hoch (Karanjia et a. 1994, Thiede et a. 1987). Sie fordert vom
viszerachirurgisch tétigen Arzt fundierte Kenntnisse sowohl Uber Physiologie und
Pathophysiologie der intestinalen Wundheilung, as auch Uber die Wahl des zur
Adaptation verwendeten Nahtmaterials. Das Vertiefen grundlegender Kenntnisse Uber
den normalen, unkomplizierten Heilungsverlauf nach operativer Darmnaht ist das Ziel
intensiver experimenteller Forschung. Es stellt den Kern der hier vorliegenden Arbeit
dar.

Die intestinAle Wunde heilt analog den algemeinen Prinzipien der kutanen
Wundheilung und gliedert sich in vier morphologisch differenzierbare Phasen, in deren
Verlauf Zellaktivierungen, Zellteilung, Chemotaxis und Zellmigration eine besondere
Rolle spielen. Insbesondere dem Peritoneum kommt bei alen gastrointestinalen
Wundheilungsabléufen mit der maoglichen Ausbildung einer Peritonitis oder
Adhésionen eine wichtige Funktion zu. Der Darm unterscheidet sich zudem durch
seinen vielschichtigen Aufbau aus Schleimhaut, drei Muskelschichten und einer
reichhaltigen Kapillarisierung auch morphologisch deutlich von der Cutis.

Nach erfolgter Gewebsdurchtrennung kommt es in der exsudativen Phase (1. Tag) der
Wundheilung zun&chst zu einem provisorischen Wundschluss durch austretendes
Wundsekret aus Blut und Lymphe unter Aktivierung der Gerinnungskaskade. Im Falle
der Darmwand ist dies mit der Ausbildung eines Odems verbunden. In diesem durch
lokale Hypoxie geprégten katabolen Stadium, besteht durch die stattfindende
Kollagenolyse und fehlende Kollagensynthese noch keine Eigenstabilitét der Wunde.
Der Zusammenhalt der Wundrander muss zu diesem Zeitpunkt noch durch das
Nahtmaterial gewdahrleistet werden (Lunstedt und Debus 1990). Im Wundgebiet
Uberwiegen morphologisch Thrombozyten und, mit einem Peak nach etwa 24 Stunden,
neutrophile Granulozyten, angelockt durch zahlreiche chemotaktische Faktoren wie
TGF B (Ibelgauft 1999).

In der darauf folgenden resorptiven Phase (2.-4. Tag) treten hauptséchlich autolytische

Prozesse durch einwandernde Gewebsmakrophagen und zytokinetisch transformierte
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Blutmonozyten auf. Tote Zellen werden durch enzymatische Vorgange lysiert,
phagozytiert und abgerdumt. Die eingeschleusten Makrophagen und Thrombozyten
gewinnen durch die Abgabe von Wachstumsfaktoren und chemotaktischen Stoffen eine
besondere Bedeutung. Fur die Heilung ist eine gewisse entziindliche Reaktion zur
Ausbildung des Granulationsgewebes zwar notwendig, schwere Entziindungsformen
mit Abszessbildungen hemmen jedoch die Produktivitédt der Fibroblasten (N6thinger et
al. 1980).

Es schliefdt sich nun die proliferative, anabole Phase (4.-14. Tag) mit der Aussprossung
von Kapillaren und der Differenzierung von Histiozyten an. Das Zellbild wird
beherrscht von Fibroblasten zur Kollagen- und Mukopolysaccharidneubildung, im
Rahmen der kutanen Wundheilung zudem von Keratinozyten, welche die
Reepithelialisierung der Wundflache Ubernehmen. Es entsteht Granulationsgewebe. Die
verletzten Strukturen erlangen allméhlich ihre mechanische Reil¥festigkeit wieder.

In der reparativen Phase (10.-180. Tag) wird der Heilungsvorgang mit dem Ausreifen
der Kollagenfasern und der Differenzierung der wundkontrahierenden Myofibroblasten
abgeschlossen. Enzyme (z.B. Kollagenasen, Elastasen) lockern die interzelluldren
Strukturen und die Gewebsintegritdt wird letztlich vollendet. Allerdings verbleibt
kollagenes Narbengewebe. Am Darm wird die Gewebeintegritdt der Mukosa wieder
vollstandig hergestellt.

Aus mikroskopischer Sicht heilen Dinndarmanastomosen schneller als Anastomosen
des Dickdarms. Granulozyten werden im Anastomosengebiet ilealer Anastomosen
bereits drel Stunden nach Gewebsdurchtrennung nachgewiesen und erreichen ein
Maximum nach 12 bis 24 Stunden (Hendriks et al. 1985, Hesp et al. 1985). Monozyten
und Fibroblasten erscheinen 24 bis 48 Stunden nach Anastomosierung. Zudem dauert
die inflammatorische Reaktion nach entsprechenden Eingriffen am Dickdarm lénger als
am Dunndarm, wo bereits nach einer Woche postoperativ nahezu keine Leukozyten
mehr nachweisbar sind (Hesp et al. 1985). Die kollagenolytische Aktivitét Uberwiegt
Uber die Kollagenneubildung innerhalb der ersten drel bis finf postoperativen Tage, wie
Hydroxyprolinuntersuchungen an heillenden Colonanastomosen zeigten (Jiborn et al.
1980, Cronin et a. 1968b). Bei Betrachtung der ersten funf postoperativen Tage fallt
auch der Rekapillarisierungsprozess am Colon spérlicher aus als am Dunndarm.
Innerhalb der ersten postoperativen Woche ist ein Mukosadefekt des Dinndarms
regelmassig verschwunden. Am Colon ist dieser zu diesem Zeitpunkt noch immer
regelmaldig zu finden (Hesp et a. 1985).
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All diese Punkte sollen den speziellen Charakter der Colonanastomose und seiner

sensiblen Wundheilungssituation im Gastrointestinal bereich verdeutlichen.

Die obigen Ausfuhrungen lassen erkennen, dass dem chirurgischen Nahtmaterial in der
fruhen Phase der intestinalen Wundheilung eine tragende Haltefunktion zukommt. Das
Naturprodukt Catgut wurde als erster resorbierbarer Faden 1869 von Lister eingefthrt
und war noch mit Nachteilen wie enzymatischer Degradation, allergischer
Fadenunvertraglichkeit und Mikroabszessbildung behaftet (Knopp und Keck 1990). Es
ebnete jedoch den Weg fur die Entwicklung vollsynthetischer Polyglykolsdurefaden wie
Dexon® (Davis and Geck) oder Vicryl® (Ethicon), die zu Beginn der 70er Jahre
eingefuhrt wurden. Aus dem nunmehr vollstandig hydrolytischen Abbau resultierte eine
nur noch schwache Gewebereaktion und somit bessere Vertraglichkeit bei abnehmender
Komplikationsrate. Neuester Stand der Produktentwicklung stellen vollsynthetische,
monofile, absorbierbare Faden dar, wie das Ende der 80er Jahre eingefihrte Maxon®,
das Mitte der 90er Jahre auf den Markt gebrachten Monocryl® und Biosyn® sowie
neuerdings der Faden Monosyn®, welcher sich unmittelbar in der klinischen Erprobung
befindet. Sie verbinden den Vorteil einer atraumatischen Gewebspassage mit dem der
vollstandigen Aufltsbarkeit.

K ostensparende handgenéhte Anastomosen gehtren nach einer prospektiven Studie aus
dem Jahre 1996 (Mann et al.) zur effektivsten Methode des Darmverschlusses nach
colorektalen Eingriffen. Zudem hat sich die einreihige, extramukds gestochene, nicht-
invertierende Naht mit monofilen, resorbierbaren Faden (Kontic 1994, Kostic 1994,
Popovic 1994, Mickley et a. 1991, Nothinger et al. 1980) as Standard der
Anastomosenerstellung in  der gastrointestinalen Chirurgie durchgesetzt. Die
vorliegende Arbeit soll deshalb in ihrem ersten Teil mogliche Unterschiede im Einsatz
monofiler, resorbierbarer Nahtmaterialien bel der Darmanastomosenerstellung im
postoperativen Heilungsverlauf im Rahmen physikalischer Messungen offenlegen. Als
Untersuchungsmodell wurde hierzu die Wistarratte verwendet. Die fetale Mikroflora
des Rattencolons gleicht nach Untersuchungen von Herrmann et a. (1964) der des
Menschen. Studien von Postlethwait et al. aus dem Jahre 1975 sowie von Smit et a aus
dem Jahre 1991 zeigen dartber hinaus eine dem menschlichen Gewebe ahnliche
Gewebsreaktion auf implantiertes Nahtmaterial. Das Tiermodell der Wistarratte eignet
sich somit sehr gut sowohl fur die Untersuchung des unkomplizierten Heilungsverlaufes

nach primérer Darmnaht, als auch fir die anschlief3enden zytokinetischen Messungen.
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Dieser Heilungsverlauf und insbesondere die Entwicklung einer frilhen postoperativen
Anastomosenfestigkeit wird durch zahlreiche technische, lokale und systemische
Faktoren beeinflusst (Thornton et al. 1997, Basson 1994). Anastomosendehiszenzen
werden regelméaldig in der ersten postoperativen Woche beobachtet. Zu diesem friihen
Zeitpunkt hangt die unmittelbare Festigkeit der Anastomose von der Fahigkeit der
extrazelluldren Matrix, insbesondere der kollagenen Fasern ab, das Nahtmateria zu
halten. Spéter sollte die Wunde durch anastomosentibergrenzende Kollagenneubildung
wieder die gleiche Resistenz wie das unverletzte Gewebe erhalten, wobei Fibroblasten,
unter Kontrolle des zellul&ren und humoralen Immunsystems, eine besondere Rolle
spielen (Paul et al. 1997). Die Submukosa muss bel der Darmnaht stets als wichtigste
Schicht adaptiert werden, da das neugebildete Kollagen dort seinen Ursprung findet
(Kostic  1994).  Auch  untermauerte  bereits  Chlumsky 1899  bei
Berstungsdruckmessungen am Hundedinndarm und frischem menschlichem

L eichendarm die Bedeutung der Submukosa als mechanisch tragende Wandschicht.

Zahlreiche Studien befassten sich bereits mit der Auswirkung systemischer und lokaler
Faktoren auf die intestinale Anastomosenheilung und die Md&glichkeit, deren Ablauf
gezielt zu beeinflussen. Arbeitsgruppen unter Rao et al. (1995), Smit et al. (1991), Stone
(1988), Knoop et al. (1987), Thiede et al. (1987) oder Raab et al. (1980) analysierten
den Einfluss verschiedener Anastomosen- und Nahtmaterialien auf den Heilungsverlauf
hinsichtlich Handhabung, physikalischer (Berstungsdruck, Zugfestigkeit) und
biochemischer Parameter (Hydroxyprolingehalt, histologische Gewebereaktion). Okada
et a. (1999) kamen zu dem Schluss, dass die normale intestinae Darmflora
entscheidend zum Heilungserfolg nach primérer Anastomosierung beitrégt. Schardey et
a. (1997) konnten in ihren Untersuchungen den Vortell einer selektiven
Darmdekontamination zur Reduktion der Insuffizienzrate bei Oesophagojeunostomie
nach Gastrektomie nachweisen. Die Auswirkungen von Uramie, Ikterus, Peritonitis,
Durchblutungsstérungen, hochdosierter Kortison- oder Strahlentherapie sowie
chronisch entziindlicher Darmerkrankungen auf die intestinale Wundheilung wurden
ebenso untersucht (Mann et al. 1996, Matsusue und Walser 1992, Lange und L itgens
1990, Aszodi und Ponsky 1984, Gilmour et al. 1980, Irvin 1978, Scheele et al. 1978,
Kilam et a. 1975) wie Versuche mit Fibrinkleber (Van der Ham et al. 1992) oder
Kollagenpatches (Mutter et a. 1996), um den Heilungsverlauf zu beschleunigen.
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Erst seit einigen Jahren nimmt das Interesse an den am Wundheilungsprozess
beteiligten Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Chemokinen zu. Diese Mediatoren sind
von essentieller Bedeutung fur einen ungestérten Ablauf und unterliegen einem bis dato
unzureichend analysierten Regelmechanismus. Der Gedanke an die Entwicklung
sogenannter ,wound healing enhancers® und gezielte Eingriffe in diese Funktionskreise
liegt nahe und koénnte eines Tages entscheidende Verbesserungen auf dem Gebiet der

kutanen al's auch der intestinalen Wundheilung erbringen (Thornton und Barbul 1997).

Vor gut vier Jahrzehnten rickten erstmals der Nerve Growth Factor (NGF) und der
Epidermal Growth Factor (EGF) mit ihrer Entdeckung in das Interesse der
medizinischen Forschung. Rita Levi-Montalcini und Stanley Cohen erhielten fir deren
Entdeckung im Jahre 1986 den Nobelpreis fur Medizin (Raju 2000). Erst die
Entwicklung molekularbiologischer Methoden ermdglichte jedoch deren genauere
Lokalisierung, die Charakterisierung des molekularen Aufbaus der Wachstumsfaktoren
und deren Rezeptoren sowie die Einteilung in Wachstumsfaktorfamilien. Ihre fir
Leukozyten und Fibroblasten chemotaktische Aktivitdt, mitogene Stimulation,
angiogenesefordernde sowie auf benachbarte Zellen parakrinen Effekte lief3en die Idee
aufkommen, sie in Form systemischer oder lokaler Applikation fur die Optimierung der

Wundheilung einzusetzen.

Eingehend wurde die Wirkung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen fir den Ablauf
der kutanen Wundheilung untersucht (Engelhardt et al. 1998). Karahasanoglu et al.
(1998) studierte den  Einfluss von  Wachstumshormonen auf  den
Anastomosenheilungsverlauf bei protein-mangelerndhrten Ratten, konnte jedoch keinen
erhbhten Berstungsdruck in der mit Hormonen behandelten Gruppe feststellen.
Christensen und Oxlund (1994) sowie Christensen und Flyvbjerg (1992) wiesen
dagegen schon frilher nach systemischer Gabe von biosynthetischen human growth
hormone (hGH) einen erhohten Gehalt an Kollagenfibrillen und eine verbesserte
Kollagentextur gegentiber der nicht-behandelten Kontrollgruppe im

Anastomosenbereich nach.

Ein ebenfalls sehr gut charakterisierter, ubiquitérer Wachstumsfaktor ist der vor tber
zehn Jahren erstmals beschriebene TGF-£, eine Superfamilie, die wenigstens 25

Molekile umfasst und in funf Isoformen mit Uberwiegend TGF- 31 vorkommt. Er
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bindet an drei verschiedenen, bereits erfolgreich geklonten, Rezeptoren TGF 3 RI-III.
TGF B1list entlang der Basallamina und in Mesenchymzellen nachweisbar (O"Kane und
Ferguson 1997). TGF [3-Rezeptoren sind auf nahezu allen Zellen vorhanden (Kramer et
a. 2001). Die biologisch aktive Form des TGF 3 ist ein Homodimer von 25 kDa und
besteht aus zwei identischen 112-gliedrigen Aminosdureketten, die durch
Disulfidbrticken verkniipft sind. Als biologisch inaktive Form (latent TGF 3), wird TGF
B an Proteoglykane der extrazellularen Matrix in Speicherform gebunden und bei
Bedarf durch limitierte Proteolyse freigesetzt und aktiviert. In Sdugetieren wurden
bisang nur die Isoformen TGF [ 1-3 nachgewiesen, mit 60 bis 80% igen
Sequenzhomologien. Die biologischen Wirkungen der von Thrombozyten,
Makrophagen, Fibroblasten, Keratinozyten und Lymphozyten produzierten TGF [3
Isoformen sind mannigfaltig. Im Vordergrund steht jedoch die reversible Hemmung des
Zellwachstumsin vivo ( Kramer et a. 2001).

Zahlreiche Studien weisen auf einen therapeutischen Nutzen fir die Wundheilung hin.
TGF B zeigt kollageninduzierende (Buckmire et a. 1998, Slavin et al. 1992, Mustoe et
a. 1990), fibrosefordernde (Sheppard 2001, Chen e a. 2000) und
angiogenesestimulierende (Amento et a. 1991) Aktivitdt, wobel durch seine
antagonistische Wirkung auf leukozytenstimulierende Zytokine zudem ein Einsatz als
Immunsuppressivum denkbar wére. Das TGF [3 essentiell fUr die normale Wundheilung
Ist, zeigt eine Untersuchung von Mustoe et al. aus dem Jahre 1987. Nach chirurgischer
Wundsetzung auf dem Ricken mannlicher Ratten wurde gereinigtes TGF 3 systemisch
verabreicht. Es zeigte sich bereits nach funf Tagen eine 220%ige Steigerung der
Gewebereil¥festigkeit. Zu gleichen Ergebnissen kamen McGee et a. 1989 und Beck et
a. im Jahre 1993. Im Hinblick auf die intestinale Wundheilung zeigte eine Studie von
Buckmire et al. (1998) die Bedeutung von TGF (1 fur den Kollagenmetabolismus bei
der Heilung von Colonanastomosen. Das Interesse an TGF [ as Mediator im
Wundheilungsprozess ist demnach grof3. Vor diesem Hintergrund wird im Rahmen
dieser Arbeit versucht, das Expressionsmuster im Heilungsverlauf nach primarer

Colonanastomosierung zu charakterisieren.

Anschlief3end wird das Augenmerk auf RANTES gerichtet, einen Vertreter der Gruppe
der Chemokine, die erst in den letzten Jahren naher identifiziert und eingeordnet werden

konnten. Er gehort zu einer heterogenen Gruppe von etwa 40 chemotaktisch wirkenden
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Zytokinen. Sie zeichnen sich durch Strukturhomologien in der Lokalisation des
gemeinsamen Cysteins aus und werden danach in vier Hauptgruppen eingeteilt: CC, C,
CXC und CXXC. Chemokine sind unabdingbarer Bestandteil jeder
Entzindungsreaktion und wirken in erster Linie leukotaktisch. Pattison et al.
untersuchte 1994 den Zusammenhang zwischen eingesetzten anti-RANTES-
Antikérpern  und der deutlichen Abnahme der zelluléren Infiltration bei
mesangioproliferativer Nephritis. Eine neuere immunhistochemische Arbeit an einer in-
vitro-Zellinie aus dem Jahre 2000 (Frank et a.) stellt Keratinozyten im Randbereich von
Inzisonswunden als Hauptproduzenten von RANTES im Wundbereich dar.
Untersuchungen zur RANTES-Expression im Rahmen der intestinalen Wundheilung
nach primérer Colonanastomosierung fanden bisher nicht statt. Deshalb soll auch dieser
Faktor, asinflammatorisch wirkendes Zytokin, im Heilungsverlauf der unkomplizierten

einfachen Dickdarmnanstomose untersucht werden.

Im Zusammenhang mit Wundheilungsprozessen weniger gut erforscht ist das pleotrope
Zytokin IL-10, ein a's nichtkoval entes Homodimer exprimiertes Polypeptid von 18 kDa.
Es wird nach Aktivieeung von T-Zellen oder Monozyten/Makrophagen im
Entzindungareal relativ spéat gebildet und inhibiert die von Monozyten/Makrophagen
abhangige T-Zellproliferation und Zytokinproduktion (Gemsa et al. 1997). Die
biologische Aktivitat des IL-10 als wichtiger Immunregulator des Colons wurde 1993
von Kuhn et a. in einer Studie an IL-10 defizienten Knock-Out-Mausen untersucht.
Diese entwickelten unter nicht-pathogenfreien  Bedingungen generaisierte
Darmentziindungen. Diese waren Zeichen ener durch stimulierende intestinale
Antigene verursachten unkontrollierten Immunantwort. Eine weitere Studie aus dem
Jahre 1999 (Sato et a.) stellt an Mausen einen Zusammenhang zwischen der
phasenspezifischen Infiltration von Leukozyten und Makrophagen am Wundmodell der
Haut einerseits und der endogenen IL-10 Produktion im Rahmen der inflammatorischen
Immunantwort andererseits dar.

Dies veranlasste uns, das Zytokinmuster von IL-10, neben dem von TGF (31 und
RANTES im Rahmen des unkomplizierten Heilungsverlaufes nach primérer

Colonanastomosierung zu untersuchen.
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2. Fragestellung

2.1 Experimentelle Fragestellung |

Die physikalischen Untersuchungen sollten folgende Fragen kléaren:

1) Lassen sich hinsichtlich des Blutflusses im Bereich der oberen und unteren
Colonanastomose am Modell der Wistarratte signifikante Veranderungen im
Heilungsverlauf feststellen und gibt es signifikante Unterschiede innerhalb der

Gruppen beim Vergleich von vier verschiedenen, monofilen Nahtmaterialien?

2) Wie gestaltet sich die postoperative Anastomosenheilung im Hinblick auf die
Zugfestigkeit, den Berstungsdruck als auch die Berstungslokalisation zu
charakteristischen Zeitpunkten und gibt es signifikante Unterschiede innerhalb
der Gruppen beim Vergleich von vier verschiedenen, monofilen
Nahtmateriaien?

3) Lasst sich histologisch nach Auszéhlung der Entziindungszellen eine
charakteristische Reaktion im Zeitverlauf feststellen und gibt es signifikante
Unterschiede innerhalb der Gruppen beim Vergleich von vier verschiedenen,

monofilen Nahtmaterialien?

2.2 Experimentelle Fragestellung |1

In den durchgefiihrten zytokinetischen Untersuchungen wurde folgenden Fragen
nachgegangen:

1) Lassen die zytokinetischen Bestimmungen ein  charakteristisches
Expressionsmuster im Zeitverlauf erkennen und ergeben sich signifikante
Unterschiede im Vergleich zum nicht-operierten Colon?

2) Welche Rolle lassen sich TGF (1, RANTES und IL-10 im unkomplizierten

Heilungsverlauf der Colonanastomose zuordnen?
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3. Materia und Methoden

3.1 Versuchstiere und Haltung

Die Versuche wurden gemal? der Genehmigung zur Durchfihrung von Tierversuchen
der Regierung von Unterfranken nach 8 8, Abs.1 des Tierschutzgesetzes durchgefihrt
(Genehm.-Nr. 621-2531.01-69/98).

Als Versuchstiere dienten ausschliefflich mannliche Wistarratten (Wistar Unilever,
Stammbez. HsdCpb:WU) der Firma Harlan Winkelmann, Borchem. Sie wurden nach
Erwerb in den Tierstéllen der Chirurgischen Universitatsklinik Wirzburg gehalten.
Zum Zeitpunkt der Erstoperation waren die Tiere drei bis vier Monate alt und zwischen
200 und 280 g schwer. Bis zum Zeitpunkt der Operation wurden sie paarweise in
vollklimatisierten R&umen gehalten. Nach erfolgter Operation wurden sie zu
Zweiergruppen und ab dem 20. postoperativem Tag zu Vierergruppen in Lamina
Airflow-Schréanken (Scanbur, Koge, Danemark) in MakrolonJ-K &figen gehalten.

Abb. 3.1: Wistarratten im Lamina-Airflow-Schrank, 60 Tage nach Primé&roperation.
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Die Tiere erhielten jeden zweiten Tag frisches Einstreu, Zellstoffunterlagen sowie
Altromin[-Pressfutter (Zusammens etzung siehe Anhang) und Wasser ad libitum.
Ergdnzend wurde einma wochentlich eine Ration aus Haferflocken und
Sonnenblumenkernen gegeben.

Postoperativ wurden die Tiere zunachst téglich (Tage 1 bis 7) und danach in Drel-
Tages-Abstanden bis zur entglltigen Reoperation gewogen. Verhatensauffalligkeiten
der Tiere (siehe 3.2.4) wurden genau protokolliert. Beim Eintreten von postoperativen
Komplikationen erfolgte die sofortige Reoperation des Tieres, um ein unnétiges Leiden
zu verhindern. Die Ursache (z.B. lleus, Anastomoseninsuffizienz) wurde intraoperativ

ergrindet und protokolliert (siehe Kap. 4.1.2).

3.2 Experimentelle Untersuchungen: Operativer Teil

3.2.1 Studiengruppe

Operiert wurde eine Population von 100 ménnlichen Wistarratten mit einem
durchschnittlichem Gewicht von 276 g, wobei 8 Tiere aufgrund postoperativer
Komplikationen ersetzt werden mussten.

Diese wurden entsprechend der unterschiedlichen Reoperationszeitpunkte in sechs
Gruppen aufgeteilt (siehe Tab.3.2.1), wobei fir die Anastomosenanfertigung pro
Gruppe wiederum vier verschiedene Nahtmaterialien der Starke 6/0 USP verwendet
wurden. Diese werden unter 3.2.2 naher beschrieben. Als Kontrollgruppe diente das
nicht-operierte Colon von funf Tieren, welches im Hinblick auf Zugfestigkeit,
Berstungsdruck und Zytokinetik Aussagen Uber den nicht-operierten Darm liefern
sollte. 20 Tiere wurden zum Zeitpunkt O Tage (innerhalb einer Stunde nach primérer
Anastomosierung), jewells 12 weitere Tiere in Absténden von 3, 7, und 14 und jeweils
22 Tiere nach 30 und 90 Tagen nachuntersucht.

Um Zug- und Berstungsdruckmessung an zwel getrennten Anastomosen durchfihren
zu konnen, erfolgte pro Tier die Anlage zweler Handnahtanastomosen in
Einzelknopfnahttechnik circa zwei Zentimeter distal der Flexura Coli sinistra sowie
am Ubergang Colon sigmoideum zum Rektum. Somit wurden insgesamt 200
Anastomosen angelegt (siehe Tab.3.2.1).
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Tab. 3.2.1: Anzahl der pro Untersuchungszeitpunkt mit zwei Darmanastomosen operierten Tiere
unter Berlicksichtigung des jeweils verwendeten Nahtmaterials.

Tag O Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 30 Tag 90 Gesamt
Monocryl® |5 3 3 3 6 6 26
Monosyn® |5 3 3 3 5 5 24
Biosyn® 5 3 3 3 5 5 24
Maxon® 5 3 3 3 6 6 26
Gesamt 20 12 12 12 22 22 100

3.2.2 Verwendete Nahtmaterialien

Um das Einflussverhalten unterschiedlicher Nahtmaterialien auf den intestinalen

Wundheilungsprozess zu untersuchen, wurden zur Erstellung der Darmanastomosen

vier verschiedene Faden verwendet. Dabel handelte es sich ausschliefflich um

vollsynthetische Faden der Starke 6/0 USP (US  Phamakopde),

deren

Ausgangssubstanz die Glykolsdure darstellt. Im Einzelnen handelte es sich dabei um die

monofilen, resorbierbaren F&den Maxon®, Monocryl®, Biosyn® und Monosyn®:
1. Maxon® (Davis & Geck, Wayne, N.Y ., USA):

Ein mittelfristig resorbierbarer Faden, der nach vier Wochen noch 50%
seiner Ausgangsreifkraft besitzt. Er stellt ein Copolymer aus den
(TMC) dar. Laut
tierexperimienteller Daten ist die Resorption des Nahtmaterials bis zum 60.

Komponenten Glykolid und Trimethylencarbonat

Tag nach der Implantation minimal. Innerhalb von sechs Monaten ist sie
im wesentlichen abgeschlossen (Produktbeschreibung, Maxon/Maxon,
Davis & Geck). Es wurde ein mit D&C Grin Nr. 6 gefarbter Faden
verwendet.

2. Monocryl® (Ethicon, Norderstedt, Deutschland):

Ein ultra-kurzfristig resorbierbarer Faden, der nach drei Wochen bereits
seine AusgangsreiRkraft voll verloren hat. Er stellt ein Copolymer aus den
Komponeneten Glykolid und e-Caprolacton dar. Laut tierexperimenteller
Daten ist die Resorption zwischen dem 90. und 120. Tag nach der

Implantation im wesentlichen abgeschlossen (Produktbeschreibung,
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Monocryl®). Es wurde ein mit D&C Violett Nr. 2 gefarbter Faden
verwendet.

3. Biosyn® (Auto Suture, Elancourt, France):
Ein ultra-kurzfristig resorbierbarer Faden, der nach drei Wochen noch 40%
seiner Ausgangsreikraft besitzt. Er stellt ein Copolymer aus den
Komponenten Glykolid, Dioxanon und Trimethylencarbonat dar. Laut
tierexperimenteller Daten ist die Resorption zwischen dem 90 und 110 Tag
nach Implantation abgeschlossen (Produktbeschreibung, Biosyn®, Auto
Suture). Es wurde ein violett gefarbter Faden verwendet.

4. Monosyn® (B.Braun, Meisungen, Deutschland):
Ein kurzfristig resorbierbarer Faden, der zwischen den Tagen 13 bis 16
noch 50% seiner Knotenzugfestigkeit besitzt. Aufgebaut als Copolymer
aus Glykolid, e- Caprolacton und Trimethylencarbonat ist der Faden nach
60 bis 90 Tagen im Gewebe vollsténdig resorbiert (Produktbeschreibung,

Monosyn®, B.Braun). Es wurde violetter Faden verwendet.

3.2.3 Anastomosenerstellung

Alle Operationen wurden unter keimarmen Bedingungen in den eigens dafir
eingerichteten Raumen der Experimentellen Chirurgie (Wurzburg, Josef-Schneider-
Strasse 2, Bau 6) durchgefiihrt.

Préoperativ wurde das mikrochirurgische Operationsbesteck im Autoklaven (Autoclave-
Steam Sterilizer, Modell 2540 EL, Firma Tuttnauer), bei einem Druck von 2,56 bar und
einer Temperatur von 121°C, 30 Minuten dampfdrucksterilisiert. Ebenso wurde das
Gewicht des zur Operation anstehenden Tieres bestimmt (Waage Heraeus®, Hanau).
Die Narkoseeinleitung der Tiere erfolgte mittels Forene® (1-Chlor-2,2,2-
Trifluorethyldifluorethylether) in speziellen Narkoseboxen (Firma Gerald Bichold,
Wirzburg) bei einem O2-Flow von 2,5 I/min und einem Forene®-Anteil von 2-3 Vol %.
Intraoperativ erfolgte die Narkoseaufrechterhaltung bel Spontanatmung der Tiere unter
Verwendung spezieller, fur Ratten entworfener, Narkosekopfteile der Firma Gerad
Buchold, Wurzburg. Es herrschte ein O2-Flow von 1,8 I/min bel einem Forene®-Anteil
von 1 bis 1,5 Vol% (Vaporisator Vapor 19.1., Firma Dréger, LUbeck). Die
Operationsdauer lag im Durchschnitt bei 1,5 Stunden.
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Nach Bauchdeckenrasur und Fixation der unter Narkose stehenden Ratte auf eine
Korkplatte, wurde der gesamte vordere Rumpfbereich mit Kodanspray (Firma Schller
& Mayr, Norderstedt) desinfiziert. Das Operationsfeld wurde mit einem sterilen
Schlitztuch abgedeckt.

Nach medianer Laparatomie wurden Dinndarm mit Caecum aul3erhalb der
Abdominalhdhle in Kompressen feucht gelagert. In regelméassigen Abstéanden erfolgte
die Nachbefeuchtung sowie Spulung des Bauchraumes mit 0,9%iger, korperwarmer
NaCl-L6sung. Nach Darstellung des Colon descendes und Colon sigmoideums mit
Ubergang ins Rektum und minimaler Skelettierung des entsprechenden
Darmabschnittes, erfolgte zunéchst die einfache Transsektion circa zwei Zentimeter
distal der Flexura Coli sinistra zur Anfertigung der ,, oberen* Anastomose. Kotballen
unmittelbar im Transsektionsbereich wurden vorsichtig mit Wattestédbchen nach AulRen
befordert und entfernt. Ein Anschneiden der blutversorgenden Gefassarkaden im
Bereich der A. mesenterica inferior konnte weitgehenst vermieden werden. Die
Blutstillung mittels Elektrokauter (Minicutter® S, Firma Hittinger) war deshalb in der
Regel nicht nétig. Anschlieffend wurden die so entstandenen Darmenden in einem
ersten Schritt durch zwel gegentberliegende, allschichtig gestochene Einzelknopfnahte
adaptiert. Durch leichten Zug an diesen Faden wurde der Darm angespannt und die zu
anastomosierenden Darmanteile fUr die Anastomosennaht ideal positioniert. In
Knotenabsténden von etwa zwei Millimetern wurde dann die hintere
Anastomosennahtrethe unter 10-15 facher Vergroflerung des Operationssitus in
modifizierter, allschichtig gestochener Einzelknopfnahttechnik nach Gambee angelegt
(Mikroskop: Leitz Wild, Typ M 650, Herbruggen, Schweiz). Von extralumina
eingestochen wurde darauf geachtet, dass nur der duRere Rand der Mucosa miterfasst

wurde, um das Auftreten von sog. ,, Mucosalippen® zu vermeiden.

Serosa
(o] o 0.
Muskularis O (o] olo
o o o o]
Submukosa
Mukosa o 4G e e R Y R

Abb. 3.2.3.a: Anastomosen-Einzelknopfnaht in modifizierter Gambee-Technik.
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Abb. 3.2.3.b: Foto: Intraoperativer Situs wahrend einfacher Anastomosierung mit vollstandiger vorderer
Nahtreihe einer ,,unteren” Anastomose. 6 fache Vergrof3erung. Mikroskop Leitz Wild.

Abb. 3.23.c. Foto: Intreoperativer Situs eines frischoperierten Tieres nach zweifacher
Colonanastomosierung. 6 fache Vergrofierung. Mikroskop Leitz Wild.
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Die Knoten kamen abwechselnd oberhalb und unterhalb der Nahtlinie zu liegen. Nach
Komplettierung auch der vorderen Nahtreihe présentierte sich eine vollstandige
Anastomose aus 10 Einzelknopfndhten (siehe Abb. 3.2.3.c). In gleicher Weise erfolgte
die Anfertigung der zweiten, , unteren* Anastomose am Ubergang Colon sigmoideum
zum Rektum unter Schonung aller Aa. rectae.

Aufgrund der engen anatomischen Lagebeziehungen zu Harnblase und Samendriisen
gestaltete sich die Anfertigung der ,,unteren” Anastomose verhatnismaldig schwieriger.
Dies zeichnete sie ds ,Risikoanastomose aus und begrindete postoperative
Komplikationen.

AbschlieRend erfolgte die Kontrolle des Abdomens auf Bluttrockenheit durch
wiederholte Spulung mit 0,9%iger, zimmerwarmer, Kochsal zl 6sung.

Die Bauchdecke wurde mit einer fortlaufenden Polypropylennaht (Prolene®, Ethicon
GmbH& Co.KG, Norderstedt) der Starke 4/0 USP, die Peritoneum, Faszie und
Muskulatur erfaldte, verschlossen. Der Hautverschluss erfolgte ebenfalls fortlaufend mit
Prolene® der Stérke 5/0 USP.

Postoperativ wurde den Tieren zur Schmerzprophylaxe ein Milliliter 2%iges Tramadol
(Tramal®, Griinentha GmbH, Stolberg) in die Oberschenkelmuskulatur injiziert. Zur
rascheren Erholung und Anhebung der Korpertemperatur wurden die Tiere postoperativ
fUr die Dauer von einer halben Stunde unter einer UV-Lampe gebettet. Danach und bis
zur erneuten Operation wurden die Tiere in Lamina-Airflow-Schréanken (Scanbur,

Koge, Danemark) in Makrolonlzl K&figen verbracht.

3.2.4 Postoperativer Verlauf und Leckagerate

Um frihzeitig Hinweise auf eine intestinale Wundheilungsstérung zu erhalten, wurden
die Tiere bis zur Reoperation taglich visitiert und Gewichtsverlauf (Waage: Heraeus®,
Hanau), Nahrungsaufnahme und der Kotabsatz der Tiere kontrolliert. Aufféligkeiten
wurden in einem Beobachtungsbogen protokolliert. Dartberhinaus wurde das
Allgemeinbefinden der Tiere anhand des Bewegungsdranges sowie klinischer
Symptome wie Schmerzen, aufgetriebenem Abdomen, Schmutzrander um den Augen
durch vernachl&ssigte Hygiene und ein eventueller Harnverhalt kontrolliert.

Zur Beurtellung des Anastomosenbereiches wurde das anastomosentragende
Darmsegment am Tag der Reoperation schonend entfernt und auf makroskopisch
sichtbare Wundheilungsstorungen, Abszessbildungen und Undichtigkeiten untersucht.
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3.2.5 Anastomosenentnahme

Zum Zeitpunkt der Reoperation der Tiere erfolgte die erneute Narkotisierung in
Narkoseboxen (Firma Buchold, Wirzburg) bei einem O2-Flow von 2,5 |/min unter
einem Forene®-Anteil von 2-3 Vol %.

Nach medianer Laparotomie wurden Dunndarm mit Cécum auf3erhalb der Bauchhohle
in Kompressen feucht gelagert. Danach erfolgte die eingehende Inspektion des
Bauchraums. Es wurde besonders auf Entziindungszeichen, Stenosen, aufgetriebene
Darmschlingen und Bridenbildungen geachtet. VVorhandene Verwachsungen wurden
vorsichtig  gelést, wobel auf  besonders schonende  Préparation  der
anastomosentragenden Segmente Wert gelegt wurde. Diese waren durch typische
Adhasionen von Ileum und Omentum majus im Bereich der ,, oberen* Anastomose bzw.

von pelvinem Fettgewebe und Samendriisen im Bereich der ,unteren® Anastomose

leicht auffindbar.

Abb. 3.2.5: Foto: Darstellung des intraoperativen Situs eines nach 14 Tagen reoperierten Tieres. Typische
Adhasionen im Bereich der ,,oberen” Anastomose. 16 fache Vergrof3erung.

Noch vor Entnahme des anastomosentragenden Darmstlickes wurde die kapillare
Perfusion im Anastomosenbereich mittels Laserflowmetrie, wie unter 3.3.2 beschrieben,

gemessen.
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Anschlieflend erfolgte die Entnahme eines Colonsegmentes unter Transsektion,
zunéchst moglichst tief im kleinen Becken unter Mitnahme der ,,unteren“ Anastomose
und zum zweiten im Bereich der Flexura coli sinistra unter Mitnahme der ,, oberen®
Anastomose. Das so erhaltene, circa 5 cm lange, zweifach anastomosierte
Darmsegment, wurde umgehend wie unter 3.2.6 beschrieben, fur physikalische und
zytokinetische Messungen verwertet.

In fUnf weiteren Operationsgangen wurden Kontrolltiere ebenfalls median laparotomiert
und nach Pr8paration jewells zwei ca. 2,5 cm lange Darmsegmente im Bereich Colon
descendens und sigmoideum, fir die physikalischen und zytokinetischen
Referenzmessungen, entnommen. Die Totung der Tiere erfolgte unter Narkose durch
Eroffnung der Thoraxhohle mittels eines einfachen Herzschnittes und kontrolliertem
Ausbluten, bis keinerlei Pulsschlag mehr zu beobachten war. Etwa eine halbe Stunde

spater wurde der Kadaver entsorgt.

3.2.6 Anastomosenaufbereitung

Nach erneuter Transsektion des entnommenen Darmstiickes wurde stets die ehemals
»obere” Anastomose fur die Zugfestigkeitsmessung am Instron-Tensiometer (siehe
3.3.3) verwendet.

Mit der ehemals ,,unteren” Anastomose erfolgte die Bestimmung des Berstungsdruckes
und der Berstungdokalisation sowie nach  Mdglichkeit eine  zweite
Zugfestigkeitsmessung in den Gruppen der nach 3, 7 und 14 Tagen operierten Tiere wie
unter 3.3.4 und 3.3.5 beschrieben. So war in den einzelnen Gruppen eine fur die
Statistik ausreichende Datenerfassung moglich.

Anschliel3end wurde etwa die Hélfte der ,unteren” Anastomose (100-200 mg) fir
spéatere zytokinetischen Bestimmungen vorbehandelt. In gleicher Weise wurde auch mit
dem Darmgewebe der finf Kontrolltiere verfahren. Dazu wurde das Anastomosenstiick
in ein mit 1000 pl vorbereiteten Lysispuffer, zusammengesetzt aus 50 mM Hepes
(Pufferan®, Firma Carl Roth, Karlsruhe), 0,1 mM EDTA-Puffer (Firma Carl Roth,
Karlsruhe), 1% Triton (Firma Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim), 150 mosm NaCl
sowie 1 Tabl. Proteinaseinhibitor pro 10 ml Lysispuffer (Complite™, Mini; Boeringer,
Mannheim) gefillten Eppendorf®-Cap gebracht und bei —20 °C eingefroren. Unter
dieser Pufferung sollte ein vorzeitiger Abbau der Proteine zum Zweck der spateren

Bestimmung verhindert werden. Um auch das Herausldsen intrazellul&rer Proteine zu
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erreichen, wurden die Proben im Eppendorf®-Cap noch einer zwel minitigen
Ulraschallzertrimmerung bel einer Frequenz von 360 MHz (Ultraschallzertrimmerer,
Labsonic® U, Firma B. Braun) und einem Impulstakt von 0,9/sec unterzogen. Nach
Abzentrifugieren (5 min bel 14.000 U/min, Centrifuge® 5415C, Firma Eppendorf)
wurden 750 pl des Uberstandes in 2000 pl Eppendorf®-Caps pipettiert und mit 750 pl
Lysispuffer verdinnt. Die so entstandenen 1500 pl verdinntem Anastomosenextrakt
wurden zu gleichen Tellen fur die Bestimmung des TGF (31, Rantes, IL-10 und Protein—
Gehaltes in drei weitere Caps verteilt. Bis zur endgiltigen Bestimmung erfolgte die
Verwahrung wiederum bel —20 °C im Eisschrank.

Die ubiggebliebene Anastomosenhdfte wurde geviertelt. Der eine Tell wurde nach
Formalinfixation (Formaldehyd 3,5%ig; Otto Fischer GmbH & Co. KG, Saarbriicken)
in einen Paraffin-Block gegossen und aus diesem am Schneidegerét (Histoslide® 2000
R, Jung; Leica, Nussloch) ein Mikrometer dicke Schnitte angefertigt. Zur Beurteilung
der Histomorphologie wurden in Standardtechnik Hamatoxylin-Eosin  (H&E)
Farbungen durchgefiihrt. Die histologische Auswertung unter dem Aspekt der
Entziindungsreaktion im Anastomosenbereich erfolgte gemass Punkt 3.3.6.

Der andere Teil des Anastomosenviertels wurde fir nicht im Rahmen dieser Arbeit
stattfindende immunhistochemische Untersuchungen in  zylindrischen Eppendorf®-
Behdltern in Tissue-Tek® (Sakura Finetek, Zoeterwoude, Holland) eingebettet und fir
zehn Minuten in flissigem Stickstoff (-196 °C) schockgefroren. Die Aufbewahrung
erfolgte anschlieffend im Gefrierschrank bei —80 °C.

3.2.7 Fotodokumentation

Die Fotodokumentation des abdominalen Situs bei Anastomosenanfertigung und am
Tag der Reoperation erfolgte durch eine Kamera Typ Nikon FE2 mit Zoomobjektiv 35-
70 mm unter kinstlichem Mikroskoplicht. Als Film wurde ein Kodak-Ektachrom 100
verwendet.

Zur Dokumentation des Instron-Tensiometers as auch der
Berstungsdruckmessvorrichtung wurde eine Kamera des Typs Minolta Dynax 700 Si
verwendet. Als Film diente hier der Fuji S-100.

Histologische Praparate wurden mit dem Olympus Fotomikrographic-System (Modell
PM-10AD) am Mikroskop Olympus BH-2 mit einem Fufichrome 64T-Film fotografiert.
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3.3 Experimentelle Untersuchungen: Physikalische Studien und Histologie

3.3.1 Untersuchungsmaterial

Die Darmanastomosen der nach 3.2.3 operierten Population von 100 Tieren sowie der
unbehandelte Darm der 5 Referenztiere wurden im Anschluss entweder unmittel bar
postoperativ (Tag 0), oder zum gegebenen Reoperationszeitpunkt (Tag 3, 7, 14, 30 und
90) nach den nun folgenden Verfahren untersucht. Tag 1 entspricht dabel dem auf die
Priméroperation folgenden Tag.

3.3.2 Laserflowmetrie

Um eine Aussage zur Anastomosenperfusion unmittelbar postoperativ (Gruppe der am
Tag O operierten Tiere) bzw. zum Zeitpunkt der Reoperation (Gruppe der am Tag 3, 7,
14, 30 und 90 reoperierten Tiere) zu erhaten, wurde die kapillére Durchblutung der
Anastomosenregion mittels Laserflowmetrie untersucht. Mit dieser Methode ist eine
nicht-invasive Echtzeit-Messung der kapillaren Perfusion moglich. Sie beruht auf einer
Doppler-Frequenzverschiebung von etwa 3,3 kHz des ausgestrahlten Laserlichtes (780
nm), die durch Anzahl und Geschwindigkeit korpuskulérer Anteile des stromenden
Blutes verursacht und in der Einheit Flux gemessen wird (Shephard und Oberg 1990).
Amplitude und Frequenz des Dopplershiftes werden neben der Geschwindigkeit und
Anzahl der korpuskuldren Anteile auch von Korpertemperatur und Blutdruck
beeinflusst. Bei der Laserflowmetrie werden aufgrund der relativ hohen inter- und
intraindividuellen Schwankungsbreite der einzelnen Messwerte von 25-50% keine
absoluten Werte, sondern relative Werte gemessen (Agner und Serup 1990, Tenland et
al. 1983). Die Messwerte mussen somit auf einen Referenzwert bezogen werden, der in
dem untersuchten Tiermodell das unpréparierte Colon darstellte und 100% entsprach.
Die Ubrigen Messwerte wurden auf die Referenzmessung bezogen und ebenfalls in
Prozent ausgedriickt. Die Messtiefe ist nicht identisch mit der Eindringtiefe des
Lichtstrahles. Sie ist abhangig vom untersuchten Gewebsareal und ist teillweise
erheblichen Schwankungen unterworfen. In der Regel liegt die Messtiefe zwischen 0,6
bis 1,5 mm in der Haut, kann aber bis zu 3 mm in der Darmwand betragen (Jakobsson
und Nielsson 1993, Kashiwagi 1993, Johansson et a. 1991).
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Nach schonender L 6sung vorhandener Verwachsungen (besonders bei den am Tag 7, 14
und 30 reoperierten Tiere) wurde der Sondenmesskopf mit seinem Eigengewicht
zunéchst direkt auf den oberen Anastomosenspalt unmittelbar antimesenterial gelegt. Es
wurde solange gewartet, bis auf dem Monitor eine pulssynchron fluktuierende
Laserflow-Kurve zu sehen war. Der jetzt registrierte Fluxwert wurde als Messwert
dokumentiert. Zwei weitere Messungen erfolgten jeweils einen Zentimeter oberhalb und
einen Zentimeter unterhalb des Anastomosenspaltes. In gleicher Weise wurde der Flux
im Bereich der unteren Anastomose gemessen und dokumentiert. Als Referenzwert
wurde die Sonde das unpréparierte Colon aufgelegt. Im Dreisatzverfahren wurden die
Fluxwerte anschlieffend zu Prozentwerten, bezogen auf das unprdparierte Colon
transversum (100%), umgerechnet. Im Folgenden wird das Wort Flux synonym fir den
intestinalen Blutfluss verwendet. Fir die Untersuchungen wurde ein Moore DRT 4
Laser Doppler Flowmeter verwendet (Moor Instruments®, Wilmington, Del., USA;
Vertrieb: Medizin-Elektronik Fred Lawrenz, Sulzbach). Dieses benutzt die
Laserstrahlung einer Halbleterlaserdiode, die mit einer Wellenlange von 780 nm und

einer maximal nutzbaren Leistung von 3 mW betrieben wird.

3.3.3 Zugfestigkeit

Sie stellt die Kraft in Newton dar, die notwendig war, um in diesem Fall das
anastomosierte proximale Darmstlick zu zerreif3en. Zur Ermittlung der Messewerte
wurde ein computergesteuertes Tensiometer der Marke Instron® 4502 (Instron Wolpert
GmbH, Ludwigshafen) verwendet (siehe Abb. 3.3.3).

Die gemessenen Daten wurden auf einen PC Ubertragen, der die Auswertung vornahm.
Angegeben wurde dabei sowohl die Maximalkraft in Newton als auch die Kraft bei
erfolgtem Gewebebruch. Da aufgrund des Messverfahrens beide Werte sich nur gering
oder gar nicht unterschieden, wird im weiteren von der Maximalkraft als Reil3kraft

ausgegangen.
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Abb. 3.3.3.a; Schematische Darstellung des Tensiometers mit linksseitiger Zug- und rechtsseitiger
Messvorrichtung.

Zusétzlich wurde die Lokalisation des Gewebebruches (innerhalb oder auf3erhalb des
Anastomosenspaltes) notiert. Bei einem Klemmbackenabstand von einem Zentimeter
wurden die beiden Enden des zur Messung verwendeten oberen Darmstiickes
(durchschnittliche Lange etwa drei Zentimeter), mit Kompressen rutschfest fixiert und
in die Vorrichtung pneumatisch eingespannt. Die Anastomosennahtreihe kam dabei
mittig zu liegen. Unter einem kontinuierlichen Zug von 20 mm/min bewegten sich nach
Startgabe die Klemmbacken auseinander und bewirkten nach durchschnittlich 30
Sekunden den Gewebebruch. Die Raumtemperatur Betrug 25 °C und die
Luftfeuchtigkeit 60%. Die gemessenen Daten konnten zur Dokumentation ausgedruckt
werden.
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Abb. 3.3.3.b: Foto: Enthommenes Darmpraparat, in die Zugvorrichtung des Tensiometers eingespannt
mit oberer und unterer Klemmbacke. Es wird die Maximalkraft in N bel Gewebebruch registriert.
Zuggeschwindigkeit: 20 mm/min.

3.3.4 Berstungsdruck

Das zur Messung verwendete untere Darmstiick wurde nach mechanischer Sduberung
zuné&chst am unteren Ende mit einer Klemme verschlossen. In das obere Ende wurde der
zufhrende Schlauch einer Rollerpumpe (Typ 101 U/R; Watson-Marlow Pumps,
Falmouth, England) eingeknotet. Das gesamte Praparat wurde dann in ein Wasserbad
getaucht. Uber die angeschlossene Rollerpumpe wurde nun kontinuierlich Luft in den
verschlossenen Darm insuffliert, so dass sich der intraluminale Druck bis zur
Organberstung stetig aufbaute. Der Zeitpunkt der Darmruptur war nach durchschnittlich
30 Sekunden durch das Aufsteigen von Luftbléaschen im Wasserbad sichtbar. Der
Berstungsdruck wurde mittels eines Druck-Handmessgerdtes (Typ GMH3110,
Greisinger Electronic GmbH, Regenstauf, Deutschland) in mmbar registriert und

notiert.
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Abb. 3.3.4: Im Wasserbad eingelegtes Darmpréparat. Der zufiihrende Schlauch der Rollerpumpe ist im
proximalen Darmende eingeknotet, das distale Darmende wurde mit einer Klemme |uftdicht verschlossen.

Der Durchmesser des Darmlumens zur Bestimmung des Innenradius am Ort der Ruptur
wurde nach langsseitiger Erdffnung des Darmsticks mit einem millimetergenauen
Lineal horizontal ausgemessen. Nach dem Laplaceschen Gesetz wurde schliefdlich die
tangentiale Wandspannung T [N/m?] aus dem jeweiligen Berstungsdruck p [Pa], der
konstant mit 0,1 cm angenommenen Wandstérke h und dem jeweiligen Innenradius r
[cm] zum Zeitpunkt der Organberstung nach folgender Formel berechnet:

T [N/m?] =p[Pa] -r[cm]/ h[cm]

3.3.5 Berstungslokalisation

Um die mechanische Belastbarkeit der Anastomosen mit der Belastbarkeit der
umliegenden gesunden Darmwand zu vergleichen, wurde die Lokalisation des
Darmwandbruches, jeweils getrennt fir die Berstungss und Zugmessversuche,
dokumentiert.

Hierzu wurde bei jedem Tier festgestellt, ob die Berstung im Anastomosenspalt oder
aul3erhalb der Anastomose erfolgt war, jedoch ohne Berticksichtigung des mdglichen
Auftretens im proximalen oder distalen Anastomosenschenkel. Auf diese Weise war es
maoglich, die Entwicklung der mechanischen Belastbarkeit der Anastomosenregion zu
den verschieden Untersuchungszeitpunkten mit der physiologischen Festigkeit der
umgebenden Darmanteile im postoperativen Verlauf zu beurteilen.
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3.3.6 Histologie

Die Bestimmung der lokalen Entztindungsreaktion im Anastomosenbereich erfolgte in
Anlehnung an Deveney und Way (1977) und Riddick et al. (1977). Es erfolgte die
Auszahlung der Entziindungszellzahl pro Gesichtsfeld bei 400-facher Vergrof3erung
(Mikroskop Will Wilomed®, Firma Hund, Wetzlar), wobei neutrophile und eosinophile
Granulozyten sowie Lymphozyten und mononukledre Zellen berticksichtigt wurden. Als
Ausschnitt wurde ein Bereich der submukdsen Wandschicht unmittelbar am
Anastomosenrand mittels eines im Okular (Carl Zeiss®, Kpl 8x) vorhandenen Rasters
(Ausschnitt 0,09 mm?) ausgelesen. Pro Préparat wurden drei Gesichtsfelder im
Anastomosenbereich ausgezahlt und ein Mittelwert daraus gebildet. Auf diese Weise

war eine semiquantitative Bestimmung der Entztindungsreaktion méglich.

3.4 Experimentelle Untersuchungen: Zytokinetische Studien

3.4.1 Untersuchungsmaterial

Im Rahmen der nun folgenden laborchemischen Analysen wurde das in Lysispuffer
gehaltene Anastomosenresektat von jeweils 12 operierten Tieren der einzelnen Gruppen
sowie das Darmgewebe von funf nichtoperierten Kontrolltieren hinsichtlich der
Zytokinetik (TGF (1, Rantes, 1L-10), als auch des Proteingehaltes, untersucht. Die
Experimente fanden im Sepsislabor der Experimentellen Chirurgie sowie in den

Laboratorien von Prof. Vollmers, Pathologisches Institut in Wirzburg statt.

Tab.3.4.1: Anzahl der pro Untersuchungszeitpunkt fir laborchemische Analysen verwendeten
Gewebeproben unter Berlicksichtigung des jeweils verwendeten Nahtmaterials.

Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 30 Tag 90 Gesamt
Monocryl® | 5 3 3 3 6 2 22
Monosyn® |5 3 3 3 / 4 18
Biosyn® |1 3 3 3 / 4 14
Maxon® 1 3 3 3 6 2 18
Kontrolle |5 / / / / / 5
Gesamt 17 12 12 12 12 12 77
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3.4.2 Untersuchungsmethoden

Im zweiten Teil der experimentellen Untersuchungen sollten laborchemische Analysen
Aufschluss Uber das Zytokinmuster im Wundheilungsverlauf nach Anastomosierung am
Colon der Wistarratte unabhangig vom verwendeten Nahtmaterial liefern. Im Einzelnen
wurden die Faktoren TGF 31, Rantes und IL-10 betrachtet. Dazu war es notwendig zum
einen die Zytokinkonzentration in 500 pl des Anastomosenextraktes, als auch deren
Gesamtproteinkonzentration zu bestimmen. Im Anschluss daran konnte der
Zytokingehalt als Antell des Gesamtproteingehalts dargstellt und im Zeitverlauf
evaluiert werden.

Die Bestimmung der Zytokine erfolgte mittels ELISA-Technik, bei dem die gegen das
Zu bestimmende Antigen gerichteten spezifischen Antikorper an eine Trégersubstanz
(z.B. Zéllulose, Polystyrol) gebunden vorliegen. An die nach Inkubation mit der Probe
gebildeten Immunkomplexe lagern sich in einem nachfolgenden Schritt zugefiigte
Enzym-markierte Anti-Antikorper an (sog. Sandwichmethode). Durch Zugabe eines
chromogenen Substrats zum Reaktionsansatz konnen die Immunkomplex-gebundenen
Enzym-Substrat-Komplexe sichtbar gemacht bzw. die Antigenkonzentration in der
Probe Uber eine photometrische Bestimmung der Immunkomplexgebundenen
Markerenzyme durch Vergleich mit Standards bekannter Enzymaktivitét ermittelt
werden (Pschyrembel, 1994).

Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte mittels eines Proteinassays. Grundlage ist
die photometrische Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration durch unterschiedlich
starken Farbumschlag eines Chromogens nach Bindung an Proteine im Vergleich zu
einer Standardreihe bekannter Proteinkonzentration. Der Test wurde zur Messung am
ELISA-Reader adaptiert. Es wurden 96-Well Mikrotiter-Platten (Nunc-Immuno Plate,

InterMed, Dénemark) verwendet.

343 TGF B1-ELISA

Die Konzentration [pg/ml] an Transforming growth factor betal (TGF 1) wurde mit
kauflichen humanen TGF (1-Elisa Kits (Medgenix TGF 1 Elisa kit, N° KAC1681,
BioSource, Belgien) bestimmt. Es handelte sich um einen kompetitiven Elisa. Alle
verwendeten Chemikalien auRer Aqua ad iniectabilia (Delta Pharma, Boehringer,
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Ingelheim) waren im Lieferumfang enthalten und werden im Folgenden als darin

enthalten gekennzeichnet (Set).

Vorgehen:
Zur Erstellung der Standardkurve wurde aus einem TGF 1-Antigen-Standard
(TGF B1-Antigen aus humanen Blutpléttchen in Saurepuffer; Set) mit
Pufferlosung (Set) eine Verdinnungsreihe angelegt. Die einzelnen Stufen
betrugen 1000, 200, 40, 8 und O pg/ml.
Eine Kontroll6sung (Set) sorgte fur die Validitét der gefundenen Werte.
Um auch das L-TGF 1 (latent TGF 1) aus seiner Komplexbindung zu l6sen,
mussten die 500 pl Anastomosenextrakt vor Versuchsbeginn mit 50 pl
Extraktiondosung (Set) und ener 10 mindtigen Inkubation unter
kontinuierlichem Schitteln bei 1000 rpm (Rotamax 20, Firma Heidolph)
vorbehandelt werden.
Im ersten Schritt wurde eine anti-TGF [1-Antikorper-beschichte-96-Well
Mikrotiterplatte mit 100 ul Antigen (TGF B1 der verdinnten Proben, Kontrolle
und Standards) unter Zusatz von 50 pl TGF B1-HRP-Konjugat (Horseradish
Peroxidase) zwel Stunden bei Raumtemperatur und 700 rpm (Schittler MTS 4;
Firma 1KA) inkubiert. Es wurden stets Doppelbestimmungen durchgefihrt.
Dabei konkurrieren freies TGF 1 (Proben, Standard, Kontrolle) und an HRP-
gebundenes TGF 31 um eine begrenzte Anzahl von Bindungsplétzen auf der
Platte. Abzlglich der 5 Standards und der einen Kontrolle konnten 42
Anastomosenproben in Doppel bestimmung gleichzeitig verarbeitet werden.
Nach Auswaschen (Multireagenz-Waschgerét, Firma Dynatech) und Abklopfen
nicht-gebundenen Antigens erfolgte im zweiten Schritt eine 30 minitige
Inkubation mit 100 wl Chromogen TMB (Tetramethylbenzidin) bel
Raumtemperatur, im Dunkeln und 700 rpm. Dieses wurde von der bereits
gebundenen Peroxidase in einer Farbreaktion (Blauférbung) umgesetzt.
100 pl zugesetzte Stopldsung (3,65%ig Hydrocloric Acid) beendeten den ELISA
(Farbumschlag nach Gelb).
Der Mikrowellplattenreader (Typ THERMOmax, Firma Molecular Device)
bestimmte anschlief3end photometrisch die TGF 31-Konzentration (pg/ml) der
Proben (unter Berticksichtigung der 2,1 fachen Verdinnung) in einer Endpunkt-
Messung mit zwei Wellenlangen (450 nm gegen 650 nm). Dabei wurde das
Programm Softmax der Firma Mikrotek Laborsysteme GmbH verwendet,



Material und Methoden 27

welches neben den Messergebnissen auch Standardabweichung und Mittelwert
darzustellen vermochte. Die gemessene optische Dichte verhielt sich dabei
indirekt proportional zu den TGF [31-Konzentrationen der Proben. Der absolute
Gehalt in 100 pl Probe wurde nach folgender Formel berechnet:

m (pg) =c (pg/ml) « v (ml).

3.4.4 Rantes - ELISA

Die Konzentration [pg/ml] an Rantes (Regulated upon activation, norma T-cell
expressed and secreted) wurde mit einem kauflichen murinen Elisa Kit (Rat Rantes
Cytoscreen™ Immunassay kit, N° KRC 1031, Firma Biosource, Belgien) bestimmt. Es
handelte sich um einen nicht-kompetitiven ELISA. Alle verwendeten Chemikalien
aul3er Aqua ad iniectabilia waren im Set enthalten und werden im Folgenden als darin
enthalten gekennzeichnet (Set).
V orgehen:
Zur Erstellung der Standardreihe wurde aus einem Rantes-Antigen-Standard
(rekombinantes raRANTES; Set) mit Pufferlésung (15 mM Sodim Azid; Set)
eine Verdiunnungsreihe zu 2500, 1250, 625, 312, 156, 78.1, 39.0 und O pg/ml
angelegt.
Als Kontrolle diente eine willkUrlich zusétzlich angefertigte Verdinnung.
Im ersten Schritt wurde eine Anti-raRANTES-Antikorper-beschichte-96-Well
Mikrotiterplatte mit 100 ul Antigenstandard bzw. 50 pl der Antigenproben (mit
50 pl Pufferlésung 1:1 verdinnt) zwei Stunden bei Raumtemperatur und 700
rpm (Schittler MTS 4; Firma IKA) inkubiert. Dabei konnte alles in Probe,
Kontrolle und Standard enthaltene RANTES an den Antikorper der
Trégersubstanz binden. Ein Well blieb stets leer als BLANKwert fur die
photometrische Referenzmessung. Dieser BLANKwert wurde spéter bei der
Messung automatisch von der Absorption der Proben abgezogen, um nur die
Absorption des untersuchten Stoffes zu erhalten. Abztiglich der 8 Standards, der
einen Kontrolle und des BLANKS konnten 38 Proben in Doppel bestimmung
gleichzeitig verarbeitet werden.
Nach Auswaschen (Multireagenz-Waschgerét, Firma Dynatech) und trockenem

Abklopfen nicht-gebundenen Antigens erfolgte im zweiten Schritt eine
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einstindige Inkubation bei 37 °C mit 100 pl Biotin-Konjugat, welches sich an
das gebundene RANTES anlagern sollte.

Im dritten Schritt wurde, nach wiederholtem Auswaschen und Abklopfen der
Platte, 100 pul Enzym (Streptavidin-Peroxidase, 100fach konzentriert) jedem
Well zugegeben, welches als vierter Baustein an das Biotin-Konjugat binden
sollte. Es wurde 30 Minuten bel Raumtemperatur inkubiert.

Im vierten Schritt wurde 100 pl Chromogen (Tetramethylbenzidin) zugegeben
(einschliefdlich des BLANKS) und weiter 30 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Die Blauféarbung zeigte die stattfindende Farbreaktion an.
100 pl zugesetzte Stopldsung (3,65%ig Hydrocloric Acid) beendeten den ELISA
(Farbumschlag nach Gelb).

Der Mikrowellplattenreader (Typ THERMOmax, Firma Molecular Device)
bestimmte anschlief3end photometrisch die raRANTES-Konzentration (pg/ml)
der Proben (unter Berlcksichtigung der zweifachen Verdinnung) in einer
Endpunkt-Messung mit der Wellenlange 450 nm. Der Wert des BLANKs wurde
dabei as Referenz genommen und von den gemessenen optischen Dichten
abgezogen. Dabei wurde wiederum das Programm Softmax der Firma Mikrotek
Laborsysteme Gmbh verwendet. Die gemessene optische Dichte verhielt sich
dabei direkt proportional zu den raRANTES-Konzentrationen der Proben. Der
absolute Gehalt in 50 pl Probe wurde nach folgender Formel berechnet:

m (pg) =c (pg/ml) « v (ml).

3.4.5I1L-10-ELISA

Die Konzentration [pg/ml] an IL-10 (Interleukin 10) wurde mit einem k&auflichen
murinen Elisa Kit (Rat IL-10 Cytoscreen™ Immunassay kit, N° KRC 0100; Firma
Biosource, Belgien) bestimmt. Es handelte sich ebenfalls um einen nicht-kompetitive
ELISA. Alle verwendeten Chemikalien auf3er Aqua ad iniectabilia waren im Set
enthalten. Das Vorgehen einschliefdlich der verwendeten Chemikalien entsprach dem
unter 3.4.3 beschriebenem. Dabei wurde eine Standardreihe mit den Verdiinnungsstufen
1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 und O pg/ml aufgestellt. Bereits im ersten
Inkubationsschritt wurde das Konjugat zugegeben. Es war wiederum die gleichzeitige
Doppel bestimmung von 38 Proben moglich. Der absolute Gehalt in 50 pyl Probe wurde
wiederum nach der Formel m (pg) = ¢ (pg/ml) v (ml) berechnet.
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3.4.6 Protein-Assay

Nach exprimenteller Ermittlung der Zytokinkonzentrationen (TGF 1, Rantes und IL-
10) in 500 I Anastomosenextrakt wurden nun in einem zweiten Schritt die
Gesamtproteinkonzentrationen derselben Proben zur Berechnung des jewelligen
Zytokingehaltes bestimmit.

Fur diesen Zweck wurde ein Proteinassay der Firma Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories
GmbH; Munchen) verwendet. Dieser beruht auf der Beobachtung, das sich das
Absorptionsmaximum des sauren Coomassie Brilliant Blau (G-250, N° 5000007)
Farbstoffs von 495 nm nach 595 nm nach Bindung an Proteine &ndert. Aus dem
mitgelieferten Proteinstandard Rinderplasmaalbumin (c=1380 pg/ml, N©°5000006)
wurde eine Standardreihe mit den Verdinnungsstufen 138, 69, 46, 34.5, 17.3, 8.63, 4.31
und 2.16 pg/ml hergestellt. Anhand dieser Eichgerade konnte nach 60facher
Verdinnung der Anastomosenproben die Gesamtproteinkonzentration (pg/ml) im
Mikrowellplattenreader einfach photometrisch bei 650 nm bestimmt werden. VVerwendet
wurden 96-Well Mikrotiterplatten (Nunc-Immuno Plate; Firma InterMed, Danemark),
wobei in Doppelbestimmung jeweils 100 pl Standard bzw. 100 ul verdiinnte Probe mit
20 ul Farbreagenz (G-250) versetzt wurden. Als Referenzwert (BLANK) diente die
optische Dichte von 100 pl Aqua ad iniectabilia mit 20 pl Farbreagenz. Nach funf
mindtiger Inkubation bel Raumtemperatur wurde die OD (Optical Density) unter
Berticksichtigung des Verdinnungsfaktors bestimmt. Zur Auswertung wurde wiederum
das Programm Softmax verwendet. Der absolute Gehalt in 100 I Probe wurde nach
der Formel m (pg) = ¢ (pg/ml) « v (ml) berechnet.

Um eine direkte Vergleichbarkeit der einzelnen Anastomosenproben beziglich der
gefundenen Zytokinwerte im Zeitverlauf zu erméglichen, wurde der Mittelwert des
Proteingehalts aller Anastomosen als Bezugswert fir die Berechnung des jeweiligen
Zytokingehalts verwendet (Ergebnisse, Kap. 4.3.1).

3.5 Auswertung und Statistik

Die statistische Auswertung der experimentellen Daten wurde mit dem Wilcoxon Test

fur nicht-gepaarte Stichproben durchgefuhrt, wobei zundchst der Kruskal-Wallis-Test

(verallgemeinerter Wilcoxon-Test fur mehr als zwei Gruppen) jeder Variablen im
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Gruppenvergleich angewandt wurde. Bei signifikanten Unterschieden zwischen den
Gruppen (p < 0,05) wurde anschlief3end jede Variable mit Hilfe des Mann-Whitney-U-
Tests (Wilcoxon Rank Sum) verglichen, wobel ein p-Wert von < 0,05 als signifikant,
ein p-Wert < 0,01 als hochsignifikant galt.

Die Analysen wurden mit Hilfe der Statistik-Software SPSS 10.0 fur Windows
(Statistical package for social science) durchgefihrt.

Bei bis zu 9 Datensédtzen pro Gruppe und bei grofRer Streuung wurde der Medianwert
mit dessen Bereich angegeben. Waren die Gruppen grofder, wurde jeweils der

Mittelwert mit Standardabweichung (s.d.) angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse aus den Experimentellen Untersuchungen: Operativer Teil

4.1.1 Gewichtsverlauf

Im Rahmen der postoperativen Beobachtung zeigte sich, dass die Tiere nach
durchschnittlich einer Woche ihr Ausgangsgewicht wieder erreicht hatten. Lediglich fur
6 der am Tag 7 reoperierten Tiere sowie fir alle nach drel Tagen reoperierten Tiere war

dies nicht moglich.

Tab. 4.1.1: Anzahl der Tiere n, die postoperativ hach durchschnittlich 7 Tagen ihr Ausgangsgewicht
wieder erreichen konnten.

Reoperationszeitpunkt | Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 30 Tag 90
Ausgangsgewicht Nicht Erreicht | Nach6 Tagen | Nach 7 Tagen Nach 7 Tagen Nach 8 Tagen
Tierzahl n Ovon 12 6von 12 12 von 12 22 von 22 22 von 22

Bel einem Ausgangsgewicht von durchschnittlich 267 g betrug der Gewichtsverlust
innerhalb der ersten drel Tage im Mittel 20 g (7,5% des Korpergewichtes). Nach dieser
kritischen Phase folgte im unkomplizierten Fall ein stetiger Gewichtsanstieg, wobei die
nach 90 Tagen reoperierten Tiere eine Gewichtszunahme von im Mittel 122 ¢
gegentiber dem Ausgangswert zeigten. Bel einem maximalen Gewicht von 450-460 g
(das schwerste Tiere der 90-Tagesgruppe), zeigte sich keine weitere Gewichtszunahme.
Demgegentiber betrug die Gewichtszunahme in den Ubrigen Gruppen etwa 54 g nach 30
Tagen, 21 g nach 14 Tagen und 16 g nach 7 Tagen.
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Abb. 4.1.1: Postoperativer Gewichtsverlauf: Dargestellt ist jeweils der Mittelwert von 12 operierten
Tieren jeder Gruppe.

4.1.2 Postoperativer Verlauf und Leckagerate

Die Tiere mit einer Uberlebenszeit von drei und sieben Tagen zeigten einen nur
mafdigen Appetit und kaum Kotabsatz. Dartberhinaus war ihr Allgemeinbefinden nicht
eingeschrankt. Nach Er6ffnung der Bauchhohle fielen in alen Fdlen diskrete
perianastomotische Verwachsungen auf, die leicht zu I6sen waren. Der Bereich des
operierten Colons zeigte regelmallig eine Umfangsvermehrung sowie dinnbreiige
Faeces, ohne dass dafiir pathol ogische Anhaltspunkte gefunden werden konnten.

Die Tiere mit einer Uberlebenszeit von 14 und mehr Tagen zeigten nach
Gewichtsnormalisierung einen regelrechten Kotabsatz. Die  Verwachsungen
prasentierten sich in der Mehrzahl der Félle als ausgeprégter und schwieriger zu 16sen
als bei den nach drel und sieben Tagen reoperierten Tieren.

Im Zeitverlauf war en deutliches Nachlassen des perianastomotischen
Verwachsungsgrades aufféllig. Besonders die nach 90 Tagen betrachteten Tiere zeigten

den nicht-operierten Tieren dhnliche Darmverhdtnisse mit geringen oder fehlenden
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Verwachsungserscheinungen. Die anastomosentragendenen Darmregionen waren hier
makroskopisch nur schwer zu identifizieren.

Jedoch kam es bel sechs Tieren der 90-Tagesgruppe und bel zwei Tieren der 30-
Tagesgruppe zu postoperativen Komplikationen, die eine vorzeitige Reoperation und
T6tung der Tiere erforderlich machten (Tab. 4.1.2).

Tab. 4.1.2; Anzahl n, Reoperationszeitpunkt und Komplikationsart ausgefallener Tiere. O.A. = obere
Anastomose, U.A. = untere Anastomose.

Tierzahl n Reoperationszeitpunkt Aufgetretene Komplikation
nach Anastomosenerstellung
2 |12 Tage postop. lleusU.A.
2 |9 Tage postop. lleusU.A.
1 |6 Tage postop. lleusU.A.
2 |5 Tage postop. lleusU.A.
1 |4 Tage postop. Insuffizienz O.A.

In sieben Félen prasentierte sich dabel ein volumenvermehrtes und offensichtlich
druckdolentes Abdomen, bei gleichzeitig deutlichem Gewichtsverlust und reduziertem
Allgemeinzustand des Tieres. Dieser aufierte sich in herabgesetztem Bewegungsdrang,
fehlendem Putzhabitus und mangelndem Appetit. Nach Erdffnen des Bauchraums
zeigte sich ein massiv dilatierter Dickdarm, der in alen Falen auf einen Kotstau vor der
unteren Anastomose zurlUckzufthren war. Ob dieser durch postoperative
Bridenbildungen oder einen Operationsfehler bedingt war, liefd sich nicht eindeutig
feststellen.

Bel einem weiteren Tier musste aufgrund einer Insuffizienz der oberen Anastomose die
Diagnose einer fulminanten Peritonitis gestellt werden.

Insgesamt betrug die Komplikationsrate bei 100 operierten Tieren 8%. ES muss noch
bemerkt werden, dass die zu den beiden Langzeitgruppen gehdrenden und vorzeitig
verendeten Tiere, zu Beginn der Versuchsreihe operiert wurden. Postoperative
Komplikationen kénnten deshalb auf einem, zu diesem Zeitpunkt, noch mangelndem

Operationsgeschick basieren.
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4.2 Ergebnisse aus den Experimentellen Untersuchungen: Physikalische Studien und
Histologie

Vorausschickend muss gesagt werden, dass sich die in den einzelnen Experimenten
erscheinenden Tierzahlen von der Gesamtzahl der angefertigten Anastomosen (Tab.
3.2.1) unterscheiden. Urséchlich sind hier Komplikationen wahrend der Auswertung zu
nennen, wie etwa starke perianastomotische Verwachsungen mit pelvinem Fettgewebe,
oder Samenstréngen, die ein Aufsetzten des Laserflowmesskopfes unmdglich machten.
Weiterhin kam es bel der Anastomosenentnahme zur akzidentiellen Verletzung von
Darmwandabschnitten, so dass sich die Zahl der durchfihrbaren Zug- und
Berstungsdruckmessungen reduzierte. Diese Anastomosen tauchen deshalb in der
Auswertung nicht auf und entfallen bei der statistischen Auswertung. Hinsichtlich der
Aussagefahigkeit der Experimente wurde jedoch stets auf eine statistisch ausreichende
Datenzahl geachtet.

4.2.1 Laserflowmetrie

Die Untersuchung des Blutflusses im oberen Darmanastomosenbereich unabhangig
vom verwendeten Nahtmaterial mittels Laserflowmetrie ergab bei den 0-, 3- und 7-
Tagestiergruppen eine kontinuierliche, nur in zwei Intervallen signifikante Abnahme der
mittleren Fluxwerte. Anschlief3end stiegen die Messwerte tber den 14., 30. und 90. Tag
wieder kontinuierlich, vom 30. auf den 90. Tag signifikant an.

Proximal der oberen Anastomose zeigte sich vom Tag 0 auf Tag 3 eine signifikante
Abnahme der Fluxwerte (p=0,027) von 175,3% auf 120,7% und ebenso fir den Bereich
distal der oberen Anastomose vom Tag 3 auf Tag 7 (p=0,021) von 137,5% auf 59,1%.
Die Werte stiegen anschlieffend Uber die 14-, 30- und 90 Tagestiergruppe wieder
kontinuierlich bis zum Erreichen des Ausgangsfluxes (Tag 0) an. Es zeigten sich hier
signifikante Anderungen der Fluxwerte vom Tag 14 zum Tag 90 sowohl auf der oberen
Anastomose al's auch proximal davon. Hochsignifikant stellte sich dabei der Anstieg des
gemessenen Blutflusses vom 30ten auf den 90ten postoperativen Tag dar (p<0,01).

Auf dem oberen Anastomosenspalt selbst zeigten sich bis zum Tag 14 keine
signifikanten Fluxanderungen gegniber den Vortagen. Erst vom Tag 14 auf Tag 30 fiel
der Blutfluss erst wenig signifikant (p=0,047) von 73,2% auf 47,4% ab und stieg
anschlief3end vom Tag 30 auf Tag 90 hochsignifikant auf 80,0% an.
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Distal der oberen Anastomose zeigte sich vom Tag 3 auf Tag 7 eine signifikant
Fluxminderung von 137,5% auf ein Minimum von 59,1%. Danach stiegen die Werte
wiederum Uber die 14-, 30- und 90 Tagestiergruppe kontinuierlich an. Ebenso wie auf
der proximalen Messstelle sowie dem oberen Anastomosenspalt war der Anstieg des
Fluxes von 101,7% auf 155,8% (Tag 30 auf 90) wiederum in diesem letzten Intervall
hochsignifikant (Einzelwerte siehe Tab. 4.2.1.aim Anhang).
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Abb. 4.2.1.a: Gemessener Flux auf der oberen Anastomose in Abhéngigkeit von der Tiergruppe:
Dargestellt sind die Mittelwerte der jeweiligen Tiergruppe. Signifikanzen wurden schwarz umrahmt.

Auch bel der Untersuchung der am Ubergang Sigma-Rektum gelegenen unteren
Darmanastomose zeigte sich, unabhangig vom verwendeten Faden, eine kontinuierliche
Abnahme der Fluxwerte in den Gruppen 0, 3 und 7 mit anschlieffendem Wiederanstieg
Uber den 14., 30. zum 90. Tag.

Fur den Bereich proximal der unteren Anastomose war diese Abnahme von Tag 3 auf
Tag 7 von 120,8% auf 62,7% signifikant (p=0,027). Hier fiel weiterhin ein signifikanter
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Wiederanstieg der Messwerte vom 14. auf den 30. Tag (79,7% auf 107,0%), sowie vom
30. auf den 90. postoperativen Tag (107,0% auf 151,6%) auf.

Unmittelbar auf dem unteren Anastomosenspalt zeigten sich vom 30. auf den 90. Tag
signifikante Anderungen der Messwerte mit einer Zunahme von 60,4% am Tag 30 auf
86,5% am Tag 90 (p=0,012).

Distal der unteren Anastomose konnte zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Anderung
des Blutflusses bei Betrachtung der gemessenen Fluxwerte beobachtet werden

(Einzelwerte siehe Tab. 4.2.1.b im Anhang).
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Abb. 4.2.1.b: Gemessener Flux auf der unteren Anastomose in Abhangigkeit von der Tiergruppe:
Dargestellt sind die Mittelwerte der jeweiligen Tiergruppe. Signifikanzen wurden schwarz umrahmt.

Die verwendeten unterschiedlichen Nahtmateridien fihrten zu keinen messbaren

Unterschieden in der Anastomosendurchblutung.
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4.2.2 Zugfestigkeit und Berstungslokalisation

a) In Abhéangigkeit von der Tiergruppe

Die mittlere Zugfestigkeit der erstellten Darmanastomosen lag bei den Tieren der O-
Tagesgruppe unabhangig vom verwendeten Nahtmaterial bei 1,6 N. Sie stieg von einem
Tiefpunkt am Tag 3 (0,95 N) kontinuierlich und signifikant auf einen Wert von 4,38 N
an. Die Zugfestigkeiten in der Gruppe der 30- und 90-Tagestiere unterschieden sich
nicht-signifikant von der Kontrollgruppe (nicht-operierte Tiere). Hochste Zugwerte
wurden in der Gruppe der 90-Tagestiere mit einem Mittelwert von 4,38 N erreicht
(Einzelwerte siehe Tab. 4.2.2.aim Anhang).
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Abb. 4.2.2.a: Mittlere Zugfestigkeit in Abhéngigkeit von der Tiergruppe. Signifikanzen wurden schwarz
umrahmt.

b) In Abhangigkeit von der Tiergruppe und dem verwendeten Faden

Betrachtet man zusédtzlich den postoperativen Verlauf der Zugfestigkeiten unter

Berlcksichtigung des jewells verwendeten Nahtmaterials, so ergaben sich zum
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Zeitpunkt t = O Tage signifikante Unterschiede beim Vergleich der im Median hoheren
Zugfestigkeiten von Biosyn® (1,8 N) gegentiber Maxon® (1,12 N) mit p = 0,009, sowie
Monosyn® (2,19 N) gegeniber Maxon® (1,12 N) mit p = 0,047. Zum Zeitpunkt t = 3
Tage zeigten sich Signifikanzen beim Vergleich Monocryl® (1,32 N) gegenuber
Biosyn® (0,55 N) mit p=0,02, sowie Monocryl® (1,32 N) gegentiber Monosyn® (0,94)
mit p=0,034. Die Gruppen der 7-, 14-, 30- und 90-Tagestiere zeigten keine signifikanten
Unterschiede beim Vergleich der Zugfestigkeiten in Abhangigkeit vom implantierten
Faden (p stets >0,05). Die im Median hochsten Zugwerte zeigten nach t = 90 Tagen die
mit Monocryl® angefertigten Anastomosen mit 4,77 N (Einzelwerte siehe Tab. 4.2.2.b
im Anhang).
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Abb. 4.2.2.b: Medianwerte der Zugfestigkeit in Abhéngigkeit von Faden und Tiergruppe. Signifikanzen
wurden schwarz umrahmt.

Nicht dargestellt ist der postoperative, statistische Vergleich der Zugfestigkeiten der
Darmanastomosen unter Berlicksichtigung des verwendeten Fadens und der
verschiedenen Zeitpunkte im Vergleich zur nicht-operierten Kontrollgruppe. Es zeigten
sich nach 0-, 3-, 7- und 14-Tagen durchgehend signifikante Unterschiede. Lediglich die
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Gruppe der 30-, und 90-Tagestiere unterschied sich dahingehend nicht signifikant von
der Kontrollgruppe.

c) In Abhéangigkeit von der Berstungslokalisation

Alle zum Zeitpunkt O und 3 Tage untersuchten Gewebeproben barsten bei den
Zugmessungen unmittelbar in der Anastomosennaht. Nach 7 und 14 Tagen war dies
nur noch bel  30% bzw 35%, nach 30 und 90 Tagen nur noch bei 8% bzw. 9% der
untersuchten Darmsegmente unabhangig vom verwendeten Faden der Fall (Einzelwerte
siehe Tab. 4.2.2.cim Anhang).

Die prozentuale Haufigkeit der Berstungslokalisation innerhalb der Anastomose bel den
Zugmessungen in Abhangigkeit vom verwendeten Faden zeigt Abb. 4.2.2.c:
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Abb. 4.2.2.c: Berstung innerhalb der Anastomose bei den Zugmessungen unter Berticksichtigung des
verwendeten Fadens.
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4.2.3 Berstungsdruck und Berstungslokalisation

a) In Abhéangigkeit von der Tiergruppe

Die tangentiale Wandspannung, bei der das anastomosentragende Darmsegment nach
Luftinsufflation barst (Berstungsdruck), wurde entsprechend dem Laplaceschen Gesetz
ermittelt (s. Kap. 3.3.4).

Sowohl im Zeitverlauf als auch im Vergleich zu der Kontrollgruppe stieg die mittlere
Wandspannung unabhangig vom verwendeten Faden von einem Tiefstwert am Tag O
(14,2 kN/m?), bis zu einem Maximalwert am Tag 14 (210,3 kN/m?) kontinuierlich und
signifikant (p stets < 0,05) an. Die Tiere der 30- und 90- Tagesgruppe unterschieden sich
anschlief?end nicht mehr signifikant von der Kontrollgruppe. Am 90. postoperativen
Tag wurde eine mittlere Wandspannung von 117,9 kN/m? gemessen ohne signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe (Einzelwerte siehe Tab. 4.2.3.aim Anhang).
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Abb. 4.2.3.a: Mittlere Tangentiale Wandspannung in Abhangigkeit von der Tiergruppe und unabhéngig

vom verwendeten Faden. Signifikanzen wurden schwarz umrahmt.
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b) In Abhangigkeit von der Tiergruppe und dem verwendeten Faden

Der Vergleich der einzelnen Faden im Zeitverlauf zeigte hinsichtlich der tangentialen
Wandspannung lediglich in der Gruppe der 30-Tagestiere signifikante Unterschiede.
Die mit Monosyn® operierten Tiere wiesen bel einer mittleren Wandspannung von
161,1 kN/m? signifikant (p=0,009) hohere Werte auf, as die mit Biosyn® operierten
Tiere (Tmax = 90,7 kN/m?). Ebenso unterschieden sich die mit Maxon® operierten
Tiere bei einer mittleren Wandspannung von 142,9 kN/m?2 signifikant (p=0,028) von
den ,,Biosyn®-Tieren”“.

Wiederum zeigten die am 14. Tag reoperierten Tiere die hochsten mittleren
Wandspannungswerte, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
verwendeten Nahtmaterialen nachweisen lief3en. Monocryl® zeigte zu diesem Zeitpunkt
bei einer mittleren maximaen Wandspannung von 250,2 kN/m? von alen Gruppen den
hochsten Wert (Einzelwerte siehe Tab. 4.2.3.b im Anhang)
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Abb. 4.2.3.b: Medianwerte der Tangentialen Wandspannung in Abhangigkeit von Faden und Tiergruppe.

Signifikanzen wurden schwarz umrahmt.
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Nicht dargestellt ist der postoperative statistische Vergleich der gemessenen
Wandspannungen der Darmanastomosen unter Berlcksichtigung des verwendeten
Fadens und der verschiedenen Zeitpunkte im Vergleich zur nicht-operierten
Kontrollgruppe. Es zeigten sich nach 0-, 3-, 7- und 14-Tagen durchgehend signifikante
Unterschiede. Lediglich die Gruppe der 30-, und 90-Tagestiere unterschied sich
dahingehend nicht signifikant von der Kontrollgruppe.

c) In Abhéangigkeit von der Berstungslokalisation

Hinsichtlich der Lokalisation der Organberstung im Druckmessversuch ergab sich
folgendes Bild: Zum Zeitpunkt 0 und 3 Tage barsten wiederum alle Gewebeproben bei
Luftinsufflation unmittelbar im Anastomosenbereich. Nach 7 und 14 Tagen war dies
nur noch bei 33% bzw. 42%, nach 30 und 90 Tagen nur noch bel 23% bzw. 14% der
untersuchten Anastomosensegmente der Fall (Einzelwerte siehe Tab. 4.2.3.c im
Anhang).

Die prozentuale Haufigkeit der Berstungslokalisation innerhalb der Anastomose bel den
Druckmessungen in Abhangigkeit vom verwendeten Faden zeigt Abb.
4.2.3.
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Abb. 4.2.3.c: Berstung innerhalb der Anastomose bei den Druckmessungen unter Beriicksichtigung des

verwendeten Fadens.
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4.2.4 Histologie

a) In Abhéangigkeit von der Tiergruppe

Um die Ausprégung der Entzindungsreaktion nach Anastomosenerstellung zu
evaluieren, wurde die Gesamtzahl an Entzindungszellen (EZZ) im perianastomotischen
Bereich zu den Zeitpunkten O-, 3-, 7-, 14-, 30- und 90 Tagen am HE-geférbten Schnitt
ausgezéhlt. Als Ausschnitt der Darmwand wurde die Submukosa unmittelbar am
Anastomosenrand gewdahlt. Bei der Auswertung wurden polymorphkernige Leukozyten,
Makrophagen und Lymphozyten berticksichtigt und jeweils der Mittelwert aus drei
Zahlungen eines Praparates notiert. Unabhangig vom verwendeten Faden ergab sich
folgendes Bild: Vom Tag 0 auf Tag 3 stieg die absolute Zahl an Entziindungszellen
signifikant von 60 + 30 auf 150 + 32 Zellen an. Dies stellte gleichzeitig das Maximum
an gefundenen Entziindungszellen im Zeitverlauf dar. Danach fiel der gefundene Wert
subsequent vom 3. bis zum 90. Untersuchungstag auf ein Minimum von 31 + 13 Zellen
am Tag 90 ab. Diese Anderungen der Zellzahlen waren bis auf das Intervall 7 auf 14
Tage stets signifikant (Einzelwerte siehe Tab. 4.2.4.aim Anhang).

160,00
150

140,00

120,00

100,00 ~ 92

87

80,00 -

60,00

Entziindungszellzahl

60,00

40
40,00 - 31

20,00

0,00
O-Tagestiere 3-Tagestiere 7-Tagestiere 14-Tagestiere 30-Tagestiere 90-Tagestiere
Tiergruppe
Abb. 4.2.4.a: Histologische Entziindungsreaktion im Zeitverlauf, unabhéngig vom verwendeten Faden.

Signifikanzen wurden schwarz umrahmt.
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b) In Abhéngigkeit von der Tiergruppe und dem verwendeten Faden

Betrachtet man zusétzlich den bel der Anastomosenerstellung verwendeten Faden, so
ergibt sich nach satistischer Auswertung folgendes Bild: Es lassen sich zu den
gewahlten Untersuchungszeitpunkten keine durchgehend signifikanten Unterschiede in
der ausgezahlten Zahl an Entzindungszellen beim Vergleich der Faden Monocryl®,
Maxon®, Biosyn® und Monosyn® feststellen. Lediglich am Tag 30 zeigen die mit dem
Faden Maxon® angefertigten Anastomosen mit einer EZZ von 43 + 12 gegeniber dem
Faden Monosyn® mit einer EZZ von 35 = 16 eine wenig signifikant stérkere
Entziindungsreaktion (p=0,045) im betrachteten Wandbereich (Einzelwerte siehe Tab.
4.2.4.b im Anhang).

Abb. 4.2.4.a: Histologie einer Colonanastomose am Tag +90. Nahtmaterial Monosyn®. H& E Férbung.
Vergr. 40X. Die Gewebeintegritét ist vollsténdig wiederhergestellt ohne Hinweise auf erhdhte EZZ. Das
Nahtmaterial ist noch nicht vollstdndig resorbiert. Der obere Pfeill weist auf den ehemaligen
Anastomosenspalt. Der untere Pfeil auf das implantierte Nahtmaterial.
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Abb. 4.2.4.b: Ausschnitt aus Abb. 4.2.4.a; Histologie einer Colonanastomose am Tag +90; Nahtmaterial
Monosyn®; H&E Féarbung; Vergr. 200X; der Faden ist noch nicht vollstdndig resorbiert; wenige
Entziindungszellen sichtbar.

4.3 Ergebnisse aus den Experimentellen Untersuchungen: Zytokinetische Studien

Vorausschickend muss wiederum gesagt werden, dass sich die in den einzelnen
Experimenten erscheinenden Tierzahlen n von der moglichen Gesamtzahl an
ausgewerteten Anastomosenproben (Tab. 3.4.1) unterscheiden. Hinsichtlich der
Aussagefahigkeit der Experimente wurde jedoch mit 9 bis 12 Messergebnissen pro
Zeitpunkt auf eine statistisch ausreichende Datenzahl geachtet.

4.3.1 Proteingehalt

Die Auswertung des gemessenen Proteingehaltes in den einzelnen Anastomosenproben
ergab fur die spétere Berechnung des Zytokingehaltes einen mittleren Gehalt von 430
pg Protein pro Anastomose. Es wurde jeweils jede der drei fur die zytokinetischen

Messungen von einer Anastomose angefertigten Proben (500 pl fir TGF 1, Rantes und
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IL-10) untersucht, um eine groftmogliche Genauigkeit zu erzielen. Dieser
durchschnittliche Proteingehalt war die Grundlage fir die Berechnungen der in 4.3.2 bis

4.3.4 dargestellten Zytokinmesswerte.

Tab. 4.3.1: Durchschnittlicher Proteingehalt in pg der ausgewerteten Anastomosenproben unter
Berlicksichtigung von Probenverwendung, Faden und Tiergruppe. Die jeweiligen Werte sind Mittelwerte

aus 2 bis 6 Einzelbestimmungen.* Es wurde kein Probenmaterial ausgewertet.

14- 30- 90-
Probe Faden |0-Tagestiere [3-Tagestiere [/-Tagestiere [Tagestiere [Tagestiere [Tagestiere
IL-10 MC 641,22 696,3 546,97 638,17 308,3 335,7
MA 718,4 620,67 795,73 622,5 314,02 212,35
BS 67,6 773,53 617,6 594,53 * 186,05
MS 115,42 585,27 786,57 681,53 i 244,68
RANTES |MC 443,65 850,03 546,5 463,67 322,28 257,99
MA 539,15 799,1 028,4 469,03 282,91 124,05
BS 61,37 874,5 495,6 470,8 * 206,33
MS 101,02 762,4 866,1 669,87 * 239,68
TGF p1 MC 265,2 661,17 155,67 159,6 139,6 93,85
MA 583,7 633,1 647,6 172,9 217,92 24,9
BS 137,27 758,05 158,9 182,6 * 69,98
MS 110,08 566,13 320,07 283,43 i 112,75

4.3.2 TGF p1- Zytokinetik

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration der einzelnen Proben ergab sich fur den
TGF B1-Gehalt einer durchschnittlichen Anastomosenprobe von 430 ug Proteingehalt
folgendes Bild: Die Werte am Tag O unterschieden sich nicht-signifikant von den
Werten der Kontrollgruppe. Bei einem p-Wert von < 0,01 fiel der mittlere TGF p1-
Gehalt dann bis zum Tag 3 hochsignifikant von 5,53 pg am Tag 0 auf 0,24 pg/430 ug
Protein gegenliber der Vorgruppe ab. Anschlief3end folgte der Wiederanstieg mit einem
signifikanten Sprung jeweils von Tag 14 auf Tag 30 von 2,44 pg sowie von Tag 30 auf
Tag 90 von 6,83 pg. Die operierten Tiere unterschieden sich zu den Zeitpunkten 3, 7, 14
und 30 jeweils durchgehend signifikant von der Kontrollgruppe. Der Gehalt am Tag O
und 90 wies gegenuber der Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede auf
(Einzelwerte siehe Tab. 4.3.2 im Anhang).
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TGF B1-Gehalt / pg
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Abb. 4.3.2: Mittelwerte des TGF- B1-Gehaltes in pg in Abhangigkeit von der Tiergruppe - rot markiert
wurden signifikante Veranderungen gegeniiber der Vorgruppe oder Kontrolle.

4.3.3 Rantes-Zytokinetik

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration der einzelnen Proben ergab sich fur den
Rantes-Gehalt einer durchschnittlichen Anastomosenprobe von 430 g folgendes Bild:
Der RANTES-Gehalt im Anastomosenbereich zeigte unmittelbar am Tag O einen mit p
= 0,01 gegenuber der Kontrollgruppe signifikanten Anstieg um mehr as das dreifache
des Kontrollwertes auf 150,19 pg/430 pg Protein. Im weiteren Verlauf fiel der Gehalt
am Tag 3 zwar signifikant gegentiber dem Tag 0 auf 54,73 pg ab, war gegentber der
Kontrollgruppe aber nicht-signifikant veréndert. Am Tag 7 folgte dann ein weiterer
Abfal der Messwerte jeweils signifikant gegeniiber der Vorgruppe as auch gegentiber
der Kontrollgruppe auf 14,32 pg. Die 14-Tagestiergruppe zeigte einen mit p = 0,007
gegenuiber der Vorgruppe hochsignifikanten Wiederanstieg auf 51,53 pg, welcher aber
gegenuiber der Kontrollgruppe nichtsignifikant ausfiel. Die Werte der am 14., 30., und
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90. Tag reoperierten Tiere unterschieden sich dann weder im Zeitverlauf noch zur
Kontrollgruppe signifikant voneinander (Einzelwerte siehe Tab. 4.3.3 im Anhang).

RANTES-Gehalt / pg
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Abb. 4.3.3: Mittelwerte des Rantesgehaltes in pg in Abhéngigkeit von der Tiergruppe - rot markiert
wurden signifikante Verdnderungen gegeniiber der Vorgruppe oder Kontrolle.

4.3.4 |L-10-Zytokinetik

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration der einzelnen Proben ergab sich fur den IL-
10-Gehalt einer durchschnittlichen Anastomosenprobe von 430 g folgendes Bild:

Der IL-10-Gehalt im Anastomosenbereich stieg am Tag O bei einem Mittelwert von
22,65 pg/430 ug Protein dtatistisch signifikant gegeniber dem Kontrollwert des
unbehandelten Darms von 3,9 pg an. Am Tag 3 fiel der gemessene Gehalt dann mit 8,35
pg/430 pg Protein auf ein gegentiber der Kontrollgruppe nicht-signifikantes Niveau
zurick. Am Tag 7 zeigte sich im weiteren Verlauf bei einem mittleren Wert von 1,9
pg/430 ug Protein ein sowohl gegentiber der Vorgruppe as auch der Kontrollgruppe
signifikant erniedrigter IL-10 Gehalt im Anastomosenbereich. Dieser Wert stieg zum
Tag 14 zu einem Mittelwert von 8,59 pg signifikant gegentiber der Vorgruppe an,
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unterschied sich bis zum Tag 90 jedoch nicht mehr signifikant von den Werten der
Kontrollgruppe (Einzelwerte siehe Tab. 4.3.4 im Anhang).

IL-10-Gehalt / pg
25 22,65
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Abb. 4.3.4;: Mittelwerte des IL-10-Gehaltes in pg in Abhéngigkeit von der Tiergruppe. Rot markiert
wurden signifikante Veranderungen gegeniiber der Vorgruppe oder Kontrolle.
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5. Beantwortung der Fragen

5.1 Experimentelle Fragestellung |

1) Lassen sich hinsichtlich des Blutflusses im Bereich der oberen und unteren
Colonanastomose am Modell der Wistarratte signifikante Veranderungen im
Heilungsverlauf feststellen und gibt es signifikante Unterschiede innerhalb der
Gruppen beim Vergleich von vier verschiedenen, monofilen Nahtmaterialien?

In den durchgefiihrten Untersuchungen liel}en sich statistisch signifikante Anderungen
des Blutflusses sowohl im Bereich der oberen, as auch der unteren Darmanastomose zu
den Zeitpunkten +0, +3, +7, +14, +30 und +90 postoperativ finden. Diese zeigten sich
laserflowmetrisch in Form enes charakteristischen Fluxmusters mit einem
kurvenformigen ab- und wiederansteigenden Verlauf und einem registriertem
Blutflussminimum am Tag 7. Aufféllig waren dabel signifikante Anstiege der Fluxwerte
vom 30. auf den 90. postoperativen Tag im gesamten oberen Darmanastomosenbereich,
sowie proximal und unmittelbar auf der unteren Anastomose. Am 90. postoperativen
Tag unterschieden sich die Flusswerte nicht mehr signifikant von den Werten am Tag 0.
Die verwendeten unterschiedlichen Nahtmaterialien fihrten dartiberhinaus zu keinen

messbaren Unterschieden in der Anastomosendurchblutung.

2) Wie gestaltet sich die postoperative Anastomosenheilung bei Registrierung der
Zugfestigkeit, des Berstungsdruckes als auch der Berstungslokalisation zu
charakteristischen Zeitpunkten und gibt es signifikante Unterschiede innerhalb
der Gruppen beim Vergleich von vier verschiedenen, monofilen
Nahtmaterialien?

Sowohl die lineare Zugfestigkeit als auch die tangentiale Wandspannung zeigten im
Zeitverlauf  ein  charakteristisches Muster. Wahrend die Zugfestigkeit der
Colonanastomosen unabhangig vom verwendeten Faden nach einem Tief am Tag +3
kontinuierlich und signifikant bis zum Tag +90 wiederanstieg, zeigte die tangentiale
Wandspannung im Anastomosenbereich einen kurvenférmigen Verlauf, mit Maximum
am Tag +14 und anschlief3endem Wiederabfall bis zum Tag +90. Auffallig war ein
statistisch signifikanter Anstieg der linearen Zugfestigkeit der Anastomose vom Tag
+30 auf +90. Sowohl die lineare Zugfestigkeit, als auch die tangentiale Wandspannung
unterschieden sich ab dem 30. postoperativen Tag nicht mehr signifikant von der
Kontrollgruppe.
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Bei Betrachtung der verwendeten Faden stellten sich einzig Monocryl ® in der frihen
Phase der Anastomosenheilung mit signifikant hoheren Zugergebnissen dar als
Biosyn® und Monosyn®. Der Faden Maxon® fiel in der Berstungslokalisation, sowohl
bei den Zug- als auch den Berstungsdruckversuchen mit bis zum 7. postoperativen Tag
durchgehend auftretenden Rupturen im Anastomosenspalt auf.

In der spaten Phase der Anastomosenheilung konnte dagegen der Faden Monosyn®
gegeniber dem Faden Biosyn® mit einer signifikant héheren mechanischen Stabilitét in
den Berstungsdruckversuchen tberzeugen.

3) Lasst sich histologisch nach Auszahlung der Entzindungszellen eine
charakteristische Reaktion im Zeitverlauf feststellen und weisen die
ver schiedenen Faden darin signifikante Unter schiede auf?

Auch nach Auswertung der histologischen Anastomosenschnitte zeigte sich ein
charakteristischer Verlauf der Entziindungsreaktion im Wundbereich. Die Gesamtzahl
an mikroskopisch ausgezahlten Leukozyten, Makrophagen und Lymphozyten stieg vom
Tag 0 an kurvenférmig tUber ein Maximum am Tag +3 an und erreichte zum 30. und 90.
postoperativen Tag wieder Werte, die auch am nativen Colon gefunden werden
konnten.

Im Einzelvergleich der F&den zeigten lediglich die mit Maxon® gegeniiber Monosyn®
angefertigten Anastomosen am Tag +30 eine schwach signifikant geringere

Entziindungsreaktion.

5.2 Experimentelle Fragestellung 11

1) Lasst sich nach Abschluss der zytokinetischen Bestimmungen ein
charakteristisches Muster im Zeitverlauf erkennen und ergeben sich signifikante
Unter schiede im Vergleich zum nativen Colon?
Fir die Zytokine TGF 31, RANTES und IL-10 konnten charakteristische Zytokinmuster
im Heilungsverlauf der handgendhten Colonanastomose nachgewiesen werden. Dabei
fielen besonders die im Vergleich zur Kontrollgruppe unterschiedlichen Werte zu
charakteristischen Zeitpunkten des Heilungsverlaufes auf. TGF (31 zeigte nach einer
suppressiven Phase am Tag +3 Uber den 7. bis zum 90. postoperativen Tag einen
signifikanten Anstieg. Bel RANTES dagegen fiel am Tag 0 eine , Upregulation” und am
Tag 7 eine ,Downregulation* auf. Ein @nliches Muster konnte auch bei dem Zytokin
IL-10 registriert werden.
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2) Welche Rolle lassen sich TGF S1, RANTES und IL-10 im unkomplizierten
Heilungsverlauf der Colonanastomose zuordnen?

TGF B1 beeinflusst den Kollagenmetabolismus der heilenden Wunde durch seine
fordernde Wirkung auf die Syntheserate an kollagenen Fasern und seinen
chemotaktischen Effekt auf bindegewebsbildende Fibroblasten. Im initialen resorptiven
Stadium der Wundheilung lief3en sich analog niedrige Werte zum Tag 3 nachweisen,
wéhrend im anschlief3enden reparativen Heilungsstadium der Gehalt an TGF 31
kontinuierlich und signifikant bis zum Ausgangswert am Tag 90 wiederanstieg. Die
zytokinetischen Messungen ergaben fir TGF 31 auch nach dem 30. postoperativen Tag
signifikante Anderungen der Messwerte, die auf den wundheilungsférdernden Einfluss
dieses Zytokins auch noch in dieser spaten Phase hinweisen.
Der sprunghafte Anstieg des RANTES-Gehaltes im Anastomosenbereich am Tag 0
konnte die Funktion des Chemokins RANTES als leukotaktisches Peptid bestatigen.
Auch histologisch konnte initial ein signifikanter Anstieg der Entziindungszellzahl
festgestellt werden. Im folgenden nimmt der Entziindungsreiz ab und so erreicht der
RANTES-Gehalt am Tag 14 wieder Ausgangswerte.
Dagegen konnte der parallele initiale Anstieg von IL-10 durch seine Rolle a's Inhibitor
einer Uberschiel3enden Entziindungsreaktion erklart werden. Der dann abfallende IL-10-
Gehalt lasst sich nicht eindeutig schliissig erklaren und kdnnte as physiologische
Aktivitétsminderung bel Stabilisierung der Wunde auf ein normales Niveau verstanden

werden.
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6. Diskussion

Wie bereits einleitend aufgezeigt, stellen Colonanastomosen Risikoeingriffe dar, mit
oftmals erst spét auftretenden Anastomosendehiszenzen. Urséchlich ist hier eine hohe
intraluminale Keimbelastung mit der Gefahr der Anastomoseninfektion, die nach aboral
zunehmend kritisch werdende Durchblutung aufgrund spéarlich werdender Randarkaden
sowie der im Vergleich zum Jgunum geringere intramurale Kollagengehalt der
submucdsen Schicht (Cronin et al. 1968a, Wise et al. 1975, Jiborn et al. 1980) zu
nennen. Die Folgen einer nicht rechtzeitig erkannten Anastomoseninsuffizienz konnen
den Tod des Patienten bedeuten. Um den Heilungsverlauf gezielt zu beeinflussen und zu
verbessern, steht der intestinale Wundheilungsprozess seit Beginn operativer Eingriffe

am Intestinum des Menschen im Mittel punkt klinischer und experimenteller Forschung.

Einerseits konzentriert sich die Forschung auf die Verbesserung der angewendeten
Anastomosentechnik. Hierbel spielen unterschiedliche Nahtmaterialien, Klammernahte,
Fibrinkleber sowie Kompressionssysteme wie AKA-2 Geréten, magnetischen Ringe
und der BAR (Biofragmentierbarer Anastomosenring) eine Rolle (Debus 1998).
Andererseits stellt die systemische Applikation von wundheilungsférdernden Zytokinen
und Wachstumsfaktoren einen hochinteressanten neueren Ansatz as potentielle
Erweiterung des therapeutischen Armamentariums zur Optimierung der intestinalen
Wundheilung dar.

Im folgenden werden die Ergebnisse der hier dargestellten Studien unter Verwendung
unterschiedlicher, monofiler, resorbierbarer Nahtmaterialien zur Colonanastomosierung
diskutiert. Als klinisch interessante und représentative Phasen wurde die
Anastomosenheilung zu den Zeitpunkten 0, 3, 7, 14, 30 und 90 Tagen nach Anfertigung
gegentber einer nichtoperierten Kontrollgruppe physikalisch und histologisch
untersucht. Anschlief3end wird das Zytokinmuster von TGF 31, RANTES und IL-10 zu
den besagten Zeitpunkten als bisher in diessm Zusammenhang wenig untersuchte
Mediatoren des unkomplizierten Heilungsverlaufes nach primérer Darmnaht dargestellt
und gegentber bisherigen Erkenntnissen zur Zytokinkinetik in der Wundheilung
abgegrenzt und diskutiert. Dabei werden auch die Ergebnisse der physikalischen
Messungen in Zusammenhang gebracht und mit einbezogen.
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6.1 Der postoperative klinische Verlauf

Betrachtet man das postoperative klinische Bild aus chirurgischer Sicht, so ergab sich
bei den durchgefihrten Operationen eine mit 8% im Vergleich zu in der Literatur
beschriebenen Komplikationsraten nach Colonanastomosierung von 0,1 bis 30%
(Genzini et al. 1992) geringe Ausfallquote an Tieren. Zudem muss man bedenken, dass
das Colon dieser Tiere zweifach anastomosiert wurde. Bel der Inspektion des
Bauchraumes am Tag der Reoperation fanden sich in der Gruppe der 0-, 3- und 7-
Tagestiere, unabhangig vom verwendeten Nahtmaterial, regelmaidig leicht |osbare
Adhasionen zwischen der Anastomosen sowie dem Hodengewebe, Samenblasen und
vereinzelten DUnndarmschlingen. Am 14. und 30. postoperativen Tag lief3en sich diese
am schwersten 10sen, wohingegen der Darm am 90. Explantationstag wieder nahezu
unaufféllige Verhdtnisse zeigte. Davon abweichende Resultate berichteten Nothinger et
a. (1980), die ebenfals verschiedene Nahtmaterialien bei Darmanastomosierung zu
zwei Zeitpunkten miteinander verglichen und am 7. Tag schwer |6sbare, am 14. Tag
dagegen eher leicht |6sbare Adhésionen beschrieben.

Zu einer Striktur mit nachfolgendem Ileus kam es in der vorliegenden Untersuchung bei
sieben Tieren ausschlieRlich im Bereich der tief distal, an Ubergang zum Rektum
gelegenen Anastomose. Die topographische Lage dieser Anastomosenregion durch ihre
Lokalisation im kleinen Becken stellte besondere technische Anforderungen dar, da
sowohl die Préparationsarbeit als auch die Anastomosenanfertigung erschwert waren.
Die Wundrénder mussten, um einen gentigenden Abstand zur hoher gelegenen
Erstanastomose zu wahren, in der Regel unter leichtem Zug adaptiert werden.
Anschliel3end aufgetretene inapperente Nahtinsuffizienzen konnten durch eine reaktiv
Uberschieffende Narbenbildung zu den besagten Stenosen gefiihrt haben. Das Greifen
einer zu grof3en Gewebemenge bei der Nahtanfertigung, wie auch die Entwicklung von
Briden konnten dafir ebenfalls schuldhaft gemacht werden. Die Tiere wurden in allen
Fallen innerhab von 12 Stunden nach Auftreten erster Symptome explorativ
relaparotomiert und unter Inhalationsnarkose getétet. Ein Tier zeigte vier Tage
postoperativ das Bild einer eitrigen Peritonitis mit hochroten, fragilen und serds-eitrig
belegten Darmschlingen, wobei die Diagnose einer Nahtinsuffizienz der oberen
Anastomose gestellt wurde. Im Studienverlauf handelte es sich um ein sehr frih

operiertes Tier. Deshalb konnte von einem Operationsfehler ausgegangen werden, der
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zur Nahtinsuffizienz fuhrte, noch ehe eine Defektdeckung beispielsweise durch das
grof3e Netz die Nahtdehiszenz mit Entwicklung einer Peritonitis verhindern konnte.

Abgesehen von den frihzeitig reoperierten Tieren, erreichten alle Versuchstiere nach
durchschnittlich einer Woche ihre Ausgangsgewicht zuriick. Die beobachtete
durchschnittliche 7,5%ige Gewichtsabnahme innerhalb der ersten drei postoperativen
Tage ist durch eine zu erwartende Darmtrégheit sowie den durch Schmerzen
geminderten Fressdrang der Tiere zu erkldren. Erst danach konnten sie in der
Erholungsphase ihr Gewicht wieder kontinuierlich bis auf maxima 150% des

Ausgangsgewichtes (Gruppe der 90-Tagestiere) steigern.

6.2 Physikalische Auswertungen: Laserflowmetrie, Zugfestigkeit und

Berstungsdruck sowie Histologie

Zur Beurteilung der Anastomosenheilung wurde intraoperativ. am Tag der
durchgefiihrten Reoperation der Blutfluss im Bereich der oberen und unteren
Anastomose mittels Laserflowmetrie bestimmt. Dies stellt eine einfache, nicht-invasive
und gut reproduzierbare Methode dar, die in den letzten Jahren experimentell und
klinisch zunehmend zur Messung des intestinalen Blutflusses verwendet wird (Hallbook
et a. 1996, Sigurdsson et a. 1996, Kashiwagi 1993). Anschlieffend erfolgte die
Entnahme des circa funf Zentimeter langen, zweifach anastomosierten Colonsegmentes,
zur Bestimmung der tangentialen Wandspannung im Berstungsversuch und der linearen
Zugfestigkeit am Tensiometer. Beide Methoden stellen etablierte Verfahren zur
Beurteilung der Anastomosensicherheit im Tierexperiment dar und sollen
physiologische Beanspruchungen des Darmes imitieren, denen die Anastomose in vivo
ausgesetzt ist (Raab et al. 1980, Jiborn et a 1978a und b, Nelson und Anders 1966). Die
Entziindungreaktion im Anastomosenbereich wurde mikroskopisch am HE-geféarbten
Schnitt durch Auszéhlen der Entzindungszellen bestimmt, was aufgrund der
mangelnden Skalierbarkeit und Objektivitdt jedoch nur semiquantitative Aussagen
diesbeztiglich zulésst (Debus 1998).

Das Aufrechterhalten eines adaquaten Blutflusses ist von fundamentaler Bedeutung fir
das erfolgreiche Heilen einer Anastomose. Dies spielt insbesondere am Colon mit
seinen zarten, variablen und teillweise auf nur eine einzige Randarkade beschrénkten

Gefassversorgung eine wichtige Rolle (Stelzner 1982). Im Bereich der rektalwérts
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gelegenen unteren Anastomose stellt sich die Gefassversorgung im Vergleich zu den gut
kollateralisierten Ubrigen Darmabschnitte noch ungunstiger dar und unterliegt
dartberhinaus grof3en Variationen (Kihnel 1983). Im Verlauf der Heilung nach
Wundsetzung am Darm bildet sich zundchst reaktives kollagenes Narbengewebe.
Hydroxyprolinuntersuchungen am Colon der Ratte (Jiborn et al. 1980, Cronin 1968b)
zeigen einen erhdhten Kollagenmetabolismus wahrend der ersten postoperativen Woche
mit einem Maximum im Anstomosenbereich und der Colonwand 0 bis 2,5 cm oberhalb
der Anastomosenlinie. Die Kollagensynthese ist auf’erhalb dieses Bereiches und
insbesondere analwarts der Anastomosenlinie weniger stark ausgepragt. Die hochste
Rate an Kollagensynthese im Anastomosenbereich wird am 7. postoperativen Tag
erreicht. Zu diesem Zeitpunkt ist sie sechs bis zehn mal hoher als beim Vergleich mit
einer Kontrollgruppe (Jiborn et al. 1980).

Die durchgefiihrten Messungen ergaben beziglich der Laserdopplerflowmetrie eine
subjektive, jedoch nicht-signifikante Perfusionsabnahme jeweils einen Zentimeter
proximal und distal der beiden Anastomosen von rund 60% innerhalb der ersten sieben
postoperativen Tage.

Zu &hnlichen Ergebnissen kamen Sailer et al. im Jahre 2000, die den intestinalen
Blutfluss ebenfals in  Laserflowtechnik  zur  Evauation  verschiedener
Anastomosentechniken bei Anlage eines coloanalen JPouches an Gottinger Mini-pigs
bestimmten. Sie stellten einen insgesamt 50%igen Abfall des Flusses im distalen
Anastomosensegment fest, jedoch keine signifikanten Abfalle im proximalen.
Unmittelbar auf den Anastomosen zeigte sich in der hier vorliegenden Studie fir den
Zeitraum bis zum 7. Tag, eine Abnahme des Fluxes von rund 40% auf dem oberen und
von 10% auf dem unteren Anastomosenspalt, insgesamt jedoch verbunden mit nur
geringen Schwankungen und nach statistischer Auswertung zudem auch ohne
statistische Signifikanz. Auffallig waren jedoch die hochsignifikanten Anderungen der
Messwerte vom 30. auf den 90. postoperativen Tag fir den gesamten oberen
Anastomosenbereich sowie fir den Bereich proximal und unmittelbar auf der unteren
Anastomose.

Insgesamt  widersprechen diese Beobachtungen der Annahme, dass die
Anastomosenheilung bis zum 14. postoperativen Tag abgeschlossen sei und die
Anastomose eine der gesunden Darmwand vergleichbare Konstitution wiedererlangt hat
(LUnstedt und Debus 1990, Foster et al. 1985, Hogstrém und Haglund 1985). Offenbar

spielen sich auch Uber den 30. postoperativen Tag hinaus noch entscheidende
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Reparaturvorgange in der Colonwand ab, die sich in den hier gemessenen signifikanten
Fluxschwankungen wiederspiegeln. Die Wichtigkeit einer suffizienten Perfusion fir den
intestinalen Wundheilungsprozess wurde insbesondere von Kashiwagi (1993)
dargestellt. In seinen Versuchen konnte ein Zusammenhang zwischen dem Absinken
des Hydroxyprolingehaltes als Parameter der Kollagenbildung und einer systematischen
Devaskularisation am Colon der Ratte nach Anastomosierung hergestellt werden. Ein zu
starkes Absinken des Blutflusses kann demnach mit der Gefahr friher

Anastomosendehiszenzen verbunden sain.

Zahlreiche Studien haben sich mit der Messung des Ber stungsdruckes und der linearen
Zugfestigkeit beschéftigt, um Aufschluss Uber die mechanische Festigkeit einer
Darmanstomose zu erlangen. Eine hierfiir sehr gute Ubersichtsarbeit publizierte Braskén
im Jahre 1991, der eingehend das Heilungsverhalten von Colonanastomosen auch
hinsichtlich des Energiestoffwechsels, des Kollagenmetabolismus und der lokalen
Genexpression studierte.

Die lineare Zugfestigkeit der Colonanastomose als physikalischer Parameter der
mechanischen Stabilitédt der Anastomose wird in der Literatur kontrovers diskutiert
(Déebus et al. 1995, Koruda und Rolandelli 1990, Nelson und Anders 1966). Zum einen
ist es schwierig in einem Tensiometer an der gesamten Zirkumferenz des Darmes die
gleiche Zugspannung zu erreichen, wodurch es zu einer ungleichméfdigen Verteilung
der Zugspannung kommen kann. Dartberhinaus stellt die Zugfestigkeit der Darmwand
eine in Langsrichtung auf den Darm einwirkende Kraft dar, die im Organismus von
untergeordneter Bedeutung ist (Koruda und Rolandelli 1990, Peacock 1984). Alle
intestinaAlen Anastomosen verlieren enen groRen Teil ihrer urspringlichen
Reil¥festigkeit innerhalb der ersten drei Tage nach Operation (Hogstrom 1985, Jonsson
et al. 1983, Greenstein et a. 1978, Cronin 1968a). Fur den Dunndarm betragt dieser
Verlust etwa 70% bis 85% (Hogstrom und Haglund 1985, Jonsson et a. 1983), fur das
Colon etwa 72% bis 95% (Hogstrom und Haglund 1985, Jiborn 1978b).

In Bezug auf die durchgefihrten Berstungsdruckuntersuchungen ist seit den Studien
von Jiborn et a. aus dem Jahre 1978 (a und b) bekannt, dass die Darmwand bei
Druckerhdhung von innen nicht regelhaft in der Anastomose selbst einreif3en muss,
sondern dass es ebenso auch aulerhalb der Anastomose zum Organbruch kommen
kann. Diese Hypothese wurde zwei Jahre spéter in einer weiteren Studie von Jiborn et

a. (1980) untermauert, deren Untersuchungen zeigten, dass Dbeide
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Anastomosenschenkel in den Kollagenabbau- und Kollagenumbauvorgang wéahrend des
Heilungsprozesses miteinbezogen sind. Kritisch muss jenen Untersuchungen jedoch
entgegengehalten werden, dass nicht der Berstungsdruck, sondern die tangentiale
Wandspannung bel Organberstung entscheidend ist. Diese ist nach dem Laplaceschen
Gesetz neben der Wanddicke des Darmes am Ort der Berstung wesentlich von dem
Organdurchmesser bei Berstung abhangig: je grofder der Radius und je schmaler die
Darmwand, desto hoher ist die tangentiale Wandspannung bei gleichem intraluminalem
Druck. Auch muss angemerkt werden, dass der Berstungsdruck nur als Mal3stab fir die
aktuelle Anastomosenfestigkeit wahrend der ersten Heilungstage gelten kann, da ab
dem 7. postoperativen Tag der Darm auch regelmassig aul3erhalb der Anastomosennaht
Zu bersten beginnt (Hesp et a. 1984, Jiborn et al. 1978a). Wahrend die Hohe der
Zugfestigkeit unmittelbar mit dem Einsetzen der Kollagensynthese am vierten
postoperativen Tag korreliert (Gottrup 1981, Jiborn et a. 1978b, Sandberg und
Zederfeldt 1968), gibt es keinen direkten Zusammenhang zwischen dem gemessenen
Berstungsdruck und der Kollagenkonzentration im Anastomosenbereich (Jiborn et al.
19784). Der Berstungsdruck ist am zweiten bis dritten Tag nach Operation am
niedrigsten (Hesp et al. 1984, Wise et al. 1975), wahrend die Zugfestigkeit von da an
rasch zunimmt. Im Vergleich zum nicht-beschédigten Darm hat der Berstungsdruck bei
Dunndarmanastomosierung zu diesem Zeitpunkt um etwa 50% abgenommen (Hesp et
al. 1984, Jiborn et a. 1978a, Wise et a. 1975). Eine Woche nach Anastomosierung ist
der Berstungsdruck mit dem nicht-operierter Tiere vergleichbar und die Anastomose
bricht generell auf3erhalb der Nahtlinie (Jiborn et a. 1978a). Zehn Tage postoperativ
entspricht dagegen die Zugfestigkeit der Anastomose lediglich 50% der Zugfestigkeit
des nicht-operierten Colons (Jiborn et al. 1978b).

Die eigenen Untersuchungen ergaben ein kontinuierliches und stets im Vergleich zur
Vorgruppe signifikantes Ansteigen und Abfalen des Berstungsdruckes mit einem
Maximum am 14. postoperativen Tag. Dieser am Tag 14 erreichte Wert ist nahezu
doppelt so grol3 wie der am unbehandelten Darm der Kontrollgruppe gemessene. Dies
unterstitzt die Ergebnisse von Jiborn et al. (1987a). Die gemeinsamen Beobachtungen
lassen sich as Hinweise werten, dass die Anastomose selbst im Verlauf der
Anastomosenheilung durch Uberschief?ende Kollagenbildung oder auch durch noch
liegendes Nahtmaterial die Festigkeit der Umgebung Uberschreiten kann. Betrachtet
man zusdtzlich die Lokalisation der Organberstung im Zugversuch mit jeweils
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durchgehendem Auftreten innerhalb der Anastomose am 0. und 3. postoperativen Tag
bei allen Faden, so bestétigt sich die eingangs gemachte Aussage, dass dem
Nahtmateria in der frihen Phase der intestinAlen Wundheilung eine wesentliche
Haltefunktion zukommt. Die Analyse der Berstungslokalisation in den Zug- und
Berstungsdruckmessungen kodnnen jedoch die von Jiborn et a. (1978a) gemachten
Aussagen nicht bestétigen, da die Anastomose auch nach 14, 30 und 90 Tagen noch
innerhalb der Nahtlinie reifdt, jedoch mit kontinuierlich abnehmender Haufigkeit im
Zeitverlauf.

Die Analyse der Daten aus den Zugmessungen zeigt nach einem initialen Abfall der
linearen Anastomosenzugfestigkeit ein kontinuierliches Wiederansteigen der Werte
sogar Uber den Ausgangswert am 90. postoperativen Tag. Dies entspricht den schon von
Nothinger et al. (1980) verdffentlichten Ergebnissen im Hinblick auf ihre
Zugmessungsversuche am Colon der Wistarratte. Sie fanden eine in den ersten vier
postoperativen Tagen abfallende Zugfestigkeit, die dann vom 4. bis 15. Tag in der
proliferativen Heilungsphase schnell ansteigt und sich in der Phase der Reorganisation
und Adaptation etwa bis zum 120. Tag langsam dem Ausgangswert anndhert.

Auch wurden zwischen dem 7. und 14. postoperativen Tag die von Jiborn et a. (1978b)
am 10. Tag postulierten 50% Zugfestigkeit einer Colonanastomose im Vergleich zur
Kontrollgruppe erreicht und sogar Uberschritten.

Die Beobachtung, dass in den vorliegenden Untersuchungen vom 30. auf den 90. Tag
eine mit p=0,002 signifikante Steigerung der Anastomosenzugfestigkeit gemessen
wurde, wohingegen vom 14. auf den 30. Tag keine Signifikanz auftrat, sSpricht
wiederum fir die bereits geschilderte Beobachtung, dass sich auch zu diesem spéaten
Zeitpunkt der Wundheilung noch entscheidende Reparaturvorgange abspielen, was im
Zusammenhang mit den gemessenen Zytokinwerten noch in Diskussion gebracht
werden wird.

Bei genauerer Betrachtung des verwendeten Nahtmaterials erwiefd sich in der am Tag 3
reoperierten Tiergruppe, dass die mit dem Faden Monocryl® angefertigten
Colonanastomosen gegentber den mit Biosyn® oder Monosyn® angefertigten
Anastomosen, statistisch signifikant zugstabiler waren. Insgesamt jedoch lief3en sich in
den einzelnen Gruppen keine weiteren Signifikanzen bezogen auf eine bessere oder
schlechtere Ana-stomosenzugfestigkeit verzeichnen. Im Zeitverlauf konnten bel keinem
der untersuchten Faden durchgehend Unterschiede in der Anastomosenheilung anhand

der Zug- und Berstungsdruckwerte ermittelt werden. Als abschliel3endes Urtell zeigte
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lediglich Monocryl® am Tag 3 hthere Werte bei Betrachtung der linearen Zugfestigkeit
im Einzelvergleich der Faden und konnte deshalb bel der Anastomosenanfertigung
gegeniber den Ubrigen Faden bevorzugt werden.

Bei der Analyse der Berstungslokalisation im Zugversuch wurde weiterhin deutlich,
dass Maxon® nach 7 Tagen und Monosyn® nach 14 Tagen, noch zu 100% auf der Ana-
stomose rissen. Auch im Berstungsversuch rupturierte der Darm bel den mit Maxon®
operierten Tieren noch am 7. postoperativen Tag durchgehend auf der Anastomose. Die
Betrachtung der gemessenen Wandspannungswerte nach Luftinsufflation dagegen
zeigte keine eindeutigen Unterschiede im Berstungsverhalten der Anastomose in
Abhangigkeit vom verwendeten Faden. Lediglich in der Gruppe der 30-Tagestiere
stellte sich der erst kirzlich auf den Markt gebrachte Faden Monosyn® mit einer
erreichten medianen Wandspannung von 161,1 kN/m2 gegeniber Biosyn® als
hochsignifikant anastomosenstabilisierender dar. Im Vergleich zum Berstungsdruck des
nicht-operierten Darms war hier ein rund 60%ig hoherer Wert zu verzeichnen.
Insgesamt jedoch zeigten die Ergebnisse aus den Zug- und Berstungsdruckmessungen
keine eindeutigen Unterschiede hinsichtlich der Wahl des zur Anastomosierung
verwendeten Nahtmaterials auf. Deshalb werden die Faden im Hinblick auf die
zytokinetischen Messungen im folgenden gemeinsam behandelt.

Bisherige tierexperimentelle Versuche zur Analyse der Fadenzugfestigkeit am
Rattenmodel erfolgten durch Implantation der Faden entweder in Muskeln wie den M.
gluteus maximus bei Maxon® (Knoop et al. 1987) oder in die Subcutis bei Monocryl®
(Rao et a. 1995). Fir Maxon wurde dabei eine messbare Zugfestigkeit Uber 42-49
Tage, fuir Monocryl eine nach 14 Tagen noch bestehende Zugfestigkeit von 20% bis
30% angegeben. Diese Ergebnisse lassen sich aufgrund der unterschiedlichen
Gewebebeziige adlerdings nicht mit den nun gefundenen Messergebnissen bel
Verwendung als Anastomosenmaterial am Colon vergleichen. Eine weitere Studie von
Diener aus dem Jahr 2001 untersuchte das unterschiedliche Abbauverhaten der
intestinalen Keimflora von Dunn- und Dickdarm auf implantierte mono- und polyfile
Faden. Es konnte gezeigt werden, dass E. coli und Proteus eine entscheidende
Einflussnahme auf den hydrolytischen Abbau insbesondere der verwendeten polyfilen
und im geringeren Mal3e auch auf die monofilen Nahtmaterialien haben.

Als Parameter der dstattgefundenen  Entzindungsreaktion  unmittelbar  im

Anastomosenbereich, wurde die absolute Zahl an eingewanderten Entziindungszellen
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am HE-geférbten Schnitt herangezogen. Dabei zeigte sich histologisch ein Maximum an
polymorphkernigen Leukozyten, Makrophagen und Lymphozyten am dritten
postoperativen Tag. Gegentiber dem Tag der Priméroperation stieg also das Auftreten
von Entzindungszellen im submukdsen Teil der Darmwand innerhalb der ersten drei
Tage um 150% an. Diese Beobachtung deckt sich sehr gut mit dem einleitend
angesprochenen resorptiven Stadium der Wundheilung (zweiter bis vierter Tag nach
Wundsetzung). In diesem wird durch einwandernde Gewebsmakrophagen und
chemotaktisch angelockte Blutleukozyten nekrotisches Zellmaterial entfernt, um so die
Moglichkeit fir Gewebsneubildung zu schaffen. Auch Verhofstad et a. (2001)
beobachtete in seinen  mikroskopischen  Untersuchungen zur intestinalen
Anastomosenheilung am Colon normaler und diabetischer Ratten, einen zeitweiligen
Anstieg polymorphkerniger Zellen am dritten postoperativen Tag in der nicht-
diabetischen Gruppe. Zwischen den Tagen 7 und 14 zeigen sich in der jetzigen Studie
konstant hohe Entzindungszellzahlen, die erst zum 30. und 90. Tag hin signifikant
abnehmen. Dieser persistierende Entzindungsreiz tragt offensichtlich zum reparativen
Heilungsprozess der Colonwand bei und kénnte durch lokal-chemotaktische Faktoren
aufrecherhalten werden.

Untersucht man nun mogliche Unterschiede im verwendeten Nahtmaterial beziglich der
hervorgerufenen Entziindungsreaktion, so lassen sich keine wesentlichen Unterschiede
erkennen. Das gemeinsame, vollstéandig hydrolytische Abbauverhalten der gewahiten
Faden Maxon®, Monocryl®, Biosyn® und Monosyn®, wirkt sich im
Anastomosenbereich offensichtlich mit anndhernd gleichen, milden Gewebsreaktionen
aus. Die in friheren Zeiten oftmals aufgetretenen Abszessbildungen und allergische
Fadenunvertraglichkeiten des ersten resorbierbaren Fadens Catgut® (Knopp und Keck
1990) wurden auch in dieser Studie nicht beobachtet und gehdren wohl nach
EinfGhrung der neuen, monofilen Produkte, der Vergangenheit an. Die gemachten
Beobachtungen veranlassten uns in den folgenden zytokinetischen Untersuchungen

nicht mehr spezifisch auf den Einfluld der einzelnen Faden einzugehen.

6.3 Zytokinetische Auswertungen: TGF 31, RANTES und IL-10

Nachdem im ersten Tell dieser Arbeit die Erkenntnisse der physikalischen

Untersuchungen zur normalen Colonanastomosenheilung am Modell der Wistarratte
diskutiert wurden, soll nun das Zytokinmuster von TGF 31, RANTES und IL-10 im
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Zeitverlauf 0 bis 90 Tage postoperativ dargestellt und diskutiert werden. Eine
zytokinetische Anayse des unkomplizierten Heilungsverlaufes der Colonanastomose
wurde bislang in der Literatur nicht beschrieben. Ziel ist es, Aufschluss Uber den
komplexen Regelmechanismus der intestinlen Wundheilung zu erlangen, da das
Interesse der klinischen Forschung, diesen Prozess auch auf Transmitterebene zu
beei nflussen, wéchst.

Eingangs wurde schon auf die biologischen Funktionen der hier untersuchten Zytokine
hingewiesen. Darin wurde die chemotaktische Aktivitdt von RANTES, die
leukozytenmodellierende Wirkung von [L-10 und die Rolle von TGF 1 im
Kollagenmetabolismus der Wunde deutlich. Bislang ist eine nahezu uniberschaubare
Vielfat von Zytokinen bekannt und klinisch erforscht. Mit dem Oberbegriff der
Zytokine werden uneinheitliche Gruppen verschiedenster Faktoren wie Chemokine,
Lymphokine, Interferone, Interleukine, aber auch die klassischen Wachstumsfaktoren
zusammenfassend bezeichnet. Sie binden durch Bildung eines Zytokin-Rezeptor-
Komplexes an spezifische Rezeptoren ihrer Zielzellen. Uber eine intrazellulére
Signalkaskade reagiert die aktivierte Zelle entweder mit Chemotaxis, Zellmotilitat,
Proliferation oder Proteinsynthese. Die gebundenen Faktoren wirken als Mediatoren oft
auch auf¥erhalb ihrer Zielzelle und regulieren so verschiedene biologische Vorgange
innerhalb des Wundmilieus (Vogt et a. 1998). Dabei kann der gleiche Faktor in
bestimmten, aufeinanderfolgenden Phasen des Heilungsprozesses stimulierend, in
anderen Phasen aber auch inhibierend auf den Metabolismus der Wunde wirken.
Letztendlich kann erst die Zusammenschau der einzelnen Komponenten klinisch
sinnvolle Ergebnisse zur Verbesserung der intestinalen Wundheilung liefern.

Die fur den Wundheilungsprozess wichtigsten Wachstumsfaktoren sind nach einer
Ubersichtsarbeit von Debus et al (2000) der bereits 1962 entdeckte Epidermal Growth
Factor (EGF), die hier ndher untersuchten Transforming Growth Factors (TGF) mit
ihrem Vertreter TGF (31, die Insulin-like Growth Factors (IGF), die Platelet-derived
Growth Factors (PDGF), den Fibroblast Growth Factor (FGF), den Keratinocyte
Growth Factor (KGF) und die Colony-stimulating Factors (CSF).

Bisherige klinische Studien zeigten die erfolgreiche Anwendung von KGF und IGF bei
singulérer Gabe oder in Kombination hinsichtlich einer Verbesserung der intestinalen
Wundheilung linksseitiger Colonanastomosen (Egger et a. 1998 und 2001). In ihrem
Modell wurden Ratten nach Laparatomie und Anfertigen einer Sigma-Sigmaanastomose
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zu definierten Zeitpunkten intraperitoneal eine bestimmte Menge KGF, IGF oder die
Kombination appliziert. Die Untersuchungen der Anastomosen nach Relaparotomie
ergaben bei Vergleich der Berstungsdriicke, histologischen und morphologischen
Anaysen sowie der Bestimmung des Kollagengehaltes, eine signifikante Verbesserung
der Anastomosenheilung bei alleiniger KGF oder IGF Applikation, nicht jedoch bel
deren kombinierten Gabe. KGF scheint die Proliferation des Colonepithels zu
stimulieren und die lokale Entziindungsreaktion zu reduzieren (Egger et al 1998). IGF
scheint das intestinale Epithel ebenso zu beeinflussen, andererseits aber auch die
Bildung wichtiger Matrixproteine zu fordern (Egger et a. 2001). DarUberhinaus
beschrieben Petersen et a. schon 1996 eine signifikante Steigerung des
Korpergewichtes und des Kollagengehaltes, nicht jedoch eine verbesserte Festigkeit im
Bereich der Colonanastomose bei Ratten nach systemischer Gabe von IGF-I. Die
Expression dieser Wachstumsfaktoren im Zeitverlauf wurde nicht beriicksichtigt, so
dass eine gezielte phasenspezifische Beeinflussung nicht erfolgen konnte. Ebenso wurde
in den Versuchen mit festen Dosierungen an KGF und IGF gearbeitet (5 mg/kg KGF in
der Studie aus dem Jahr 1998, 1 mg/kg KGF bzw. IGF in der Studie aus dem Jahr
2001). Ob diese in anderen Konzentrationen &hnliche, oder sogar noch bessere

Ergebnisse liefern konnten, bleibt offen.

Andere, ebenfalls Wachstumsfaktoren betreffende Studien, befassten sich am
Rattenmodell mit den Auswirkungen der systemischen Gabe von bHGH
(biosynthethetic human growth hormon) und der Bruchfestigkeit von linksseitigen
Colonanastomosen im unkomplizierten Heilungsverlauf gesunder Tiere (Christensen
und Oxlund 1994, Christensen und Flyvbjerg 1992) und anhand von diabetischen
Ratten (Seyer-Hansen et a. 1999). Sie delten ene Steigerung der
Anastomosenfestigkeit durch vermehrte Kollagenablagerung nach Gabe von bHGH
wahrend der Hellungsphase fest, wahrend in diabetischen Tieren die Gabe dieses
Wachstumsfaktors zu keiner signifikanten Verbesserung der Anastomosenheilung
fuhren konnte. Auch in diesen Untersuchungen sind jedoch keine Angaben Uber die
physiologischen GH Konzentrationen im Anastomosenbereich sowie deren
Konzentrationen im Heilungsverlauf gemacht worden, so dass offen bleibt, inwieweit

bHGH an der Anastomose selbst Einfluss am positiven Heilungsprozess nimmt.
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Ein insbesondere fir die intestinAe Wundheilung eingehend erforschter
Wachstumsfaktor ist der Transforming Growth Factor 3 (TGF (). Er wird von
Thrombozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Keratinozyten und Lymphozyten
produziert und bewirkt eine reversible Hemmung des Zellwachstums, insbesondere
solchen ektodermalen Ursprungs. Seine funf Isoformen, von denen nur TGF 3 1-3 beim
Menschen vorkommen, unterscheiden sich hinsichtlich ihrer biologischen Wirkungen
nicht grundsétzlich voneinander. Sie weisen innerhalb verschiedener Saugetierspezies
wie Mensch und Ratte Sequenzhomologien von nahezu 100% auf. TGF 3 stimuliert das
Fibroblastenwachstum sowie die Produktion der wichtigsten Matrixproteine (Kollagene,
Proteoglykane, Fibronektin, Integrin, Glycosaminoglykane etc.). In der Regulation der
Entziindungsreaktion spielt TGF 31 die Rolle eines anti-inflammatorischen Faktors, im
Rahmen der Wundheilung stimulierte es sehr potent die Kollagensynthese und hemmt
den Kollagenabbau (Kramer et a. 2001). TGF (3 wirkt dartiber hinaus chemotaktisch
und inhibiert die Proliferation von T-Lymphozyten. In Konzentrationen von zwei
fo/zelle stellt TGF B einen Wachstumshemmer fir glatte Muskelzellen, Fibroblasten
und Chondrozyten dar, in hoheren Konzentrationen stimuliert er das Wachstum
derselben (Ibelgauft 1999, TGF- ). Gleichsam bimodal wirkt TGF 3 auch auf die
Synthese von PDGF, einem weiteren wichtigen Wachstumsfaktor.

Die hellungsfordernde Wirkung von TGF 3 wurde schon in zahlreichen Studien, sowohl
im Rahmen der normalen als auch der beeintréchtigten Wundheilung, belegt. Mustoe et
al. untersuchten bereits im Jahre 1987 das Heilungsverhalten linearer Hautinzisionen an
der Ratte nach einmaliger Gabe von gereinigtem TGF (3 aus Blutpléttchen. Sie
beobachteten nach nur 5 Tagen eine 220% ige Steigerung der Gewebereil3kraft
gegentber einer Kontrollgruppe, wobei eine Migration mononukledrer Zellen und
Fibroblasten begleitet von einer merklichen Erhdhung der Ablagerungsrate an Kollagen
auffielen. Diese Resultate wurden drel Jahre spéter in dhnlicher Form auch fur die
intestinale Wundheilung bestétigt (Mustoe et al. 1990). Hier konnte durch topische
Applikation von TGF 3 an Inzisionswunden des Rattenmagens eine dosisabhangige
Verbesserung des Hellungsverlaufes, einsetzend am siebten postoperativen Tag,
beobachtet werden. Die Vermutung, TGF [3 konnte direkt die Kollagensynthese in
Inzisonswunden der Rattenhaut stimulieren und auf Fibroblasten chemotaktisch
wirken, hatten Pierce et al. 1989 nach ihren physikalischen und histologischen
Untersuchungen. Den Einfluss von verabreichtem TGF 31 auf das Migrationsverhalten

intestinaler Epithelzellinien, demonstrierten Basson et al. dann im Jahre 1992 (an der
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humanen Caco-2 Enterozyten-Zellinie) sowie Ciacci et al. im Jahre 1993 (an der
tierischen |EC-6 Enterozyten-Zellinie). Ihre Resultate postulierten einen entscheidenden
chemotaktischen Einfluss von TGF 3 im Rahmen der Regeneration und Restitution der
epithelialen Integritét. Weitergehende Studien zur Expression und Funktion wichtiger
extrazelluldrer Matrixproteine, ebenfalls an tierischen IEC-6 Enterozyten-Zellinien
durchgefihrt, zeigten Fibronectin und Kollagen IV as wichtige Proteine in der
Wiederherstellung der intestindlen Zellintegritdt. Deren Downregulation und
Transkription wird durch TGF 31 reguliert (Goke et al. 1996). Eine amerikanische
(Beck et al. 1993) und eine englische (Slavin et a. 1992) Studie wiesen auf den
positiven Einfluss von systemisch oder lokal verabreichtem TGF (1, auf die
Wundheilung nach Steroidapplikation im Rattenmodell hin. Slavin et al. (1992)
dokumentierten eine Verbesserung der ilealen Wundheilung steroidbehandelter Ratten
sieben Tage nach Wundsetzung im Vergleich zu einer nur mit Kollagensuspension
behandelten Kontrollgruppe. Beck et al. (1993) dagegen stellten den forderlichen
Einfluss einer intraventsen Gabe an rekombinanten humanen TGF [ im
Heilungsprozess von Hautwunden steroidbehandelter Ratten gegentiber unbehandelten
Tieren fest. Bezogen auf das Inzisionsmodel der Rattenhaut konnte dann O"Kane und
Ferguson im Jahre 1997 einen TGF 31 Anstieg eine Stunde nach Wundsetzung mit
anschliessendem Abfall nach 48 Stunden nachweisen. Ein zweiter Anstieg wurde sieben
Tage nach Wundsetzung beobachtet. 1996 zeigten Dignass et a. durch
immunhistochemische Untersuchungen nach Wundsetzung am Rattendinndarm mittels
Phytohaemagglutinin (PHA) ein gesteigertes Vorkommen von TGF 3 und TGF alpha
im Epithelzellkompartiment, welches als Kompensationsmechanismus des Organismus
gedeutet wurde. Eine signifikante Steigerung der intestinalen TGF 31-Genexpression in
Korrelation mit einer gesteigerten Expression des Procollagen Typ 1-Gens (PROC 1)
konnte anschliefRend durch die Arbeitsgruppe um Buckmire et al. (1998) gezeigt
werden. Nach Transsektion und Reanastomosierung des deszendierenden Rattencolons
zeigten ihre Messungen den Einfluss von TGF (31 im Kollagenmetabolismus heilender
Colonanstomosen durch eine nachweisbare Steigerung der Kollagensynthese im
Anastomosenbereich.

Aktuelle Literatur aus dem Jahre 2001 bringt den Wachstumsfaktor TGF 31, abgesehen
von seiner Rolle im Kollagenmetabolismus der Wundheilung, mit der Entstehung
pulmonaler Erkrankungen in Zusammenhang (Pittet et al. 2001, Sheppard 2001). Ihre
Studien zeigten, dass die lokale und durch Integrin-vermittelte Aktivierung von TGF 3
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ein kritischer Schritt in der Entwicklung eines pulmonalen Odems nach akuter
Lungenschadigung (Pittet et al. 2001) bzw. in der Entwicklung einer Lungenfibrose
nach Bleomycinbehandlung (Sheppard 2001) darstellt. Auch im Rahmen der
Karzinogenese hat sich TGF 3 und insbesondere der Rezeptor TGF 3 RIl als potenter
Angriffspunkt fir die therapeutische Tumorintervention erwiesen (Oft et al. 1998).
Epiheliales Tumorwachstum ist demnach stets mit einem Verlust an Zell-Zellkontakten
und Dedifferenzierung verbunden, in dessen Ablauf TGF [ as sehr potenter
Tumorsuppressor in Erscheinung tritt, da er den Ablauf des Zellzyklus stort und

Tumorwachstum hemmen kann.

TGF B stellt sich also als pleiotropes Zytokin dar mit Einflussnahme in zahlreiche
biologische Prozesse wie Modulation der extrazelluléren Matrix, kutane und intestinale
Wundheilungsprozesse, Immunsuppression, Karzinogenese und auch Pathogenese
wichtiger Krankheitsbilder. Im Rahmen dieser Studie wurde nun erstmalig erfolgreich
der Gehalt an TGF B1 im Heilungsverlauf der handgefertigten Colonanastomose

untersucht.

Dabel zeigte sich initial ein hochsignifikanter und Uber 90%iger Abfall des TGF (31
Gehaltes im Anastomosenbereich innerhalb der ersten drei postoperativen Tage. In
dieser frihen Phase der intestinalen Wundheilung stehen resorptive Prozesse mit
Kollagenolyse und fehlender Kollagensynthese im Vordergrund des Geschehens. Eine
Suppression der von Mustoe et al. (1990) sowie Pierce et a. (1989) angenommenen und
durch die Arbeitsgruppe um Buckmire im Jahre 1998 auf Genebene nachgewiesenen
Forderung der Produktions- und Ablagerungsrate an wundstabilisierenden kollagenen
Fasern durch TGF (1, ist zu diesem Zeitpunkt des Hellungsprozesses durchaus
erwinscht. In den Wundbereich migrierte Thrombozyten und Makrophagen, die
zusammen mit Fibrin, Blut und Lymphsekret fr den primaren Wundverschluss sorgen,
produzieren im weiteren Verlauf TGF 1. So erklart sich der Uber die Tage 7 bis 14
kontinuierliche Wiederanstieg des TGF [1-Gehaltes im Anastomosenbereich. Dieses
TGF B1 wirkt offensichtlich chemotaktisch auf jetzt in der proliferativen Phase der
Wundheilung vermehrt einwandernde, bindegewebsbildende Fibroblasten, die ihrerseits
den TGF [B1-Gehalt durch Eigenproduktion weiter erhdhen. Auffdlig ist dabei der
signifikante Sprung zwischen dem 14. und 30. postoperativen Tag. Dies entspricht
einem Anstieg der TGF 31-Produktion um 60% fur dieses Zeitintervall. Im Anschluss
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daran kommt es zu einem weliteren, ebenfalls signifikanten Anstieg des TGF [(31-
Gehaltes um uber 60% zwischen dem 30. und 90. postoperativen Tag. Der am 90. Tag
erreichte Wert unterscheidet sich dann nicht mehr signifikant vom Kontrollwert und

entspricht dem Ausgangsgehalt an TGF 31 in der Colonwand.

Die Tatsache, dass bei den hier vorliegenden Messungen ein dber den 30.
postoperativen Tag hinaus signifikanter Anstieg des TGF 1-Gehaltes gemessen wurde,
wirft wiederum die Frage auf, wann es denn letztendlich zu einem Abschluss des
Hellungsprozesses kommt. Bisherige Studien umfassten zumeist einen
Beobachtungszeitraum von maximal 30 postoperativen Tagen. Sie kamen zu dem
Schluss, dass die Anastomosenheilung bis zum 14. postoperativen Tag abgeschlossen
sei und die Anastomose eine der gesunden Darmwand vergleichbare Konstitution
wiedererlangt hétte (Lunstedt und Debus 1990, Foster et al. 1985, Hogstrom und
Haglund 1985). Das TGF 31 in der heilenden Wunde Fibroblasten anlockt und fur die
Neusynthese kollagener Fasern mitverantwortlich ist, wurde bereits durch zahlreiche
Studien am Wundmodell der Haut und des Darmes belegt (Buckmire et al. 1998,
O'Kaneet al. 1997, Mustoe et al. 1990, Pierce 1989, Sporn et a. 1986). In den eingangs
diskutierten physikalischen Untersuchungen zeigen sich zudem Uber den 30.
postoperativen Tag hinaus hochsignifikante Veradnderungen der Blutflusswerte im
gesamten Anastomosenbereich, sowie ebenfalls eine hochsignifikante Zunahme der
linearen Zugfestigkeit bei Betrachtung des Intervalls vom 30. auf den 90. Tag. Der
Berstungsdruck im Anastomosenbereich zeigt dagegen ein Maximum am 14. Tag. In
diesem Zusammenhang wurde bereits festgestellt, dass die Zugfestigkeit der
Anastomose unmittelbar mit dem Einsetzen der Kollagensynthese am vierten
postoperativen Tag korreliert (Gottrup 1981, Jiborn et al. 1978b, Sandberg und
Zederfeldt 1968), wahrend es keinen Zusammenhang zwischen dem gemessenen
Berstungsdruck und der Kollagenkonzentration im Anastomosenbereich (Jiborn et a.
1978a) gibt. Die nach dem 30. Tag noch signifikant ansteigenden Messwerte der
mittleren Zugfestigkeit im Anastomosenbereich lassen sich jedoch, mit der vom 14. bis
90. Tag gemessenen signifikanten Erhdhung des TGF B1-Gehalt erkldren. Insgesamt
hélt also der Kollagenmetabolismus der heilenden intestinalen Wunde insbesondere am
Colon sehr lange und weit Uber den 14. postoperativen Tag an, was durch die

zytokinetischen Messungen al's auch die physikalischen Studien belegt werden konnte.
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Neben dem Wachstumsfaktor TGF 31 wurde der Gehalt des Chemokins RANTES
(Regulated upon Activation Normal T-cell Expressed and presumably Secreted) im
postoperativen Verlauf nach Colonanastomosierung untersucht. RANTES ist ein C-C
Chemokin, welches die Rekrutierung und Aktivierung inflammatorischer Zellen wie
Monozyten (Meurer et al. 1993), Lymphozyten (Schall et a. 1990), Mastzellen (Conti
et a. 1998) und Eosinophilen (Das et al. 1999) steuert. Chemokine im Allgemeinen
scheinen die kontinuierliche Zirkulation der Leukozyten in den verschiedenen Geweben
zu kontrollieren und direkt richtungsweisend zu agieren (Luster 1998). RANTES ist
Ligand an den Chemokinrezeptoren CCR1, CCR3 und CCR5, und es zeigen sich
90%ige Sequenzhomologien zwischen tierischem und menschlichem RANTES auf
Proteinebene (Ibelgauft 1999, RANTES). Eine gesteigerte RANTES-Expression wurde
bislang beobachtet im Rahmen entzindlicher Geschehen wie Glomerulonephritis
(Panzer et al. 1999), adjuvant-induzierter Arthritis (Barnes et al. 1998), granulomatsen
Entziindungen (Chensue et al. 1999) sowie chronischen Entziindungen des Dickdarms
(Ajebor et al. 2001, 1999a, 1999b). Auch an der zellvermittelten Transplantatabstol3ung
von Nierengewebe scheint RANTES beteiligt zu sein (Pattison et al. 1994).

Produziert wird das leukotaktische Zytokin nach Experimenten mit Zellkulturen von
zirkulierenden T-Zellen und T-Zellklonen. Seine Synthese wird durch verschiedene
Zytokine (TNF apha, IL 1-alpha), nicht jedoch TGF 3 induziert (Ibelgauft 1999, TGF-
B).

Eine Veroffentlichung aus dem Jahre 1994 weist im Zusammenhang mit
Wachstumsprozessen auf die mogliche Funktion der Chemokine a's Costimulatoren des
Zellwachstums hin (Taub und Oppenheim 1994). 1998 wurde der Faktor RANTES im
Heilungsverlauf der kutanen Wunde am Rattenmodel studiert (Engelhardt et a. 1998).
Es lief3 sich eine bestimmte phasenspezifische Expression einzelner Chemokine (IL-8,
GRO apha, MCP-1, 1P-10 Mig) nachweisen. RANTES zeigte dabel zwischen dem 3.
und 21. Untersuchungstag eine nur sehr geringe Nachweisbarkeit und wurde deshalb in
der Funktion eines Monozyten- und Lymphozytentaktischen Proteins im kutanen
Wundheilungsverlauf als eher unbedeutend eingestuft. Dagegen fand die Arbeitsgruppe
umn Frank et a. im Jahr 2000 Hinweise, dass vom Wundrand emigrierende
Keratinozyten, die Hauptproduzenten von RANTES am Model der kutanen
Wundheilung der Maus darstellen. Sie registrierten 24 Stunden nach Inzision der Haut
einen raschen und starken Anstieg der RANTES-mRNA-Expression und im Verlauf
durchgehend 20 bis 30 fach erhéhte Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe bis zum
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siebten Tag. Ein zeitweiliger Hochstwert wurde am dritten Tag registriert, und auch am
13. Tag konnten noch hohe Werte an RANTES-mRNA gemessen werden.

Da wie einleitend erwahnt, die intestinale Wundheilung den Prinzipien der kutanen
Wundheilung folgt mit deren typischen Phasen von HOmostase, Entziindung,
Proliferation und Reparatur, sollte nun der Gehalt des Chemokines RANTES auch im
Verlauf der unkomplizierten Colonanstomosenheilung untersucht werden. Zu diesem
Zweck wurde erstmas sein  Zytokinmuster im Zeitverlauf nach primarer
Anastomosenanfertigung erstellt.

Es zeigte sich initial ein deutlicher Anstieg des RANTES-Gehaltes um das uber 3,5
fache des Kontrollwertes. Dieser Wert entspricht dem RANTES Gehalt im
Anastomosenbereich unmittelbar nach Anastomosierung am Tag 0. Er korreliert mit
dem auch von Frank et a. (2000) gemessenen, schlagartigen Anstieg an RANTES-
MRNA am Inzisonsmodell der Mausehaut. Im Verlauf féllt bel den jetzigen
Untersuchungen der mittlere RANTES Gehalt am Tag 3 signifikant gegentiber dem Tag
0 ab. Dieser Wert unterscheidet sich jedoch statistisch nicht-signifikant vom Wert der
Kontrollgruppe und kann as Ruckkehr zum Ausgangswert des unberiihrten Colon
betrachtet werden. AnschlieRend falt eine zweite signifikante Anderung im
Zytokinmuster auf. Am Tag 7 kommt es im Sinne einer ,,Downregulation* zu einem
gegentber der Vorgruppe as auch der Kontrolle signifikanten Abfall des mittleren
RANTES-Gehaltes. Dies entspricht weniger als 40% des Kontrollwertes. Diese Kinetik
konnte im Hautmodell von Frank et al. (2000) nicht beobachtet werden. Die RANTES
MRNA Expression nimmt bel ihren Untersuchungen schrittweise Gber ein Maximum
am Tag 3zum 5., 7. und 13. Tag hin kontinuierlich ab.

Der sprunghafte Anstieg des RANTES-Gehaltes im Anastomosenbereich am Tag O
konnte die Funktion des Chemokins RANTES als leukotaktisches Peptid bestétigen. Es
ist bekannt, das Granulozyten im Anastomosengebiet bereits drei Stunden nach
Gewebsdurchtrennung gesehen werden und nach 12 bis 24 Stunden ein Maximum
erreichen (Hendriks et al. 1985, Hesp et al. 1985). Wahrend am Tag 7 der Anteil an
Leukozyten im Wundgebiet der Darmanastomose stark abgenommen hat (Hesp et al.
1985) und dies den gemessenen starken Abfall im RANTES-Gehalt zu diesem
Zeitpunkt erkléren koénnte, erscheinen jetzt in immer grofRer werdender Zahl
bindegewebsbildende Fibroblasten. Deren Wachstum wird wiederum durch den jetzt
beginnenden Anstieg des TGF [1-Gehadtes im Anastomosenbereich stimuliert.



Diskussion 70

Insgesamt zeigt das Chemokin RANTES im Modell der intestinalen Wundheilung des
Colons eine deutliche zweiphasige Kinetik, mit einem Stadium der ,, Up-Regulation“ am
Tag 0 und einem Stadium der ,Down-Regulation® am Tag 7. Nach dem 14.
postoperativen Tag konnten keine signifikanten Anderungen des RANTES-Gehaltes
mehr festgestellt werden.

Als weiteres, immunregulatorisch wirkendes Zytokin, wurde das Muster von
Interleukin-10 im Heilungsverlauf der unkomplizierten Colonanstomose untersucht.
Dabei handelt es sich weder um einen Wachstumsfaktor wie TGF (31, noch um en
leukotaktisch wirkendes Chemokin wie RANTES, sondern um einen Regulator der
Immunantwort akzessorischer Zellen des Immunsystems. Tierisches und humanes IL-10
zeigen eine Uber 80%ige Sequenzhomologie auf Proteinebene. I1L-10 blockiert die
Zytokinsynthese sowie verschiedene Funktionen von Makrophagen und ist damit ein
Suppressor der Effektorfunktion von Makrophagen, T-Lymphozyten und nattrlichen
Killerzellen (Gemsa et a. 1997). Bei Menschen wird IL-10 im Verlauf der
Immunreaktion erst relativ spét durch aktivierte Blutlymphozyten vom T-Typ gebildet
und inhibiert die von Monozyten/Makrophagen abhangige T-Zellproliferation und
Zytokinproduktion (Gemsa et a. 1997). Darlberhinaus ist er aber auch as ein
Hauptregulator bei der Unterdriickung von Entziindungsreaktionen bekannt (Moore et
al. 1993). 11-10 inhibiert die Leukozytenmigration durch das Blockieren der Synthese
wichtiger proinflammatorischer Chemokine wie MCP-1 und MIP-1 apha (Ajuebor et
a. 1999 a, 1999 b). Auch wird ihm elne autoregul atorische Aktivitat nachgesagt, indem
er, unter gewissen Umstéanden, seine eigene Produktion hemmit.

An IL-10-defizienten Mé&usen konnte bereits 1993 durch Kuhn et al. der Einfluss von
IL-10 als essentieller Immunregulator im Intestinaltrakt nachgewiesen werden. Diese
Méause entwickelten eine chronische Enterocolitis verbunden mit einer exzessiven
Mucosahyperplasie. Die Bedeutung von IL-10 im Reparaturprozess nach unspezifischer
Schadigung der Darmschleimhaut, konnte anschlief3end auch im Zusammenhang mit
anderen wichtigen Immunregulatoren (IL-1, IL-6, TNF-alpha, MIP-1) ebenfalls im
Tiermodel bestétigt werden (Dielman et al. 1996). 1999 wurde dann erstmals IL-10 im
Rahmen der kutanen Wundheilung der Maus untersucht (Sato et al.). Nach dieser Studie
erreichte die Expression von IL-10 ein Maximum drel Stunden nach Inzision der
Méausehaut, kehrte anschliefend wieder innerhalb von 24 Stunden auf den

Ausgangswert zurtick. Nach 72 Stunden wurde ein erneuter Anstieg verzeichnet. Da
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nach Untersuchungen von Moore et a. (1993) bekannt ist, dass IL-10 auch von
residenten Hautzellen wie Keratinozyten produziert wird, sahen Sato et al. (1999) in Il-
10 einen wichtigen Regulator im Wundheilungsprozess der Haut. Bezogen auf die
Schleimhaut des Colons wurde IL-10 bisher lediglich im Zusammenhang mit
Entziindungserscheinungen saugender gegenlber nicht-sdugender junger Ratten nach
induzierter Schleimhautschadigung gebracht (Adams und Tepperman 2001). IL-10
scheint hier auch im Rahmen von Entziindungsreaktionen der Colonschleimhaut eine

Rolle zu spielen.

Da jeder Wundheilungsprozess immer auch mit einer zeitlich und ortlich begrenzten
Entziindungsreaktion gekoppelt ist, wurde im Rahmen dieser Studie erstmalig der IL-
10-Gehalt im Rahmen des Heilungsverlaufes nach primérer Colonanastomosierung im
Zeitverlauf untersucht.

Es zeigte sich initial am Tag O en steiler und statistisch signifikanter Anstieg im
gemessenen mittleren IL-10-Gehalt. Dieser war fast 6 mal so hoch wie der Gehalt der
Kontrollgruppe. Dieser Befund steht in Ubereinklang mit den dokumentierten, nach drei
Stunden deutlich erhodhten IL-10-Werten, die am Inzionsmodell der Mausehaut
gefunden wurden (Sato et al. 1999). Auch im Rahmen der Wundheilung des Colons
konnte IL-10 hier im frihen Stadium eine tragende Rolle as Inhibitor einer
UberschiefRenden Entzindungsreaktion zukommen. Betrachtet man allerdings die
gleichzeitig gemessenen hohen Werte des Chemokins RANTES, so kann man
schlussfolgern, dass [L-10, im Gegensatz zu anderern proinflammatorischen
Chemokinen (Ajuebor et al. 1999 a, 1999 b), RANTES in seiner Expression nicht oder
nur bedingt zu supprimieren vermag. |m weiteren Beobachtungsverlauf sinkt der IL-10-
Gehalt wieder auf einen, dem unbehandelten Darm entsprechenden Wert, am Tag 3 ab.
Hier ergeben sich keine signifikanten Messunterschiede gegentiber der Kontrollgruppe.
Erst am Tag 7 zeigt sich eine weitere signifikante Auffalligkeit im Zytokinmuster vom
IL-10 in Form eines zeitweiligen Abfalls. Gegeniiber der Kontrollgruppe stellte sich nur
eine geringe Signifikanz dar, wéhrend sich der Gehalt zu diesem Zeitpunkt hoch-
signifikant vom Wert der 3-Tagesgruppe unterschied. Es ist schwierig zu sagen, worin
sich dieser Abfal im IL-10-Gehalt grundet. Einerseits konnte IL-10 sich
autoregulatorisch bei bisherig hohen Spiegeln selbst supprimieren, andererseits kénnte
die Produktion von IL-10 aber auch durch nachlassende Aktivitét akzessorischer Zellen

des Immunsystems eingeschrankt sein. Schliefdlich stabilisiert sich der IL-10-Gehalt im
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Anastomosenbereich nach einem signifikantem Wiederanstieg vom 7. auf den 14. Tag,
auf einen Wert, der sich am 30. und 90. Untersuchungstag wiederum nicht-signifikant
von der Kontrollgruppe unterscheidet und as Rickgang zum , Ausgangswert"

betrachtet werden kann.

Nach Zusammenschau der gefundenen Daten ergeben sich neue, interessante Aspekte,
um letztendlich dem komplexen Regelmechanismus des Wundheilungsprozesses am
Colon nédherzukommen. Die Untersuchungen zeigten, dass die Zytokine TGF [31,
RANTES und IL-10 wdahrend der verschiedenen Phasen der priméren
Anastomosenheilung, mittels ELISA-Technik nachweisbar sind und ihre Kinetik
deutlichen Schwankungen unterworfen sind. Die Experimente waren am Modell der
Wistarratte gut reproduzierbar und die gefundenen Messwerte zeigten statistische
Signifikanzen im Verlauf. Zudem wurde der Versuch unternommen, einen
Zusammenhang  mit  Befunden aus  physikalischen  Messungen  zur
Anastomosensicherheit herzustellen. Hier trat besonders der schon seit langerer Zeit im
Mittelpunkt Kklinischer Forschung stehende Wachstumsfaktor TGF (1 in den
Vordergrund.

Es missen jedoch immer noch eine Reihe von Fragen beantwortet werden, bis Zytokine
oder ihre Inhibitoren gezielt zur Verbesserung der Anastomosenheilung am Colon
eingesetzt werden konnen. Das Zytokinmuster weiterer am Wundheilungsprozess
beteiligter Mediatoren, wie in jingster Zeit MCP-1 oder TNF-alpha, missen untersucht
werden. Erst dann kann begonnen werden, den Einfluss der einzelnen Zytokine oder
auch Zytokinrezeptorblocker bei kombinierter Gabe oder unter Zusatz von
Proteaseinhibitoren zu erfassen.

Die augenblicklich dokumentierten Befunde scheinen aber darauf hinzuweisen, dass in
Zukunft eine Verbesserung der Anastomosenheilung am Colon nicht mehr nur durch die
Entwicklung weiterer Nahtmaterialien erreicht werden wird. Bei einem immer grof3er
werdenden Armamentarium an immunhistochemischen Untersuchungsmethoden kann
der intestinale Wundhellungsprozzess auch auf molekularer Ebene zunehmend
verstanden werden, um diesen dann gezielt im Sinne einer Hellungsverbesserung und —

beschleunigung zu beeinflussen.
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7. Zusammenfassung

Wundheilungsstorungen nach priméarer Colonanastomosierung sind haufig und fordern
vom viszeralchirurgisch tatigen Arzt fundierte Kenntnisse sowohl Uber das geeignetste
Anastomosierungsverfahren al's auch tber den physiologischen Wundheilungsabl auf.

Neben der Entwicklung geeigneter resorbierbarer Nahtmaterialien stiitzt sich die
Klinische Forschung in den letzten Jahren zunehmend auf die Untersuchung des
Wundheilungsablaufes auch auf molekularer Ebene mit dem Gedanken, diesen Prozess

durch den gezielten Einsatz heilungsférdernder Zytokine zu beeinflussen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde im ersten Teil der unkomplizierte Heilungsverlauf nach
handgenahter Colonanastomosierung am Modell der Wistarratte zu charakteristischen
Zeitpunkten (+0, +3, +7, +14, +30 und +90 Tage postoperativ) in Abhangigkeit von vier
verschiedenen, resorbierbaren, monofilen Nahtmaterialien (Monocryl®, Maxon®,
Biosyn® und Monosyn®) untersucht. Die Studiengruppe bestand aus 105 mannlichen
Widtarratten, die auf die Untersuchungszeitpunkte sowie eine nicht-operierte
Kontrollgruppe aufgeteilt wurden. Es wurden pro Tier zwei Colonanastomosen im
Bereich der linken Flexur (obere Anastomose) sowie am rektosigmoidalen Ubergang
(untere Anastomose) angefertigt. Im Rahmen der physikalischen Untersuchungen wurde
laserflowmetrisch der Blutfluss im Anastomosengebiet zu den jeweiligen Zeitpunkten
vor Entnahme des Anastomosensegments registriert. Anschliefiend konnte, nach
Entnahme der anastomosierten Darmsticke, die tangentiale Wandspannung zum
Zeitpunkt der Organberstung bei Luftinsufflation im Wasserbad sowie die lineare
Zugfestigkeit an einem Instron®-Tensiometer ermittelt werden. Zusétzlich wurde die
Lokalisation der Organberstung im Berstungs- und Zugversuch notiert und mit H& E-
gefarbte  Gewebeschnitte zur histologischen Auszéhlung der Gesamtzahl an
Entziindungszellen angefertigt.

Im zweiten Tell dieser Studie wurde nach Aufbereitung der im ersten Tell gewonnenen
Gewebeproben das Zytokinmuster des Wachstumsfaktors TGF 1, des Chemokins
RANTES und des leukotaktischen Peptides IL-10 im Heilungsverlauf nach primérer
Colonanastomosierung bestimmt. Dazu wurde in einem ersten Schritt der Proteingehalt
der einzelnen Anastomosenproben mittels eines Bio-Rad®-Protein-Assays ermittelt. Im

zweiten Schritt wurde dann die Zytokinkonzentration der gleichen Proben unter
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Verwendung spezieller Biosource®-ELISA-Kits gemessen und der Zytokingehalt
bezogen auf einen durchschnittlichen Gesamtproteingehalt von 430 pg im Zeitverlauf
der Anastomosenheilung dargestel|t.

Es zeigten sich charakteristische Verlaufe der gemessenen Blutflusswerte,
Wandspannungswerte und Zugfestigkeiten sowie der ausgezéahlten
Entzindungszellzahlen und immunochemisch bestimmten Zytokinmuster im
Anastomosenbereich.

Der Blutfluss fiel dabei, unabhéngig vom verwendeten Faden, vom Tag 0 zum Tag 7 im
oberen und unteren Anastomosenbereich kontinuierlich ab und kehrte anschlief3end
wieder Uber den 14. zum 90. postoperativen Tag auf seine Ausgangswerte zurtck.
Statistisch signifikante Erhéhungen der Fluxwerte vom 30. auf den 90. Tag lassen auf
Uber den 14. postoperativen Tag hinaus andauernde Umbauvorgénge in der Darmwand
schlief3en.

Die lineare Zugfestigkeit der Colonanastomosen stieg, unabhangig vom verwendeten
Faden, nach einem Tief am Tag +3 kontinuierlich und signifikant bis zum Tag +90
wieder an. Im Einzelvergleich zeigte Monocryl® in der frihen Phase der
Anastomosenheilung (Tag +3) signifikant bessere Zugfestigkeitsergebnisse as die
Faden Biosyn® und Monosyn®.

Die Werte der registrierten tangentialen Wandspannung im Anastomosenbereich zeigten
dagegen einen kurvenformigen Verlauf, mit einem Maximum am Tag +14 und
anschlieffendem Wiederabfall bis zum 90. postoperativen Tag. Nur der Faden
Monosyn® zeigte in der Gruppe der 30-Tagestiere signifikant hohere maximale
Wandspannungswerte als der Faden Biosyn®. Die Faden wiesen jedoch im gesamten
Zeitverlauf im Hinblick auf die Anastomosenstabilitét keine Unterschiede auf. Lediglich
der Einzelvergleich zeigte zu bestimmten Zeitpunkten statistisch nachweisbare
Unterschiede.

Der Verlauf der tangentialen Wandspannungswerte im Anastomosenbereich steht in
Einklang mit einer am Tag +14 Uberschiessenden Kollagenfaserbildung, die fur die
besonders hohen Messwerte zu diesem Zeitpunkt verantwortlich ist. Die noch vom 30.
auf den 90. Tag signifikante Steigerung der linearen Zugfestigkeit der Anastomose,
zeigt ebenso wie die Blutflussmessungen im Vergleich zu anderen Studien noch
Umbauvorgange in der Darmwand zu einem sehr spaten Zeitpunkt der

Anastomosenheilung an.
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Betrachtet man noch die Lokalisation des Darmwandbruches bei den Zug- und
Berstungsdruckmessungen im Einzelvergleich der Faden, so rupturieren ale mit
Maxon® operierten Anastomosen noch am 7. postoperativen Tag unmittelbar auf dem
Anastomosenspalt. Dies spricht gegen die Verwendung dieses Fadens zur Erstellung
von Handnahtanastomosen am Colon.

Schliefdich zeigte das Auszahlen der mit H& E-geféarbten Anastomosenschnitte ein fir
den physiologischen Wundheilungsverlauf  charakteristisches Maximum  an
polymorphkernigen Leukozyten, Monozyten und Lymphozyten am dritten
postoperativen Tag. Keiner der Faden zeigte in der histologischen Betrachtung ein
auffalig geringeres oder grofieres Entziindungsverhaten im Zeitverlauf.

Neben der Betrachtung des Heilungsverhaltens der Colonanastomose unter
Verwendung etablierter physikalischer Messmethoden, wurde jetzt auch erstmals das
Zytokinmuster einiger am Wundheilungsprozess beteiligter und untersuchter Faktoren
bestimmt. Der in den Kollagenmetabolismus der heilenden Wunde eingreifende
Wachstumsfaktor TGF 1 zeigte nach einer suppressiven Phase am Tag +3 einen
Wiederanstieg Uber den 7. bis zum 90. postoperativen Tag. Der vom 30. zum 90.
postoperativen Tag noch gignifikant ansteigende TGF [(1-Gehalt im
Anastomosenbereich spricht wiederum fir wesentliche Umbauvorgange, die noch tber
den 30. Tag der Wundheilung in der Darmwand stattfinden. Diese konnten die hier
ebenfalls noch ansteigenden Zugfestigkeitswerte aus den physikalischen Messungen
erklaren.

Fir Wundheilungsprozesse am Colon weniger gut erforscht sind die beiden Zytokine
RANTES und IL-10, die im Zusammenhang mit Entzindungsreaktionen wichtige
Regulatoren darstellen. IThr gemeinsame zweiphasige Kinetik zeigt unmittelbar am Tag
0 eine Upregulation, wobei RANTES hier initia eine leukotaktische Funktion
zukommen konnte. IL-10 dagegen scheint durch sein vermehrtes Auftreten im
Anastomosenspalt eine antagonistische Funktion hierzu zu tUbernehmen. Am Tag +7
dagegen zeigen beide Zytokine ein Stadium der Downregulation bei abfallenden
Spiegeln und stabilisieren sich dann bis zum 90. Tag auf Werte des nicht-operierten
Darmes. Eine Uberschiefende RANTES-Expression wére zu diesem Zeitpunkt der
Wundheilung kontraproduktiv gegeniiber nun geforderten stabilen Wundverhaltnissen.
Der abfallende IL-10-Gehalt lasst sich nicht eindeutig schltissig erklaren und konnte al's
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physiologische Aktivitétsminderung bei Stabilisierung der Wunde auf ein normales

Niveau verstanden werden.

Die durchgefuhrten Untersuchungen stellen also einen Baustein im Verstandnis des
molekularen Wundheilungsprozesses der Colonanastomose dar. Erst wenn aber dieser
Ablauf vollstandig verstanden wurde, erscheint ein gezielter Eingriff in den
Hellungsprozess  durch  den Einsatz  rekombinanter ~ Zytokine  oder

Zytokinrezeptorblockern zu bestimmten Zeitpunkten potentiell sinnvoll.
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9. Anhang

Tabellen zum Ergebnisstell

Tab. 4.2.1.a: Intestinaler Blutfluss (Flux) dargestellt als prozentualer Anteil von der Durchblutung des
unpraparierten Colon transversum (=100 %) einen Zentimeter proximal der oberen Anastomose (>0.A.), auf der
oberen Anastomose (O.A.) und einen Zentimeter distal der oberen Anastomose (<O.A.). n = Zahl untersuchter
Tiere. Signifikanzniveau: p<0,05.

>0.A. Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 30 Tag 90
Tierzahl n 20 8 8 12 19 22
Mittelwert 175,3 120,7 65,4 80,6 108,1 164,1
Flux /%

Standardabw. | 61,5 76,4 39,5 41,1 40,1 46,9
Signifikanz p|0,811 0,027 n.s. n.s. 0,032 <0,01

versusVortag | versus 90
P —|

O.A. Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 30 Tag 90
Mittelwert 80,9 58,5 50,8 73,2 47,4 80,0
Flux / %

Standardabw. | 32,8 13,6 27,3 354 211 26,9
Signifikanz p|0,87 n.s. n.s. n.s. 0,047 <0,01

versusVortag | versus 90
P ——§—§—§—§—§—§$—§R—§—§—§—S—S———

<O.A. Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 30 Tag 90
Mittelwert 171,0 137,5 59,1 81,8 101,7 155,8
Flux /%

Standardabw. | 54,8 72,7 32,1 45,6 35,8 45,4
Signifikanz p|0,358 n.s. 0,021 n.s. n.s. <0,01

versusVortag | versus 90
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Tab. 4.2.1b: Intestinaler Blutfluss (Flux) dargestellt as prozentualer Anteil der Durchblutung des
unpréaparierten Colon transversum (=100%) einen Zentimeter proximal der unteren Anastomose (>U.A.), auf der
unteren Anastomose (U.A.) und einen Zentimeter distal der unteren Anastomose (<U.A.). n = Zahl untersuchter
Tiere. Signifikanzniveau: p<0,05.

>U.A. Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 30 Tag 90
Tierzahl n 20 8 8 12 19 22
Flux / %

Standardabw. | 50,0 53,1 42,5 42,1 43,8 31,2
Signifikanz p| 0,920 n.s. 0,027 n.s. 0,032 0,001

versusVortag | versus 90
P —|

UA. Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 30 Tag 90
Mittelwert 66,4 731 60,6 75,0 60,4 86,5
Flux / %

Standardabw. | 18,3 24,0 26,5 49,1 37,0 22,5
Signifikanz p | 0,005 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,012

versusVortag | versus 90
|

<U.A. Tag O Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 30 Tag 90
Mittelwert 143,3 134,7 76,0 93,0 130,3 160,4
Flux /%

Standardabw. | 50,5 58,0 43,4 43,9 58,4 41,3
Signifikanz p|0,194 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

versusVortag | versus 90
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Tab. 4.2.2.a: Mittlere Zugfestigkeit in Newton (N) der Darmsegmente im postoperativen Zeitverlauf mit
Darstellung der Zahl zur Auswertung gekommener Tiere n sowie der Signifikanzen (p im Mann-Whitney-U-Test
< 0,05 = signifikant, < 0,01 =hochsignifikant).

Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag30 |Tag90 |Kontrolle
Tierzahl n 20 14 19 17 22 22 5
Mittelwert [N] |1,60 0,95 2,23 3,08 3,30 4,38 3,45
Standardabw. | 0,49 0,37 0,36 0,63 0,73 1,17 0,62
Signifikanz p 0,001 <001 |<0,01 n.s. 0,002

versus0 versus 3 versus 7 versus 14 | versus 30
0,001 0,001 0,001 0,011 n.s. n.s.
versusKo |versusKo |versusKo |versusKo |versusKo |versusKo

Tab. 4.2.2.b: Medianwerte der Zugfestigkeiten der einzelnen Faden im postoperativen Zeitverlauf mit
Darstellung der zur Auswertung gekommenen Tiere sowie der Signifikanzen (p im Mann-Whitney-U-Test <
0,05 = signifikant, < 0,01 =hochsignifikant).

Tag 7

Tag 14

Tierzahl n | Medianwerte der Zug- Signifikanz p
festigkeitin N mit Bereich versusMC | versusMA |versusBS | versusMS

Tag 0 MC|5 1,68 (0,8-2,2) / n.s. n.s. n.s.

MA |5 1,12 (0,97-1,35) n.s. / 0,009 0,047

BS |5 1,8 (1,42-2,32) n.s. 0,009 / n.s.

MS |5 2,19 (1,09-2,47) n.s. 0,047 n.s. /
Tag 3 MC |4 1,32 (1,2-1,36) / n.s. 0,02 0,034

MA |3 0,71 (0,48-1,66) n.s. / n.s. n.s.

BS |4 0,55 (0,5-0,86) 0,02 n.s. / n.s.

MS |3 0,94 (0,7-1,19) 0,034 n.s. n.s. /

MC|6 2,17 (1,81-2,52) / n.s. n.s. n.s.
MA |3 2,33 (2,05-2,43) n.s. / n.s. n.s.
BS |5 2,3 (1,76-2,76) n.s. n.s. / n.s.
MS |5 2,02 (1,71-3,06) n.s. n.s. n.s. /

MC |6 3,15 (2,2-4,9) / n.s. n.s. n.s.
MA |3 29 (2,5-31) n.s. / n.s. n.s.
BS |5 2,77 (2,28-3,87) n.s. n.s. / n.s.
MS |3 3,17 (2,88-3,3) n.s. n.s. n.s. /




Tag 30

Tag 90

Kontrolle

MC |6 3,02 (2,43-4,33) / n.s. n.s. n.s.
MA | 6 3,13 (2,52-4,74) n.s. / n.s. n.s.
BS |5 3,24 (2,83-3,65) n.s. n.s. / n.s.
MS |5 3,46 (2,39-4,43) n.s. n.s. n.s. /

MC |6 4,77 (2,0-6,88) / n.s. n.s. n.s.
MA | 6 4,41 (2,89-5,56) n.s. / n.s. n.s.
BS |5 4,63 (2,42-5,01) n.s. n.s. / n.s.
MS |5 4,2 (2,4-5,74) n.s. n.s. n.s. /

Tab. 4.2.2.c: Absolute Haufigkeiten und Lokalisationen der GewebszerreiRungen bel der Zugfestigkeitsmessung
zu den Operationszeitpunkten 0, 3, 7, 14, 30 und 90 Tagen in Abhangigkeit vom verwendeten Nahtmaterial.

Tag Lokalisation| Monocryl® | Maxon® | Biosyn® | Monosyn® | Gesamt

0 Innerhalb  der | | 5 5 5 5 20
Anastomose
Ausserhalb der 0 0 0 0 0
Anastomose

3 Innerhalb  der || 4 3 4 3 14
Anastomose
Ausserhalb  der 0 0 0 0 0
Anastomose

7 Innerhalb  der | | 2 3 0 1 6
Anastomose
Ausserhalb  der 4 0 5 4 13
Anastomose

14 Innerhalb  der || O 2 1 3 6
Anastomose
Ausserhalb der 6 1 4 0 11
Anastomose

30 Innerhalb  der || O 1 0 1 2
Anastomose
Ausserhalb  der 6 5 6 5 22
Anastomose

90 Innerhalb  der | | O 1 0 1 2
Anastomose
Ausserhalb  der 6 5 5 4 20
Anastomose
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Tab. 4.2.3.a: Mittlere Tangentiale Wandspannung in kN / m2 der Darmsegmente im postoperativen Zeitverlauf
mit Darstellung der Zahl zur Auswertung gekommener Tiere n sowie der Signifikanzen (p im Mann-Whitney-
U-Test < 0,05 = signifikant, < 0,01 = hochsignifikant).

Tag 0 Tag 3 Tag7 Tag 14 Tag30 |[Tag90 |Kontrolle
Tierzahl n 20 11 12 12 22 22 4
Mittelwert 14,2 54,5 170,9 210,3 130,8 117,9 111,7
(KN/m?)
Standardabw. | 6,8 26,4 35,9 41,7 354 27,3 37,1
Signifikanz p <001 |<0,01 0,021 <001 |ns

versusO | versus3 versus 7 versus14 | versus30
0,002 0,037 0,029 0,029 n.s. n.s.
versusKo | versusKo |versusko | versusKo | versusKo |VversusKo

Tab. 4.2.3.b: Medianwerte der Tangentialen Wandspannung der einzelnen Faden im postoperativen Zeitverlauf
mit Darstellung der zur Auswertung gekommenen Tiere sowie der Signifikanzen (p im Mann-Whitney-U-Test <
0,05 = signifikant, < 0,01 =hochsignifikant).

Tag 14

Tierzahl n | Medianwerte der Signifikanz p
Twagr?sggﬁgng inkN/m2 | Versus MC |versusMA |versusBS | versusMS
mit Bereich
Tag 0 MC|5 17,9 (8,2-31,6) / n.s. n.s. n.s.
MA |5 94 (6,7-13,8) n.s. / n.s. n.s.
BS |5 18,8 (9,9-22,4) n.s. n.s. / n.s.
MS |5 9,9 (4,5-18-3) n.s. n.s. n.s. /
Tag 3 MC|3 48,7 (48,4-66,8) / n.s. n.s. 0,05
MA |2 37,7 (26,4-49,0) n.s. / n.s. n.s.
BS |3 104,5 (48,9-106,3) n.s. n.s. / 0,05
MS |3 35,7 (26,4-37,9) 0,05 n.s. 0,05 /
MA |3 116,3 (116,2-125,0) |0,05 / 0,05 0,05
BS |3 188,7 (151,5-2135) |ns. 0,05 / n.s.
MS |3 173,8 (169,2-189,8) |n.s. 0,05 n.s. /

MC |3 250,2 (189,1-253,1) |/ n.s. 0,05 n.s.
MA|3 219,7 (214,4-2459) |ns. / 0,05 n.s.
BS |3 135,0 (133,7-168,7) |0,05 0,05 / 0,05
MS |3 239,8 (233,1-241,6) |ns. n.s. 0,05 /
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Tag 30

Tag 90

Kontrolle

MC

6 116,0 (84,0-157,9) / n.s. n.s. n.s.
MA |6 142,9 (122,0-191,0) |ns. / 0,028 [ns.
BS |5 90,7 (57,0-143,2) n.s. 0,028 / 0,009
MS |5 161,1 (148,1-177,5) |ns. n.s. 0,009 /
MC |6 122,6 (89,4-157,9) / n.s. n.s. n.s.
MA | 6 110,9 (65,3-138,7) n.s. / n.s. n.s.
BS |5 121,9 (102,8-134,4) |n.s. n.s. / n.s.
MS |5 122,1 (45,5-155,5) n.s. n.s. n.s. /

Tab. 4.2.3.b: Medianwerte der Tangentialen Wandspannung der einzelnen Faden im postoperativen Zeitverlauf
mit Darstellung der zur Auswertung gekommenen Tiere sowie der Signifikanzen (p im Mann-Whitney-U-Test <
0,05 = signifikant, < 0,01 =hochsignifikant).

Tag 7

Tag 14

Tierzahl n | Medianwerte der Signifikanz p
TWazr;r?deggr?En gin kN/m2 versusMC |versusMA |versusBS | versusMS
mit Bereich
Tag 0 MC |5 17,9 (8,2-31,6) / n.s. n.s. n.s.
MA |5 9,4 (6,7-13,8) n.s. / n.s. n.s.
BS |5 18,8 (9,9-22,4) n.s. n.s. / n.s.
MS |5 9,9 (4,5-18-3) n.s. n.s. n.s. /
Tag 3 MC|3 48,7 (48,4-66,8) / n.s. n.s. 0,05
MA |2 37,7 (26,4-49,0) n.s. / n.s. n.s.
BS |3 104,5 (48,9-106,3) n.s. n.s. / 0,05
MS |3 35,7 (26,4-37,9) 0,05 n.s. 0,05 /

MC|3 206,9 (171,9-227,7) |/ 0,05 n.s. n.s.
MA |3 116,3 (116,2-125,0) |0,05 / 0,05 0,05
BS [3 188,7 (151,5-2135) |ns. 0,05 / n.s.
MS |3 173,8 (169,2-189,8) |n.s. 0,05 n.s. /

MA |3 219,7 (214,4-245,9) |ns. / 0,05 n.s.
BS |3 135,0 (133,7-168,7) |0,05 0,05 / 0,05
MS |3 239,8 (233,1-241,6) |n.s. n.s. 0,05 /




Tag 30 MC |6 116,0 (84,0-157,9) / n.s. n.s. n.s.
MA |6 142,9 (122,0-191,0) |ns. / 0,028 n.s.
BS |5 90,7 (57,0-143,2) n.s. 0,028 / 0,009
MS |5 161,1 (148,1-177,5) |ns. n.s. 0,009 /
Tag 90 MC |6 122,6 (89,4-157,9) / n.s. n.s. n.s.
MA | 6 110,9 (65,3-138,7) n.s. / n.s. n.s.
BS |5 121,9 (102,8-134,4) |n.s. n.s. / n.s.
MS |5 122,1 (45,5-155,5) n.s. n.s. n.s. /
e
Kontrolle 4 98,7 (75,8-173,5)
Tab. 4.23.c. Absolute Haufigkeiten wund Lokalisationen der GewebszerreiflJungen bel der
Berstungsdruckmessung nach 0, 3, 7, 14, 30 und 90 Tagen in Abhéngigkeit vom verwendeten Nahtmaterial.
Tag Lokalisation| Monocryl® | Maxon® | Biosyn® | Monosyn® | Gesamt
0 Innerhalb  der 5 5 5 5 20
Anastomose
Anastomose
3 Innerhalb  der || 3 3 3 3 12
Anastomose
Ausserhalb der 0 0 0 0 0
Anastomose
7 Innerhalb  der 0 3 0 1 4
Anastomose
Ausserhalb der 3 0 3 2 8
Anastomose
14 Innerhalb  der 0 1 2 2 5
Anastomose
Ausserhalb der 3 2 1 1 7
Anastomose
30 Innerhalb  der 2 2 0 1 5
Anastomose
Ausserhalb der | [ 4 4 5 4 17
Anastomose
90 Innerhalb  der 0 0 1 2 3
Anastomose
Ausserhalb der 6 6 4 3 19
Anastomose
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Tab. 4.2.4.a: Mittelwerte und Standardabweichungen der absoluten Entziindungszellzahl (EZZ) im Zeitverlauf
mit Darstellung der Zahl zur Auswertung gekommener Tiere n sowie der Signifikanzen (p im Mann-Whitney-U-
Test < 0,05 = signifikant, < 0,01 =hochsignifikant).

Tag O Tag 3 Tag 7 Tagl4 |Tag30 |Tag90
Tierzahl n 20 11 12 12 22 22
Mittelwert EZZ 60 150 92 87 40 31
absolut (gerundet)
Standardabw. 30 32 19 20 14 13
(gerundet)
Signifikanz p <0,01 <0,01 n.s. <0,01 0,018

versus 0 versus 3 versus14 |versus14 |versus30

Tab. 4.24.b: Medianwerte der Entzindungszellzahlen (EZZ)

im postoperativen Zeitverlauf unter

Berilicksichtigung des verwendeten Fadens und Darstellung der zur Auswertung gekommenen Tiere sowie der
Signifikanzen (p im Mann-Whitney-U-Test < 0,05 = signifikant, < 0,01 =hochsignifikant).

Tierzahl n | Medianwerte der EZZ mit | Signifikanz p
Bereich versusMC |versusMA |versusBS | versusMS
Tag 0 MC |5 50+ 14 / n.s. n.s. n.s.
MA |5 88 + 26 n.s. / n.s. n.s.
BS |5 84+34 n.s. n.s. / n.s.
MS |5 41+ 14 n.s. n.s. n.s. /
Teg3 |MC|3  |191:14 |/ |ns 005 |ns |
MA |3 127 + 30 n.s. / n.s. n.s.
BS |3 127+ 24 0,05 n.s. / n.s.
MS |3 138+ 14 n.s. n.s. n.s. /
Teg7 |MC]3  |9%:10 |/ |00 |ns  |ns |
MA |3 735 0,05 / n.s. n.s.
BS |3 98 + 26 n.s. n.s. / n.s.
MS |3 94+ 13 n.s. n.s. n.s. /
Tagi4 |MC|3  |85:19 || |ns _ |ns  |ns |
MA |3 75+21 n.s. / n.s. n.s.
BS |3 104+ 4 n.s. n.s. / 0,05
MS | 3 72+7 n.s. n.s. 0,05 /




Tag30 |MC|6 38+8 / n.s. n.s. n.s.
MA |6 43+ 12 n.s. / n.s. 0,045
BS |4 41+11 n.s. n.s. / n.s.
MS |9 35+ 16 n.s. 0,045 n.s. /
Tago0 |MC|6  |33:14 |/ |ns _ |ns _ |ns |
MA | 6 24+9 n.s. / n.s. n.s.
BS |5 26+ 13 n.s. n.s. / n.s.
MS |5 25+8 n.s. n.s. n.s. /

Tab. 4.3.2: Mittlere TGF 31-Gehalt im postoperativen Zeitverlauf mit Darstellung der Zahl zur Auswertung
gekommender Tiere sowie Standardabweichungen und Signifikanzen (p im Mann-Whitney-U-Test < 0,05 =
signifikant, < 0,01 =hochsignifikant).

Tag 0 Tag 3 Tag 7 Tag14 |Tag30 |Tag90 |Kontrolle
Tierzahl n 11 12 10 11 12 10 5
Mittelwert [pg] | 5,53 0,24 1,68 206 |4,05 11,33 |9,16
Standardabw. 2,96 0,22 2,85 2,03 3,25 7,4 2,49
Signifikanz p <0,01 n.s. n.s. 0,016 0,015

versus 0 versus 3 versus 7 versus 14 versus 30
n.s. 0,002 0,007 0,003 0,02 n.s.
versusKo | versusKo | versusKo  |versusKo |versusKo | versusKo

Tab. 4.3.3: Mittlere Rantes-Gehalt im postoperativen Zeitverlauf mit Darstellung der Zahl zur Auswertung
gekommender Tiere sowie Standardabweichungen und Signifikanzen (p im Mann-Whitney-U-Test < 0,05 =
signifikant, < 0,01 =hochsignifikant).

Tag O Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag30 |[Tag90 |Kontrolle
Tierzahl n 10 11 9 12 10 11 5
Mittelwert [pg] | 150,19 |54,73  |14,32 |51,53  |3642 |3721 |40,05
Standardabw. |89,18 30,71 10,85 39,27 43,99 20,63 13,08
Signifikanz p 0,017 0,004 0,007 n.s. n.s.

versus 0 versus 3 versus 7 versus 14 versus 30
0,01 n.s. 0,006 n.s. n.s. n.s.
versus Ko versus Ko versus Ko versus Ko versusKo | versusKo
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Tab. 4.3.4: Mittlere IL-10-Gehalt im postoperativen Zeitverlauf mit Darstellung der Zahl zur Auswertung
gekommender Tiere sowie Standardabweichungen und Signifikanzen (p im Mann-Whitney-U-Test < 0,05 =
signifikant, < 0,01 =hochsignifikant).

Tag 0 Tag3 |(Tag7 |Tagld Tag30 |[Tag90 |Kontrolle
Tierzahl n 9 11 11 11 11 11 5
Mittelwert [pg] | 22,65 8,35 1,9 8,59 5,8 3,88 3,90
Standardabw. | 13,87 4,83 2,73 9,37 11,04 5,93 1,70
Signifikanz p n.s. 0,001 0,005 n.s. n.s.
versusO | versus3 versus 7 versus14 | versus 30
0,028 n.s. 0,047 n.s. n.s. n.s.
versus Ko versusKo | versusKo | versusKo versusKo | versusKo
Medikamente
Neo-K odan®
Zusammensetzung
100 g L 6sung enthalten:
0,1 g Octenenidin-HCI
30 g 1-Propanolol
45 g 2-Propanol ol
Tramal-Tropfen® Grunethal
Zusammensetzung
0,5 ml enhdlt:
50 mg Tramadol-HCl
Futtermittel
Altromin® 1324 Haltungsdiét fur Ratten und M duse
Inhaltsstoffe Zusatzstoffe (je kg)
Rohprotein (19%) Calcium (0,2%) Vit. A (15000 IE)
Methionin (0,3%) Rohasche (7%) Vit. D3 (60 IE)
Lysin (0,9%) Vit. E (75 mg)
Ronhfett (4%) Kupfer (5 mg)

Rohfaser (6%)
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