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1. EINLEITUNG

Pro Jahr wird bei mehr als 50 000 Menschen in der Bundesrepublik Deutschland ein
kolorektales Karzinom diagnostiziert'. Den entscheidenden Prognosefaktor und damit
die zentrale Rolle in der Therapie des kolorektalen Karzinoms stellt nach wie vor die
radikale Resektion des Tumor tragenden Darmabschnittes mit einem ausreichenden
Sicherheitsabstand in Verbindung mit einer systematischen regionaren Lymphadenek-

tomie dar?.

Fur den Erfolg des Eingriffs ist neben einer subtilen Operationstechnik die perioperative
Therapie entscheidend. Hierbei kommt der adaquaten Analgesie eine entscheidende
Bedeutung zu, die zu einer Reduktion der perioperativen Morbiditat beitragen kann®*.

Durch eine hochdosierte Opioidtherapie kann zwar eine zuverlassige Schmerzausschal-
tung erreicht werden, die hieraus resultierenden Nebenwirkungen mussen jedoch im-
mer bedacht werden (Reduktion der Darmmotilitat, Atemdepression, Sedierung, hypo-
tensive Kreislaufstorungen, Toleranzentwicklung) und kdénnen die postoperative Morbi-
ditat der Patienten steigern®. Durch eine Kombinationstherapie aus Opioiden und
nichtsteroidalen Antiphlogistika (non steroidal anti-inflammatory drugs = NSAID) lassen
sich die Dosierungen der Opioide reduzieren, wodurch sich deren Nebenwirkungen
ebenfalls abschwéchen lassen®’. Perioperativ haufig eingesetzte NSAID sind vor allem
das in Deutschland angewandte Novalgin (Metamizol), das Ibuprofen, das Voltaren

oder auch das Paracetamol.

In den letzten Jahren hat sich eine neue Substanzklasse in der perioperativen Schmerz-
therapie etabliert. Coxibe, spezifische Cyclooxygenase-2 Hemmer (COX-2), galten lan-
ge Zeit als nebenwirkungsarmer. Zudem haben Coxibe eine hdhere analgetische Po-
tenz als die etablierten NSAID, sowie eine langere Wirkungszeit”®. Durch mégliche kar-
diale Risiken sind sie mittlerweile jedoch in Verruf geraten und weitgehend aus den

gangigen Therapiekonzepten in der perioperativen Therapie verschwunden®*°.

In den letzten zehn Jahren hat die Verbesserung der perioperativen Therapie einen
immer hoheren Stellenwert eingenommen. Die beispielsweise von H. Kehlet initiierte

“Fast-track“'* Rehabilitation kombiniert Evidenz basierte perioperative Behandlungs-



mafl3nahmen (Abb. 1) zu einem Gesamtkonzept, mit dem Ziel, die allgemeinen postope-

rativen Komplikationen zu reduzieren, und die postoperative Rekonvaleszenz zu be-

schleunigen.
Psychologische
Konditionierung COXIBE / hohe PDA
friihe orale Posttraumatische ’
Erndhrung Stressreaktion

forcierte ﬁ 3

Mobilisation Infusionsmenge

Restriktion der

Abbildung 1: ,Fast-track” Rehabilitationskonzept (s chematisch); (PDA = Peridu-
ralanalgesie)

1.1 Die Cyclooxygenase

Die Cyclooxygenase (COX) ist ein Enzym, welches den Abbau der Arachidonsaure aus

Zellmembranen zu Eikosanoiden katalysiert.

Die Produkte der COX-1 ubernehmen vor allem physiologische Funktionen, wahrend
die der COX-2 Schmerzen und Fieber induzieren, sowie eine Rolle in der Neovaskulari-

sation und der Tumorgenese spielen®?*.

Physiologische Funktionen der COX-2 sind im Rahmen der Wundheilung, bei der Ovu-
lation, Implantation und der Weheninduktion, dem Verschluss des Ductus Arteriosus
Botalli, bei der Nierendurchblutung und auch der endothelialen Prostacyclinproduktion

beschrieben®1e,



Das COX-3 Isoenzym wurde im ZNS und dem Myokard identifiziert, aber auch in ande-
ren Geweben konnte in der Spatphase einer Inflammation eine Aktivitdt nachgewiesen

werden’°,

Die Biosynthese der Prostaglandine erfolgt in mehreren Schritten. Durch die Wirkung
der Phospholipase A2 wird aus Membranphospholipiden die in dieser Position lokali-
sierte Arachidonséaure freigesetzt. In einer sauerstoffabhangigen Reaktion entsteht aus
dieser unter Katalyse der Prostaglandin H-Synthase 2, bestehend aus der Cyclooxyge-
nase 2 und einer Peroxidase, das Prostaglandin H2 (PGH2) als Muttersubstanz der
Prostaglandine 12, E2 und F2 (siehe Abb. 2).

Die Aktivitat der Cyclooxygenase 2 wird durch Wachstumsfaktoren und Entziindungs-

mediatoren wie Interleukin 1 und TNFa induziert.

PGE2 fuhrt in vielen Geweben durch Zunahme des cAMP-Gehaltes zur Relaxierung der
glatten Muskulatur. Dies zeigt sich an der Uterusmuskulatur, an einer allgemeinen Va-
sodilatation sowie einer Erweiterung des Bronchialsystems. Im Magen hat PGE2 einen
zytoprotektiven Effekt durch Hemmung der HCI-Sekretion. Am Fettgewebe ist PGE2
nach Insulin die am starksten wirksame antilipolytische Verbindung, da es hier eine
Senkung des cAMP-Spiegels auslost. PGE2 ist mit PGI2 verantwortlich fur die Erzeu-
gung von Fieber, der Entziindungsreaktion und dem Entzindungsschmerz. Sie selbst
sind allerdings nicht schmerzauslosend, sondern sensibilisieren die Nozizeptoren und

bewirken so eine Hyperalgesie®®.

PGI2 vermittelt neben einer Vasodilatation eine Zunahme der Gefal3permeabilitat.

PGD2 wirkt bronchokonstriktorisch und spielt eine Rolle bei der Schlaferzeugung.

PGF2 wirkt broncho- und vasokonstriktorisch?.

Im Gegensatz zu nichtselektiven COX-Hemmern wie ASS oder Metamizol haben die

selektiven COX-2 Hemmer keinen Einfluss auf die Thromboxan A2 Bildung in Throm-



bozyten. Thromboxan A2 stimuliert die Thrombozyten zur Aggregation®. Eine Hem-
mung dieses Vorganges wird Uber die COX-1 vermittelt.

Im Vergleich zu COX-1 Hemmern inhibieren COX-2 Hemmer nicht den zytoprotektiven
Effekt von PGE2 auf die Magenschleimhaut. Die COX-2 kommt in der Magenschleim-
haut nicht vor. In der Behandlung mit COX-2 Hemmern kommt es viel seltener zum Auf-

treten von Magenulzera oder Perforationen als mit COX-1 Hemmern’°:16:21-24,

Coxibe wirken Uber eine selektive irreversible Hemmung der Cyclooxygenase 2 ( siehe
Abb. 2)

Membranphospholipide
Phospholipasen —

COXIB

idonat

Cyclooxygenasen 1, 2, 3 eups 5-Lipoxygenase
I

Abbildung 2: Hemmung der Cyclooxygenase 2 durch Cox ibe

1.2 Medikamente

1.2.1 Valdecoxib (Bextra®)

Valdecoxib ist ein 4-(5-Methyl-3-phenyl-4-isoxazolyl)Benzensulfonamid (ein 3,4-

Diarylisoxazol-Derivat)’. Es kann oral oder auch als Prodrug (Parecoxib, Dynastat®)
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intravends verabreicht werden. Valdecoxib wird nach oraler Aufnahme rasch resorbiert

und erreicht nach etwa drei Stunden die maximale Plasmakonzentration.

Das Medikament unterliegt einer ausgepragten hepatischen Metabolisierung tber ver-
schiedene Abbauwege, einschlief3lich tber die Isoenzyme Cytochrom P-450 (CYP) 3A4
und CYP2C9 sowie CYP-unabhangige direkte Glukuronidierung der Sulfonamid-

Untereinheit”1%2%22,

In der Literatur sind analgetische, antiphlogistische und antipyretische Effekte beschrie-

ben?!,.

Es wirkt tGber eine selektive irreversible Hemmung der Cyclooxygenase 2. Diese wird

durch Entziindungsreize und physiologische Adaptationsvorgdnge exprimiert.

Im Gegensatz zu nichtselektiven COX-Hemmern wie ASS oder Metamizol haben die
selektiven COX-2 Hemmer keinen Einfluss auf die Thromboxan A2 Bildung in Throm-
bozyten. Thromboxan A2 stimuliert die Thrombozyten zur Aggregation®. Eine Hem-
mung dieses Vorganges wird tber die COX-1 vermittelt.

Im Vergleich zu COX-1 Hemmern inhibieren COX-2 Hemmer nicht den zytoprotektiven
Effekt von PGE2 auf die Magenschleimhaut. Die COX-2 kommt in der Magenschleim-
haut nicht vor. In der Behandlung mit COX-2 Hemmern kommt es viel seltener zum Auf-

treten von Magenulzera oder Perforationen als mit COX-1 Hemmern’°:16:21-24,

Die Anwendung von Valdecoxib ist kontraindiziert nach koronarer Bypassoperation.
Hier zeigte sich in der CABG-Studie (2004) ein erhthtes Risiko fur kardiovaskulare /
thromboembolische Ereignisse wie Myokardinfarkt, Schlaganfall / transitorische ischa-

mische Attacken, Lungenembolie und tiefe Venenthrombosen.

Mit zunehmendem Wissen um die Entstehung und Entwicklung von Schmerzen konnte
nachgewiesen werden, dass die COX-2 nach einer Verletzung zuerst peripher am Ort
der Verletzung und spater auch zentral im Riickenmark exprimiert wird®. Aus dieser

Feststellung kann geschlossen werden, dass durch die COX-2 Hemmung das Ausmal}
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der Schmerzsensibilisierung minimiert werden kann, und damit der Bedarf weiterer An-

algetika zur Kontrolle starkerer Schmerzen reduziert werden kénnte.

Die potenziell schweren Nebenwirkungen von Opioiden und nichtselektiven Cyclooxy-
genasehemmern kénnen das mit jedem chirurgischen Eingriff verbundene Risiko noch
erhéhen. Altere Menschen, Patienten mit peptischen Ulzera in der Vorgeschichte oder
einer erhéhten Anfalligkeit flur perioperative Blutungen sowie flr eine Atemdepression

sind hier als Risikogruppe zu nennen.

Der Einsatz von Coxiben fir die perioperative Phase birgt aus medizinischer Sicht viele
Vorteile. Fur COX-2 Hemmer liegen Klinische Erfahrungen nach zahnchirurgischen
Operationen, orthopadischen, allgemeinchirurgischen, gynékologischen Operationen
und nach koronaren Bypass-Operationen vor’**?'?2  Samtliche Studien zeigen eine
Verbesserung der postoperativen Schmerzkontrolle, wobei das perioperative Risiko im
Vergleich zu den Kontrollgruppen nicht erhéht war. Die zwischenzeitlich erhobenen und
schon erwéhnten Daten aus der CABG Studie haben jedoch das Indikationsspektrum
nachtraglich eingeengt und zu einer Reduktion des Einsatzes der Coxibe in der Klinik
gefuhrt.

Nach gastrointestinalen Eingriffen lagen zum Zeitpunkt unserer Untersuchung keine

ausreichenden Daten vor.

1.2.2 Metamizol

Metamizol ist ein in Europa routinemaRig perioperativ eingesetztes Analgetikum im
Rahmen zahlreicher Operationen.

Es ist ein Pyrazolonderivat mit analgetischen, antipyretischen, spasmolytischen und
leicht antiphlogistischen Eigenschaften®®?°. Die Wirkung wird tiber die Hemmung der
Cyclooxygenase 1 und 2 vermittelt®'®?’. Es kann oral, rektal, intramuskular und intrave-

nos verabreicht werden®162,

Metamizol wird nach oraler Gabe vollstandig zum pharmakologisch wirksamen 4-N-
Methylaminoantipyrin hydrolysiert. Die Bioverfugbarkeit von 4-N-Methylaminoantipyrin
liegt bei ca. 90% und ist nach oraler Gabe etwas hoher als nach parenteraler Gabe.
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Nach intraventdser Gabe betragt die Plasmahalbwertszeit fir Metamizol ca. 14 Minuten.
Etwa 96% einer radioaktiv markierten Dosis werden nach intravendser Gabe im Urin
und etwa 6% in den Faeces wiedergefunden.

Unerwinschte Arzneimittelwirkungen dieses Medikamentes sind v.a. die Agranulozyto-
se (<0,01%), die Leukozyto- (<0,01%) und Thrombozytopenie (<0,01%), das Lyell-
Syndrom (<0,01%) sowie Blutdruckabfall bis hin zum Schock (= 0,1 - <1%)°2°.

1.2.3 Resveratrol

28:29 ist ein natirlich vor-

Resveratrol ( 3,4’,5-trihydroxystilbene bzw. 3,4’,5-stilbenetriol)
kommendes phenolisches Phytoalexin®®. Es wird von Samenpflanzen produziert (z.B.
Weintrauben) als Antwort auf Verletzungen oder bei Pilzbefall?®. Die Molekularformel ist
C14H1203*. Resveratrol liegt als cis- und trans-lsomer vor. Das trans-Isomer stellt

seine Hauptform dar?®.

Resveratrol wirkt Uber eine selektive Hemmung der Cyclooxygenase 1 sowohl analge-
tisch als auch antiphlogistisch®*?. Ausserdem hat es méglicherweise eine kardioprotek-
tive Funktion, da es die Oxidation von LDL verhindert und die Plattchenaggregation in-
hibiert®”,

Informationen Uber die Bioverfugbarkeit und den Metabolismus von Resveratrol sind

unvollstandig und unsicher. Es liegen keine humanen in vivo Studien vor.

Resveratrol ist auf dem deutschen Markt nicht zugelassen, in den USA ist es als Vita-

minpraparat frei erhaltlich.
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2 FRAGESTELLUNG

Die gastrointestinalen Effekte von Valdecoxib und Parecoxib, zwei Vertreter der selekti-
ven Cyclooxygenase-2-Hemmer, und ihre Effekte auf die Thrombozytenfunktion ent-
sprechen einem im Vergleich zu herkémmlichen NSAID verbesserten Sicherheitsprofil,
das auf die selektive COX-2 Hemmung zuriickzufiihren ist’. Zwischenzeitlich (Septem-
ber 2004) wurde jedoch der selektive COX-2 Hemmer Rofecoxib aufgrund seiner mogli-
chen Nebenwirkungen (kardiovaskulare Ereignisse) nach langfristiger Gabe (18 Mona-
te) vom Markt genommen (APPROVe Studie)®*°. Im April 2005 folgte die Riicknahme

von Valdecoxib.

Es liegen bisher keine Hinweise vor, ob diese unerwiinschten Arzneimittelwirkungen
auch bei kurzfristiger Gabe, wie z.B. bei einer perioperativen Applikation von 7-14 Ta-

gen nach Dickdarmresektionen, auftreten kdnnen.

Ebenfalls offen ist die aus chirurgischer Sicht wesentliche Frage, ob Coxibe einen Ein-
fluss auf die Inzidenz der beiden schwerwiegendsten Komplikationen in der Kolonchi-
rurgie haben: die Anastomoseninsuffizienz (Komplikationsrate 0 - 15%)* in der frihen
postoperativen Phase und der durch beispielsweise Verwachsungen bedingte lleus im
Spatverlauf. Vor einem gezielten Einsatz dieser Medikamente muss deshalb unbedingt
geklart werden, ob es zu einer héheren Insuffizienzrate nach Dickdarmresektionen un-

ter dem Einfluss von Coxiben kommen kann.

Wir untersuchten deshalb in einer randomisierten Studie in einem standardisierten Tier-
modell, ob sich die Stabilitat und die Insuffizienzrate von Dickdarmanastomosen nach
Gabe des selektiven COX-2 Hemmers Valdecoxib im Vergleich mit einem selektiven
COX-1 Hemmer, einem unselektiven COX-Hemmer und einer Kontrollgruppe unter-

scheiden.

Als etabliertes Verfahren zur Beurteilung einer Anastomose gilt die Messung des Bers-
tungsdrucks. Dies war das Hauptzielkriterium der Studie.
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Folgende Hypothesen wurden formuliert:

HO = Die perioperative Therapie mit Coxiben beeinflusst den Berstungsdruck von

Kolonanastomosen im Kaninchentiermodell nicht.

H1 = Die perioperative Therapie mit Coxiben beeinflusst den Berstungsdruck von

Kolonanastomosen im Kaninchentiermodell.
Nebenzielkriterien waren die Gefal3dichte in der Anastomosenregion, Entziindungszei-

chen /-zellen im Resektionsgebiet und abdominelle Verwachsungen, analysiert nach

dem
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Studienablauf

Nach erteilter Genehmigung durch das Landesamt flir Gesundheitsschutz und techni-
sche Sicherheit des Senats von Berlin fiir das Protokoll Nr. GO056/04 wurden insge-
samt 80 weibliche New Zealand White Rabbits (Charles River Ki3legg, Deutschland)
mit einem Gewicht von 1.6 bis 2.1 kg in der tierexperimentellen Abteilung der Klinik fur
Allgemein-, Visceral-, Gefal3- und Thoraxchirurgie der Charité, Campus Mitte unter
Standardbedingungen bei Futter und Wasser ad libitum gehalten.

Die Studie wurde als prospektiv randomisierte, geblindete experimentelle Studie geplant

und durchgefuhrt.

Die Stichprobengro3e wurde in Bezug auf das Hauptzielkriterium, den Berstungsdruck
der Anastomose, berechnet. Bei einem angenommenen Berstungsdruck von 90 mmHg
wurde eine Abweichung von 20mmHg Standardabweichung als relevant angesehen.
Bei der Berechnung wurde deshalb davon ausgegangen, dass eine Reduktion des
Berstungsdrucks im Vergleich zur Kontrollgruppe um mindestens 20 mmHg Klinisch re-
levant ware. Bei einem Fehler 1. Art von 5% (a=0.05) und einem Fehler 2. Art von 20%
(B=0.2) ergab sich im zweiseitigen Test ein Stichprobenumfang von 20 Tieren pro
Gruppe bei einer Power von 80%.

Fur die Dauer der Studie wurden die Kaninchen durch eine Veterinaringenieurin und
eine Tierpflegerin betreut. Taglich wurden das Fressverhalten, der Aktivitatsstatus, das
Gewicht und etwaige Auffalligkeiten der Tiere kontrolliert und dokumentiert.

Nach einer Akkommodationszeit von einer Woche erfolgte die Randomisierung der Tie-

re mit Hilfe eines Zufallsgenerators (www.randomization.com) in 4 Gruppen a 20 Tiere.

Versuchsablauf (schematisch) siehe Abbildung 3.

16



G1

G2

G3

Z O — 4 >» ®® M U O
Z O — 4 >» »m® M W O

vy ¥ VvV ¥
v VvV VvV ¥
|
I
|
|
|
vV VvV V vV

G4

M3 M4 M5 M6 M7 M8
B2

Z O — 4 >» 00O <L 0 X X >
G zcxoxm-—-—uw — < 00 zZ2>» X

M2 M9
Bl B3

<
=

-7 bis -1 0 1 2 3 4 5 6 7

Versuchsablauf (Tage)

M = Medikamentengabe, B = Blutentnahme, G = Gruppe

Abbildung 3: Versuchsablauf (schematisch)

20 Tiere erhielten praoperativ, am OP-Tag und an den sieben darauffolgenden postope-
rativen Tagen 10 mg Bextra” (Valdecoxib; Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutsch-

land) einmal taglich oral per Knopfkanule verabreicht.

20 Tiere erhielten 250mg Novaminsulfon” (Metamizol; Lichtenstein Pharmazeutica
GmbH & Co. OHG, Furstenfeldbruck, Deutschland),

20 Tiere erhielten 5mg/kg Resveratrol” (Resveratrol, LKT Laboratories Inc, St. Paul,

Minnesota USA) und 20 Tiere dienten als Kontrollgruppe.
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3.2  Operationsverlauf

Am Operationstag wurde den Tieren Blut aus dem aurikularen Venenplexus zur Be-
stimmung der Laborparameter Harnstoff und Kreatinin abgenommen. Danach wurden
sie mit einer Ketanest” Domitor” Narkose betaubt (im. Injektion von 50mg/kg Ketamin-
hydrochlorid , Hoechst AG, Frankfurt/Main, Deutschland und 0,1ml/kg Medetomidin-
hydrochlorid, Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland).

In Riickenlage wurde das Abdomen mit Softasept”N (B. Braun Melsungen GmbH, Mel-
sungen, Deutschland) desinfiziert und steril abgedeckt. Operiert wurde mit puderfreien

Latex-Handschuhen (Gammex "PF, Ansell GmbH, Miinchen, Deutschland).

Nach einer 5cm langen Laparotomie (Abb.4) wurde der Dunndarm exploriert und dar-
gestellt (Abb. 5 und 6).

Abbildung 4 : Laparotomie
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Abbildung 5: Dinndarm

Abbildung 6: Darstellung des Dinndarms
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Nach Aufsuchen des terminalen lleums wurde aboral davon ein 10cm langes Darm-
stick reseziert (Zokumresektion). Hierzu erfolgte das schrittweise Absetzen des zuge-

hdrigen Darmmesenteriums unter Overholtklemmen.

Danach wurden das proximale und distale Ende des zu resezierenden Darmabschnitts
mit weichen Darmklemmen schonend abgeklemmt (Abb. 7) und der Abschnitt mit dem
Skalpell reseziert (Abb. 8).

Nach Spulung und Blutstillung des OP-Gebietes erfolgte die Wiederherstellung der Kon-
tinuitéat des Darmes durch eine zweireihige fortlaufende Naht des Darmes entsprechend
dem operativen Klinikstandard der Charité mit PDS" 4/0 Nahtmaterial (Ethicon, Nor-
derstedt, Deutschland) (Abb. 9 bis 12).

Abbildung 7: Abklemmen des zu resezierenden Darmabs  chnitts
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Abbildung 8 : Resektion des Darmabschnitts
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Abbildung 9: Beginn der Naht an der Hinterwand der Anastomose
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Abbildung 10: Fertige Naht der Hinterwand der Anast  omose

Abbildung 11: Naht der Vorderwand der Anastomose
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Abbildung 12: komplette Anastomose

Nach sorgfaltiger Kontrolle auf Bluttrockenheit erfolgten eine Spulung des OP-Gebietes
mit den Antibiotika Zinacef” (35mg/kg KG Cefuroxim, GlaxoSmithKline GmbH & Co.
KG, Miinchen, Deutschland ) und Metronidazol” (2.5mg/kg KG Metronidazol, Fresenius
Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland ) und dann der schichtgerechte
Verschluss der Bauchdecke mit einer Vicryl 3/0" Subkutannaht (Ethicon, Norderstedt,
Deutschland) und Ethibond 4/0° Einzelknopfhautnaht (Ethicon, Norderstedt, Deutsch-
land).

Zur postoperativen Analgesie wurde als Basisanalgesie Tramal” (50mg/500ml H20
Tramadol, Grinenthal GmbH, Aachen, Deutschland) in das Trinkwasser der Tiere ge-
geben. Zusatzlich erhielten die Tiere der Verum-Gruppen die tagliche Arzneimittel- oder
Wasserapplikation entsprechend der Randomisierung.

Am dritten postoperativen Tag wurde den Tieren erneut Blut aus dem aurikularen Ve-

nenplexus zur Bestimmung der Laborparameter Kreatinin, Harnstoff, C-reaktives Prote-

23



in, Leukozyten, Erythrozyten, Hamoglobin, Hamatokrit, MCH, MCHC, MCV, RDW,
Thrombozyten und MPV abgenommen.

Am siebten postoperativen Tag erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie am ersten
Operationstag (Betaubung der Tiere, sterile Abdeckung des Abdomens) die Offnung
des Bauchraumes.

Es wurde der Verwachsungsscore nach Tyrell et al.** durch zwei geblindete Operateure
(PD Dr. Mall und Dr. Neul3, beide Mitarbeiter der Klinik ftr Allgemein-, Visceral-, Gefal3-
und Thoraxchirurgie der Charité, Campus Mitte) bestimmt. Dies ist ein etablierter Be-
wertungsmalfistab fir Adhésionen (Abbildung 13). Zusatzlich wurde der Bauchraum auf

Anzeichen einer Peritonitis untersucht.

Grad 0 —> keine Adh&sionen
Minimale Adhésionen, die sich stumpf leicht von der Serosa trennen
Grad 1 —> p
lassen
Grad 2 —> MaRige Adhésionen, die sich stumpf schwer von der Serosa tren-
nen lassen
Grad 3 :> Dichte Adhéasionen, die sich nur scharf von der Serosa trennen
lassen

Abbildung 13: Adhasionsscore nach Tyrelletal. 3.

AnschlielRend wurde Blut aus der Vena Cava inf. entnommen.

Zusatzlich zu den Laborparametern, die am dritten postoperativen Tag abgenommen
wurden, wurden die Gerinnungsparameter TPZ, TPZ-INR, PTT, Fibrinogen, Faktor XIII

und D-Dimer bestimmt.
Alle Laborparameter wurden im Institut fir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie

des Universitatsklinikums Charité, Campus Mitte (Klinikdirektor: Prof. Dr. Eckhardt Kott-
gen) bestimmt.
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Anschliel3end wurden die Tiere mit einer iv. Injektion mit T61 (0.3 ml/kg T61, Intervet
Deutschland GmbH, Unterschleil3heim, Deutschland) schmerzlos getdtet. Die rea-
nastomosierten Darmabschnitte wurden entfernt und der Berstungsdruck gemessen

(s.u.).

3.3  Messung des Berstungsdruckes und Klassifizierun g der Berstungsstelle

Unmittelbar nach der Entnahme der reanastomosierten Darmabschnitte am zweiten
Operationstag wurden diese auf einer definierten Lange von 10cm aufgespannt, wobei

die Anastomose in der Mitte lag.

An der einen Seite des Darmes wurde ein Druckabnehmer (arterieller Druckmessungs-
katheter, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) zur Messung des intralu-
minalen Druckes angeschlossen und mit einem computergestitzten Monitorsystem
verbunden (Sirecust, Siemens AG, Minchen, Deutschland). An der anderen Seite wur-
de ein Fullungskatheter eingefiihrt und mit einer Tabaksbeutelnaht fllissigkeits- und
gasdicht fixiert. Dann wurde das Darmresektat manuell mit zunachst 100ml H20 Uber
eine Blasenspritze vorgefullt. Danach wurde an der dem Druckabnehmer gegeniberlie-
genden Seite des Darmes eine Infusionspumpe angeschlossen, welche 50 ml H20/h in

den Darm infundierte.

Es sollte Gberpriuft werden, bei welchem Druck Wasser durch die Anastomose austritt.
Nach Ermittlung dieses sogenannten Berstungsdruckes wurde die Berstungsstelle klas-
sifiziert. Diese lag entweder innerhalb der Anastomose, anastomosennah (in einem
Umkreis von zwei Zentimetern von der Anastomose entfernt) oder anastomosenfern (>2

cm).

Bildete sich in der Anastomosenregion ein intramuraler Abszess aus, haben wir dieses
als Anastomseninsuffizienz, entsprechend einer gedeckten Perforation, gewertet. In
diesem Fall wurde der Berstungsdruck, entsprechend dem Vorgehen bei der freien oder

offenen Perforation, gleich null gesetzt.
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3.4 Immunhistochemische Aufarbeitung der Anastomose npraparate

Nach Ermittlung des Berstungsdruckes wurden die resezierten Darmabschnitte in For-
malin fixiert und anschlieend immunhistochemisch auf eventuell vorhandene Unter-

schiede in der Gefal3dichte in den Therapiegruppen und der Kontrollgruppe untersucht.

Hierzu wurden in Formalin fixierte Paraffin-Blocke der pathologischen Praparate in 4um
Schnitte mit dem Mikrotom zugeschnitten. Fir die Aufarbeitung der Praparate mussten
diese wieder entparaffinisiert werden. Dazu wurde der Objekttrager dreimal drei Minu-
ten in Xylol inkubiert und danach direkt in eine absteigende Alkoholreihe tberfihrt
(zweimal drei Minuten in 100%igem Ethanol, zweimal drei Minuten in 96%igem Ethanol,
drei Minuten in 80%igem Ethanol und drei Minuten in 70%igem Ethanol). Nach der Al-
koholreihe wurde der Objekttrager mit destilliertem Wasser rehydriert und anschlie3end
im Schnellkochtopf mit einem Citratpuffer vorbehandelt (Citratpuffer: 3,78g Zitronensau-
re und 24,21g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat mit Bidest auf 1000ml auffullen; Mischung des
Citratpuffers im Verhaltnis 1:10 mit Aqua Dest). Diese Vorbehandlung gewahrt eine

bessere Aufnahmeféhigkeit des primaren Antikorpers.

Daraufhin erfolgte die Inkubation des Objekttragers in TBS-Puffer (TBS: 9,0g TRIS-
Base, 68,59 TRIS-HCI und 87,8g NaCl mit Bidest auf 1000ml auffiillen) und anschlie-
Rend die Bearbeitung mit zwei Tropfen Protein Block (DakoCytomation GmbH, Ham-
burg; Protein Block, Serum-Free, Code X0909). Der Protein-Block verhindert eine nicht

spezifische Anfarbung wéahrend der immunhistochemischen Ermittlung von Antigenen.

Nun konnte der primare Antikorper (DakoCytomation GmbH, Hamburg; Monoclonal
Mouse Anti-Human CD31, Endothelial Cell, Clone JC70A, Code-Nr. M 0823 in einer
Verdinnung von 1:150 mit Antibody Diluent Code-Nr. S 0809) hinzugegeben werden.

Der Antikérper CD31 markiert Gefa3e und ermdglicht dadurch eine Bestimmung der

Gefalidichte in umschriebenen Gewebeabschnitten.
Die Objekttrager wurden 24h in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach wurden sie

einmal mit einer TBS/Tween 20 (0,1%) L6ésung und zweimal mit einer TBS Losung (Zu-

sammensetzung TBS s.0.) gewaschen, bevor sie mit dem sekundaren biotynilierten
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Antikorper (Jackson Immuno Research, Cambridgeshire, UK; Biotin-SP conjugated Af-
fini Pur Goat Anti-Mouse IgG + IgM, Code-Nr. 115-065-044) fur 20 Minuten versetzt
wurden. Wiederholung des Waschvorganges. Anschlie3end 30minttige Inkubation mit
Alkaline Phosphatase SS Label (Biogenex, California, USA; Super Sensitives Detection
Kit, Code-Nr. QA 900-9L) und dann Wiederholung des Waschvorganges.

Die Farbdarstellung der Praparate erfolgte durch 30minitige Farbung mit Fast Red
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen; SIGMA FAST, Fast Red TR/Naphthol, AS-MX
Tablet Set, F- 4523). Die Farbreaktion wurde mit Aqua Dest abgestoppt. Dann wurde
der Kern mit Hamalaun (Dr. K. Hollborn & S6hne; Code-Nr. H02-1000) nach Mayer fur
15 Sekunden gegengefarbt. Danach folgten das Auswaschen der Objekttrager mit

Wasser und die Deckung mit Deckglaschen.

Positiv- und Negativkontrollen werden bei allen Farbungen zur Uberpriifung der Metho-
de mitgefihrt.

Die GefaRdichte (Angiogenesescore) wurde nach der von Saclarides et al.* beschrie-
benen Methode ermittelt. Hierbei erfolgte die mikroskopische Untersuchung der gefarb-
ten Schnitte durch zwei unabhéngige, geblindete Untersucher (PD Dr. Mall und Dr.
Neul3, beide Mitarbeiter der Klinik fir Allgemein-, Visceral-, Gefal3- und Thoraxchirurgie

der Charité, Campus Mitte).

In jedem Préaparat wurden unter 200facher VergroR3erung sechs Felder in einem Quad-
ratzentimeter ausgezahlt. Die Anzahl der Gefal3e in jedem Feld wurde addiert und der

Mittelwert gebildet.

3.5 Hamatoxylin-Eosin Farbung der Anastomosenpréapar  ate

Um Entztndungszeichen im Resektionsgebiet beurteilen zu kbnnen, mussten die Ana-
stomosenpraparate mit Hamatoxylin-Eosin angefarbt werden.

Nach Erwarmung der Praparate tber zehn Minuten bei 90°C im Inkubator erfolgte die
Deparaffinisierung. Der Objekttrager wurde dreimal zehn Minuten in Xylol inkubiert und
danach direkt in eine absteigende Alkoholreihe tberflhrt (finf Minuten in 98%igem Iso-

propanolol, funf Minuten in 96%igem Isopropanolol, finf Minuten in 90%igem Isopropa-
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nolol, finf Minuten in 80%igem Isopropanolol und funf Minuten in 70%igem Isopropano-
lol). Nach der Alkoholreihe wurde der Objekttrager Uber funf Minuten mit Aqua dest re-
hydriert und im Anschluss tber funf Minuten mit Hamalaun nach Mayer angeféarbt (Ha-
malaun nach Mayer: 1g Hamatoxylin mit 0,2g Natriumjodatin und 50g Kalilaun in einem
Liter destilliertem Wasser I6sen. Zugabe von 50g Chloralhydrat und 1g kristalliner Zitro-
nensaure. Vor Gebrauch filtrieren). Der Objekttrager wurde unter flielendem Wasser
abgespilt und 15 Minuten geblaut. Anschlieend wurde er Uber drei Minuten mit
1%igem Eosin versetzt, bevor er kurz mit destilliertem Wasser abgespult und in eine
aufsteigende Alkoholreihe Uberfuhrt wurde (funf Sekunden in 70%igem Isopropanolol,
funf Sekunden in 80%igem Isopropanolol, finf Sekunden in 90%igem Isopropanolol und
zweimal funf Minuten in 100%igem Isopropanolol). Danach wurde der Objekttrager drei
Minuten in Xylol inkubiert und in Eukitt (NOVOGLAS, Bern; Code-Nr. 1026/500) einge-
deckt.

Die eingefarbten Préparate wurden von zwei unabhangigen, geblindeten Mitarbeitern
des Institutes fur Pathologie (Campus Charité Mitte, PD Dr. Denkert und Dr. Weichert)
mikroskopisch auf die Ausdehnung und Tiefe eventuell vorhandener Ulcera, Auftreten
und Anzahl von Granulozyten und Lymphozyten, Qualitat des Bindegewebes und Men-

ge des vorhandenen Granulationsgewebes hin untersucht.

3.6  Statistische Auswertung der Ergebnisse

Alle Daten wurden in einer relationalen Datenbank (SPSS Data Entry System Version
3.0 fur Windows 2000) erfasst und mit den Statistikprogrammpaketen SPSS (SPSS for
Windows, Version 12.0) und SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. R. 9.1) statistisch
ausgewertet. Kategoriale Daten wurden zwischen den Gruppen mit dem chi?-Test (bzw.
Fishers exaktem Test) und metrische nicht normalverteilte Daten mit dem Mann-

Whitney-U Test jeweils zwischen zwei Gruppen verglichen.

Die paarweisen Tests wurden im explorativen Sinn betrachtet, deshalb erfolgte keine

Adjustierung des Signifikanzniveaus.

Zur Untersuchung des Verlaufs von Laborparametern tber die Zeit wurde eine zweifak-
torielle, nichtparametrische Varianzanalyse fur Daten mit Messwiederholungen heran-
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gezogen, um Unterschiede zwischen den Gruppen, Unterschiede im Zeitverlauf und
Wechselwirkungen zwischen den Gruppen und/oder der Zeit aufzudecken®®.

P-Werte kleiner als 0.05 wurden als signifikant definiert.
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4 ERGEBNISSE

4.1  Allgemeinzustand, Aktivitatsstatus, Fressverhal ten und Gewicht

Ein Tier der Kontrollgruppe starb bei der Operation an einer akuten kardialen Dekom-

pensation. Die anderen Operationen verliefen komplikationslos.

Am ersten postoperativen Tag verstarb ein Tier aus der Metamizolgruppe und am sieb-
ten postoperativen Tag ein Tier aus der Valdecoxibgruppe.
Die Todesursachen sind trotz der unmittelbar durchgefiihrten Kadavereréffnungen un-

geklart. Eine Anastomoseninsuffizienz liel3 sich jedoch ausschliel3en.

Im Beobachtungszeitraum zeigten sich beziglich des Aktivitatsstatus, des Fressverhal-
tens und des Gewichts keine Unterschiede zwischen den Therapiegruppen und der
Kontrollgruppe.

Alle Tiere begannen noch am Operationstag wieder zu fressen. Das weitere Fressver-
halten und der Aktivitatsstatus waren nicht unterschiedlich zu bewerten.

Das Gewicht der Tiere reduzierte sich in den ersten Tagen nach der Operation leicht.
Das durchschnittliche praoperative Gewicht betrug 2,04 kg (0,12 kg Standardabwei-

chung).

Postoperativ lagen die Mittelwerte am 3. Tag bei 1,88 kg (0,12 kg) und am 7. Tag bei
1,96 kg (0,15 kg).

Es gab keine Unterschiede im Gewichtsverlauf Gber die Zeit zwischen den Verumgrup-

pen und der Kontrollgruppe (p = 0,101)
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Gruppe KG praoperativ KG 3. postoperati- KG 7. postoperati-
ver Tag ver Tag
Mittelwert Mittelwert Mittelwert
(Minimum- (Minimum- (Minimum-
Maximum) Maximum) Maximum)
Valdecoxib 2 (1,75-2,25) 1,84 (1,6-2,05) 1,89 (1,65-2,2)
Metamizol 2,05 (1,85-2,15) 1,88 (1,65-2,05) 1,93 (1,5-2,15)
COX-1-Hemmer 2,1(1,9-2,3) 1,94 (1,7-2,1) 2,05 (1,9-2,2)
Kontrolle 2 (1,65-2,15) 1,87 (1,65-2,05) 1,96 (1,7-2,1)

Tabelle 1: Korpergewicht (KG) der Kaninchen praoper

Tag und am 7. postoperativen Tag in kg

4.2  Inspektion der Darmnaht und Anastomoseninsuffiz

ativ, am 3.postoperativen

ienzen

Die Inspektion der Darmnaht zeigte keine signifikanten Unterschiede (p = 0,349) zwi-

schen den Therapiegruppen und der Kontrollgruppe.

Vier Tiere bildeten eine Anastomoseninsuffizienz aus, davon drei aus der Metami-

zolgruppe und eines aus der Resveratrolgruppe.

Bei keinem der Tiere liel3 sich eine Ischamie der Darmnaht beobachten.

Drei Tiere bildeten kleine Stichkanalabszesse um die Anastomose aus, davon eines
aus der Valdecoxibgruppe, eines aus der Metamizolgruppe und eines aus der Kontroll-
gruppe.

Ein Tier aus der Metamizolgruppe bildete eine Narbenhernie aus. Ein Tier aus der Kon-
trollgruppe hatte eine durchgéngige Stenose. Keines dieser Vorkommnisse wirkte sich

negativ auf den Berstungsdruck aus.

Bei allen anderen Tieren konnte makroskopisch kein pathologischer Befund der Darm-

naht festgestellt werden.
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Gruppe ohne patholo- Ischamie Insuffizienz Sonstiges
gischen
Befund
Valdecoxib 18 0 0 1
Metamizol 14 3
COX-1- 19 0
Hemmer
Kontrolle 17 0 0 2

Tabelle 2: Inspektion der Darmnaht

4.3 Messung des Berstungsdrucks (Hauptzielkriterium ) und Klassifizierung der

Berstungsstelle

Die Ergebnisse der Berstungsdruckmessungen sind in Abbildung 14 und Tabelle 3 dar-
gestellt.

Der Mittelwert der Berstungsdriicke der Anastomosen war in der Valdecoxibgruppe mit
110 mmHg (48-180 mmHg) am hdchsten.

Der Mittelwert der Berstungsdriicke der Metamizolgruppe war 80 mmHg (0-156 mmHg),
der der Resveratrolgruppe 97 mmHg (0-152 mmHg) und der Mittelwert der Kontroll-
gruppe 98 mmHg (39-152 mmHg).

Der Unterschied zwischen den Therapiegruppen und der Kontrollgruppe war jedoch
statistisch nicht signifikant (p = 0,259).
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Abbildung 14: Berstungsdruckmessung der Anastomosen am siebten postopera-
tiven Tag
Gruppe Mittelwert (Minimum-Maximum) [mmHg]
Valdecoxib 110 (48-180)
Metamizol 80 (0-156)
Resveratrol 97 (0-152)
Kontrolle 98 (39-152)

Tabelle 3: Ergebnisse der Berstungsdruckmessung

Auch die Auswertung der Berstungsstelle zeigte keinen signifikanten Unterschied zwi-

schen den Therapiegruppen und der Kontrollgruppe.

Bei drei Tieren lag die Berstungsstelle innerhalb der Anastomose, davon gehorten zwei

Tiere zur Valdecoxibgruppe und ein Tier zur Kontrollgruppe (p = 0,371).

Bei 23 Tieren lag die Berstungsstelle in einem Abstand von 2 cm um die Anastomose

(anastomosennah), davon stammten finf Tiere aus der Valdecoxibgruppe, drei aus der
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Metamizolgruppe, sieben aus der Resveratrolgruppe und acht aus der Kontrollgruppe (p
=0,229).

Bei allen anderen Tieren lag die Berstungsstelle anastomosenfern (p = 0,061; Tab. 4).

Gruppe innerhalb der anastomosennah |Anastomosenfern
Anastomose
Valdecoxib 0 5 14
Metamizol 0 3 16
COX-1-Hemmer 0 7 13
Kontrolle 0 8 11

Tabelle 4: Klassifizierung der Berstungsstelle

4.4  Entzundungszeichen im Resektionsgebiet

Die Auswertung der Entziindungszeichen im Resektionsgebiet zeigte keinen signifikan-
ten Unterschied zwischen den Therapiegruppen und der Kontrollgruppe (p = 0,533). Bis
auf ein Tier aus der Kontrollgruppe bildeten alle Tiere postoperativ ein Ulcus aus (Abb.
15 und 16).

Abbildung 15: Querschnitt durch die Mukosa in der A nastomosenregion eines mit
Valdecoxib behandelten Tieres. Es zeigt sich gering e Ulzeration und spérliches
Entztndungsinfiltrat in der Lamina propria (Hamatoxylin-Eosin Farbung).
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Abbildung 16: Querschnitt durch die Mukosa in der A
Tieres aus der Kontrollgruppe. Es zeigt sich eine t

sa und dichtes Entzindungsinfiltrat (Uberwiegend Gr

propria (Hamatoxylin-Eosin Farbung).

nastomosenregion eines

iefe Ulzeration der Kolonmuko-

anulozyten) in der Lamina

Gruppe Kein Ulcus Erosion Ulcus er- Ulcus er- Ulcus er-
reicht die reicht die reicht das
Submukosa | Muskularis | Fettgewebe
Valdecoxib 0 0 9 8
Metamizol 5 4 7
COX-1- 2 7 11
Hemmer
Kontrolle 1 0 2 8 8

Tabelle 5: Klassifizierung der Entziindung: Ulcustie

fe

Es zeigte sich weder in der Ulcustiefe (p = 0,27) noch in der Ulcusausdehnung (p =

0,36) ein statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (Tab. 5 und 6).
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Gruppe

Klein

(Ulcus <20 %

Mittel

(Ulcus 20 — 40 %
der Flache)

Grol3

(Ulcus > 40 %

der Flache) der Flache)
Valdecoxib 0 7 10
Metamizol 4 4 8
COX-1-Hemmer 2 5 13
Kontrolle 2 6 11

Tabelle 6: Klassifizierung der Entziindung: Ulcusaus

dehnung

Granulozyten traten in jeder Wunde auf und bildeten hauptséachlich ein fokal konfluie-
rendes Infiltrat (Tab. 7).

Gruppe keine vereinzelte lockeres fokal konfluie-
Infiltrat rendes Infiltrat
Valdecoxib 0 : "
Metamizol 0 o :
COX-1- 0 . "
Hemmer
Kontrolle 0 . -

Tabelle 7: Klassifizierung der Entzindung: Granuloz  yten

Lymphozyten wurden in keiner Wunde gefunden.




Das Bindegewebe war in allen Wunden locker, so dass auch dieses Wund- bzw. Ana-
stomosenkriterium zwischen den Gruppen nicht unterschiedlich war (p = 0,45; Tab. 8).

Gruppe locker Fibros
Valdecoxib 17 0
Metamizol 16 0
COX-1-Hemmer 20 0
Kontrolle 19 0

Tabelle 8: Klassifizierung der Entzindung: Bindegew  ebe

Die Quantifizierung des Granulationsgewebes ergab keinen statistischen Unterschied (p
= 0,533) zwischen den Gruppen (Tab. 9).

Gruppe wenig mittel Viel
Valdecoxib 1 7 9
Metamizol 5 3 8
COX-1-Hemmer 2 7 11
Kontrolle 2 9 8

Tabelle 9: Klassifizierung der Entziindung: Granulat  ionsgewebe

4.5 Angiogenesescore

Die Ergebnisse der GefalRdichtemessung sind in Abbildung 17 und Tabelle 10 darge-
stellt.
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Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Therapiegruppen und der
Kontrollgruppe.

Der Mittelwert des Angiogenesescores der Valdecoxibgruppe war 21.05 Gefalze/cm?,
der der Metamizolgruppe 20.26 Gefal3e/cm?, der Mittelwert der Resveratrolgruppe war
24.50 Gefalle/cm? und der der Kontrollgruppe 23.05 Gefalie/cm2 und somit ebenfalls
statistisch nicht unterschiedlich (p = 0,33).

GefalRe /cm2

50—

w I
o S
] ]

Mittelwert Angiogenesescore:
]
I

10

| | | |
Valdecoxib Metamizol Resveratrol Kontrolle

Randomisierung:

Abbildung 17: Angiogenesescore in der Anastomosenre gion

Gruppe Mittelwert (Minimum-Maximum) [Gefal3e/cm?]
Valdecoxib 21.05 (12 - 41)
Metamizol 20.26 (13 - 27)
Resveratrol 24.50 (15 - 45)

Kontrolle 23.05 (14 - 42)

Tabelle 10: Ergebnisse des Angiogenesescores
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Abbildung 18: Querschnitt durch die Mukosa in der A nastomosenregion eines mit
Valdecoxib behandelten Tieres. Es zeigen sich einig e Gefal3e mit CD-31 positivem

Endothel (200fache Vergrdl3erung; Lichtmikroskopie).

Abbildung 19: Querschnitt durch die Mukosa in der A nastomosenregion eines
Tieres aus der Kontrollgruppe. Es zeigt sich eine s  tarke Neovaskularisation

(200fache VergroRerung; Lichtmikroskopie).
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4.6 Laboruntersuchungen

4.6.1 Hamoglobin

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied in der Hamoglobinkonzentration
zwischen den Therapiegruppen und der Kontrollgruppe (p = 0,85). Auch gab es in kei-
ner der vier Gruppen eine signifikante Veranderung der Hamoglobinkonzentration vom

dritten zum siebten postoperativen Tag (Abb. 20).

In keiner der Therapiegruppen oder der Kontrollgruppe kam es zu einem relevanten

intraoperativen Blutverlust.

14.00— Hamoglobin 3.
' | postop. Tag in g/dl
m Hamoglobin 7.
postop. Tag in g/dI
12,00 E E
10,00
8,00 o
*
6,00 *
*
4,00 —
| | | |
Valdecoxib Metamizol Resveratrol  Kontrolle

Randomisierung:

Abbildung 20: Verlauf der Hamoglobinwerte am dritte n und siebten postoperati-

ven Tag
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4.6.2 Leukozyten

Der Verlauf der Leukozytenwerte zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten ist
in Abbildung 21 dargestellit.

In der Valdecoxibgruppe fielen die Leukozytenwerte vom 3. (Mittelwert: 9.41/nl) auf den
7. (6.29/nl) postoperativen Tag ab, in der Metamizolgruppe, in der Resveratrol- und in
der Kontrollgruppe gab es keine Veranderungen der Leukozytenwerte vom 3. auf den 7.
postoperativen Tag.

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Therapiegruppen

und der Kontrollgruppe (p = 0,508).

15,00 Leukozyten 3.
- 1] postop. Tag in Leuko / nl
o
Leukozyten 7.
12,00 O  postop. Tag in Leuko /
9,00
6,00 —
3,00
o
0,00
| | | |
Valdecoxib Metamizol Resveratrol  Kontrolle

Randomisierung:

Abbildung 21: Verlauf der Leukozytenpopulation
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4.6.3 Kreatinin

Der Verlauf der Kreatininkonzentrationen zu den verschiedenen Untersuchungszeit-

punkten ist in Abbildung 22 dargestellt.

Die Kreatininkonzentration war zwischen den Verum- und der Kontrollgruppe nicht un-
terschiedlich (p = 0,973).

Vergleicht man jedoch die Serumkreatininkonzentration tber die Zeit, kommt es gene-
rell zu einem Anstieg postoperativ, der sich nach sieben Tagen wieder normalisiert (p =
0,019).

In der Valdecoxib- und der Kontrollgruppe veranderten sich die Werte nicht signifikant.
Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied in der Kreatininkonzentration
zwischen der Valdecoxib- und der Kontrollgruppe, zwischen der Metamizolgruppe und

der Kontrollgruppe und zwischen der Resveratrolgruppe und der Kontrollgruppe.

Wir konnten jedoch einen signifikanten Unterschied zwischen der Resveratrol — und der

Kontrollgruppen feststellen (p = 0,002).
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Valdecoxib Metamizol Resveratrol Kontrolle

Randomisierung:

Abbildung 22: Verlauf der Kreatininwerte praoperat  iv, am dritten und am siebten

postoperativen Tag

4.6.4 Harnstoff

Der Verlauf der Harnstoffwerte zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten ist in
Abbildung 23 dargestellt. Es zeigten sich in den Therapiegruppen und in der Kontroll-
gruppe kein signifikanter Unterschied (p = 0,2188) der Harnstoffwerte. Auch hier stiegen
sie zum 3. postoperativen Tag an und fielen dann wieder ab. Zwischen den Therapie-
gruppen und der Kontrollgruppe gab es jedoch keine signifikanten Unterschiede.
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Randomisierung:
Abbildung 23: Verlauf der Harnstoffwerte praoperati v, am dritten und am siebten

postoperativen Tag

4.6.5 Adhasionsbildung

Alle Kaninchen hatten bei der initialen Laparatomie einen verwachsungsfreien Bauch-

raum.

Bei der Relaparotomie am siebten postoperativen Tag beurteilten zwei Untersucher un-
abhangig voneinander die Adhasionsbildung nach dem von Tyrell et al.** beschriebe-
nen Score.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Therapiegruppen und
der Kontrollgruppe (p = 0,662).
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Gruppe Grad O Grad | Grad Il Grad 1l
Valdecoxib 6 2 2 9
Metamizol 8 0 6 5
Resveratrol 6 1 6 7

Kontrolle 7 2 3 7

Tabelle 11: Adhasionsscore (n. Tyrell etal.  **) in der Anastomosenregion
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5 DISKUSSION

Im Jahre 1852 wurde durch Maisonneuve (1809-1894) erstmalig das Erstellen einer
Anastomose aus zufuihrender Schlinge und abflihrender Schlinge nach resezieren-
den Darmeingriffen beschrieben. In jener Zeit wurde bei Darmokklusion noch die
proximale Afterbildung nach Nelaton durchgefiihrt®’*®. Da die Technik der Anasto-
mosierung noch nicht ausgereift war, dauerte es bis zum Ende des 19. Jahrhunderts,
bevor die Anastomose als operationstechnische Option anerkannt wurde. Die ersten
an Menschen gelungenen Anastomosierungen sind Wolffer (1881 Gastroenterosto-

mie) und Billroth (1882 lleocolostomie) zuzuschreiben®.

Bis heute wurden sowohl lokale als auch systemische Faktoren gefunden, die die
Anastomosenheilung negativ beeinflussen kénnen (Tabelle 12). Zu den am meisten
gefurchteten Komplikationen nach der Resektion gastrointestinaler Karzinome mit
anschlieBender Reanastomosierung gehort die Anastomoseninsuffizienz nach Anla-

ge einer intestinalen Anastomose™.

Die Vermeidung bzw. Minimierung dieser Risikofaktoren sollte zu einer verbesserten

Anastomosenheilung fuhren und damit die Insuffizienzrate reduzieren.

In den ersten Tagen nach der Operation kommt es zu einem Abfall der Kollagenkon-
zentration im Anastomosengebiet®®. Die chirurgische Naht tibernimmt die wesentli-
che Haltefunktion (sog. ,lag phase*: die Wunde besitzt noch keine Eigenstabilitat)**
und die Anastomosenstarke ist abhangig von der Naht-Halte-Kapazitat der tbrigge-
bliebenen Kollagenfasern*®. Die Naht muss ihren Halt in der Tela submucosa finden,
da diese reich an Kollagenfasern ist und somit zustandig fur die mechanische Be-

lastbarkeit des Darmes. Die Tunica serosa dichtet die Naht zusatzlich ab®°.

Die physiologischen Wundheilungsvorgdnge im Gastrointestinaltrakt bilden die
Grundlage fur die Heilung der Anastomose. Sie folgen den bekannten Ablaufen eines

Entziindungsprozesses.

Aus histologischer Sicht wird dieser Prozess in drei ineinander greifende Etappen

eingeteilt:
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die exsudative Phase,
die proliferative Phase,
die reparative Phase.

Ein gewisses Mal3 an Entzindungsreaktion ist fur die Bildung von Granulationsge-
webe ndtig und fur den Heilverlauf gunstig. Faktoren, die die Entziindung stimulieren,
fuhren zu einer verzogerten Wiederherstellung der Wundstéarke; eine Minimierung der

Entziindung fiihrt zu einer schnelleren Heilung®.

Systemische Faktoren Lokale Faktoren

- Hohes Alter des Patienten - Operationstechnische Fehler:
- Mangelerndhrung (bes. Protein- (zu ausgedehnte Skelettierung

mangel) der Darmenden mit daraus fol-
- Diabetes mellitus gender Minderdurchblutung der
- Hyperbilirubindmie Anastomose; auf Spannung ge-
- Uramie nahte Anastomose; Mucosapro-
- Adipositas laps; exzessive Gewebetrauma-
- Kortisontherapie tisierung; zu fest angezogene
- Zytostatikatherapie Anastomosennaht;)
- Radiatio - Ungeeignetes Nahtmaterial
- Minderdurchblutung des Darms - evertierende Nahte

- Bakterielle Kontamination

Tabelle 12: Negative Einflussfaktoren der Anastomos  enheilung %4

Die exsudative Phase wird durch das vom Operateur gesetzte chirurgische Trauma
eingeleitet. In dieser Phase geht es vorrangig darum, die Wunde von Zellresten zu
reinigen und die Wundrénder notdirftig mit Fibrin zu verschliessen***°.

Proteasen, die aus den Zellresten freigesetzt werden, fuhren zu einer Aktivierung des

Komplementsystems mit nachfolgender Degranulation von Histamin aus Mastzellen.
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Die Histaminausschittung fuihrt zu einer Vasodilatation und zu einer Erhéhung der
Permeabilitat von kleinen Blutgefassen®® und anschlieRender Plasmaexsudation mit
Aktivierung der Gerinnung®’. Diese Reaktion ist allerdings verganglich.

Nach ca. 1h wird die kurzfristige histaminvermittelte Vasodilatation und Gefal3perme-
abilitatserhhung von den verspatet auftretenden aber langer anhaltenden
Prostaglandinen PGE, PGD2 und PGF2 vermittelt.

Prostaglandine werden durch die Cyclooxygenase aus Arachidonsdure hergestellt,
nachdem diese aus Phospholipiden der Zellmembran freigesetzt worden ist*®. Somit
wird einer der entscheidenden Einflussfaktoren der getesteten Medikamente im Sys-

tem der Wund- bzw. Anastomosenheilung deutlich.

Die Aktivierung des Komplementsystems fuhrt ausserdem zur Einwanderung ver-
schiedener Zelltypen (Thrombozyten, Granulozyten, Makrophagen) in die Wunde?®.

In der Frihphase der akuten Entziindung sind neutrophile Granulozyten die vorherr-
schenden Zellen, werden aber bereits nach wenigen Stunden zahlenmalig von den
Makrophagen abgel6st*®*’. Beide Zellarten versuchen, das Wundareal von Bakterien
und Zellresten per Phagozytose und durch Freisetzung proteolytischer Enzyme, wie

z.B. Kollagenasen (Familie der Matrix-Metallo-Proteinasen®®) zu reinigen (Tage O -
4)39;43;46;49

Cyclooxygenasehemmer scheinen nicht nur in der Lage zu sein, die Prostaglandin-
synthese zu verhindern, sondern auch die Migration von Makrophagen und die Frei-
setzung von Enzymen aus Makrophagen zu minimieren®. Diese Reduktion kollage-
nolytisch wirkender Enzyme kodnnte sich positiv auf die Reissfestigkeit der Anasto-

mose auswirken.

Die Arbeitsgruppe um Futagami et al.>® untersuchte temporare Veranderungen in der
Lokalisation von COX-1 und COX-2 Proteinen und mRNA und die Expression dieser
Proteine nach Hautinzision im Rattentiermodell. Sie beobachteten einen markanten
Anstieg der COX-2 Expression innerhalb der ersten 12h nach Gewebetraumatisie-
rung mit einem Gipfel am 3. postoperativen Tag. Der Ausgangswert wird erst am 10.

postoperativen Tag wieder erreicht.
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In der proliferativen Phase zeigt sich, dass Makrophagen nicht nur eine wichtige Rol-
le bei der Wundreinigung und beim Gewebeabbau, sondern auch beim Aufbau neu-
en Gewebes spielen®.

Makrophagen bewirken tber die Freisetzung von bFGF und TGFa eine Aktivierung
von ortsstandigen Fibroblasten mit anschlieBender Wundkontraktion durch Myo-
fibroblasten und Bildung von Typ Il Kollagen.

Ab dem dritten Tag kommt es dann zum Auftreten von Typ | Kollagen, welches sich
durch eine gréRere ReiRfestigkeit im Vergleich zu Typ Il auszeichnet®*449°°_ Eine
Aktivitatshemmung der Makrophagen durch Cyclooxygenasehemmer in dieser Phase
der Wundheilung kénnte sich negativ auf die Anastomosenstarke auswirken durch

eine verspatete oder verringerte Kollagensynthese***".

Die Blutversorgung einer Anastomose ist abhangig von der Formation neuer Blutge-
faBe (Neoangiogenese)®*>°. Die Wiederherstellung der vaskularen Architektur in der

Anastomose beginnt ca. 48-72h nach Anlage der Darmwandnaht>®®’,

Die Neoangiogenese beginnt mit der Aktivierung von bereits vorhandenen Endothel-

zellen durch Zellmitogene, sogenannte Zytokine.

Durch verschiedene Arbeitsgruppen wurden in den letzten Jahren mehrere dieser
Substanzen identifiziert, unter anderem der Vasculo-endothelial-growth-factor
(VEGF), der Transforming-growth-factor a (TGFa), der Platelet derived-growth-factor
(PDGF) oder der Basic-fibroblast-growth-factor (bFGF)>®°*.

Die zytokininduzierte Initierung der Angiogenese wird Uber die Tyrosinkinase-
Rezeptor-Familie vermittelt. Dies fuhrt zu einer Erh6hung der Permeabilitat der Kapil-

laren und damit zum Austreten von Plasmaproteinen.
Die Endothelzellen beginnen sich unter der Einwirkung von sezernierten Zellmitoge-

nen zu teilen und proteolytische Enzyme, sogenannte Matrixmetalloproteasen zu

produzieren. Nach Degradation der Basalmembran der Gefal3e reagieren die Endo-
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thelzellen mit Proliferation und Migration und letztendlich der Ausbildung primitiver

tubularer Strukturen, die sich in weiteren Schritten zu neuen GefalRen umformen.

SchlieRlich kommt es zur Ausbildung neuer GefaRRe (Tage 3 - 14)°%%%%3_Cyclooxyge-
nasehemmer inhibieren die Neoangiogenese direkt durch Minimierung der Endothel-
zellproliferation und indirekt Gber die Hemmung der PGE2 Bildung. PGE2 stimuliert
die Ausschiittung von VEGF*,

Schliel3lich folgt die reparative Phase, in der besonders die Fibroblasten aktiv sind,
die Kollagenablagerung zunimmt und durch Kollagenvernetzung die Wunde an me-
chanischer Belastbarkeit zunimmt (Tage 10-80)%.

In der Frihphase der Wundheilung bis zum 4. Tag Uberwiegt nach tierexperimentel-
len Studien die Kollagenolyse tber die Kollagensynthese. In dieser Phase wird die
Anastomose also in erster Linie durch die Fibrinbildung stabilisiert. Die Kollagensyn-
these erreicht ihren Hohepunkt zwischen dem 5. und 7. Tag. Der Gesamtkollagenge-
halt muss allerdings nicht mit der Anastomosenfestigkeit korrelieren. Andere Fakto-
ren, wie Qualitat und Vernetzung des Kollagens haben einen Einfluss auf die Ana-

stomosenfestigkeit®**°.

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von selektiven Cyclooxygenase-2-Inhibitoren
auf die Anastomosenheilung nach Dickdarmresektionen im Kaninchenmodell zu un-

tersuchen.
Die Anastomosen wurden anhand ihrer mechanischen Belastbarkeit, ihnrer Morpholo-
gie (makroskopisch/mikroskopisch) und ihrer Durchblutung (Angiogenesescore) be-

urteilt. Hauptzielkriterium war der Berstungsdruck der Anastomose.

Anastomoseninsuffizienz, Berstungsdruck und Berstungsstelle

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Absolutwerte des Berstungsdrucks der
Anastomosen in der Valdecoxib-Gruppe tendenziell héher als in der Kontrollgruppe
oder in den anderen Therapiegruppen waren.

In der statistischen Auswertung zeigte sich jedoch kein Unterschied bzw. er war nicht

statistisch signifikant.
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Urséachlich fur die Erhéhung des Berstungsdrucks kénnte eine antiinflammatorische
Wirkung von Valdecoxib sein. Der Abfall der Leukozytenwerte vom 3. auf den 7.
postoperativen Tag war in der Valdecoxibgruppe statistisch signifikant héher als in

der Kontrollgruppe.

Jiborn et al.*® zeigten, dass eine Infektion ein Risikofaktor fiir eine Anastomosenin-

suffizienz ist.

Auch eine Beschleunigung der Kollagenreifung kénnte man diskutieren.

64
l.

Forslund et al.”” zeigten eine Verbesserung der Heilung von Achillessehnen im Rat-

tentiermodell nach Gabe des selektiven Cox-2-Hemmers Celecoxib.

Sowohl in der Valdecoxib-Gruppe als auch in der Kontrollgruppe bildete kein Tier

eine Anastomoseninsuffizienz aus.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen der Studie von Cahill et
al.®, in der die Anastomosenfestigkeit bei 20 Ratten nach Rofecoxibgabe im Ver-
gleich mit einer Kontrollgruppe untersucht wurde. 5 der mit Rofecoxib behandelten
Tiere bildeten eine Anastomoseninsuffizienz aus im Gegensatz zu 0 Ratten in der
Kontrollgruppe. Ausserdem war der Berstungsdruck der Anastomosen in der Rofeco-
xibgruppe signifikant erniedrigt. Hier zeigte sich durch die selektive COX-2 Hemmung
eine scheinbare Erniedrigung des Berstungsdrucks der Anastomose durch Rofeco-
xib.

Eine Ursache ergab sich aus den Studienergebnissen nicht, da es weder einen Un-
terschied in der mikroskopischen Beurteilung der Anastomosen gab, noch einen Un-
terschied im Angiogenesescore. Es wurde argumentiert, dass die Unterschiede in der
mechanischen Belastbarkeit an einer Verschlechterung der Kollagenvernetzung lie-

gen konnten.

Auch in dieser Studie konnte weder makroskopisch noch mikroskopisch ein Unter-

schied in der Morphologie der Anastomosen festgestellt werden. Weiterhin zeigte
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diese Studie auch keinen Unterschied in der Neoangiogenese zwischen den Thera-
piegruppen und der Kontrollgruppe.
Man hatte einen Unterschied erwarten konnen.

Hernandez et al.?®® zeigten, dass es unter einer selektiven COX-2 Hemmung zu einer
Reduktion von VEGF und hiertiber zu einer verminderten Neoangiogenese kommen

kann. Dies hatte sich negativ auf die Anastomosenheilung auswirken kdénnen.

Wilker*? konnte zeigen, dass es bei Drosselung der Durchblutung einer Anastomose

zu einer Abnahme der Anastomosenfestigkeit kam.

Der makroskopische Eindruck einer Anastomose unterschied sich in unserer Unter-
suchung unter selektiver COX-2 Hemmung nicht von dem der Kontrollgruppe, nicht
von dem der Resveratrolgruppe (selektive COX-1 Hemmung) und nicht von dem der
Metamizolgruppe (unspezifische COX-Hemmung). Weder eine verdnderte Entzln-
dungsreaktion (Granulozyten in der Anastomosenregion), noch die Ausbildung von
Granulationsgewebe wurde durch die perioperative Anwendung eines Coxibs be-

dingt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung:

Die Cyclooxygenase ist ein zentrales Enzym in der Eikosanoidsynthese aus der Ara-
chidonsaure der Zellmembran. Im wesentlichen sind zwei relevante Isoformen be-
kannt, die konstitutive COX-1 und die durch Entzindungen oder in der Tumorgenese
induzierbare COX-2. Die Produkte der COX-2 induzieren und unterhalten Entzin-
dungen und Schmerzen, stimulieren Tumorwachstum und die Neoangiogenese im

Rahmen der Wundheilung und der Tumorgenese.

Traditionelle nichtsteroidale Antiphlogistika haben zumeist einen Effekt auf beide der
Isoformen und damit auch ein entsprechendes Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil.
Spezifische COX-2 Hemmung kénnte die Nebenwirkungen reduzieren und in zentra-
le Prozesse eingreifen. Klinisch ist diese Medikamentengruppe — die Coxibe — durch
ein erhohtes kardiovaskulares und renales Nebenwirkungsprofil in Verruf geraten und
damit im Einsatz seither weitgehend eingeschrankt.

Aufgrund der perioperativen Einsatzmoglickeiten der Coxibe zur Verbesserung des
postoperativen Analgesieregimes, wollten wir in dieser Studie relevante Nebenwir-
kungen - gerade in der Abdominalchirurgie - unter dem Fokus auf die Hemmung der

Cyclooxygenase untersuchen.

Material und Methoden :

In unserer Studie wurde eine Serie von 80 New Zealand Kaninchen in 4 Gruppen
randomisiert und anschlielend tber eine mediane Minilaparotomie Kolonsegmentre-
seziert und End-zu-End reanastomosiert. Gruppe 1 (n=20) wurde mit Valdecoxib
(Bextra®), einem spezifischem COX-2 Inhibitor, behandelt. Gruppe 2 mit Metamizol-
Na (Novalgin®), einem in Europa in der Abdominalchirurgie haufig eingesetzten An-
algetikum. Gruppe 3 mit Resveratrol, einem spezifischen COX-1 Inhibitor und Gruppe

4 mit einem Plazebo gleichen Volumens.

Die Fallzahlberechnung erfolgte nach dem Hauptzielkriterium, dem Berstungsdruck

der Anastomosen.
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Die Anastomosenheilung wurde nach sieben Tagen in vitro getestet. Anschlieend
wurden Schnittpraparate zur Immunhistochemischen CD 31 Untersuchung bearbei-
tet. Mit diesem polyklonalen Antikorper wurde die Vaskularisation der Anastomose
untersucht. Zudem wurden praoperativ, am dritten und siebten postoperativen Tag
Blutwerte bestimmt. Statistische Analysen wurden mittels des Mann-Whitney U Test,

Fishers exaktem Test und dem T-Test durchgefihrt.

Ergebnisse :

Es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Verumgruppen und
der Kontrollgruppe bezuglich der Rate an Anastomoseninsuffizienzen, des Bers-
tungsdruckes oder der Gefalidichte in der Anastomosenregion.

Die Nierenretentionswerte waren in der Coxibgruppe nicht erhoht.

Hamoglobin relevante Blutungskomplikationen gab es in keiner der Gruppen.
Schlussfolgerung:

Kaninchen unter perioperativer Coxibgabe haben kein erhdhtes unmittelbar postope-
ratives Risikoprofil.

Die durch die Studie erfasste perioperative Komplikationsrate war durch die spezifi-
sche COX-2 Hemmung nicht erhdht und v.a. war die Anastomosenheilung nach einer
Kolonsegmentresektion nicht beeintrachtigt.

Aufgrund der Mdglichkeit, das perioperative akute Analgesieregime zu erweitern, und
eine effektive nichtopioid-basierte Langzeitmedikation einzusetzen, scheinen Coxibe

in der Abdominalchirurgie weiterhin eine Alternative zu sein.

Im Kaninchenmodell gab es keine klinisch relevanten Nachteile in der Valdecoxib-

Gruppe.
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sparliches Entzindungsinfiltrat in der Lamina propria (Hamatoxylin-
Eosin Farbung).
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Angiogenesescore in der Anastomosenregion

Querschnitt durch die Mukosa in der Anastomosenregion eines mit
Valdecoxib behandelten Tieres. Es zeigen sich einige Gefal3e mit CD-
31 positivem Endothel (200fache Vergroél3erung; Lichtmikroskopie)
Querschnitt durch die Mukosa in der Anastomosenregion eines Tieres
aus der Kontrollgruppe. Es zeigt sich eine starke Neovaskularisation

(200fache VergroRerung; Lichtmikroskopie)
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operativen Tag

Abbildung 23:  Verlauf der Harnstoffwerte praoperativ, am dritten und am siebten

postoperativen Tag
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