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Abstract

Hintergrund: Die Anastomoseninsuffizienz (Al) ist eine gefurchtete Komplikation
abdominalchirurgischer Eingriffe und geht mit einer gesteigerten postoperativen
Morbiditat und Mortalitéat einher. Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) ist ein zentraler
Regulator des Wundheilungsprozesses und stimuliert unter anderem Kollagensynthese
sowie Fibroblasten- und Endothelproliferation. Untersucht wurde, ob die lokale
Applikation von IGF-1 Uber beschichtetes Nahtmaterial die Wundheilung positiv
beeinflusst.

Methodik: Mithilfe einer biodegradierbaren Poly(D,L-Laktid)-Tragersubstanz (PDLLA)
wurde das Nahtmaterial unter sterilen Bedingungen mit biologisch aktivem IGF-1
beschichtet. An sechs Monate alten, weiblichen Sprague Dawley Ratten wurde eine
Dissektion und Anastomosierung des Colon transversum durchgefuhrt. Fir die
Anastomosennaht wurden, je nach Gruppenzugehdrigkeit, unbeschichtete, alleinig mit
PDLLA beschichtete sowie PDLLA + IGF-1 beschichtete Faden verwendet. Nach einer
Standzeit von einem, drei oder sieben Tagen wurde die Proteinkonzentration von IGF-1,
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Transforming Growth Factor-beta 1 (TGF-
B1) und Granulocyte Macorphage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) mittels ELISA
sowie die IGF-1- und VEGF-Genexpression mittels quantitativer PCR (qPCR) im
perianastomotischen Gewebe gemessen. Des Weiteren wurde die biomechanische
Festigkeit der Anastomosen sowie die Anastomosenregion histologisch untersucht
(beides nicht Teil der vorliegenden Promotionsarbeit).

Ergebnisse: In den ELISA-Untersuchungen konnte in der PDDLA + IGF-1 Gruppe an Tag
1 und Tag 7 eine statistisch signifikant erhohte IGF-1-Konzentration gemessen werden
(p<0,05). Die messbare VEGF-Konzentration lag in der PDLLA + IGF-1 Gruppe an Tag
1 tendenziell Gber beiden Vergleichsgruppen, an Tag 7 jedoch signifikant unterhalb jener
der unbeschichteten Versuchsgruppe. In den TGF-B1- und GM-CSF-
Proteinbestimmungen waren zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikante Unterschiede
messbar. Mittels gPCR konnte an Tag 1 und Tag 7 in der PDLLA + IGF-1 Gruppe eine
signifikant hohere VEGF-Genexpression im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen
bestimmt werden; die IGF-1-Expression dieser Gruppe lag nur an Tag 7 signifikant tber
jener der Vergleichsgruppen, an den vorhergegangenen Untersuchungszeitpunkten
waren die Werte gruppenubergreifend vergleichbar. In den biomechanischen
Untersuchungen konnte an Tag 3 in der PDLLA + IGF-1 Gruppe eine signifikant erhdhte
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Stabilitat der Anastomosenregion ermittelt werden, wahrend sich histologisch eine
gesteigerte bindegewebige Uberbriickung des Anastomosenspaltes bei vergleichsweise
reduzierter Zahl Entzindungszellen zeigte.

Zusammenfassung: Die lokale Applikation von IGF-1 hatte einen partiellen Einfluss auf
die Protein- und Genexpression im Bereich der Anastomose. Durch das vermehrt
vorliegende IGF-1 konnten Wundheilungsprozessen stimuliert werden, was die
biomechanische Stabilitat der Anastomose an Tag 3 verbesserte und auch histologisch
nachvollziehbar war. Fur VEGF waren zum Teil gegenlaufige Werte in
Proteinkonzentration und Genexpression messbar, die auf ein Vorliegen regulierender
Feedbackmechanismen schlielen lassen. Durch die verbesserte Heilung kdnnten

postoperative Komplikationen vermieden und Morbiditat und Mortalitat gesenkt werden.

Background: Anastomotic leakages are a feared complication of visceral surgery,
associated with increased postoperative morbidity and mortality. Insulin-like growth
factor-1 (IGF-1) is a vital regulator of wound healing processes and stimulates, among
others, collagen synthesis as well as proliferation of fibroblasts and endothelial tissue. It
was investigated whether the local application of IGF-1 via coated suture material
positively impacts the healing of colon anastomoses in rats.

Methods: Suture material was coated under sterile conditions with biologically active
IGF-1 using a biodegradable layer of poly(D,L-lactide) (PDLLA) as carrier. Six-month old,
female Sprague Dawley rats underwent dissection and anastomosis of the transverse
colon. Anastomoses were performed with, depending on randomization, uncoated suture
material, PDLLA alone, or coating with PDLLA + IGF-1. One, three, or seven days post-
operatively, perianastomotic IGF-1, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
Transforming Growth Factor-beta 1 (TGF-B1), and Granulocyte Macrophage-Colony
Stimulating Factor (GM-CSF) protein concentration was measured using ELISA, as well
as IGF-1- and VEGF-gene expression via quantitative PCR (gqPCR). In addition,
anastomoses were tested biomechanically and histologically (not part of this doctoral
thesis).

Results: The ELISA tests showed a significantly increased IGF-1 concentration in the
PDLLA + IGF-1 group on day 1 and day 7 (p<0.05). On day 1, VEGF measurements were
by trend higher in the PDLLA + IGF-1 group, while a significant reduction in this group
was seen on day 7, compared to the uncoated group. The TGF-B1 and GM-CSF protein
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measurements showed no significant differences between the groups at any point of time.
The gPCR showed a significantly increased VEGF gene expression in the PDLLA + IGF-
1 group on day 1 and day 7. A significant increase in IGF-1 expression in this group was
only measurable on day 7; at the earlier investigation times the values had been
comparable between all groups. The biomechanical tests showed a significantly
increased stability of the anastomotic region in the PDLLA + IGF-1 group, with an
increased collagen and fibroblast deposition in the perianastomotic region and less
inflammatory cells seen histologically.

Conclusion: Local application of IGF-1 had a partial influence on perianastomotic protein
and gene expression. The increased IGF-1 concentration stimulated healing processes
which improved the biomechanical stability on day 3 and could also be seen histologically.
For VEGF, the protein concentration and gene expression showed, in part, opposite
trends, suggesting the presence of regulating feedback mechanisms. The improved
healing could potentially reduce postoperative complications, directly affecting morbidity

and mortality.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1.Anastomoseninsuffizienz
In der Chirurgie gehdren visceralchirurgische Eingriffe im Bereich des Dickdarmes zu den
haufigsten Operationen. Indikationen zur Durchfihrung dieser Eingriffe, insbesondere
von Resektionen mit Anlage enterischer Anastomosen im Bereich des Kolons und
Rektums, sind z.B. kolorektale Karzinome, Traumata, Divertikulitis, chronisch
entzundliche Darmerkrankungen, benigne Polypen, Durchblutungsstérungen wie etwa
die ischamische Kolitis und Strikturen nach Radiotherapie oder Bridenbildung nach
Voroperationen im Bauchraum oder im kleinen Becken (1-3).
Eine der haufigsten Komplikationen nach enterischer Anastomosierung ist die
Anastomoseninsuffizienz (Al), die aufgrund der mit ihr im Zusammenhang stehenden
maoglichen Komplikationen auch zu den gefurchtetsten zahlt. Die Inzidenz der Al wird in
der Literatur mit Werten zwischen 1% und 30% angegeben, liegt aber in der Regel bei
erfahrenen Operateuren zwischen 2% und 6% (4). Das Auftreten einer Al ist mit einem
deutlichen Anstieg der Morbiditat und Mortalitat verbunden; betragt die postoperative
Mortalitat nach kolorektalen Eingriffen im problemlosen Verlauf noch zwischen 0% und
6% (3,5), so steigt sie nach Auftreten einer Leckage und der hiermit potentiell
verbundenen schweren Peritonitis und Sepsis auf bis zu 40% (6,7).
Die Haufigkeit des Auftretens einer Insuffizienz ist u. a. abhéngig von der Lokalisation der
Anastomose. Je distaler am Colon operiert wird, desto wahrscheinlicher kommt es zu
Insuffizienzen, mit dem absolut haufigsten Auftreten nach subtotaler Kolektomie und
ileorektaler Anastomose (6,8). Diese Problematik hangt mit dem nach distal, zum kleinen
Becken hin, schwieriger werdenden operativen Zugang und den erschwerten
Bedingungen fir das Setzen einer spannungsfreien Naht zusammen. Postoperativ kann
dies einen erheblichen Einfluss auf die lokale Mikrozirkulation zur Folge haben, die fir
eine normale und komplikationslos ablaufende Wundheilung vonnéten ist. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass das Auftreten einer Al von multiplen begleitenden Faktoren
abhangig ist. So kdnnen das Alter und Geschlecht (M>F) des Patienten, ein begleitender
Diabetes mellitus sowie eine adjuvante Chemo-, Radio- oder
Immunsuppressionstherapie die normale Wundheilung und Durchblutung des Darmes
negativ beeinflussen (6,8). Weiterhin gelten lokale Entziindungen, Proteinmangel und

Vitamindefizite, Alkoholabusus, Adipositas, Rauchen, sowie das Vorliegen einer
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Kontamination im Operationsbereich oder einer Sepsis zu den Risikofaktoren fir eine Al
(4,9,10).

Wie diverse Studien ergeben haben, hat die Art und Weise, wie die Anastomose angelegt
wird, ob gestapelt oder genaht, mit einer mehrschichtigen Naht oder einer einschichtigen
Naht, keinen Einfluss auf die Haltbarkeit der Dickdarmnaht (9,11). Auch die mechanische
Darmvorbereitung hat keinen Einfluss auf das Auftreten von Anastomoseleckagen, weder
beim offen chirurgischen noch beim laparoskopischen Vorgehen (12). Insgesamt
scheinen laparoskopisch durchgefiihrte Darmoperationen im Vergleich zu den offen-
konventionellen Eingriffen Vorteile hinsichtlich der Morbiditdt zu haben sowie eine
schnellere Mobilisierung und verkirzte Dauer des Krankenhausaufenthaltes zu
ermdglichen; eine durchgehend reproduzierbare verringerte Inzidenz von
Anastomoseninsuffizienzen konnte jedoch bisher nicht gezeigt werden (13,14).

Eine der wichtigsten Voraussetzungen zur adaquaten und erfolgreichen Behandlung
einer Al ist deren rechtzeitige Erkennung. Zunachst sind die klinischen Zeichen einer Al
nur schwer von einem leicht protrahierten postoperativen Verlauf zu unterscheiden.
Fieber unklarer Genese, oft assoziiert mit Tachykardie, ist ein erster Hinweis auf eine
Malfunktion der Anastomose. Bei extraperitoneal angelegten Anastomosen kdénnen
abdominelle Auffalligkeiten zunachst fehlen, die formierten Abszesse perforieren dann in
die Peritonealhdhle und verursachen eine generalisierte Peritonitis (15,16). Alves et al.
konnten zeigen, dass Fieber am zweiten postoperativen Tag, Fllssigkeitsansammlungen
Uber 400 ml in den Drainagen zwischen Tag 1 und 3 post-OP, Nierenversagen ab dem
dritten postoperativen Tag, fehlende Darmbewegungen ab dem vierten postoperativen
Tag, Diarrhoe vor dem siebten Tag, und der Nachweis einer Leukozytose nach einer
Woche bei Patienten mit einer Anastomosendehiszenz statistisch haufiger auftreten als
bei Patienten, die einen unkomplizierten postoperativen Verlauf nehmen (17).

1.2.Wundheilung des Darms
Die normale Wundheilung besteht aus mehreren gut regulierten und aufeinander
abgestimmten Prozessen, deren Aufgabe es ist, schnellstméglich eine Abdichtung der
Wunde und nachfolgend einen kompletten und stabilen Wiederaufbau des Gewebes zu
erreichen. Die Anastomosenheilung im Intestinaltrakt entspricht im Wesentlichen den
Mechanismen der allgemeinen Wundheilung, verlauft aber schneller (18). Sie durchlauft
hierbei drei sich Gberschneidende Phasen: die exsudative Phase, die proliferative Phase

und die reparative Phase.
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Bereits mit dem Schnitt des Skalpells werden die ersten Reparationsprozesse eingeleitet,
dies ist der Beginn der exsudativen, oder auch inflammatorischen, Phase. Sie ist
charakterisiert durch die Ausbildung eines lokalen Gewebeddems, der
Thrombozytenaggregation und der Aktivierung des Gerinnungssystems. Weiterhin
kommt es zur Exsudation von Fibrin und zur Einwanderung von Entziindungszellen.
(18,19). Die Interaktion zwischen inflammatorischen und reparativen Zellen wird zu einem
groRen Teil durch Zytokine und Wachstumsfaktoren beeinflusst (18). Diese Proteine
haben aber nicht nur eine wichtige Funktion bei der Steuerung der Reparaturvorgange,
sondern (18) ,kontrollieren den Kollagenabbau und die Kollagensynthese, die
Rekrutierung und Proliferation neuer Fibroblasten und Endothelzellen sowie von

Makrophagen® im Wundgebiet (18).
Die nachfolgende Abbildung 1 von Witte et al. veranschaulicht den zeitlichen Ablauf der
Einwanderung von Zellen der Wundheilung in die Anastomose im Rahmen der ersten 14

Tage (19).
A
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Abbildung 1 © Witte MG, 2003; Lippincott Williams & Wilkins (19)

Dynamik der Zellinfiltration im Bereich der Darmanastomose. Vergleichbar mit der dermalen
Wundheilung, wandern Entziindungszellen sehr friih in die Wunde ein, gefolgt von Endothelzellen und
Fibroblasten, die verantwortlich sind fir die Matrixsynthese

Unmittelbar nach Wundsetzung kommt es neben der Hemmung der fibrinolytischen
Aktivitat zum Aufbau eines FibringerUstes, das als Leitstruktur fir die Migration von
inflammatorischen Zellen, Fibroblasten und Blutgefal3en wirkt (20). Diese Vorgange sind

wesentlich fir die mechanische Frihbelastbarkeit der Anastomose.



Einleitung

Bedingt durch die lokale Entziindungsreaktion kommt es zu einer vermehrten Bildung von
gewebsstandigen Kollagenasen, den Matrixmetalloproteinasen. Diese Kollagenasen,
sowie die aus neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Fibroblasten sezernierten
Proteasen, sind Teil der Reaktion des gesamten betroffenen Darms mit gesteigerter
Kollagenolyse und Kollagensynthese (18,21,22). Dies fuhrt in den ersten Tagen im
Bereich der Anastomose zu einer Schwachung der Darmwand und beeinflusst hierdurch
die Nahthaltekapazitat. Untersuchungen haben gezeigt, dass der beeintrachtigte Bereich
im Dickdarm mit 2,5 cm proximal und 0,5 cm distal der Anastomose um ein Vielfaches
groRerist als im Dinndarm (22,23). Innerhalb der ersten drei bis vier postoperativen Tage
verlieren Kolonanastomosen so einen Grof3teil ihrer initialen Festigkeit; in dieser Zeit

sorgen vor allem die Anastomosennéahte flr eine ausreichende Stabilitat (21,22,24).

Die proliferative Phase ist gepragt durch eine Zunahme der Zelldichte, insbesondere an
Fibroblasten, das Einsprossen neuer GefalBe und die Bildung einer neuen
Bindegewebsschicht; diese Vorgadnge stehen unter der regulierenden Funktion der
Makrophagen mittels Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren (18,19). Es
kommt zur Formierung des stark vaskularisierten Granulationsgewebes und dem Beginn
des Wundverschlusses unter Riickbildung von Odem und Entziindungszeichen (18).

Stellen die neutrophilen Granulozyten und die Monozyten/Makrophagen in den ersten
Tagen den Grol3teil der Zellen im Bereich der Anastomose, sind ab Tag 4 die Fibroblasten
der haufigste Zelltyp (18,24). Im Magen-Darmtrakt wird die Kollagenproduktion nicht nur
durch Fibroblasten sondern zusétzlich auch von glatten Muskelzellen durchgefiihrt
(18,19,24). In der frihen Phase der Wundheilung des Gastrointestinaltrakts verschiebt
sich das Verhéltnis der normalen Kollagenzusammensetzung der Submucosa
dahingehend, dass nun das Typ llI-Kollagen 30% bis 40% Prozent des Kollagenanteils
im Granulationsgewebe stellt (im Vergleich zu den sonst 20%) und so eine ausreichende
Elastizitat ermdglicht wird (24). Das Maximum der Kollagensyntheserate wird in der
Kolonanastomose nach einer Woche erreicht (23,25). Der Abbau des nicht mehr
benotigten Fibrins parallel zur gesteigerten Kollagensynthese fiihrt zu einem Anstieg des
Kollagengehaltes in der Darmwand und zu einer Zunahme der Anastomosenfestigkeit
und der Nahthaltekapazitat bis zum 14. postoperativen Tag (18,19,24). Wahrend die
Anastomosenfestigkeit in den ersten postoperativen Tag deutlich abnimmt und nur etwa
10% der Festigkeit des intakten Darmes betragt (18), erreicht die Anastomose durch die

beschriebenen Vorgange nach ca. einer Woche wieder die initiale postoperative
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Festigkeit, ist aber noch vulnerabler als nicht operierter Darm (18,24). Etwa ab dem 12.
Tag sind die Nahte fur die Haltbarkeit und Festigkeit der Anastomose nur noch von
untergeordneter Bedeutung (18).

Die Neubildung von Blutgefaf3en beginnt ab dem zweiten bis dritten postoperativen Tag
(19), und entwickelt ihr volles Ausmal’ mit der proliferativen Wundheilungsphase und der
Ausbildung des Granulationsgewebes und hat am Ende dieser Phase auch ihren
weitgehenden Abschluss gefunden (18,24), nach etwa 14 Tagen kommt es zur

vaskularen Vereinigung beider Seiten der Anastomose (26).

Die reparative Phase ist durch die Stabilisierung des Kollagens mit Reorganisation der
Darmwandschichten charakterisiert und kann mehrere Monate bis zu zwei Jahren dauern
(18). Das Granulationsgewebe der Proliferationsphase reift zu Narbengewebe aus, die
Anastomosenregion ist vollstandig bindegewebig durchbaut und reepithelialisiert (19).
(18) ,Aus klinischer Sicht ist die dritte Phase der Anastomosenheilung vergleichsweise
am wenigsten wichtig, da die Anastomosen bereits am Ende der proliferativen Phase
eine ausreichende Festigkeit erreicht haben (18).“ Uber die Zeit erfolgt eine
kontinuierliche Reduktion der NarbengréRe und -dicke, die jedoch nicht mit einem
Ruckgang der Wundfestigkeit verbunden ist. Ferner kommt es zur Reorganisierung der
dinnen Kollagenfibrillen, die nun zu dickeren und dichteren Kollagenfasern
zusammengefligt werden (18). Granulationsgewebe besteht zu 30% aus Typ-lll
Kollagen, das Narbengewebe beinhaltet dagegen nur noch weniger als 20% Typ-IlI
Kollagen (18,24). Am Ende der Wundheilung steht immer faserreiches, zellarmes

Narbengewebe (18).

1.3.Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren gehéren zu der Gruppe der Zytokine und sind extrazellular
vorkommende Signalproteine. Uber parakrine, autokrine und z.T. endokrine Funktionen
nehmen sie Einfluss auf Prozesse wie Wachstum, Zellfunktion und -differenzierung.

Diese Funktionen spielen sowohl in der Embryonalentwicklung als auch in der
postnatalen Entwicklung und im Erwachsenenalter fir die Kdérperhomoostase eine
zentrale Rolle. So regulieren sie die Zellproliferation und die Differenzierung neu
gebildeter Zellen, z.B. die Erneuerung des Darmepithels oder die Bildung von Blutzellen.
Auch fur die Koordinierung von Regenerationsprozessen nach Gewebsverletzungen sind

Wachstumsfaktoren unerlasslich (27,28).
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Uber die Bindung der Proteine an ihre spezifischen Rezeptoren kommt es zur Aktivierung
intrazellularer Kaskaden, die Uber die Phosphorylierung weiterer Kinasen und Proteine
letztlich zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fuhrt, die auf die Expression
bestimmter Gene Einfluss nehmen. Abhangig vom Zelltyp, an dessen Rezeptor der
Wachstumsfaktor bindet, der vorliegenden Konzentration des Proteins und weiteren
vorliegenden Zytokinen, kann die letztliche Reaktion der Zelle unterschiedlich ausfallen
(27-29).

Auch im Bereich der Wundheilung des Gastrointestinaltraktes spielen mehrere
Wachstumsfaktoren eine zentrale Rolle. Unter anderem sind dies der Insulin-like Growth
Factor-1 (IGF-1), der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), der Transforming
Growth Factor-beta 1 (TGF-B1) sowie der hamatopoetische Wachstumsfaktor
Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF).

1.3.1. IGF-1
Der Insulin-like Growth Factor-1, auch Somatomedin C genannt, ist ein aus 70
Aminosauren bestehendes Protein mit einem Molekulargewicht von 7,65 kDa. Gebildet
wird er vor allem in der Leber, jedoch auch in weiteren Organen und von verschiedenen
Zelltypen wie Fibroblasten, Makrophagen und Endothelzellen (30—32). Die Struktur zeigt
eine grofRe Homologie zu Proinsulin und &hnelt der des Insulins, wodurch sich der Name
des Zytokins ableiten lasst (31). Der Wachstumsfaktor geht im Serum mit IGF-
Bindungsproteinen eine hochaffine Bindung ein und ist dadurch inaktiviert. In Situationen,
wie z.B. bei der Wundheilung, in denen ein vermehrt aktiv vorliegendes Protein von
Vorteil ist, kann durch Verschiebung des Verhaltnisses von gebundenem zu freiem IGF-1
der Prozess verstarkt unterstitzt werden (31). Die Wirkweise des Proteins wird als
anabolisch und antikatabolisch beschrieben (33,34). Teil der anabolischen Effekte von
IGF-1 sind die Stimulation von DNA-Synthese, Zellproliferation, Proteinsynthese und
Glukosetransport. Auch in verschiedenen Prozessen der Wundheilung nimmt das Zytokin
eine wichtige Funktion ein (31,35). So ist IGF-1 ein zentral Regulator des
Wundheilungsprozesses indem er die Kollagensynthese  (36,37), die
Fibroblastenproliferation (29) und die Endothelproliferation stimuliert (38). Im Verlauf der
Wundheilung wird IGF-1 von Makrophagen, Fibroblasten, Thrombozyten und
Endothelzellen produziert und freigesetzt (31,39). Im Rahmen seiner antikatabolen

Wirkung verbessert IGF-1 die Stickstoffbilanz; bei Patienten mit reduzierter
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Kalorienaufnahme fihrt die Gabe des Wachstumsfaktors zu einem reduzierten
Proteinabbau und somit zu einem verminderten Verlust an Muskelmasse (33,40).

Der Nachweis von IGF-1 Rezeptoren im gesamten Gastrointestinaltrakt lasst erahnen,
dass der Wachstumsfaktor fur die normale Funktion des Intestinums eine wichtige Rolle
spielt (36,41). Im Zuge von Entzindungs- und Heilungsprozessen kann sowohl eine
ansteigende Zahl an IGF-1-Rezeptoren, als auch eine Zunahme an IGF-1-mRNA
nachgewiesen werden, was die Bedeutung des Wachstumsfaktors im Rahmen der
Wundheilung unterstreicht (42). Dieser Effekt wurde néher untersucht, und Krishnan et
al. konnten zeigen, dass durch IGF-1 eine Epithelproliferation, eine Vermehrung der
Extrazellularmatrix und somit eine Zunahme des Intestinalgewichtes erreicht wird (43).
Die Effekte der systemischen IGF-1-Applikation wurden in verschiedenen
Untersuchungen mit unterschiedlichem Versuchsaufbau nachgewiesen, so z.B. bei
Verabreichung von Glukokortikoiden (44), nach Darmresektion (45), bei experimentell-
induzierter Kolitis (46) oder in Zusammenhang mit der darmschadigenden Wirkung von

Bestrahlung und Chemotherapeutika (47,48).

Auch die Auswirkungen des IGF-1 auf die Darmanastomosenheilung sind naher
untersucht worden. Hierfir wurde der Wachstumsfaktor in den meisten Studien
systemisch appliziert. Petersen et al. untersuchten als eine der ersten Arbeitsgruppen die
Effekte des IGF-1 auf die Kolonanastomose bei der Ratte (49). Hier wurde das Protein
Uber subkutan implantierte miniosmotische Pumpen verabreicht. Die Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass sich die Konzentration an Kollagen (gemessen wurde Hydroxyprolin
als Indikator der Kollagenumsatzes) in der Versuchsgruppe zwar signifikant erhdht hatte,
dies jedoch ohne Auswirkung auf die messbare Stabilitdt der Anastomose im Vergleich
zur Kontrollgruppe blieb. Egger et al. untersuchten den Effekt von taglich intraperitoneal
verabreichtem IGF-1 und konnten histologisch eine vermehrte Kollagensynthese
nachweisen (37). Darlber hinaus sahen sie aber auch schon zu den friih-postoperativen
Zeitpunkten eine Zunahme der Epithelzellproliferation. Dies wurde so interpretiert, dass
der Wachstumsfaktor nicht nur die Matrixsynthese fordert, sondern auch direkten Einfluss
auf die Epithelproliferation nehmen kann. In den Versuchsgruppen konnte zu allen
postoperativen Zeitpunkten eine hohere Belastbarkeit der Anastomose nachgewiesen
werden. Rijcken et al. verwendeten das in dieser Arbeit vorgestellte
Beschichtungsverfahren, um die Effekte der IGF-1-Beschichtung auf die

Anastomosenheilung bei Vorliegen einer experimentell induzierten Colitis zu untersuchen
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(50). Neben einer signifikant geringeren Zahl an Perforationen im Bereich der
Anastomose konnte in der Histologie eine deutlich hdéherer ,healing score” ermittelt
werden, mit signifikant hoherer Kollagenablagerung und Neoangiogenese. Vergleichbar
mit den Ergebnissen von Petersen et al. waren in der Wachstumsfaktorgruppe erhéhte

Hydroxyprolinwerte messbar.

1.3.2. Applikationsformen und Nebenwirkungen des IGF-1
Die Auswirkungen einer Verabreichung von Wachstumsfaktoren im Rahmen eines
therapeutischen Behandlungsversuches wurden seit den 1990er Jahren in den
verschiedensten Indikationen untersucht. Auch im Bereich der Wundheilungsforschung
war dieser Ansatz von Interesse, und schnell zeigte sich, dass IGF-1 durch seine
anabolen und antikatabolen Eigenschaften einen wirkungsvollen und fiir die Forschung
interessanten Faktor darstellt.
So konnte im Tierversuch bei der Behandlung von Brandverletzungen, die eine sehr
komplexe Schadigung des Kdorpers und seiner Funktionen darstellen, durch subkutane
Injektionen von IGF-1 liber insgesamt acht Wochen eine Verbesserung der Wundheilung
erreicht werden (51). Durch liposomalen IGF-1-cDNA Gentransfer konnte nicht nur der
mit der Verbrennung in Zusammenhang stehende Gewichtsverlust verhindert werden,
sondern es wurden auch eine signifikant vermehrte Keratinozytenproliferation und eine
beschleunigte Reepithelialisierung und dermale Regeneration beobachtet (52-54).
Zur Untersuchung des Einflusses auf die Wundheilung im Intestinaltrakt sowie der
Moglichkeiten zur Verbesserung der Resorptionsleistung wurden Wachstumsfaktoren
wie IGF-1, Epidermal Growth Factor (EGF) oder Keratinocyte Growth Factor (KGF) i.v.
(55) oder subkutan dber miniosmotische Pumpen (49,56) appliziert, intraperitoneal
verabreicht (37,57), in Gelatineschwammchen inkorporiert und hieriiber freigesetzt (58)
und tber Jejunalkatheter intraluminal appliziert (59).
Im Zusammenhang mit diesen Applikationsformen besteht jedoch ein erhéhtes Risiko fur
das Auftreten unerwinschter Wirkungen, wobei gezeigt werden konnte, dass die im
Zusammenhang mit einer systemischen Gabe oder subkutanen Applikation von IGF-1
hervorgerufenen Nebenwirkungen konzentrationsabhangig sind (60). Neben zahlreicher
Nebenwirkungen wie Gewichtszunahme oder Hypoglykdmien werden zudem
Veranderungen der Nierenfunktion beobachtet und es wird ein Zusammenhang mit dem

experimentell erzeugten Diabetes mellitus vermutet (55,56,61).
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Durch die durch IGF-1 bedingte Flissigkeits- und Natriumretention koénnte es bei
Patienten mit einer vorbestehenden kardialen Funktionsstérung unter IGF-1-Therapie
schneller zu einer pulmonalen Flussigkeitsiberladung und Dyspnoe kommen; weitere
mogliche Nebenwirkungen aus dem kardiovaskularen Bereich sind Tachykardie und
orthostatische Hypotension (62,63).

Wenn IGF-1 im Plasma nicht an eines der sechs Bindungsproteine gebunden ist, liegt
seine Halbwertszeit zwischen vier und 20 Minuten, beim Menschen geht man von einer
Halbwertszeit von etwa zehn Minuten aus (64). Diese verlangert sich durch Bindung an
die spezifischen Proteine bis auf 18 Stunden. Dies bedeutet, dass eine Wirksamkeit des
Wachstumsfaktors nach systemischer Gabe nur durch hohe Dosen erreicht werden kann
und somit die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer der 0.g. Nebenwirkungen deutlich

ansteigen wurde (65).

1.3.3. Lokale Applikation mittels Beschichtung

Um die erwahnten Nebenwirkungen zu vermeiden und die Therapie bei vergleichbarer
Wirksamkeit und dabei gezielterer Applikationsmdglichkeit des Wirkstoffes fur den
Patienten noch besser vertraglich zu gestalten, werden lokale Applikationsméglichkeiten
erforscht. Hierbei stellen subkutan implantierte Pumpsysteme (49) oder Uber eine
Jejunostomie eingefuhrte Katheter (59) aufgrund Ihres Mangels an Praktikabilitat keinen
wirklich zufriedenstellenden Lésungsansatz fur die klinische Anwendung dar.

Es sind jedoch andere Ansatze denkbar: so konnte eine Inkorporierung des Wirkstoffes
in seiner aktiven und stabilen Form in eine Tragersubstanz und die nachfolgende
Administration Uber lokale Lésung des Faktors aus dieser Beschichtung eine geeignetere
Alternative darstellen. Hier erfillt das Poly(D,L-Laktid) (PDLLA) als biodegradierbare
Tragersubstanz alle Anforderungen, bei dem es sich um ein inertes, amorphes PLA-
Stereo-Co-Polymer handelt (66). Dieses Milchsaurepolymer wird vom Korper in
Monomere gespalten, die dann im Citratzyklus weiter verstoffwechselt werden kénnen,
ohne dass toxische Metabolite entstehen (66). In der Anwendung am Knochen konnten
Schmidmaier et al. keine Fremdkoérperreaktion auf die PDLLA-Beschichtung von
Tibian&ageln im Sinne von Bildung von Resorptionszonen oder vermehrter Einwanderung

von Makrophagen beobachten (67,68).

Die Anwendung der biodegradierbaren Beschichtung wie z.B. mittels PDLLA ist im

Tierversuch vielfach untersucht worden (67,69—71) und wird auch schon im klinischen
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Alltag verwendet, so im Bereich der Stenttechnik in der Kardiologie (72) sowie in der
Unfallchirurgie bei der Verwendung Gentamicin-beschichteter Nagel zur Vorbeugung von
Infektionen bei offenen Tibiaschaftfrakturen (73,74).

In préklinischen Studien konnte durch die lokale Applikation von Wachstumsfaktoren die
Heilung von Tibiafrakturen und die intervertebrale cervikale Fusion positiv beeinflusst
werden (67,71). Schmidmaier et al. und Kandziorra et al. konnten dartber hinaus zeigen,
dass die Verwendung beschichteter Implantate zwar zu einer lokalen und wirksamen
Freisetzung von Wachstumsfaktoren fuhrt, die jedoch nicht mit Nebenwirkungen
verbunden ist.

Durch ein sogenanntes ,kaltes” Beschichtungsverfahren, bei dem der Wachstumsfaktor
bei Raumtemperatur mit der PDLLA-LGsung vermischt wird, ist es gelungen, den
Wachstumsfaktor IGF-1 in seiner biologisch aktiven Form in die Polylaktid-Beschichtung
zu inkorporieren. Aus dieser Beschichtung wird das Protein dann kontinuierlich
freigesetzt und biomechanische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Stabilitat der

Beschichtung bei mechanischer Belastung nicht beeintrachtigt wird (69).

1.4.Beschreibung des Projektes und Fragestellung

Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, den Einfluss des humanen IGF-1 auf die
Wundheilung im Rattenkolon zu untersuchen und bestand aus mehreren
Themenbereichen: den biomechanischen Untersuchungen zur Reil3festigkeit des
anastomosierten Darmabschnittes; den histologischen und immunhistochemischen
Untersuchungen; und den biochemischen Analysen. Die Ergebnisse der
biomechanischen und histologischen Versuche wurden in zwei weiteren
Promotionsarbeiten veroffentlicht (75,76), die vorliegende Arbeit war der Analyse der
Protein- und Genexpression gewidmet.

Bei der Anlage der End-zu-End-Anastomose im Colon transversum der Ratte wurde
abhangig von der Gruppenzugehorigkeit einer der folgenden Faden verwendet: ein
unbeschichteter Faden, ein nur mit dem Tragermaterial PDLLA beschichteter Faden oder
ein mit PDLLA und IGF-1 beschichteter Faden. Die postoperative Standzeit der Tiere
betrug 24 Stunden, drei oder sieben Tage; nach Abschluss der biomechanischen
Untersuchung der Anastomosenfestigkeit wurde die Anastomosenregion fur die
anschlieBenden Untersuchungen entnommen. Hierbei wurden die Auswirkungen des
IGF-1 auf die Proteinkonzentration des IGF-1 sowie anderer Wachstumsfaktoren (VEGF,
GM-CSF und TGF-B1) und die Genexpression von IGF-1 und von VEGF untersucht.
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Fragestellung
Beschleunigt die lokale Applikation von IGF-1 aus einer PDLLA-Beschichtung des
Nahtmaterials die Anastomosenheilung des Rattenkolons und hat dies Auswirkung auf

die Protein- und Genexpression verschiedener Wachstumsfaktoren?

1.5.Hypothese
Die lokale Freisetzung von IGF-1 aus einer biodegradierbaren PDLLA-Beschichtung
fordert die Wundheilung der Kolonanastomose der Ratte und hat Einfluss auf die

messbare Proteinkonzentration und Genexpression verschiedener Wachstumsfaktoren.
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2. Material und Methoden

2.1.Versuchstiere

Fur die Versuche wurden ca. sechs Monate alte, weibliche Sprague-Dawley Ratten mit
einem Gewicht von 2509-300g verwendet (Harlan Winkelmann GmbH, Borchen,
Deutschland). Ratten werden haufig fur Studien zur Heilung von Darmanastomosen
eingesetzt; somit konnen die Ergebnisse mit einer Vielzahl von Daten zur normalen und
pathologischen Wundheilung verglichen werden (37,48-50,55,57,58,77-80).

Die Tiere wurden zu viert in Typ3-Kéfigen bei einem kinstlichen 12 Stunden Tag-Nacht-
Rhythmus und artgerechter Umgebungstemperatur mit freiem Zugang zu Trockenfutter
(V-Alleinfutter fir Ratten-/Mausehaltung, Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
Deutschland) und Wasser gehalten. Nach einer Gewdhnungszeit von etwa zwei Wochen
wurden die Ratten ab dem dritten préaoperativen Tag auf eine Spezialnahrung
(Spezialfutter, Co 193 Hochverdauliche fettangereicherte Diéat, Altromin GmbH, Lage,
Deutschland) umgestellt, um, bei Erhaltung einer gehaltvollen und hochverdaulichen
Diat, einen weichen Stuhl zu gewéhrleisten, der die Operation und die anschlieRende
Wundheilung erleichtern sollte. Hierzu wurden 0,6 g Agarose (Agarose Ultra Pure,
GIBCO BRL, Life Technologies, Paisley, Schottland) in 100 ml Wasser gelést und zum
Kochen gebracht. Nach Abkihlung auf 40°C wurden 30 g des Spezialfutters
dazugegeben und verrihrt. 24 Stunden vor dem Eingriff standen die Tiere unter
Nahrungskarenz; nach der Operation hatten die Tiere wieder freien Zugang zu
Trockenfutter und Wasser.

Die Durchfihrung dieser Studie wurde vom Landesamt fur Arbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin unter der Nummer G 0045/01

genehmigt.

2.2.Gruppeneinteilung
Ziel dieser Untersuchung war es, den Einfluss von lokal appliziertem IGF-1 auf die
Wundheilung von Darmanastomosen der Ratte zu untersuchen. Hierfir wurden drei
Gruppen gebildet: Eine Gruppe, deren Versuchstiere mit einem handelstblichen,
unbehandelten PDS®II 6-0 Faden operiert wurden, eine Gruppe, deren Nahtmaterial nur
mit dem PDLLA-Tragermaterial beschichtet war und eine Gruppe, die mit in PDLLA

inkorporiertem IGF-1 beschichtetem Nahtmaterial versorgt wurde; die Tiere der
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jeweiligen Gruppen wurden 24 Stunden, drei oder sieben Tage nach dem operativen
Eingriff untersucht.

Die einzelnen Gruppen hatten eine Gruppenstarke von jeweils 18 Ratten, wobei 8 Tiere
fur die histologischen Untersuchungen verwendet wurden und 10 Tiere fiur die
biomechanischen Versuche. Nach Abschluss der biomechanischen Testungen wurde der
Anastomosenbereich dieser Tiere entfernt und fir die proteinanalytischen Versuche und
Messungen der Genexpression verwendet. Als Referenz diente eine Gruppe nicht
operierter Ratten (n=8).

2.3.Wachstumsfaktor, Tragermaterial und Beschichtung

Wachstumsfaktor
Rekombinanter humaner Insulin-like Growth Factor-1 (rh-IGF-1); (R&D Systems,
Wiesbaden, Deutschland)
Spezifikation
Ursprung: Die das IGF-1 Protein kodierende DNA-Sequenz wird in E.coli exprimiert
Molekulargewicht: Das gereinigte rekombinante Protein enthélt 70 Aminosauren mit

einem Molekulargewicht von 7,5 kDa
Reinheit: >97%, bestimmt durch SDS-PAGE und Silberfarbung
Endotoxin-Level: <1.0 EU pro 1 ug des Cytokins, bestimmt durch LAL

Kreuzreaktivitat zur Ratte: 96%
(R&D Systems, ,Specification and Use”, rh-IGF-1, Cataloguenumber 291-G1-050)

Tragermaterial
e PDS®II 6-0-Faden; (Ethicon, Norderstedt, Deutschland)
e Poly(D,L-Laktid) R 203; (Boehringer Ingelheim, Mannheim, Deutschland)
e Ethylacetat (UN 1173); (Merck, Darmstadt, Deutschland)
o Sterilfilter (0,2 ul); (Sartorius, Gottingen, Deutschland)

Der Faden diente bei den oben beschriebenen Versuchen sowohl als Nahtmaterial der
End-zu-End-Anastomosen am Colon transversum sowie, bei den entsprechenden
Gruppen, als Tragermaterial fir den Wachstumsfaktor, um die direkte lokale Applikation
von IGF-1 zu gewabhrleisten.
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Beschichtung

Die Faden wurden unter sterilen Bedingungen mittels einer  kalten®
Beschichtungstechnik (69) mit dem Tragermaterial Poly(D,L-Laktid) (PDLLA), einem
Milchséaurepolymer, beschichtet. Diese Methode ermdglicht, das Protein in biologisch
aktiver Form in die Beschichtung einzuarbeiten. Der Wachstumsfaktor IGF-1 wurde dabei
in 2,5%iger Konzentration inkorporiert.

Es wurden zunachst 100 mg des PDLLA in 1,5 ml Ethylacetat gel6st und durch einen
sterilen Filter in ein ebenfalls steriles Behaltnis gefillt. Um die gewtinschte Konzentration
von 2,5% IGF-1 in der Beschichtungsmasse zu erreichen wurden 1 mg IGF-1 in 0,6 ml
des geldsten PDLLA gegeben. Nun erfolgte die Kirzung des PDS®II 6-0 Faden auf 30
cm und das Auffadeln auf eine 0,4 mm Kantle; 10 pl des PDLLA-
Wachstumsfaktorgemisches wurden mit einer Pipette in den Trichter der Kantle
gegeben. Durch langsames Auf- und Abbewegen der Kanule entlang des Fadens konnte
dieser gleichmaRig benetzt werden. Nach vollstindigem Verbrauch des
Beschichtungsgemisches wurde dieses trocknen gelassen und der Vorgang in gleicher
Art und Weise wiederholt, so dass die Faden mit insgesamt 20 pl beschichtet wurden.
Nach erneutem Trocknen wurden die Faden trocken und steril verpackt und bis zum
Gebrauch kihl gelagert. Die Faden der PDLLA-Gruppen wurden ebenfalls durch das
oben beschriebene Verfahren beschichtet, wobei hierfir nur das in Ethylacetat gel6ste
PDLLA verwendet wurde.

2.4.Vorversuche zum Tragermaterial

Die fur die lokale Applikation verwendete Polylaktid-Beschichtung wurde in Vorversuchen
auf ihre mechanischen Eigenschaften und die Freisetzungskinetik der eingearbeiteten
Wachstumsfaktoren untersucht. Die mechanischen Tests und die
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen  sind nicht  Teil dieser
Promotionsarbeit; auf sie wird jedoch der Vollstandigkeit halber kurz eingegangen.

Die Auswirkung der Beschichtung auf die biomechanischen Eigenschaften der Faden
wurde durch Zugversuche getestet, ebenso die Stabilitat der Beschichtung durch
wiederholtes Knoten.

Um eine Aussage Uuber die Oberflachenstruktur der beschichteten Faden und
Homogenitdt der Beschichtung treffen zu koénnen, wurden beschichtete und
unbeschichtete Faden unter einem Rasterelektronenmikroskop bei 500-facher bis 5000-

facher VergrofRerung untersucht.
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2.4.1. Elutionsversuch

e PDS®II 6-0 -Faden; (Ethicon, Norderstedt, Deutschland)

e Aprotinin ,A3886% (SIGMA; Minchen, Deutschland)

e 1x Phosphatpuffer-Lésung (pH 7,2); (Waldeck GmbH & Co. KG, Minster,
Deutschland)

e Costar® 6 Well Microplate, Clear Flat Bottom Ultra Low Attachment; (Corning, NY,
USA)

e CERTOMAT Inkubationshaube; (Sartorius BBI Systems; Melsungen, Deutschland)

e Schuttler LS10; (C. Gerhardt, Kénigswinter, Deutschland)

e Parafilm “M” Laboratory Film; (American Can Company, Greenwich, USA)

e Safe-Lock Tubes (1,5 ml); (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

e Pipette 100-1000 pl; ep T.L.P.S.- Pipettenspitzen 50-1000 pl; (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland)

Fir den Elutionsversuch wurden die PDS®II 6-0 Faden in der oben beschriebenen Art
und Weise beschichtet; hierbei wurde anstelle von IGF-1 jedoch Aprotinin verwendet, das
ein dem Wachstumsfaktor ahnliches molekulares Gewicht hat. Die gesamte Lange des
Fadens (90 cm) wurde beschichtet, wobei das Protein, anders als in der 2,5%-igen
Beschichtung des Wachstumsfaktors, hier in der Gesamtbeschichtungsmasse in einer
7,5%-igen Losung vorlag. Die Konzentration des wahrend des Versuches gel6sten
Proteins wurde mit Hilfe eines Coomassie-Tests bestimmt, um die Freisetzungskinetik
des inkorporierten Aprotinins aus der PDLLA-Beschichtung zu ermitteln. Die
hoherprozentige Beschichtung im Rahmen dieses Versuches wurde gewahlt, um zu
gewahrleisten, dass auch die geringen Aprotininkonzentrationen an den frihen
Messzeitpunkten zuverlassig erfasst werden konnten. Wahrend die hGhere Konzentration
an Aprotinin in der Beschichtung Einfluss auf die Menge an freigesetztem Protein pro
Zeitpunkt hat, sollte der eigentliche Verlauf der eluierten Proteinmenge weiterhin
vergleichbar mit der 2,5%-igen Beschichtung bleiben.

Funfundvierzig Fadenstiicke mit einer Lange von je 2 cm wurden zugeschnitten und auf
drei Wells verteilt. Die Wells wurden mit 3 ml 1x Phosphatpuffer-Lésung gefullt und die
Mikroplatte wurde mit Parafilm umspannt, um die Verdunstung zu minimieren. Die Platte
wurde in eine Box mit feuchten Tichern gelegt und auf einen Schiittler gestellt, der sich
unter der Inkubationshaube befand, um eine konstante Umgebungstemperatur zu
ermdglichen. Wahrend der Versuchszeit lief der Schiittler auf der niedrigsten Stufe.
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Zu den Zeitpunkten 6h, 12h, 1 Tag, 3 Tage, 7 Tage, 14 Tage wurden jeweils 310 pl aus
den Wells abgenommen und fir den sich nach Versuchsende anschlieBenden

Coomassie-Test eingefroren.

2.4.2. Coomassie-Test
Der Coomassie Plus Reagent Assay (Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland)
ist eine Methode zur quantitativen Proteinbestimmung. Grundlage des Versuches ist

folgende Reaktion:

Protein + Coomassie G-250 in saurem Milieu -> Protein-Farbstoff-Komplex
(blau, absorbiert bei 595 nm)

Die Proben des Elutionsversuches wurden doppelt bestimmt und mit dem BSA-Standard
korreliert. Der BSA-Standard (2,0 mg/ml) wurde nach einem vom Hersteller
vorgegebenen Schema verdiinnt, um die geeigneten Standardkonzentrationen fir die
Proteinbestimmung zu erhalten.

Die Proteinbestimmung wurde gemal3 Herstellervorschrift durchgefihrt. Die Absorption
der Standards und Proben wurden bei einer Wellenlange von 595 nm mit dem Microplate
Reader (Model 680, Bio-Rad, USA) gemessen und nachfolgend die
Konzentrationsbestimmung mit dem Program Microplate Manager (Bio-Rad, USA)

durchgefuhrt.

2.5.O0peration und Untersuchung
Die Operationsvorbereitungen, die Voruntersuchungen und die Operation erfolgten unter
standardisierten Bedingungen. Die Operationen wurden allesamt vom gleichen
Operateur durchgefuhrt, und die Ratten in einer zufélligen Reihenfolge den Gruppen

zugeordnet.

Inhalationsnarkose

o Narkosegerat Artec Typ Vet; (F. Stephan GmbH, Gackenbach, Deutschland)

e Narkosebox (durchsichtiger Plastikbehalter mit Deckel, 2 ) mit Schlauchsystem und
Inhalationsmaske

e |sofluran (Forene®) [WS: 1-Chlor-2,2,2-trifluorethyldifluormethylether]; (Abbott
GmbH, Wiesbaden, Deutschland)
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Zur Sedierung wurden die Ratten in eine speziell angefertigte, transparente Narkosebox
gesetzt, in die ein Gemisch aus Stickstoffmonoxyd (1,5 I/min), Sauerstoff (0,7 I/min) und
Isofluran (5 Vol.%) eingeleitet wurde. Ein zweiter Zugang an der Box diente der Ableitung
des Narkosegemisches.

Injektionsnarkose
o Ketavet® [WS: Ketaminhydrochlorid 100 mg/ml]; (Pharmacia & Upjohn GmbH, Wien,
Osterreich)
e Rompun® [WS: Xylacinhydrochlorid]; (Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland)
e 1 ml Einmalspritzen

e Kanilen

Nachdem die Ratten in der Narkosebox ausreichend sediert worden waren, wurden sie
aus dieser entnommen und durch eine intraperitoneale Injektionsnarkose mit ca. 1,2 ml
(80 mg/kg KG) Ketavet und ca. 0,9 ml (12 mg/kg KG) Rompun gewichtsadaptiert

anasthesiert.

OP-Vorbereitung

¢ Elektrolanghaarschneider: Aesculap, Typ GT104

e Enthaarungscreme: Pilca® [Thioglykolsaure]; (Schwarzkopf & Henkel, Disseldorf,
Deutschland)

¢ Digitales Thermometer; (Paul Hartmann AG, Steinheim, Deutschland)

¢ Waage: Kilomat-Prazisionswaage, Typ 2106; (Sartorius, Gottingen, Deutschland)

e Gleitmittel: Lidocainhydrochlorid, Xylocain Gel 2%; (Astra GmbH, Wedel,
Deutschland)

e Softasept® N [Ethanol 100%)]; (B.Braun, Melsungen, Deutschland)

e Edding Farbstifte: schwarz, blau, rot, grin

Mit dem Elektrolanghaarschneider und der Enthaarungscreme wurde eine vollstandige
Enthaarung des Abdomens vom Sternum zum Os pubis vorgenommen. AnschlieRend
wurde der Bereich mit Softasept desinfiziert, um das Infektionsrisiko zu minimieren.

Nach der Bestimmung des Gewichts und der Kérperkerntemperatur erfolgte zur weiteren
Identifizierung der Ratten eine fortlaufende Nummerierung durch eine standardisierte

farbige Markierung am Schwanz.
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Operation
e Sterile Einmalhandschuhe

e Mundschutz

e Sterile Kompressen

o Sterile OP-Tucher

e Spruhpflaster

e Leukoplast® Pflaster; (Beiersdorf, Hamburg, Deutschland)

e Natriumchlorid-Lésung 0,9%; (Delta-Pharm GmbH, Pfullingen, Deutschland)

e 2 ml Einmalspritzen

e Prolene® 4-0, nichtresorbierbar; (Ethicon, Norderstedt, Deutschland)

e PDS®Il 6-0 (Ethicon, Norderstedt, Deutschland); unbeschichtet, PDLLA, oder
PDLLA+IGF-1

Steriles OP-Besteck bestehend aus:

e Einmalskalpell Nr.15

e Préaparationsschere, Fadenschere

o Nadelhalter

e Pinzette, anatomisch und chirurgisch
e Kanilen zum Aufspannen der Faszien

e Klemmchen

Gerate:
e Operationsmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

e Narkosegerat Artec Typ Vet; (F. Stephan GmbH, Gackenbach, Deutschland)

Fur die Operation wurden sterile Tucher auf dem Operationstisch ausgelegt, die Tiere auf
dem Rucken gelagert und das Operationsfeld nach Ethanol-Desinfektion mit Lochtlichern
abgedeckt.

Nach einer Stichinzision erfolgte die Durchfihrung einer medianen Laparotomie von
ungefahr 5 cm Lange. Um eine optimale Einsicht in den Operationssitus zu erhalten,
wurde die Bauchwand mit jeweils einer Kanule seitlich aufgespannt. Unter Zuhilfenahme
des Operationsmikroskops wurde nun das Colon transversum dargestellt und im Bereich
der linken Kolon-Flexur durchtrennt. Nach Sauberung der beiden Kolonenden wurden
diese nun wieder durch eine fortlaufende Naht End-zu-End anastomosiert. Hierflr
wurden, je nach Gruppen-Zugehdrigkeit, die unbeschichteten, PDLLA-beschichteten
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oder PDLLA-IGF-1-beschichteten PDS®II 6-0-Faden verwendet. Wahrend der Operation
wurde der Bauchraum regelmafllig mit isotoner Kochsalzlésung benetzt, um ein
Austrocken der Eingeweide zu verhindern.

Im Anschluss wurde die Anastomose auf Kontinuitdt und suffizienten Verschluss
Uberpruft, der Dick- und Dinndarm reponiert und die Muskelwand sowie die Haut mit dem
Prolene® 4-0 Faden durch eine fortlaufende Naht verschlossen.

Nach dem Erwachen aus der Narkose wurden die Ratten wieder in Gruppen zu je vier
Tieren in einem neuen Ké&fig gehalten, und hatten freien Zugang zu Trockenfutter und
Wasser. Zur Nachsorge wurden die Tiere taglich kontrolliert, wobei der Allgemeinzustand

und die Wunde beobachtet und beurteilt wurden.

2.6.Proteinisolierung
Gewebeaufbereitung
e Skalpell
e Pinzette
e Plastikkassetten
e Flussiger Stickstoff
e Sterile Schere und Pinzette
e Eppendorf Safe-Lock Tubes
e Waage
e Potter

e Eis in Kuhlbehalter

Nach Abschluss der biomechanischen Versuche, die nicht Teil der vorliegenden Arbeit
waren, wurde die Anastomosenregion entnommen. Hierbei wurde der Darmabschnitt mit
einem Abstand von jeweils 1 cm proximal und distal zur Anastomose reseziert, das
Nahtmaterial entfernt und die Probe in die gekennzeichneten Plastikkassetten gelegt. Die
Kassetten wurden dann in flissigen Stickstoff gegeben, um den zellularen Stoffwechsel
zu stoppen und die postmortale Autolyse zu verhindern. Im Anschluss wurden die
Darmabschnitte bei -20°C im Tiefkiihlraum bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Die
biomechanischen Untersuchungen sowie die Entnahme der Proben wurden am
lebenden, narkotisierten Tier durchgefuhrt, um eine kontinuierliche Blutversorgung zu

gewahrleisten; die Tiere wurden nach Resektion des Anastomosenbereichs durch eine
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intrakardiale Kaliumchlorid-Injektion getotet. Insgesamt wurden fiir die Durchfihrung der
biomechanischen Versuche pro Ratte maximal 30 Minuten benétigt.

Um Gewebe der kompletten Anastomosenregion (proximal und distal) fur die Protein-
und RNA-Isolierung zur Verfigung zu haben, wurde der resezierte Darmabschnitt
querverlaufend halbiert. Zur Vorbereitung der Proteinisolierung wurden dann die
Anastomosenregionen im Tiefkihlraum in kleine Stlicke geschnitten, in Safe-Lock Tubes
transferiert und gewogen (Zielgewicht von 30 mg, mit einer Toleranz von +/- 5% [=1,5
mgq]). Die Proben wurden auf Eis gelagert, um die Protease-Aktivitat auf ein Minimum zu
reduzieren. Das Gefald wurde dann in flissigen Stickstoff gehalten, um die Temperatur
zu senken; selbiges wurde mit dem Potter durchgefiihrt. Im Anschluss wurde vorsichtig
flissiger Stickstoff zugefugt, um die Darmsticke tiefzugefrieren. Bei einer Flillmenge von
0,5 ml wurde das Gefal} leicht schrag gehalten und das Gewebe mit dem Potter in Dreh-
und Auf-/Abwartsbewegungen zerkleinert. Dieser Ablauf wurde so oft wiederholt, bis eine

grandliche Zerkleinerung des Gewebes erreicht wurde.

Complete-Proteaseninhibitor (Pl) Ansatz

e Complete Proteaseinhibitor; (Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland)
¢ Aqua ad iniectabiliam (a.i.)

e Eppendorf Safe-Lock Tubes

e Phosphate-Buffered Saline (PBS)

Eine Tablette Complete-Pl wurde in 2 ml Aqua a.i. aufgeldst und in 5 Aliquots a 400 pl
eingefroren. Ein Aliquot wurde nun in 4,6 ml PBS gegeben und vermischt. Hiermit wurde
die Konzentration erreicht, die in der Herstellerangabe als die mit der starksten

protektiven Fahigkeit angegeben ist (1 Tablette in 25 ml PBS geldst).

Proteinisolierung

10 ul des PBS-Proteaseinhibitors wurden zu je 1 mg des aufbereiteten Gewebes
hinzugegeben und die Proben fur zwei Stunden in den Kihlschrank gestellt, um eine
Eluierung der Proteine zu erreichen. Danach erfolgte die Zentrifugierung der Proben bei
12.000 Umdrehungen pro Minute fir funf Minuten. Nachfolgend wurden 10 pl zur
Bestimmung der Gesamtproteinmenge entnommen und der Uberstand in Aliquots zu je

100 pl in neuen sterilen Eppendorf Safe-Lock Tubes tiefgefroren.
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2.7.ELISA-Testungen
Um eine Vergleichbarkeit der Daten zu ermdglichen, wurde, wie unter 2.6 beschrieben,
bei der Aufarbeitung des Anastomosengewebes auf ein Zielgewicht von 30 mg geachtet,
mit einer Toleranz von +/- 5% (1,5 mg).

2.7.1. IGF-1
Der IGF-1-ELISA wurde mit einem Kit der Firma Brenzel Bio-Analytik (Marburg,
Deutschland) durchgefihrt. Dies ist ein kompetitiver ELISA bei dem keine
Kreuzreaktivitat mit IGF-2 oder Insulin besteht.
Die vom Handler angegebene Sensitivitdt betragt 0,15 ng IGF-1/ml, die Intraassay-
Abweichung liegt bei einem CV von 1,73%, die Interassay-Abweichung wird mit einem
CV von 4,43% angegeben.
Die Proben wurden aufgetaut, verdiinnt und mit den IGF-1-Standards korreliert, die
Standards betrugen 0, 1, 5, 10, 50, 150 und 300 ng/ml.
Die Durchfuhrung erfolgte nach dem von der Firma Brenzel vorgegebenen Protokoll.
Im Anschluss wurde mit dem Microplate Reader (Model 680, Bio-Rad, USA) bei 450nm
die Extinktion gemessen. Die Extinktion war in diesem Fall umgekehrt proportional zur
IGF-1-Konzentration der Proben. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem

Programm Microplate Manager (Bio-Rad, USA).

2.7.2. TGF-1
Es wurde ein ELISA-Kit der Firma Brenzel Bio-Analytik verwendet. Es handelt sich hierbei
um einen auf dem ,Sandwich-Prinzip“ basierenden ELISA, bei dem die zum Schluss
gemessene Farbintensitat proportional zur TGF-B1-Konzentration der Proben ist.
Es besteht keine Kreuzreaktivitat mit TGF-B2 und TGF-33, die Sensitivitat betragt nach
Handlerangabe 1,9 pg/ml, die Intraassay-Abweichung liegt bei einem CV von 1,0%, die
Interassay-Abweichung wird mit einem CV von 7,5% angegeben.
Die Proben wurden aufgetaut und zusammen mit dem Stock-Standard verdinnt,
angesauert und neutralisiert. Die Uberprifung des pH-Wertes (Richtwert: pH 7 - 8) wurde
mit einem Universal-Indikatorpapier durchgefiihrt, die Standards betrugen 600, 300, 150,
75, 38, 19 und 0 pg/ml.
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Der ELISA wurde nach dem von der Firma Brenzel vorgegebenen Protokoll durchgefihrt,
die nachfolgenden Messungen mit dem Microplate Reader; die Ergebnisse wurden mit

dem Program Microplate Manager ausgewertet.

2.7.3. VEGF

Der VEGF-ELISA wurde mit einem Kit der Firma R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland) durchgefuhrt, der nach dem ,,Sandwich-Prinzip“ funktioniert. Es wird sowonhl
die VEGFies-Isoform als auch die VEGFizo-Isoform erkannt, eine Kreuzreaktivitat mit
rmVEGF R1 besteht erst ab einer Konzentration grof3er als 2500 pg/ml. Bei diesem Assay
betrug die Sensitivitat nach Handlerangabe 3,0 pg/ml, die Intraassay-Abweichung lag bei
einem CV von 4,7%, die Interassay-Abweichung wurde mit einem CV von 6,4%
angegeben.

Die Proben wurden aufgetaut und funffach verdinnt; die verwendeten Standards
betrugen 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 und 7.8 pg/ml.

Die Durchfuhrung erfolgte nach dem Protokoll der Firma R&D Systems. Innerhalb 30
Minuten nach Durchfiihrung erfolgte die Messung der optischen Dichte mit dem
Microplate Reader bei einer Wellenlange von 450 nm; eine Wellenlangenkorrektur wurde

bei 540 oder 570 nm durchgefuhrt, um ein genaueres Ergebnis zu erhalten.

2.7.4. GM-CSF

Der GM-CSF-ELISA wurde ebenfalls mit einem Sandwich-ELISA-Kit der Firma R&D
Systems durchgefihrt. Der Test erkennt sowohl die natirliche als auch die rekombinante
Form des GM-CSF, die Sensitivitat betragt nach Héandlerangabe 1,8 pg/ml. Die
Intraassay-Abweichung liegt bei einem CV von 8,4%, die Interassay-Abweichung wird mit
einem CV von 9,8% angegeben. Eine signifikante Kreuzreaktivitdt oder Beeinflussung
durch andere Faktoren liegt nicht vor.

Als Standards dienten 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2 und 15.6 pg/ml.

Die Durchfuhrung erfolgte nach dem Protokoll der Firma R&D Systems. Im Anschluss
Messen der optischen Dichte innerhalb von 30 Minuten mit dem Microplate Reader bei

einer Wellenlange von 450nm und Wellenl&dngenkorrektur bei 540 oder 570nm.
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2.8.RNA Isolierung
Gewebeaufbereitung und RNA-Isolierung
e Flussiger Stickstoff
e Eis in Kuhlbehalter
e Potter
e Sterile Schere und Pinzette
e Waage
¢ RNeasy-mini-Kit; (Qiagen, Hilden, Deutschland)
e Eppendorf Safe-Lock Tubes
e Zentrifuge

e Spectral Photometer GeneQuant Il; (Pharmacia Biotech, Minchen, Deutschland)

Vergleichbar mit der Gewebeaufbereitung fir die Proteinisolierung wurden die Proben im
Tiefkihlraum im Bereich der Anastomose in kleine Sticke geschnitten und unter
Stickstoffkiihlung aufgeschlossen. Nachfolgend wurden 600 pl Buffer RLT des RNeasy-
Kits dazugegeben, mehrfach resuspendiert und dann wiederholt durch eine 20G-Spritze
(0,9 mm) gezogen und anschlieend gemal dem Protokoll des Qiagen RNeasy-Mini-Kits
fortgefahren. Die isolierte mRNA wurde im Anschluss mit dem Spectrophotometer auf
Konzentration und Reinheit geprift und dann bei bis zur weiteren Verwendung

tiefgefroren.

2.9.Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
Nach der Extraktion der mRNA aus den Gewebezellen erfolgte nun das enzymatische
Umschreiben in cDNA, die komplementdre DNA. Diese cDNA ist erforderlich, um die
Expression der fur spezifische Proteine kodierenden Gene in den Zellen per quantitativer
PCR (gPCR) messen zu konnen. Anhand der Ergebnisse der Konzentrationstestung
konnten die mRNA-Proben vor dem Umschreiben so verdinnt werden, dass in allen

Proben die gleiche Menge an mRNA verwendet wurde.

e mMRNA (80 ng)

e 10mM dNTP-Mix; (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
e Randomprimer; (Promega, Mannheim, Deutschland)

e dH20
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Es erfolgte ein kurzes Zentrifugieren des Probenansatzes und danach ein Inkubieren fir
5 Minuten bei 65°C. AnschlieRend Kihlung auf Eis.

¢ M-MLV RT 5x Reaktionspuffer; (Promega, Mannheim, Deutschland)

¢ RNAse-Inhibitor, 40 U/ul; (Promega, Mannheim, Deutschland)

e dH20

Vom angegebenen Reaktions-Mix wurden 9,5 ul zu der die mRNA-enthaltende Probe
dazugegeben, dann kurz zentrifugiert und 2 Minuten bei 42°C inkubiert. Danach wurde
200U/ul M-MLV RT(H-) dazu pipettiert, zentrifugiert und fir weitere 50 Minuten bei 42°C
inkubiert mit anschlieRender Inkubation bei 70°C fir 15 Minuten und nachfolgender
Kihlung auf Eis. Ein RNA-Verdau mit RNAse H, 250 U/ul, wurde fur 20 Minuten bei 37°C
durchgefuhrt, um die restliche RNA zu entfernen. Im Anschluss wurde die Probe bis zur

weiteren Verwendung tiefgefroren aufbewahrt.

2.10. Quantitative PCR (qPCR)

Primer
Fur die qPCR-Versuche wurden Primer fir den Insulin-like-Growth Factor-1 und den
Vascular Endothelial Growth Factor verwendet.
Fur die relative Quantifizierung der cDNA wird die Genexpression des Zielgens auf ein
weiteres, nicht reguliertes, ,Housekeeping Gene“ bezogen, in diesem Falle GAPDH.
Hierdurch ist es moglich, Veranderungen in der Expression einzelner Gene auch

gruppenubergreifend vergleichen zu kénnen.

e IGF-1
Sequenz:  Igf1 F, 25 Basen: 5’-3' ATQCCCAAgACTCAgAAggAAgTAC
Igf1 R, 20 Basen: 5’-3' gCAggTgTTCCgATgTTTTg

e VEGF
Sequenz:  VegfF, 22 Basen: 5’-3' CCTggCTTTACTgCTgTACCTC
Vegf R, 17 Basen: 5’-3' ggACggCAATAgCTgCg

e GAPDH
Sequenz:  ratGAPDH F, 23 Basen: 5’-3' gTCAgATCCACAACggATACATT
ratGAPDH R, 20 Basen: 5’-3' TgTCAgCAATgCATCCTgCA
iCycler — gPCR
e Primer (je 10 uM); (T1B Molbiol, Berlin, Deutschland)
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e iQ Supermix; (BioRad, Minchen, Deutschland)

e SYBR Green | (1:5000); (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
e dH20

e CDNA

e Eis

e iCycler; (BioRad, Munchen, Deutschland)

Fur die qPCR wurde ein Mastermix zusammengestellt, der pro Probe 12,5 pl iQ
Supermix, 9,5 ul dH20, 1 pl SYBR Green | und jeweils 0,5 ul des Forward- und
Backward-Primers, in einer Gesamtmenge von 24 pl enthielt. Dieser Mastermix wurde
nun zu jeder cDNA-Probe, die mit 1 pl vorgelegt wurde, zupipettiert. Um eine
ausreichende Durchmischung des Ansatzes zu gewahrleisten, wurde dieser vorsichtig
geschuttelt und danach fir 30 Sekunden zentrifugiert.

Ziel der gPCR war es, die Genexpression von IGF-1 und VEGF Uber die Bestimmung der
exprimierten MRNA zu messen und deren Veranderung Uber die Zeit zu beobachten.
Die Primer wurden mit einer molaren Konzentration von 10 pM/ul eingesetzt. Um die
PCR-Produkte quantifizieren zu kénnen, wurde der Farbstoff SYBR Green | verwendet.
Dieser Fluoreszenzfarbstoff bindet doppelstrangige DNA und die Zunahme der Target-
DNA korreliert daher mit der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus. Die
Messung findet in jedem Zyklus am Ende der Elongation statt.

Um die Spezifitat der Amplifikate zu bestimmen, wurde nach Beendigung des Versuches
eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Hierbei denaturiert der Doppelstrang bei einer
fur das Fragment spezifischen Schmelztemperatur in zwei einzelstrangige Molekile.
Dabei wird der eingesetzte Farbstoff SYBR Green | freigesetzt, und es wird eine
Fluoreszenzabnahme registriert. Da die doppelstrangige DNA von spezifischen PCR-
Produkten einen héheren Schmelzpunkt hat als unspezifisch entstehende Primerdimere,

war somit eine Unterscheidung anhand der Schmelzkurven madglich.

Die RT-PCR im iCycler verlief nach folgendem Programm:

3 Minuten bei 94°C

30 Sekunden bei 94°C

30 Sekunden bei 65°C, dieser Zyklus wiederholt sich insgesamt 35-mal
30 Sekunden bei 72°C, hierbei erfolgt die Signalaufnahme

60 Sekunden bei 95°C

o bk w0 bR
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6. 60 Sekunden bei 55°C
7. alle 10 Sekunden Erh6éhung der Temperatur um 0,5°C bis zum Erreichen der

Endtemperatur von 94°C zur Erstellung einer Schmelzkurve

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte dann mittels eines Programms der Firma
BioRad.

Um nach Beendigung der PCR ein aussagefahiges Ergebnis zu erreichen, waren
mehrere Rechenschritte notwendig.

Zum einen wurde in der PCR der Ct-Wert (Cycle Threshold) bestimmt, der angibt, wie
viele PCR Zyklen notwendig waren, um ein fest definiertes Fluoreszenzniveau zu
erreichen. Da bei der PCR Dreifachbestimmungen durchgefuhrt wurden, wurde hiervon
der Mittelwert gebildet.

Dieser Mittelwert wurde dann mit dem Ct-Wert des dazugehdrigen Housekeeping-Genes
ins Verhaltnis gesetzt: MWct-probe — MW(ct-cappH. Hiermit erhalt man den ACt-Wert.

Mit diesem ACt-Wert und dem ACt-Wert der Referenz (nicht operiertes Kolon), lasst sich
der AACt-Wert errechnen: AACt = ACtprobe - ACtkontrolle

Das endguiltige Ergebnis, der sog. Relative, wird durch die Formel 2-24Ct erreicht. Hinzu
kommen der upper und lower Relative, die dazugehérigen Standardabweichungen
(2-(BACHSDACY | hzyy, 2-(AACESDACY) 2-AACt heschreibt die Expression im Vergleich zu einer

Referenzgruppe nach Normalisierung mit einem nicht-regulierten Housekeeping-Gen.

2.11. Statistik
Fur die ELISA und gqPCR Daten wurden jeweils gruppenweise Mittelwerte und
Standardabweichungen (STABWN) ermittelt. Diese Ergebnisse wurden dann Software
gestutzt (SPSS, Version 14.0.1, Chicago, USA) mithilfe einer Univariat Varianzanalyse
(ANOVA) und einer anschlie3enden Bonferroni-Testung analysiert und auf Signifikanzen
getestet. Das Signifikanzniveau lag hierbei bei p<0,05.
Die Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut flr Biometrie und Klinische

Epidemiologie der Charité Berlin (Frau Dr. Ramona Scheufele).

2.12. Weitere Methoden

Folgende Methoden waren nicht Teil der vorliegenden Promotionsarbeit.
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2.12.1. Biomechanik
Hierbei wurde mittels einer Pump- und Druckmessvorrichtung standardisiert Druck an der
Anastomosenregion aufgebaut (75). Ziel war es, zu Uberprifen, in wie weit auf die
mechanische Stabilitat der Anastomose Einfluss genommen werden kann und wann das
Gewebe der Anastomose dem zunehmenden Druck nachgibt. Dieser Wert wurde dann

als ,Bursting Pressure” definiert

2.12.2. Histologische/Immunhistochemische Auswertung
Ziel dieser Untersuchungen war es, den Einfluss des Wachstumsfaktors IGF-1 auf die
Anastomose mithilfe verschiedener histologischer Untersuchungsmethoden zu
analysieren (76). Dabei war es von Interesse, in wieweit Einfluss auf Entziindung und
Nekrosebildung, auf Aktivierung der Fibroblasten und bindegewebige Uberbriickung der

Anastomose sowie auf die Neubildung von Blutgefalien genommen werden konnte.
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3. Ergebnisse

3.1.Vorversuche zum Tragermaterial
Vor Beginn der tierexperimentellen Untersuchungen wurde das fur die Versuche
verwendete PDS®IlI 6-0 Nahtmaterial nach der Polylaktid-Beschichtung auf mdgliche
Veranderungen in seinen mechanischen Eigenschaften sowie die Freisetzungskinetik
des eingearbeiteten Proteins Aprotinin untersucht.
Die biomechanischen und rasterelektronenmikroskopischen Versuche wurden im

Rahmen der Studie von allen Doktoranden gemeinsam durchgefuhrt.

Biomechanische Vorversuche
In den Zugversuchen konnte gezeigt werden, dass die Beschichtung des Nahtmaterials
die mechanischen Eigenschaften hinsichtlich der Belastbarkeit nicht verandert hatte und
die Beschichtung den Belastungen durch Zug und Knoten des Nahtmaterials ohne

Beschadigung standhalten konnte.

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung
Anhand der Rasterelektronenmikroskopischen (REM) Aufnahmen (Abbildung 2) der
unbeschichteten Faden (a, c) im Vergleich zu den PDLLA-beschichteten Faden (b, d) ist
erkennbar, dass durch die Beschichtungstechnik eine vollstandige und gleichmaliige

Beschichtung und eine glatte Fadenoberflache erreicht werden konnte (81).

Abbildung 2: © Fuchs T, 2012; The Scientific World Journal (81)

In Aufnahme a) und b) ist erkennbar, dass die PDLLA-Beschichtung gleichmaRig aufgetragen ist, die
Oberflache sich somit nicht von den unbeschichteten Faden unterscheidet. In Aufnahme c) und d) sieht
man den Queranschnitt der Faden und auch hier ist die homogene Beschichtung gut zu erkennen. a und
b: je 500-fache VergréRerung, c: 2000-fache VergroRRerung, d: 5000-fache VergroRerung
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Elutionsversuch

Durch einen Elutionsversuch kénnen die Freisetzungscharakteristika von Substanzen
ermittelt werden. Dieser Versuch wurde durchgefihrt, um zu zeigen, dass durch die
Beschichtung des Nahtmaterials mit PDLLA (als Carrier fur die inkorporierten
Wachstumsfaktoren) eine gleichmallige lokale Freisetzung der Wirkstoffe erreicht
werden konnte.

Die Ergebnisse des Versuches ergaben, dass es in den ersten sechs Stunden zu einer
schnellen initialen Freisetzung von Aprotinin gekommen war. Nach diesem friihen Peak
liel3 sich Uber den Rest der Versuchszeit eine gleichméaRige weitere Aprotinin-Freisetzung

beobachten.

3.2.Klinischer Verlauf

Der operative Verlauf gestaltete sich in der Regel komplikationslos. Postoperativ
begannen die Ratten zigig, sich zu bewegen sowie Nahrung und Wasser zu sich zu
nehmen. Von den insgesamt 162 operierten Tieren verstarben 6 Tiere (3,7%) wahrend
der Narkoseeinleitung oder intraoperativ und 4 Tiere (2,5%) innerhalb der ersten drei
postoperativen Tage. Eine Ursache fir das vorzeitige Versterben der Tiere konnte nicht
gefunden werden; die verstorbenen Tiere wurden der Versuchsgruppenzugehorigkeit
entsprechend ersetzt.

Die Ubrigen Tiere konnten geplant zum jeweiligen Zeitpunkt getdtet werden. Die
Inspektion der Wundverhéltnisse sowie des Bauchraumes zeigte in einigen Fallen
pathologische Aufféalligkeiten. So zeigten sich Hamatome im Bereich der Bauchwand bei
funf Tieren (3,1%), aul3erdem konnten Hautnekrosen bei sechs Versuchstieren (3,7%)
nachgewiesen werden. Zwei Tiere (1,2%) zeigten Zeichen einer Peritonitis ohne
Abszessformation. Hinsichtlich der pathologischen Befunde aus dem Bereich der
Anastomosen waren einige Auffélligkeiten erkennbar. Stenosen (eingeschrankte
Passagemadglichkeit) wurden v.a. an den ersten beiden Versuchszeitpunkten erfasst, mit
einer deutlichen Abnahme zum siebten postoperativen Tag. Die Inzidenz war hierbei in
der Kontroll- und der PDLLA-Gruppe vergleichbar, in der IGF-1-Gruppe an allen
Versuchszeitpunkten am niedrigsten. Darmverschliisse (vollstandige Beeintrachtigung
der Darmpassage) konnten nur am dritten Untersuchungszeitpunkt nachgewiesen
werden und zwar bei vier Tieren der Kontrollgruppe (22% der insgesamt in dieser Gruppe
operierten Tiere, n=18), zwei Tieren der PDLLA-Gruppe, inklusive einer Darmperforation

(11%, respektive 6%) sowie einer Ratte aus der IGF-1-Gruppe (6%). Eine einzelne
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Nahtinsuffizienz konnte an Tag 3 in einem Tier der Kontrollgruppe nachgewiesen werden
(6%).

Die Verteilung der Befunde zwischen den einzelnen Versuchsgruppen war unauffallig,
statistisch signifikante Unterschiede bestanden zu keinem Zeitpunkt, unabhangig vom

erfassten pathologischen Befund.

Des Weiteren wurden jeweils pra- und postoperativ bei allen Ratten das Gewicht sowie
die Korpertemperatur rektal gemessen. Hierbei konnten zu den jeweiligen
Versuchszeitpunkten sowohl im Verlauf des Kdrpergewichtes als auch hinsichtlich der
Korpertemperatur keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen gemessen

werden.

3.3.Ergebnisse der ELISA-Versuche
Fur die ELISA-Versuche wurden in den meisten Fallen pro Gruppe und Zeitpunkt Proben
von je 8 Ratten verwendet. Im Rahmen der ELISA-Testungen kam es an einzelnen
Versuchszeitpunkten bei einigen Proben zu unterschiedlichen methodischen Problemen
oder Fehlern bei der Messung einzelner Werte. Daher konnten fir diese Gruppen und
Zeitpunkte z.T. nur 6 oder 7 Proben ausgewertet werden; die betroffenen Gruppen

werden bei der Prasentation der Untersuchungsergebnisse separat erwahnt.

Der Mittelwert der Ergebnisse des nicht operierten Rattenkolons der Referenzgruppe
dient nachfolgend als Vergleichswert fur die physiologische Ausgangssituation im Darm

und ist als Referenzlinie in den Grafiken kenntlich gemacht.

Folgende Versuchsgruppeneinteilung wurde vorgenommen, mit jeweils drei

Untersuchungszeitpunkten (postoperativer Tag 1, 3, 7):

o Kontrollgruppe (Unbeschichtetes Nahtmaterial)
e PDLLA-Gruppe (PDLLA-beschichtetes Nahtmaterial)
e IGF-1-Wachstumsfaktorgruppe (PDLLA + 2,5% (w/w) IGF-1)

In den Kontrollgruppen wurde ein unbeschichteter Faden fir die Naht der
Darmanastomose verwendet, um so Informationen tber die Wundheilung des Darmes
und die IGF-1-Konzentration unter normalen physiologischen Bedingungen zu erhalten
und diese mit der beeinflussten Wundheilung vergleichen zu kénnen. Im Vergleich hierzu

stehen die Ergebnisse der PDLLA-Gruppen, bei denen das Nahtmaterial nur mit PDLLA
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beschichtet wurde und der Einfluss des Tragermaterials auf die Anastomosenheilung
untersucht werden sollte; sowie jene der IGF-1-Gruppen, in denen sich die Auswirkungen

des Wachstumsfaktors auf die untersuchten Parameter zeigen.

Die Darstellung der ermittelten Signifikanzen erklart sich wie folgt:

1= Signifikanter Unterschied zwischen unbeschichtetem Nahtmaterial und PDLLA-
Beschichtung
2= Signifikanter Unterschied zwischen unbeschichtetem Nahtmaterial und PDLLA-

IGF-1-Beschichtung
3= Signifikanter Unterschied zwischen PDLLA und PDLLA-IGF-1-Beschichtung

3.3.1. IGF-1-ELISA
Die IGF-1-Konzentration der Referenzgruppe betrug im Mittel 2,03 ng/ml. In den
Versuchsgruppen, sowohl physiologisch als auch beeinflusst, lie3 sich zu jedem
Zeitpunkt eine hohere Menge an IGF-1 bestimmen (Abbildung 3); an Tag 7 waren in der
PDLLA-Gruppe aufgrund methodischer Probleme nur 7 der 8 Proben auswertbar.

IGF-1-ELISA
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24 h 3 Tage 7 Tage
Standzeit
I Kontrolle PDLLA IGF-1 Referenz
Kontrolle 2,6 +£0,87 2,7+1 3,2+0,37
PDLLA 2,1+0,3 3,4+05 3,7+0,93
IGF-1 3,4+0,933 3,5+0,97 43+0,92

Abbildung 3: IGF-1-Konzentrationen in ng/ml, mit Standardabweichungen und statistischen
Signifikanzen (*), Referenz bei 2,03 ng/ml (rote Markierung).
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Erster postoperativer Tag

Wahrend die gemessenen IGF-1-Mengen am ersten postoperativen Tag in der Kontroll-
sowie der PDLLA-Gruppe in etwa auf dem Niveau der nicht operierten Referenz blieben
(128% und 104% des Referenzwertes), zeigte sich in der Wachstumsfaktorengruppe eine
deutliche Erh6hung des gemessenen IGF-1 Wertes (3,4 ng/ml, 168%). Dieser Wert lag
statistisch signifikant Gber jenem der PDLLA-Gruppe (p=0,008).

Dritter postoperativer Tag

An Tag 3 zeigte sich in allen drei Versuchsgruppen eine weitere Zunahme der
gemessenen IGF-1-Konzentrationen. Wahrend diese in der Kontroll- sowie der IGF-1-
Gruppe nur marginal war, konnte in der PDLLA-Gruppe eine Zunahme um 60% im
Vergleich zum vorherigen Untersuchungszeitpunkt gemessen werden; statistisch

signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden nicht.

Siebter postoperative Tag

Auch zu diesem Untersuchungszeitpunkt war in allen drei Gruppen ein weiterer Anstieg
der IGF-1-Werte messbar. Wahrend es in der PDLLA-Gruppe hierbei nur zu einer 8%igen
Zunahme im Vergleich zu Tag 3 kam, konnte in der Kontrollgruppe ein Anstieg um 18%,
in der Wachstumsfaktorgruppe sogar um 23% gemessen werden; insgesamt war der
IGF-1-Wert zu diesem Zeitpunkt in der IGF-1-Gruppe mehr als doppelt so hoch wie jener
der nicht operierten Referenzgruppe (212%). Der Unterschied zwischen den Werten der
Wachstumsfaktorgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe war hierbei statistisch
signifikant (p=0,02) und auch zwischen der IGF-1- und PDLLA-Gruppe liel3 sich eine
tendenzielle Erhdhung erkennen.

3.3.2. VEGF-ELISA
Die im ELISA ermittelten Konzentrationen an VEGF wurden in pg/ml gemessen, der
Mittelwert der VEGF-Konzentration der Referenzgruppe lag bei 153,7 pg/mi;
Abbildung 4 listet die gemessenen VEGF-Mengen auf. Am zweiten
Untersuchungszeitpunkt konnte in der Kontrollgruppe eine der 8 Proben aufgrund

methodischer Probleme nicht ausgewertet werden.
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VEGF-ELISA
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Abbildung 4: VEGF-Konzentrationen in pg/ml, mit Standardabweichungen und statistischen
Signifikanzen (*), Referenz bei 153,7 pg/ml (rote Markierung).

Erster postoperativer Tag

Vergleichbar mit dem IGF-1-ELISA konnten auch beim VEGF-ELISA am ersten
postoperativen Tag in der Kontroll- sowie der PDLLA-Gruppe VEGF-Konzentrationen im
Bereich des Referenzwertes gemessen werden (111% und 126%), wahrend sich in der
IGF-1-Gruppe eine deutliche Erhéhung des VEGF-Wertes zeigte. Aufgrund der z.T.
deutlichen Standardabweichungen lagen zwischen den Gruppen jedoch keine statistisch

signifikanten Unterschiede vor.

Dritter postoperativer Tag

Am dritten postoperativen Tag waren in der Kontroll- sowie der PDLLA-Gruppe deutliche
Zunahmen der VEGF-Werte messbar; in beiden Gruppen kam es zu mehr als einer
Verdopplung der Werte des vorherigen Untersuchungszeitpunktes. Auch in der IGF-1-
Gruppe war ein weiterer Anstieg der Proteinkonzentration erkennbar, wobei diese jedoch
deutlich unter den Werten der anderen Gruppen lag; statistisch signifikante Unterschiede

lagen nicht vor.
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Siebter postoperativer Tag

Zu Tag 7 kam es in allen drei Gruppen zu einer deutlichen Abnahme der VEGF-
Konzentrationen; die gemessene Proteinmenge in der Kontrollgruppe lag bei etwa der
Halfte des Wertes von Tag 3 und mit 202,6 pg/ml noch knapp 30% uber dem
Vergleichswert der nicht operierten Referenz. In der PDLLA- und IGF-1-Gruppe war es
zu einem noch deutlicheren Riickgang gekommen, die Werte lagen nur noch bei ca. 1/3
derer des dritten postoperativen Tages und waren nun unter den Richtwert der
Referenzgruppe gesunken (92%, beziehungsweise 70%); der Unterschied zwischen

diesen Werten und dem der Kontrollgruppe war statistisch signifikant (p=0,041, p=0,001).

3.3.3.  TGF-B1-ELISA
Die TGF-p1-Konzentration wurden in pg/ml gemessen, der Mittelwert der
Referenzgruppe lag bei 352,3 pg/mi (roter Strich in
Abbildung 5). Im Rahmen der ELISA-Versuche konnten aufgrund methodischer Probleme
in der PDLLA-Gruppe an Tag 1 nur 7 der 8 Proben bestimmt werden sowie nur 6 Proben
der IGF-1-Gruppe; von den Proben des dritten postoperative Tages waren in der

Kontrollgruppe nur 6, in der IGF-1-Gruppe nur 7 auswertbar.
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PDLLA 5425 + 257,1 590,1 + 140,9 478,9 + 151,2

IGF-1 610,2 + 301,7 603,3 +154,9 546,3 + 163,5

Abbildung 5: TGF-B1-Konzentrationen in pg/ml, mit Standardabweichungen, Referenz
bei 352,3 pg/ml (rote Markierung).
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Erster postoperativer Tag

In allen drei Versuchsgruppen konnten TGF-B1-Konzentrationen bestimmt werden, die
deutlich iber dem Mittelwert der Referenzgruppe lagen. Hierbei waren die Werte der
Kontroll- und der PDLLA-Gruppe annahernd gleich; die TGF-B1-Konzentration in der
Wachstumsfaktorgruppe war im Vergleich marginal hoher und lag knapp 70% uber dem
Referenzwert. Bemerkenswert waren die deutlich ausgepragten Standardabweichungen,

die in allen drei Gruppen um 50% lagen.

Dritter postoperativer Tag

Waéhrend die Werte der PDLLA-Gruppe und der IGF-1-Gruppe annéhernd auf dem Stand
des vorherigen Untersuchungszeitpunktes verblieben, war in der Kontrollgruppe ein
Ruckgang der TGF-B1-Konzentration um 20% messbar, wobei in dieser Gruppe erneut

eine ausgepragte Standardabweichung von tber 40% vorlag.

Siebter postoperativer Tag

Zu Tag 7 lagen die gemessenen TGF-B1-Konzentrationen aller drei Gruppen wieder nah
beieinander, vergleichbar mit dem ersten Untersuchungszeitpunkt, jedoch leicht
unterhalb jener Werte; die ermittelten Proteinmengen lagen zwischen 35% und 55% Uber

den Werten der Referenzgruppe.

3.3.4. GM-CSF-ELISA
Die GM-CSF-Konzentration wurden ebenfalls in pg/ml gemessen, der Mittelwert der
Referenzgruppe befand sich bei 7,1 pg/ml (siehe rote Linie zur Orientierung in
nachfolgender Abbildung 6). Im Rahmen dieser Versuchsreihe kam es am siebten
postoperativen Tag bei einer Probe der IGF-1-Gruppe zu Problemen bei der
Durchfihrung des Tests, so dass fur dieses Tier kein Ergebnis bestimmt werden konnte.
Auffallig waren hier die innerhalb einzelner Gruppen sehr stark ausgepragten
Unterschiede in den bestimmbaren GM-CSF-Proteinkonzentrationen, die so eine z.T.

sehr breite Standardabweichung bewirkten.
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Abbildung 6: GM-CSF-Konzentrationen in pg/ml, mit Standardabweichungen, Referenz
bei 7,1 pg/ml (rote Markierung).

Erster postoperativer Tag

Am ersten postoperativen Tag waren in allen drei Gruppen GM-CSF-Konzentrationen
messbar, die nur wenig Uber der Referenzgruppe lagen; die Proteinmenge der IGF-1-
Gruppe war hierbei am hdchsten. Die Standardabweichungen der Kontrollgruppe sowie
der Wachstumsfaktorgruppe waren zu diesem Untersuchungszeitpunkt deutlich

ausgepragt (=50%).

Dritter postoperativer Tag

Wahrend in der Kontrollgruppe eine deutliche Zunahme der Konzentration um mehr als
75% im Vergleich zum vorherigen Untersuchungszeitpunkt messbar war (bei erneut sehr
grol3er Standardabweichung), war in der PDLLA-Gruppe zwar auch eine ansteigende
Tendenz zu erkennen, jedoch weniger deutlich ausgepréagt (Zuwachs von 45%). Die
GM-CSF-Konzentration in der IGF-1-Versuchsgruppe nahm lediglich um 10% zu und war
mit 8,8 pg/ml am niedrigsten. Statistisch signifikante Unterschiede konnten nicht

gemessen werden.
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Siebter postoperativer Tag

In allen drei Versuchsgruppen kam es zu einer deutlichen Reduktion der messbaren
Proteinkonzentrationen. Diese war erneut am ausgepragtesten in der Kontrollgruppe, bei
der nun noch knapp ein Drittel der vorherig messbaren GM-CSF-Menge vorlag. In der
PDLLA-Gruppe konnte der héchste Wert ermittelt werden, aber auch hier war es zu
einem Ruckgang um mehr als die Halfte gekommen, die Konzentration lag bei ca. 70%
des Wertes der nicht operierten Referenz. Auch in der Wachstumsfaktorgruppe war es
zu einem Rulckgang um knapp 50% zum Vorwert gekommen, die messbare
Proteinmenge lag in etwa im Bereich der Kontrollgruppe; auffallend war auch zu diesem

Versuchszeitpunkt die deutlichen Standardabweichungen in den einzelnen Gruppen.

3.4.Ergebnisse der qPCR-Versuche

3.4.1. IGF-1-PCR
In der IGF-1-PCR wurde im Rahmen der unter 2.10 beschriebenen Berechnungen an
den drei Untersuchungszeitpunkten die Expression des Wachstumsfaktors ermittelt und
mit der Referenzgruppe verglichen. Hierfir wurde die IGF-1-Expression der
Referenzgruppe als 100% gesetzt, die prozentuellen Veranderungen sind in Abbildung 7

veranschaulicht.
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Abbildung 7: IGF-1-Genexpression in prozentualem Verhaltnis zur Referenzgruppe (100%),
mit Upper und Lower relative und statistischen Signifikanzen (*).
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Erster postoperativer Tag

In allen drei Gruppen konnte zu diesem Zeitpunkt ein deutlicher Anstieg der
Genexpression gemessen werden. Wahrend diese in der Kontroll- und der IGF-1-Gruppe
anndhrend gleich ausgepragt war (2,6-fach und 2,8-fach erhéht), lag die Expression in
der PDLLA-Gruppe leicht, jedoch nicht statistisch signifikant Gber diesen Werten (336%).

Dritter postoperativer Tag

Im Vergleich zum ersten Untersuchungszeitpunkt kam es in allen drei Versuchsgruppen
zu einer deutlichen Zunahme der IGF-1-Expression. Diese war in der PDLLA-Gruppe am
wenigsten stark ausgepragt, es kam hier zu einer Zunahme um zirka das Dreifache des
Vorwertes, wahrend in den anderen beiden Gruppen Steigerungen der IGF-1-Expression

im Bereich des Vierfachen zu ermitteln waren.

Siebter postoperativer Tag

Wahrend in der Kontrollgruppe eine nahezu gleichbleibende Expression an IGF-1 im
Vergleich zu Tag 3 gemessen werden konnte, war diese in der PDLLA-Gruppe beinahe
doppelt so hoch wie zum vorherigen Untersuchungszeitpunkt. In der
Wachstumsfaktorgruppe war jedoch erneut eine mehr als vierfache Erhdhung der
Genexpression messbar, die sich auch statistisch signifikant von den anderen beiden
Gruppen unterschied (p=0,011, p=0,034); zu diesem Zeitpunkt wurde eine fast 50-fache
Erhéhung im Vergleich zur Referenzgruppe bestimmt (4904%).

3.4.2. VEGF-PCR
Vergleichbar mit der IGF-1 PCR wurde die Expression von VEGF zu den drei
Untersuchungszeitpunkten ermittelt und direkt mit der Referenzgruppe verglichen, deren

Expression als 100% gesetzt wurde (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: VEGF-1-Genexpression in prozentualem Verhaltnis zur Referenzgruppe (100%),
mit Upper und Lower relative und statistischen Signifikanzen (*).

Erster postoperativer Tag

Schon zum ersten Versuchszeitpunkt konnte in der Wachstumsfaktorgruppe eine
statistisch signifikante Erhéhung sowohl im Vergleich zur Kontroll- als auch zur PDLLA-
Gruppe gemessen werden (p=0,000 fur beide). Wahrend sich die Genexpression in jenen
beiden Gruppen noch im Bereich der Referenzgruppe befand (in der Kontrollgruppe mit
93% sogar leicht unterhalb dieser), war die VEGF-Expression in der IGF-1-Gruppe zu
diesem Zeitpunkt schon um mehr als das Fiinffache angestiegen.

Dritter postoperativer Tag

Interessanterweise konnte in der Kontrollgruppe sowie der PDLLA-Gruppe am dritten
postoperativen Tag in etwa eine Verdopplung der Werte von Tag 1 gemessen werden,
wahrend die VEGF-Expression in der IGF-1-Gruppe deutlich rucklaufig war und sich nun

wiederum in etwa auf dem Niveau der Referenz befand (112%).

Siebter postoperativer Tag
Auch zu diesem Zeitpunkt war die messbare Genexpression — vergleichbar mit den

vorherigen Untersuchungszeitpunkten — in den Gruppen gegenlaufig. Wahrend diese in
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den Vergleichsgruppen (Kontrolle und PDLLA) nun wieder rtcklaufig war und nun mit
146% und 161% leicht Gber den Werten von Tag 1 lag, kam es in der IGF-1-Gruppe zu
einem erneuten Anstieg auf fast das Dreifache des Referenzniveaus; dieser Wert lag
erneut statistisch signifikant tber den Werten der beiden anderen Gruppen (p=0,023,
p=0,044).

3.5.Weitere Ergebnisse
Die nachfolgenden Ergebnisse aus den biomechanischen und histologischen
Untersuchungen sind nicht Teil dieser Promotionsarbeit, sondern wurden im Rahmen
zweier weiterer, zu dieser Studie gehoérender Promotionen veréffentlicht (75,76). Der
Vollstandigkeit halber, und um sie im Rahmen der Diskussion mit in die Bewertung der
klinischen Auswirkungen einflieBen lassen zu konnen, werden sie jedoch kurz

zusammengefasst dargestellt.

3.5.1. Biomechanische Untersuchungsergebnisse

In den biomechanischen Versuchen sollte geprift werden, welcher Druck vonndéten ist,
um die Darmwand zum Bersten zu bringen (,Bursting Pressure®). Hierbei ist in der
postoperativen Phase besonders die Anastomosenregion als Schwachstelle anzusehen;
der Referenzwert des nicht operierten Rattendarmes lag bei ca. 270 mmHg (75).

Wie in der nachfolgenden Abbildung 9 aus der Veroffentlichung von Fuchs et al. zu sehen
ist (81), lag der Bursting Pressure am ersten postoperativen Tag in allen drei
Versuchsgruppen eng beieinander. Am dritten postoperativen Tag war ein Abfall der
Stabilitdt in der Kontroll- und PDLLA-Gruppe zu verzeichnen, wahrend in der IGF-1-
Gruppe der Wert des ersten Versuchszeitpunktes gehalten werden konnte. Die
Druckunterschiede zwischen der Wachstumsfaktorgruppe und der beiden
Vergleichsgruppen (Kontrolle und PDLLA) waren hierbei signifikant (p=0,027, p=0,003).
Am siebten postoperativen Tag hatten die Werte des Bursting Pressure in der Kontroll-
und PDLLA-Gruppe deutlich zugenommen, der Wert in der IGF-1-Gruppe war zu diesem

Zeitpunkt jedoch noch tendenziell gréR3er.
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Abbildung 9: © Fuchs T, 2012; The Scientific World Journal (81)

Balkendiagramm ,Bursting Pressure®; x-Achse mit Versuchsgruppen (hellgrau = Kontrollgruppe,
dunkelgrau = PDLLA-Gruppe, schwarz = IGF-1-Gruppe) zu den jeweiligen Standzeiten (24 h [Day 1], 3
Tage [Day 3], 7 Tage [Day 7]); y-Achse zeigt den gemessenen Mittelwert des Druckes in mmHg;
erkennbar ist der an Tag 3 bestehende signifikante Unterschied zwischen der IGF-1-Gruppe und der
Kontroll- und PDLLA-Gruppe

3.5.2. Histologische/Immunhistochemische Untersuchungsergebnisse

Bei der Durchfihrung der histologischen Untersuchungen kamen verschiedene
Farbungen zur Anwendung. Zur allgemeinen Darstellung der einzelnen
Darmwandschichten  sowie  der  eingewanderten  Entzindungszellen, der
Fibroblastenreaktion und der Nekrosenbildung diente eine HE-Féarbung; die
Van-Gieson-Farbung erfolgte zur Veranschaulichung des kollagenen Bindegewebes und
der bindegewebigen Uberbriickung der Anastomosenenden; die Beobachtungen wurden
anhand eines semiquantitativen Scores ausgewertet (76).

In der HE-Farbung zeigte sich am ersten postoperativen Tag im Bereich des Fadens eine
signifikant geringer ausgepragte Granulozyteninfiltration im Vergleich zwischen der
Wachstumsfaktor- und der Kontrollgruppe (p<0,05). Auch an den Ubrigen
Versuchszeitpunkten war der Wert der Granulozyteninfiltration in der IGF-1-Gruppe
tendenziell niedriger als in den anderen beiden Versuchsgruppen.

Auch die Nekrosenbildung im Anastomosenbereich fiel an Tag 3 und 7 in der PDLLA-

und IGF-1-Gruppe wesentlich geringer aus als in der unbeschichteten Kontrollgruppe;
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am dritten postoperativen Tag konnte in diesen beiden Gruppen signifikant weniger
Nekrosegewebe im Anastomosenbereich nachgewiesen werden als in der Kontrolle
(p<0,05).

Bezuglich der Fibroblastenreaktion im Fadenbereich war am ersten postoperativen Tag
kein Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen erkennbar. An Tag 3 war der Score
in der IGF-1-Gruppe tendenziell héher als in den anderen Gruppen, an Tag 7 war der
Unterschied zwischen der IGF-1-Gruppe und der PDLLA-Gruppe signifikant (p<0,05).
Die in der Van-Gieson-Farbung dargestellte bindegewebige Uberbriickung der
Anastomosenregion zeigte am siebten postoperativen Tag einen signifikanten
Unterschied zwischen der IGF-1- und der Kontrollgruppe. Diese gesteigerte
Bindegewebeaktivitat war auch schon am dritten postoperativen Tag tendenziell zu

erkennen gewesen.
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4. Diskussion

Die Anastomoseninsuffizienz  (Al) ist eine héaufige Komplikation in der
Abdominalchirurgie. Mit ihr ist die Gefahr einer generalisierten Peritonitis verbunden, die
schnell in eine Sepsis und ein Multiorganversagen lGbergehen kann, so dass eine ziigige
Diagnose und Intervention fiir das Uberleben des Patienten von unbedingter
Notwendigkeit sind. Um die Entstehung einer Nahtinsuffizienz zu verstehen und
potentielle therapeutische Angriffspunkt zu identifizieren, ist es wichtig, die Wundheilung
im Bereich des Intestinaltraktes néher zu betrachten. Diese durchlauft, wie in der
Einleitung dieser Promotionsarbeit dargelegt, nach der Anastomosierung drei Phasen:
die exsudative, die proliferative und die reparative Phase, an deren Ende die
Defektheilung mit Narbenbildung steht. In dem Zusammenspiel der fur die Wundheilung
wichtigen Zelltypen haben verschiedene Wachstumsfaktoren eine zentrale Rolle in der
Steuerung der Reparaturvorgénge. So foérdert der Insulin-like Growth Factor-1 u. a. die
Kollagensynthese durch Fibroblasten und nimmt Einfluss auf die Entstehung des
Granulationsgewebes im Bereich der Anastomose. Der Vascular Endothelial Growth
Factor regt die Bindegewebsproliferation und die Bildung von Mikrogefal3en an. Der
Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor foérdert die Migration von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten in das verletzte Gewebe. Diese Zellen
unterstitzen die Neoangiogenese und sind Teil verschiedener Phasen der
Entzindungsreaktion im Rahmen der Wundheilung. Der Transforming Growth
Factor-beta 1 spielt eine komplexe Rolle bei Gewebeheilungsprozessen, insbesondere
uber Stimulation der Synthese und Proliferation von Fibroblasten, wobei gezeigt werden
konnte, dass der Faktor einerseits die Wundheilung férdern, andererseits aber auch
hemmend wirken kann (28,82).

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde mit IGF-1 beschichtetes Nahtmaterial
fur die Anastomosierung von Rattenkolon verwendet, um die Wirkung der lokalen
Freisetzung des Proteins auf die Wundheilung und die Konzentration der genannten
Wachstumsfaktoren im Wundbereich sowie die Genexpression von IGF-1 und VEGF zu
untersuchen.

Die im Rahmen dieses Projektes durchgefuhrten biomechanischen und
histologisch/immunhistochemischen Versuche sind nicht Teil der vorliegenden Arbeit,
sondern wurden im Rahmen zweier weiterer Promotionsarbeiten und einer Publikation

veroffentlicht (75,76,81). |hre Ergebnisse werden jedoch in die Diskussion
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miteinbezogen, um eine bessere Gesamtbewertung des Einflusses des IGF-1 auf die
Wundheilung der Darmanastomose treffen zu konnen und die Bewertung der

vorliegenden Ergebnisse zu komplettieren.

4.1.1GF-1

Der Insulin-like Growth Factor-1 ist ein fur die Wundheilung im Bereich des Darmes
wichtiger Faktor, Rezeptoren fiur das Protein sind im gesamten Intestinaltrakt
nachweisbar (36). IGF-1 wird vornehmlich in der Leber synthetisiert, aber verschiedene
Zelltypen, wie z.B. Fibroblasten, Granulozyten sowie Epithel- und Mesenchymalzellen
sind in der Lage, IGF-1 zu produzieren; im Rahmen der Wundheilung der Anastomose
erfolgt die initiale Freisetzung von IGF-1 aus Thrombozyten (31,39). Uber endokrine,
parakrine und autokrine Mechanismen beeinflusst der Wachstumsfaktor u. a. die Heilung
und Proliferation der Mukosa, stimuliert die Kollagensynthese, nimmt Einfluss auf die
Neoangiogenese und steigert die Proliferation und Migration von Myofibroblasten (29,36—
39). Die zentrale Rolle von IGF-1 im Rahmen der physiologischen intestinalen
Wundheilung und eine zusatzliche positive Beeinflussung dieser lUber eine zuséatzliche
Gabe des Wachstumsfaktors wurde mittels verschiedener Anséatze untersucht. So konnte
von Mantell et al. gezeigt werden, dass die intestinale Administration von IGF-1 nach
partieller Darmresektion in Ratten zu einer gesteigerten adaptiven Proliferation der
Dickarmmucosa fuhrt (83). Eine intraperitoneale Injektion von IGF-1 nach Anlage von
Kolonanastomosen, mit und ohne partieller Kolonresektion, fuhrte in mehreren
Versuchen zu einer deutlichen Stimulation der Wundheilung mit Erhéhung der
Hydroxyprolinwerte (als Marker fur Kollagensynthese), des Kollagengehalts sowie zum
Teil auch zu einer erhdhten Stabilitat der Anastomose (gemessen anhand des Bursting
Pressures) (37,49,77).

Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Gabe des Wachstumsfaktors die
Wundheilung unter gestorten Wundheilungsbedingungen deutlich verbessern konnte. In
Ratten, deren Wundheilung durch Cortison (44), Dextran-Natrium-Sulfat-induzierte
Colitis (50) oder 5-Fluorouracil (5-FU) (77) beeintrachtigt war, fihrte die intraperitoneale
Gabe von IGF-1 (44,77) sowie die lokale Gabe mittels eines IGF-1-beschichteten
Nahtmaterials (50) zu einer Reduktion der Inzidenz von Anastomoseninsuffizienzen,
einer Erh6éhung des  Bursting Pressures  sowie  einer  gesteigerten
Hydroxyprolinkonzentration. Die negativen Grundvoraussetzungen konnten lber eine

durch IGF-1 scheinbar gesteigerte Proliferation und Aktivitat von Fibroblasten mit
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nachfolgender Zunahme der Kollagenproduktion, Epithelregeneration und
Neoangiogenese positiv beeinflusst werden konnten, mit letztlicher Zunahme der

Anastomosenstabilitdt und -beschaffenheit.

Die in den ELISA-Untersuchungen gemessenen IGF-1 Werte lagen in allen
Versuchsgruppen und an allen drei Untersuchungszeitpunkten tdber dem Wert dem
Vergleichswert der nicht operierten Tiere. Dies bestatigt die beschriebene wichtige Rolle
von IGF-1 im Rahmen der physiologischen Wundheilung des Darms, auch wenn die
Proteinkonzentrationen der Kontrollgruppe und der PDLLA-Gruppe am ersten
postoperativen Tag nur geringflgig groRer als die der Referenzgruppe war. Zu diesem
Zeitpunkt war die Proteinkonzentration in der IGF-1-Gruppe hoher als die der anderen
beiden Gruppen, im Vergleich mit der PDLLA-Gruppe statistisch signifikant. Diese
Tendenz liel3 sich auch am dritten und siebten postoperativen Tag erkennen: wahrend
es in allen Gruppen zu einem kontinuierlichen Anstieg der IGF-1-Konzentrationen kam,
waren die Werte in der IGF-1-Gruppe jeweils am hdchsten, an Tag 7 statistisch signifikant
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese Unterschiede lassen sich zum einen mit der
kontinuierlichen Eluierung des Wachstumsfaktors aus der Beschichtung des
Nahtmaterials in den Anastomosenbereich erklaren, was im Umkehrschluss bestatigt,
dass sich das Protein durch die Beschichtungstechnik nicht nur in seiner aktiven Form
auf den Faden auftragen lasst, sondern auch tber Tage im Anastomosenbereich zur
Verfligung steht.

Zum anderen ist es wahrscheinlich, dass die zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt
hochsten Konzentrationen an IGF-1 in den IGF-1-Gruppen nicht nur eine vermehrte
Stimulation und Aktivitat von Fibroblasten und Myofibroblasten bewirkt, sondern diese
Zellen wiederum IGF-1 in den Wundbereich sezernieren.

In der IGF-1 gPCR liel3 sich in allen drei Gruppen schon am ersten postoperativen Tag
eine Hochregulierung der IGF-1-Genexpression auf fast das Dreifache des
Referenzniveaus erkennen. Dass diese in allen Gruppen vergleichbar ausfiel, kénnte
erneut als Bestatigung der zentralen Funktion des Wachstumsfaktors in der normalen
Wundheilung am Darm gesehen werden und ein Hinweis dafiir sein, dass die
Genexpression an diesem frilhen postoperativen Zeitpunkt noch nicht relevant durch den
lokalen Wachstumsfaktor stimuliert wird. An Tag 3 war dann eine deutliche Steigerung
auf das in etwa 10- bis 1ll-fache des Referenzniveaus feststellbar, wobei die

Genexpression zwischen den einzelnen Gruppen immer noch vergleichbar war und keine
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relevanten Unterschiede bestanden. Interessanterweise kam es an Tag 7 dann zu einer
deutlichen Zunahme der Genexpression in der IGF-1-Gruppe, die nun nicht nur fast 50-
fach Uber der nicht operierten Referenz lag, sondern sich auch statistisch signifikant von
den beiden Vergleichsgruppen unterschied. Wahrend die IGF-1-Werte in der PDLLA-
Gruppe auch zugenommen hatten (ca. 80% im Vergleich zum dritten postoperativen
Tag), war die Expression in der Kontrollgruppe auf dem Stand des vorherigen
Untersuchungszeitpunktes verblieben. Dass die in der IGF-1-ELISA gemessene
Proteinkonzentration in der IGF-1-Gruppe am ersten postoperativen Tag zum Tell
signifikant Uber jener der Vergleichsgruppen lag — bei zwischen den Gruppen
vergleichbarer Genexpression —, kbnnte die oben genannte Annahme unterstitzen, dass
das vermehrt messbare Protein zumindest zum Teil auf aus dem Nahtmaterial eluiertes

IGF-1 zuriickzufihren ist.

Wahrend in den oben erwahnten Studien zur Wirkung von IGF-1 auf die
Darmanastomosenheilung keine Proteinbestimmungen mittels ELISA durchgefuhrt
wurden, so lieBen sich nach Administration des Wachstumsfaktors positive Effekte
nachweisen, die mit dem gesteigerten Einfluss von IGF-1 auf die Wundheilung erklart
werden kénnen. Sowohl Zacharakis als auch Petersen und Rijcken et al. fanden einen
signifikant erhohten Hydroxyprolingehalt in den Anastomosensegmenten der IGF-1-
Gruppe (49,50,84). Die Menge an Hydroxyprolin korreliert mit dem Ausmald an
Kollagensynthese und lasst so Rickschlisse auf die Neubildung von Bindegewebe und
dariber auf eine Stimulierung der Anastomosenheilung zu. Die erhéhte
Kollagenproduktion kénnte u. a. auf eine geringer ausgebildete Entzindungsreaktion
zuruckgefuhrt werden (49), die auch in den histologischen Untersuchungen im Rahmen
der vorliegenden Studie beobachtet werden konnte und in einer separaten
Promotionsarbeit veroffentlich wurde (76). Ferner konnte IGF-1 aber auch einen direkten,
positiven Effekt auf den Kollagengehalt der Anastomose haben (50,84). Eine
Untersuchung des Hydroxyprolingehaltes in der Anastomosenregion zur Bestimmung der
Aktivitat des Kollagenstoffwechsels wurde in der vorliegenden Studie nicht durchgefihrt.
Die in den histologischen Untersuchungen gesehene vermehrte Fibroblastenreaktion im
Fadenbereich sowie die kompakter erscheinende bindegewebige Uberbriickung kénnten
jedoch einen vergleichbaren Effekt beschreiben (76).

Petersen et al. konnten auch zeigen, dass durch die kontinuierliche systemische

Applikation von IGF-1 das Gewicht der Versuchstiere aus der Wachstumsfaktorgruppe
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um 3% zunahm, wahrend die Tiere der Kontrollgruppe im gleichen Zeitrahmen 5% ihres
Gewichtes verloren (49). Auch in der Veréffentlichung von Zacharakis et al. konnten
signifikante Gewichtszunahmen in der IGF-1-Gruppe gemessen werden (77). In der
vorliegenden Promotionsarbeit war lediglich in den PDLLA- und IGF-1-Gruppen an Tag 1
eine nicht signifikante Gewichtszunahme der Versuchstiere von weniger als 2%
festzustellen, in den Ubrigen Gruppen war nur eine leichte Gewichtsabnahme zu
beobachten, die im Durchschnitt nicht mehr als 10 g (- 4%) betrug. Dieser Unterschied
im Vergleich zu den Ergebnissen von Petersen und Zacharakis ist mit der systemischen
Verabreichung des Wachstumsfaktors zu erklaren: IGF-1 besitzt einen trophischen Effekt
auf alle Zellen, womit eine Gewichtszunahme bei systemischer Applikation erwartet
werden kann. Durch die lokale Applikation lassen sich am Zielort hohe Konzentrationen
des Wachstumsfaktors erzielen, gleichzeitig wird jedoch der Gesamtorganismus nicht

beeinflusst, und das Risiko potentieller Nebenwirkungen wird somit reduziert.

Einen interessanten Ansatz beschreiben auch Jeschke et al. in ihren Versuchen zur
Wirkung von liposomal transferierter, IGF-1 cDNA-codierender Plasmide bei der
Wundheilung von groR3flachigen thermal induzierten Wunden (52-54). Die Lipoplexe
wurden nach dem Setzen der Wunden subkutan injiziert, sowie jeweils wochentlich Gber
die Dauer von vier Wochen; nachfolgend wurden die Veranderungen der
Proteinkonzentrationen verschiedener Wachstumsfaktoren, inklusive IGF-1, untersucht.
Die Messung erfolgte immunhistochemisch Uber Bestimmung Peptid-spezifischer
Antikdrper. Die Konzentration von IGF-1 im Bereich der Wunde war im Vergleich zu den
Kontrollgruppen signifikant gestiegen, ebenso die Konzentration an IGFBP-3, dem
Hauptbindungsprotein, welches vermehrt bei gesteigerter endogener IGF-1-Synthese
gebildet wird. Dies wurde so interpretiert, dass das transferierte Gen von den Zielzellen
angenommen wurde und nun aktiv die zellularen Transkriptions- und
Translationsprozesse beeinflussen konnte. Die Autoren gehen davon aus, dass die durch
das IGF-1 vermehrt aktivierten Fibroblasten, Epithel- und Mesenchymalzellen wiederum
die IGF-1-Genexpression hochregulieren, was die Erhohung dieser am siebten

postoperativen Tag im Rahmen der vorliegenden Arbeit erklaren kénnte.

Einen konstanten Anstieg der IGF-1-Genexpression sahen auch Gartner et al. in ihrer
Untersuchung verschiedener Hautwunden bei der Ratte (85). Der Versuchsansatz sowie

die Methodik zur Isolierung der RNA und DNA-Quantifizierung unterschieden sich zwar
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deutlich von denen der vorliegenden Arbeit, Gartner et al. konnten aber auch in ihren
Untersuchungen eine leichte Erh6hung der messbaren mRNA-Konzentration am Tag 1,
einen weiteren Anstieg zum Tag 3 und vor allem noch eine weitere Zunahme an Tag 5
und 10 bestimmen. In der Diskussion der Ergebnisse wurde dies zum Teil auf die durch
IGF-1 aktivierten und rekrutierten Fibroblasten zurlckgefihrt, die, im Sinne eines
autokrinen Zyklus, wiederum eine gesteigerte Sezernierung von IGF-1 bewirken. Ebenso
konnte die durch IGF-1 stimulierte Neoangiogenese durch die proliferierenden
Endothelzellen der sich neubildenden Blutgefal3e zusatzlich zu einer Verstarkung der
Expression fuhren; dies deckt sich mit der Annahme Jeschkes sowie den Ergebnissen

dieser Promotionsarbeit.

Costa et al. untersuchten den Einfluss von Teduglutide, einem Analogon des Glucagon-
like Peptide-2 (GLP-2) auf die Expression verschiedener Wachstumsfaktoren nach
Darmoperationen an Ratten (86). GLP-2 wird in enteroendokrinen Zellen produziert und
es wurde gezeigt, dass IGF-1 ein entscheidender Mediator der trophischen Effekte von
GLP-2 im Darm ist (87), im Sinne eines ,downstream mediators® (86). Die Tiere wurden
entweder einer lleumresektion oder lediglich einer Laparotomie ohne Darmresektion
unterzogen, und erhielten ab dem Operationstag 200 pg/kg Teduglutide pro Tag,
subkutan appliziert; die Untersuchungszeitpunkte waren der dritte und siebte
postoperative Tag. Hinsichtlich der IGF-1-Genexpression konnte gezeigt werden, das es
am dritten sowie am siebten postoperativen Tag im Anastomosenbereich,
beziehungsweise der perianastomotischen Region, im lleum zu einer Hochregulierung
gekommen war; diese war am ersten Untersuchungszeitpunkt deutlicher ausgepragt und
zum Tag 7 wieder rucklaufig. Dieser Ruckgang unterscheidet sich deutlich von den im
Rahmen der vorliegenden Studie ermittelten Expressionswerten; die Expression war mit
dem ersten postoperativen Tag hochreguliert, stieg kontinuierlich an und lag vor allem in
der IGF-1-Gruppe an Tag 7 deutlich Uber dem Wert der Referenz. Die mit der Zufuhr von
GLP-2 beschriebene Erhdhung der IGF-1-Expression an Tag 3 konnte mit der Rolle des
Wachstumsfaktors als ,downstream mediator” von GLP-2 erklart werden, was bedeutet,
dass GLP-2 im Rahmen der normalen Signaltransduktionsprozesse eine erhohte IGF-1-
Produktion bewirkt hat. Dass diese zum zweiten Untersuchungszeitpunkt zwar noch
erhoht, jedoch wieder riicklaufig war, kénnte bedeuten, dass es zu einer deutlich weniger
ausgepragten vermehrten Produktion und Freisetzung von IGF-1 aus den

Wachstumsfaktor-produzierenden Zellen gekommen war.
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Letztlich bestétigen die vorliegenden Ergebnisse, dass IGF-1 auch im normalen, nicht
stimulierten Ablauf der Wundheilung am Darm ein physiologisch relevanter Faktor ist. Die
zusatzliche lokale Zufiihrung von IGF-1 in die Anastomosenregion durch beschichtetes
Nahtmaterial fuhrt dariiber hinaus zu einer weiteren Steigerung der Protein- und
Genexpression, was zu einer Beeinflussung zellularer Prozesse fiuhrt und Gber die
Aktivierung von fur die Wundheilung essentieller Zellen die Heilung der Darmanastomose
positiv beeinflussen kann. Es ware interessant, zu untersuchen, inwieweit sich der
ausgepragte Anstieg der IGF-1-Genexpression vor allem in der IGF-1 -Gruppe auf die
Proteinkonzentration im weiteren Verlauf auswirkt. Hierfir wére ein zusatzlicher

Versuchszeitpunkt um den zehnten postoperativen Tag in Erwagung zu ziehen.

4.2.VEGF

Der Vascular Endothelial Growth Factor spielt eine wichtige Rolle bei der Neubildung von
Blutgefal3en, sowohl wahrend der Wundheilung, aber z.B. auch im Zusammenhang mit
Tumor-assoziierter mikrovaskularer Neoangiogenese oder der Ausbildung von
Kollateralen in ischamischen Organen (88). Die Bildung neuer Blutgefalie ist eine der
Hauptkomponenten der Wund- und Anastomosenheilung. Eine gute Blutversorgung und
die damit verbundene gute Sauerstoffversorgung sind hierbei wichtig, sowohl fur die
Kollagensynthese als auch zur Vermeidung von Wundinfektionen (22,24). VEGF ist
entscheidend fir die Angiogenese im Rahmen einer normalen Wundheilung, vor allem
wahrend der Proliferationsphase des Granulationsgewebes (18,29). So nimmt der Faktor
Einfluss auf Endothelzellen, wobei er zum grof3en Teil die endotheliale Zellmigration und
-aussprossung reguliert und die Permeabilitdt von MikrogefalR3en erhoht. Viele Zelltypen
kobnnen VEGF produzieren, so z.B. Fibroblasten, Makrophagen, Endothelzellen,
Keratinozyten, und die Expression in Keratinozyten wird wahrend der Wundheilung stark
hochreguliert (89).

Mittels VEGF-ELISA konnten am ersten postoperativen Tag tendenzielle Unterschiede
erfasst werden. Wahrend die Werte in der Kontroll- und PDLLA-Gruppe in etwa auf dem
Niveau der nicht operierten Referenz lagen, konnte in der IGF-1-Gruppe eine im
Vergleich hierzu deutliche Erhéhung der Proteinkonzentration gemessen werden;
aufgrund der Standardabweichung waren diese Unterschiede jedoch nicht statistisch

signifikant. An Tag 3 kam es in allen Gruppen zu einem weiteren Anstieg, der in der
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PDLLA-Gruppe und Kontrollgruppe besonders ausgepragt war; die messbare VEGF-
Konzentration dieser beiden Gruppen lag deutlich, aber erneut nicht statistisch signifikant
Uber dem Wert der IGF-1-Gruppe. Dies kdnnte darauf zurtickzufihren sein, dass VEGF
zu diesem Zeitpunkt im Rahmen der physiologischen Wundheilung eine wichtige Rolle
spielt und dies fur die deutliche Hochregulierung verantwortlich ist. Wahrend der frihe
Anstieg an gemessenem VEGF auf das lokal freigesetzte IGF-1 und einem hierdurch
gesteigerte VEGF-Produktion zurtickgefuhrt werden konnte, liel3e sich die in der IGF-1-
Gruppe weniger deutliche Zunahme am zweiten Untersuchungszeitpunkt mdglicherweise
durch die schon an Tag 1 stattgefundene Erhdhung erklaren und kdnnte mit einer
negativen Ruckkopplung zusammenhéngen, die eine weitere Erhdhung zu diesem
Zeitpunkt verhinderte. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen aus den VEGF-gPCR-
Untersuchungen, wo in der IGF-1-Gruppe am ersten postoperativen Tag eine, im
Vergleich zu den anderen beiden Gruppen, signifikant erhéhte Genexpression messbar
war, die dann aber an Tag 3 rucklaufig war.

Am siebten postoperativen Tag war in allen Versuchsgruppen ein Riickgang der VEGF-
Proteinkonzentration festzustellen, die z.T. sogar unter Referenzniveau fiel und in der
IGF-1 Gruppe am deutlichsten zu beobachten war. Dass die VEGF-Genexpression
sowohl an Tag 3 als auch an Tag 7 in allen Gruppen anhaltend Uber Referenzniveau lag,
zeigt, dass die Genexpression nicht direkt mit dem effektiven Protein-Endprodukt
korrelieren muss, direkte Ruckschlisse also nicht méglich sind. Es ist wahrscheinlich,
dass in diesem Zusammenhang Feedbackmechanismen beteiligt sind, die die
Proteinproduktion anpassen. Ob der erneute Anstieg der Genexpression in der IGF-1
Gruppe an Tag 7 in diesem Zusammenhang als erneute Gegenregulation auf ein zu
starkes Absinken der Proteinkonzentration zu werten ist, oder ein direkter Einfluss des
IGF-1 ist (dessen Genexpression zu diesem Zeitpunkt signifikant erhéhte war), kann im
Rahmen dieser Untersuchung nicht abschlieBend geklart werden; auch in diesem
Zusammenhang waére es interessant, die weiteren Verdnderungen auf Protein- und

Genexpressionsebene mithilfe von weiteren Untersuchungszeitpunkten zu analysieren.

Der Einfluss von VEGF auf die Heilung von Darmanastomosen ist in einigen
Publikationen beschrieben worden, ein Zusammenhang mit einer IGF-1 Behandlung wie
in der vorliegenden Promotion jedoch noch nicht. So untersuchten Ishii et al. den Effekt
von in die Muscularis propria injiziertem VEGF bei Kolonanastomosen am Kaninchen

(90). Hierbei konnte festgestellt werden, dass sich der ,Bursting Pressure® der
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Anastomosenregion am vierten postoperativen Tag signifikant in der VEGF-Gruppe
erhohte, wahrend er am dritten postoperativen Tag nur tendenziell Uber dem der
Kontrollgruppe lag. Auch die Hydroxyprolinwerte in der VEGF-Gruppe des vierten
postoperativen Tages waren signifikant hoher als in der Vergleichsgruppe. Hinsichtlich
der histologischen und immunhistochemischen Ergebnisse lie3en sich signifikante
Unterschiede im Bereich des ,capillary vascular count®, der Mikroangiographie sowie der
Fibroblastenproliferation nachweisen.

Enestvedt et al. untersuchten die Wirkung eines nichtviralen VEGF Plasmid-Vektors auf
die Anastomosenheilung einer Osophagogastrostomie (78). Hierfiir wurden Opossums
mittels eines tubulierten Magenhochzugs operiert und im Bereich der Anastomose der
VEGF-Vektor injiziert. Anders als im Bereich des Dickdarms neigen
Osophagusanastomosen zwischen dem siebten bis zehnten postoperativen Tag zur
Insuffizienz (78). Daher wurden in der Studie die Untersuchungen erst am zehnten
postoperativen Tag durchgefiihrt. In der VEGF-Gruppe zeigte sich zum einen ein
signifikant gesteigerter Bursting Pressure. Auch die Neovaskularisation war in dieser
Gruppe zum Untersuchungszeitpunkt deutlich vorangeschritten, wobei eine direkte
Korrelation zwischen der Anzahl neugebildeter Mikrogefal3e und des Bursting Pressure
gesehen wurde. Vergleichbar mit der vorliegenden Promotionsarbeit untersuchten
Enestvedt et al. auch die Auswirkungen des Vektors auf die VEGF-Genexpression mittels
gPCR. Hier zeigten sich Erhéhungen im Vergleich zur Referenz um das vier- bis
funffache, signifikante Unterschiede konnten nicht nachgewiesen werden. Auch wenn
sich die verwendete Methodik von der in dieser Arbeit beschriebenen Beschichtung
unterscheidet, sind die Hochregulierungen der Genexpression in beiden Versuchen und
die damit im Zusammenhang stehenden positiven Effekte auf die Haltbarkeit der
Anastomosen im Ansatz vergleichbar. Auf eine zusatzliche Bestimmung der VEGF-

Konzentration im Gewebe wurde verzichtet.

In einem ahnlichen Versuchsaufbau, jedoch bei der Ratte, untersuchten Adas et al. den
Effekt von intraoperativer VEGF- und/oder Fibroblast Growth Factor (FGF)-Plasmid-
Applikation bei der ischamischen linksseitigen Kolonanastomose (91), wobei jedoch nur
ein einzelner Untersuchungszeitpunkt am vierten postoperativen Tag gewahlt wurde. Hier
erfolgte die Totung der Tiere, mit nachfolgender Bestimmung des Bursting Pressure, des
Hydroxyprolingehaltes, der VEGF- und FGF-Konzentrationen mittels ELISA sowie die
histologische Aufarbeitung und Beurteilung der Anastomosen.
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In den ELISA-Bestimmungen wurde fiir VEGF eine signifikante Erhéhung in der VEGF-
Plasmid-Gruppe gemessen sowie in der Gruppe, die das VEGF-/FGF-haltige Plasmid
injiziert bekommen hatten. Die Werte lagen in allen Gruppen leicht Gber denen der hier
beschriebenen Versuche, sind jedoch tendenziell mit denen des dritten postoperativen
Tages vergleichbar.

Dass IGF-1 Einfluss auf die Angiogenese nimmt, konnte in unterschiedlichen Studien
gezeigt werden. So fuhrte die subkutane Injektion von IGF-1 cDNA zu einer Erh6hung
der lokal messbaren VEGF-Konzentration und einer ausgepragteren Neoangiogenese
(52-54). In diesem Versuchsaufbau konnte jedoch nicht geklart werden, auf welchen
Mechanismus diese Wirkungen zurtickzufihren sind. Entweder geschieht dies auf
Grundlage einer direkten Stimulation des VEGF durch IGF-1, oder die VEGF-Erhdhung
resultiert aus einer durch IGF-1 beeinflussten gesteigerten Produktion an
Granulationsgewebe sowie aktivierter Endothelzellen und Fibroblasten.

Die Induktion von VEGF durch IGF-1 ist im Zusammenhang mit der Wachstumsfaktor-
stimulierten Wundheilung des Darmes noch nicht beschrieben worden, der direkte
Einfluss von IGF-1 auf die VEGF-Expression konnte jedoch u. a. in Zellkulturen
nachgewiesen werden. So untersuchten die Arbeitsgruppen um Warren und Bermont
jeweils den Einfluss von IGF-1 auf die Regulierung der VEGF-Expression in
verschiedenen Tumorzelllinien (92,93). Warren et al. verwendeten hierbei
Kolorektalkarzinom-Zelllinien, die fir 72 Stunden mit IGF-1 stimuliert und deren VEGF-
Expression nachfolgend mittels Northern Blot bestimmt wurde. Hierbei konnte im
Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle nicht nur eine 2,3- bis 12-fache Erhéhung der
VEGF-mRNA, sondern auch eine bis zu dreifach erhéhte Konzentration von VEGF-
Protein im Uberstand gemessen werden (92). Dieser Effekt wurde auf zwei verschiedene
IGF-1-vermittelte Mechanismen zurlickgefihrt: die Fahigkeit, die Transkriptionsrate der
VEGF-mRNA hochzuregulieren sowie die Stabilisierung der VEGF-mRNA und damit
deren zellulare Halbwertszeit. Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen auch Bermont et
al., die in ihren Versuchen den Einfluss von IGF-1 auf die VEGF-Expression in
Endometrium-Adenokarzinomzellen untersuchten (93). Hierzu wurden die Zelllinien Gber
24 Stunden mit IGF-1 inkubiert und danach zu verschiedenen Zeitpunkten die isolierte
RNA-Menge mittels Northern Blot gemessen. Auch hier war eine signifikant erhdhte
VEGF-mRNA-Expression in den IGF-1-stimulierten Zellen messbar, wobei das Maximum

nach 48 Stunden erreicht wurde. Vergleichbar mit Warren et al., wurde dieser Effekt auf
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eine erhohte Transkriptionsrate zurtickgefuhrt, aber vor allem auf post-transkriptionelle
Prozesse, insbesondere auf eine erhdhte Stabilitat der mRNA.

Die Ergebnisse der Zellkulturversuche sind nicht direkt mit denen der vorliegenden Arbeit
vergleichbar, da sich zum einen der Versuchsansatz deutlich unterscheidet und vor allem
Tumorzellen verwendet wurden, die sich in ihrer Biologie und den Zellfunktionen von
Intestinalzellen unterscheiden; auch wurde nur ein Versuchszeitpunkt gewahlt, weshalb
der Verlauf Gber die Zeit fehlt. Im Vergleich zur Zellkultur sind die Ablaufe innerhalb eines
Systems wie der Wundheilung einer Darmanastomose deutlich komplexer und weiteren
Kontrollsystemen ausgesetzt, aber tendenziell lassen sich die Ergebnisse mit denen der
beschriebenen Versuche vergleichen und bestéatigen die Befunde, dass IGF-1 in die
Expression von VEGF eingreift und auch auf diese Weise die Wundheilung,
insbesondere die Neoangiogenese, fordert.

Auch Costa et al. konnten in ihrer Studie zur Auswirkung von GLP-2 auf die Heilung von
Darmanastomosen zeigen, dass die subkutane Gabe des Wachstumsfaktors sowohl am
dritten als auch am siebten postoperativen Tag eine Hochregulierung der VEGF-
Genexpression bewirkt (86). Vor allem die anhaltende Erhéhung am zweiten
Untersuchungszeitpunkt wurde auf ,downstream® Aktivitat des Wachstumsfaktors
zuruckgefuhrt. Da IGF-1 als ein wichtiger Mediator der enterotrophen Effekte des GLP-2
gilt, und auch die Expression dieses Faktors gesteigert war, kdnnte die Hochregulierung
von VEGF auch hier zumindest indirekt durch IGF-1 bedingt gewesen sein.

Insgesamt lasst sich schlussfolgern, dass lokal appliziertes IGF-1 allein oder im
Zusammenspiel mit anderen Faktoren die Expression und Produktion von VEGF schnell
und deutlich stimulierte, gefolgt von Feed-back Mechanismen, durch die die
Konzentration von VEGF am Ort der Wundheilung reguliert wurde.

4.3.TGF-p1
TGF-B1 ist ein fur die Wundheilung wichtiger Faktor, der von verschiedenen Zellen (z.B.
Thrombozyten, Makrophagen, Fibroblasten, und Keratinozyten) freigesetzt wird und in
allen Phasen der Wundheilung eingreift (28,35,94). Schon zu Beginn der exsudativen
Phase wird er von Thrombozyten sezerniert und fordert nachfolgend die Einwanderung
von Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten (35); Steenfos spricht in
diesem Zusammenhang auch von der ,Gerinnungsphase” der Wundheilung (35). Mit

Beginn der Ausbildung des Granulationsgewebes und dem Ubergang in die proliferative
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Phase der Wundheilung beginnt die Einwanderung und Proliferation von Zellen, die fur
die Reepithelialisierung, Neoangiogenese und Kollagenproduktion wichtig sind; vor allem
die Migration von Fibroblasten und die Produktion und Organisation der
Extrazellularmatrix wird durch TGF-B1 stimuliert (35,95). Im Rahmen dieser Prozesse
spielt der Wachstumsfaktor jedoch auch eine zentrale Rolle in der Bildung von
hypertrophem Narbengewebe und Keloiden; wichtig scheint in diesem Zusammenhang
die Konzentration des Wachstumsfaktors im Gewebe zu sein. So wurde gezeigt, dass
eine hohe Proteinexpression zu einer vermehrten Narbenbildung fuhrt (95), ebenso wie
eine vermehrte Expression des Peptids in Keratinozyten im Rahmen chronischer

Entzindungsreaktionen gemessen werden konnte (96).

In den ELISA-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die TGF-B1-Werte in allen
Gruppen bereits am ersten Tag nach der Operation deutlich im Vergleich zur nicht
operierten Gruppe angestiegen waren; wahrend in der Kontroll- und PDLLA-Gruppe eine
knapp 50% hohere Proteinkonzentrationen im Vergleich zur Referenz gemessen werden
konnte, lag der Wert der IGF-1-Gruppe noch einmal mehr als 10% Uber diesen, jedoch
ohne statistische Signifikanz. Diese gruppentubergreifende Hochregulierung scheint die
erwahnte Rolle des TGF-B1 in der frihen Wundheilung zu bestatigten. Ferner war in allen
Gruppen zu diesem Zeitpunkt eine deutliche Standardabweichung von etwa 50%
messbar, was ein Hinweis auf interindividuelle Unterschiede in der Expression des
Faktors im Rahmen der frihen Wundheilung sein kénnte. Am dritten postoperativen Tag
verblieben die Werte in der PDLLA- sowie der IGF-1-Gruppe auf dem Niveau des
vorherigen Untersuchungszeitpunktes, wahrend die messbare Proteinkonzentration der
Kontrollgruppe deutlich abgenommen hatte (minus 20%) und nun nur noch 25% tber der
Referenz lag; erneut konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede gemessen
werden. Auch am dritten Untersuchungszeitpunkt lagen die Werte in allen Gruppen
deutlich Uber der Referenz, die TGF-B1-Konzentrationen der drei Gruppen befanden sich

nun wieder auf einem ahnlichen Niveau (maximal 15% Unterschied).

Die Tatsache, dass in allen drei Gruppen vergleichbare Werte nachweisbar waren,
bestatigt die Erkenntnis, dass TGF-B1 eine wichtige Rolle im Rahmen der Wundheilung
einnimmt und auch bei der Heilung von Darmanastomosen an mehreren Stellen
eingreifen kann. Dass sich die messbaren Proteinkonzentrationen innerhalb der

einzelnen Gruppen Uber die Zeit nur geringfugig veranderte, lasst die Schlussfolgerung
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zu, dass diese Prozesse IGF-l-unabhangig sind, oder zumindest im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht durch die zusatzliche Administration beeinflusst werden
konnten.

Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen, die Jeschke et al. im Rahmen
ihrer Untersuchung machten. Auch hier zeigte sich, dass TGF-p1 einer der
Wachstumsfaktoren ist, auf dessen Vorliegen im Wundgewebe die transferierte
IGF-1-cDNA keinen Einfluss hatte (54). Costa et al. konnten in ihrer oben beschriebenen
Studie zu GLP-2 sogar eine Herunterregulierung der TGF-B1-Genexpression an beiden
Untersuchungszeitpunkten (dritter und siebter postoperative Tag) messen (86).

In der von Buckmire et al. durchgefiihrten Studie zur TGF-B1-Genexpression im Rahmen
der unbeeinflussten Heilung von Kolonanastomosen konnte gezeigt werden, dass diese
im Verlauf der ersten postoperativen Woche kontinuierlich zunimmt, mit statistisch
signifikanten Unterschieden an Tag 6 und 7 im Vergleich zum Operationstag (82). Da die
perianastomotische Proteinkonzentration nicht bestimmt wurde, ist jedoch kein
Ruckschluss auf das post-transkriptionelle Vorliegen von TGF-B1 mdglich, ein direkter
Vergleich mit den vorliegenden Daten erschwert. Letztlich unterstreichen die Ergebnisse

jedoch die Rolle des Wachstumsfaktors im Rahmen der physiologischen Wundheilung.

Die Rolle von TGF-31 bei der Mukosarekonstruktion und Neovaskularisation im Rahmen
der Heilung von Darmanastomosen wurde von Fukuda et al. untersucht (28). Um die
Funktionen des Wachstumsfaktors genauer bestimmen zu kdnnen, wurde den
Versuchstieren nach Anlegen einer Illeumanastomose ein anti-TGF-B1-Antikorper
intraperitoneal verabreicht; am flinften postoperativen Tag wurden Proben aus dem
Anastomosengebiet fur die histologische Untersuchung gewonnen. Die mit dem
neutralisierenden Antikdrper behandelten Tiere zeigten eine deutlich ausgepragtere
Epithelzellansiedlung und Vaskularisation im Anastomosengebiet als die Tiere der
Kontrollgruppe, und unter dem Antikérper wurden EGF und VEGF signifikant starker
exprimiert als in der Kontrollgruppe. Eine biomechanische Untersuchung der
Anastomosenfestigkeit war nicht erfolgt, so dass eine abschlieRende Schlussfolgerung
beziglich der Auswirkung auf die effektive Heilung und Stabilitat der Anastomose nach
Auffassung der Autoren nicht gezogen werden konnte. Die Autoren schlussfolgerten
jedoch, dass dies bedeuten wirde, dass TGF-B1 per se einen negativen Einfluss auf die
Darmanastomosenheilung haben miusste, da durch seine Blockade die Wundheilung

angeregt worden zu sein scheint (28).
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Einen positiven Effekt von TGF-B1 auf die Stabilitat der Kolonanastomose konnten dafir
Migaly et al. nachweisen, die eine Adenovirus-vermittelte Ubertragung des Faktors in den
Anastomosenbereich mittels eines Kolonkatheters etablierten (97). Hier zeigte sich, dass
die Gruppen, die den TGF-B1-Vektor am dritten postoperativen Tag erhielten, zum
einheitlichen Untersuchungszeitpunkt an Tag 6 einen signifikant héheren Bursting
Pressure aufwiesen; ebenfalls konnte eine signifikant hohere TGF-B1-
Proteinkonzentration bestimmt werden. Die Gruppe, der noch am Tag der Operation der
Vektor verabreicht worden war, wies zu diesem Zeitpunkt weder in der mechanischen
Belastbarkeit des Darmes noch in der Proteinbestimmung erhdhte Werte im Vergleich
zur Kontrollgruppe auf.

Insgesamt konnte im Rahmen der vorliegenden Studie zum einen bestatigt werden, dass
TGF-B1 ein fur die Wundheilung von Darmanastomosen wichtiger Faktor ist und sowohl
frih  postoperativ als auch anhaltend danach vermehrt als Protein im
Anastomosenbereich vorliegt. Zum anderen scheint der Wachstumsfaktor hierbei
unabhéngig zu sein oder zumindest nicht von dem lokal applizierten IGF-1 beeinflusst zu

werden.

4.4.GM-CSF

Der Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor fordert die Proliferation und
Freisetzung von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark,
die in das verletzte Gewebe einwandern und dort an dem Entzindungs- und
Heilungsprozess teilnehmen. Im Rahmen lokaler Wundheilungsprozesse kann GM-CSF
von verschiedenen Zellen synthetisiert werden, so z.B. von Fibroblasten, Endothelzellen,
Makrophagen oder auch Keratinozyten (98). Ferner haben verschiedene
Untersuchungen ergeben, dass der Wachstumsfaktor die Proliferation, Migration und das
Uberleben sowohl von Keratinozyten als auch von Endothelzellen fordert, und so die
Bildung von Granulationsgewebe sowie die Neoangiogenese stimuliert (98-101). Im
Intestinalbereich konnte gezeigt werden, dass GM-CSF eine wichtige Rolle im Rahmen
der fruihen Wundheilungsprozesse spielt und hierbei vor allem die Epithelzellproliferation
fordert (102).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass am ersten postoperativen Tag in
allen Versuchsgruppen keine Erhdhung des GM-CSF im Vergleich zur nicht operierten
Referenz gemessen werden konnte, und sich die Werte der drei Gruppen auch weniger

als 10% voneinander unterschieden. Im Vergleich hierzu kam es an Tag 3 zu einer
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Steigerung der Proteinkonzentration in allen Gruppen. Diese fiel in der IGF-1-Gruppe am
geringsten aus (+10% im Vergleich zu Tag 1), wahrend in der PDLLA-Gruppe eine
Zunahme von etwa 50%, in der Kontrollgruppe sogar von 80% messbar war. Die
Erh6hung der Proteinkonzentrationen in allen drei Gruppen zu diesem Zeitpunkt kann als
Zeichen der voranschreitenden Wundheilung bei weiterhin bestehender Rekrutierung von
Effektorzellen und beginnenden Ausbildung von Granulationsgewebe interpretiert
werden. Auffallig hierbei ist die deutliche Standardabweichung der Kontrollgruppe, die zu
diesem Zeitpunkt etwa 60% betrdgt. Die deutlich niedrigere GM-CSF-
Proteinkonzentration in der IGF-1-Gruppe kdnnte darauf zurtickgefihrt werden, dass der
vermehrt vorliegende Wachstumsfaktor im Wundbereich zu diesem Zeitpunkt zu einer
Abschwachung der Entzindungsreaktion fuhrt. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch
in den histologischen Untersuchungen der im Rahmen dieser Studie durchgefiihrten
weiteren Promotionsarbeit gesehen (76). Hier war in den IGF-1-Gruppen, v.a. im
Vergleich zur Kontrollgruppe, deutlich und zum Teil statistisch signifikant weniger
Granulozyteninfiltration und Nekrosenbildung im Anastomosenbereich nachweisbar
gewesen.

Am Tag 7 kam es zu einem deutlichen Abfall der messbaren GM-CSF-Konzentration,
wobei die Werte aller Gruppen deutlich unter den Wert der Referenzgruppe fielen. Dies
konnte damit erklart werden, dass hier im Rahmen der physiologischen
Wundheilungsprozesse GM-CSF keine relevante Rolle mehr spielt und IGF-1 diese

Ablaufe nicht wesentlich beeinflusst oder zusatzlich stimuliert.

Egea et al. konnten in ihrer Studie zur Wirkung von GM-CSF auf die Wundheilung im
Rahmen eines experimentellen Kolitis-Modells vergleichbare Ergebnisse bestimmen. Die
messbare Proliferation der Kolonepithelzellen unter Einfluss von GM-CSF war an Tag 3
am starksten, wahrend am ersten postoperativen Tag noch keine Effekte erkennbar
gewesen waren; auch im weiteren Verlauf der Heilung (hier etwas spater an Tag 9 und
12) schien der Faktor fur die Epithelregeneration nicht weiter von signifikanter Bedeutung
zu sein (102).

Unter dem Eindruck, dass das Vorliegen einer Minderperfusion einer der héaufigsten
Grinde fur eine Anastomoseninsuffizienz sei, untersuchten Dinc et al. die
Anastomosenfestigkeit bei experimentell durch Unterbindung mesenterialer Blutgefalle
gesetzter Ischamie unter dem Einfluss von GM-CSF (103). 50 pg GM-CSF wurden

perioperativ in die Subserosa des Anastomosenbereichs injiziert und die Tiere wurden
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am dritten bzw. am siebten postoperativen Tag getotet, um die Reil3festigkeit der
Anastomose, den Hydroxyprolingehalt und die Histologie des Anastomosengewebes zu
untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass mittels GM-CSF sowohl im Rahmen der
normalen Anastomosenheilung des Dickdarmes, als auch unter ischamischen
Bedingungen, eine bessere biomechanische Belastbarkeit hergestellt werden konnte, mit
signifikant héheren Bursting Pressures im Vergleich zu den Referenzgruppen.

Weitere Studien haben den Einfluss von GM-CSF im Zusammenhang mit
intraperitonealer Chemotherapie, so z.B. 5-Fluorouracil und Mitomycin-C, und der
Langzeitgabe von Corticosteroiden untersucht (48,79,80). Dies ist eine fiur den klinischen
Alltag relevante Fragestellung, da eine adjuvante Chemotherapie wie auch
Kortikosteroide haufig pra- und perioperativ angewandt werden und zum Teil mit einem
hoheren Risiko fur Anastomoseninsuffizienzen in Verbindung gebracht werden (5,7).

In den Versuchsansatzen wurde nun davon ausgegangen, dass die Gabe der
Medikamente die Entzindungsreaktion unterdriicken und die Wundheilung hemmen
musste, GM-CSF aber diesem Mechanismus entgegenwirken und einen protektiven
Effekt haben sollte. Der Wachstumsfaktor wurde in allen Untersuchungen mittels
subserosaler Injektion in die perianastomotische Region appliziert, Dinc et al.
untersuchten des Weiteren die Auswirkungen einer subkutanen Injektion in einer
zusatzlichen Versuchsgruppe (79). Jeweils am dritten postoperativen Tag wurde die
Anastomose histologisch sowie ihre Belastbarkeit biomechanisch untersucht und der
Hydroxyprolingehalt im Anastomosengebiet bestimmt. Es zeigte sich in allen
Untersuchungen, dass die lokale Injektion von GM-CSF die Wundheilung der
Anastomose unterstitzte. Der Bursting Pressure der Gruppen, die zusatzlich zum
Chemotherapeutikum oder Kortikosteroid GM-CSF erhalten hatten, lag im Bereich oder
sogar Uber der unbeeinflussten Referenz und auch die Hydroxyprolinwerte als Indikator
fur Kollagenneosynthese und -umsatz glichen denen der Referenzgruppen (48).
Interessanterweise beschreiben Dinc et al., dass diese Effekte bei der subkutanen Gabe
nicht mehr nachweisbar war (79). Dies stimmt mit den Erkenntnissen von Fatouros et al.
Uberein, die in ihrer Studie zum Einfluss von GM-CSF und Erythropoetin auf die Heilung
der Darmanastomose bei einer subkutanen Gabe des Wachstumsfaktors keine Zunahme

der Belastbarkeit der Anastomose feststellen konnten (104).

GM-CSF Proteinbestimmungen wurden in allen Studien nicht durchgefiihrt, so dass ein

Vergleich der jeweiligen Proteinkonzentrationen nicht méglich ist. Das GM-CSF eine
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wichtige Rolle im Ablauf der Wundheilung spielt, ist offensichtlich; ob, und wenn ja, wie

IGF-1 an dieser Stelle angreift, ist noch unklar.

4.5.Ergebnisse der biomechanischen und histologischen Untersuchungen

In den biomechanischen Versuchen zum Bursting Pressure des Kolons zeigte sich am
dritten postoperativen Tag in der IGF-1-Gruppe eine signifikant héhere Wandstabilitat im
Vergleich zur Kontroll- und PDLLA-Gruppe. Dies ist klinisch von Bedeutung, da es in
diesem Zeitfenster aufgrund des im Vergleich zur Kollagensynthese gesteigerten
Kollagenabbaus zur erhdéhten Vulnerabilitdt der Anastomosenregion kommt (18,21,22).

Die Ergebnisse der histologischen und immunhistochemischen Versuche unterstiitzen
diese Erkenntnisse, vor allem am dritten postoperativen Tag konnte ein deutlicher
Ruckgang der Nekrosenbildung, sowie eine Fdorderung der Reepithelialisierung und
Kollagensynthese nachgewiesen werden. Eine Steigerung der Vaskularisation konnte
hingegen nur in unmittelbarer Fadenumgebung gezeigt werden. Die PDLLA-
Beschichtung an sich fuhrte zu keiner Heilungsstérung, es wurde keine Nekrosenbildung,

Makrophageneinwanderung und Granulozyteninfiltration gesehen.

4.6.Kritische Betrachtung

Tiermodell

Ratten werden haufig fir Studien zur Heilung von Darmanastomosen eingesetzt (37,48—
50,55,57,58,77-80). Wahrend es somit zum einen moglich ist, die Ergebnisse mit Daten
anderer Arbeitsgruppen zur normalen und pathologischen Wundheilung zu vergleichen,
muss zum anderen beriicksichtigt werden, dass sich die Wundheilungseigenschaften der
Tiere im Vergleich zum Menschen zum Teil unterscheiden. Wie von Alvarenga et al. und
Pommergaard et al. dargelegt (22,105), haben die meisten Tiermodelle zur Untersuchung
von Anastomoseninsuffizienzen Limitationen, da es sich als schwierig herausgestellt hat,
die Komplikationen, die beim Menschen im postoperativen Verlauf auftreten kbnnen (z.B.
Minderperfusion, Peritonitis oder Sepsis), zu imitieren. Obwohl die Ergebnisse
experimenteller Untersuchungen an Tieren nicht direkt auf den Menschen ubertragen
werden konnen, stellen sie doch eine wichtige Grundlage fir die Erforschung
verschiedenster Mechanismen dar (21). Ferner war es nicht Ziel dieser Studie, die
Inzidenz  von  Anastomoseninsuffizienzen zu  untersuchen, sondern die

Anastomosenheilung als solche, mit dem Ziel histologische, biomechanische und
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biochemisch/molekularbiologische Unterschiede zu analysieren; hierfir sind Ratten
geeignete Tiere (22).

Christensen et al. konnten zeigen, dass sich die Wachstumshormon- (GH-) Sekretion im
Rahmen einer Reaktion auf Stress zwischen Menschen und Ratte unterscheidet (46);
wahrend diese im Menschen zunimmt, kommt es bei der Ratte zu einer reduzierten
Sezernierung an GH. Interessanterweise reagieren Mensch und Ratte in diesen
Stresssituationen vergleichbar hinsichtlich der IGF-1-Sekretion, bei beiden kdnnen
reduzierte Konzentrationen gemessen werden. Somit wéare es denkbar, dass das uber
die Beschichtung des Nahtmaterials zugefiihrte IGF-1 in beiden Systemen zu
vergleichbaren Reaktionen fuhrt; letztlich mag die Wundheilung der Ratte durch den
zusatzlichen vorliegenden GH-Mangel hierbei starker auf die exogene Zufuhrung des

Proteins reagieren.

Applikation von Wachstumsfaktoren

Die lokale Applikation von IGF-1 durch beschichtetes Nahtmaterial hat einen positiven
Effekt auf die Wundheilung und Stabilitdt der Kolonanastomose, wie durch die in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche sowie von Rijcken et al. in ihrer
Untersuchung der Wirkung von IGF-1 auf die Anastomosenheilung bei ischamischer
Kolitis gezeigt werden konnte (50). Eine positive Beeinflussung der Wundheilung am
Darm durch Wachstumsfaktoren konnte auch durch andere Applikationsformen erreicht
werden, ob Uber subkutan implantierte miniosmotische Pumpen (49), intraperitoneale
Injektionen (perioperativ und nachfolgend taglich, beziehungsweise jeden zweiten Tag;
(37,57,84), lokale Injektionen in den perianastomotischen Bereich (48,79,80) oder Uber
Gelatineschwammchen, die auf der Aul3enseite des Kolons (serosal) im Bereich der
Anastomose fixiert werden (58). Im Vergleich zur Beschichtung des Nahtmaterials weisen
diese Versuchsansatze jedoch wesentlich Nachteile auf. So geht eine systemische
Applikation stets mit einem erhdhten Risiko fur Nebenwirkungen einher, wahrend die
wiederholten Injektionen der Faktoren das Infektionsrisiko sowie die Wahrscheinlichkeit
der Verletzung von Funktionsgewebe unnoétig steigern. Die Implantation von
Tragermaterialien birgt nicht nur ein Risiko fur Infektionen und Fremdkoérperreaktionen

sondern wirde ggf. auch eine Folgeoperation zur Entfernung des Systems ndtig machen.

Vorteil der lokalen Applikation von Wachstumsfaktoren durch die Beschichtung ist die

Moglichkeit, am eigentlichen Zielort einen hohen effektiven Wirkstoffspiegel zu erreichen,

60



Diskussion

wahrend die systemisch auf den Organismus wirkende Menge an Wachstumsfaktoren
gering bleibt (67). Des Weiteren muss bertcksichtigt werden, dass Wachstumsfaktoren,
wenn ungebunden, nur Gber einen limitierten Zeitraum biologisch aktiv bleiben; IGF-1 hat
im Menschen z.B. eine Halbwertszeit von unter 20 Minuten (64). Das hier beschriebene,
sogenannte kalte Beschichtungsverfahren ermdglicht es jedoch, das Protein in der
Tragersubstanz PDLLA zu binden und nachfolgend im Wundbereich Gber einen langeren
Zeitraum in seiner aktiven Form freizusetzen. Hierbei kommt es, wie im Elutionsversuch
beschrieben, zu einem initialen Freisetzungsmaximum mit nachfolgend kontinuierlicher
weiterer Losung. Schmidmaier et al. konnten nachweisen, dass die gebundenen
Wachstumsfaktoren in beschichteten Metallimplantaten nach zwélfmonatiger Lagerung
bei -20°C noch zu 96% stabil waren (69). Diese Untersuchungen wurden im Rahmen der
vorliegenden Studie nicht durchgefiihrt, da sich die Methode der kalten Beschichtung
jedoch in beiden Ansétzen gleicht, ist davon auszugehen, dass sich auch die Ergebnisse
miteinander vergleichen lassen.

Anhand der biomechanischen Vorversuche und REM-Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass sich der Wachstumsfaktor durch die gewdahlte Technik in einer
gleichmafigen Beschichtung auftragen lasst und die mechanischen Eigenschaften des
Fadens hinsichtlich der Reil3festigkeit nicht beeinflusst werden; auch das Setzen
mehrerer Knoten, vergleichbar mit dem intraoperativen Vorgehen, hatte keine negativen
Auswirkungen auf die Stabilitatt der Beschichtung des Fadens. Eine negative
Beeinflussung der Anastomosenheilung durch das PDLLA sowie eine

Fremdkdrperreaktion auf die Tragersubstanz konnte nicht nachgewiesen werden.

Methodik

Im Rahmen weiterer Untersuchungen dieses Modells wére es Uberlegenswert, die
Entnahme der Anastomosenregion nicht nach Beendigung der biomechanischen
Untersuchungen durchzufiihren, sondern Ratten — vergleichbar mit den Tieren fir die
histologischen Untersuchungen — separat fiir diese Untersuchungen zu operieren. Auch
wenn die Anastomosenregion nach den Druckmessungen am in Narkose befindlichen
und lebendigen Tier entnommen wurde, ist nicht auszuschliel3en, dass die Manipulation
des Darmgewebes und eine Verzdgerung der Entnahme Auswirkungen auf die zellulare
Beschaffenheit im Bereich der Anastomosenregion hatte. Ferner ware es wohlmdglich

auch von Vorteil, die Anastomosenregion direkt nach der Entnahme weiter zu bearbeiten
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und das Gewebe direkt unter Stickstoffkiihlung aufzuschlieRen, um eine mdglichst
optimale Beschaffenheit des Gewebes zu erreichen.

Wie im Rahmen der Diskussion schon erwahnt, wirden sich weitere
Untersuchungszeitpunkte anbieten, um so den weiteren Verlauf der IGF-1- und VEGF-
Proteinkonzentration und -Genexpression beobachten zu konnen. In diesem
Zusammenhang ware es zum Beispiel von Interesse, zu untersuchen, wie sich die am
siebten postoperativen Tag stark hochregulierten IGF-1- und VEGF-Expressionen auf
den weiteren Verlauf der jeweiligen Proteinkonzentration im Gewebe auswirken.

Da bis dato keine Studien zur stimulierten Darmanastomosenheilung veroéffentlicht
wurden, in deren Rahmen die Protein- und Genexpression mittels ELISA und g-PCR
untersucht wurde, sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nur schwer mit denen
anderer Arbeitsgruppen vergleichbar. In diesem Zusammenhang ware die zusatzliche
Bestimmung von Hydroxyprolin als Indikator fur die Kollagensynthese eine Méglichkeit,
die in mehreren der erwahnten Verotffentlichungen durchgefihrt wurde
(37,44,49,50,77,84).

Hinsichtlich der Beschichtung des Nahtmaterials ware auch die Verwendung anderer
Wachstumsfaktoren in Erwagung zu ziehen sowie die Kombination mehrerer Proteine.
So konnten Wildemann et al. in einem Knochenheilungsmodell zeigen, dass die
gleichzeitige Inkorporierung von IGF-1 und TGF-B1 in die PDLLA-Beschichtung von
Titanplatten zu einer signifikant hoheren biomechanischen Stabilitat der Fraktur mit
gesteigerter Kallusmineralisierung fuhrte (70).

Wie auch von Rijcken et al. postuliert (39), ware die Kombination aus einem die
Zellproliferation und Kollagensynthese stimulierenden Wachstumsfaktor mit einem
Kollagenase- oder Proteaseinhibitor denkbar, um gleichzeitig die vor allem im Rahmen
der frihen, exsudativen Phase der Wundheilung stattfindende Kollagenolyse
abzuschwachen, die fur die Entstehung einer Anastomoseninsuffizienz mit verantwortlich
sein konnte.

Die im Rahmen der ELISA-Versuche bestimmten Wachstumsfaktoren (VEGF, TGF-1
und GM-CSF) waren schon Gegenstand von Untersuchungen zur beeinflussten Heilung
von Darmanastomosen und wirden sich ebenfalls fir die PDLLA-Inkorporierung
anbieten. Besonders VEGF als Stimulator der Neoangiogenese ware in diesem
Zusammenhang interessant, da die ausreichende Perfusion fir die Stabilitat und

Haltbarkeit der Anastomose von essentieller Bedeutung ist (22,24).
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5. Zusammenfassung

Die Anastomoseninsuffizienz stellt in der Abdominalchirurgie noch immer eine
gefurchtete Komplikation dar, die mit einer deutlich erhéhten Morbiditat und Mortalitat far
die Patienten einhergeht (4,7). Ziel der vorliegenden Studie war es, zu untersuchen,
inwiefern sich die Beschichtung des Nahtmaterials mit IGF-1 auf die Heilung der
Kolonanastomose der Ratte auswirkt. Im Rahmen der Promotionsarbeit wurden hierbei
die Proteinkonzentration von IGF-1, VEGF, TGF-1 und GM-CSF mittels ELISA sowie
die Genexpression von IGF-1 und VEGF mittels PCR bestimmt. In zwei weiteren
Promotionsarbeiten der Arbeitsgruppe wurde die Stabilitdt der Anastomosen mittels
biomechanischer Testungen sowie die Beschaffenheit und den zellularen Aufbau mittels
Histologie/Immunhistochemie untersucht (75,76).

Es konnte gezeigt werden, dass es unter dem Einfluss des lokal applizierten IGF-1 im
Vergleich zu den Kontrollgruppen bereits am ersten postoperativen Tag zu einer
Erhohung von IGF-1 und von VEGF kam, zweier Faktoren, die uber die Stimulierung
multipler Faktoren (z.B. weiterer Wachstumsfaktoren sowie Funktion und Differenzierung
verschiedener Zelltypen) bedeutend in die Wundheilung eingreifen und diese férdern
kénnen. Ferner konnte durch die IGF-1-Beschichtung die Genexpression von IGF-1 und
VEGEF statistisch signifikant erhoht werden; bei IGF-1 besonders ausgepragt am siebten
postoperativen Tag, bei VEGF sowohl am ersten als auch am siebten postoperativen
Tag. Besonders fur VEGF unterstitzt dies die Annahme, dass IGF-1 dies Expression des
Wachstumsfaktors induzieren kann.

Fur TGF-B1 und GM-CSF lieRBen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
bestimmen; im Vergleich zur Referenzgruppe konnte jedoch zu fast allen
Untersuchungszeitpunkten eine gesteigerte Proteinkonzentration ermittelt werden, wobei
sich die Verlaufe zwischen den einzelnen Gruppen stark dhnelten. Dies unterstreicht die
Funktion der Faktoren im Rahmen der Wundheilung, eine direkte Beeinflussung der
Proteinkonzentration durch IGF-1 lie3 sich jedoch nicht nachweisen.

Im Rahmen der durchgefiihrten histologischen und immunhistochemischen Versuche
konnte vor allem am dritten postoperativen Tag ein deutlicher Rickgang der
Nekrosenbildung, sowie eine Forderung der Reepithelialisierung und Kollagensynthese
nachgewiesen werden, wahrend die PDLLA-Beschichtung an sich zu keiner

Beeintrachtigung der Wundheilung fuhrte. Auch in den biomechanischen Testungen

63



Zusammenfassung

konnte am dritten postoperativen Tag, eine signifikante Erhéhung des Bursting Pressure
in der IGF-1-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen gemessen werden; dies ist von
klinischer Bedeutung, da vor allem zu diesem Zeitpunkt die Anastomose durch
Umbauprozesse ihre Stabilitat verlieren kann.

So konnte gezeigt werden, dass lokal mit dem Nahtmaterial eingebrachtes IGF-1 einen
signifikant positiven Einfluss auf die Wundheilung und die Stabilitat der Anastomose im

Colon transversum der Ratte hatte.
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