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1. Einleitung
1.1 Motivation und Zielsetzung der Arbeit

Nach abdominalchirurgischen und gynakologisch-operativen Eingriffen bilden sich im
Rahmen des normalen Heilungsprozesses haufig peritoneale Verwachsungen aus. Die-
se konnen zeitlebens zu Komplikationen wie abdominellen Schmerzen, sekundarer In-
fertilitat, Gedeihstérungen im Kindesalter und lleus fihren (1-6).

Um dies zu vermeiden, wurden bislang mehrere antiadhasive Substanzen erforscht,
bislang jedoch ohne zufriedenstellende Erfolge zu erzielen.

Ein weiterer Ansatz in der Adhasionsprophylaxe bildet der Einsatz von FC-77, einem
Perfluorocarbon, als mdgliches Antiadhasivum.

Perfluorocarbone sind aus der Flussigkeitsbeatmung bekannt und durch ihre positiven
antiinflammatorischen und antikoagulatorischen Eigenschaften aufgefallen (7-11). De-
genhardt et al. testete in einer vorangegangenen Versuchsreihe das Medikament auf
die Mdglichkeit der peritonealen Applikation an Ratten mit positiven Ergebnissen (12).
Mit dieser Arbeit wird die Wirkung von Perfluorocarbon in der Abdominalhdhle in Ab-
hangigkeit von Applikationsmenge und Applikationszeitraum weiter untersucht um die
optimale Applikationsdosis in Relation zu maximaler Unterdrickung der Adhasionsbil-
dung zu ermitteln. Ebenfalls Objekt der Untersuchung sind mégliche Auswirkungen auf

die Lunge im Zuge der Elimination des Medikaments.

1.2 Aufbau der Arbeit

Zunachst wird in Kapitel 2 die historische Grundlage gelegt und die klinische und wirt-
schaftliche Relevanz erlautert, in Kapitel 3 werden dann theoretische Grundlagen der
Wundheilung und die bisherigen Ansatze der Adhasionsprophylaxe erlautert. In Kapitel
4 wird der Versuchsaufbau beschrieben, ebenso die einzelnen histologischen Aufberei-
tungsmethoden und Farbungen. AnschlieRend werden in Kapitel 5 die makroskopi-
schen und mikroskopischen Ergebnisse der Untersuchung vorgestellt und in Kapitel 6

interpretiert. Die Arbeit schlief3t mit einer Zusammenfassung.



2, Historischer Hintergrund und Relevanz
2.1 Historischer Hintergrund

Ende des 19. Jahrhunderts wusste man bereits um peritoneale Adhasionen als Folge
abdomineller und gynakologischer Operationen. 1872 wurde erstmals in der Fachlitera-
tur Uber das Auftreten von postoperativen Adhasionen als Ursache eines Dunndarm-
ileus berichtet (13).

Die Verbesserung der anasthesiologischen und antiseptischen Moglichkeiten Ende des
19. Jahrhunderts fuhrte zu einem rapiden Anstieg abdominalchirurgischer Eingriffe und
in dessen Folge zu rasant steigenden Zahlen an adhasionsbedingten Problemen. Die
Verwachsungen fuhren aul3er zu dem durch Bryant (13) 1872 beschriebenen letal en-
denden mechanischen lleus nach vorangegangener Ovarektomie, haufig zu abdominel-
len Schmerzen, sekundarer Infertilitat und Gedeihstorungen im Kindesalter (1-4, 14,
15). Bei dialysepflichtigen Patienten kdnnen aufgrund der Adhasionen Peritonealdialy-
sen nicht oder nur schwierig durchgeflhrt werden; gleiches gilt flr peritoneal applizierte
Chemotherapien (16, 17).

Im Neugeborenen- und Kindesalter stellt die Ausbildung peritonealer Adhasionen ein
Problem mit weitreichenden Folgen dar. Besonders Fruhgeborene neigen aufgrund ih-
rer Unreife zu einer hohen Anzahl an intestinalen Komplikationen wie nekrotisierender
Enterokolitis, Mekoniumtransportstorungen und fokaler intestinaler Perforation (5, 6,
16), die haufig chirurgisch therapiert werden missen. Daraus resultierende Adhasionen
fuhren bei geringerer allgemeiner Belastbarkeit der Kinder und begrenzteren anatomi-
schen Verhaltnissen zu erschwerten Operationsbedingungen bei Wiederholungseingrif-
fen mit z.T. erheblicher Verlangerung der Operationszeit.

Eine 1984 von Wilkins et al. durchgefuhrte retrospektive Studie stellte heraus, dass in
einem Beobachtungszeitraum von 10 Jahren 8% aller primar laparotomierten Neugebo-
renen (Operation aufgrund unterschiedlichster Diagnosen wie Gastroschisis, diaphrag-
male Hernie, Nekrotisierende Enterokolitis, etc.) aufgrund von Adhasionen relaparoto-
miert werden mussten (5).

Die Letalitat der Eingriffe steht hier in direkt umgekehrt proportionaler Beziehung zum
Alter der Patienten. Schuitze et al. beobachteten bei den 4- bis 14- jahrigen eine Letali-
tat des Adhasionsileus von 1.1%, wahrend die Kinder im Alter von 3 Monaten bis zum
3. Lebensjahr eine Letalitat von 8.2% aufwiesen. Kinder im Alter unter 3 Monaten wie-



sen eine Letalitatsrate von 40.4% auf (18). Auch liegt die Mortalitatsrate bei Adhasions-
ileus hoher als bei Erwachsenen (6). Zudem kdnnen die Adhasionen Gedeihstorungen
verursachen und schon im Kindesalter den Grundstein fur sekundare weibliche Infertili-

tat durch Verlegung der Tuben darstellen.

Die Ausbildung von peritonealen Adhasionen liegt in der besonderen Heilungsfahigkeit
des Peritoneums begrindet: zeitgleich bilden sich kleine Inseln mesothelialer Zellen, die
spater in eine einheitliche Decke aus Zellen proliferieren (19). Nach Verletzung des Pe-
ritoneums wandern Zellen der Immunabwehr ein, die durch Freisetzung zellularer Medi-
atoren und der Expression von Thromboplastin einen Fibrinfilm tuber dem Defekt orga-
nisieren.

Treten zwei geschadigte Oberflachen in Kontakt, kdnnen sich adhasive Strange zwi-
schen den beiden Oberflachen bilden (20). Es handelt sich hierbei um eine Disbalance
von Fibrinogenese und Fibrinolyse (21). Fremdkorperpartikel und Blutreste bieten dabei

einen zusatzlichen proadhasiven Faktor bei der Entstehung von Adhasionen (22, 23).

Im Jahr 2007 wurde am Universitatsklinikum Berlin, Charité, Klinik fur Kinderchirurgie,
eine tierexperimentelle Studie durchgefuhrt, bei der eine mogliche Adhasionsprophylaxe
durch Perfluorocarbone —77 (FC-77) mit dem bekannten Antiadhasivum Adept® vergli-
chen wurde (12). Bei frUheren tierexperimentellen Arbeiten wurde beobachtet, dass
PFC die Akkumulation von Monozyten und neutrophilen Granulozyten unterdrickt und
eine antikoagulatorische Wirkung besitzt (7-11, 24, 25). Anhand dieser Ergebnisse und
aufgrund seiner niedrigen Oberflachenspannung, die zu einer gleichmafigen Verteilung
auf der Serosa fuhrt, wurde FC-77 als Agens zur mdglichen Prophylaxe peritonealer
Adhasionen und Bildung von Fremdkdrpergranulomen ausgewahlt.

Die Versuche ergaben eine deutliche, wenn auch nicht signifikante Uberlegenheit der
FC-77 Gruppe gegenuber der Adeptgruppe. Wahrend der Untersuchungen war auf den
intraabdominellen Organen der Tiere der FC-77-Gruppe ein makroskopisch flacher
weiller Belag aufgefallen, der sich auf mikroskopischer Ebene als vakuolisierte
Makrophagen darstellte. Das durch die Makrophagen aufgenommene FC-77 wird auf
dem Lymphweg abtransportiert, die weitere Elimination ist bisher noch unklar.

Bei intravendser Applikation werden Perfluorocarbone von Makrophagen in Leber, Milz
und andere Zellen des RES (retikuloentdothelialen Systems) aufgenommen. Ausge-

schieden werden Perfluorocarbone fast ausschliel3lich per Exhalation Uber die Lunge,



zu einem geringem Anteil per Transpiration Uber die Haut oder durch bilidre Exkretion
mit dem Stuhl (26).

Der Durchmesser der den intraabdominellen Organen auflagernden vakuolisierten
Makrophagen ist so grof3, dass dies moglicherweise zu Komplikationen wie z.B. einer
Embolie fuhren konnte (12).

Diese nun weiterfUhrende tierexperimentelle Studie hat zum einen den Zweck, die
mdgliche Komplikation der Embolie zu erforschen, wie auch die zeit- und dosisabhangi-
ge Wirkung von FC-77 zu dokumentieren.

Hypothesen der Arbeit sind:

HO1: FC-77 reduziert die durch Fremdkorper induzierten Adhasionen in der

Bauchhohle nicht wesentlich.

HO02a: Eine Wirkung des FC-77 ist nicht dosisabhangig ablesbar.
HO02b: Eine Wirkung des FC-77 ist nicht zeitabhangig ablesbar.

HO03: FC-77 induziert Embolien.

2.2 Epidemiologie und klinische Relevanz

Die Inzidenz der postoperativen Adhasionen liegt abhangig von verschiedenen Studien
in einem Rahmen von 67% bis 93% nach allgemein abdominalchirurgischen Eingriffen
(4, 6, 14, 19, 27, 28). Nach offen gynakologischen Eingriffen ist sogar eine Rate von bis
zu 97% zu verzeichnen. Ungefahr 1% aller chirurgischer Hospitalisationen und 3% aller
durchgefuhrten Laparotomien werden aufgrund von intestinalen Obstruktionen durchge-
fuhrt; somit stellen die postoperativen Adhasionen ein grol3es wirtschaftliches wie auch
klinisches Problem dar (19).

Peritoneale Adhasionen kénnen Ursache vieler Symptomenkomplexe sein, wie chroni-
scher Abdominalschmerzen, mechanischem lleus, sekundarer Infertilitat und kindlicher
Gedeihstérungen (1-4, 14, 15, 19, 27, 29).



So werden postoperative Adhasionen bei Darmverschluss in 40% der Falle als auslo-
sende Ursache angesehen, bei Dunndarmileus sogar in 60-70% der Falle (30). Der I-
leus bei padiatrischen Patienten hat einen ebenso hohen Stellenwert: 8% der im Neu-
geborenenalter operierten Kinder mussen spater wegen eines Bridenileus chirurgisch
therapiert werden (19). Adhasionen konnen zudem im Kindesalter einen insgesamt ne-
gativen Einfluss auf die normale Gewichts- und Grolienzunahme bis hin zu Gedeihsto-

rungen haben (31).

Eine 1996- 2002 durchgefuhrte Studie verfolgte 1581 Kinder- und Jugendliche, die ei-
nen abdominalchirurgischen Eingriff hatten; davon mussten 1.1% der unter 16-jahrigen
aus klar adhasionsbedingten Grinden rehospitalisiert werden, bei 8.3% der rehospitali-
sierten Kindern wurde ein ,moglich adhasionsbedingter” Einweisungsgrund genannt
(31). Weiter konnte beobachtet werden, dass Adhasionsformationen abhangig vom Ini-
tialeingriff in der Haufigkeit drastisch schwanken. So wurden nach einer Studie von
Grant et al. (2007) nach Appendektomien nur 0.3 % der Kinder aus adhasionsbedingten
Grinden erneut operiert, nach chirurgischer Intervention des Duodenums waren die

hochsten Raten mit 4.7% zu verzeichnen (31).

Bei Reoperationen werden Mortalitat und Morbiditat der Patienten durch die Adhasio-
nen dahingehend negativ beeinflusst, da sie meist die Operationszeit verlangern und
das intraoperative Risiko aufgrund eines erhohten Verletzungsrisikos insbesondere von
Darm, Blase und Harnleitern, wie auch einer erhohten Blutungsgefahr ansteigt.

So stellte eine 1998 von Beck et al. mit 1791 Patienten durchgeflhrte Studie heraus,
dass sich die Operationszeit bei Auftreten von Adhasionen im Mittel um 34 Minuten ver-
langert (1-240 Minuten), was insgesamt ca. 20% der gesamten Operationszeit ent-
sprach (32). Eine andere Studie von van der Krabben et al. (2000) wiederum stellte
heraus, dass durch jede zusatzliche Verlangerung der Operationszeit durch Adhasio-

lyse um 30 Minuten, der Krankenhausaufenthalt um einen Tag verlangert wird (33).

Ein weiteres Problem der postoperativen Adhasionen ist das erhdhte Verletzungsrisiko
bei Folgeoperationen. Eine Mittellinien- Vertikallaparotomie induzierte in 70% der unter-
suchten Studienpatienten Adhasionen der Laparotomienarbe zu anderen peritonealen
Organen und der abdominalen Wand unter Mitbeteiligung des Darms (68% der Falle)
und des Omentums (67% der Falle) (34).



Eine Studie von Luijendijk et al. (34) wies die oOrtliche Verteilung in absteigender Haufig-

keit der Adhasionen bei den Patienten wie folgt aus:

- Omentum

- Dunndarm

- Bauchwand

- Weibliche Geschlechtsorgane
- Kolon

- Leber

- Magen

- Retroperitoneum

- Milz

Die Laparotomienarbe war in 71% der Falle durch eine Bride mit einem Organ verbun-
den, in 53% war der Ort der Operation mit einem anderen Organ adhasiv verbunden
(35).

Die Adhasionen konnen sich prinzipiell durch die gesamte Bauchhdhle aufspannen, so
dass bei einer spater durchgefuhrten Laparoskopie eine sichere und risikoarme Platzie-
rung der Trokare gefahrdet ist. So wurde bereits von Van der Voort in einem kollektiven
Review mit Uber 29 000 Patienten die Verletzung des Darms durch den Trokar oder die
Veress-Nadel als die haufigste Ursache laparoskopisch verursachter Darmverletzungen
aufgefuhrt (42% aller Darmverletzungen, die durch laparoskopische Instrumente verur-
sacht werden), wobei in 69% der Falle Adhdsionen oder vorangegangene Laparotomien

angefuhrt wurden (36).

Doch stellen lleus und erhohtes Operationsrisiko bei erneuter Operation nur zwei der
vielen Probleme dar, die Adhasionen auslosen konnen. Bei vielen Patienten treten ,un-
klare“ chronische abdominelle Schmerzen auf, bei einigen Frauen fuhren peritubulare
Verwachsungen zu einem gestorten Eitransport, paraovarial gelegene peritubulare
Verwachsungen storen das Follikelwachstum (37). Auffallig werden diese Frauen durch
Infertilitat oder durch erhdhte Zahlen ektoper Schwangerschaften. So haben mehrere
Studien eine Rate von 15-20% der weiblichen Infertilitdt aufgrund von Adhasionen fest-
gestellt (20, 34). Schwangerschaftsraten konnten nach Adhasiolyse auf 38-52% bei den

vorher infertilen Patienten gesteigert werden (20).
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Betrachtet man die Mannigfaltigkeit der Symptome, die hohen Fallzahlen an Betroffe-
nen, wie auch die Schwere der Beschwerdebilder, so wird der hohe Stellenwert deut-

lich, die der Behandlung und Pravention dieser Erkrankung zukommt.

2.3 Wirtschaftliche Relevanz

Uber die Kosten, die postoperative Adh&sionen verursachen sind bisher relativ wenige
Studien durchgefuhrt worden. Aus den vorhandenen Daten jedoch Iasst sich eindeutig
ablesen, dass das Management der operationsbedingten Adhasionen auch Jahrzehnte

nach der initialen Operation noch einen immensen Kostenfaktor darstellt.

So haben z.B. Kossi et al. (2004) in einer retrospektiven Studie in Finnland die Kosten
fur die chirurgische Akutbehandlung des lleus aufgrund von postoperativen Adhasionen
innerhalb eines Jahres von 205.574 USD (US Dollar) ermittelt (29). Diese Kosten ver-
teilten sich dabei auf 101 Patienten und insgesamt 176 Operationen. Vergleichsweise
beliefen sich die Kosten fur die Behandlung eines adhasionsbedingten lleus fur ein
Krankenhaus eines Einzugsgebietes von ca. 450.000 Menschen auf etwa die
aquivalente Kostenmenge, die der Behandlung der Krebserkrankungen des Magens

dort zukommen (29).

Eine 1994 von Ray et al. (38) in den USA durchgefuhrte Studie hat jahrliche Kosten fur
Krankenhausaufenthalte und Operationen von insgesamt 1.33 Milliarden USD ermittelt.
Bei 303.836 adhasionsbedingten Hospitalisationen entspricht das 4.377 USD pro Kran-
kenhausaufenthalt. Weiter stellten diese 303.836 Krankenhausaufenthalte 1% aller
Hospitalisationen insgesamt dar und ergaben 117.3 stationare Aufenthalte pro 100.000
Einwohner.

Adhasiolyse wurde in 19% der Falle als Einweisungsgrund angegeben, bei 81% der
Falle wurde sie sekundar zu anderen Eingriffen durchgefihrt. Insgesamt wurden 58.241
Falle zur primaren Adhasiolyse eingewiesen und kamen mit einem durchschnittlichen
Aufenthalt von 9.7 Tagen auf insgesamt 564.938 Tage Krankenhausaufenthalt. Bei Ein-
griffen, bei denen Adhasiolyse als sekundarer Eingriff durchgefiihrt werden musste,

wurden 281.477 Krankenhausaufenthaltstage gezahlt, wobei die Liegedauer der Patien-
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ten sich im Durchschnitt um 1-2 Tage im Vergleich zu Patienten ohne zusatzliche Ad-
hasiolyse verlangerte (38).

Bei den oben genannten Kosten sind die Ausgaben flr Laboruntersuchungen, apparati-
ve Diagnostik, etc. nicht erfasst. Diese zusatzlichen Kosten werden im Jahr auf 881.5
Mio. USD geschatzt.

Parker et al. (39) stellten mit der SCAR Gruppe (Surgical and Clinical Adhesion Re-
search) eine 6konomische Rechnung der Kosten fiir Rehospitalisationen aufgrund ad-
hasionsbedingter Problematiken auf. Sie hat alle Laparotomien der schottischen Bevol-
kerung des Jahres 1986 erfasst und in einem Zeitraum von 10 Jahren die erneuten
Krankenhausaufenthalte verfolgt.

Dabei konnte beobachtet werden, dass 33% der Patienten innerhalb der folgenden 10
Jahre erneut stationar aufgenommen wurden; mit einem Mittelwert von 2.2 Wiederauf-
nahmen pro Patient. 54% der Patienten wurden einmal, 41% der Patienten wurden 2
bis 5 Mal, 5% der Patienten wurden mehr als 6 Mal wieder aufgenommen. Eine Patien-
tin wurde 20-mal wieder aufgenommen. Die Kosten fur die adhasionsbedingten Wie-
deraufnahmen im Zeitraum von 10 Jahren beliefen sich in GroR3britannien auf tUber £500
Millionen (39, 40).

Eine schwedische Studie von Tingstedt et al. (41) hat retrospektiv die Wiederaufnahme
von Patienten aufgrund von lleus betrachtet, die von 1987 bis 1992 abdominalchirur-
gisch versorgt wurden. Von den 102 Studienpatienten wurden 52% einmalig, 43.1% 2-5
Mal und 4.9% mehr als 10 Mal aufgrund von adhasionsbedingten Problemen wieder-
aufgenommen. Insgesamt waren die Patienten 2.060 Tage hospitalisiert, was Kranken-
hauskosten von 1.588.593€ entspricht, 6.072€ pro Krankenhausaufenthalt.

Zusatzlich zu den Krankenhauskosten haben Tingstedt et al. die Kosten berechnet, die
durch Krankschreibung der Patienten entstanden. 48% der Patienten konnten Krank-
schreibungen beanspruchen. Insgesamt wurden 1.406 Krankentage verordnet, wovon
im Mittel 12 Tage wahrend des Krankenhausaufenthaltes und 7 Tage nach Entlassung
aus dem Krankenhaus genutzt wurden. Bei einer mittleren Entschadigung durch die
Krankenkassen von 50€ pro Tag (Werte vom Nation Social Insurrance Office) ergeben
sich Kosten von 70.300€ allein fir die Krankschreibungen.

Hinzu kommen noch die indirekten Kosten, die der Wirtschaft aufgrund der fehlenden

Arbeitskraft entstehen. Bei einem Durchschnittslohn von 12€/h ergibt sich ein Verlust
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von 134.976 €. Insgesamt belaufen sich die Kosten von Krankenhausaufenthalt, exter-
nen Arztbesuchen, Krankschreibung und Ausfall der Arbeitskraft auf 1.800.532 € fur die
Studiengruppe allein (41).

Bei diesen Studien sind jeweils die Kosten fur die Behandlung der Patienten mit chroni-
schen Abdominalschmerzen und Infertilitat nicht aufgefuhrt. Ebenfalls nicht oder nur
geringfugig beachtet sind viele diagnostische Vorgange wie Laboranforderungen und

radiologische Konsilien, Medikamente und Blutprodukte.

Postoperative Adhasionen fuhren so zu grof3en wirtschaftlichen Belastungen, da ein
grolRer Teil der Patienten rehospitalisiert werden muss, was mit erneuten Operations-
und Krankenhauskosten einhergeht. Zum anderen verursachen die erneuten Hospitali-
sierungen Arbeitsausfalle, die ebenfalls erhebliche wirtschaftliche Ausfalle zur Folge
haben. Eine Reduzierung der adhasionsbedingten Rehospitalisierungsrate wurde somit

zu immensen wirtschaftlichen Einsparungen fihren.

3. Theoretische Grundlagen
3.1 Besonderheiten der Wundheilung des Mesothels und daraus resultierende

Pathogenese der Adhasionen

Das Peritoneum ist die grof3te serose Membran im gesamten Korper und mit einer
Oberflache von 2m? entspricht sie der GroRe der Oberfliche der Haut. Als Pars
visceralis Uberzieht es viszerale und parenchymatose Organe wie Leber, Milz,
Pankreas, Gallenblase wie auch den gesamten Gastrointestinaltrakt, als Pars parietalis
kleidet das Peritoneum die Bauchhohle allseitig aus (42-44).

Aufgebaut ist das Peritoneum aus einer einzelnen Schicht mesothelialer Zellen
mesenchymalem Ursprungs welche einer Schicht Submesothel aufgelagert sind (44).
Diffusion und Reabsorption von Flussigkeit kann frei Uber die Mesothel- und die
Submesothelschicht erfolgen (45).

Nach einer Verletzung heilt das Peritoneum in einer anderen Weise als die Haut.
Wahrend die Wundheilung der Haut durch Proliferation von Epithelzellen von der
Peripherie hin zur Mitte des Defektes von Statten geht, lauft die Wundheilung des
Peritoneums durch zeitgleiche Bildung kleiner Inseln mesothelialer Zellen, die spater in
eine einheitliche Decke aus Zellen proliferiert, simultan ab (19). So dauert die
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Wundheilung einer grof3eren Hautverletzung langer, als die einer kleineren, wobei die
Wundheilungszeit mesothelialer Defekte von der Grofle des Defektes unbeeinflusst
bleibt.

Eine Verletzung des Peritoneums fihrt zunachst zur Desquamation der verletzten
mesothelialen Zellen wie auch zu einer inflammatorischen Reaktion, die durch zellulare
Infiltration, Formation serdsangindser Exsudate und einem Proliferationsimpuls der
umgebenden mesothelialen Zellen gekennzeichnet ist (46).

Eingewanderte Zellen der Immunabwehr wie auch die verletzten mesothelialen Zellen
setzen zellulare Mediatoren (vor allem IL-8, TNFa, IL-6,TGF-3, PDGF) frei, die zu einer
Migration weiterer Immunzellen wie Monozyten, Leukozyten und segmentkernige
Granulozyten zu der verletzten Stelle fihren. Die Monozyten differenzieren ,vor Ort* zu
Makrophagen und binden sich dann an die Wundoberflache.

Durch Produktion zellularer Mediatoren, der Expression von Thromboplastin (Faktor III)
durch die Makrophagen und mesothelialen Zellen, wird der extrinsische Weg der Gerin-
nungskaskade angestol3en, so dass sich ein zunachst I6slicher Fibrinfilm Gber dem Me-
sotheldefekt organisiert. Aus diesem I6slichen Fibrinfilm, bestehend aus Fibrinmonome-
ren, werden erst I6sliche Fibrinpolymere und dann unldsliche Fibrinpolymere, die dann
ihrerseits mit Proteinen interagieren um den Fibrinfilm zu bilden, der sich fest Uber den
Defekt legt. Der Fibrinfilm beinhaltet weiter Leukozyten, Erythrozyten, Endothelzellen,

Epithelzellen, Mastzellen und zellularen Debris (19, 43).

Treten nun zwei geschadigte peritoneale Oberflachen in Kontakt, wahrend sie mit
diesem Fibrinfilm Uberzogen sind, bildet sich eine Adhasion zwischen den beiden
Oberflachen. Dieses geschieht nicht nur unmittelbar postoperativ, sondern kann bis zu

5 Tage postoperativ gebildet werden (20).

Physiologischerweise stehen die Prozesse der Fibrinogenese und der Fibrinolyse in
einem genau balancierten Gleichgewicht, so dass Plasmin normalerweise die fibrindsen
Verbindungen in ihre 16slichen Bestandteile abbaut.

Diese fibrinolytische Aktivitat hangt mal3geblich von der Anwesenheit und Aktivitat
immunkompetenter Zellen und entzindungsbeeinflussender Stimuli ab, die im
entzindeten Peritoneum bzw. nach chirurgischer Manipulation vermindert sind. So
werden nach chirurgischem Eingriff und bei Entzindung des Peritoneums insbesondere

TNFa, IL1 und IL6 ausgeschuttet; diese Mediatoren wiederum fuhren zu einer
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Erh6hung der Plaminogen-Aktivator-Inhibitoren 1 und 2. Diese Enzyme inhibieren
ihrerseits den tissue-Plasminogen-Aktivator (tPA) und den urokinase-type plasminogen
activator das inaktive Plasminogen zu Plasmin umzuwandeln, welches in der Lage ware
die Fibrin Gelmatrix in einzelne Fibrinmonomere zu spalten. So jedoch bleiben die
Fibrinverbindungen bestehen und werden durch Umbauprozesse in bindegewebige
Strange umgebaut (21, 47-49).

Peritoneale Wundheilung

Peritoneale Reizung
chirurgisch/nicht-chirurgisch

Freisetzung von
vasoaktivem Kinin
und Histamin

Entzindung

Fibrindses Exsudat

v

Fibrinmatrix
Plasminogenaktivatoren Plasminogenaktivatorinhibitoren
(t-PA, u-PA) (PAI-1, -2, -3)
Plasminogen —® Plasmin Unterdrickung peritonealer Fibrinolyse
FDP <« _F_i_brin <« Fib_rin_ogen Umbguprozessg des Fibrins
(Abbau der fibrindsen Strange - Fibrinolyse) (bindegewebiger Umbau)

Normale Heilung

l l
_

Abb 1: Peritoneale Heilungsprozesse nach Kamel,R. (21)

Wo zu Beginn die adhasiven Strange zum groften Teil aus Makrophagen, Fibroblasten,

Fresszellen und Mastzellen bestehen nimmt die Zahl der Fibroblasten im Laufe der Zeit
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ab und die Adhasionen differenzieren zu vaskularisierten Strangen aus kollagenen Fa-
sern. Die alteren Adhasionen sind zudem oft mit Mesothel Uberzogen (35).

3.2  Ansatze in der Adhasionsprophylaxe

Ziel in der Adhasionsprophylaxe ist die allgemeine Inzidenz, die Schwere der Auspra-
gung und die Schwere der Folgen zu reduzieren, wahrend die Heilung normal und ohne
Infektionen verlaufen kann. Seit Bryants Erstveroffentlichung 1872 (13) wurden viele
Strategien entwickelt um die Bildung von Adhasionen zu unterbinden. Obwohl viele un-
terschiedliche Moglichkeiten untersucht wurden, waren nur wenige erfolgsverspre-
chend, so dass bis zum heutigen Tag die einzige Behandlungsmaoglichkeit bei Adhasi-
onen die chirurgische Adhasiolyse bleibt. Diese Methode wird allerdings auch nur bei
symptomatischen Patienten als letzte Therapieoption genutzt, da sich meist chirurgisch

entfernte Verwachsungen an gleicher Stelle neu formieren (2).

Um Adhasionen verhindern zu kdnnen, musste erst die zugrundeliegende Pathologie
der Adhasionen erforscht werden. Durch die Kenntnisse um die proadhasiven Faktoren
wie lokale Ischamie, chirurgische Traumatisierung des umliegenden Gewebes, Entzin-
dung, Blutung, Austrocknung von Gewebe und Serosaoberflachen, Hitzeschaden und
Reaktionen auf Fremdmaterial wie Talk, Nahtmaterial, Abrieb von Baumwolltupfern
(Lint) und irritierende Spulldsungen konnten bereits Mal3nhahmen getroffen werden, um
auf diesem Gebiet die pathogenen Faktoren auszuschalten (21). So konnte die Zahl der
Verwachsungen durch Reduzierung der intra-peritonealen Nahte, vorsichtigeres Gewe-
bemanagement, Vermeidung von lokaler Ischamie und Austrocknung des Gewebes und
durch Verabreichung einer Infektionsprophylaxe minimiert werden (38). Ein grof3er
Ruckgang an Verwachsungen konnte beobachtet werden, als die Verwendung von ge-
puderten Handschuhen zugunsten ungepuderter Handschuhe weitgehend eingestellt
wurde (34, 38, 50).

Auch durch die Verwendung cottonfreier Tupfer und Bauchtucher kann die Anzahl der
peritonealen Verwachsungen reduziert werden. So wurden in Case Reports von Tinker
et al. (1974) und von Janoff et al. (1983) Lintpartikel als Ausléser schwerer granuloma-
toser Peritonitiden und Briden genannt (51-53). Van den Tol et al. stellten 1997 in einer
Studie am Tiermodell Baumwolltupfer in Vergleich zu Tupfern aus Rayon-Polyester-
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Gemisch (Fastsorb®). Dabei ergaben sich signifikant hohere Adhasionsscores in der
Gruppe der mit Baumwolltupfer behandelten Tiere, als in der Fastsorb®-Gruppe (54).
Eine 2004 durchgefuhrte Studie der Charité von Grund et al. verglich die antiadhasive
Wirkung von Gamma Wipe 120®, einem Tupfer aus 100% Polyester, mit herkdmmli-
chen Baumwolltupfern. Auch hier lie sich eine signifikant geringere Auspragung der
Adhasionen in der Gamma Wipe 120® — Gruppe feststellen (55).

Ein weiterer Ansatzpunkt zur primaren Adhasionsprophylaxe ist die Reduktion des Ein-
satzes des Elektrokauters im peritonealen Bereich. In einer Studie von Bellina et al.
konnte beobachtet werden, dass ausgedehnte Kauterisierung zu tiefgreifender subme-
sothelialer Blutung und Nekrose fluhrt, infolge dessen die Heilung erst mit bis zu drei
Wochen Verzégerung abgeschlossen werden konnte (56, 57). So kbnnen durch Reduk-

tion der Kauterisierung auf ein Minimum auch die Adhasionen reduziert werden.

Allein durch sorgfaltige Operationstechnik kdnnen die Verwachsungen allerdings nicht
eliminiert werden, so dass viele Substanzen als Adhasionsprophylaktika erforscht wur-
den.
Es gibt dabei funf Hauptmechanismen, die die Adhasionsbildung beeinflussen kénnen:
- Reduzierung der peritonealen Verletzung
- Unterbindung der Fibrinogenese
- Unterstutzung der Fibrinolyse
- Unterdrickung der entzundlichen Prozesse

- Raumliche Trennung der verletzten Oberflachen

Unter Reduktion der peritonealen Verletzung sind MaRnahmen wie laparoskopische
Zugang statt Laparotomie und die peritoneale Applikation von 32% Dextran 70 zu ver-
stehen (50). Durch geringere Traumatisierung erhoffen sich die Forscher konsekutiv

geringere Adhasionsformation.

Ein weiterer Ansatzpunkt der Forschungen liegt in der Fibrinogenese. Agenzien wie
Heparin und Adenosin wirken durch Reduzierung der Fibrinablagerung. Allerdings gibt
es hier teils kontroverse Studienergebnisse bezuglich der Effektivitat der Adhasionsre-
duktion; Fukasawa et al. grenzten in ihrer Studie die Applikation sehr stark ein (Applika-

tion fur 2 Tage, Start der Applikation direkt nach der Manipulation, Applikation von ma-
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ximal 7.5x10 U/kg/Tag) um einen potentiell adhasionsmindernden Effekt zu erreichen
ohne unerwunschte Nebeneffekte wie Blutungen hervorzurufen (58). Jackson et al. be-
richteten Uber gute adhasionsmindernde Effekte, waren jedoch auch mit der Problema-
tik der erhdéhten Blutungsgefahr konfrontiert, die den Einsatz beider Agenzien im Opera-
tionsgebiet stark limitiert (58, 59).

Wenn bereits Fibrin gebildet wurde, kann es durch enzymatische Spaltung abgebaut
werden. Um die Fibrinolyse anzuregen wurden Stoffe wie Urokinase, Streptokinase und
rekombinantes tPA verwendet. Trotz vielversprechender Ergebnisse bei der Adhasions-
reduktion im Tiermodel ist die Verwendung der oben genannten Fibrinolytika dadurch
eingeschrankt, dass diese Methoden zum einen immense Kosten verursachen, zum

anderen wurde ein erhdhtes Risiko fur z.T. schwere Blutungen beobachtet (60-62).

Durch Modulation der lokalen entziindlichen Prozesse mittels Kortikosteroiden, NSARs,
Pentoxifyllin, Kalziumkanalblockern und Vitamin E Praparaten wird ebenfalls die Fibri-
nogenese beeinflusst. Durch Eingreifen in die Prostaglandinsynthese und dadurch Her-
unterregulierung der initialen Entzindungsreaktion wird die Fibrinexsudation reduziert.
Studienergebnisse belegen jedoch, dass die Immunmodulatoren keinen antiadhasiven

Effekt gezeigt haben; in einigen Studien war der Effekt sogar proadhasiv (63-68).

Die raumliche Trennung der verletzten Oberflachen mittels Applikation einer Amnion-
haut, Silikon, Hyaluron-Membran (Seprafilm®), oxidierten regenerierten Zellulose (In-
terceed®), Polytetrafluoroethylen (Gore Tex®), 4% lIcodextrinlésung (Adept®), oder Po-
lylactid-co-glykoliden (PLGA) scheint den vielversprechendsten Ansatz zu bieten. Oxi-
dierte Zellulose wie Interceed® zeigte bei Anwendung im operativ gynakologischen Be-
reich eine Reduktion der Adhasionen, wird jedoch bei abdominalchirurgischen Eingriffen
nicht verwendet, da bei Kontakt zu Blut die antiadhasive Wirkung von Interceed signifi-
kant reduziert wird bzw. die Neubildung von Verwachsungen noch fordert (69-72). Eine
Studie von Wallwiener et al. (2006) konnte diese unerwinschte Wirkung im Tiermodel
nicht rekonstruieren und zeigte im Tierversuch eine komplette Unterdrickung der Adha-
sionsformation in 50% der mit Adept®, Interceed® und Seprafim® behandelten Tiere
(73).
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Polytetrafluoroethylen (Gore Tex®) stellte im Tiermodell ebenfalls eine wirksame Me-
thode zur Reduktion von Adhasionen dar. In der Klinik ist der Gebrauch allerdings nicht
umzusetzen, da grof3e Flachen mit dem Polytetrafluoroethylen bedeckt werden muss-
ten. Zudem ist die Gore Tex® Membran nicht resorbierbar und muss mit Nahten befes-
tigt werden. Das schwierige Handling (z.B. bei erneuten Eingriffen) wie auch die hohen
Kosten lassen sich im klinischen Alltag nicht durchsetzen.

Die bis heute effizienteste Barrieremembran besteht aus negativ geladenen Polysac-
chariden Natrium-Hyaluronat und Carboxymethylzellulose (Seprafiim®). Hyaluron als
naturlich vorkommendes Polysaccharid greift auf verschiedene Arten in den Heilungs-
prozess ein. Einige Studien beobachteten eine beschleunigte Proliferationsrate des Me-
sothels, andere Studien haben eine erhdhte fibrinolytische Aktivitat des Mesothels in
vitro feststellen kdnnen. Seprafiim® hat in allen Studien eine signifikante Reduktion der
Adhasionen herbeifuhren konnen. Allerdings wurde bei Einsatz von Seprafilm® in der
Nahe von frischen intestinalen Anastomosen eine erhdhte Zahl von Anastomoseninsuf-
fizienz und deren Folgen wie Peritonitis, Sepsis und Fistelbildung gefunden. Obwohl der
Einsatz von Seprafilm® im Peritoneum als sicher gilt, ist von einer Verwendung in

Anastomosennahe abzuraten (50).

3.3  Adhasionsprophylaxe mittels Perfluorocarbone (FC-77)

Eine von Degenhardt et al. 2006 durchgeflihrte tierexperimentelle Studie verglich an-
hand eines makro- und mikroskopischen Scores im Rattenmodel eine mdgliche Adhasi-
onsprophylaxe durch Perfluorcarbone — 77 (FC-77) mit einem bekannten Antiadhasi-
vum, Adept® (12).

In tierexperimentellen Arbeiten, wie auch aus Erfahrungen mit der Flussigkeitsbeat-
mung von Frih- und Neugeborenen weil® man um die antikoagulatorische Wirkung von
PFC. Weiter wurde beobachtet, dass PFC die Akkumulation von Monozyten und
neutrophilen Granulozyten unterdriickt. Diese Erkenntnisse flihrten zu der Uberlegung,
die Barriereeigenschaften und die antiinflammatorische und antikoagulatorische Wir-
kung von FC — 77 auch zur Prophylaxe peritonealer Adhasionen und Bildung von

Fremdkorpergranulomen einzusetzen.
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Das Ergebnis der Studie zeigte, dass die FC-77- Gruppe makroskopisch zwar eine au-
genscheinlich geringere Anzahl an Adhasionen bot, dennoch war der Unterschied zur
Adept®- Gruppe nicht signifikant. Die FC—77- Gruppe wies nach errechnetem Mittelwert
weniger Adhasionen auf (Mittelwerte: FC-77- Gruppe = 13.5; Adept®- Gruppe = 16.7;
Kontrollgruppe = 19.7); der Easyscore in der Adept®— und der Kontrollgruppe lieferten
jedoch fast identische Ergebnisse.

Weiter wurden in der Kontroll- wie auch der Adept®- Gruppe ein Todesfall ungeklarter
Ursache verzeichnet. In der Kontrollgruppe traten zwei, in der Adept®- Gruppe ein ad-
hasionsbedingter Darmverschluss auf, wohingegen bei der FC-77 Gruppe keine gleich-
artigen Komplikationen beobachtet wurden. Der in der Literatur beschriebene adhasi-
onsprophylaktische Effekt von Adept® konnte nach den makroskopischen Befunden in

dieser Studie nicht bestatigt werden.

Aus mikroskopischer Sicht stellte sich FC-77 bei der erhofften Reduktion der Fremdkor-
pergranulombildung ebenfalls dem Antiadhasivum Adept® Uberlegen dar. So fanden
sich in der FC — 77-Gruppe nicht nur signifikant weniger komplett ausgebildete Fremd-
korpergranulome, sondern war auch meist um die implantierten Fremdkorper keine oder

maximal abortive Granulombildung zu finden.

Ausschliel3lich in der FC-77— Gruppe fand sich allerdings ein makroskopisch sicht-
barer weilder Belag auf den intraabdominellen Organen, der histologisch aus Fibrin und
vakuolisierten Makrophagen besteht. Im Abdomen kommt es nach Applikation von FC-
77- haltiger Flussigkeit wahrscheinlich durch Kohasion zur Ablagerung auf der Serosa,
zu einem Durchtritt von Fibrin und Makrophagen durch die Mesothelschicht und an-
schliefend zur Phagozytose von FC-77 und zur Ausbildung der beschriebenen weillen
Belage. Das durch die Makrophagen aufgenommen FC-77 wird auf dem Lymphweg
abtransportiert, was der Fund von vakuolisierten Makrophagen in LymphgefalRen und
vor allem die Makrophagen im Randsinus zweier mesokolischer Lymphknoten bewei-
sen. Zusatzlich wurden FC-77 — Vakuolen auch in kleinen submukdsen mesokolischen
Gefallen gefunden. Obwohl FC-77 als inert gilt, werden selbst nach Flussigkeitsbeat-
mung kleinste Mengen systemisch aufgenommen. Nach den histopathologischen Un-
tersuchungen ist sehr stark davon auszugehen, dass es nach Applikation in die Bauch-
hdhle zu einer gesteigerten systemischen Aufnahme kommt. Der Durchmesser der be-

obachteten vakuolisierten Makrophagen ist dabei so grof3, dass dies moglicherweise zu
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Komplikationen wie z.B. einer Embolie fuhren konnte, was in dieser weiterfuhrenden
Studie zu klaren ist (12).

4, Material und Methoden

41 Perfluorocarbon als Untersuchungsmaterial

Perfluorocarbone (PFC) sind lineare oder zyklische Kohlenstoffgerlste denen zusatzlich
noch Stickstoff-, Brom-, Sauerstoff- oder Fluoratome angelagert sein konnen (74). Die
Bindungen sind mit einer Lange von 0.136nm und einer Bindungsenergie von
485,6kj/mol in biologischen Systemen nicht angreifbar. Weiter sind sie hitzestabil und
werden vom Korper nach heutigem Kenntnisstand nicht metabolisiert, sie sind also
chemisch und biologisch inert. PFC besitzen ein fast doppelt so hohes spezifisches
Gewicht wie Wasser und eine niedrige Viskositat; in Wasser und z.B. Blutplasma ist
PFC unléslich (26). PFC- Molekule verfigen zudem uber eine geringe und konstante
Oberflachenspannung, auRerdem zeichnen sie sich durch einen hohen Spreitungskoef-
fizienten (die Eigenschaft sich auf Oberflachen spontan auszubreiten) aus, was beson-
ders in der Flussigkeitsbeatmung vorteilig genutzt werden kann (74).

Bei dem in den Versuchsreihen verwendeten PFC handelt es sich um FC-77 der Firma
M3 (Neuss, Deutschland), welches aus einem Grundgerust von 2 mal 8 Kohlenstoff-
atomen besteht, woran 18 bzw. 16 Fluoratome und ein Sauerstoffatom gebunden sind.

Bei intrapulmonaler Anwendung wurde ein Ubertritt in den Intravasalraum beobachtet.
Die beobachteten Mengen sind jedoch vergleichsweise gering. Bei langerer Anwendung
des FC-77 kommt es durch Aufnahme von Makrophagen zu einer Speicherung im reti-
kuloendothelialen System mit hochsten Konzentrationen in Lunge, Leber, Thymus, Milz

und Nieren.

In vorangegangenen Forschungsreihen wurde die Verwendung von Perfluorocarbonen
im intensivmedizinischen Bereich bereits auf verschiedenen Gebieten erforscht. So wird
der Einsatz von PFC in der partiellen Flissigkeitsbeatmung von mehreren Gruppen er-
forscht und erbrachte bisher vielversprechende Ergebnisse. Mehrere Studien, unter an-
derem von Greenspan et al. 1990, zeigten, dass PFC eine effektive Behandlungsmog-

lichkeit des Respiratory Distress Syndroms sein kann (75, 76). Durch die Reduktion der
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Oberflachenspannung sinkt der erforderliche Eroffnungsdruck der Alveolen und die
Compliance der Lunge wird verbessert. Ein weiterer Vorteil der PFC- Applikation ist die
mangelnde Mischbarkeit des PFC, wodurch wassrige Substanzen, Zellreste und ent-
ziindliche Odemflissigkeit der zentralen Atemwege an die Oberflache des PFC treiben

und von dort abgesaugt werden konnen.

Ein weiteres potentielles Einsatzgebiet der Perfluorocarbone ist das Gebiet der Blut-
ersatzprodukte. Intravendse Perfluorocarbone werden zurzeit als kinstliche Sauerstoff-
trager in einer Vielzahl von unterschiedlichen Einsatzmoglichkeiten getestet. So werden
PFC- Emulsionen beispielsweise als Adjuvantien zur akuten normovolamischen Hamo-
dilution bei grofen chirurgischen Blutverlusten erprobt (77).

Weitere experimentelle Ansatze fur den Einsatz der PFC- Emulsionen sind in der The-
rapie des Myokardinfarkts durch Verbesserung der Oxygenierung des Myokards nach
koronarem Gefallverschluss zu finden. In Tierversuchen reduzierte die kleine Partikel-
grélke und die niedrige Viskositat der PFC- Emulsionen die InfarktgréfRe, verbesserte
den myokardialen O,-Gehalt nach dem Verschluss des RIVA (Ramus interventricularis

anterior) und verzogerte das Einsetzen ischamischer Folgeschaden (26).

4.2 Tierversuchsaufbau

4.2.1 Tierart

Als Versuchstiere eignen sich Ratten im Besonderen, da bereits eine Reihe von Arbei-
ten in der Adhasionsforschung bestehen, die ein Rattenmodell verwenden. So ergeben
sich bessere Vergleichsmdglichkeiten zwischen den Ergebnissen (12, 45, 55, 78).

FUr die Untersuchungsreihen wurden Wistar Ratten der Firma Harlan Winkelmann

GmbH, Borchen, Deutschland, verwendet. Sie wogen zwischen 200 und 320 Gramm.

4.2.1 Versuchsgruppen

Fir die Untersuchungen wurden 55 Ratten auf 5 Gruppen zu je 11 Ratten verteilt. Die
Gruppeneinteilung erfolgte geblindet; d.h. die Tiere wurden erst nach dem Setzen des
chirurgischen Traumas den jeweiligen Gruppen per Losverfahren zugeteilt. Die einzel-
nen Gruppen unterscheiden sich in der Art (PFC vs NaCl 0,9%) und Menge (5ml/kgKG

vs 10ml/kgKG) des applizierten Agens wie auch in der Lange des postoperativen Ver-
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laufs (Relaparotomie nach 7, 14 oder 21 Tagen postoperativ). Ziel einer derartigen
Gruppeneinteilung war die Dokumentation eines dosisabhangigen, wie auch zeitabhan-
gigen Wirkungsunterschieds. Die Tiere der NaCl 0,9%- Gruppe dienen als Kontrollgrup-

pe.

1. Gruppe: Laparotomie mit anschlielender mechanischer Reizung und Abtupfens der
peritonealen Serosablatter mit sterilen Baumwollkompressen, Applikation von
10ml/kgKG FC-77 in die Bauchhohle (n= 11 Tiere). Die Tiere wurden nach 21 Tagen

getotet und relaparotomiert.

2. Gruppe: Laparotomie mit anschliefender mechanischer Reizung und Abtupfens der
peritonealen Serosablatter mit sterilen Baumwollkompressen, Applikation von
10ml/kgkG FC-77 in die Bauchhohle (n= 11 Tiere). Die Tiere wurden nach 14 Tagen

getotet und relaparotomiert.

3. Gruppe: Laparotomie mit anschlieRender mechanischer Reizung und Abtupfens der
peritonealen Serosablatter mit sterilen Baumwollkompressen, Applikation von 5ml/kgKG
FC-77 in die Bauchhohle (n= 11 Tiere). Die Tiere wurden nach 7 Tagen getotet und re-

laparotomiert.

4. Gruppe: Laparotomie mit anschlieRender mechanischer Reizung und Abtupfens der
peritonealen Serosablatter mit sterilen Baumwollkompressen, Applikation von 5ml/kgKG
FC-77 in die Bauchhohle (n= 11 Tiere). Die Tiere wurden nach 21 Tagen getotet und

relaparotomiert.

5. Gruppe: Laparotomie mit anschliefender mechanischer Reizung und Abtupfens der
peritonealen Serosablatter mit sterilen Baumwollkompressen, Applikation von
10ml/kgKG NaCl 0,9% in die Bauchhdhle (n= 11 Tiere). Die Tiere wurden nach 21 Ta-

gen getodtet und relaparotomiert.
Tiere, die innerhalb von 24-48 Stunden in ein Koma fielen, sowie Tiere, die innerhalb

von 7 Tagen 20% ihres initialen Kérpergewichts verloren oder lethargisch wirkten, wur-

den aus der Studie ausgeschlossen.
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4.2.2 Operatives Vorgehen

Far alle Eingriffe wurde ein standardisiertes Vorgehen angewandt, welches sich in vo-
rangegangenen Studien bewahrt hat (12, 55). Die Tiere wurden praoperativ keiner Nah-
rungskarenz ausgesetzt.

Es wurde in einem Team aus 2 Personen gearbeitet. Die Tiere wurden per Inhalations-
anasthesie mittels Isofluran betaubt, so dass eine Spontanatmung erhalten blieb.

Nach Rasur und Desinfizierung des Abdomens wurde das Operationsgebiet mit sterilen
Abdecktlichern aus baumwollfreiem Kunststoff der Firma M3 abgeklebt. AnschlieRend

wurde eine vertikale Laparotomie vorgenommen.

Nach standartisiertem Verfahren wurde mit einer geschlossenen GefalRklemme (Diet-
rich Micro Bulldog Clamp C2 der Firma Miltex) Uber die Serosa definierter Organe ge-
fahren und sie so traumatisiert. Es wurde jeweils 20mal in aboral — oraler Richtung Uber
ein je 1cm langes Stuck Dunndarm, Coecum und Magen geschert. Dies erfolgte in ei-

nem 90° Winkel zum Lumen, damit es nicht zu unterschiedlichen Scherkraften kommt.

Abb. 2: GefalRklemme (DIETRICH Micro Bulldog Clamp C2 der Firma Miltex)

Nachfolgend wurde rechts der Laparotomie das parietale Blatt des Peritoneums mit ei-
nem im rechten Winkel zum Peritoneum stehenden Skalpell geschadigt (Mesothel auf
einer Flache von ca. 3,5 * 3,5cm). Nach der Serosareizung wurden der Darm und das
Peritoneum mit Baumwollkompressen ausgetupft, um die wahrend einer Operation Ubli-

che Manipulation zu simulieren.

Nun wurde das Tier einer Gruppe zugelost und entsprechend der Gruppenzugehdrigkeit
und dem vorher ermittelten Korpergewicht die entsprechende Menge FC-77 oder NaCl
in die Bauchhdhle appliziert. Im Anschluss wurde die Bauchwand wieder verschlossen.
Postoperativ erhielten alle Tiere ein subkutanes Depot physiologischer Kochsalzlésung
in die Nackenfalte, wie auch eine Gabe von Carprofen (Rimadyl 5mg/kgKG s.c.) zur

Analgesie. Im weiteren postoperativen Verlauf wurde, wenn erforderlich (Anzeichen von
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Schmerzen bei den Versuchstieren in Form von LautaufRerung und Unruhe, Absonde-
rung von der Gruppe, Kratz- und Knabberverhalten an der Operationswunde), eine ora-
le Gabe von Metamizol (110mg / kgKG) Uber 2-3 Tage bzw. bis zum Abklingen der Be-

schwerden gegeben.

Je nach Gruppenzugeharigkeit wurden die Tiere 7, 14 oder 21 Tage nach der Operation
zur weiteren histopathologischen Bewertung unter Einhaltung des geltenden Tier-
schutzgesetzes (79) und der europaischen Tierschutzrichtlinie 3.01 des schweizeri-
schen Bundesamtes fur Veterinarwesen (80) getotet. Dies geschah unter hochprozenti-
ger CO»-Insufflation, ebenfalls nach Richtlinien des Landesamtes fur Gesundheit und

Soziales, Berlin (81).

Danach erfolgte eine Relaparotomie mit Verifizierung des Ausbildungsgrades der Adha-
sionsbildung nach im Folgenden beschriebenen Score. Die Adhasionen wurden inklusi-
ve der verbundenen Organe entnommen und in 4% gepufferter Formalinldsung konser-
viert. Ebenfalls wurden die Lungen entnommen und in der Formalinlésung konserviert,

um sie der histopathologischen Aufbereitung zuzufuhren.

4.3 Adhasionsscore

Zwei primar unabhangige Untersucher, die gegenuber der Gruppenzugehorigkeit
geblindet waren, nahmen die Untersuchung der Adhasionen vor. Die vorhandenen Ad-
hasionen wurden nach einem Adhasionsscore, angelehnt an die Bewertungssysteme
von Zuhlke und Moreno, bewertet (82, 83). Bei diesem System werden Anzahl, Festig-
keit und Vaskularisation der Adhasionen in einem Punkte-System bewertet:

Parameter Vergebene Punkte
L6sung ohne Dissektion moglich 1
Losung mittels stumpfer Dissektion |2
Ldsung mittels scharfer Dissektion |3
Nicht vaskularisiert 1
Vaskularisiert 2

Tab. 1: Easyscore nach Moreno und Zihlke (82, 83)
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4.4 Histologische Bearbeitung der Adhasionen

Die Adhasionen wurden in 4 % gepufferter Formalinlésung fixiert und im Institut fur Pa-
thologie der Charité zu Berlin in Paraffin eingebettet, zugeschnitten und nach HE (Ha-
matoxylin—Eosin) gefarbt. In Zusammenarbeit mit Frau OA Dr. Sarioglu im paidopatho-
logischen Institut der Charité wurden die Schnitte dann begutachtet.

Die Farbung von TNFa und VEGF der Lungenschnitte wurde im neonatologischen For-

schungslabor Dresden durch Frau Dr. Dietl vorgenommen.

4.41 Farbungen
4.4.1.2 Haematoxylin- Eosin Farbung
Zur Vorbereitung der Farbungen wurden die Schnitte Gber Nacht im Warmeschrank

aufbewahrt. Die Schnitte wurden manuell im Institut fur Paidopathologie der Charité
entparafiniert und gefarbt. Dafur wurden folgende Schritte durchlaufen.

Farbe- Bad Reagenz Zeit (min) | Bemerkungen
schritt Nr.

1. 1 Xylol 01:00 *
2. 2 Xylol 01:00 *
3. 3 Xylol 01:00 *
4. 4 Ethanol 100 % 01:00 *
5. 5 Ethanol 100 % 01:00 *
6. 6 Ethanol 100 % 01:00 *
7. 7 Ethanol 96 % 01:00 *
8. 8 Ethanol 96 % 01:00 *
9. 9 Ethanol 80 % 01:00 *
10. 10 Ethanol 70 % 01:00 *
11. 11 Ethanol 50 % 01:00 *

26



12. 12 Aqua dest. 01:00 **

13. 13 Hamatoxylin Mayer 10:00 * (gebrauchsfertige Losung)
14. 14 Leitungswasser warm | 05:00

15. 15 Eosin (alkoholisch) 00:10 *

16. 16 Leitungswasser 00:03

17. 17 Ethanol 96 % 01:00 *

18. 18 Ethanol 100 % 01:00 *

19. 19 Ethanol 100 % 01:00 *

20. 20 Ethanol 100 % 01:00 *

21. 21 Xylol 01:00 *

22. 22 Xylol 01:00 *

23. 23 Xylol 01:00 *

Tab. 2:  Arbeitsschritte der HE-Farbung per Hand (* wochentlich zu wechselnde Lésung, ** taglich zu

wechselnde Lésung)

Bei der HE-Farbung handelt es sich um eine Ubersichtsfarbung. Das Hamatoxylin farbt

basophilen Strukturen blau; in erster Linie die DNS der Zellkerne. Eosin ist ein syntheti-

scher saurer Farbstoff und farbt alle basischen (eosinophilen) Strukturen rot, was vor

allem Zytoplasma, Kollagen, Keratin und Erythrozyten umfasst. So erscheinen Zellkerne

blau, Gbriges Gewebe rosa .
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4.4.2 Immunhistologische Farbung

4.4.2.1 Immunfluoreszenz der Lungen

Vor der Farbung wurden die Schnitte nach folgendem Protokoll entparafiniert:

Arbeitsschritt | Reagenz Zeit Bemerkungen
1. Xylol 10 min
2. Xylol 10 min
3. Xylol 10 min
4. Ethanol 96 % 5 min
5. Ethanol 96 % 5 min
6. Ethanol 80 % 5 min
7. Ethanol 70 % 5 min
8. Ethanol 50 % 5 min
9. Aqua dest. 5 min
10. PBS (Phosphate buffered saline) | 10 min

Tab.3 : Protokoll zur Entparafinierung

Um die Zellmembran flr den primaren Antikorper permeabel zu machen, wurden die
Schnitte anschliefend mit Triton 0,2% Uber 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert
(z.B. 2ul Triton in 1ml PBS fuar 10 Schnitte). Im Anschluss wurden die Schnitte mit PBS
fur 5 Minuten gespult.

Der primare Antikorper wurde im Verhaltnis 1:100 mit PBS verdinnt und je 100 ul pro
Slide aufgebracht. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei
4°C.

Nach Auswaschung des ersten Antikorpers mittels PBS uber 5 Minuten erfolgt die Inku-
bation mit dem entsprechenden sekundaren Antikorper im Verhaltnis 1:800 fur 1 Stunde
bei Raumtemperatur.

Um die Zellkerne sichtbar zu machen wurde Dapi (4°,6-Diamidiino-2-phenylindol) als
Fluoreszenzfarbstoff zur Markierung der DNS (Konzentration 1: 1000) fur 2 Minuten bei

Raumtemperatur aufgetragen.
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Abschlielend wurden die Schnitte dreimalig 5 Minuten mit PBS gespult und mit Fluo-
rescent (Firma Dako) eingedeckt.

Antikorper

TINFa:

Primar: TNFa (N-19)

Sekundar: Alexa fluor 594 donky anti goat

VEGEF:
Primar: VEGF (rabbit)
Sekundar: Alexa fluor 594 goat anti rabbit

4.4.3 Histologische Scores zur mikroskopischen Bewertung der Adhasionen

Far die histopathologische Bewertung wurden qualitative Scores (Auspragungen kein,
gering, malig, viel) fur mehrere Variablen (z.B. Fremkorpergranulome, Mesothelprolife-
ration, Fibrose, etc.) benutzt. Die Scores sind angelehnt an die Arbeitsgruppe um G. C.
Zografos (84).

Zografos Bewertungssystem bewertete Entzindungszellen im Allgemeinen. Wie sich
allerdings schon in der von Degenhardt et al. (12) durchgeflhrten vorangegangenen
Studie herausstellte, schien es fur die Zwecke dieser Studie sinnvoller, die unterschied-
lichen Entzindungszellen differenziert zu bewerten. Der Grad der Mesothelproliferation
wurde zusatzlich in die Bewertung mit aufgenommen. Die fur den Score verwendeten
Praparate waren alle mit HE-Farbung gefarbt. Die Praparate wurden von zwei unab-

hangigen und der Gruppenzugehorigkeit geblindeten Untersuchern bewertet.

Fremdkorpergranulome: 0 = kein
1 = gering
2 = maliig
3 = viele
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Fremdkorperriesenzellen:

0 = kein

1 = gering

2 = maliig

3 = viele
Mastzellen 0 = kein

1 = gering

2 = malig

3 = viele
Lymphozyten 0 = kein

1 = gering

2 = malig

3 = viele
Makrophagen 0 = kein

1 = gering

2 = maliig

3 = viele
Gefallneubildung 0 = kein

1 = gering

2 = malig

3 = stark
Mesothelproliferation 0 = kein

1 = gering

2 = maliig

3 = stark
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Fibrose 0 = kein

1 = gering
2 = malig
3 = stark

Tab. 4: Histologische Scores

Die histologischen Scores wurden mittels PASW Statistics® ausgewertet. Dazu wurden
fur die oben genannten Variablen Kreuztabellen angelegt und der Chi—Quadrat-Test
zum Vergleich unabhangiger Testgruppen verwandt. Der Chi—Quadrat- Test ist ein Sig-
nifikanztest fur Falle, in denen Beobachtungsmerkmale Klassen zugeordnet und als
Haufigkeiten behandelt werden kdnnen. Dabei wird der Unterschied zwischen den beo-
bachteten und erwarteten Haufigkeiten (Residuen) festgestellt und geprift, mit welcher

Wahrscheinlichkeit ein solcher Unterschied rein zufallig zustande kommt.

Aufgrund der StichprobengréfRe (n= 11) wurde zudem die exakte Signifikanz nach Fi-
scher mit zweiseitigem p berechnet. Zum vorgegebenen Signifikanzniveau wird man die
Nullhypothese verwerfen oder beibehalten. Die Residuen sind in den Zellen N (0; 1) —
verteilt. Ein signifikantes Ergebnis ergibt sich bei p = 0,05.

Durch eine zweiseitige Berechnung ist p = 0,025 je Seite. Damit ergeben sich kritische
Werte zu + / - 1,98. Liegt ein Wert der korrigierten Residuen aulderhalb des Intervalls
von — 1,98 bis 1,98 so liegt in dieser Zelle Signifikanz vor, d.h. eine Abweichung von der
Gruppengleichheit.

5. Ergebnisse

An dieser Stelle werden die Ergebnisse der Untersuchung dargelegt. Zunachst werden
die makroskopischen Funde kurz vorgestellt, dann wird auf die Mikroskopie mit der im-

munhistochemischen Auswertung eingegangen.
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5.1 Makroskopische Ergebnisse

5.1.1 Makroskopische Ergebnisse des Abdomens

Von den 55 operierten Tieren ist jeweils ein Tier aus der Gruppe 2 (10ml FC-77/kgKG,
14 Tage postoperatives Uberleben) und aus der Gruppe 6 (NaCl, 21 Tage postoperati-
ves Uberleben) am 1. postoperativen Tag aus unbekannter Ursache verstorben. Zwei
Tiere der Gruppe 5 (5mIFC-77/kgKG, 21 Tage postoperatives Uberleben) sind direkt
intraoperativ aufgrund Narkosemittellberdosierung verstorben. Die ubrigen Tiere zeig-
ten einen unauffalligen postoperativen Verlauf und vertrugen die applizierte Medikation
gut.

Entsprechend der Gruppenzuteilung wurden die Tiere sieben, vierzehn oder einund-
zwanzig Tage nach der Laparotomie mittels CO; Inhalation getotet, danach relaparoto-

miert und auf Verwachsungen untersucht.

Dabei fanden sich Adhasionen folgender Lokalisation in absteigender Haufigkeit:

- Gastro-hepatisch (24)

- Coeco-ileal (22)

- Coeco-coecal (16)

- Coeco-colisch (9)

- Gastro-splenisch (7)

- Coeco—genital (6)

- Genito-ilial (6)

- Gastro-duodenal (5)

- lleo—ileal (4)

- lleo-peritoneal (Parietales Blatt) (4)
- Coeco-peritoneal (Parietales Blatt) (3)
- Gastro — genital (3)

- Omento - splenisch (3)

- Gastro-omental (2)

- Genito - perioneal (2)

- Hepato — peritoneal (2)

- Coeco—omental (1)
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- Genito—splenisch (1)
- Hepato-diaphragmal (1)
- Hepato-ileal (1)

- lleo—colisch (1)

L

; 1} -
Abb. 3: flachige Gastro-jejunale Verwachsung

Die Adhasionen fanden sich in verschiedenartiger Auspragung: zarte spinnengewebsar-
tige, nicht- vaskularisierte Verwachsungen konnten ebenso beobachtet werden wie bis
zu ca. 5Smm starke bindegewebige vaskularisierte Strange. Auch wurden flachenhafte

Verwachsungen zwischen Organen gefunden.

Abb. 4: stark ausgepragter, vaskularisierter Adhasionstrang
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Der oben aufgestellten Auflistung ist zu entnehmen, dass sich der Grol3teil der Adhasi-
onen zwischen den unterschiedlichen abdomino-pelvinen Organen befand; ein geringer
Teil der Adhasionen spannte sich auch zwischen Darm und dem viszeralen bzw. parie-

talen Blatt der Peritoneums oder dem Omentum majus auf.

iy

Abb. 5: breiter Adhasionsstrang zwischen Darmabschnitten und vorderer Bauchwand; die Laparotomie-
narbe ist mitbeteiligt.

Die Funde der Versuchsreihe von Pelzer et al. konnten in diesen Versuchsreihen besta-
tigt werden: samtlich Tiere der FC-77 Gruppen wiesen weillliche, nicht abwischbare

Belage auf den Organkapseln und dem Peritoneum auf (85).
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Abb. 6: weillliche Belage auf Darm, Leber, Milz und parietalem Peritoneum der FC-77 - Gruppe

Dabei variierte die Auspragung der Belage von Tier zu Tier, eine Abhangigkeit zur ap-
plizierten Menge des FC-77 und der Auspragung der Belage lies sich makroskopisch

nicht feststellen. Die Tiere der Kontrollgruppe wiesen keine derartigen Belage auf.

5.1.2 Bewertung der abdominalen Adhasionen anhand des Easyscores

Die Adhasionen wurden makroskopisch anhand eines Easyscores nach Moreno und
Zuhlke bewertet (82, 83). Pelzer et al. nutze in seiner Studie bereits den Easyscore zur
makroskopischen Beurteilung der Versuchstiere, so dass ein einheitliches Bewertungs-
schema und somit eine Vergleichbarkeit der Daten erreicht wird (85).

Hierbei ergaben sich folgende Ergebnisse:

Rénge
Gruppe N Mittlerer Rang
Easyscore 1 (10ml FC-77/ kgKG, 21 Tage poU) 11 10,41

2 (10 ml FC-77/ kgKG, 14 Tage poU) 10 16,35

3 (5 ml FC-77/ kgKG, 7 Tage poU) 11 28,82

4 (5 ml FC-77/ kgKG, 21 Tage poU) 9 30,83 Statistik fiir Test™”

5 (10 ml NaCl/ kgKG, 21 Tage poU) 10 45,35 Easyscore
Chi-Quadrat 34,811

Gesamt 51 df 4
Asymptotische Signifikanz ,000

Tab. 5: Kruskal- Wallis Test zum Easyscore
a. Kruskal-Wallis-Test

b. Gruppenvariable: Gruppe
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Explorative Datenanalyse

Verarbeitete Fille

Gruppe Falle
Gltig Fehlend Gesamt
N Prozent N Prozent N Prozent
Easyscore 10ml FC-77/ kgKG, 21 Tage poU 11 100,0% 0 ,0% 11 100,0%
10 ml FC-77/ kgKG, 14 Tage poU 10 100,0% 0 ,0% 10 100,0%
5 ml FC-77/ kgKG, 7 Tage poU 11 100,0% 0 ,0% 11 100,0%
5 ml FC-77/ kgKG, 21 Tage poU 9 81,8% 2 18,2% 11 100,0%
10 ml NaCl/ kgKG, 21 Tage poU 10 90,9% 1 9,1% 11 100,0%
40
30—
(']
|
e
0 20— 33
a- o
]
1]
) + *
0= *

T I T I I
10ml FC-77/! 10 ml FC-774 SmlFC-77! SmlFC-77! 10 ml MaClf
kg, 21 Tage kgKG, 14 Tage kgKG, 7 Tage kgKG, 21 Tage kgKG, 21 Tage
poll pol poll pol poll

Gruppe

Abb. 7: Box-plot zum Easyscore

Mit p= 0.000 liegt eine Signifikanz vor, die anhand der Zahlenwerte aber auch anhand
der graphischen Darstellung des Box-plots abgelesen werden kann. Gruppe 1 (10ml
FC-77/kgKG, 21 poU) zeigte einen mittleren Rang von 10.41; im Vergleich dazu wiesen
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die Gruppen 4 (5ml FC-77/kgKG, 21 poU) und 5 (10ml NaCl/kgKG, 21 poU) mittlere
Rangwerte von 30.83 und 45.35 auf.

Im Vergleich der Gruppen mit gleicher Applikationsmenge Uber einen unterschiedlichen
Beobachtungszeitraum mittels Mann-Whitney-U Test ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen Gruppen 1 und 2 und Gruppen 3 und 4. Es ergaben sich jedoch
signifikante Unterschiede bei der Betrachtung von unterschiedlicher Applikationsmenge

bei gleichem Beobachtungszeitraum :

Rénge
Gruppe N Mittlerer Rang Rangsumme
Easyscore  Gruppe 1 (10 ml FC-77/ kgKG, 21 poU) 11 7,14 78,50
Gruppe 3 (5 ml FC-77/ kgKG, 7 poU) 11 15,86 174,50
Gesamt 22
Range
Gruppe N Mittlerer Rang Rangsumme
Easyscore  Gruppe 1(10 ml FC-77/ kgKG, 21 poU) 11 6,68 73,50
Gruppe 4 (5ml FC-77/kgKG, 21 poU) 9 15,17 136,50
Gesamt 20
Rénge
Gruppe N Mittlerer Rang Rangsumme
Easyscore  Gruppe 1 (10 ml FC-77/ kgKG, 21 poU) 11 6,00 66,00
Gruppe 5 (10 ml NaCl/kgKG, 21 poU) 10 16,50 165,00
Gesamt 21

Tab. 6: Rangverteilung der Gruppen nach Mann-Whitney-U Test

Mit asymptotischen Signifikanzwerten von 0.000 bis 0.001 zeigt sich ein signifikanter
Unterschied im Easyscore bei unterschiedlicher Applikationsmenge und gleichem Beo-
bachtungszeitraum. Die Gruppen 1 und 2 mit der hochsten applizierten Menge an FC-
77 (10ml/kgKG) zeigten signifikant geringere Easyscore- Werte als die Vergleichsgrup-
pen mit nur 5ml/kgkG appliziertem FC-77 oder 10ml/kgkG applizietem NaCl. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Unterschiede applikationsmengenbedingt jedoch
nicht zeitlich bedingt herausgestellt werden konnen. Auf diese Beobachtungen wird im

Folgenden naher eingegangen.
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5.1.3 Weilliche Belage in der FC-77-Gruppe

Auch in dieser Versuchsreihe fanden sich die von Pelzer et al. bereits 2006 beschriebe-
nen Funde grau weililicher, filmartiger Belage auf den intraabdominellen Organen bei
den Tieren der FC-77 Gruppen (85). Mikroskopisch bestehen die Belage aus vakuoli-
sierten Makrophagen, von Mesothel Uberzogen, die auf dem Peritoneum oder den Or-
gankapseln aufliegen. Die vakuolisierten Zellen sind z.T. eingebettet in kollagene Fa-
sern, Gefalle, Mastzellen, Granulozyten und Lymphozyten. Die Annahme, dass in den
vakuolisierten Makrophagen das FC-77 aufgenommen worden sein muss, findet sich in
dieser Arbeit weiter verstarkt, da sich die oben beschriebenen Funde wiederum nur in
den FC-77 Gruppen, dort jedoch ausnahmslos bei samtlichen Tieren, fanden. In der
vorangegangenen Forschungsreihe von 2006 wurden vakuolisierte Makrophagen in
mesokolischen Lymphknoten gefunden, so dass in der aktuellen Versuchsreihe immun-
histochemische Untersuchungen mit TNFa und VEGF- Antikorpern durchgefuhrt wur-
den, um eine Fortleitung der lokalen Entziindungsreaktion aus dem Operationsgebiet in
die Lunge festzustellen. Diese Fortleitung lielle sich anhand der Eliminations-
eigenschaften des FC-77 Uber die Lunge erklaren.

5.2 Mikroskopische Ergebnisse

5.2.1. Mikroskopische Ergebnisse des Abdomens

Mikroskopisch bestehen die Verwachsungen aus kollagenen Fasern mit Fibroblasten
und einsprossenden Kapillaren, besiedelt von Lymphozyten, Mastzellen, und einigen
eosinophilen Granulozyten. Oberflachlich fanden sich Mesothelproliferationen unter-
schiedlicher Auspragung. In einigen Praparaten waren Fremdkorpergranulome aus
Fremdkorpern mit umgebenen Riesenzellen und Lymphozyten zu finden.

Zudem zeigten Tiere samtlicher Gruppen flachige peritoneale Fibrosen und Adhasions-
strange unterschiedlich starker Auspragung. Peritoneale Fibrosen waren in den Grup-
pen 1 (10ml FC-77, 21 poU) und 2 (10ml FC-77, 14 poU) am geringsten ausgepragt, in
der Gruppe 5 (10ml NaCl, 21 poU) am starksten ausgepragt.

Die Adhasionsstrange zeichneten sich durch stark unterschiedliche Auspragung aus.

Wahrend sich einige Tiere in Gruppe 1 und 2 ganzlich adhasionsfrei zeigten, wiesen
Tiere in den restlichen Gruppen teilweise bis zu 7 unterschiedliche Verwachsungsstran-
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ge auf. Auch variierte die Auspragung der Adhasionen erheblich. So fanden sich zarte
spinnengewebsartige Adhasionsbander ebenso wie plattenformige Adhasionsstrange
die ganze Organe miteinander verbunden haben. Dementsprechend variabel zeigte
sich die Einsprossung der Blutgefalle; es fanden sich neueingesprosste Kapillaren un-
terschiedlichen Durchmessers.

Des weiteren kam es in allen Gruppen zu Mesothelproliferation, mit signifikanten Unter-
schieden (asymptotische Signifikanz 0.003) zwischen den Gruppen 1, 4 und 5, wobei
die Mesothelproliferation in Gruppe 1 am geringsten und in Gruppe 5 am deutlichsten

ausgepragt war.

Réange

Gruppe N Mittlerer Rang
Mesothelproliferation 1 (10ml FC-77/ kgKG, 21 Tage poU) 11 17,82

2 (10 ml FC-77/ kgKG, 14 Tage poU) 10 20,20

3 (5 ml FC-77/ kgKG, 7 Tage poU) 11 23,91

4 (5 ml FC-77/ kgKG, 21 Tage poU) 9 30,89

5 (10 ml NaCl/ kgKG, 21 Tage poU) 10 38,70

Gesamt 51

Tab. 7: Kruskal Wallis Test zur Mesothelproliferation

In den Punkten GefalRneubildung, Makrophagen und Fibroseauspragung waren eben-
falls signifikante Unterschiede zu verzeichnen. In den Auspragungen der Lymphozyten,
Mastzellen und Fremdkoérpergranulomen waren keine signifikanten Unterschiede fest-

zustellen.
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5.2.2 Histologische Bewertung der Adhasionen anhand des Histoscores

Gruppe * Fibrose Kreuztabelle

Fibrose
kein wenig maRkig kein Gesamt
Gruppe 1 (10ml FC-77/ kgKG, Anzahl 5 1 4 1 11
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 3,0 4,3 2,4 11,0
Korrigierte Residuen 3,9 -1,5 -2 -1,1
2 (10 ml FC-77/ kgKG,  Anzahl 1 7 1 1 10
14 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 2,7 3,9 2,2 10,0
Korrigierte Residuen -2 3,4 -2,1 -1,0
3 (5 ml FC-77/ kgKG, Anzahl 0 2 8 1 11
7 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 3,0 4,3 2,4 11,0
Korrigierte Residuen -1,4 -8 2,6 -1,1
4 (5 ml FC-77/ kgKG, Anzahl 0 4 2 3 9
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,1 2,5 35 1,9 9,0
Korrigierte Residuen -1,2 1,3 -1,2 ,9
5 (10 ml NaCl/ kgKG, Anzahl 0 0 5 5 10
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 2,7 3,9 2,2 10,0
Korrigierte Residuen -1,3 -2,2 8 2,4
Gesamt Anzahl 6 14 20 11 51
Erwartete Anzahl 6,0 14,0 20,0 11,0 51,0

Tab. 8: Chi Quadrat nach Pearson = 0.000

Bei p= 0.000 (exakte Signifikanz:0.000) liegen hochst signifikante Werte vor. Betrachtet
man die korrigierten Residuen der einzelnen Felder der Gruppen, so erkennt man, dass
diese Signifikanz in den Feldern der Gruppe 1 (10ml FC-77, 21 poU) und der Gruppe 5
(10ml NaCl, 21 po) begrundet liegt. In Gruppen 1 liegt mit 5 mal ,keine Fibrose® eine
deutlich héhere Anzahl an Auspragungen vor als erwartet wurde (1.3). Die korrigierten
Residuen in dieser Zelle liegen mit 3.9 deutlich Uber 1.98 und sind somit signifikant.

In Gruppe 2 liegt die Anzahl der mit ,wenig"“ gewerteten Auspragungen von Fibrose e-
benfalls deutlich Uber der erwarteten Anzahl (erwartete Anzahl: 2.7; tatsachliche An-
zahl: 7; korrigierte Residuen: 3.4), wohingegen mit korrigierten Residuen von —2.1 in der
Auspragung ,maRig“ die erwarteten Zahlen von 3.9 nicht erreicht wurden (1 mal ,ma-
Rig*).

In Gruppe 3 zeigt die Auspragung ,mafig“ einen signifikanten Wert von 2.6 an (erwarte-
te Anzahl: 4.2; tatsachliche Anzahl: 8). In Gruppe 5 Ubersteigt die Anzahl der tatsachli-
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chen Funde in der Auspragung ,viel“ die Erwartungen (2.2 erwartete, 5 tatsachliche
Funde), wahrend in der Auspragung ,wenig“ die erwartete Anzahl die tatsachliche An-
zahl deutlich Ubertrifft (erwartete Anzahl 2.7; tatsachliche Anzahl: 0), so dass die korri-
gierten Residuen hier Werte von —2.2 und 2.4 erreichen und somit signifikant sind.
Gruppe 4 (5ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) zeigte sich unauffallig.

An den oben genannten Ergebnissen lasst sich ablesen, dass die Tiere der Gruppe 1

deutlich weniger Fibrose aus- gebildet hatten als die Tiere der Gruppe 5.
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Gruppe * Gefél&neubildung_j Kreuztabelle

Gefallneubildung
kein wenig maRig viel Gesamt
Gruppe 1(10 mI PFC/ kg KG, Anzahl 5 3 2 1 11
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 3,7 3,7 2,4 11,0
Korrigierte Residuen 3,9 -5 -1,2 -1,1
2 (10 mI PFC/ kg KG,  Anzahl 1 5 2 2 10
14 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 3,3 3,3 2,2 10,0
Korrigierte Residuen -2 1,2 -1,0 -1
3 (5mIPFC/ kg KG,  Anzahl 0 6 5 0 11
7 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 3,7 3,7 2,4 11,0
Korrigierte Residuen -1,4 1,7 1,0 -2,0
4 (5ml PFC/ kg KG,  Anzahl 0 3 4 2 9
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,1 3,0 3,0 1,9 9,0
Korrigierte Residuen -1,2 ,0 ,8 A
5 (10 mI NaCl/ kg KG, Anzahl 0 0 4 6 10
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 3,3 3,3 2,2 10,0
Korrigierte Residuen -1,3 -2,5 5 3,3
Gesamt Anzahl 6 17 17 11 51
Erwartete Anzahl 6,0 17,0 17,0 11,0 51,0

Tab. 9: Chi Quadrat nach Pearson

Der Chi Quadrat Test nach Pearson ist mit p= 0.002 hochst signifikant. In Gruppe 1
zeigt sich die tatsachliche Anzahl in der Spalte ,kein“ mit 5 deutlich GUber der erwarteten
Anzahl von 1.3. Daraus ergeben sich korrigierte Residuen von 3.9; dieser Wert liegt
deutlich Uber 1.98, somit sind diese signifikant. In Gruppe 3 hingegen wurden weniger
Tiere mit der Merkmalsauspragung ,viel“ beobachtet als erwartet (kein tatsachlicher
Fund; 2.4 erwartete Funde; korrigierte Residuen: -2,0). Diese Zelle ist ebenfalls signifi-
kant.

In Gruppe 5 ergeben sich signifikante Werte der korrigierten Residuen von -2.5 da-
durch, dass die erwartete Anzahl von 3.3 und durch die tatsachlich beobachteten An-
zahl von 0 in der Merkmalsauspragung ,wenig“ bei weitem nicht erreicht wurde. In der
Merkmalsauspragung ,viel® zeigten in Gruppe 5 signifikant mehr Tiere als erwartet (6
tatsachliche Funde bei 2.2 erwarteten (korrigierte Residuen: 3.3).

Gruppen 2 und 4 zeigen sich unauffallig.

Es ist abzulesen, dass die GefalRneubildung insgesamt in Gruppe 5 am starksten aus-
gepragt ist, in Gruppen 1 und 2 am geringsten.
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Gruppe * Lymphozyten Kreuztabelle

Lymphozyten
keine wenige maRig viele Gesamt
Gruppe 1 (10 mI PFC/ kg KG, Anzahl 5 1 4 1 11
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 3,9 4,7 1,1 11,0
Korrigierte Residuen 3,9 -2,1 -5 -1
2 (10 ml PFC/ kg KG, Anzahl 1 5 4 0 10
14 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 3,5 4,3 1,0 10,0
Korrigierte Residuen -2 1,1 -2 -1,2
3 (5 ml PFC/ kg KG,  Anzahl 0 3 8 0 11
7 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 3.9 4,7 1,1 11,0
Korrigierte Residuen -1,4 -6 2,2 -1,2
4 (5 ml PFC/ kg KG,  Anzahl 0 4 3 2 9
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,1 32 3.9 9 9,0
Korrigierte Residuen -1,2 6 -7 1,4
5 (10 mI NaCl/ kg KG, Anzahl 0 5 3 2 10
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 3,5 4,3 1,0 10,0
Korrigierte Residuen -1,3 1,1 -9 1,2
Gesamt Anzahl 6 18 22 5 51
Erwartete Anzahl 6,0 18,0 22,0 5,0 51,0

Tab. 10: Chi Quadrat nach Pearson: 0,013

Mit p= 0.013 liegen signifikante Werte vor. Es kann festgehalten werden, dass diese

Signifikanz hauptsachlich in den Zellen der ersten Gruppe begrindet liegen. In der

Auspragung ,keine Lymphozyten® liegt die tatsachliche Anzahl mit 5 weit Uber der er-

warteten Anzahl von 1.3 (korrigierte Residuen 3.9), wohingegen die Auspragung ,weni-

ge“ mit einem korrigierten Residuum von —2.1 (1 mal ,wenige“ bei erwarteten 3.9) weit

hinter den Erwartungen zurlckbleibt. Weiter findet sich in Gruppe 3 in der Merk-

malsauspragung ,mafig”“ mit korrigierten Residuen von 2.2 (8 Funde bei erwarteten 4.7)

ein signifikanter Wert. Insgesamt kann festgestellt werden, dass sich Gruppe 1 in Bezug

auf Lymphozytenproliferation von den anderen Gruppen unterscheidet, die anderen

Gruppen unterscheiden sich jedoch nicht maflgeblich untereinander.
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Gruppe * Mastzellen Kreuztabelle

Mastzellen
keine wenige maRig viele Gesamt
Gruppe 1 (10 mI PFC/ kg KG, Anzahl 5 2 4 0 11
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 6,0 35 2 11,0
Korrigierte Residuen 3,9 -2,8 4 -5
2 (10 ml PFC/ kg KG, Anzahl 1 6 3 0 10
14 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 55 3,1 2 10,0
Korrigierte Residuen -2 4 -1 -5
3 (5 ml PFC/ kg KG,  Anzahl 0 10 1 0 11
7 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 6,0 3,5 2 11,0
Korrigierte Residuen -1,4 2,7 -1,8 -5
4 (5 ml PFC/ kg KG,  Anzahl 0 4 4 1 9
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,1 4,9 2,8 2 9,0
Korrigierte Residuen -1,2 -7 ,9 2,2
5 (10 mI NaCl/ kg KG, Anzahl 0 6 4 0 10
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 55 3,1 2 10,0
Korrigierte Residuen -1,3 4 N4 -5
Gesamt Anzahl 6 28 16 1 51
Erwartete Anzahl 6,0 28,0 16,0 1,0 51,0

Tab. 11: Chi Quadrat nach Pearson: 0.008

Mit p= 0.008 liegt statistische Signifikanz vor. In Gruppe 1 finden sich in der Auspra-
gung ,keine” und ,wenige” korrigierte Residuen von 3.9 bzw. —2.7, was dadurch zustan-
de kommt, dass bei der Merkmalsauspragung ,keine“ die erwartete Anzahl von 1.3 weit
unter der tatsachlichen Anzahl von 5 zuruckliegt. Genau gegenlaufig verhalten sich die
Funde in der Merkmalsauspragung ,wenige®: bei erwarteten 6 Funden treten nur 2 tat-
sachliche Funde ein. In Gruppe 3 findet sich in der Auspragung ,wenig“ ein korrigiertes
Residuum von 2.7 (tatsachliche Anzahl: 10, erwartete Anzahl: 6); in Gruppe 4 ergibt
sich in der Auspragung ,viele“ ein korrigiertes Residuum von 2.2 (tatsachliche Anzahl:
1, erwartete Anzahl 0.2). Gruppen 2 und 5 zeigen sich unauffallig.

Insgesamt ist zu beobachten, dass im Punkt Mastzellen Gruppe 4 die starkste Auspra-
gung zeigt.
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Gruppe * Makrophag_]en Kreuztabelle

Makrophagen

keine wenige maRig viele Gesamt
Gruppe 1 (10 mI PFC/ kg KG, Anzahl 5 1 1 4 11
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 4,3 2,8 2,6 11,0

Korrigierte Residuen 3,9 -2,3 -1,4 1,1
2 (10 ml PFC/ kg KG, Anzahl 1 4 2 3 10
14 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 3,9 2,5 2,4 10,0

Korrigierte Residuen -2 A -4 5
3 (5 ml PFC/ kg KG,  Anzahl 0 2 8 1 11
7 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 4,3 2,8 2,6 11,0

Korrigierte Residuen -1,4 -1,6 4,1 -1,3
4 (5 ml PFC/ kg KG,  Anzahl 0 4 1 4 9
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,1 3.5 2,3 2,1 9,0

Korrigierte Residuen -1,2 4 -1.1 1,6
5 (10 mI NaCl/ kg KG, Anzahl 0 9 1 0 10
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 3,9 2,5 2,4 10,0

Korrigierte Residuen -1,3 3,7 -1,3 -2,0
Gesamt Anzahl 6 20 13 12 51
Erwartete Anzahl 6,0 20,0 13,0 12,0 51,0

Tab. 12: Chi Quadrat nach Pearson: 0.000

Mit p= 0.000 ergibt sich ein signifikanter Wert in Bezug auf Makrophagenverteilung. So
zeigt Gruppe 1 korrigierte Residuen von 3.9 in der Auspragung ,keine“ (5 mal ,keine®,
erwartete Anzahl 1.3) und korrigierte Residuen von —2.3 in der Auspragung ,wenig“ (1
mal ,wenig“, erwartete Anzahl 4.3).

In Gruppe 3 Ubertrifft die tatsachliche Anzahl von 8 die erwartete Anzahl von 2.8 in der
Auspragung ,maRig“ deutlich und ergeben so signifikante korrigierte Residuen von 4.1.
In Gruppe 5 weichen die Auspragungen ,wenig“ und ,viel“ signifikant von den Erwartun-
gen ab. So wurden in der Auspragung ,wenig“ deutlich geringere Werte erwartet als
tatsachlich eintrafen (erwatete Anzahl 3.9; beobachtete Anzahl 9; korrigierte Residuen:
3.7), in der Auspragung ,viel“ verhielt es sich gegenlaufig, so dass hohere Werte erwar-
tet wurden als letztendlich beobachtet wurden (erwartete Anzahl 2.4; beobachtete An-
zahl O; korrigierte Residuen: -2.0). Gruppen 2 und 4 zeigen sich unauffallig.

Es kann festgehalten werden, dass in Gruppe 5 deutlich weniger Makrophagen beobachtet

wurden als in den FC-77 Gruppen.
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Gruppe * Mesothelproliferation Kreuztabelle

Mesothelproliferation

keine wenig maRig viel Gesamt
Gruppe 1(10 mI PFC/ kg KG, Anzahl 5 2 3 1 11
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 3,0 3,2 3,5 11,0
Korrigierte Residuen 3,9 -8 -2 -1,8
2 (10 mI PFC/ kg KG,  Anzahl 1 5 2 2 10
14 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 2,7 2,9 3,1 10,0
Korrigierte Residuen -2 1,8 -7 -9
3 (5mIPFC/kgKG,  Anzahl 0 5 3 3 11
7 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,3 3,0 3,2 3,5 11,0
Korrigierte Residuen -1,4 1,5 -2 -3
4 (5ml PFC/ kg KG,  Anzahl 0 2 4 3 9
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,1 2,5 2,6 2,8 9,0
Korrigierte Residuen -1,2 -4 1,1 A
5 (10 mI NaCl/ kg KG, Anzahl 0 0 3 7 10
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 1,2 2,7 2,9 3,1 10,0
Korrigierte Residuen -1,3 -2,2 ,0 2,9
Gesamt Anzahl 6 14 15 16 51
Erwartete Anzahl 6,0 14,0 15,0 16,0 51,0

Tab. 13: Chi Quadrat nach Pearson = 0.005

Mit p = 0.005 wurde ein signifikanter Wert bei Betrachtung der Mesothelproliferation

erreicht. Diese Signifikanz liegt in Gruppen 1 und 5 jeweils in den Auspragungen ,kein“

bzw. ,wenig“ und ,viel“ begrindet. Gruppe 1 zeigt korrigierte Residuen von 3.9 (1.3 er-

wartete, 5 tatsachliche Funde) in der Auspragung ,kein“. Gruppe 5 weist korrigierte Re-

siduen von —2.2 in der Auspragung ,wenig“ (kein aufgetretener Fall bei 2.7 erwarteten

Fallen) und korrigierte Residuen von 2.9 bei der Auspragung ,viel* (3.1 erwartete Falle,

7 tatsachliche Funde) auf.

Die Mesothelproliferation ist somit in Gruppe 5 deutlich starker ausgepragt als in allen

anderen Gruppen, insbesondere starker als in Gruppe 1; Gruppe 3 nimmt eine Mittelpo-

sition ein.
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Gruppe * Fremdkorperriesenzellen Kreuztabelle

Fremdkd&rperriesenzellen

keine wenige mahkig Gesamt
Gruppe 1 (10 ml PFC/ kg KG, Anzahl 7 2 2 11
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 2,6 5,2 3,2 11,0
Korrigierte Residuen 3,5 -2,2 -9
2 (10 ml PFC/ kg KG, Anzahl 2 6 2 10
14 Tage poU) Erwartete Anzahl 2,4 4,7 2,9 10,0
Korrigierte Residuen -3 ,9 -7
3 (5 ml PFC/ kg KG, Anzahl 0 8 3 11
7 Tage poU) Erwartete Anzahl 2,6 5,2 3,2 11,0
Korrigierte Residuen -2,1 1,9 -2
4 (5 ml PFC/ kg KG, Anzahl 2 4 3 9
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 2,1 4,2 2,6 9,0
Korrigierte Residuen -1 -2 3
5 (10 mI NaCl/ kg KG, Anzahl 1 4 5 10
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 2,4 4,7 2,9 10,0
Korrigierte Residuen -1,1 -5 1,6
Gesamt Anzahl 12 24 15 51
Erwartete Anzahl 12,0 24,0 15,0 51,0

Tab. 14: Chi Quadrat nach Pearson: 0.028

Mit p= 0.028 zeigt sich ein signifikanter Wert fur die Ausbildung der Fremdkdrperriesen-

zellen. Insbesondere die korrigierten Residuen von 3.5 und —2.2 der Gruppe 1 (7 mal

keine Fremdkorperriesenzellen und 2 mal wenig Fremdkorperriesenzellen) ergeben in

Bezug zu den anderen Gruppen und zu den erwarteten Werten signifikante Unterschie-

de.

In Gruppe 3 zeigt das korrigierte Residuum von —2.1 die Diskrepanz zwischen erwarte-

ter Anzahl und tatsachlicher Anzahl (O mal keine Fremdkorperriesenzelle bei erwarte-

ten 2.6) in der Auspragung ,kein® auf; in der Auspragung ,wenig“ dieser Gruppe wird ein

korrigiertes Residuum von 1.9 angegeben (8 mal ,wenig“ bei erwarteten 5.2).

Der geringe Fund von Fremdkorperriesenzellen in Gruppe 1 wird gegentber samtlichen

anderen Gruppen gestellt.
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Gruppe * Fremdkorpergranulom Kreuztabelle

Fremdk&rpergranulom
keine wenige maRig Gesamt
Gruppe 1 (10 ml PFC/ kg KG, Anzahl 9 2 0 11
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 58 4,5 6 11,0
Korrigierte Residuen 2,2 -1,7 -9
2 (10 ml PFC/ kg KG, Anzahl 5 5 0 10
14 Tage poU) Erwartete Anzahl 53 4,1 6 10,0
Korrigierte Residuen -2 ,6 -9
3 (5 ml PFC/ kg KG, Anzahl 3 7 1 11
7 Tage poU) Erwartete Anzahl 58 4,5 6 11,0
Korrigierte Residuen -1,9 1,7 5
4 (5 ml PFC/ kg KG, Anzahl 6 3 0 9
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 4,8 3,7 5 9,0
Korrigierte Residuen ,9 -5 -8
5 (10 ml NaCl/ kg KG, Anzahl 4 4 2 10
21 Tage poU) Erwartete Anzahl 53 4,1 6 10,0
Korrigierte Residuen -9 -1 2,1
Gesamt Anzahl 27 21 3 51
Erwartete Anzahl 27,0 21,0 3,0 51,0

Tab. 15: Chi Quadrat nach Pearson: 0.143

Mit p= 0.143 ist in Bezug auf Fremdkorpergranulome kein signifikanter Unterschied zu
verzeichnen. Dennoch ist zu bemerken, dass in Gruppe 1 in der Merkmalsauspragung
.keine“ Fremdkorpergranulome ein signifikanter Wert mit korrigierten Residuen von 2.2
erreicht wird (erwartete Anzahl: 5.8; tatsachliche Funde: 9). Auch in Gruppe 3 lasst sich
ein signifikanter Wert durch das korrigierte Residuum von —1.9 ablesen; hier bleibt die

Auspragung von Fremdkorpergranulomen mit 3 hinter den Erwartungen von 5.8 zuruck.

5.3 Ergebnisse der Untersuchung der Lungen

Bei Entnahme der Lungen waren keine Auffalligkeiten zu beobachten. Die Lungen wa-
ren makroskopisch unauffallig, von hellroter Farbe, elastischer Konsistenz, mit glatter
Oberflache. Es gab bei keinem der Tiere makroskopisch einen Anhalt fir eine Infektion,
Blutung oder ein embolisches Ereignis der Lunge, daher wird gleich auf die mikroskopi-

sche Beurteilung der Lungen eingegangen.

48



5.3.1 Mikroskopische Ergebnisse der Lungen

Ebenso wie makroskopisch ergab sich mikroskopisch in der HE-Farbung der Lungen
kein Anhalt fir ein embolisches Ereignis, Infektion oder Blutung der Lungen. Die Lun-
gen stellten sich mikroskopisch homogen dar, es gab keinen augenscheinlich unterver-
sorgten bzw. nekrotischen Bereich.
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Abb. 8: HE- Farbung Lungengewebe, 10-fache VergrélRerung

Abb. 9: HE-Farbung Lungengewebe, 20-fache Vergrofierung
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Aufgrund des Versuchsaufbaus in Bezug auf die Entnahmemethode der Lunge kann
nicht sicher Uber atelektatische Bereiche der Lungen befunden werden: die Lungen
wurden in diesem Versuchsaufbau nicht von Innen heraus parafiniert, was ein Kollabie-
ren der Lungen verhindert hatte und somit eine deutlichere Unterscheidung zwischen
atelektatischen Bereichen und nicht-atelektatischen Bereichen erlaubt hatte. Somit kann

nur eine grobe mikroskopische Beurteilung vorgenommen werden.

5.3.2 Immunhistochemie

Alle immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden von einem unabhangigen Beob-
achter beurteilt. Mit einem Fluoreszenzmikroskop (Eclipse 80i, Nikon) wurden zunachst
Bilder erstellt, die dann mithilfe des newCast Programms (Visiopharm Integrator Sys-
tem, Version 2.16.1.0) ausgewertet werden konnten.

So wurden pro Praparat 5% der Gesamtflache abfotografiert und zusatzlich ein DAPI-
Bild (4',6-Diamidin-2-phenylindol) derselben Stelle aufgenommen, um in einer weiteren

Nachbearbeitung die Bilder Ubereinander zu legen.

Abb. 9: TNFa — Antikérper- Bild
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Abb. 10 :DAPI- Bild

Abb.11: zur Auswertung ubereinandergelegte Bilder (TNFa/DAPI)

Bei 4',6-Diamidin-2-phenylindol handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der be-
vorzugt zur Markierung von DNA und RNA benutzt wird. Bei Beleuchtung mit ultraviolet-
tem Licht fluoresziert DAPI im sichtbaren Bereich im blauen Farbspektrum. In Verbin-
dung mit doppelstrangiger DNA liegt das Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange
von 358 nm, das Emmissionsmaximum bei 461 nm; bei RNA liegt das Emmisionsma-

ximum bei 500nm. Die Emissionsmaxima von DNA- und RNA-gebundenem DAPI un-
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terscheiden sich damit gentigend, um sie mit Hilfe von optischen Filtern und Farbteilern
trennen zu kdnnen. DAPI wurde hier eingesetzt, um Zellkerne anzufarben (86, 87).

Die Auszahlung der Zellen erfolgte durch die Anwendung von vier Zahlfenstern

(4x4cm), die randomisiert Uber die abfotografierten Bilder gelegt wurden.

Abb.12: TNFa-positive Zellen (roter Pfeil) inmitten negativer Zellen (weille Pfeile)

Als positiv wurde eine Zelle gewertet, wenn mehr als die Halfte der Zelle von spezifi-

schen Granula eindeutig umsaumt wurde.

Positive und negative Zellen wurden pro Zahlfenster ausgezahlt.
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Abb.13: VEGF-positive Zellen (rote Pfeile) und negative Zellen (weile Pfeile)

Abb.14: VEGF-positive Zellen (rote Pfeile) und negative Zellen (weille Pfeile)
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5.3.2.1 Bewertung der Farbung mit Tumonekrosefaktor- alpha (TNFa)

TNFa (Tumornekrosefaktor Alpha) ist ein pleiotropes Zytokin das von aktivierten
Makrophagen und Lymphozyten exprimiert wird und eine zentrale Rolle in der Induktion
und Aufrechterhaltung lokaler und systemischer Entziindungsreaktionen, Zellprolifera-
tion und —differenzierung, Nekrose und Apoptose einnimmt. Durch Aktivierung ver-
schiedener Rezeptoren und somit Induktion unterschiedlicher Mediatoren kommt es
z.B. durch Caspasen vermittelten zur Apoptose, eine andere Kaskade |6st durch NF- kB

vermittelt ein Zelliberleben und I6st somit einen proinflammatorischen Reiz aus (88).

Nach der oben genannten Methode wurden die Schnitte einzeln bearbeitet und ausge-
wertet. Zunachst wurden die Daten mit dem Test nach Kolmogoroff-Smirnoff auf Nor-
malverteilung gepruft. Mit p= 0.962 liegt keine signifikante Abweichung von der Normal-
verteilung vor, so dass nun der T-Test angewandt werden kann, um die Gruppen unter-

einander zu vergleichen und Unterschiede aufzudecken.
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Abb. 15: Box-plot zur Auswertung TNFa-positiver Zellen

Was schon dem graphischen Boxplot zu entnehmen ist, bestatigt die statistische Analy-
se durch den T-Test : Zwischen Gruppen 1, 2 und 4 |asst sich kein statistischer Unter-
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schied feststellen, wahrend zu Gruppen 3 und 5 durchaus ein statistisch relevanter Un-
terschied zu messen ist.

Den Berechnungen durch den T-Test (siehe Anhang, Kapitel 8.2.1, Seite 69 - 73) kann
man entnehmen, dass zwischen Gruppen 1 und 3 mit p= 0.012 wie auch zwischen
Gruppen 1 und 5 (p=0.008) ein signifikanter Unterschied in der prozentualen Verteilung
der positiven und negativen Zellen der TNFa- Farbung gibt.

Weiter zeigt sich mit p= 0.001 ein hdochst signifikanter Unterschied im Vergleich der
Gruppen 2 mit 3 wie auch 2 mit 5 (p= 0.000). Im Vergleich der Gruppe 4 mit 3 und mit
Gruppe 5 zeigten sich ebenfalls signifikante Unterschiede (p=0.017 bzw. p=0.008). Die
pulmonalen Zellen der Gruppen 3 und 5 zeigen prozentual an der Gesamtzahl der aus-
gezahlten Zellen die am geringsten ausgepragte Expression von TNFa. Im Vergleich
dazu ist der prozentuale Anteil an TNFa- positiven Zellen in Gruppen 1 und 2 am
starksten ausgepragt.

Gruppe 4 nimmt hier eine Mittelstellung ein, da sie nur mittelstarke Auspragungen an

TNFa- positiven Zellen zeigt.

5.3.2.2 Bewertung der Farbung der Lungen mit Vascular entdothelial growth fac-
tor (VEGF)

VEGF (vascular endothelial growth factor) ist ein dimeres Glykoprotein, das durch seine
mitogene Wirkung auf endotheliale Zellen deren Wachstum und somit Neovaskularisa-
tion von Geweben fordert (89).

Im Falle eines embolischen Ereignisses in der Lunge werden Uber verschiedene Media-
toren funf groRe pathophysiologische Prozesse angestoflen: Zellischamie und —
hypoxie, Reperfusion mit nachfolgender Aktivierung von Proteasen, Lipasen, Phospho-
lipasen und Freisetzung von freien Radikalen, die alle eine erhdhte Zellmembranper-
meabilitdt bedingen und den Zelltod zur Folge haben, Phagozytenstimulation durch
Spaltprodukte des Komplementsystems und anderen proinflammatorischen Faktoren,
Aktivierung der endothelialen Zellen mit erhohter Oberflachenexpression von Adhasi-
onsmolekilen und Erhéhung der Leukozyten- Endothel- Interaktion (90).

Dieser Ablauf fuhrt zu einer lokalen Entziindungsreaktion mit anschliellender Vernar-
bung und Funktionsverlust des unterversorgten Gewebes. Bisher ist nicht vollstandig
geklart, welche Rolle VEGF in der Regulation der vaskularen Permeabilitat und der
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Verhinderung der epithelialen Apoptose zukommt. In Studien ist belegt worden, dass
die Unterdrickung von VEGF in der Lunge zu Apoptose und Ausbildung eines Lungen-
emphysems fuhrt (91-93).

In dieser Versuchsreihe wurde VEGF als Marker fur stattgefundene Neoangiogenese
und Alveolarisation als Folge eines embolisch-hypoxischen Schadens genutzt.

Die gesammelten Daten wurden mit dem Test nach Kolmogoroff-Smirnoff auf Normal-
verteilung gepruft. Mit p= 0.982 liegt ein deutlich nicht signifikanter p-Wert vor; die Wer-
te sind hinreichend normalverteilt, so dass nun der T-Test angewandt werden kann um

die Gruppen untereinander zu vergleichen.
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Abb. 16: Box-plot zur Auswertung VEGF-positiver Zellen

Dem Boxplot ist eine deutliche Unterscheidung der Gruppen anzunehmen, die durch
den T-Test verifiziert werden kann. Den Berechnungen durch den T-Test (siehe An-
hang, Kapitel 8.2.2, Seite 74 - 78) kann man entnehmen, dass zwischen Gruppen 1 und

3 mit p= 0.030 wie auch zwischen Gruppen 1 und 5 (p=0.001) ein signifikanter Unter-
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schied in der prozentualen Verteilung der positiven und negativen Zellen der VEGF-
Farbung besteht.

Weitere signifikante Unterschiede zeigten die Vergleiche zwischen Gruppen 2 und 3
(p=0.023). Der signifikant grote Unterschied jedoch liel3 sich zwischen Gruppen 2 und
5 mit einem p= 0.000 beobachten. Im Vergleich der Gruppe 3 mit 4 und 3 mit 5 zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede (p= 0.704 bzw. 0.458).

Ebenso wiesen die Gruppen 1 und 2 (p= 0.981) wie auch Gruppen 4 und 5 (0.276) kei-

ne signifikanten Unterschiede in der Expression der VEGF-positiven Zellen auf.

Insgesamt wiesen Gruppen 1 und 2 gemessen an der Gesamtzahl der ausgezahlten
Zellen prozentual die geringste Anzahl an VEGF-positiven Zellen. Im Vergleich dazu ist
der prozentuale Anteil an VEGF- positiven Zellen in Gruppen 4 und 5 am starksten aus-
gepragt; in Gruppe 5 noch starker als in Gruppe 4. Gruppe 3 nimmt hier eine Mittelstel-

lung ein.

6. Diskussion

Nach chirurgischer Eréffnung der Bauchdecke kommt es in nahezu 100% der Falle im
postoperativen Verlauf zur Ausbildung von Adhasionen (1, 2, 14, 15, 18, 19, 31, 94, 95).
Die Ausbildung der Adhasionen Iasst sich pathophysiologisch anhand der besonderen
Heilungsmechanismen des Peritoneums und einer bei Verletzung entstehenden Disba-
lance von Fibrinogenese und Fibrinolyse erklaren (19, 21, 46-48, 96-98), wobei das
Ausmal der Adhasionsbildung mafigeblich von den eingangs beschriebenen Faktoren
wie lokaler Ischamie, Inflammationsreaktion aufgrund von Blutresten oder Fremdkor-
perpartikeln, mechanischer und thermischer Reizung, Austrocknung und allergischer
Reaktion abhangt (15, 22, 23, 34, 50-56, 99).

Bisher verwendete MalRnahmen zur Adhasionsprophylaxe kénnen die Ausbildung der
Adhasionen zwar nicht vollstandig unterbinden, sie jedoch teilweise reduzieren (50, 58-
72).

Degenhardt et al. konnte in ihrer Forschungsreihe keine signifikant adhasionsprophylak-
tische Wirkung des FC-77 belegen, beobachtete aber tendenziell bessere Ergebnisse in
der FC-77 Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen (Adept und Kontrollgruppe)
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(12). In der hier vorgestellten Forschungsreihe konnte jedoch ein signifikant adhasi-
onsmindernder Effekt gezeigt werden. So konnte nach dem makroskopischen Easysco-
re nach Zuhlke und Moreno (82, 83) eine signifikante Reduktion der Adhasionen
aller FC-77-Gruppen im Vergleich zu der NaCl- Gruppe festgestellt werden (siehe
Kap. 5.1.2, Seiten 33-35).

Des Weiteren wurde beobachtet, dass eine hohere applizierte Dosis zu signifikant bes-
seren Ergebnissen fiuhrte als eine niedrigere Dosis in einem vergleichbaren Zeitraum.
So zeigten sich einige Tiere der Gruppen 1 und 2 ( 10ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU und
14 Tage poU) ganzlich adhasionsfrei, was sich in den niedrigeren Easyscore- Werten
widerspiegelt (Mittelwerte des Easyscores Gruppe 1: 11.32; Gruppe 4: 31.83; Gruppe 5:
46.35). Zur Ermittlung des Mittelwertes wurden die Easyscorewerte aller Tiere einer
Gruppe addiert und durch die Tieranzahl geteilt.

Die besten Ergebnisse erzielte die Gruppe mit der hochsten applizierten Menge, die
den langsten Zeitraum beobachtet wurde, gefolgt von der Gruppe mit identischer Appli-
kationsmenge Uber einen kiirzeren Beobachtungszeitraum. Beide Gruppen der geringe-
ren Applikationsmenge an FC-77 erzielten fast identische Ergebnisse, so dass dort kein
Vorteil durch den langeren Beobachtungszeitraum festgestellt werden konnte. Die
schlechtesten Ergebnisse erzielte die NaCl- Gruppe. Der hohe Easyscore- Wert der
NaCl- Gruppe kommt vor allem dadurch zustande, dass die Anzahl der Adhasionen pro
Tier besonders hoch war; die Tiere der NaCl- Gruppe wiesen im Durchschnitt 5.4 Adha-

sionen auf (Anzahl der Adhasionen variierte von 4 — 7).

Bezient man nun die Ergebnisse der direkt vorangegangenen Forschungsreihe von
Pelzer et al. (85) in die Ergebnisse dieser Forschungsreihe mit ein, so unterstreichen
sie die oben getroffenen Aussagen zusatzlich: in der vorangegangenen Forschungsrei-
he wurde den Versuchstieren 10ml FC-77/kgKG appliziert und diese am 7. postoperati-
ven Tag relaparotomiert. Vergleicht man nun diese Gruppe mit der Gruppe, die Uber
den gleichen Zeitraum beobachtet wurde, jedoch nur 5ml FC-77/kgKG appliziert bekam,
so kann fur die 10ml FC-77/kgkG- Gruppe ein signifikant besseres Ergebnis im Sinne
geringerer Adhasionen festgestellt werden, als fur die 5ml FC-77/kgkG-Gruppe.

Im Vergleich der 10ml FC-77/kgkG- Gruppen ergab sich kein klarer Vorteil in Bezug auf
den Beobachtungszeitraum. Hier ergab sich die geringste Adhasionsauspragung fur

den langsten Beobachtungszeitraum (21 Tage) gefolgt vom kirzesten Beobachtungs-
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zeitraum (7 Tage). Der mittlere Beobachtungszeitraum nimmt eine Mittelstellung ein (14
Tage).

Zur qualitativen histologischen Beurteilung fand der Histoscore nach G.C. Zografos et
al. Anwendung (84).

Nach Anwendung des Histoscores konnte die antiadhasive Wirkung von FC-77, die
makroskopisch schon gesehen wurde auch in den mikroskopischen Funden bestatigt

werden.

So fand sich in der Gruppe mit der hohen FC-77-Applikationsmenge und dem langsten
Beobachtungszeitraum (21 Tage) 5 mal die Auspragung ,keine“ Fibrose, was auf die
Tiere zurickzufuhren ist, die ganzlich adhasionsfrei waren. In der Gruppe mit ebenfalls
hoher FC-77-Applikationsmenge, jedoch kurzerem Beobachtungszeitraum (14 Tage)
liel® sich ebenfalls ein geringer Adhasionsgrad feststellen.

Im Gegensatz dazu prasentierte die NaCl- Gruppe 5 mal die Auspragung ,viel“ und kein
mal die Auspragungen ,kein“ oder ,wenig“, so dass man von einem hdchst signifikanten
Ergebnis sprechen kann (p=0.000). Die Gruppen mit der hochsten FC-77-
Applikationsmenge weisen dabei die geringsten Fibrosegrade auf, die Gruppe mit NaCl-
Applikation den hochsten Fibrosegrad.

Die Gruppen mit reduzierter FC-77-Applikationsmenge haben zwar im Vergleich zur
NaCl- Gruppe einen deutlich reduzierten Fibrosegrad, im Vergleich zur hdheren FC-77-
Applikationsmenge jedoch einen deutlich erhdhten Fibrosegrad.

Im Vergleich mit den Ergebnissen von Degenhardt et al. von 10ml FC-77- Applikati-
onsmenge Uber einen Beobachtungszeitraum von 7 Tagen kann gesagt werden, dass
die Ergebnisse in Bezug auf den Histoscore mit denen der niedrigeren Applikations-
menge des gleichen Beobachtungszeitraums (5ml FC-77, 7 Tage poU) fast identisch
sind. Somit konnte insgesamt ein signifikant geringeres Ausmal® der Fibrose, dass
schon von Degenhardt et al. beschrieben wurde, bestatigt werden (12), jedoch zeigt
sich kein klarer Zusammenhang zwischen Beobachtungszeitraum und Applikations-
menge.

Der Grund fur die signifikant geringeren Fibrosegrade in den FC-77-Gruppen kann auf
den in der Literatur beschriebenen antiinflammatorische Wirkung zurtckzufihren sein
(7-11, 24, 25, 100-102). Es kann weiter angenommen werden, dass die hdhere Appli-

kationsmenge sich dahingehend positiv auf den Fibrosegrad auswirkt, dass mit grof3e-
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rer Menge an FC-77 auch eine groRere Oberflache und somit auch alle potentiell ver-
letzten Gebiete bedeckt werden konnen und voneinander getrennt werden.

NaCl hingegen wird von der Mesothel- und der Submesothelschicht direkt absorbiert
und verbleibt nicht in der Bauchhdhle. Somit kann NaCl nicht zur Adhasionsprophylaxe
beitragen und die Adhasionsbildung nicht vermindern. Dieses wird bei Betrachtung der
Easyscorewerte der NaCl- Gruppe deutlich, die deutlich hdher ausfallen als die Werte
samtlicher mit FC-77 behandelten Tiere: Gruppe 5, in der die Tiere mit NaCl behandelt
wurden, weist einen mittleren Easyscore von 40,35 auf, Gruppe 4 (5ml FC-77/kgKG, 21
Tage poU) einen von 30,83 und Gruppe 3 (5ml FC-77/kgKG, 7 Tage poU) einen mittle-
ren Rang von 28,82. Die Gruppen 1 und 2 (10ml FC-77/kgKG, 21 und 14 Tage poU)

zeigen weitaus bessere Easyscorewerte von 10,41 und 16,35.

Neben der signifikant geringer entwickelten Fibrose besteht ein weiterer Unterschied in
der signifikant geringer ausgepragten GefaBneubildung in den FC-77 — Gruppen.
Wahrend in Gruppe 1 und 2 der Uberwiegende Teil der Tiere ,kein“ oder ,wenig“ Ge-
fakneubildung zeigte, wiesen die Tiere in Gruppe 5 in 4 Fallen ,maRig“ und in 6 Fallen
,viel“ Gefallneubildung auf; kein Tier jedoch zeigte die Merkmalsauspragung ,kein® oder

,wenig®.

Der Histoscore fur die Lymphozyten ergab ebenfalls signifikante Unterschiede. So wa-
ren die Lymphozyten in den 10ml FC-77- Gruppen deutlich geringer nachweisbar als in
den 5ml FC-77- Gruppen oder der NaCl- Gruppe. Zwischen der 5ml FC-77-Gruppe uber

21 Tage und der NaCl- Gruppe bestand kein messbarer Unterschied.

Die auf die mechanische Reizung folgende reaktive Mesothelproliferation war bei der
NaCl-Gruppe signifikant starker ausgepragt als bei den FC-77- Gruppen. Innerhalb der
FC-77- Gruppen jedoch verteilte sich die Mesothelproliferation homogen; es gab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Applikationsmengen oder Be-

obachtungszeitraumen.

Bei der histologischen Untersuchung der Praparate konnte kein signifikanter Unter-
schied in der Fremdkorpergranulombildung zwischen den FC-77-Gruppen und der
NaCl- Gruppe festgestellt werden. Ein positiver Trend zugunsten der FC-77-Gruppen ist

jedoch erkennbar, da in der NaCl- Gruppe mal ,maRig“ viele Fremdkorpergranulome
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aufgetreten sind, wahrend in den Gruppen 1, 2 und 4 keine und in Gruppe 3 nur einma-

lig ,manig” viele Fremdkorpergranulome gefunden wurden.

Im Punkt Fremdkorperriesenzellen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
den FC-77-Gruppen und der NaCl- Gruppe. Innerhalb der FC-77- Gruppen gleichen
sich die Haufigkeiten der Fremdkorperriesenzellen, der Unterschied zu der NaCl- Grup-
pe jedoch ist evident.

Als mdgliche Ursachen fir die geringe Zahl der Fremdkoérperriesenzellen in den FC —
77-Gruppe konnte die in der Literatur beschriebene nachgewiesene antiinflammatori-
sche und antikoagulatorische Wirkung durch Suppression der neutrophilen Granulozy-
ten und der Monozyten sein (7-9, 101, 102).

Diese Kenntnisse beziehen sich allerdings auf Studien zur ,Liquid Ventilation®.
Neutrophile Granulozyten sind Zellen der akuten unspezifischen Infektionsabwehr und
Monozyten sind phagozytosefahige Universalzellen, die in den ersten 4 — 6 Stunden in
das Entziindungsgebiet wandern und bei Erldschen des Entzindungs-reizes bereits
nach zwei Tagen nicht mehr nachzuweisen sind. Bei persistierender Entzindung wer-
den Zytokine freigesetzt (IL-1, IL-8, IL-12, INF o/B, TNFa), die auf verschiedene Zielzel-
len wirken. Rodgers, DiZerega sowie Koch et al. konnten nachweisen, dass die Applika-
tion von PFC die Zytokeratinfreisetzung aus den Granulozyten supprimieren kann (20,
24, 103, 104). Das ware eine Erklarung fur die deutlich geringere Anzahl an Fremd-
korperriesenzellen in den FC — 77-Gruppe. Eine weitere Erklarung fur die geringere
Fremdkorpergranulombildung in der FC—-77- Gruppe kdnnte der massive Makrophagen-
verbrauch durch die FC -77 Einschlisse sein. Moglicherweise stehen dadurch nicht
mehr genug Makrophagen zur Verfigung, die bendtigt wirden, um sich zu Epitheloid-
zellen, Fremdkorperriesenzellen und letztlich zu Fremdkorpergranulomen zu organisie-

ren.

Wie schon 2009 von Degenhardt et al. beschrieben, fanden sich auch in dieser Ver-
suchsreihe in den FC-77-Gruppen makroskopisch auffallige weiBliche Belage auf dem
Peritoneum und den serdésen Organkapseln (12), die bei mikroskopischer Untersu-

chung vorwiegend aus Fibrin und vakuolisierten Makrophagen bestehen.
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Die Belage aus Fibrin und vakuolisierten Makrophagen mit dazwischen liegenden kolla-
gene Fasern, Gefallen, Mastzellen und einzelnen Lymphozyten fuhren folglich in den
FC-77-Gruppen zu signifikant erhohten Mastzellzahlen im Vergleich zur NaCl-Gruppe
(p=0,000). So ergeben sich in den 10ml FC-77-Gruppen 4 bzw. 3 Auspragungen mit
wviel“, wie auch in der 5ml FC-77 Gruppe uber den 21 Tage-Beobachtungszeitraum.
Demgegenuber zeigen sich keine Mastzellen in der NaCl-Gruppe.

In einer anderen vorangegangenen Versuchsreihe von Grund et al. (65) fand man
ebenfalls die weildlichen Belage, untersuchte diese jedoch nicht naher, da davon ausge-
gangen wurde, dass es sich um nach peritonealen Schaden entstehende Fibrinbelage
handelte, wie sie von Dizerega beschrieben wurden (96). Bei dem damals verwendeten
Perfluorocarbon handelte es sich um PF 5080. Die histologischen Untersuchungen der
Schnitte zeigte dieselben Funde wie bei Degenhardt et al. und dieser Versuchsreihe:
vakuolisierte Makrophagen und Entzindungszellen.

Mit dem Nachweis von Abwehrzellen ist somit abzuleiten, dass es sich um eine Ab-

wehrreaktion auf das Perfluorocarbon handelt, unabhangig davon welches Perfluoro-

carbon appliziert wurde.

Abb. 17: vakuolisierte Makrophagen mit eingestreuten Entziindungszellen und kollagenen Fasern (HE,

20fache VergréfRerung)
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Wie sich PFC nach Applikation in die Bauchhodhle verhalt, war bis jetzt weitgehend un-
klar. Es wird angenommen, dass sich nach Applikation im Abdomen das PFC wahr-
scheinlich durch Kohasion zunachst auf der Serosa anlagert. Anschlieend kommt es
zu einem Durchtritt von Fibrin und Makrophagen durch die Mesothelschicht und an-
schlie®end zur Phagozytose von PFC durch die Makrophagen und zur Ausbildung der
beschriebenen weillen Belage.

Histologische Funde von intralymphatischen vakuolisierten Makrophagen beweisen,
dass das durch die Makrophagen aufgenommene FC-77 auf dem Lymphweg abtrans-
portiert wird. Uber den weiteren Verbleib im Kdrper bzw. die Elimination kann nur spe-
kuliert werden, da die abdominellen Lymphknoten und Speicherorgane wie Leber und

Milz, sowie Lunge, Nieren und Hirn bisher nicht untersucht worden sind.

Bereits 1972 wurde Uber vakuolisiertes PFC berichtet, als Holaday et al. nach intrapul-
monaler Anwendung von PFC-Residuen in Alveolarmakrophagen berichtete (105).
Auch Meany und Smith et al. berichteten von phagozytiertem PFC, das sich in Lymph-
knoten und extralymphatischen Geweben wie Fett und entlang Muskelfaszien wieder-
fand (106, 107). Diese Residuen zeigten jedoch keine pathogenen Tendenzen.

Die PFC-Residuen, die die Case-Reports von Hagerty, Servaes und Lyburn et al. be-
schreiben scheinen ebenfalls fur den Patienten bislang kein erhdhtes gesundheitliches
Risiko darzustellen (108-110). Der Case-Report von Hagerty et al. beschreibt einen ra-
diologischen Zufallsfund von Perflubron-Residuen im Mediastinum und Abdomen einer
17-jahrigen, die im Alter von 8 Jahren aufgrund eines akuten Atemnotsyndroms fllssig-
keitsbeatmet wurde (108). Die Verteilung der Perflubron-Residuen fand sich entlang der
Faszien, mit Speicherung in Fett und Lymphknoten des Mediastinums, retroperitoneal
bis in die Leistengegend und entlang des Femoralkanals. Bei Perflubron handelt es sich
um ein weiteres PFC; der Unterschied zu FC-77 besteht in den Bromatomen, die an
den Stellen an dem Kohlenstoffgerist angelagert sind, an denen bei FC-77 Fluoratome
gebunden sind.

In einem weiteren Fallbericht von Servaes et al. wird von einem 13-jahrigen berichtet,
der bei Aufnahme zu einer Laryngoplastik auffallige thorakale Rontgenbilder mit multip-
len runden Verschattungen aufwies (110). Bei dem Jungen wurde im Alter von 11 Mo-

naten nach Rauchgasvergiftung eine Flussigkeitsbeatmung mit Perflubron durchgefuhrt.
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Abb. 18 : ap und laterale Thoraxréntgenaufnahme eines 13-jahrigen Jungen mit multiplen runden Ver-
schattungen, nachweislich Perflubron-Residua nach Fliissigkeitsbeatmung (nach Servaes et al. (110))

Die im Tierversuch wiederholt beobachteten Vakuolen jedoch sind bis 20um grof3, in
ihrer Konfluenz sogar noch groéfRer, so dass von einem nicht zu unterschatzenden Risi-
ko fur Embolien auszugehen ist. Um diese naher abzuklaren wurde in dieser Versuchs-
reihe eine immunhistologische Farbung der Lungen mit VEGF durchgefinhrt.

In dieser Versuchsreihe wurde VEGF als Marker fur stattgefundene Neoangiogenese
und Alveolarisation als Folge eines embolisch-hypoxischen Schadens genutzt.

Die statistische Analyse der immunhistochemischen Funde ergab eine signifikant gerin-
gere Expression von VEGF in den Gruppen 1 und 2 (10ml FC-77 uber 21 und 14 Tage)
im Vergleich zur NaCl- Gruppe. Zieht man nun lediglich die 21-Tage-
Beobachtungsraum-Gruppen in Betracht, so kann festgestellt werden, dass die Tiere
mit der hochsten Applikationsmenge an FC-77 die geringste prozentuale VEGF-
Expression aufweisen. Somit kann weiter auf eine geringere Rate an Neoangiogenese
und Alveolarisation in den FC-77 Gruppen geschlossen werden. Diese Beobachtung
spricht gegen eine embolgene Wirkung des FC-77. Allerdings muss auch bedacht
werden, dass das zeitliche Fenster der Up-Regulation der Expression von VEGF als
Reaktion auf ein akutes hypoxisches Ereignis relativ kurzer ist und somit der optimale
Messzeitpunkt fir VEGF als Marker nicht miterfasst wurde. Es wirde sich hier anbieten
die Zeitabstande der Probenentnahmen nach Applikation des FC-77 kirzer zu gestalten
um Veranderungen der VEGF- Expression beobachten zu kdnnen.

Das in den Abdominalraum applizierte FC-77 wird dort von Makrophagen aufgenom-

men und auf dem Lymphweg abtransportiert. Der weitere Eliminationsweg ist bisher
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ungeklart, eine Theorie jedoch ist, dass — wie nach intravendser Applikation — FC-77
grofldtenteils Uber die Lunge abgeatmet wird. Dieser Eliminationsweg kdnnte jedoch
auch eine Verschleppung der abdominalen Entziindungsreaktion Uber die Makrophagen
in die Lunge bedeuten. Um dieses zu untersuchen wurde TNFa als Marker fir eine lo-
kale Entzundungsreaktion der Lunge gewahlt.

Die Auswertung der TNFa-Farbung zeigte signifikante Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Gruppen. Die Gruppen mit der héchsten FC-77-Applikationsmenge, Gruppen 1
und 2 mit je 10ml (Uber 21 und 14 Tage) zeigten dabei die héchste prozentuale Vertei-
lung von TNFa-positiven Zellen, Gruppe 3 (5ml, 21Tage) und Gruppe 5 (10ml NacCl,
21Tage) die geringste prozentuale Verteilung.

Die Interpretation der Ergebnisse ist dahingehend schwierig, da sich weder ein klarer
dosis- noch ein zeitabhangiger Zusammenhang erkennen lasst. TNFa als Akut-
phasezytokin wird in den zwei Gruppen des langsten Beobachtungszeitraums Gruppe
3 und Gruppe 5 (5ml FC-77/kgkG und 10ml NaCl, 21 Tage poU) in geringster Vertei-
lung exprimiert. Dieses Verteilungsmuster ist dennoch nicht konstant in allen Langzeit-
beobachtungsgruppen zu finden; Gruppe 1 unterscheidet sich signifikant sowohl von
Gruppe 3 (p=0,012), als auch von Gruppe 5 (p=0,008).

Auch ist kein Trend in der Hohe der Applikationsdosis zu erkennen: die NaCl- Kontroll-
gruppe (Gruppe 5) und die 5ml-Langzeitgruppe (Gruppe 3) erzielten annahernd gleiche
Ergebnisse, wohingegen die 5ml-Kurzzeitgruppe (Gruppe 4) signifikant hdhere TNFa-
Werte zeigte als Gruppe 3 (p=0,021). Die signifikant hohere Expression von TNFa in
den 10mI-FC-77-Gruppen konnte fur eine fortgeleitete Inflammationsreaktion in die

Lunge sprechen. Dieses musste jedoch noch eingehender untersucht werden.

Nach den Ergebnissen dieser Studie lauten:

Hypothese HO1: FC-77 reduziert die durch Fremdkorper induzierten Adhasionen in der

Bauchhdhle nicht wesentlich.

Nach makroskopischem Easyscore kann eine signifikante Reduktion der Adhasionen in
den Gruppen mit FC-77- Applikation beobachtet werden.

Auch nach mikroskopisch-histologischer Bewertung kann ein signifikanter Ruckgang in
der Auspragung der Adhasionen durch die Punkte Fibrose und Gefalproliferation be-

fundet werden. Fremdkdrpergranulome zeigten sich in den FC-77 Gruppen in geringe-
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rer Anzahl und zum grof3en Teil nur in abortiver Ausbildung, wahrend in der Kontroll-
gruppe vergleichbar héhere Anzahlen an Granulomen zu beobachten waren.

Die Hypothese H01 kann folglich widerlegt werden.

Hypothese H0OZ2a: Eine Wirkung des FC-77 ist dosisabhangig nicht ablesbar.

Bei Vergleich des Easyscores in Bezug auf die applizierte Menge des FC-77 kann fest-
gestellt werden, dass die Gruppe mit der hdchsten Applikationsmenge signifikant gerin-
gere Adhasionsbildung zeigt, als die Tiere mit geringerer Applikationsmenge und ver-
gleichbarem Beobachtungszeitraum.

Die Hypothese H02a kann dahingehend widerlegt werden, dass sich ein dosisabhan-
giger Unterschied in der Wirkung des FC-77 anhand der Studienergebnisse ableiten

|asst.

Hypothese H0O2b: Eine Wirkung des FC-77 ist zeitabhangig nicht ablesbar.

Bei Vergleich des Easyscores in Bezug auf den Beobachtungszeitraum ist kein signifi-
kanter Unterschied ablesbar. Die Auspragung der Adhasionen unterscheidet sich nicht
signifikant bei unterschiedlichem Beobachtungszeitraum und gleicher Applikationsmen-
ge. Eine zeitabhangige Wirkung lasst sich nicht ermitteln.

Folglich kann die Hypothese H02b nicht widerlegt werden.

Hypothese HO3: FC-77 induziert Embolien.

Makroskopische wie auch mikroskopische Bewertung der HE-gefarbten Lungen ergab

keinen Anhalt flr ein embolisches Ereignis. Auswertung der VEGF- Farbung ergab sig-
nifikant geringere Auspragungen von VEGF-positiven Zellen in den FC-77-Gruppen; ein
Anhalt fur eine Embolie lasst sich somit nicht ermitteln.

Die Hypothese H03 kann widerlegt werden.
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7. Zusammenfassung

Peritoneale Adhasionen sind eine bekannte und haufige postoperative Komplikation.
Sie konnen zu Problematiken wie chronischen abdominellen Schmerzen, mechani-
schem lleus und Infertilitat fuhren.

Die Ausbildung der Adhasionen liegt im besonderen Heilungsmechanismus des Perito-
neums mitbegrindet. Zudem wird die Adhasionsbildung von Faktoren wie lokale Ischa-
mie, chirurgische Traumatisierung, Entzindung, Blutung, Austrocknung von Gewebe,
Hitzeschaden und Reaktionen auf Fremdmaterial wie Nahtmaterial, Talk, Abrieb von
Baumwolltupfern (Lint) unterstitzt, bzw. unterhalten. Anhand der proadhasiven Fakto-
ren sind bereits Mallnahmen zur primaren Adhasionsprophylaxe vorgenommen worden
(z.B. Verwendung von ungepuderten Handschuhen).

Zur sekundaren Adhasionsprophylaxe wurden bereits viele unterschiedliche Medika-
mente und Materialien mit unterschiedlichen Ansatzpunkten getestet; hierbei hat sich
Seprafilm®, eine Hyaluronmembran, als derzeitig wirkungsvollstes Antiadhasivum her-
ausgestellt.

Diese tierexperimentelle, am Rattenmodell durchgefuhrte, Arbeit vergleicht anhand ei-
nes makro- und mikroskopischen Scores eine madgliche Adhasionsprophylaxe durch
Perfluorcarbone — 77 (FC-77) in ihrer zeit- und dosisabhangigen Wirkung.

Aus Erfahrungen mit der Flussigkeitsbeatmung von Frih- und Neugeborenen, aber vor
allem aus tierexperimentellen Arbeiten, weil® man, dass PFC die Akkumulation von
Monozyten und neutrophilen Granulozyten unterdrickt und eine antikoagulatorische
Wirkung besitzt. Diese Erkenntnisse fihrten zur Uberlegung, die Barriereeigenschaften
und die antiinflamatorische und antikoagulatorische Wirkung von FC — 77 auch zur Pro-
phylaxe peritonealer Adhasionen und Bildung von Fremdkorpergranulomen einzuset-
zen. Die adhasionsreduzierenden Eigenschaften des FC-77 zeigten sich bereits in einer
experimentellen Vorarbeit; hierbei fielen makroskopische Belage auf den intraabdomi-
nellen Organen auf, die sich als vakuolisierte Makrophagen von bis zu 20 um Grol3e
herausstellten.

Bei bisher unklarem Eliminationsverhalten des FC-77 aus der Bauchhdhle und Annah-
me der normalen Elimination des Pharmakons Uber die Lungen, wurden die Lungen
mittels immunhistochemischer Verfahren auf Expression von TNFa und VEGF als Mar-
ker flr ein embolisches Ereignis oder eine fortgeleitete systemische Infektion hin unter-
sucht.
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Die Ergebnisse dieser Studie zeigten im Versuch mit VEGF keine erhdohte Expression
von VEGF bei den Tieren mit FC-77-Applikation. Die Tiere der héchsten Applikations-
dosis zeigten sogar im Vergleich die geringste Expression von VEGF, was gegen eine
stattgehabte Embolie sprechen wirde.

In Bezug auf die Untersuchung der TNFa positiven Zellen ergaben sich nicht eindeutig
interpretierbare Ergebnisse; es ist weder ein klarer dosis- noch zeitabhangiger Zusam-
menhang zu erkennen. TNFa als Akutphasezytokin wird erwartungsgemaf in zwei
Gruppen (Gruppe 4 und 5) des langsten Beobachtungszeitraums (21 Tage) in gerings-
ter Verteilung exprimiert, jedoch weicht die Langzeitgruppe der héchsten Applikations-
menge signifikant von diesen Ergebnissen ab. Auch ist kein Trend in der Hohe der Ap-
plikationsdosis zu erkennen: die NaCl- Kontrollgruppe und die 5ml-Langzeitgruppe er-
zielten annahernd gleiche Ergebnisse, wohingegen die Sml-Kurzzeitgruppe signifikant
hohere TNFa- Werte zeigte als die Langzeitgruppe der gleichen Applikationsmenge.
Die signifikant hohere Expression von TNFa in den 10ml-FC-77-Gruppen konnte flr
eine fortgeleitete Inflammationsreaktion in die Lunge sprechen. Dieses musste jedoch
noch eingehender untersucht werden. Daher ist momentan noch von einer Anwendung

abzuraten.
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8.2.1 Tabellen des T-Tests zur Auswertung TNFa -positiver Zellen (Kap. 5.3.1)

T-Test Gruppe 1 und 2

Gruppenstatistiken

Gruppe Standard- Standardfehler

N Mittelwert abweichung | des Mittelwertes
Positivprozent 1 (10ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 28,5964 10,50530 3,16747
2 (10ml FC-77/kgKG, 14 Tage poU) 10 27,7780 4,12572 1,30467

Test bei unabhéng&]en Stichproben

T-Test fir die Mittelwertgleichheit

Standard- | 95% Konfidenzintervall
Sig. (2-| Mittlere | fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz | Differenz Untere Obere
Positivprozent ~ Varianzen sind gleich ,230 19 ,820 ,81836 3,55362 -6,61945| 8,25618
Varianzen sind nicht gleich ,239 | 13,257 ,815| , 81836 3,42564 -6,56773 | 8,20445
T-Test Gruppen 1 und 3
Gruppenstatistiken
Gruppe Standardab- Standardfehler
N Mittelwert weichung des Mittelwertes
Positivprozent 1 (10ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 28,5964 10,50530 3,16747
3 (Sl FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 18,4936 6,21431 1,87369

Test bei unabhéngﬁ]en Stichproben

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

Standard- | 95% Konfidenzintervall
Sign. Mittlere fehler der der Differenz
T df (2-seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent ~ Varianzen sind gleich 2,745 20 ,012 10,10273 3,68016 2,42605 17,77940
Varianzen sind nicht gleich | 2,745 16,235 ,014 10,10273 3,68016 2,31031 17,89514
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T-Test Gruppen 1 und 4

Gruppenstatistiken

Gruppe Standard- Standardfehler

N Mittelwert abweichung | des Mittelwertes
Positivprozent 1 (10ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 28,5964 10,50530 3,16747
4 (5ml FC-77/kgKG, 7 Tage poU) 9 26,4722 7,33938 2,44646

Test bei unabhéngﬁ]en Stichproben

T-Test fur die Mittelwertgleichheit
Standard- | 95% Konfidenzintervall
Sig. (2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent ~ Varianzen sind gleich ,512 18 ,615 2,12414 4,15003 -6,59475 10,84303
Varianzen sind nicht gleich | ,531| 17,642 ,602 2,12414 4,00225| -6,29653| 10,54481
T-Test Gruppen 1 und 5
Gruppenstatistiken
Gruppe Standardab- Standardfehler
N Mittelwert weichung des Mittelwertes
Positivprozent 1 (10ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 28,5964 10,50530 3,16747
5 (10ml NaCl, 21 Tage poU) 10 17,3050 5,95048 1,88171

Test bei unabhéng&]en Stichproben

T-Test fr die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent ~ Varianzen sind gleich 2,987 19 ,008 11,29136 3,78034 3,37903 19,20370
Varianzen sind nicht gleich | 3,065 16,079 ,007 11,29136 3,68425 3,48422 | 19,09851
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T-Test Gruppen 2 und 3

Gruppenstatistiken

Gruppe Standard- Standardfehler

N Mittelwert abweichung | des Mittelwertes
Positivprozent 2 (10ml FC-77/kgKG, 14 Tage poU) 10 27,7780 4,12572 1,30467
3 (5ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 18,4936 6,21431 1,87369

Test bei unabhéng&]en Stichproben

T-Test fr die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent  Varianzen sind gleich 3,988 19 ,001 9,28436 2,32799 4,41183 14,15689
Varianzen sind nicht gleich | 4,066 17,482 ,001 9,28436 2,28317 4,47739| 14,09134
T-Test Gruppen 2 und 4
Gruppenstatistiken
Gruppe Standard- Standardfehler
Mittelwert abweichung | des Mittelwertes
Positivprozent 2 (10ml FC-77/kgKG, 14 Tage poU) 10 27,7780 4,12572 1,30467
4 (5ml FC-77/kgKG, 7 Tage poU) 9 26,4722 7,33938 2,44646

Test bei unabhéng&]en Stichproben

T-Test fir die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent ~ Varianzen sind gleich 0,485 17 ,634 1,30578 2,69330 -4,37658 6,98814
Varianzen sind nicht gleich | 0,471 12,312 ,646 1,30578 2,77260 -4,71826 7,32981
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T-Test Gruppen 2 und 5

Gruppenstatistiken

Gruppe Standard- Standardfehler

Mittelwert abweichung | des Mittelwertes
Positivprozent 2 (10ml FC-77/kgKG, 14 Tage poU) 10 27,7780 4,12572 1,30467
5 (10ml NaCl, 21 Tage poU) 10 17,3050 5,95048 1,88171

Test bei unabhéngﬁ]en Stichproben

T-Test fr die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Prozentpositiv.  Varianzen sind gleich 4,574 18 ,000 10,47300 2,28976 5,66240 15,28360
Varianzen sind nicht gleich | 4,574 16,029 ,000 10,47300 2,28976 5,61964 | 15,32636
T-Test Gruppen 3 und 4
Gruppenstatistiken
Gruppe Standard- Standardfehler
Mittelwert abweichung | des Mittelwertes
Positivprozent 3 (5ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 18,4936 6,21431 1,87369
4 (5ml FC-77/kgKG, 7 Tage poU) 9 26,4722 7,33938 2,44646

Test bei unabhéngﬁ]en Stichproben

T-Test fr die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Prozentpositiv.  Varianzen sind gleich -2,635 18 ,017 -7,97859 3,02831| -14,34084 -1,61633
Varianzen sind nicht gleich | -2,589 15,791 ,020 -7,97859 3,08154 | -14,51818 -1,43899
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T-Test Gruppen 3 und 5

Gruppenstatistiken

Gruppe Standardab- Standardfehler
N Mittelwert weichung des Mittelwertes
Positivprozent 3 (5ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 18,4936 6,21431 1,87369
5 (10ml NaCl, 21 Tage poU) 10 17,3050 5,95048 1,88171
Test bei unabhéngﬁ]en Stichproben
T-Test fr die Mittelwertgleichheit
Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent  Varianzen sind gleich 447 19 ,660 1,18864 2,66125 -4,38142 6,75869
Varianzen sind nicht gleich ,448 18,939 ,660 1,18864 2,65547 -4,37055 6,74782
T-Test Gruppen 4 und 5
Gruppenstatistiken
Gruppe Standard- Standardfehler
N Mittelwert abweichung | des Mittelwertes
Positivprozent 4 (5ml FC-77/kgKG, 7 Tage poU) 9 26,4722 7,33938 2,44646
5 (10ml NaCl, 21 Tage poU) 10 17,3050 5,95048 1,88171

Test bei unabhéng&]en Stichproben

T-Test fr die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent ~ Varianzen sind gleich 3,005 17 ,008 9,16722 3,05104 2,73010 15,60435
Varianzen sind nicht gleich | 2,970 15,457 ,009 9,16722 3,08642 2,60557| 15,72887

Tab. 16: T-Test zur Auswertung TNFa
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8.2.2 Tabellen des T-Tests zur Auswertung VEGF -positiver Zellen (Kap. 5.3.1)

T-Test Gruppen 1 und 2

Gruppenstatistiken

Gruppe Standard- Standardfehler

N Mittelwert | abweichung | des Mittelwertes

Positivprozent 1 (10ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 19,5609 5,00503 1,50907
2 (10ml FC-77/kgKG, 14 Tage poU) 10 19,6050 3,30589 1,04542

Test bei unabhén@en Stichproben

T-Test flr die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent ~ Varianzen sind gleich -0,024 19 ,981 -0,04409 1,87225 -3,96276 3,87458
Varianzen sind nicht gleich | -0,024 | 17,439 ,981 -0,04409 1,83581 -3,90990 3,82172
T-Test Gruppen 1 und 3
Gruppenstatistiken
Gruppe Standard- Standardfehler
N Mittelwert | abweichung [ des Mittelwertes
Positivprozent 1 (10ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 19,5609 5,00503 1,50907
3 (5ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 25,6536 7,07661 2,13368

Test bei unabhénﬂ;en Stichproben

T-Test flr die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent  Varianzen sind gleich -2,331 20 ,030 -6,09273 2,61340| -11,54419 -,64126
Varianzen sind nicht gleich | -2,331| 18,002 ,032 -6,09273 2,61340] -11,58324 -,60222
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T-Test Gruppen 1 und 4

Gruppenstatistiken

Gruppe Standard- Standardfehler

N Mittelwert | abweichung | des Mittelwertes
Positivprozent 1 (10ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 19,5609 5,00503 1,50907
4 (5ml FC-77/kgKG, 7 Tage poU) 9 24,3678 7,79616 2,59872

Test bei unabhénﬂ;en Stichproben

T-Test fir die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent ~ Varianzen sind gleich -1,672 18 112 -4,80687 2,87554 | -10,84816 1,23442
Varianzen sind nicht gleich | -1,600| 13,112 ,134 -4,80687 3,00510| -11,29336 1,67962
T-Test Gruppen 1 und 5
Gruppenstatistiken
Gruppe Standard- Standardfehler
N Mittelwert abweichung des Mittelwertes
Positivprozent 1 (10ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 19,5609 5,00503 1,50907
5 (10ml NaCl, 21 Tage poU) 10 27,6800 4,84323 1,53156

Test bei unabhénﬂ;en Stichproben

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent ~ Varianzen sind gleich -3,770 19 ,001 -8,11909 2,15366 | -12,62675 -3,61143
Varianzen sind nicht gleich | -3,776 ] 18,914 ,001 -8,11909 2,15011] -12,62072 -3,61746
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T-Test Gruppen 2 und 3

Gruppenstatistiken

Gruppe Standard- Standardfehler

N Mittelwert | abweichung | des Mittelwertes

Positivprozent 2 (10ml FC-77/kgKG, 14 Tage poU) 10 19,6050 3,30589 1,04542
3 (5ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 25,6536 7,07661 2,13368

Test bei unabhénﬂ;en Stichproben

T-Test fr die Mittelwertgleichheit
Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent  Varianzen sind gleich -2,465 19 ,023 -6,04864 2,45359 | -11,18406 -,91321
Varianzen sind nicht gleich | -2,546 | 14,452 ,023 -6,04864 2,37602| -11,12978 -,96749

T-Test Gruppen 2 und 4

Gruppenstatistiken

Gruppe Standardab- | Standardfehler

N Mittelwert weichung des Mittelwertes

Positivprozent 2 (10ml FC-77/kgKG, 14 Tage poU) 10 19,6050 3,30589 1,04542
4 (5ml FC-77/kgKG, 7 Tage poU) 9 24,3678 7,79616 2,59872

Test bei unabhénﬂ;en Stichproben

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent  Varianzen sind gleich -1,768 17 ,095 -4,76278 2,69439| -10,44745 ,92190
Varianzen sind nicht gleich | -1,700] 10,553 ,118 -4,76278 2,80111] -10,95999 1,43444
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T-Test Gruppen 2 und 5

Gruppenstatistiken

Gruppe Standard- Standardfehler

N Mittelwert | abweichung | des Mittelwertes

Positivprozent 2 (10ml FC-77/kgKG, 14 Tage poU) 10 19,6050 3,30589 1,04542
5 (10ml NaCl, 21 Tage poU) 10 27,6800 4,84323 1,53156

Test bei unabhénﬂ;en Stichproben

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent  Varianzen sind gleich -4,355 18 ,000 -8,07500 1,85434 | -11,97083 -4,17917
Varianzen sind nicht gleich | -4,355 15,891 ,000 -8,07500 1,85434 | -12,00823 -4,14177
T-Test Gruppen 3 und 4
Gruppenstatistiken
Gruppe Standard- Standardfehler
N Mittelwert abweichung des Mittelwertes
Positivprozent 3 (5ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 25,6536 7,07661 2,13368
4 (5ml FC-77/kg_;KG, 7 Tage polU) 9 24,3678 7,79616 2,59872

Test bei unabhén@en Stichproben

T-Test flr die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent ~ Varianzen sind gleich ,386 18 , 704 1,28586 3,32832 -5,70668 8,27840
Varianzen sind nicht gleich ,382 | 16,443 ,704 1,28586 3,36243 -5,82658 8,39830
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T-Test Gruppen 3 und 5

Gruppenstatistiken

Gruppe Standard- Standardfehler

N Mittelwert | abweichung [ des Mittelwertes

Positivprozent 3 (5ml FC-77/kgKG, 21 Tage poU) 11 25,6536 7,07661 2,13368
5 (10ml NaCl, 21 Tage poU) 10 27,6800 4,84323 1,53156

Test bei unabhén@en Stichproben

T-Test flr die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) | Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent ~ Varianzen sind gleich -, 758 19 ,458 -2,02636 2,67451 -7,62418 3,57146
Varianzen sind nicht gleich - 7721 17,730 ,451 -2,02636 2,62646 -7,55038 3,49765
T-Test Gruppen 4 und 5
Gruppenstatistiken
Gruppe Standard- Standardfehler
N Mittelwert | abweichung | des Mittelwertes
Positivprozent 4 (5ml FC-77/kgKG, 7 Tage poU) 9 24,3678 7,79616 2,59872
5 (10ml NaCl, 21 Tage poU) 10 27,6800 4,84323 1,53156

Test bei unabhén@en Stichproben

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

Sig. Standard- | 95% Konfidenzintervall
(2- Mittlere fehler der der Differenz
T df seitig) Differenz Differenz Untere Obere
Positivprozent  Varianzen sind gleich -1,126 17 ,276 -3,31222 2,94278 -9,52094 2,89650
Varianzen sind nicht gleich | -1,098] 13,116 ,292 -3,31222 3,01646 -9,82304 3,19859

Tab. 17: T-Test zur Auswertung VEGF-positiver Zellen
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8.3 Abkirzungsverzeichnis

a.d.= a. dest= Aqua dest.= destiliertes Wasser
Abb. = Abbildung

Bzw.= beziehungsweise

C= Kohlenstoff

C°= Celsius

ca. = circa

cm = Centimeter

CO; = Kohlendioxid

Dapi = 4',6-Diamidin-2-phenylindol
DNS = Desoxyribonukleinsaure
DRG= Diagnosis related group

Et al. = und andere

etc. = Et cetera

d.h. = das heisst

F= Flur

FC-77= Perfluorcarbon 77

g = gramm

h = Stunden

h 0 = 0 Hypothese

H,O = Wasser

H,0, = Wasserstoffperoxyd

ICD = Internationale Klassifikation der Krankheiten
IL 1, 6, 8, 12 = Interleukin 1, 6, 8, 12
INFa/B = Interferon a/f3

Kg = Kilogramm

KgKG= Kilogramm Korpergewicht
konz. = Konzentriert

Lsg.= Lésung

m? = Quadratmeter

Min = Minute

mg = Miligramm

ml= Mililiter



mm = Millimeter

mmol/L = Millimol pro Liter

mN/m? = Millinewton auf dem Quadratmeter
Mol.= Molekular

MSC = multipotente subserose Zelle

n = Anzahl

NaCl = Natriumchlorid

NFkB = Nuklearfaktor-kappa B

nm = Nanometer

NSAR = Nichtsteroidales Antirheumatikum
O, = Sauerstoff

OA = Oberarztin

PASW = Statistikprogramm

PBS = Phosphate buffered saline
PDGF = Platelet Derived Growth Factor
PF 5080 = Perfluorooctane

PFC = Perfluorcarbon

PGM 1 = Phosphoglukomutase 1

poU = postoperatives Uberleben

RES = Retikuoendotheliales System
RIVA = Ramus interventricularis anterior

RNS = Ribonukleinsaure

Rt = Millipascal
S. = Seite
S.= siehe

S.Cc. = subkutan

SCAR = Surgical and Clinical Adhesion Research
Std. = Stunde

Tab. = Tabelle

TNFo = Tumornekrosefaktor Alpha

TGF- B =Transforming Growth Factor- beta
Torr= Millimeter Quecksilbersaule

tPA = Tissue — Plasminogen — Aktivator

US$= USD = US-Dollar



USA= United States of America

V 9 = Vimentin 9

VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor
VS. = versus

z. B. = zum Beispiel

z.T. =zum Teil

pm = Micrometer
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