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1. Einleitung

1.1 Einfihrung

In der Abdominalchirurgie wird die Anlage einer kolorektalen Anastomose
regelmafig als operatives Verfahren durchgefuhrt. Obwohl die Naht der intestinalen
Anastomosen zum Grundlagenrepertoire der Viszeralchirurgie gehort, werden
Anastomoseninsuffizienzen als Komplikationen abdominal-chirurgischer
Interventionen immer noch am meisten gefurchtet.

Die Auswirkungen einer Anastomoseninsuffizienz sind folgenschwer. Die fakal
bakterielle Kontamination der Bauchhohle mit Entstehung einer Peritonitis und
schwerer Sepsis fuhrt oft zu einer lebensbedrohlichen Situation des Patienten.
Historisch konzentrierte sich die chirurgische Forschung insbesondere auf die
richtige Nahttechnik von Anastomosen, da in erster Linie die falschen Nahttechniken
als Hauptursache der Anastomoseninsuffizienz galten (Boschung (2003)). Heute
existiert ein breites Spektrum in der Anastomosenforschung, dass sich nicht alleine
auf die Einflisse der richtigen Nahttechnik beschrankt. Hierzu sind die
Forschungsuntersuchungen noch nicht beendet und werden auch zukunftig von

wichtiger Bedeutung sein.

1.2 Gastrointestinale Anastomoseninsuffizienz

1.2.1 Definition

Eine Darmanastomose ist eine operativ angelegte Verbindung zwischen zwei
Darmenden, die zur Wiederherstellung der Darmkontinuitadt dient (Pschyrembel
(2004)). In der Abdominalchirurgie werden Anastomosenanlagen im Rahmen von
Operationen im Gastrointestinaltrakt durchgefuhrt. Zu den Hauptindikationen
gehoren u.a. Resektionen von Tumoren, lleus, gastrointestinale Perforationen oder
Inkarzeration von Hernien.

Die Anastomoseninsuffizienz ist die Undichtigkeit einer Anastomose.

1.2.2 Morbiditat und Mortalitat

Anastomoseninsuffizienzen fuhren zu einer erhdhten postoperativen Morbiditat und
Mortalitat (Mann et al. (1996), Pakkastie et al. (1994)). Nahezu ein Drittel der
Patienten verstirbt anhand der Folgen einer Anastomoseninsuffizienz (Debas und
Thomson (1972), Schrock et al. (1973)). Die Mortalitatsrate nach Ausbildung einer



Anastomoseninsuffizienz wird in der Literatur zwischen 30 % und 38 % beziffert
(Mann et al. (1996), Vandertoll und Beahrs (1965)).

In einer retrospektiven Studie analysierten Pakkastie et al. (1994 ) die Entstehung von
Anastomosennsuffizienzen an 134 Patienten, an denen aufgrund von gut oder
bosartigen Tumoren kolorektale Resektionen durchgefihrt wurden. Die
Gesamtmortalitat lag bei 1 % und Komplikationen entstanden bei 21 %. Bei 12 % der
Patienten kam es zu einer Anastomoseninsuffizienz, von denen 69 % operativ
revidiert wurden. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Entfernung zum
Analkanal einen deutlichen Einfluss auf die Entwicklung von
Anastomoseninsuffizienzen hat.

Weitere Studienuntersuchungen beschreiben Insuffizienzraten von lleum und Kolon
zwischen 3-51 % (Akyol et al. (1992), Rullier et al. (1998)).

Die breiten Abweichungen innerhalb dieser Studien lassen sich unter anderem durch
den Zusammenhang zur Lokalisation der Anastomose erklaren. Sehr hohe
Komplikationsraten besitzen Anastomosen am Osophagus und am distalen Rektum
mit 13 % bis zu 51% (Briel et al. (2004), Lorentz et al. (1989), Marjanovic et al.
(2008)), wahrend Operationen am Dunndarm vergleichbar geringe Insuffizienzraten
zeigen (Hesp et al. (1986)). Als eine Erklarung dafur gelten u.a. die bessere
Gefallversorgung und kleinere Scherkrafte.

Ein weiterer moglicher Grund ist das Vorkommen der Serosa. Die extraperitoneal
gelegenen Anteile des Osophagus und des distalen Rektums besitzen keine Serosa
(Abramowitz und Mc Alister (1969), Martens et al. (1992), Stelzner (1982)).

Hesp et al. (1986) schilderten in einer ruckblickenden Untersuchung von 1977-1981
an insgesamt 143 Patienten die Inzidenzrate von Anastomoseninsuffizienzen am
Dunndarm. Hier entwickelten sich vergleichsweise nur bei 3,4 % der Patienten
Anastomoseninsuffizienzen.

Desweiteren lasst sich feststellen, dass Anastomoseninsuffizienzen nach
Notfalloperationen wesentlich 6fter vorkommen als nach programmiert geplanten
Eingriffen (Foster et al. (1985)). Mann et al. (1996) pruften an 320 Patienten das
Auftreten von Anastomoseninsuffizienzen, die einer kolorektalen Resektion
bedurften. Dabei wurde zwischen geplanten und Notfalloperationen differenziert. Die
Gesamtmortalitat lag bei 2,7 %, die Morbiditat bei 18,3 % und die
Anastomoseninsuffizienzrate betrug 3,4 %. Die elektiv geplanten Eingriffe zeigten



eine Insuffizienzrate von 0,6 %. Bei elektiven tiefen Rektumresektionen konnte eine
Inzidenzrate von 7 % festgestellt werden.

Die Morbiditat bei Notfalleingriffen lag wesentlich hoher. In Abhangigkeit der
postoperativen Begleiterscheinungen lag die Morbiditat bei begleitender Peritonitis
bei 46 %, bei Obstruktionen betrug die Morbiditat 26 %, die Mortalitat 7 %.

Im Rahmen einer intraabdominellen Entzindung betrug die Insuffizienzrate 14,8 %
und ohne Infektion 0,8 %. Die Mortalitat betrug 18 %.

Rullier et al. (1998) pruften Risikofaktoren fur die Entstehung von
Anastomoseninsuffizienzen. Im Zeitraum von 15 Jahren von 1980-1995 wurden
anteriore Rektumresektionen bei Vorliegen eines Rektumkarzinoms durchgefuhrt. In
12 % der Falle entwickelten sich Insuffizienzen. Das Ergebnis dieser Studie konnte
lediglich das mannliche Geschlecht sowie die Entfernung der Anastomose zur Linea
anorectalis von kleiner als 5 cm als einzige Risikofaktoren feststellen.

In einer aktuellen systematischen Ubersichtsarbeit von Neutzling et al. (2012) konnte
keine Uberlegenheit der gestapelten tiber die handgenéhte Anastomosennahttechnik
in der kolorektalen Chirurgie demonstriert werden.

Die erhohten 6konomischen Kosten fur den verlangerten Krankenhausaufenthalt als
Folge von Anastomoseninsuffizienzen, Funktionsstérungen der haufig stenotisch
ausheilenden insuffizienten Anastomosen, sowie das erhohte Risiko fur lokale
Karzinomrezidive in der onkologischen Chirurgie stellen wesentliche wirtschaftliche
und medizinische Folgen dar (Makela et al. (2003), Nesbakken et al. (2001),
Petersen et al. (1998)).

1.3 Wundheilung

Das Verstandnis der Wundheilungsablaufe und deren einzelnen Phasen bei der
Entwicklung von Anastomoseninsuffizienzen ist entscheidend. Der Vorgang des
Wundheilungsablaufs ist komplex, da eine grof3e Zahl von Zellen und Zytokinen
beteiligt ist. Das Verstandnis ihrer Einzelkomponenten ist jedoch unverzichtbar zur
Beurteilung der Biokompatibilitat von Fremdmaterialien. Insbesondere in Bezug auf
die Anwendung von extrazellularen Matrices konnen Schnittstellen gefunden werden

und Erklarungsversuche unternommen werden.



1.3.1 Allgemeine Wundheilung

Die Wundheilung kann als Defektverschluss durch Vernarbung in Verbindung mit
Epithelialisierung definiert werden. Sie lauft bis auf Ausnahmen uniform und
organunspezifisch ab.

Die Wundheilung lasst sich in drei Phasen einteilen (Tsirogianni et al. (2006)). Fur
die Chirurgie ist das Verstandnis fur diesen dreiphasigen Prozess der Wundheilung
entscheidend.

Die erste Phase der Wundheilung wird gemeinhin als die entziundliche
(Inflammations-Phase) verstanden. An erster Stelle der sequentiellen Ablaufe steht
die Blutstillung. Die einstromenden Thrombozyten bilden einen unloslichen Fibrinklot
an der verletzten Stelle. Durch die erhdhte Gewebepermeabilitat kommt es zu einem
hohen Zufluss inflammatorischer Zellen (Moore (1999)). Zu den ersten Zellen
gehoren die neutrophilen Granulozyten, die nekrotisches Gewebe von der Wunde
entfernen und die Wunde von Krankheitserregern reinigen. Danach wandern
Makrophagen in das Gewebe und bilden die dominante Zellart. Ihnen kommt in
dieser Phase der Wundheilung eine Schlusselstelle zu, da sie eine Reihe von
Tissue-Growth-Factors bilden (Aderem (2003)).

Die zweite sogenannte Proliferationsphase ist durch die Migration der Fibroblasten in
die Wunde charakterisiert. Ab dem vierten Tag werden die Fibroblasten zur
dominierenden Zellreihe. Der Fibroblasteneinstrom wird durch Platelet-derived-
growth-factor, Transforming Growth factor-3 und basic-Fibroblast-Growth-factor
vermittelt. Die Fibroblasten beginnen mit der Kollagensynthese und bilden
kollagenreiches Granulationsgewebe und ersetzen damit die vorherrschende Matrix.
Innerhalb dieser Zeit setzt auch die Angiogenese zur Sicherstellung der
Sauerstoffversorgung des Gewebes ein (Greiling und Clark (1997)).

Das Remodeling bildet die dritte und damit letzte Phase der Wundheilung. Innerhalb
dieser Umbauphase nimmt die Dichte an Makrophagen und Fibroblasten ab. Die
Kollagensynthese nimmt zu und Kollagenfasern werden zu Kollagenbindeln
umgebaut. Im Vordergrund dieser Umbauphase stehen die kontraktilen Vorgange,
mit der Ausbildung einer Wundkontraktion durch die Bildung retraktiler Elemente. Der
Anteil an Typ-Ill-Kollagen reduziert sich in dieser Phase auf 20 % (Tomasek et al.
(2002)).



1.3.2 Gastrointestinale Wundheilung

Die Wundheilung im Gastrointestinaltrakt beginnt organunspezifisch analog zur oben
beschriebenen Wundheilung mit der inflammatorischen Phase. Nach der Blutstillung
und Vasokonstriktion kommt es zum Einstrom von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen in die Wunde, die daraufhin mit der Bildung von Wachtumsfaktoren
starten. Die Fibroblasie mit der Bildung von kollagenreichem Granulationsgewebe
bestimmt den Beginn der proliferativen Wundheilungsphase. Es kommt zu einer
Neubildung von Kollagen. Innerhalb der ersten 3 Tage findet eine
Kollagenaseaktivitat statt (Hawley et al. (1970), Hendriks et al. (1985)). Die
Anastomosenstarke ist in dieser frihen Phase der Heilung schwach, so dass der
Zusammenhalt der Anastomose hauptsachlich durch das verwendete Nahtmaterial
gewahrleistet wird (Graham et al. (1987), Martens und Hendriks (1991), Thornton
und Barbul (1997)).

Die Fibroblasten spielen zusammen mit den glatten Muskelzellen eine bedeutende
Rolle bei der Synthese neuer Kollagenfasern. Die Anastomosenstarke ist in den
ersten zwei postoperativen Tagen noch sehr gering. Die Kollagenbildung erhoht sich
ab dem dritten Tag (Martens et al. (1992)).

Die Endphase der Anastomosenheilung ist charakterisiert durch die Abnahme von
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen, sowie die Ausbildung retraktiler
Fasern. Zusatzlich kommt es zum Umbau der Kollagenfasern zu Kollagenbindeln.
Die grote Bedeutsamkeit fur die Stabilitat besitzt die Tunica submucosa. In dieser

Schicht befindet sich der wichtigste Anteil an Kollagenfasern (Halsted (1887)).

1.3.3 Gastrointestinale Anastomosenheilung

Es sind viele lokale und systemische Risikofaktoren fur die Heilung gastrointestinaler
Anastomosen bekannt. Dennoch bilden die komplexen biochemischen und
molekularen Mechanismen immer noch die Grundlage fur Heilungsstérungen am
Gastrointestinaltrakt. Wesentliche postoperative Ablaufe der
Anastomosenregeneration werden aber auf physiologische Veranderungen im
Kollagenmetabolismus der darmwandeigenen extrazellularen Matrix zurtuckgefuhrt
(Witte und Barbul (2003), Hawley et al. (1970)).

Die erste postoperative Phase nach Anlage einer gastrointestinalen Anastomose
wird gepragt durch eine temporar reduzierte mechanische Belastbarkeit und einen
geringen Kollagengehalt im Anastomosenbereich, mit Minimalwerten zwischen dem



dritten und vierten postoperativen Tag. Diese lokal reduzierte Kollagenkonzentration
ist auf eine lokal erhdhte Aktivitat des Enzyms Kollagenase nach
Anastomosenanlage zuruckzufuhren (Hawley et al. (1970)). Danach kommt es zur
Steigerung der de-novo-Kollagensynthese. Gleichzeitig kommt es bis zum siebten
postoperativen Tag zu einer raschen Normalisierung der lokalen Kollagenolyse und
damit zu einem raschen Anstieg der mechanischen Anastomosenstabilitat (Chowcat
et al. (1990)). Daher wird in den ersten postoperativen Tagen die Sicherheit der
Anastomose hauptsachlich durch den Kollagengehalt der darmeigenen ECM, welche
v.a. in der Tunica submucosa lokalisiert ist, gewahrleistet (Martens und Hendriks
(1991)). In der Kklinischen Praxis entwickeln sich regenerationsbedingte
Anastomoseninsuffizienzen am Kolorektum meistens zwischen dem funften und
siebten postoperativen Tag, wahrend technisch bedingte Insuffizienzen meistens
aufgrund einer primare Undichtigkeit der Anastomose entstehen und deutlich friher

auftreten.

1.3.4 Bedeutung der Extrazellularen Matrix in der Wundheilung

Die extrazellulare Matrix besteht aus einem dreidimensionalen Gerust verschiedener
Kollagentypen wie Elastin, Fibronektin, Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen.
Sie enthallt alle unloslichen Faktoren des interstitiellen Raumes und Elemente der
Basalmembran. Die ECM dient hauptsachlich als Strukturbaustein und beeinflusst

zudem die Zellentwicklung und Zellphysiologie.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der extrazelluldren Matrix nach Franken (2010, S.4), UB
(2005)
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Zu den Aufgaben der ECM gehort die Regulation zellularer Funktionen, wie die der
Zelladhasion und der Organisation eines Transportsystems fur Nahrstoffe. Gomez et
al. (1997) konnten Defekte der Extrazellularen Matrix mit pathologischen Prozessen,
wie Entzindungen, chronisch degenerativen Erkrankungen und Tumorinvasion, in
Verbindung bringen. Zusatzlich nimmt die ECM an entscheidenden Prozessen der
Wundheilung teil (Rhagow (1994)). Stumpf et al. (2004) und Charrier et al. (2004)
konnten in einer prospektiven Studie an Kolonkarzinom-Patienten nachweisen, dass
sich Milieuveranderungen in der ECM storend auf die Anastomosenheilung
auswirken. Die einzelnen Elemente der extrazellularen Matrix verandern sich parallel
zu den Phasen der Wundheilung. Kurz nach einer Verletzung bildet sich eine
provisorische Wundmatrix, die Uberwiegend aus Fibrin und Fibronektin besteht. Nach
einigen Tage sind von Fibroblasten synthetisierte Kollagene und Proteoglykane die
Hauptbestandteile der Matrix (Gailit und Clark (1994)). Pathologisch erhohte
Proteasenkonzentrationen verschieben das Wundmilieu in Richtung destruktiver
Prozesse. Dabei werden Elemente der ECM inklusive der Wachstumsfaktoren
abgebaut. Die Abbauvorgange erfolgen hauptsachlich durch die Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs). Die MMPs sind proteolytische Enzyme, die wesentlich
fur die Umstrukturierung der Extrazellularmatrix im Rahmen physiologischer und
pathologischer Prozesse verantwortlich sind. Sie sind ebenfalls in der Umbauphase
der Wundheilung aktiv. Die TIMPs sind spezifische Inhibitoren der MMPs und
kontrollieren wesentlich den Umbauprozess. Sie verhindern, dass Teile der
funktionellen Matrix abgebaut werden. In chronischen Wunden kommt es durch die
entzundliche Reaktion zu einer Erhdhung der Proteasenkonzentration und damit zu
einer Dysbalance zwischen MMPs und TIMPs. Dies kann zu einem pathologisch
gesteigerten Matrix-Abbau fuhren. Des Weiteren arbeitet die ECM eng mit
intrazellularen Prozessen zusammen. Viele Ablaufe werden Uber transmembranare
Rezeptoren und Uber die Interaktion mit Bestandteilen der ECM vermittelt und
ausgelost (Lodish et al. (2008)).

1.3.5 Kollagenmetabolismus

Kollagen ist ein wichtiges Element der Extrazellularen Matrix (ECM) und damit des
Bindegewebes. Zu den weiteren Bestandteilen der ECM gehodren Elastin,
Proteoglykane und Glykoproteine.
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Die Zugfestigkeit der Anastomose entsteht hauptsachlich aus der Produktion
verschiedener Stoffe der extrazellularen Matrix. Dabei nimmt die Kollagensynthese
eine entscheidende Bedeutung ein, insbesondere in der fruhen Phase der
Anastomosenheilung.

Unmittelbar nach der Operation zeigt sich eine lokal reduzierte
Kollagenkonzentration durch die einsetzende Kollagenolyse. Danach kommt es ab
dem zweiten postoperativen Tag zur Steigerung der Kollagenkonzentration durch die
einsetzende Kollagenneusynthese. Die Kollagenproduktion um die Anastomose
steigt in dieser Phase starker als in unoperierten Darmanteilen [Joshi (2005)]. Cronin
et al. (1968) konnten dies in ihren tierexperimentellen Untersuchungen nachweisen.
Der Gesamtgehalt der Kollagenkonzentration in der postoperativen Phase resultiert
aus der Kollagenneusynthese und der direkt postoperativ beginnenden
Kollagenolyse durch das Enzym Kollagenase.

Die mechanische Anastomosenstabilitat ist zwischen dem dritten und vierten
postoperativen Tag am schwachsten. Ab dem siebten postoperativen Tag kommt es
zu einem schnellen Anstieg der mechanischen Anastomosenstabilitat (Chowcat et al.
(1990)).

Resultierende Starke

Starke

Kollagensynthese

Kollagenolyse

v

Tage

!

Tag4

Abbildung 2. Starke enteraler Anastomosen in Abhangigkeit vom postoperative Tag (Thompson et al.
(2006) S.131-136)
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Kollagen Typ | und Ill kommt sowohl in der Haut als auch im GIT vor. Im GIT existiert
auch das Kollagen Typ V (Typ I: 68 %, Typ lll: 20 % und Typ V: 12 %) (Thornton und
Barbul (1997)). Unter den bekannten Kollagen-Varianten ist insbesondere das
zugfeste Kollagen Typ | fur die mechanische Gewebebelastbarkeit verantwortlich,
wahrend das mechanisch instabilere Kollagen Typ Ill vornehmlich wahrend der
frthen Wundheilungsphase exprimiert und anschlieBend im Rahmen der
Organisation durch Kollagen Typ | ersetzt wird.

Bei der Kollagenbildung sind als Kofaktoren Eisen, Kupfer und Vitamin C erforderlich
(Irvin (1978), Ringsdorf und Cheraskin (1982)). Nicht nur die Kollagensynthese,
sondern auch der Abbau gehort zum physiologischem Bindegewebsumbau.
Verantwortlich fur den Abbau des Kollagens sind insbesondere die
Matrixmetalloproteinasen-1  (Kollagenase-1), -8 (Kollagenase-2) und -13
(Kollagenase-3). Eine Entzundung bewirkt Uber Makrophagen eine Aktivierung der
Kollagenase mit nachfolgend vermehrtem Kollagen-Abbau. Mastboom fand 1991
heraus, dass sich der postoperative Kollagenabfall durch Gabe von NSAID
(nichtsteroidale antiinflammatorische Drugs) uber eine Inaktivierung der Kollagenase
vermindern lie®. Allerdings kam es zu einer erheblichen Steigerung der
Anastomoseninsuffizienzen und letalen Verlaufe (Mastboom (1991)).
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Abbildung 3. Aufbau von Kollagenfasern und Kollagenfibrillen (Junqueira und Carneiro (1991) S.153 ,
Bucher und Wartenberg (1989) S.155).
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1.4 Beeinflussende Komponenten der gastrointestinalen Anastomosenheilung
In der Vergangenheit konnten viele unterschiedliche lokale und systemische
Faktoren beschrieben werden, die entweder eine gunstige oder beeintrachtigende
Wirkung auf die Heilung von gastrointestinalen Anastomosen haben.

In dieser Arbeit sollen hier die Wichtigsten beschrieben und eine mdgliche

Schnittstelle zur Anwendung von extrazellularen Matrices gefunden werden.

1.4.1 Einfluss systemischer Faktoren

Eine weitere wichtige EinflussgroRe far die Entstehung von
Anastomoseninsuffizienzen stellen vor allem systemische Faktoren des Patienten
dar. Lobo et al. (2002) und (2006) beschreiben den Zusammenhang zwischen
hohem intraabdominellem Druck (IAD) und einer méglichen Odembildung in
Bauchorganen.

Die Entwicklung eines intestinalen Odems fiihrt aus unterschiedlichen Griinden zu
einer Storung der Anastomosenheilung. Insbesondere an der Nahtstelle der
Anastomose sind erhohte Scher- und Zugkrafte festzustellen. Der erhdhte IAD fuhrt
zu einer kompromittierenden Versorgung im kapillaren Strombett. Es kommt zu einer
Verringerung der  Sauerstoffspannung im  Gewebe. Die verminderte
Gewebeperfusion fuhrt zu einer Reduktion des Kollagengehalts und das Risiko der
Entstehung einer Anastomoseninsuffizienz steigt.

Hartmann et al. (1992) schilderten in einer tierexperimentellen Untersuchung an
Ratten die negative Wirkung von Dehydration auf die Anastomosenheilung.
Intraoperativer Blutverlust mit daraus resultierender Substitution von Blutprodukten
fuhrt zu einer hoheren Insuffizienzrate. Dabei steigt auch das Risiko einer
intraabdominellen Infektion und Sepsis (Soeters et al. (2002), Tadros et al. (1992)).
Foster et al. (1985) konnten in einer tierexperimentellen Studie an Kanninchen
nachweisen, dass Blutverluste wahrend einer Operation zu einer deutlichen
Minderung des Kollagengehalts fuhren. Der Blutverlust fihrte zu einer verringerten
Gewebeperfusion mit einer resultierenden verminderten Sauerstoffspannung im
Gewebe, so dass im Falle eines hypovolamischen Schocks die Perfusion im Gl-Trakt
herunter gefahren wird (Thompson et al. (2006), Mast (1997), Thornton und Barbul
(1997), Martens et al. (1992)).

In weiteren unterschiedlichen experimentellen und klinischen Studien konnten auch

vor allem postradiogene Zustande und Cortisonmedikation als wesentliche negative
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Prognosefaktoren fur die Entwicklung von Anastomoseninsuffizienzen festgestellt
werden (Polat et al. (2002), Seifert et al. (1995), Jahnson et al. (1998)).
Corticosteroide z.B. fuhren Uber die Hemmung von Kollagensynthese und
Fibroblastenproliferation zu einer eingeschrankten Neubildung von extrazellularer
Matrix und von Granulationsgewebe im Anastomosenbereich (Phillips et al. (1992)).
Desweiteren gelten Diabetes mellitus, Hypoproteinamie, Nikotinkonsum,
Alkoholkonsum, Adipositas und die intraoperative Transfusion von Blutprodukten als
wesentliche Risikofaktoren fur die Entstehung von Anastomoseninsuffizienzen
(Buchs et al. (2007), Choi et al. (2006), Sgrensen et al. (1999), Nickelsen et al.
(2005), Matthiessen et al. (2004), Konishi et al. (2006).

Stumpf et al. (2002) konnten in postoperativen Untersuchungen nachweisen, dass
bei Patienten mit Ausbildung einer Anastomoseninsuffizienz ein deutlich geringerer
Kollagengehalt vorlag im Vergleich zu denen, die keine Anastomoseninsuffizienz
entwickelt haben. Damit konnte er eine Verbindung zwischen erniedrigtem
Kollagengehalt im anastomosentragenden Kolon und einer erhohten Rate von
Anastomoseninsuffizienzen herstellen.

Martens und Hendriks (1991) zeigten, dass in den ersten postoperativen Tagen die
Sicherheit der Anastomose hauptsachlich durch den Kollagengehalt der
darmeigenen ECM, welche v.a. in der Tunica submucosa lokalisiert ist, gewahrleistet
wird.

Daher ist es wichtig, die physiologischen Veranderungen im Kollagenmetabolismus
der darmwandeigenen extrazellularen Matrix nach operativen Eingriffen zu kennen,
da sie wesentlich die mechanische Anastomosenstabilitat beeinflussen.

Im Folgenden sollen vielversprechende, den regenerativen Prozess der
Anastomosenheilung unterstitzende und verstarkende Moglichkeiten erlautert

werden.

1.4.2 Einfluss lokaler Faktoren

Waninger et al. (1992) konnten in ihren Untersuchungen zeigen, dass eine bessere
Heilung bei kleineren Stichabstanden mit maRiger Fadenspannung erreicht werden
kann. Hierbei kommt es durch zu starke Fadenspannung zu einer geringeren
Gewebeperfusion, die anscheinend einen steigernden Einfluss auf die proteolytische
Aktivitat hat (Jonsson und Hogstrom (1992)). Andersen et al. (1989) konnten
nachweisen, dass der Einfluss des Nahtmaterials und der Technik wahrend der
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Heilung insgesamt eine untergeordnete Rolle spielt. Es zeigt sich auch kein Vorteil
bei einreihig zu zweireihig genahten Anastomosen (Goligher et al. (1977), Nahai et
al. (1977), Sarin und Lightwood (1989), Yesilkaya et al. (1985)). Weitere
Untersuchungen konnten ebenfalls keinen wesentlichen Unterschied zwischen der
Nutzung von unterschiedlichem Fadenmaterial feststellen.

Chirurgische Anastomosen im Dickdarmbereich sind, abhangig von lhrer Hohe, bis
heute mit erheblichen hohen Risiken der Entwicklung einer Anastomoseninsuffizienz
konfrontiert. FUr den unteren Gastrointestinaltrakt gilt, umso tiefer die Anastomose
angelegt wird, desto hoher ist das Risiko der Entstehung einer
Anastomoseninsuffizienz. Die Insuffizienzraten liegen hier bei 0,5 — 1 % im Bereich
des rechten Hemikolons, und bei bis zu 8-23 % bei tiefen kolorektalen Anastomosen
nach onkologischen Resektionen (Law und Chu (2004), Bokey et al. (1995), Graf et
al. (1991)). Bei Rektumanastomosen besteht bei Insuffizienzen eine Mortaltat von
mehr als 20% (Alberts et al. (2003)).

Die deutlich hohere Inzidenzrate von Insuffizienzen im Bereich des Kolorektums im
Vergleich zu Magen- und Dunndarmanastomosen wird, neben den
durchblutungsbedingten Unterschieden, auf die deutlich hodhere bakterielle
Kontamination, sowie die groRere Masse des intraluminalen Darminhaltes
zuruckgefuhrt (Thornton und Barbul (1997)).

Die Einhaltung einer postoperativen Nuchternheit ist nicht notwendig. Die intestinale
Anastomose ist primar |luft- und wasserdicht gendht und bedarf keiner
,=Ruhigstellung” zur sicheren Heilung. Der Darm transportiert bereits wenige Stunden
postoperativ intestinales Sekret Uber die Anastomose. Die enterale Ernahrung der
Patienten kann daher ohne erhohte Gefahr einer Anastomoseninsuffizienz
postoperativ fruhzeitig begonnen werden. Dies wird im klinischem Alltag bei der
sogenannten fast track surgery umgesetzt. In randomisierten Studien konnte gezeigt
werden, dass sich die Darmfunktion durch die Vermeidung einer parenteralen
Flussigkeitszufuhr schneller erholt und der Krankenhausaufenthalt verkurzt wird
(Ljungqvist O und Soreide E (2003), Wilmore D W und Kehlet H (2001)).

1.5 Anastomosenprotektion am Gastrointestinaltrakt
Um die Zahl von Anastomoseninsuffizienzen zu reduzieren, wurden in der
Vergangenheit verschiedene operative Techniken und perioperative Mallnahmen

entwickelt.
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Praoperative orthograde Darmspulungen, perioperative Antibiotikaprophylaxe,
temporare postoperative parenterale Ernahrung und postoperative Eiweil3substitution
werden oft sogar planmaRig in der klinischen Praxis durchgefuhrt. Des Weiteren
wurden medikamentose, hormonelle und lokal desinfizierende Methoden
beschrieben (Erythropoetin, kurzkettige Fettsduren, Glutamin, Povidone, Jod,
Pentoxifyllin) (Kaemmer et al. (2010), Netta et al. (2010), Girgin et al. (2009), Ustek
et al. (2005), Tireli et al. (2003)). Unterschiedliche biologische und kunstliche
Materialien und Gewebe zur Einscheidung von Anastomosen wurden erprobt
(Tabelle 1). Zuletzt konnte allerdings keine dieser Methoden in die klinische
Verbreitung gelangen und die Inzidenzrate an Anastomoseninsuffizienzen am

Kolorektum reduzieren.

Tabelle 1. Verstarkung von Kolonanastomosen durch biologische und synthetische Materialien.
Ubersicht tiber klinische und experimentelle Studien.

Tiermodell/humane

Autor Materialien Studien Anwendung

Agnifili et al.

(2004) Omentum klinisch Mensch \

Devine (1946) Peritoneum  experimentell Hund V

Dilek et al. (1996) Peritoneum experimentell Hund NV
Polygycolic

Dilek et al. (1996) acid mesh experimentell Hund NV

Eryilmaz et al.

(2007) Peritoneum  experimentell Ratte NV

Gulati et al. (1982) Omentum experimentell Hund NV

Gulati et al. (1982) Peritoneum  experimentell Hund NV

Gulati et al. (1982) Dacron experimentell Hund V

Gulati et al. (1982) Marlex experimentell Hund V

Henne-Bruns et al. Polygycolic

(1990) acid mesh experimentell Ratte NV

Marescaux et al. Elastin

(1991) Matrix klinisch Mensch \

Merad et al.

(1998) Omentum klinisch Mensch NV

Tocchi et al.

(2000) Omentum klinisch Mensch V
NV=Nicht

V=Vorteilhaft Vorteilhaft

1.6 Aktueller Stand der Wissenschaft
Heilungs- und Regenerationsprozesse an gastrointestinalen Hohlorgangen und
deren Storungen durch verschiedene Einflussfaktoren spielen eine grundlegende

Rolle fur die Entstehung chirurgischer Komplikationen, wie z.B. gastrointestinaler
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Anastomoseninsuffizienzen und deren Folgen fur die Entstehung chirurgisch
wichtiger Krankheitsbilder.

Anastomoseninsuffizienzen stellen eine Hauptkomplikation in der kolorektalen
Chirurgie dar und sind der grote und wichtigste Grund fur die Morbiditat und
Mortalitat nach darmchirugischen Eingriffen. Je tiefer die kolorektalen Anastomosen
angelegt werden, desto hoher wird das Risiko der Entwicklung einer postoperativen
Anastomosendehiszenz aufgrund der schlechter werdenden Durchblutungssituation
und Gefahr eines manuell technischen Anastomosenfehlers durch die erschwerte
operative Zuganglickeit des Operationsgebietes ( Law und Chu (2004), Graf et al.
(1991), Bokey et al. (1995)).

Unterschiedlichste Methoden werden angewandt, um die Versagensrate der
Anastomosen zu reduzieren. Hierzu gehoren die praoperativ entleerenden
Darmvorbereitungen, perioperative antibiotische Prophylaxe, postoperative
parenterale Erndhrung sowie die sorgfaltige atraumatische chirurgische
Praparationstechnik insbesondere bei Patienten mit einem hohen Risiko fur eine
Anastomosenundichtigkeit.

Neben diesen verschiedenen Moglichkeiten sind erganzende Methoden zur
Erhohung der Stabilitat der Darmwandanastomosen winschenswert.

Fur die Unterstutzung und Verstarkung der regenerativen Heilungsprozesse
beanspruchen die Anastomosen umhullenden kunstlichen und biologischen
Transplantate fur sich einen hohen Nutzen (Marescaux et al. (1991)).

Einen vielversprechenden Ansatz fur den Schutz von gastrointestinalen
Anastomosen stellen anastomosenabdichtende biologische extrazellulare Matrices
( ECM ) wie Small Intestinal Submucosa ( SIS ) dar. In den vergangenen Jahren
konnten unterschiedliche experimentelle Untersuchungen beachtliche Erfolge fur die
Nutzung von SIS als biologisches Grundgerust fur den Gewebeersatz fur Gefalde,
Harnblase, Osophagus, Gallengange, Dinn- und Dickdarm erzielen (Ueno et al.
(2007 a), Kropp et al. (1996), Badylak et al. (1989), Rosen et al. (2002), Demirbilek et
al. (2003), Badylak et al. (2000)).

In der folgenden Arbeit wird die unterstutzende Wirkung von SIS auf
Heilungsprozesse von intestinalen Anastomosen experimentell am Tiermodell des

Schweins untersucht.
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1.7 Extrazellulare Matrices (ECM )

ECM sind aus naturlichen biologischen Geweben gewonnene Matrices, die in ihren
Herkunftsgeweben auf dem Raum zwischen den einzelnen Zellen, dem sogenannten
Interzellularraum, beschrankt sind. ECM werden von den ortsursprunglichen Zellen
der jeweiligen Organ- und Gewebestrukturen hergestellt. Sie sichern durch ihre
dreidimensionale Struktur und ihre Komposition aus unterschiedlichen bioaktiven
Molekiulen wichtige Funktionen der interzellularen Kommunikation und der
Kommunikation der ortsstandigen Zellen mit der &uferen Umgebung der
Gewebestrukturen (Kleinman et al. (2003), Rosso et al. (2004), Brown und Dejana
(2003)). Sie nehmen grundlegenden Einfluss auf Formgestaltung, Zugfestigkeit,
Elastizitat und Wassergehalt der Gewebe und Organe. ECM Ubernehmen wichtige
Funktionen in der Signaltransduktion zwischen Zellen, ihnen konnte zudem eine
wesentliche Beeinflussung von Wundheilungsprozessen zugeschrieben werden
(Hodde (2002), Nihsen et al. (2008)). Damit stellen sie das ideale naturliche
Grundgerust fur die Erneuerung und Wiederherstellung von Geweben und Organen
dar (Bissell und Aggeler (1987)). Die dreidimensionale Konfiguration der die ECM
ausmachenden struktur- und funktionsgebenden Molekule sind aktuell noch nicht in
ausreichendem Male charakterisiert , so dass es bis heute nicht moglich ist, ECM
kunstlich herzustellen. Sowohl in-vitro- als auch in-vivo-Versuche konnten
nachweisen, dass einzelne Bestandteile der ECM, wie bestimmte Kollagenstrukturen,
Fibronectin, Laminin, Hyaluronsaure und verschiedene Wachstumsfaktoren, in
isolierter Form das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung beschleunigend
beeinflussen (Grinnell et al. (1987), Hu et al. (2009), Pellegrini (2001), Kubo und
Kuroyanagi (2003)). Zusatzlich wurden experimentell bereits verschiedene ECM, die
z.B. aus der Haut, dem Dunndarm, der Blase, dem Pankreas und anderen Geweben
hergestellt wurden, als Bioscaffolds zur Unterstitzung des Remodelings der Gewebe
unterschiedlicher Organsysteme in einer Vielzahl von Versuchen im Rahmen des
Tissue Engineerings untersucht (Kochupura et al. (2005), Meyer et al. (1998), Pahari
et al. (2006),Badylak et al. (2000)).

1.7.1 Small Intestinal Submucosa
Eine der am haufigsten und besten untersuchten und derzeit auch im Handel
erhaltlichen ECM ist die aus dem Schweinedinndarm hergestellte SIS. SIS ist eine

biodegradierbare, azellulare, nicht immunogene dreidimensionale Gewebematrix, die
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mittels eines mechanischen und chemischen Herstellungsprozesses aus der
Submucosa des porcinen Dunndarms hergestellt wird (Badylak et al. (1989)). Sie
besteht aus nativ konfigurierten, konservierten Kollagenen, Glycoproteinen und
Proteoglycanen (Hodde (2002)). SIS enthalt zusatzlich verschiedene aktive
Wachstumsfaktoren wie Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Transforming
Growth Factor-1 (TGF-1) und Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2), die nachweislich
beschleunigende Wirkungen auf Wundheilungsverlaufe ausuben (Hodde (2002),
Voytik-Harbin et al. (1997), Hodde et al. (2001)). Aufgrund ihrer membrandsen
Struktur mit einer Schichtdicke von 0,1 bis 0,2 mm, ihrer fehlenden Immunogenitat,
ihrer ursprunglichen intestinalen Herkunft, sowie der biologisch aktiven Funktion im
Rahmen von Regenerationssprozessen, stellen SIS ein vielversprechendes
biologisches Grundgerust fur die Unterstitzung von Wundheilungsverlaufen am
Gastrointestinaltrakt dar.

Dabei entstehen denkbare Verwendungsmoglichkeiten von SIS fur die Umhallung
von Risikoanastomosen am Gastrointestinaltrakt und fur den Ersatz von
gastrointestinalen Hohlorganen im Sinne des intestinalen Tissue Engineerings.
Nachdem das SIS implantiert ist, reichern sich Zellen und Blutgefasse des
Patientengewebes schnell auf dem Implantat an. SIS liefert das Gerust oder die
Matrix fur das kontinuierliche Einwachsen und die Differenzierung vom Binde- und
Deckgewebe sowie Anlagerung, Organisation und Reifung von ECM Komponenten.
Das Ergebnis ist eine Remodellierung des an der Eingriffsstelle originar typischen
Gewebes. Dieses Phanomen wird auch als intelligente Gewebe-Remodulierung
bezeichnet.

Eine Remodellierung ist erfolgt, wenn Implantat und Eigengewebe nicht mehr
voneinander unterscheidbar sind. Das SIS verfugt wahrend der Phase der
Remodellierung Uber eine ausreichende mechanische Starke, um das Gewebe zu
stutzen, und dient als Gerust fur den raschen und gezielten Gewebeaufbau. Anders
als synthetisch hergestellte Implantate, die sich einkapseln und immunogen wirken,
wird SIS schnell von korpereigenen Zellen, Gewebe und Blutgefassen infiltriert.
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Nach der Implantation Die Zellen wachsen schnell | SIS wird fortschreitend Das korpereigene Cewebe ist
beginnt das umliegende | in die SIS-Matrix ein. Es folgt| ersetzt, das eigene vollstandig in die Operations-
Gewebe in die 5IS-Matrix | Kapillarenwachstum, wodurch | Gewebe verstarkt sich stelle eingewachsen, wahrend
Zellen und Nahrstoffe zu | weitere Nahrstoffe und Zellen | und die schwachen Stellen | SIS weiterhin die notwendige
liefern. | in die Matrix gelangen werden wieder aulgebaut. Gewebeunterstitzung

| aufrecht erhalt.

Abbildung 4. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme vom Einwachsen der Matrix ( Surgisis R
(2010))

1.7.2 Bisherige Evidenz des Einflusses von SIS auf gastrointestinale
Heilungsprozesse

In den vergangenen Jahren konnten unterschiedliche Studien beachtliche Erfolge mit
der Verwendung von SIS erzielen. Das SIS kam hier vor allem als Gewebeersatz
zum Einsatz.In unterschiedlichen experimentellen Untersuchungen konnte in vivo
gezeigt werden, dass es an gastrointestinalen Hohlorganen auf der Grundlage von
porcinem SIS als Bioscaffold mdglich ist, ein Remodeling der wiederhergestellten
luminalen Wandungen mit weitgehender Rekonstruktion der natirlichen
anatomischen Form und der physiologischen Funktion zu erreichen (Badylak et al.
(2000),Rosen et al. (2002),Chen und Badylak (2001),Marescaux et al. (1991),De la
Fuente et al. (2003), Ueno et al. (2007 b), Souza Filho et al. (2005), De Ugarte et al.
(2004), Ansaloni et al. (2006), Lopes et al. (2006), Wang et al. (2005),Demirbilek et
al. (2003)).

Chen und Badylak (2001) setzten in einer tierexperimentellen Studie bei 23 Hunden
partielle Dunndarmdefekte und verschlossen diese mit einem SIS Patch. 20
Versuchstiere Uberlebten bis zum Zeitpunkt der elektiven Sektion ohne intestinale
Funktionsstorungen. Die histologischen Untersuchungen zeigten eine epitheliale
Mucosaschicht, unterschiedliche Anzahl von glatten Muskelzellen, Schichten von
Kollagen und eine Bedeckung mit Serosa.

Diese Studie deutete damit an, dass SIS-Patches fir die Regeneration am
Dinndarm verwendet werden kénnen. Ahnliche Ergebnisse konnten durch weitere
unterschiedliche Studien erzielt werden (Ueno et al. (2007 a), Souza Filho et al.
(2005), De Ugarte et al. (2004), Ansaloni et al. (2006)). Andererseits sind in der
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Literatur deutlich unterschiedliche Abweichungen an anatomischer und funktioneller
Regeneration berichtet worden (Tabelle 2). Eine nahezu vollstandige
anatomiegerechte Rekonvaleszenz wurde fiir Osophagus- und Dinndarmwand
nachgewiesen. Auf der Grundlage von SIS konnten hier der Wiederaufbau von
Tunica mucosa und Tunica muscularis innerhalb von drei bis sechs Monaten in vivo
gezeigt werden (Badylak et al. (2000),Chen und Badylak (2001),Ansaloni et al.
(2006),Lopes et al. (2006)). Am Magen der Ratte konnte, neben der
Wiederherstellung von Mucosa und Muskularis innerhalb von sechs Monaten, auch
die anatomische und funktionelle Heilung der nervalen Magenwandversorgung im
Bereich der rekonstruierten Areale festgestell werden [Ueno et al. (2007 b)]. Am
Dunndarm wurde lediglich nur eine geringe Erneuerung der Mukosa und ein
vollstandiges Fehlen einer Muskelschicht im wiederhergestellten Areal festgestellt
(Souza Filho et al. (2005),De Ugarte et al. (2004)).

Tabelle 2. Strukturelle Regeneration gastrointestinaler Hohlorgane auf Basis von ECM als
Bioscaffolds

Strukturelle
Autor Lokalisation Tiermodell Regeneration
Mukosa Muskularis  Nerv

Badylak et al.

(2000) Osophagus  Hund + + NA
Lopes et al. (2006) Osophagus  Ratte + + +
De la Fuente et al.

(2003) Magen Ratte (+) - -
Ueno et al.

(2007b) Magen Ratte + + +
Rosen et al. (2002) Gallengang Hund + - NA
De Ugarte et al.

(2004) Duodenum Ratte (+) - NA
Souza Filho et al.

(2005) Duodenum Hund (+) - NA
Demirbilek et al.

(2003) Jejunum Kaninchen + - NA
Chen und Badylak

(2001) Didnndarm Hund + + NA
Ansaloni et al

(2006) Ileum Ratte + + +
Wang et al. (2005) Ileum Ratte + (+) NA
Ueno et al.

(2007a) Zakum Ratte + + +
+=Komplette (+)=Partielle NA=Nicht

Regeneration Regeneration angegeben
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2. Fragestellung

Es schien erfolgsversprechend und logisch, die erfolgreichen Ergebnisse mit der
Verwendung von SIS auf weitere Untersuchungen auszuweiten und eine
Untersuchung zu entwerfen, die sich auf die Frage konzentriert, welche Wirkung die
Umhillung von Darmanastomosen mit SIS auf die intestinale Anastomosenheilung
hat.

Der direkte Einfluss der SIS-Umhullung einer intestinalen Anastomose auf die
Wundheilung der Anastomose wurde bis heute noch nicht untersucht.

Um den Einfluss einer extrazellularen Matrix auf die intestinale Anastomosenheilung
zu untersuchen, lag es nahe ein Tiermodell zur Anastomoseprotektion durch SIS an

tiefen Kolonanastomosen am Colon descendens am Schwein zu entwickeln.
In dieser Arbeit sollen vor allem folgende Fragen beantwortet werden:

- Zeigen sich makroskopische Unterschiede der

Darmwandanstomosenbeschaffenheit ?

« Koénnen histologische Untersuchungen die mikroskopischen Aquivalente einer

verbesserten Anastomosenheilung darstellen ?

« Kommt es zu einer verbesserten bzw. gesteigerten mechanischen

Belastbarkeit der Anastomosen ?

« FUhrt die Umhullung der Darmwandanastomosen zu einer Lumeneinengung
oder zur Entwicklung von Komplikationen wie Strikturen oder

Lymphomausbildungen ?

« Wie sicher gestaltet sich die Ausfuhrbarkeit der SIS-Umhullung in einem dem

Menschen anatomisch vergleichbaren Tiermodell des Schweins ?

23



3. Material und Methoden

3.1 Tiermodell

3.1.1 Versuchstiere

Die Studie wurde vom Institut fur Tierschutz und den zustandigen
Ethikkommissionen der Tierarztlichen Hochschule Hannover sowie der regionalen
Kommunalverwaltung des Landes Niedersachsens genehmigt.

Alle Ablaufe und Handlungsweisen dieser Studie wurden strikt unter der Einhaltung
des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt unter Einhaltung aller von der
National Academy of Sciences ausgearbeiteten und vom National Institutes of Health
( NIH Publikation Nr. 86-23, uberarbeitet 1985 ) veroffentlichten Richtlinien des
,Guide for Care and Use of Laboratory Animals®.

Fur die Studienuntersuchungen wurden 18 weibliche deutsche Hausschweine mit
einem mittleren Gewicht von 30.6 Kilogramm verwendet. Hierbei lag die
Gewichtsspanne zwischen 24 und 39.4 Kilogramm. Die Schweine wurden alle vor
dem operativen Eingriff und in regelmafigen Intervallen wahrend der postoperativen
Beobachtungsphase gewogen und das Korpergewicht protokolliert. Die Tiere wurden
mit einer standardisierten handelsublichen Kost und mit Wasser nach Belieben
geflttert. Bei der Kost handelte es sich um Getreideschrot aus der Futtermuhle aus
der Lieferung fur die Tierarztliche Hochschule Hannover.

Sowohl am Tag der Operation zu Beginn der Anasthesieprozedur als auch am ersten
Tag nach der Operation wurde den Schweinen intramuskular eine Antibiose mit
Streptomycin/Penicillin (0.1 ml/kg Korpergewicht, Streptocomb R, Fa. Streuli,
Schweiz ) verabreicht.

3.1.2 Untersuchungsgruppen

Die 18 Tiere wurden in 2 Untersuchungsgruppen eingeteilt :

Die Kontroligruppe beinhaltete die Tiere mit den nicht-umhullten End-zu-End
Standardanastomosen (n=8). Die Studiengruppe enthielt die Tiere bei denen eine mit
SIS umhillte End-zu-End Darmanastomose angelegt wurde (n=10). Der
Beobachtungszeitraum beider Gruppen betrug 30 Tage.

3.1.3 Anasthesie und Praoperatives Management
Vor der Durchfuhrung der Laparotomie wurden alle Schweine gewogen und ihr
Korpergewicht dokumentiert. Des Weiteren wurde bei jedem Tier vor der Operation
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die Korpertemperatur gemessen. Die Tiere wurden sowohl praoperativ als auch nach
der Operation durchgehend mit einer standardisierten Kost und mit Wasser nach
Belieben gefuttert. Den Tieren wurde jedoch 8 Stunden vor der Operation bei freiem
Zugang zu Wasser das Futter entzogen. Sowohl am Tag der Operation zu Beginn
der Anasthesieprozedur als auch am ersten Tag nach der Operation wurde den
Schweinen intramuskular eine Antibiose mit Streptomycin/Penicillin (0.1 ml/kg
Korpergewicht, Streptocomb R, Fa. Streuli, Schweiz ) verabreicht. Alle Operationen
wurden unter Vollnarkose durchgefuhrt. Vor Einleitung der Vollnarkose erhielten die
Tiere eine intramuskulare Pramedikation mit Azaperon (2mg/kg/Korpergewicht),
Ketaminhydrochlorid (15 mg/kg/Korpergewicht) und Atropin (0.05
mg/kg/Korpergewicht). Darauffolgend wurde die Anasthesie durch die intravendse
Applikation von Atracurium Besylate und Hypnomidate (10mg/kg/Korpergewicht)
vertieft. AnschlieRend wurden die Tiere intubiert und kunstlich mit Isoflurane und

einem Gemisch aus Oxygen und Dinitrogen-Oxid beatmet.

3.1.4 Operativer Versuchsablauf |

Die Lagerung des Tieres erfolgte in Ruckenlage. Das Operationsgebiet des
Abdomens wurde steril mit Braunovidon abgewaschen und unter sterilen Kaudelen
abgedeckt. Es erfolgte nun eine 25 cm lange Inzision entlang der Medianlinie des
Abdomens im Sinne einer Medianlaparotomie. Nach Eingehen in die Bauchhdhle
wurde das Colon descendens bis zum Ubergang ins Rektum dargestellt und

exploriert.

a b

Abbildung 5: a freigelegtes Colon descendens in situ b freigelegtes Colon descendens mit Ubergang

ins Rektum. ( Verlag: webop Gmbh, KéIn (www.webop.de) )

25



3.1.5 Anlage der Anastomose

Es erfolgte die Transsektion des Colon descendens und praparatorische Entfernung
des umliegenden Mesenteriums im Bereich der spateren Anastomose. Der
Fakalinhalt wurde vorsichtig und sorgfaltig entfernt und die Darmstimpfe mit einer
antiseptischen lodgaze gesaubert und desinfiziert.

Daraufhin erfolgte die Durchfihrung einer tiefen End-zu-End Descendo-
Descendostomie-Anastomose. Dies erfolgte standardisiert unter der Verwendung
eines 25 mm durchmessenden Premium Plus CEEA Stapler der Fa. Covidien,
Neustadt, Deutschland.

Innerhalb der Kontrollgruppe wurde die Anastomose ohne Manipulation
anatomiegerecht ortsursprunglich in der Abdominalhdhle belassen ohne Umhdallung
mit dem SIS Gewebestreifen.

a b

Abbildung 6: a Es wird mit dem Rundklammernahtgerat transanal eingegangen und der
innenliegende Dorn durch den Rektumstumpf, der zuvor abgestapelt worden war, herausgedreht. Die
Gegendruckplatte, die in das Colon descendens eingeknotet worden war, wird aufgesetzt, das Gerat
geschlossen und die Anastomose durch Auslésen des Staplers gestapelt. b Anlage einer tiefen End-
zu-End-Descendo-Descendostomie-Stapleranastomose. (  Verlag: webop  GmbH, Kdln

(www.webop.de) )

3.1.6 Umhiillung der Anastomose mit SIS

In der Studiengruppe wurde die standardisierte Stapleranastomose mit einem 75x25
mm grol3en vier-lagigen SIS Streifen ( Surgisis R, Cook Surgical, Lafayette, IN, USA
(2012)) umhdallt. Jede der einzelnen Lagen besteht aus SIS.

Der SIS Streifen wurde zirkular Uber der Anastomose um die Darmwand gelegt und

mit 3/0 Polysorb (Covidien, Neustadt, Deutschland) in Einzelknopfnahttechnik an der
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Darmwand  fixiert. =~ Unter  Berlcksichtigung der  Schwellneigung  der
Darmwandanastomose in der frihen Phase des Regenerationsprozesses, wurde
darauf geachtet, dass bei der zirkuldren Umhullung der Anastomose eine 1 cm breite
Uberlappung des SIS Streifens im Bereich der Mesenterialseite vorliegt um eine
Dehnung der Darmwand durch die zu erwartende Schwellung zu erlauben. Die
Uberlappenden SIS-Streifenenden wurden im Bereich der Mesenterialseite nicht
miteinander verknUpft.

Die Anlage des SIS Streifens dauerte durchschnittich 10 Minuten. Die
Abdominalhdhle wurde nach Bluttrockenheit untersucht und ausgiebig gespult.
Danach wurden in beiden Untersuchungsgruppen die Dickdarmanteile
anatomiegerecht wieder neu angeordnet, um eine Ausbildung einer Strangulation zu
vermeiden.

Der Verschlul3 der Abdominalhdhle efolgte schichtgerecht mit resorbierbarem
Nahtmaterial Polysorb 2/0 (Covidien, Neustadt, Deutschland). Der Hautverschluss
erfolgte mit Klammernahtmaterial. Die Abdominalhéhle wurde nach Anlage der
Anastomose in beiden Gruppen auf die gleiche Art und Weise verschlossen.

Abbildung 7: Zirkular gestapelte E/E-Descendo-Descendostomie umhillt mit einem 75x25 mm

messenden SIS-Patch.

3.1.7 Postoperativer Verlauf

Postoperativ gibt es keine Wassertrinkmengenbeschrankung. Am ersten Tag nach
der Operation wurde den Schweinen aus beiden Untersuchungsgruppen
intramuskular eine Antibiose mit Streptomycin/Penicillin (0.1 ml/kg Koérpergewicht,
Streptocomb R, Fa. Streuli, Schweiz ) verabreicht. Die Tiere wurden postoperativ
genauso wie praoperativ mit einer standardisierten handelstiblichen Kost gefttert.
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3.1.8 Operativer Versuchsablauf Il

30 Tage nach dem ersten operativen Eingriff erfogte die Reoperation im Sinne einer
neuerlichen Laparotomie zur Beurteilung der Anastomosenheilung und
Anastomosenresektion.

Die Reanasthesie erfolgte identisch zur Anasthesieprozedur bei der ersten
Operation.

Die Medianlaparotomie erfolgte entlang der bestehenden Hautnaht. Die Bauchhdhle
wurde dargestellt, die Anastomose aufgesucht und offengelegt.

Die Abdominalhdhle wurde nach Eroffnung auf Zeichen einer gestorten
Anastomosenheilung untersucht. Es wurde auf eine Peritonitis, intraabdominale
Abszesse und Fibrinverklebungen geachtet. Die Intaktheit der Anastomose wurde
inspiziert und nach Zeichen einer Insuffizienz , pericolitischen Abszessformation,
Nekrose, Fistelbildung und Adhasionen untersucht.

Die Adhasionen wurden in einem eigens entworfenem Punktesystem von O bis 3
makroskopisch bewertet. Dabei wurde anhand einer Punktebewertung (Tab. 3) die

Quantitat und Qualitat der Adhasionen bestimmt.

Tabelle 3. Makroskopische Punktebewertung der Anastomosenadhésionen

Adhéasionsrate | Adhasionsrate Il

Quantitat Qualitat

0 keine Adhasionen 0 keine Adhasionen

1 Adhasionen mit einer | 1 leichte Adhasionen mit
umliegenden digitaler =~ Praparation
Organstruktur I6dsbar ohne Verletzung

2 Adhasionen mit zwei | 2 fixierte Adhasionen mit
umliegenden Praparationsschere
Organstrukturen I6dsbar ohne Verletzung

3 Adhéasionen mit | 3 solide Adhasionen nur
mehreren umliegenden mit  Verletzung zu
Organstrukturen beseitigen

3.1.9 Entnahme des Colon descendens

Ein 20 cm langes Darmstuck des Colon descendens und Rektums, in deren Mitte
sich die Anastomose befindet, wurde fur die nachfolgenden Untersuchungen
entnommen. Danach erfolgte die Euthanasie durch die intravenose Injektion von 20
ml Kaliumchloridlosung ( 2 mmol/kg/KM ).
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3.2 Radiologische Untersuchung

Nach vorsichtiger Spulung und Sauberung des Darmsticks wurden beide Seiten
abgeklemmt. Das proximale Darmsegment wurde vorsichtig kanuliert und das
resezierte Colon descendens mit einem wasserloslichem Kontrastmittel (Gastrografin
®, Fa. Schering, Berlin, Deutschland) gefulit.

Die Durchmesser der Anastomose sowie die der Darmanteile 2 cm vor und 2 cm
nach der Anastomose wurden durch die Durchfihrung von digitalen
Rontgenaufnahmen ermittelt und notiert.

Fir die Rontgenaufnahmen wurde ein Bildanalyseprogramm (Image J, NIH,
Bethesda, USA) verwendet.

3.2.1 Auswertung

Die radiologische ex-situ-Auswertung reprasentiert nicht die physiologischen
Verhaltnisse in vivo. Die Untersuchungsergebnisse werden daher als nachgeahmt
bewertet, obwohl die Bedingungen vergleichbar sind. Dennoch erlauben die
radiologischen Beobachtungen eine Beurteilung des Grads der Stenose oder
Dilatation an der Anastomose.

Fir jedes Tier wird ein Anastomosenindex (Al) ausgerechnet (Jansson et al. (1991)):

Al — 2 X anastomotic diameter
~ proximal diameter + distal diameter

Ein geradliniges Darmrohr hat einen Al von 1. Anastomosenstrikturen oder
proximale Dilatationen wirden zu einer Verkleinerung des Anastomosenindex
fuhren.

Der Prozentsatz der Verringerung des Darmdurchmessers im Bereich der

Anastomose wurde folgendermallen berechnet: 100 x (1-Al).
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3.3 Berstungsdruckmessung

Nach sorgfaltiger Ausspulung des wasserloslichen Kontrastmittels werden beide
Darmseiten an eine Katheterleitung (18-Ch) durch Tabaksbeutelnaht wasser- und
luftdicht angeschlossen.

Die eine Seite wird daraufhin an eine Perfusorspritze ( Perfusor ®, 50 ml, Braun,
Melsungen, Deutschland), die andere Seite an den GDH 14 AN Digital-Manometer (
Fa. Greisinger, Regenstauf, Deutschland) konnektiert.

Das Darmstuck wird unter Wasser getaucht. Luft wird nun manuell per Hand uber die
Perfusionsspritze infundiert.

Der Druck im Lumen steigt kontinuierlich bis zu einem Maximum an, bei dem
Wasserblasen aus einer Stelle der Anastomose aufsteigen und der intraluminale
Druck abrupt abfallt.

Der maximal gemessene Druck ist der Berstungsdruck. Der intraluminale Druck

wurde in dieser Untersuchung auf weit Uberphysiologische 200 mm Hg begrenzt.

TEENNSELE seirinmm

Abbildung 8: GDH 14 AN Digital-Manometer (Fa. Greisinger) zur Berstungsdruckmessung.

3.4 Makroskopische Untersuchung

Das Darmpraparat wurde extraluminal wahrend der gesamten Untersuchungs- und
Praparationszeit mit einer 0,9 % Kochsalzlosung feucht gehalten.

Das entnommene Colon descendens wird langs entlang der Mesenterialseite
aufgeschnitten.

Als erstes wird die Serosaseite untersucht. Der makroskopische Zustand und die
Lageposition des SIS-Streifens wird beurteilt. Dabei wird darauf geachtet, ob der

SIS- Streifen in seiner intraoperativ eingebrachten Position verblieben ist oder sich
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geldst hat und disloziert ist. Zusatzlich wird der SIS-Streifen makroskopisch auf seine
Intaktheit Uberpruft. Dabei wird auf eine Formveranderung des SIS—Streifens in Form
von Zusammenziehen und Schrumpfen des Materials geachtet. Weiterhin wird das
SIS insbesondere auf eine makroskopisch sichtbare Gefaleinsprossung auf dem
Patch untersucht. Zusatzlich wird das Praparat auf Vorkommen von Darmnekrosen
und Fisteln inspiziert.

Danach wird das Praparat umgedreht und die Mukosaoberflache nach epithelialen
Defekten, Mukosanekrosen, Fisteln und Intaktheit der Stapleranastomose

untersucht.

3.5 Histologie

3.5.1 Vorbereitung

Die entnommenen Anastomosen werden fur 4 Tage in 4 %- Formalin eingelegt und
durch eine Histokinette (Histokinette 2000 Automatic Tissue Protector, Reichert-Jung
GmbH, Wien, Osterreich) mittels steigender Alkoholreihe (70 %, 80 %, 98 %)
entwassert und fixiert.

Die Paraffinierung erfolgt mit einem Histoembedder (EG1160, Reichert-Jung GmbH,
Wetzlar, Deutschland). Die Praparate wurden in einem 90°-Winkel zur
Anastomosenlinie in 2 mm dicke Scheiben geschnitten.

3.5.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Praparate werden jetzt mit Hilfe eines Mikrotoms in 5 pym dicke Scheiben
geschnitten.

Die zugeschnittenen Praparate werden auf einen Objekttrager aufgelegt und far 10
min in Hamalaun-Losung eingetaucht und darauf grindlich mit Leitungswasser
abgespdlt. In 0,15 % Eosin-Losung werden die Praparate fur 3-5 min rot angefarbt.
Mittels der aufsteigenden Alkohol werden die Proben fixiert. Nach der Farbung

stellen sich Bindegewebe, Zytoplasma und Erythrozyten rot, zellkerne blau dar.

3.5.3 Auswertung

Die Praparate wurden von einem Pathologen (Dr. Eva Juattner, Pathologisches
Institut, Universitat Freiburg) auf die Mukosaabdeckung entlang der
Anastomosenlinie, Prasenz einer entzindlichen Reaktion innerhalb der
Darmwandschichten, und Quantitat des Granulationsgewebes in der Darmwand

untersucht. Die Quantitat des Granulationsgewebes im Anastomosenbereich wird
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von einem erfahrenen Pathologen semiquantitativ beurteilt. Als mikroskopische
Kriterien fur das Vorhandensein von Granulationsgewebe werden u. a.
Gefalineubildungen, Fibroblasteneinsprossungen, Kollagenmatrix sowie
Makrophageninfiltrationen gewertet. Zur weiteren Graduierung wird ein Scoring-
System von 0 bis 2 angewendet:

0 = Minimales Vorhandensein der Granulationsgewebsstrukturen

1 = Moderates, aber deutlich erkennbares Vorhandensein von Kapillaren,

Kollagen, Fibroblasten und Makrophagen

2 = ausgepragtes zellreiches ("florides") Granulationsgewebe

Zusatzlich wird die mikroskopische Prasenz von Anastomosenabszessen,
Darmwandnekrosen, Darmwandfisteln, und Fremdkorperreaktionen als Merkmale

einer gestorten Anastomosenheilung untersucht.

3.6 Statistik

Samtliche statistische Daten werden mit Hilfe des Statistikprogrammes Sigmastat®
(Systat Software Inc., Chicago, IL, USA) ausgewertet. Die Berechnungen erfolgen
mit Hilfe des Mann-Whitney U sowie dem Chi-Quadrat Test. Die
Standardabweichung vom Mittelwert wird als Standard error of the mean (SEM)
angegeben. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (p< 0,05) wird als signifikant

angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1 Uberleben

Sowohl aus der Kontrollgruppe als auch aus der Studiengruppe verstarben keine
Tiere aufgrund von Anastomoseninsuffizienzen oder intraabdominellen Infektionen.
Die Tiere aus beiden Untersuchungsgruppen entwickelten keine relevanten
klinischen Erkrankungen in Folge einer Anastomosenundichtigkeit oder
intraabdominellen Infektion.

Ein Tier aus der Kontrollgruppe entwickelte am 10. postoperativen Tag Anzeichen
einer lleussymptomatik des Dickdarms. Die operative Exploration zeigte eine
hochgradige Stenose im Bereich der angelegten Darmwandanastomose des Colon
descendens.

4.2 Klinischer Verlauf

Es wurde die Operationszeit zwischen der Kontroll und Studiengruppe verglichen. Es
zeigte sich, dass die Operationszeit in der Studiengruppe mit Umhdallung der
Anastomose mit SIS, signifikant langer ausfiel als in der Kontrollgruppe mit der
Anlage einer Standardstapleranastomose (92 £ 1,8 vs. 78 + 5,6 min, p=0,021).

Ein Tier aus der SIS-Studiengruppe und zwei Tiere aus der Kontrollgruppe
entwickelten eine oberflachliche Wundinfektion der Bauchdecke ohne Anzeichen
einer systemischen Infektion. Es kam zu keiner Beeintrachtigung der weiteren
klinischen Untersuchungsablaufe.

Die beiden Untersuchungsgruppen zeigten postoperativ keinen signifikanten
Unterschied in der Gewichtszunahme (7,79 % 0,33 kg (+25 %) SIS-Gruppe vs. 6,8
0,57 kg (+24 %) Kontroligruppe).
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4.3 Makroskopische Untersuchung
Die makroskopischen Untersuchungen der Bauchhdhle zeigten in beiden
Untersuchungsgruppen  keine  Anastomoseninsuffizienzen, intraabdominelle

Abszesse, Fisteln, oder Nekrosen entlang der Anastomose.
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Abbildung 9: a SIS-umhiillte E/E-Descendo-Descendostomie am 30. postoperativen Tag in situ ohne
erkennbare intraabdominelle Abszesse.b SIS-umhiillte E/E-Descendo-Descendostomie am 30.
postoperativen Tag ex situ mit leichter Schrumpfung des SIS-Patches.C Entnommenes Kolon
mesenterialseitig l1dngs aufgeschnitten zur makroskopischen Beurteilung. Erkennbarer SIS-Patch auf
der Serosaseite. Keine erkennbaren Nekrosen oder Abszesse entlang der Anastomose.d
entnommenes Kolon mesenterialseitig langs aufgeschnitten zur makroskopischen Beurteilung.
Erkennbare intakte Stapleranastomose auf der Mukosaseite ohne Anzeichen einer Insuffizienz.

Ein Tier aus der SIS-Studiengruppe entwickelte ein 1 mm durchmessendes Ulkus im
Bereich der Mucosaseite der Stapleranastomose (Tab. 5). In der Kontrollgruppe
entwickelte ein Tier eine vollstandig ausgepragte Anastomosenstenose (Tab. 5).

Eine Einkapselung und Dislokation der umhillenden SIS-Patches wurde in zwei
Tieren beobachtet (Abb.12).
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Abbildung 10: Geschrumpfter eingekapselter SIS-Patch iber E/E-Descendo-Descendostomie am 30.
postoperativen Tag.

Nach 30 Tagen zeigte sich in beiden Gruppen eine haufige Entwicklung von
Adhasionen. In absteigender Haufigkeit waren der Uterus, die Ovarien und das
Dickdarmsegment von den Adhasionen betroffen.

Es zeigten sich in beiden Untersuchungsgruppen keine signifikanten Unterschiede in
der Entwicklung von Adhasionen weder in Qualitat (p=0,929) oder Quantitat
(p=0,853) (Tab. 4).

Abbildung 11 : Makroskopischer Aspekt der SIS-umhiillten E/E-Descendo-Descendostomie am 30.
postoperativen Tag in situ mit sichtbaren leichten Adhasionen (Punktescore 1) entlang des Dickdarms

und der Ovarien

35



Tabelle 4. Makroskopische Auswertung der Anastomosenadhésionen

Tier Nr. Adasionsrate | Adhéasionsrate |l
Quantitat* Qualitat**

Studiengruppe SIS

1 2 2
2 3 3
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 1 2
7 2 2
8 1 2
9 0 0
10 0 0
Mean 0,9 11
SEM

Kontrollgruppe

1 1 2
2 1 1
3 1 1
4 1 2
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 1 2
Mean 0,625 1
SEM
p=0,853 p=0,929

* Adhasionsrate I:

O=keine Adhasionen

1=Adhasion mit einer Struktur;
2=Adhasion mit zwei Strukturen;
3=Adhasionen mit mehreren Strukturen

** Adhasionsrate Il:

O=keine Adhasionen;

1=leichte Adhasionen;

2=fixierte Adhasionen;

3=solide Adhdasionen nur mit Verletzung zu beseitigen

36



In 6 von 10 Tieren der SIS-Studiengruppe stellte sich auch nach 30 Tagen die

Anastomose noch komplett gedeckt durch den SIS-Patch dar (Abb. 12).

Eine sichtbare schrumpfende Kontraktion der umhullenden SIS Patches wurde in 90

% der umhullten Versuchstiere evident (Abb.12).

Eine makroskopisch erkennbare Gefalieinsprossung in das SIS konnte bei allen

Tieren der Studiengruppe nachgewiesen werden (Abb. 12).

Tabelle 5. Makroskopische Untersuchungsergebnisse der Anastomosen

Makroskopische Studiengruppe Kontrollgruppe
Untersuchung SIS n=10 n==8 p
Anastomoseninsuffizienz 0/10 0/8 ns
Anastomosenulkus 1/10 0/8 ns
Intraabdomineller Abszess 0/10 0/8 ns
Peritonitis 0/10 0/8 ns
Sichtbare Stenose 0/10 1/8 ns

Makroskopische Untersuchung der SIS-Studiengruppe
B Studiengruppe n=10
12

10

o [e=]

Versuchstiere
FaN

N

0 . .

Sichtbares Schrumpfen des SIS Einkapselung des SIS
Komplette SIS-Deckung der Anastomose Dislokation des SIS Makroskopische GefaBeinsprossung

Abbildung 12: Makroskopische Untersuchung der anastomosenumhillenden SIS-Patches 30 Tage

nach Anastomosenumhillung mit 75x25 mm vierlagigem SIS.
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4.4 Berstungsdruck

In beiden Untersuchungsgruppen zeigten sich in einem Berstungdruckversuch mit
einem maximalen intraluminalem Druck von 200 mmHg alle Anastomosen suffizient
und wasserdicht.

Es konnten somit keine signifikanten Unterschiede der mechanischen Belastbarkeit
der Anastomosen zwischen SIS umhillten Anastomosen und Standardanastomosen

festgestellt werden.

4.5 Radiologische Auswertung
Bei der radiologischen Untersuchung konnten in beiden Untersuchungsgruppen

keine Fisteln oder Anastomoseninsuffizienzen nachgewiesen werden.

Abbildung 13: a Rontgenkontrastdarstellung einer SIS-umhillten E/E-Descendo-Descendostomie am
30. Tag ohne Nachweis einer Anastomoseninsuffizienz.b Erkennbare Anastomosenstenose bei einer

Staplerstandardanastomose ohne SIS aus der Kontrollgruppe am 10. postoperativen Tag.

Bezuglich der Anastomosenstrikturen zeigte sich zwischen der SIS Gruppe und der
Untersuchungsgruppe kein signifikanter Unterschied.

In der Kontrollgruppe zeigte ein Tier am 10. postoperativen Tag bei einem klinischen
lleusbild bei der Rontgenkontrastmitteldarstellung eine vollstandige Stenose der
Anastomose. Der Anastomosenindex betrug in der SIS Gruppe 0,78 und in der
Kontrollgruppe 0,64 (p=0,198, Tab. 6). Der Prozentsatz der Verkleinerung des
Anastomosendurchmessers lag in der SIS Gruppe bei 22 % vs. Kontrollgruppe 35 %
(p=0,198, Tab. 7).
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Tabelle 6: Radiologische Auswertung des Anastomosendurchmesser

Radiologische Studiengruppe Kontrollgruppe
Untersuchung SIS n=10 n==8 p
Fistel 0/10 0/8 ns
Anastomosenindex

Mean 0,78 0,64 ns
SEM 0,02 0,09

Tabelle 7 : Radiologische Untersuchungsergebnisse der Anastomosendurchmesser

Tier Nr.  Reduktion des
Durchmessers
in Prozent

Studiengruppe SIS

28,13
19,23
21,65
22,96
29,34
28,68
29,04
20,32
19,27
0 4,30

2 OO ~NOOOaOPRr,WN -~

Mean 22,29
SEM 1,88

Kontrollgruppe

24,60
27,65
100,00
26,16
17,30
24,12
33,76
30,66

O~NOO AR, WN -

Mean 35,53
SEM 9,37

p=0,198
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4.6 Histologie

Nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurden alle 18 Darmwandanastomosenpraparate
histologisch untersucht.

Eine komplette Deckung der Mukosa konnte in 6 von 10 Tieren in den SIS
verstarkten Anastomosen und in 3 von 8 Tieren in den Standardanastomosen
nachgewiesen werden (p=0,447). Abb. 16 zeigt oben im Bild die ununterbrochene
Deckung der Anastomosenlinie mit Mucosa.

Alle anderen Tiere zeigten kleine Mukosaltucken im Bereich der Anastomosenlinie,
die mit Granulationsgewebe (Abb. 17 mit Pfeil gekennzeichnet) gefullt waren.

Mikroskopische Untersuchung der Anastomosen

M Studiengruppe n=10 [ Kontrollgruppe n=8

Versuchstiere

Komplette Deckung Mukosa

Abbildung 14 : Mikroskopische Untersuchung der Mukosa in beiden Studiengruppen.

In beiden Gruppen waren Entziundungszeichen in allen Darmwandschichten deutlich
erkennbar.

Die quantitative Menge an Anastomosengranulationsgewebe war in den mit SIS
umhdullten Anastomosen dezent hoher im Vergleich zu den Standardanastomosen,
ohne jedoch eine statistische Signifikanz zu erreichen (p=0,263).
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Mikroskopische Untersuchung der Anastomosen
12

10

(=]

B Sudiengruppe n=10
B Kontrollgruppe n=8

Versuchstiere

Inflammation Submukosa/Mukosa

Abbildung 15 : Mikroskopische Untersuchung der Inflammation der Submukosa/Mukosa an den SIS-

umhillten Anastomosen und in der Kontrollgruppe.

In beiden Untersuchungsgruppen zeigte ein Tier eine Entstehung eines
Fremdkorpergranuloms unter Einschluss von Fakalinhalt. Bei keinem einzigen Tier
konnten im Bereich der Anastomosen, Abszesse, Nekrosen oder Fisteln festgestellt
werden.

Des Weiteren gab es keine offensichtlichen Unterschiede bei der Wundheilung
innerhalb der beiden verglichenen Gruppen.

Im Vergleich der morphologischen Heilungsparameter konnten nach 30

Tagen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
nachgewiesen werden, wobei allerdings in der SIS-Gruppe der Anteil der komplett
mit Mukosa gedeckten Anastomosen sowie die Quantitat von Granulationsgewebe in

der Anastomose erhoht war (Tab. 8).

41



Tabelle 8: Mikroskopische Untersuchungsergebnisse der Anastomosen

Studiengruppe Studiengruppe

Mikroskopische Untersuchung SIS n=10 n=8 p
Komplette Deckung der Mukosa 6/10 3/8 ns
Inflammation Mukosa 10/10 8/8 ns
Inflammation

Submukosa/Mukosa 10/10 8/8 ns
Abszess 0/10 0/8 ns
Nekrose 0/10 0/8 ns
Fistel 0/10 0/8 ns
Granulationsgewebe Quantitat* 1,7 1,38 ns
Fremdkérperreaktion 1/10 1/10 "
*Punktesystem 0-2 O=minimal 1=moderat 2=ausgepragt

Histologisch konnte eine gesteigerte vaskulare Neueinsprossung (Abb. 18 blauer
Pfeil) sowie eine gesteigerte Einstromung von Fibroblasten (Abb. 18 schwarzer Pfeil)
und Lymphozyten in den Anastomosenbereich der SIS-umhullten Anastomosen
beobachtet werden.

In Abbildung 16 konnen alle Darmwandschichten beurteilt werden. Man erkennt,
dass die Mukosaschicht vollstandig die Anastomose bedeckt (blaue Pfeile). Der SIS-
Streifen liegt unter der Serosaschicht (siehe Pfeil in Abb. 16, zehnfache
Vergrosserung ). Lymphozyten (Abb. 19 schwarzer Pfeil) und Makrophagen (Abb.19
blauer Pfeil) infiltrieren den SIS-Patch ohne Anzeichen fur das Vorliegen einer
Infektion oder eines Abzesses.

Zelleinstromung durch die aktivierten Fibroblasten und Makrophagen war in der
gesamten Schichtdicke des vier-lagigen SIS-Patches sichtbar (Abb. 18 und 19).

Die  SIS-Streifen  zeigten zusatzlich eine ausgepragte  mikroskopische
Gefaleinsprossung (Abb. 18 blauer Pfeil). Auch in Abbildung 16 und 18 erkennt man
deutlich sichtbare kleinere Kapillaren und Gefalde mit geflllten Blutzellen als Zeichen

der zellularen Einwanderung von Lymphozyten und Makrophagen.
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Abbildung 16: Histologische Darstellung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) in 10x Vergrof3erung einer
E/E- Descendo-Descendostomie umhdllt von SIS am 30. postoperativen Tag. Die Locher in der Mitte
sind Artefakte nach Entfernung der Metallklammern der Staplernaht. Der schwarze Pfeil deutet auf
das SIS. Oben im Bild zeigen die blauen Pfeile auf die ununterbrochene Deckung der

Anastomosenlinie mit Mucosa.

2

Abbildung 17: E-Farbngin , Vfrbrserung einer E/E- Descendo-Descendostomie ohne SIS-
Umhillung am 30. postoperativen Tag. Deutlich sichtbares Granulationsgewebe (Pfeil) entlang der

Anastomosenlinie.

43



) : 4 { &
2 e Y RILE A Ly (N0
, ,’v:' v‘ (§7 . ’,‘ » [ H | "- i\ A - o ‘ .4 ; / ‘F \'7 »

&) o~ b

Abbildung 18: HE-Farbung 100x VergréRerung einer Anastomose mit der Wirtsgewebeantwort auf
SIS nach dem 30. postoperativen Tag (Serosaseite auf der linken und luminal zugewandte Seite auf
der rechten Seite des Bildes). Der blaue Pfeil deutet auf die sichtbare Neovaskularisation (Gefalle

gefullt mit Blutzellen). Zeichen der zellularen Migration durch Lymphozyten und Makrophagen.

Erkennbare aktivierte Fibroblasten (schwarzer Pfeil) im Bild.

Abbildung 19: Hohe (200x) VergréRerung einer SIS-Anastomose mit sichtbarer zellularer Infiltration
der Makrophagen (blauer Pfeil) und Lymphozyten (schwarzer Pfeil). Kleine Kapillaren sind in der
Peripherie erkennbar.
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5. Diskussion

Physiologische  Ablaufe  der  wiederherstellenden Regenerations-  und
Heilungsprozesse an gastrointestinalen Hohlorganen und insbesondere deren
Storungen haben eine entscheidende Relevanz fur die Entwicklung von
chirurgischen Risiken und Komplikationen. Durch eine gezielte Beeinflussung dieser
Ablaufe ist es mdglich, wichtige chirurgische Krankheitsbilder in der Zukunft
erfolgreicher zu behandeln und auch die Entwicklung lebensbedrohlicher
chirurgischer Risiken und Komplikationen zu vermindern.

In dieser Arbeit wurde tierexperimentell die Wirkung der dreidimensionalen
Extrazellularen Matrix SIS auf Regenerationsprozesse an gastrointestinalen
Anastomosen untersucht.

In den vergangenen Jahren sind im Rahmen der experimentellen Untersuchungen
von Heilungssprozessen an verschiedenen Organsystemen und Geweben
Extrazelluare Matrices (ECM), immer mehr in den Vordergrund wissenschaftlicher
Untersuchungen geraten. Auf Grund ihrer urspringlichen gastrointestinalen Herkunft
ist insbesondere die aus der Submukosa des Schweinedinndarms gewonnene SIS
als ECM von besonderem Interesse fur Untersuchungen gastrointestinaler
Heilungsprozesse. SIS ist eine der am strukturell und biochemisch genauesten
charakterisierten ECM's. Verschiedene Untersuchungen konnten bereits eine
Neovaskularisation und Infiltration der Matrix mit verschiedenen wirtseigenen
Zellpopulationen nachweisen (Nihsen et al. (2008), Valentin et al. (2009), Zantop et
al. (2006), Badylak et al. (2002)).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der biologischen extrazellularen Gewebematrix
SIS auf die Heilung von Dickdarmanastomosen untersucht.

Eine Verstarkung von gastrointestinalen Anastomosen durch eine umhullende
Abdichtung mit biologischen Transplantaten oder kunstlichen Materialien wurde
bereits in vielen unterschiedlichen Studien erforscht.

In den letzten Jahren konnten unterschiedliche Studien verdffentlicht werden, in
denen gastrointestinale Anastomosen mit einem gestielten oder freien
Omentumtransfer verstarkt wurden (Smith et al. (1988), Lanter und Mason (1979),
Agnifili et al. (2004), Tocchi et al. (2000), Merad et al. (1998)).
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Die Untersuchungen von Lanter und Mason (1979) und Agnifili et al. (2004)
beschrieben einen Benefit fur die omentale Verstarkung der Anastomose mit einer
Verringerung der Rate an Anastomoseninsuffizienzen. Andere Studien wiederum von
Tocchi et al. (2000) und insbeondere Merad et al. (1998) konnten keinen Effekt der
Omentumplastik auf die Haufigkeit von Anastomoseninsuffizienzen feststellen. Merad
et al. (1998) untersuchten diesbezuglich an 712 Patienten die Inzidenzraten von
Anastomoseninsuffizienzen nach kolorektalen Resektionen und Durchfuhrung einer
praventiven Omentumplastik.

Ahnlich unkonstante Ergebnisse wurden mit Studien erzielt, in denen die
Anastomosen mit einem Streifen aus dem Peritoneum Uberzogen wurden (Gulati et
al. (1982), Devine (1946), Dilek et al. (1996), Eryilmaz et al. (2007)). Weitere Studien
berichten, dass die Verwendung von Dura-Mater-Plastiken zu einer
Verschlechterung der Anastomosenheilung fuhrt und zusatzlich es zu einer hdheren
Rate an Ausbildungen von Strikturen an den Darmwandanastomosen kommt
(Eryilmaz et al. (2007)).

Neben den beschriebenen biologischen Geweben wurden auch zahlreiche
synthetisch hergestellte Materialien, meistens in Einzelstudien evaluiert.

Dacron (Gulati et al. (1982)) und Polyglycolsaure-Netze (Helton et al. (2005)) zeigten
keinen positiven Effekt auf die Anastomosenheilung, wohingegen die Umhullung der
Anastomosen mit Marlex Netzen die Inzidenzrate von Anastomoseninsuffizienzen
verringerte (Gulati et al. (1982)). Zusammenfassend sind die Ergebnisse dieser
experimentellen und klinischen Untersuchungen meistens unkonstant und nicht
Uberzeugend genug, so dass sie eine definitive und eindeutige Aussage zum Benefit
fur die Anastomosenheilung und Stabilitat nicht erlauben.

Einen vielversprechenden Ansatz fur die Pravention von Anastomoseninsuffizienzen
stellen biologische Materialien dar, die durch die Umhullung der Anastomose diese
mechanisch verstarkt und durch ihre eigene biologische Aktivitat den
Regenerationsprozess der Anastomosenheilung unterstutzend fordert.

Es schien daher eindeutig und plausibel das SIS als Biomaterial zur moglichen
Verbesserung der Anastomosenheilung zu untersuchen, welches sich bereits in der
humanen klinischen Anwendung fur die Hernienversorgung (Helton et al. (2005),
Franklin et al. (2004)) und Behandlung von Analfisteln (Champagne et al. (2006),
O’Connor et al. (2006), Schwandner et al. (2008 und 2009) Johnson et al. (2006))
befindet.
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Hodde (2002) konnte in seiner Studie nachweisen, dass SIS eine physiologische
Wirtsantwort fir eine Neoangiogenese und Gewebsregeneration auslost. Zusatzlich
zeigte er, dass SIS eine Remodellierung der Struktur und Funktion des an der
Eingriffsstelle ursprunglichen Gewebes erzielt. Unterschiedlich verantwortliche
Proteine fur die =zellulare Migration und Anheftung, wie Fibronectin und
Heparansulfatproteoglycan, sowie unterschiedliche Wachtumsfaktoren, wie FGF,
VEGF und TGF-R, konnten in SIS nachgewiesen werden (Hodde (2002), Voytik-
Harbin et al. (1997), Hodde et al. (2001)).

SIS wird fur die Behandlung von Analfisteln und rektovaginalen Fistel bereits
kommerziell als Plug- System (Biodesign™ — (Surgisis®) Fistula Plug) von der Firma
Cook Biotech vertrieben. In Kklinischen Studien wurden fur die Therapie von
Analfisteln Erfolgsraten von 83% uber 2 Jahre sowie 62% Uber 1 Jahr berichtet
(Champagne et al. (2006), Schwandner et al. (2009)). In beiden Studien konnten
keine ernsthaften unerwinschten Wirkungen wie z.B. die Beeintrachtigung der
Kontinenzfunktion beobachtet werden.

Das Ziel dieser Arbeit war, die Realisierbarkeit und Sicherheit der
Anastomosenumhullung mit SIS zu untersuchen. Zusatzlich sollten die
makroskopischen und mikroskopischen Parameter der Anastomosenheilung und die
Wirtsreaktion nach Umhuillung einer Anastomose mit SIS evaluiert werden.
Nebenerscheinungen der Anwendung von SIS Patches, wie die Entstehung von
Infektionen, intraabdominellen Adhasionen oder Anastomosenstrikturen sollten
ebenfalls untersucht werden.

Im Gegensatz zu anderen Materialien wie Dacron (Gulati et al. (1982)) und
Polyglycolsaure-Netzen (PGA) (Henne-Bruns et al. (1990)), die fur den Schutz von
Anastomosen verwendet wurden, konnte wir bei den mit SIS geschuitzten
Anastomosen keine Fisteln, = Anastomosenabszesse, Peritonitis  oder
Anastomoseninsuffizienzen finden. Daruber hinaus fanden wir keine erhohte Rate an
Anastomosenstrikturen oder intraabdominellen Adh&sionen im Vergleich zu den
Standardanastomosen. Das SIS verursachte keine relevanten luminalen Stenosen,
welche fur die Verwendung anderer biologischer Materialien wie Dacron, PGA und
Dura Mater (Merad et al. (1998), Eryilmaz et al. (2007), Henne-Bruns et al (1990))
zur Protektion von Anastomosen beschrieben wurden. In Bezug auf Adhasionen
zeigten die anderen Materialien in ihrer Anwendung zum Schutz von Anastomosen

eine relevante Erhohung der Rate an intraabdominellen Adhasionen (Hawley et al.
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(1970)). In unserer Studie fuhrte das SIS zu keiner vermehrten Ausbildung von
intraabdominellen Adhasionen im Vergleich zu nicht-umhilliten Standard-
Stapleranastomosen.

Die Anastomosenstabilitat, gemessen durch die Berstungsdruckversuche, war in den
SIS-geschutzten  Anastomosen  nicht gemindert. In jedem  einzelnen
Berstungsdruckversuch wurden supraphysiologische intraluminale Druckwerte von
>200 mm Hg erzielt.

Eine Einkapselung und Dislokation der umhullenden SIS-Patches wurde in zwei von
10 Tieren in der gegenwartigen Studie beobachtet. Ein Grund dafur konnte zum
Beispiel ein frihzeitiges Aufgehen der Fixierungsnahte sein und eine darauffolgende
Verziehung und Dislokation des SIS-Streifens. Eine sichtbare schrumpfende
Kontraktion der umhullenden SIS-Patches wurde in fast allen Versuchstieren der
Studiengruppe gefunden.

Bei zwei Tieren bedeckte das nicht dislozierte SIS nur partiell die Zirkumferenz der
Anastomose. Vermutlich wurde die Verwendung von langeren SIS-Streifen als 75
mm mit einem groReren Uberlappen der zwei SIS-Streifenenden zu einer
Verringerung der Rate an partiell gedeckten Anastomosen fuhren. Die Sicherheit der
Anastomose wurde durch diese Gegebenheit nicht vermindert. Es konnten keine
Komplikationen durch die Anwesenheit von Einkapselungen, Dislokationen und
Kontraktionen des SIS festgestellt werden.

Es gelang in unserem Groftiermodell, mikroskopisch die Beinflussung und
Beschleunigung von Neoangiogenese, fibroblastarer Infiltration und
Kollagendeposition in  Kolonanastomosen nachzuweisen. Unsere Studie
demonstrierte nach 30 Tagen mikroskopisch eine Migration von Fibroblasten in das
SIS und zeigte eine deutliche Neovaskularisation im SIS-Patch. Bezuglich der
Regeneration der Darmschichten im Anastomosenbereich war die Rate der mit
Mukosa komplett gedeckten Anastomosen in der SIS-Gruppe deutlich erhdht. Die
Quantitat des ausgebildeten Granulationsgewebes entlang der Anastomose war
ebenfalls, trotz fehlender Signifikanz in der SIS-Gruppe hoher als in der
Kontrollgruppe. Diese Untersuchungsergebnisse weisen auf ein Zusammenspiel
zwischen dem SIS und dem Wirtsgewebe hin, welches zu einer Zytotaxis und
Inkorporierung der Extrazellularen Matrix fuhrt. Ferner scheint das SIS die
Regenerationsprozesse der Darmwandschichten entlang der Anastomose zu
fordern. Ungunstige Effekte wie die Ausbildung eines niedrig malignen Lymphoms in
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der Darmwandanastomose, wie sie in der Verwendung von Dacron-geschutzten
Anastomosen beschrieben wurden, konnten nicht gefunden werden (Gulati et al.
(1982)).

Einschrankungen dieser Studie beinhalten das Fehlen von Langzeitbeobachtungen,
da in unseren Untersuchungen die Darmwandanastomosen Uber einen Zeitraum von
30 Tagen beobachtet wurden. Andere Studienuntersuchungen berichteten, dass
Schrumpfungen des SIS bei Anastomosen mit SIS-Umhullungen langfristig
Darmwandobstruktionen verursachen konnen (Chen und Badylak (2001), Demirbilek
et al. (2003)). In Anbetracht des vollstandigen Fehlens einer luminalen Einengung bei
den SIS-geschutzten Anastomosen nach 30 Tagen ist es aul3erst unwahrscheinlich,
dass das SIS Anastomosenobstruktionen uber einen Beobachtungszeitraum von
langer als 30 Tagen verursacht. Diese Vermutungen werden durch die Arbeit von
Kini et al. (2001) bekraftigt. Er untersuchte die unterstutzende Wirkung von SIS auf
die Anastomosen nach laparoskopischer Anlage eines Roux-en-Y-Magenbypasses
bei einer Gastrojejunostomie. In einer medianen Nachbeobachtungszeit von 87
Tagen konnte er keine signifikante Erhohung der Stenoseraten im Vergleich zur
Kontrollgruppe der Standardanastomosen feststellen. In Bezug auf die
Ubertragbarkeit unserer Ergebnisse auf die klinische Anwendung sind wir uns der
Unterschiede zwischen der humanen und porcinen Darmheilung bewusst. Trotz
dieser Einschrankungen konnte unsere Studie auf Grund der anatomischen
Vergleichbarkeit im Schweinemodell nachweisen, dass es moglich und sicher ist,
Kolonanastomosen mit SIS zu umhullen, und dass es zu keinen schwerwiegenden
Komplikationen im Sinne von Anastomosenobstruktionen, intraabdominellen
Abszessen oder der Ausbildung von malignen Lymphomen im Anastomosenbereich
kommt, wie sie in der Vergangenheit fur andere biologische und kuinstliche
Materialien, welche experimentell zur Anastomosenprotektion evaluiert worden sind,
beschrieben wurden (Gulati et al. (1982), Eryilmaz et al. (2007)).

Ob SIS die Inzidenzrate von Anastomoseninsuffizienzen bei Menschen verringern
kann, war nicht Gegenstand dieser Arbeit. Hierzu waren insbesondere weitere

klinische Studien empfehlenswert und notwendig.

Auf der Grundlage der vorliegenden Studienergebnisse und in Ermangelung von
suffizienten Risikomodellen in Groldtieren erscheint es moglich, SIS im Rahmen von

klinischen Studien an Hochrisikoanastomosen am Kolorektum vorsichtig und
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kontrolliert zu untersuchen. Insbesondere kommt hierfir zunachst eine kleine Gruppe
von Patienten in Frage, bei denen es anamnestisch zu wiederholten
Anastomoseninsuffizienzen kam, ohne dass hierfir eine bekannte und

beeinflussbare Ursache zugrunde liegt.

6. Zusammenfassung

Anastomoseninsuffizienzen und ihre Folgen stellen ein schwerwiegendes Problem in
der Viszeralchirurgie dar und fuhren als wesentliche Hauptkomplikation nach
darmchirurgischen Operationen zu einer erhohten Morbiditdt und Mortalitat. Die
Extrazellulare Matrix SIS besitzt biologisch aktive Funktionen im Rahmen von
Heilungsprozessen und stellt damit eine vielversprechende Methode fur die
Unterstutzung der gastrointestinalen Anastomosenheilung dar. Das Ziel dieser Arbeit
war es neben Einflussen auf die intestinale Wundheilung, die Sicherheit und
Ausfuhrbarkeit der SIS-Umhullung in einem mit dem Menschen anatomisch
vergleichbaren Tiermodell zu untersuchen. Im Rahmen dieser Studie wurde die SIS-
Umhullung an zirkularen Stapleranastomosen im Schweinemodell untersucht.
Insgesamt 18 Schweine wurden in 2 Gruppen randomisiert. In der Kontrollgruppe
wurde eine einfache End-zu-End-Descendo-Descendostomie als zirkulare
Stapleranastomose angelegt. Die Tiere der Studiengruppe erhielten im Vergleich
zusatzlich eine zirkulare Umhullung der Stapleranastomose mit einem 75x25 mm
messenden SIS-Patch. Der Beobachtungszeitraum beider Gruppen betrug 30 Tage.
Am Versuchsende wurde das Anastomosensegment entnommen und zunachst eine
Rongtenkontrastdarstellung des Anastomosenlumens durchgefuhrt. Im Anschluss
wurde der Berstungsdruck gemessen und das Praparat makroskopisch und
mikroskopisch inspiziert. Anastomoseninsuffizienzen wurden in keinem Tier
innerhalb beider Studiengruppen beobachtet. Es zeigten sich keine relevanten
luminalen Einengungen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede der
mechanischen  Belastbarkeit der Anastomosen zwischen  SIS-umhullten
Anastomosen und Standardanastomosen festgestellt werden. Die makroskopischen
Untersuchungen zeigten in beiden Untersuchungsgruppen keine intraabdominellen
Abszesse, Fisteln, oder Nekrosen entlang der Anastomose. Innerhalb der beiden
Versuchsgruppen konnten keine signifikanten Unterschiede im Uberleben der Tiere

gefunden werden. Mikroskopisch konnte eine gesteigerte Neovaskularisation sowie
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Einsprossung von Fibroblasten und Makrophagen in den Anastomosenbereich der
SIS-umhullten Anastomosen beobachtet werden. Weiterhin zeigten sich histologisch
Hinweise fur eine verbesserte Anastomosenheilung mit einem hoheren Anteil der
komplett mit Mukosa gedeckten Anastomosen sowie einer gesteigerten Quantitat
von Granulationsgewebe in der SIS-Gruppe, ohne allerdings ein signifikantes Niveau
zu erreichen.

Es konnte in dieser Arbeit, in einem mit dem Menschen anatomisch vergleichbaren
Modell gezeigt werden, dass es madglich und sicher ist, Kolonanastomosen mit SIS
zu umhullen, ohne dass es dabei zu schwerwiegenden Komplikationen im Sinne von
Anastomosenobstruktionen, intraabdominellen Abszessen oder der Ausbildung von

Lymphomen im Anastomosenbereich kommt.
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7. Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

% Prozent

Abb. Abbildung

Al Anastomosenindex

bFGF basic-Fibroblast-Growth-Factor
Bioscaffold biologisches Gerust

CEEA zirkulare End-zu-End Anastomose
Ch Charrier

cm Zentimeter

ECM Extrazellulare Matrix (Matrices)
E/E End-zu-End

et al. et alii

Fa. Firma

FGF-2 Fibroblast Growth Factor-2
GIT Gastrointestinal-Trakt

HE Hamatoxylin-Eosin

iV intravenos

IAD intraabdomineller Druck

kg Kilogramm

kgKG Kilogramm Korpergewicht

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mmHg Millimeter Quecksilbersaule
MMP Matrix-Metallproteinase

Mm Mikrometer

n Anzahl

NIH National Institutes of Health
Nr. Nummer

ns nicht signifikant

OP Operation
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PDGF
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porcin
p-Wert
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SEM
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TGF-1
TGF-B
TIMP
v.a
VEGF
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Streifen
Platelet-derived-growth-factor
Polyglycolsaure

vom Schwein stammend
Irrtumswahrscheinlichkeit
Umformung, Umbauvorgang
standard error of the mean

Small Intestinal Submucosa

Tabelle

Transforming Growth Factor-1
Transforming Growth Factor-R
Tissue-inhibitor-matrix-metalloproteinase
vor allem

Vascular-Endothelial Growth Factor
versus

zum Beispiel
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