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Zusammenfassung

Hintergrund: Abdominale Adhasionen entstehen vor allem durch Operationen. Sie
kénnen ernste Beschwerden auslésen, wie Dunndarmileus, Infertilitdt und chronische
Schmerzen. Eine allgemein anerkannte Prophylaxe und/oder Therapie existiert trotz
intensiver  Forschung nicht.  Steigende Lebenserwartung und erweiterte
Operationsindikationen verscharfen das Problem.

Ziel: Diese Studie soll zeigen, dass der Angiogeneseinhibitor Thalidomid postoperative
Verwachsungen im Tiermodell hemmt ohne die Wundheilung zu gefahrden.

Methoden: 40 New Zealand White Kaninchen wurden bei einem operativen Eingriff
einmalig intraperitoneal mit Thalidomid oder einem Placebo behandelt. Nach drei oder
sieben Tagen wurden die Tiere erneut operiert. Danach wurden Adhasionsbildung und
Angiogenese beurteilt. Von TNF-alpha, einem wichtigen Mediator fur Adhasionen,
wurden die Serumspiegel ermittelt. Die Wundheilung wurde durch visuelle Inspektion
sowie durch Bestimmung von Berstungsdruck und —stelle kontrolliert.

Ergebnisse: Thalidomid hemmt postoperative Adhasionen. In der Therapiegruppe
hatten 75 Prozent der Tiere keine und 25 Prozent minimale Adhasionen. In der
Kontrollgruppe dagegen traten bei knapp 50 Prozent der Tiere maRige oder dichte
Adhasionen auf. Drei Mechanismen scheinen fur die adhasionsinhibierende Wirkung
von Thalidomid verantwortlich zu sein: Hemmung der Angiogenese, Modulation der
Fibrinolyse und Reduzierung der Entzindungsreaktion. Das Operationsergebnis
gefahrdet Thalidomid nicht. Bei der Inspektion wiesen alle Kaninchen regelgerechte
Wundverhaltnisse auf. Die ermittelten Berstungsdricke und -stellen zeigten keine
signifikanten Unterschiede zwischen Therapie- und Kontrollgruppe.
Schlussfolgerungen: Wegen der entscheidenden Rolle der Angiogenese fur die
Wundheilung, aber auch wegen der teratogenen Effekte von Thalidomid, muss die
adhasionsinhibierende Wirkung von Thalidomid vor einem Kklinischen Einsatz in
weiteren Tierversuchen verifiziert werden. Uberpriift werden sollte dabei, ob neben den
drei diskutierten Mechanismen, weitere vor allem immunmodulatorische Prozesse die
Adhasionshemmung bewirken.

Schliisselworter:
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Abstract

Background: Abdominal adhesions mainly result from surgery. They can cause severe
trouble like small bowel obstruction, female infertility and chronic pain. A generally
recognised prevention and/or therapy does not exist despite intensive research.
Increasing life expectancy and a wider range of indications for operations make matters
worse.

Objective: The purpose of the study is to demonstrate that the angiogenesis inhibitor
thalidomide inhibits postsurgical adhesions in an animal model without impacting wound
healing.

Methods: 40 New Zealand White rabbits were treated once in an operation
intraperitoneal with either thalidomide or with a placebo. After three or seven days the
animals again underwent an operation. Thereafter the adhesions formation and
angiogenesis was assessed. The level of TNF-alpha, an important mediator for
adhesions, in blood was measured. The wound healing was controlled by visual
inspection and the determination of the bursting pressure und location.

Resuts: Thalidomid inhibits postsurgical adhesions. In the therapy sample 75 per cent
of the animals had no and 25 per cent had minimal adhesions. In the control sample
almost 50 per cent of the animals had moderate or dense adhesions. Three
mechamisms appear to be responsible for thalidomide to inhibit adhesions: the
inhibition of the angiogenesis, the modulation of the fibrinolysis and the reduction of the
inflammation. The result of the operation was not impacted by thalidomide. All rabbits
showed normal wound healing. The bursting pressure and location did not differ
significantly between the therapy and the control sample.

Conclusions: Because of the importance of the angiogenesis for wound healing as well
as the teratogenic effects of thalidomide, thalidomide must be further analysed in animal
tests before being applied in clinical practice. As part of this it should be examined
whether in addition to the three mechansims discussed, other proceeses, in particular
immune modulating processes contribute to inhibit adhesions.
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1 EINLEITUNG

1.1 Adhasionen

1.1.1 Einfuhrung

Abdominale Adhasionen sind pathologische, flachenhafte und/oder strangformige
bindegewebige Verwachsungen zwischen Organen und/oder Gewebeoberflachen im
Bauchraum. Sie treten vor allem nach Operationen auf, aber auch nach Infektionen,
selten sind sie angeboren.

Schon im 19. Jahrhundert entdeckten Chirurgen, dass Adhasionen bei sonst
erfolgreichen Operationen mit unauffalligem Heilungsverlauf zu lebensbedrohlichen
Komplikationen fihren kénnen. So beschrieb Bryant 1872 einen letalen Adhasionsileus
nach Ovarialzystektomie [1]. Als Ausléser von Adhasionen nannte 1889 von
Dembowski ,fremde Korper, Ligaturen mit den entsprechenden Schnurstlicken® und
erkannte damit die ursachliche Rolle von Fremdkoérpern und Ischamie fir peritoneale
Verwachsungen [2]. Der Chirurg Payr verwies bereits auf den Zusammenhang
zwischen Adhasionen und Fibrinolyse sowie die Bedeutung der ersten 48 Stunden.
Darlber hinaus betonte er, dass die operativ gesetzten Serosaschaden vor allem am
Peritoneum erheblicher sind als vermutet und dass die rasant steigende Zahl
bauchchirurgischer Eingriffe das Problem Verwachsungen enorm verscharfen. In einer
Publikation von 1924 heil’t es dazu: ,Falls es uns nicht gelingt, vorbeugend tatsachlich
etwas Positives zu leisten, wird die Plage immer offenkundiger werden® [3]. Neuere,
postmortale Untersuchungen ergaben, dass 67 Prozent der abdominal operierten
Patienten Adhasionen entwickelt hatten und 28 Prozent ohne chirurgische Intervention,
vorangegangen war hier meist eine intraabdominelle Infektion [4, 5, 6].

In der Regel I6sen Adhasionen allenfalls leichte Beschwerden aus, teilweise fihren sie

jedoch zu ernsten Problemen, wie Duinndarmileus, Infertilitdt und chronische
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Schmerzen. Immerhin sind Adhasionen Anlass flr etwa 3 Prozent aller Laparotomien
[7]. Zudem verursachen sie inzwischen erhebliche Kosten. Allein fir Adhasiolysen
wurden zum Beispiel 1994 in den USA rund 1,3 Milliarden Dollar aufgewendet [8].

Die am meisten gefirchtete Folge von Adhasionen ist der Dinndarmileus. Vor dem Il
Weltkrieg (und heute noch in Entwicklungslandern) sorgten vor allem inkarzerierte
Hernien flr Darmverschlisse. Inzwischen werden (hierzulande) Bauchwandbriche
meist chirurgisch versorgt, bevor sich Komplikationen zeigen. Deshalb haben ihnen
Verwachsungen den Rang abgelaufen und sind nun in bis zu 75 Prozent der Falle die
auslésende Ursache. Bei 10 bis 24 Prozent der Patienten tritt der Adhasionsileus erst
mehr als 20 Jahre nach dem Primarereignis auf. Appendektomien (40 Prozent) und
gynakologische Operationen (30 Prozent) sind wegen ihrer relativen und absoluten

Haufigkeit dabei typische Anamnesen [9].

1.1.2 Pathophysiologie

Abgesehen von seltenen angeborenen Fallen entstehen Adhasionen vor allem nach

Operationen und/oder Infektionen. Folgende Faktoren kdnnen sie initiieren [9, 10]:

mechanische Verletzung der Serosa (zum Beispiel Laparotomie, Trauma);

e Fremdkorper (beabsichtigt: zum Beispiel Nahtmaterial, Netze, unbeabsichtigt: zum

Beispiel Handschuhpartikel, Tupfer);

e physikalische (zum Beispiel Warme und Austrocknung durch Operationslampen)

und chemische (zum Beispiel Insufflationsgas) Noxen;

e Entzindung und Ischamie (mit Operation: zum Beispiel durch Ligaturen und
Koagulation,ohne Operation: zum Beispiel durch Infektionen und

Perfusionsstdrungen).



Diese Faktoren schadigen das Gewebe, vor allem die empfindlichen Mesothelzellen.
Freigesetzte Mediatoren, wie Serotonin, Bradikinin, Histamin und Prostaglandin,
erhdhen die GefalRpermeabilitdit und ein sero-fibrindses Exsudat gelangt in die
Bauchhohle (maximale Exsudation nach 24 Stunden, Resorption innerhalb von 5
Tagen). Gewebsthrombokinasen wandeln Fibrinogen in Fibrin um (erstes Fibrin nach 10
Minuten nachweisbar), Verklebungen entstehen.

Bei normaler fibrinolytischer Aktivitat 16st das aus Plasminogen durch Gewebsplasmin
Aktivator (tPA) gebildete Plasmin die Verklebungen und die Lasion heilt
verwachsungsfrei aus. Gewebeschaden reduzieren jedoch gewdhnlich die lokale
fibrinolytische Aktivitat. Getriggert durch die posttraumatisch erhdhte Konzentration der
inflammatorischen Zytokine Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-alpha) und Interleukine
(IL-1, IL-6) wird vermehrt Plasminogen Aktivator Inhibitor (PAI; gemeint ist hier und im
folgenden Text PAI-1) vom Mesothel synthetisiert. Die Verklebungen kénnen nicht oder
nur unzureichend geldst werden. Ein Fibrinnetz entsteht, das bereits nach 3 Stunden so
fest ist, dass eine Trennung nur noch mit Mesotheldefekten mdglich ist. Es bildet die
Leitstruktur  fir einwandernde Fibroblasten, Granulozyten, Monozyten und
einsprossende Kapillaren. Fortschreitende Kollagensynthese und bindegewebige
Organisation fuhren schlielllich zu permanenten Adhasionen. Abgeschlossen ist dieser
Prozess nach etwa 10 Tagen, dann beginnt der narbige Umbau [7, 9, 10, 11, 12].

Abbildung 1 fasst die Pathophysiologie schematisch zusammen.
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1.1.3 Prophylaxe

Die Adhasiolyse, als Therapie der Wahl, wird wegen der Gefahr neuer Verwachsungen
und der extrem hohen Rezidivraten meist nur zur Behandlung von Komplikationen
eingesetzt. Im Vordergrund steht die Prophylaxe. In Uber 100 Jahren intensiver
Forschung ist Uber viele Methoden und Substanzen berichtet worden, keine konnte sich
bisher als allgemein anerkannte klinische Routine durchsetzen. Folgend der

Pathophysiologie sind die wichtigsten Ansatze:

1.1.3.a Gewebeschadigung reduzieren

Atraumatische und minimal-invasive (laparoskopische) Operationstechniken verletzen
die Serosa weniger und verkleinern die Pradilektionsstellen fur Adhasionen. Erwarmte
und befeuchtete Insufflationsgase vermindern die Reizung des Gewebes. Zudem treten
nach laparoskopischen Adhasiolysen seltener neue Verwachsungen und/oder Rezidive
auf als nach konventionellen [9, 13, 14]. Fremdkorper provozieren Adhasionen, lassen
sich jedoch nicht voéllig vermeiden, aber verringern. So verhindern puderfreie
Handschuhe die Kontamination der Bauchhohle mit Starkepuder. Sorgsamer Umgang
mit  Tupfern und Tlchern sowie Schutz vor Austrocknung dezimieren
Peritoneallasionen. Entzindungen und Ischamie kdénnen zum Beispiel durch streng
aseptisches Vorgehen und konsequente Behandlung von Infektionen sowie Verzicht auf

die Peritonealnaht limitiert werden [9, 15].

1.1.3.b Verklebung benachbarter Serosaflachen vermeiden

Hyaluronsaurederivate beispielsweise, wie Seprafilm® und Intergel®, bilden eine
physische Adhasionsbarriere. Sie trennen die betroffenen Gewebeschichten in der
kritischen Heilungsphase. Seprafilm® zum Beispiel verbleibt 7 Tage am Applikationsort

und ist nach 28 Tagen vollstandig abgebaut und ausgeschieden. Studien belegen, dass
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Seprafilm® und Intergel® die Adhasionsbildung deutlich reduzieren. Allerdings wurde
auch berichtet, dass Seprafim® vermehrt zu postoperativen Entziindungen und
aulerdem zu Fremdkérperreaktionen fiihrt. Intergel® musste inzwischen u. a. wegen
spat auftretender postoperativer Schmerzen und Fremdkorperreaktionen vom Markt

genommen werden [9, 16, 17, 18, 19, 20].

1.1.3.c Fibrinolytische Aktivitat steigern

Antikoagulantien, wie Heparin, oder Fibrinolytika, wie Plasminogen Aktivator,
Streptokinase und Urokinase, greifen direkt in die Fibrinolyse ein. Sie kénnen zwar
Verwachsungen reduzieren, erhdhen aber gleichzeitig das Risiko postoperativer
Blutungen und Heilungsstérungen, deshalb haben sie sich als Prophylaxe in der Klinik

nicht etabliert [11, 21, 22].

1.1.3.d Bindegewebige Organisation behindern

Kortikosteroide, wie Dexamethason, und nichtsteroidale Antirheumatika, wie Ibuprofen,
hemmen die Proliferation des Bindegewebes und damit die Bildung fibroser
(irreversibler) Adhasionen. Sie fuhren aber auch zu Immunsuppression und
Wundheilungsstoérungen (Kortikosteroide) sowie Schleimhautschaden (nichtsteroidale
Antirheumatika) und haben sich darum nicht durchgesetzt [23].

Aussichtsreicher kdonnten Versuche sein, in der pathophysiologischen ,Endstrecke®,

statt Fibrinolyse oder Bindegewebsorganisation, die Angiogenese zu beeinflussen.
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1.2 Angiogenese

Die Angiogenese ist das Aussprossen von Kapillaren aus bereits vorhandenen
GefalRen. Sie wird durch ein Ungleichgewicht zwischen pro- und antiangiogenetischen
Zytokinen, den so genannten angiogenic switch, gestartet. Die wichtigsten Stimulatoren
scheinen dabei vascular endothelial growth factor (VEGF) und basic fibroblast growth
factor (bFGF) zu sein. Sie aktivieren Uber Tyrosinkinase-Rezeptoren Endothelzellen.
Aulerdem erhoht sich die Gefallpermeabilitat und Plasmaproteine treten aus. Sie
bewirken, dass die Endothelzellen proteolytische Enzyme, Matrixmetalloproteasen
(MMP), produzieren, proliferieren und migrieren. Es entstehen primitive tubulare
Strukturen, die sich spater zu Kapillaren umformen.

Die Inhibitoren sind vorwiegend proteolytische Spaltprodukte von Proteinen, die selbst
die Angiogenese nicht beeinflussen. Sie gehdren meist zur extrazellularen Matrix, wie
Kollagen XVIII und Thrombospondin, oder zum Gerinnungssystem, wie Antithrombin |l
und Plasminogen. Die dazugehodrigen antiangiogenetischen Substanzen sind:
Endostatin, Thrombospondinfragment, Antithrombinfragment und Angiostatin [24, 25].
Neben diesen endogenen Inhibitoren gibt es zahlreiche exogene. Zu den potentesten

Angiogenesehemmern zahlt der Wirkstoff Thalidomid.
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1.3 Thalidomid

1.3.1 Einfihrung

Thalidomid (Contergan®) wurde urspriinglich als Sedativum erstmals 1954 vom
Chemiker Kunz synthetisiert (Grinenthal AG, Aachen, Deutschland). Das Medikament
war in Deutschland weit verbreitet, bis es im November 1961 wegen seiner teratogenen
Nebenwirkungen vom Markt genommen werden musste.

Biochemisch betrachtet ist Thalidomid ein 2-(2,6-Dioxo-3-Piperidinyl)-Isoindol-1,3-Dion,
das in Vollblut mit einer Halbwertszeit von 2,25 Stunden in ein rechts- und ein
linksdrehendes Enantiomer razematisiert und zu etwa gleichen Teilen Uber Niere und
Leber ausgeschieden wird. Das Medikament ist oral verabreicht gut vertraglich und

weist eine hohe Bioverflgbarkeit auf [26, 27, 28].

1.3.2 Wirkungen

Die vielfaltigen Wirkungen von Thalidomid sind trotz intensiver Forschung noch nicht
ganz geklart [29, 30]. Die wichtigsten bisher bekannten immunmodulatorischen,

antiangiogenetischen und antiinflammatorischen Eigenschaften nennt Abbildung 2.

= |nhibition der Th F-alpha Produktion won Makrophagen und Monozyten

» Beschleunigter Abbau von T F-alpha mRNA

= Modulation der TMF-alpha induzierten Dichte won Adhasionsmolekilen auf Leukozyten
= |nhibition der Chemotaxis von Leukozyten

* Blockade von YEGF und bFGF

= |[nhibition der IL-6 und 1L-12 Produktion won Monozyten

= Stimulierung der IL-4 und IL-5 Produktion von mononuklearen Zellen

= |nhibition der Phagozytose won poksmarphkernigen Granulozyten und Monozyten

Abb. 2: Wirkungen von Thalidomid
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TNF-alpha, ein immunmodulatorisches, inflammatorisches und proangiogenetisches
Zytokin, wird vor allem von Makrophagen und Monozyten produziert. Thalidomid hemmt
die TNF-alpha Produktion zum Beispiel von Alveolarmakrophagen bei Patienten mit
Tuberkulose, Sarkoidose, Bronchialkarzinom, chronischer Bronchitis oder Pneumonie
sowie dosis- und/oder enantiomerabhangig von humanen Monozyten [31, 32, 33]. Die
TNF-alpha Produktion wird zudem behindert, weil Thalidomid die Halbwertszeit der
TNF-alpha mRNA reduziert [34]. Bei Leukozyten moduliert Thalidomid die TNF-alpha
induzierte Dichte von Adhasionsmolekilen und beeintrachtigt inre Chemotaxis [35, 36].
Die proangiogenetischen Zytokine VEGF und bFGF werden von Thalidomid blockiert,
der genaue Mechanismus ist bisher nicht geklart [37]. Interleukine beeinflusst
Thalidomid unterschiedlich. Es inhibiert die Produktion von IL-6 und IL-12 und stimuliert
die Produktion von IL-4 und IL-5 [38, 39, 40]. AuRBerdem bremst Thalidomid die

Phagozytose von polymorphkernigen Granulozyten und Monozyten [41].

1.3.3 Nebenwirkungen

Hier sind vor allem die teratogenen Effekte von Thalidomid zu nennen, wie Phokomelie
und Dysmelie der Extremitaten, Duodenalatresien, Osophagusfisteln,
Neuralrohrdeformationen, Mikroophthalmie, Ohrmissbildungen und
Mittellinienhamangiome [42, 43, 44].

Darlber hinaus kam es zu peripheren Neuropathien (je nach Quelle bei 1 bis 70
Prozent). Klinisch manifestierten sie sich in symmetrischen, schmerzhaften
Parasthesien an Handen und Fussen oft kombiniert mit einem Sensibilitatsverlust in den
Oberschenkeln. Zwischen dem Auftreten der Neuropathie und der Dosis sowie Lange
der Thalidomidtherapie war kein Zusammenhang nachweisbar. Allerdings fiel auf, dass
Frauen und altere Patienten (> 70 Jahre) haufiger betroffen waren. Diese

Nebenwirkung zu beurteilen fallt schwer, weil die meisten Daten aus retrospektiven
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Studien mit sehr inhomogenen Patientengruppen stammen, haufig Krankheiten
untersucht wurden, die selbst eine periphere Neuropathie hervorrufen kénnen (zum
Beispiel Lepra oder Aids) und weil Thalidomid oft mit neuropathisch wirksamen
Medikamenten verabreicht wurde (zum Beispiel Zytostatika). Zudem variierten die
Untersuchungsmethoden von lediglich klinischer Einschatzung und Patientenangaben
bis zu regelmaRigen Nervenleitgeschwindigkeitsmessungen und intensivem
neurophysiologischen Monitoring [45, 46, 47].

Weitere Nebenwirkungen waren Obstipation (10 bis 30 Prozent) und passagere

Hautrétungen (2 bis 10 Prozent) [47].
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1.4 Zusammenfassung

Abdominale Adhasionen entstehen vor allem durch Operationen und Infektionen. Sie
konnen ernste Beschwerden auslosen, wie Dunndarmileus, Infertilitat und chronische
Schmerzen. Eine allgemein anerkannte Prophylaxe und/oder Therapie existiert trotz
intensiver Forschung noch nicht. Steigende Lebenserwartung und erweiterte
Operationsindikationen verscharfen das Problem zusatzlich.

Ein aussichtsreicher Ansatz fur die Prophylaxe konnte die Inhibition der Angiogenese
sein. Damit wurde der pathophysiologische Ablauf unterbrochen und die Bildung
irreversibler Adhasionen verhindert.

Ein potenter Angiogenesehemmer ist der Wirkstoff Thalidomid. Es blockiert die
Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF, hemmt das Zytokin TNF-alpha, moduliert bei
Leukozyten die Dichte der Adhasionsmolekule und beeintrachtigt ihnre Chemotaxis.
Diese Arbeit untersuchte, wie Thalidomid auf die Adhasionsbildung wirkt. Da nicht
geklart ist, wie die Substanz Wundheilung und Blutgerinnung beeinflusst, musste vor
einem klinischen Einsatz die intraperitoneale (i. p.) Applikation im Tiermodell Uberpruft
werden. Ein daflr etabliertes Versuchstier ist das Kaninchen [26]. In dieser Studie
wurden 40 New Zealand White Kaninchen bei einem standardisierten operativen

Eingriff geblindet i. p. mit Thalidomid oder einem Placebo behandelt.

e HO: Thalidomid hemmt nach Zékumresektion und Reanastomosierung i. p. appliziert

postoperative Adhasionen im Kaninchenmodell nicht.

e H1: Thalidomid hemmt nach Zokumresektion und Reanastomosierung i. p. appliziert

postoperative Adhasionen im Kaninchenmodell.
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Die Adhasionsbildung wurde mit einem klinischen Adhasionsscore beurteilt
(Hauptzielkriterium) und die Angiogenese mit einem immunhistochemischen
Angiogenesescore. Von TNF-alpha, einem wichtigen Mediator fir Adhasionen, wurden
die Serumspiegel ermittelt (Nebenzielkriterien).

Wundheilung und Blutgerinnung wurden durch visuelle Inspektion (Entzindungszeichen
im Resektionsgebiet, Ischamie und Insuffizienz der Darmnaht), die Messung des
Berstungsdrucks der Anastomosenpraparate, die Klassifizierung der Berstungsstelle
sowie durch die laborchemische Bestimmung der Fibrinolyseparameter tPA und PAI in

Peritonealbiopsien kontrolliert (Nebenzielkriterien).
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Operation und Betreuung

2.1.1 Einfuhrung

Nachdem das Landesamt fur Gesundheitsschutz und technische Sicherheit des Senats
von Berlin das Versuchsvorhaben (Protokoll Nr. Reg 0201/00) genehmigt hatte, lieferte
die Charles River Wiga Deutschland GmbH insgesamt 40 New Zealand White
Kaninchen, alle weiblich, 2 bis 3 Monate alt und durchschnittlich knapp 2 kg schwer. Sie
wurden in der Tierexperimentellen Abteilung der Klinik flr Allgemein-, Visceral-, Gefal3-
und Thoraxchirurgie der Charité, Campus Mitte, unter Standardbedingungen gehalten

und nach einer Eingewohnungsphase von jeweils einer Woche operiert.

2.1.2 Ablauf

Betdubt wurden die Kaninchen mit einer intramuskularen (i. m.) Injektion von Ketanest®
und Rompun® (Ketaminhydrochlorid, 50 mg/kg KG, Hoechst AG, Frankfurt/Main,
Deutschland; Xylazin 5 mg/kg KG, Bernburg AG, Bernburg, Deutschland). In
Ruckenlage wurden sie dann mit Betaisodona desinfiziert, steril abgedeckt und Uber
eine 5 cm lange Mittellinieninzision laparotomiert. Operiert wurde mit puderfreien Latex-
Handschuhen (Gammex®PF, Ansell GmbH, Miinchen, Deutschland). Alle Tiere hatten
praoperativ einen adhasionsfreien Bauchraum. Das Zékum wurde mobilisiert und das
Mesenterium auf einer Lange von 2 cm disseziert, danach wurde eine Peritonealbiopsie
entnommen (Peritonealstanze, Baxter Deutschland GmbH, Heidelberg, Deutschland).
Die Proben wurden sofort gewogen, mit NaCl in einem Eppendorfréhrchen eingefroren
und bei — 70 °C gelagert. Anschlielliend wurden 2 cm des Zokums reseziert und mit
einer fortlaufenden zweireihigen Naht in End-zu-End-Technik mit 5-0 PDS® (Ethicon,

Norderstedt, Deutschland) reanastomosiert. Es folgte eine weitere Peritonealbiopsie.
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Vor dem Laparotomieverschluss wurden die Tiere in 4 Gruppen a 10 Tiere randomisiert.
Die Gruppen 1 und 2 erhielten eine i. p. Injektion von 200 mg/kg KG Thalidomid gel6st
in 10 ml Carboxymethylzellulose (CMZ) (Thalidomid und CMZ, Grunenthal AG, Aachen,
Deutschland). Die Dosis von Thalidomid wurde gewahlt, weil in tierexperimentellen
Studien wirksame Serumspiegel bei Kaninchen nach einer i. p. Applikation von
mindestens 187 mg/kg KG nachweisbar waren [33]. Die Gruppen 3 und 4 wurden mit
10 ml CMZ i. p. behandelt. Die Gabe der Versuchsmedikation erfolgte geblindet.
Danach bekamen alle Tiere einmalig ein Antibiotikum (0,5 g Unacid®; Ampicillin und
Sulbactam, Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Verschlossen wurde das Abdomen
durch fortlaufende 2-0 PDS® Fasziennaht, 4-0 Vicryl® Subkutannaht und 4-0 Ethibond®
Einzelknopfhautnahte (Ethicon, Norderstedt, Deutschland).

Die Kaninchen wurden taglich Gberwacht. Dabei wurden u. a. der Aktivitatsstatus und
das Fressverhalten beurteilt sowie die Kérpertemperatur und das Gewicht gemessen.
Um das Blutbild zu kontrollieren, wurde allen Tieren am Operationstag pra- und
postoperativ, am 3. postoperativen Tag und den Gruppen 2 und 4 zudem am 7.
postoperativen Tag Blut abgenommen.

Die Tiere der Gruppen 1 und 3 wurden am 3., die Tiere der Gruppen 2 und 4 am 7.
postoperativen Tag erneut, wie oben beschrieben, narkotisiert und laparotomiert. Die
Zeitpunkte wurden gewahlt, weil am 3. Tag bereits erste primitive Gefallstrukturen
entstanden sind [48] und weil eine schwerwiegende Komplikation zwischen dem 5. und
7. Tag die Nahtinsuffizienz ist.

Zwei geblindete Untersucher (Dr. Julian Mall und Dr. Christian Pollmann, beide
Mitarbeiter der Klinik fir Allgemein-, Visceral-, Gefal3- und Thoraxchirurgie der Charité,

Campus Mitte) beurteilten unabhangig voneinander die Bildung von Adhasionen. Sie
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verwendeten dabei den von Tyrell et al. beschriebenen Score — einen etablierten

Bewertungsmalstab fir Adhasionen im Kaninchenmodell, siehe 3 [49].

Gradd keine Adhdsionen

Grad 1 Minimale Adhasionen, die sich stumpf leicht van der Serosa trennen lassen

Grad 2 hatige Adhasionen, die sich stumpf scher von der Serosa trennen lassen

Grad 3 Dichte Adhdsionen, die sich nur scharf von der Serosa trennen lassen

Abb. 3: Adhasionsscore nach Tyrell et al.

Aulerdem untersuchten sie das Resektionsgebiet nach Entzindungszeichen sowie die
Darmnaht nach Ischamie und Insuffizienz. Danach wurde, in gleicher Technik wie oben
beschrieben, eine weitere Peritonealbiopsie enthommen, dann das Zokum komplett
mobilisert, ein 10 cm langer Teil des Kolon ascendens mit der Anastomose in der Mitte
reseziert und in Ringerlosung gelagert. Die Tiere wurden anschliellend durch eine
intravendse hypertone Kaliumchloridinjektion schmerzlos getotet.

Abbildung 4 zeigt den Versuchsablauf schematisch:
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40 New Fealand White Kaninchen

Zokumresektion, Reanast omosierung und Peritonealbiopsien
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3. postoperativer Tag 7. postoperativer Tag

. .

Untersuchung: Adhasionshildung und Entziindungszeichen im Resektionsgehiet,

Ischamie und Insuffizienz der Darmnaht, Berstungsdmick und —stelle sowie Angiogenese
der Anastomosenpraparate, tPA und PAI in Peritonealbiopsien, THF -alpha im Serum

Abb. 4: Versuchsablauf



2.2 Messung des Berstungsdrucks und Klassifizierung der Berstungsstelle
Als klinisch relevant galten Berstungsdruckunterschiede von mindestens 25 mmHg. Die
Fallzahlschatzung ergab, dass dann pro Untersuchungsgruppe 10 Tiere nétig sind.

Der Berstungsdruck wurde gemessen, indem an einem Ende des Darmresektats ein
Fallungskatheter eingefuhrt und mit einer Tabaksbeutelnaht flussigkeits- und gasdicht
fixiert wurde. Am anderen Ende wurde ein Druckabnehmer (arterieller
Druckmessungskatheter, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in gleicher
Weise angebracht, mit einem computergestutzten Monitorsystem verbunden (Sirecust,
Siemens AG, Munchen, Deutschland) und alle 0,5 Sekunden der intraluminale Druck
gemessen. Das Darmresektat wurde zunachst manuell mit 100 ml Ringerlosung (Baxter
Deutschland GmbH, Heidelberg, Deutschland) geflllt. Danach wurde eine Rollerpumpe
angeschlossen. Kontinuierlich wurden 50 ml pro 5 Minuten Ringerlosung bis zum
Bersten des Resektats infundiert. Der Berstungsdruck wurde ermittelt und die
Berstungsstelle als in der Anastomose, anastomosennah oder anastomosenfern
klassifiziert. Danach wurde die Anastomose aus dem Kolonresektat herausgelost, in

Formalin fixiert und immunhistochemisch aufbereitet.
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2.3 Immunhistochemische Aufarbeitung der Anastomosenpraparate

Die Praparate wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Pathologie der Charité,
Campus Mitte, (Direktor: Prof. Dr. Manfred Dietel) nach der von Saclarides et al.
beschriebenen capillary-gap Technik aufbereitet [50]. Dafur wurden die formalin-
fixierten Anastomosen zunachst zerteilt und Paraffinblocke hergestellt. Mit dem
Mikrotom wurden die Blocke in 4 ym dunne Schichten geschnitten und nach der
Streptavidin-Biotin-Methode weiterverarbeitet. Auf einem Objekttrager wurden die
Praparate fur die hitzeinduzierte Epitopdarstellung 24 Stunden bei 60 °C inkubiert,
anschlieend in Xylen deparaffinisiert und rehydriert sowie mit Zitratpuffer versetzt.
Dann wurden sie 10 Minuten bei Raumtemperatur in Proteinase K-Enzymlosung (1:40
in Tris-Puffer; DakoCytomation GmbH, Hamburg, Deutschland) inkubiert, danach 5
Minuten bei Raumtemperatur in Ziegenserum (BioTek Solutions, Inc., Santa Barbara,
USA). Dann wurde der primare Antikorper (CD 31 polyklonale Antikorper, 1:800 in PBS;
DakoCytomation GmbH, Hamburg Deutschland) fur 25 Minuten bei Raumtemperatur
dazugegeben und danach der sekundare (biotynilierte) Antikorper ebenfalls fur 25
Minuten bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde mit 3prozentiger H202 gestoppt und
anschlieRend 25 Minuten lang Avidin-Biotin-Merettich-Peroxidase hinzugegeben.
Gefarbt wurden die Praparate dann dreimal jeweils 5 Minuten mit Di-Amino-Benzidin
und 1 Minute mit Hamatoxylin. Mit graduierter Alkoholldsung wurden sie dehydriert, mit
Xylen ausgewaschen und mit Deckglaschen zugedeckt. Bei allen Farbungen wurden
Positiv- und Negativkontrollen durchgefihrt.

Der Angiogenesescore (AS) wurde nach der von Saclarides et al. beschriebenen
Methode ermittelt [50]. Zwei geblindete Untersucher mikroskopierten unabhangig
voneinander die gefarbten Schnitte. In jedem Praparat wurden unter 200facher

Vergroflerung die Gefalle in sechs 1 cm2 groRen Feldern ausgezahlt und der Mittelwert

24



berechnet. Zwei Felder lagen dabei in der Anastomose und vier anastomosenfern. Um
einen AS-Referenzwert zu ermitteln, wurden 10 zusatzliche Kaninchendarmpraparate in

gleicher Weise aufgearbeitet und untersucht.
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2.4 Messung von Gewebsplasmin Aktivator (tPA) und Plasminogen
Aktivator Inhibitor (PAI)

Die Fibrinolyseparameter tPA und PAIl wurden in Peritonealbiopsien bestimmt. Pro
Kaninchen wurden drei Proben ausgewertet: Beim primaren Eingriff wurde eine Probe
nach Dissektion des Mesenteriums enthommen und eine weitere vor i. p. Applikation
von Thalidomid beziehungsweise CMZ. Die dritte Probe wurde bei der Relaparotomie
am 3. postoperativen Tag (Gruppen 1 und 3) beziehungsweise am 7. postoperativen
Tag (Gruppen 2 und 4) entnommen. Die Proben wurden gewogen, mit NaCl in einem
Eppendorfréhrchen eingefroren und bei — 70 °C gelagert.

Vor der weiteren Untersuchung wurden die Peritonealbiopsien homogenisiert. Daflr
wurden sie aufgetaut, abgetupft, mit Homogenisierungspuffer (PBS mit NaCl 0,5 mol/l
und Triton-X-100-Lésung 0,01 %, 1 ml Puffer auf 40 mg Nassgewebe; PBS, Gibco®,
Invitrogen Ltd., Paisley, Vereinigtes Konigreich; Triton, Ferak Berlin GmbH, Berlin,
Deutschland) versetzt und mit einem Homogenisierungsgerat (Heidoph REAX 2000,
Heidoph Elektro GmbH & Co. KG, Kehlheim, Deutschland) mit 900 Schlagen pro Minute
zerkleinert. Das Homogenisat wurde mit 10.000 Umdrehungen pro Minute fur 20
Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert, wieder eingefroren

und bei — 70 °C gelagert.
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2.4.1 Aktivitat von tPA und PAI

Die Aktivitat von tPA und PAIl wurde mit dem chromogenen Test Spectrolyse® (fibrin)

bestimmt (Produkt # 101101, American Diagnostica GmbH, Pfungstadt, Deutschland).

2.4.1.a Aktivitat von tPA

Die Proben wurden mit chromogenem Glu-Plasminogen und Fribrin versetzt. In
Anwesenheit von Fibrin wandelt tPA Plasminogen in Plasmin um. Plasmin spaltet das
chromogene Substrat. Der entstehende Farbstoff ist quantitativ proportional zur tPA-
Aktivitat.

Die wichtigsten Arbeitsschritte: Die Proben wurden 1:2 mit 1,0 mol/l Acetat stabilisiert
und 1:41 mit 0,15 mol/l NaCl verdunnt (auf 50 pl Probe/Acetat 2 ml NaCl). PAlfreies
Plasma wurde 1:1 mit 1,0 mol/l Acetat (auf 300 ul PAlfreies Plasma 300 pl Acetat)
angesauert und 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. FUr die Kalibrationskurve wurden dann
folgende tPA-Standards hergestellt: 0; 0,1; 0,3; 0,5; 1; 1,5; 2 und 3 IU/ml tPA.

Auf die Mikrotiterplatte wurden jeweils 20 pl Probe beziehungsweise tPA-Standard und
200 pl Plasminogen Aktivator Reagenz pipettiert und 15 Minuten bei 2 bis 8 °C gekuhilt.
Dann wurden 10 pl Desafib®-X (Fibrin 1) hinzugegeben, die Platte 19 Stunden bei 37 °C
inkubiert und danach die Reaktion mit jeweils 25 ul Stop/fibrin angehalten. Die Farbung
wurde bei 405 nm (Farbreaktion) und 492 nm (Eigenfarbung der Probe) bestimmt
(Reader 530, Organon Teknika N.V., Turnhout, Belgien). Aus der Differenz (Wert bei
405 nm minus Wert bei 492 nm) wurde mit der Kalibrationskurve die tPA-Aktivitat

ermittelt. Alle Proben wurden doppelt gemessen und dann die Mittelwerte berechnet.
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2.4.1.b Aktivitat von PAI

Die Aktivitat von PAI wurde indirekt Uber die tPA-Restaktivitat bestimmt. Die Proben
wurden mit einem tPA-Uberschuss versetzt, dieser reagiert mit dem PAIl der Probe.
Dann wurde die tPA-Restaktivitat gemessen. Die PAI-Aktivitat ergab sich als Differenz
aus tPA-Uberschuss minus tPA-Restaktivitit minus tPA-Aktivitdt (wie unter Punkt
2.4.1.a) ermittelt).

Die wichtigsten Arbeitsschritte: Zu 25 ul Probe wurden 25 ul 40 IU/ml tPA (tPA-
Uberschuss) gegeben. Dann wurden der 40 PAl-Standard (25 pl PAlfreies Plasma und
25 pl Tris-Puffer) und der 0 PAI-Standard (25 ul PAlfreies Plasma und 25 pl 40 1U/ml
tPA) gemischt und zusammen mit den vorbereiteten Proben 20 Minuten bei
Zimmertemperatur inkubiert. Danach wurden die Proben und Standards mit 50 pl 1,0
mol/l Acetat angesauert, 20 Minuten bei 37 °C inkubiert und jeweils 2 ml 0,15 mol/l
NaCl hinzugegeben. Fur die Kalibrationskurve wurden dann folgende PAI-Standards
hergestellt: 0, 5, 10, 20, 30 und 40 U/ml PAI.

Auf die Mikrotiterplatte wurden jeweils 20 pl Probe beziehungsweise PAI-Standard und
200 pl Plasminogen Aktivator Reagenz pipettiert und 15 Minuten bei 2 bis 8 °C gekuhilt.
Dann wurden 10 pl Desafib®-X (Fibrin 1) hinzugegeben, die Platte 135 Minuten bei 37
°C inkubiert und danach die Reaktion mit jeweils 25 ul Stop/fibrin angehalten. Die
Farbung wurde bei 405 nm (Farbreaktion) und 492 nm (Eigenfarbung der Probe)
bestimmt (Reader 530, Organon Teknika N.V., Turnhout, Belgien). Aus der Differenz
(Wert bei 405 nm minus Wert bei 492 nm) wurde mit der Kalibrationskurve die tPA-
Restaktivitat ermittelt. Die PAI-Aktivitét ergab sich als Differenz aus tPA-Uberschuss
minus tPA-Restaktivitat minus tPA-Aktivitat. Alle Proben wurden doppelt gemessen und

dann die Mittelwerte berechnet.
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2.4.2 Konzentration von tPA und PAI

2.4.2.a Konzentration von tPA

Die Konzentration von tPA wurde mit Imubind® Gesamt-tPA ELISA gemessen, ein Test,
der auf dem Doppel-Antikdrper-Prinzip beruht (Produkt # 860, American Diagnostica
GmbH, Pfungstadt, Deutschland).

Die wichtigsten Arbeitsschritte: tPAfreies Plasma und tPA-Antigen wurden in jeweils 500
Ml Aqua gelost. Fur die Kalibrationskurve wurden dann folgende tPA-Standards
hergestellt: 0, 5, 10, 20 und 30 ng/ml tPA.

Auf die Mikrotiterplatte, die mit Ziege anti-tPA 1gG beschichtet war und Ziege-Normal
IgG sowie Indikatorfarbstoff enthielt, wurden jeweils 20 ul Probe beziehungsweise tPA-
Standard und 50 pl PET-Puffer (Puffer-Konzentrat aus Phosphat, NaCl, EDTA und
Tween-20 geldst in 1 | Aqua) pipettiert und 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 600
Umdrehungen pro Minute geschuittelt (Celloshaker Variospeed, Renner GmbH,
Darmstadt, Deutschland). Dann wurden jeweils 50 yl Konjugat (Peroxidase-markierte
anti-tPA Fab-Fragmente geldst in 7 ml PET-Puffer) hinzugegeben und 15 Minuten bei
Raumtemperatur mit 600 Umdrehungen pro Minute geschittelt. Die Mikrotiterplatte
wurde anschlief3end viermal mit PET-Puffer gewaschen und die Reste ausgeschlagen.
Danach wurden jeweils 100 pl Peroxidase-Substrat-Gemisch (1,2 Ortho-
Phenylendiamin Dihydrochlorid 30 Minuten vor Verwendung geldst in 10 ml Aqua und
2ml  0,15prozentigem Hydrogenperoxid) hinzugegeben und 15 Minuten bei
Raumtemperatur mit 600 Umdrehungen pro Minute geschuttelt. Die Reaktion wurde
dann mit jeweils 100 pl 1,5 M Schwefelsaure gestoppt und die Platte 10 Minuten im
Dunkeln inkubiert. Die Farbung wurde innerhalb von 2 Stunden bei 492 nm gegen Luft

bestimmt (Reader 530, Organon Teknika N.V., Turnhout, Belgien). Mit der
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Kalibrationskurve wurde die tPA-Konzentration ermittelt. Alle Proben wurden doppelt

gemessen und dann die Mittelwerte berechnet.

2.4.2.b Konzentration von PAI

Die Konzentration von PAIl wurde mit Imubind® Plasma PAI-1 ELISA gemessen, ein
Test, der auf dem Doppel-Antikdrper-Prinzip beruht (Produkt # 822, American
Diagnostica GmbH, Pfungstadt, Deutschland).

Die wichtigsten Arbeitsschritte: PAlfreies Plasma und PAI-Standard 50 ng/ml wurden in
jeweils 500 pl Aqua gelost. Fur die Kalibrationskurve wurden dann folgende PAI-
Standards hergestellt: 0; 6,25; 12,5; 25 und 50 ng/ml PAL.

Auf die Mikrotiterplatte, die mit Maus anti-PAl IgG beschichtet war, wurden jeweils 20 pl
Probe beziehungsweise PAI-Standard und 50 pl PET-Puffer (Puffer-Konzentrat aus
Phosphat, NaCl, EDTA und Tween-20 geldst in 1 | Aqua) pipettiert und 1 Stunde bei
Raumtemperatur mit 600 Umdrehungen pro Minute geschittelt (Celloshaker
Variospeed, Renner GmbH, Darmstadt, Deutschland). Dann wurden jeweils 50 pl
Konjugat (Peroxidase-markierte Ziege antihuman-PAl IgG geldst in 7 ml PET-Puffer)
hinzugegeben und 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 600 Umdrehungen pro Minute
geschuttelt. Die Mikrotiterplatte wurde anschlielRend viermal mit PET-Puffer gewaschen
und die Reste ausgeschlagen. Danach wurden jeweils 200 ul Peroxidase-Substrat-
Gemisch (2 Tabletten Ortho-Phenylendiamin Dihydrochlorid 10 Minuten vor
Verwendung gelost in 48 ml Aqua und 60 pul 30prozentigem Hydrogenperoxid)
hinzugegeben und 12 Minuten bei Raumtemperatur mit 600 Umdrehungen pro Minute
geschuttelt. Die Reaktion wurde dann mit jeweils 50 ul 4,5 M Schwefelsaure gestoppt
und die Platte 10 Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Farbung wurde innerhalb von 15

Minuten bei 492 nm gegen Luft bestimmt (Reader 530, Organon Teknika N.V.,

30



Turnhout, Belgien). Mit der Kalibrationskurve wurde die PAl-Konzentration ermittelt. Alle

Proben wurden doppelt gemessen und dann die Mittelwerte berechnet.

2.5 Messung von Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-alpha)

Der Adhasionsmediator TNF-alpha wurde im Serum bestimmt. Das Serum wurde mit
3.000 Umdrehungen pro Minute fir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, der
Uberstand abpipettiert, eingefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -70 °C
gelagert. Die Messung fuhrte die Grunenthal AG durch (Grunenthal AG, Aachen,
Deutschland). Mit einem Elisa-Test (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland) wurden

die TNF-alpha Serumspiegel bestimmt.

2.6 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Mit den Programmen SAS 8.2° und SPSS 11.0° wurden die Ergebnisse statistisch
ausgewertet. Die untersuchten Daten waren ordinal- oder intervallskaliert. Wegen der
kleinen Stichprobe konnte keine Normalverteilung unterstellt werden, deshalb wurden
nichtparametrische  Verfahren angewendet: bei  Gruppenvergleichen zweier
unabhangiger Stichproben der Mann-Whitney-Test, bei Parametern, die zu
verschiedenen Zeiten ermittelt wurden, die zweifaktorielle Analyse fir Daten mit
Messwiederholung, um Gruppen- und Zeiteffekte sowie Wechselwirkungen zwischen

Gruppe und Zeit aufzudecken. Als signifikant galten P-Werte kleiner als 0,05.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Monitoring

3.1.1Allgemeinzustand, Aktivitatsstatus, Fressverhalten, Korpertemperatur und Gewicht

Ein Tier der Gruppe 3 (Kontrollgruppe) starb bei der Operation an einer akuten
kardialen Dekompensation. Die anderen Operationen verliefen komplikationslos.
Postoperativ traten bei zwei Tieren der Gruppe 3 und bei drei Tieren der Gruppe 2
(Therapiegruppe) subkutane Wundheilungsstorungen mit partieller Hautnahtinsuffizienz
auf, die steril mit einer neuen Naht versorgt wurden.

Im Beobachtungszeitraum zeigten sich bei Aktivitatsstatus, Fressverhalten,
Korpertemperatur und Gewicht keine signifikanten Unterschiede zwischen Therapie-
und Kontrollgruppe. Alle Tiere begannen noch am Operationstag wieder zu fressen.
Das weitere Fressverhalten, der Aktivitatsstatus und die Korpertemperatur waren
unauffallig. Das Gewicht der Tiere reduzierte sich leicht. Das durchschnittliche
praoperative Gewicht betrug 1,98 kg (0,18 kg Standardabweichung), postoperativ lagen

die Mittelwerte am 3. Tag bei 1,84 kg (0,11 kg) und am 7. Tag bei 1,76 kg (0,21 kg).
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3.1.2 Blutbild

3.1.2.a Hamoglobin

Die Hamoglobinwerte der Therapie- und Kontrollgruppe zeigten keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 5). Die Mittelwerte beider Gruppen betrugen am Operationstag
(OP-Tag) 12,6 g/dl (1,0 g/dl) und postoperativ (post-OP) 10,2 g/dl (0,8 g/dl)

beziehungsweise 10,7 g/dl (0,8 g/dl).
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Abb. 5: Entwicklung der Himoglobinwerte im Serum
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3.1.2.b Hamatokrit
Die Hamatokritwerte der Therapie- und Kontrollgruppe zeigten keine signifikanten
Unterschiede (Abbildung 6). Die Mittelwerte beider Gruppen betrugen am Operationstag

39,5 % (3,2 %) und postoperativ 32,1 % (2,6 %) beziehungsweise 34,4 % (2,3 %).
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Abb. 6: Entwicklung der Hamatokritwerte im Serum
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3.1.2.c Thrombozyten

Die Thrombozytenwerte der Therapie- und Kontrollgruppe zeigten keine signifikanten

Unterschiede (Abbildung 7). Die Mittelwerte beider Gruppen betrugen am Operationstag

315 /nl (106 /nl) und postoperativ 602 /nl (80 /nl) beziehungsweise 815 /nl (105 /nl).
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Abb. 7: Entwicklung der Thrombozytenwerte im Serum
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3.1.2.d Leukozyten

Die Entwicklung der Leukozytenwerte zeigt Abbildung 8. Am Operationstag betrugen
die Mittelwerte in der Therapiegruppe 5,67 /nl (1,79 /nl) und in der Kontrollgruppe 4,17
/nl (1,17 /nl). Postoperativ fielen die Leukozytenwerte am 3. Tag in der Therapiegruppe
auf durchschnittlich 4,43 /nl (1,51 /nl), in der Kontrollgruppe stiegen sie dagegen auf
durchschnittlich 5,72 /nl (1,87 /nl) (Unterschied statistisch nicht signifikant, p > 0,05). Bis
zum 7. Tag erhdhten sich die Leukozytenwerte in der Therapiegruppe auf
durchschnittlich 4,81 /nl (0,88 /nl) und in der Kontrollgruppe auf 6,37 /nl (1,49 /nl)

(Unterschied statistisch nicht signifikant, p > 0,05).
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Abb. 8: Entwicklung der Leukozytenwerte im Serum
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3.2 Untersuchung

3.2.1 Adhéasionsbildung

Alle Kaninchen hatten bei der initialen Laparotomie einen verwachsungs- und
verklebungsfreien Bauchraum. Bei der Relaparotomie am 3. beziehungsweise 7.
postoperativen Tag beurteilten zwei Untersucher unabhangig voneinander die
Adhasionsbildung nach dem von Tyrell et al. beschriebenen Score [49]. Die Ergebnisse

sind in Abbildung 9 dargestell.

Anzahl der Tiere
10

po=005

Thalidomid Tag 3 Placebo Tag 3 Thalidomid Tag? Placebo Tag 7
| B Grad 0 B Grad 1 W Grad 2 OGrad 3 |

Abb. 9: Adhasionsbildung

In der Therapiegruppe, die am 3. postoperativen Tag relaparotomiert wurde, hatten
sechs Tiere inspektorisch keine Adhasionen (Grad 0) und vier Tiere minimale (Grad 1).
Im Vergleich dazu hatte(n) in der Kontrollgruppe nur ein Tier keine Adhasionen, funf
Tiere minimale, zwei Tiere maRige (Grad 2) und ein Tier bereits dichte Adh&asionen

(Grad 3). Es konnten in dieser Gruppe nur neun Tiere beurteilt werden, weil ein

37



Kaninchen bei der ersten Operation verstorben war und nur als Intention to treat-Tier
statistisch ausgewertet wurde.

In der Therapiegruppe, die am 7. postoperativen Tag relaparotomiert wurde, hatte(n)
neun Tiere inspektorisch keine Adhasionen und ein Tier minimale. Im Vergleich dazu
hatte(n) in der Kontrollgruppe nur drei Tiere keine Adhasionen, ein Tier minimale, ein

Tier maRige und funf Tiere bereits dichte Adhasionen.

3.2.2 Entziindungszeichen im Resektionsgebiet

Bei der Relaparotomie am 3. beziehungsweise 7. postoperativen Tag wies kein Tier

Entzindungszeichen im Resektionsgebiet auf.

3.2.3 Ischamie und Insuffizienz der Darmnaht

Bei der Relaparotomie am 3. beziehungsweise 7. postoperativen Tag waren bei allen
Tieren die Anastomosen gut verheilt. Es gab inspektorisch keine Anzeichen fur

Ischamie und/oder Insuffizienz.
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3.2.4 Berstungsdruck der Anastomosenpraparate

Die Berstungsdruckmessungen zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen

Therapie- und Kontrollgruppe (Abbildung 10). Bei den Tieren, die am 3. postoperativen

Tag relaparotomiert wurden, betrugen die durchschnittlichen Berstungsdricke 83

mmHg (15 mmHg). Bei den Tieren, die am 7. postoperativen Tag relaparotomiert

wurden, lagen die Mittelwerte beider Gruppen bei 103 mmHg (22 mmHg).
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Abb. 10: Berstungsdricke der Anastomosenpraparate
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3.2.5 Berstungsstelle der Anastomosenpraparate

Die Auswertung der Berstungsstellen zeigt Abbildung 11. Bei den Tieren, die am 3.
postoperativen Tag relaparotomiert wurden, lagen sie in der Therapiegruppe bei acht
Tieren anastomosenfern, in der Kontrollgruppe bei sechs. Bei den Tieren, die am 7.
postoperativen Tag relaparotomiert wurden, lagen die Berstungsstellen in der

Therapiegruppe bei allen Tieren anastomosenfern, in der Kontrollgruppe nur bei sieben.

Anzahl der Tiere
10

Thalidomid Tag 3 PlacehoTagJ Thalidomid Tag7? Placebo Tag ¥

| B ana gtomosenfern B anastomosennah Oin der Anast0omose |

Abb. 11: Berstungsstellen der Anastomosenpraparate
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3.2.6 Angiogenese der Anastomosenpraparate

Die Gefalidichte der Anastomosenpraparate ist in Abbildung 12 dargestellt. Bei den
Tieren, die am 3. postoperativen Tag relaparotomiert wurden, zeigten sich signifikante
Unterschiede (p < 0,05). In der Therapiegruppe wurden durchschnittlich 28,2
GefalRe/cm2 (1,5 Gefalle/cm2) gezahlt, in der Kontrollgruppe dagegen 31,0
GefalRe/cm2 (1,6 Gefalde/cm2). Bei den Tieren, die am 7. postoperativen Tag
relaparotomiert wurden, waren die Unterschiede nicht signifikant (p > 0,05). In der
Therapiegruppe wurden durchschnittlich 37,2 Gefalte/cm2 (0,9 Gefalte/cm2) gezahit

und in der Kontrollgruppe 37,4 GefalRe/cm2 (0,7 Gefalle/cm?2).
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Abb. 12: GefaRdichte der Anastomosenpraparate
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Eine immunhistochemische Darstellung der Gefalde zeigt Abbildung 13. Das Praparat
stammt von einem Kaninchen der Gruppe 2 (Therapiegruppe, Relaparotomie am 7.

postoperativen Tag).

Abb. 13: Immunhistochemische Darstellung der Gefale in der Mukosa und
Submukosa des Anastomosenpraparates (200fache VergroBerung,

Lichtmikroskopie)
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3.2.7 Gewebsplasmin Aktivator (tPA) und Plasminogen Aktivator Inhibitor (PAl) in

Peritonealbiopsien

3.2.7.a Aktivitat von tPA und PAI

Die Messungen mit dem chromogenen Test Spectrolyse® (fibrin) lieferten keine
verwertbaren Ergebnisse. Das Produkt, fir humane Proben bestimmt, wurde
eingesetzt, weil es spezielle Tests fur Kaninchen nicht gab und weil Versuche mit
Referenzbiopsien erfolgreich verlaufen waren. Bei den eigentlichen Messungen
reagierten die Proben nicht mit Desafib®-X (Fibrin I) oder die ermittelten Doppelwerte

wichen erheblich voneinander ab.
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3.2.7.b Konzentration von tPA

Die tPA-Konzentrationswerte der Therapie- und Kontrollgruppe zeigten keine
signifikanten Unterschiede (Abbildung 14). Die Mittelwerte beider Gruppen lagen am
Operationstag in der Biopsie, die nach Dissektion des Mesenteriums enthommen wurde
(Probe 1), bei 0,62 ng/ml x mg (0,47 ng/ml x mg) und in der Biopsie, die nach
Zokumresektion und vor Thalidomid-/Placebo-Gabe enthommen wurde (Probe 2), bei
1,29 ng/ml x mg (1,37 ng/ml x mg). In den Biopsien, die bei der Relaparotomie
entnommen wurden, betrug die tPA-Konzentration durchschnittlich 0,50 ng/ml x mg

(0,43 ng/ml x mg) beziehungsweise 0,54 ng/ml x mg (0,47 ng/ml x mg).

tPA (ngdml = mig)

.
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Abb. 14: Entwicklung der tPA-Konzentration in Peritonealbiopsien
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3.2.7.c Konzentration von PAI

Die PAIl-Konzentrationswerte der Therapie- und Kontrollgruppe zeigten keine
signifikanten Unterschiede (Abbildung 15). Die Mittelwerte beider Gruppen lagen am
Operationstag in der ersten Biopsie bei 0,21 ng/ml x mg (0,33 ng/ml x mg) und in der
zweiten bei 0,29 ng/ml x mg (0,28 ng/ml x mg). In den Biopsien, die bei der
Relaparotomie entnommen wurden, betrug die PAI-Konzentration durchschnittlich 0,20

ng/ml x mg (0,21 ng/ml x mg) beziehungsweise 0,17 ng/ml x mg (0,13 ng/ml x mg).

1.0

FAL (ngdml % mg)

2
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Abb. 15: Entwicklung der PAI-Konzentration in Peritonealbiopsien
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3.2.8 TNF-alpha im Serum

Die Entwicklung der TNF-alpha Werte ist in Abbildung 16 dargestellt. Am Operationstag
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Therapie- und Kontrollgruppe.
Der Mittelwert beider Gruppen lag bei 47 ng/ml (9 ng/ml). Postoperativ dagegen waren
die Werte in der Therapiegruppe signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (p <
0,05). Am 3. Tag betrugen sie in der Therapiegruppe durchschnittlich 157 ng/ml (30
ng/ml), in der Kontroligruppe 425 ng/ml (153 ng/ml) und am 7. Tag in der

Therapiegruppe 117 ng/ml (37 ng/ml), in der Kontrollgruppe 219 ng/ml (49 ng/ml).
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Abb. 16: Entwicklung der TNF-alpha Werte im Serum
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4 DISKUSSION

4.1 Einfiihrung

»Hinkende Boten der schonen Erfolge auf dem Gebiet der Abdominalchirurgie nannte
Payr sie 1924, und noch heute zahlen Adhasionen zu den gefurchteten Folgen von
bauchchirurgischen Eingriffen [3]. Zwar l6sen sie gewohnlich allenfalls leichte
Beschwerden aus, konnen aber auch ernste Probleme verursachen, wie
Dunndarmileus, Infertilitat und chronische Schmerzen [10].

Eine erfolgreiche Behandlung gibt es nach wie vor nicht. Die Adhasiolyse, als Therapie
der Wahl, wird wegen der Gefahr neuer Verwachsungen und der extrem hohen
Rezidivraten meist nur bei Komplikationen angewendet. Die Forschung hat sich deshalb
frih auf die Adhasionsprophylaxe konzentriert. Die wichtigsten Ansatze sind, folgend
der Pathophysiologie, in Abbildung 17 dargestellt.

Keine Methode konnte sich bisher als allgemein anerkannte Prophylaxe etablieren.
Grund hierfur sind vor allem die unerwunschten Nebenwirkungen. So sind bei
Hyaluronsaurederivaten  vermehrt  postoperative  Entzindungen und zudem
Fremdkorperreaktionen aufgefallen [19, 20]. Ein weiteres Beispiel sind Kortikosteroide:
Sie hemmen einerseits die Adhasionsbildung, fuhren jedoch andererseits zu
Immunsuppression und Wundheilungsstorungen [23]. Darlber hinaus konnen
Vorgehensweisen, wie Einsatz von puderfreien Handschuhen oder Schutz vor
Austrocknung, ,nur adjuvante Mallhahmen sein. Sie helfen zwar Verwachsungen zu

vermindern, reichen aber allein nicht aus [9].
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Abb. 17: Adhasionsprophylaxe

Ein bisher wenig beachteter Ansatz der Adhasionsprophylxe ist die Hemmung der
Angiogenese. Damit kdnnte der pathophysiologische Ablauf unterbrochen und die
Bildung irreversibler Adhasionen verhindert werden.

Chiang et al. beispielsweise wiesen im Mausmodell nach, dass TNP-470, ein
Fumagillin-Analogon, postoperative Verwachsungen erheblich reduziert. Die Tiere
wurden 6 Tage vor und 10 Tage nach einem chirurgischen Eingriff (Laparotomie und

Patchimplantation) mit TNP-470 oder einem Placebo behandelt (tagliche subkutane
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Injektion). Am 10., 15., 35. oder 55. postoperativen Tag wurden die Tiere
relaparotomiert und untersucht. Abgesehen von den Tieren, die am 15. Tag erneut
operiert wurden, zeigte sich in der Therapiegruppe eine signifikant reduzierte
Adhasionsbildung. Die Angiogenese war in der Therapiegruppe zunachst (10. und 15.
postoperativer Tag) deutlich vermindert, spater (ab 35. postoperativen Tag) war
zwischen beiden Gruppen kein Unterschied mehr nachweisbar [51].

Diese  Arbeit untersuchte die Wirkung von Thalidomid, ebenfalls ein
Angiogeneseinhibitor, auf die Adhasionsbildung im Kaninchenmodell.

Thalidomid, erstmals 1954 synthetisiert, wurde in Deutschland seit Oktober 1957 als
Schlaf- und Beruhigungsmittel unter dem Handelsnamen Contergan® verkauft und im

November 1961 wegen seiner teratogenen Effekte vom Markt genommen [26, 52].
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4.2 Wirkung von Thalidomid auf die Adhasionsbildung

Trotz intensiver (Weiter-)Forschung sind die vielfaltigen immunmodulatorischen,
antiangiogenetischen und antiinflammatorischen Wirkungen von Thalidomid immer
noch nicht ganz geklart. Die wichtigsten bisher bekannten Eigenschaften, die bei der

Adhasionsprophylaxe eine Rolle spielen konnten, zeigt Abbildung 18 [26, 37].

Blockade won WEGF
und bFGF

modulation der Inhibition der
Expression von Chemotaxis van
Adhasionsmolekilen Leukozyten
Thalidomid
|nhikition der P roduktion Stimulierung des Abbaus
won THF-alpha won THE-alpha mEMNA

Abb. 18: Thalidomidwirkungen und Adhasionsprophylaxe

Die Ergebnisse der Studie belegen, dass einmalig i. p. appliziertes Thalidomid
postoperative Verwachsungen deutlich vermindert. Zwei geblindete Untersucher
beurteilten bei der Relaparotomie der Kaninchen unabhangig voneinander inspektorisch
die Adhasionsbildung nach dem von Tyrell et al. beschriebenen Score [49]. In der
Therapiegruppe hatten 75 Prozent der Tiere keine Adhasionen (Grad 0) und 25 Prozent
minimale Adhasionen, die sich stumpf leicht von der Serosa trennen liel3en (Grad 1). In
der Kontrollgruppe dagegen fanden die Untersucher bei knapp 50 Prozent der Tiere
mafige Adhasionen, die sich stumpf schwer von der Serosa trennen lielien (Grad 2),

oder dichte Adhasionen, die sich nur scharf von der Serosa trennen lieRen (Grad 3).
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Diese Resultate durften vor allem darauf beruhen, dass Thalidomid antiangiogenetisch
wirkt sowie TNF-alpha und Leukozyten hemmt.

Die Angiogenesescores der Kaninchen, die am 3. postoperativen Tag relaparotomiert
wurden, waren in der Therapiegruppe signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Bei
den Tieren, die am 7. postoperativen Tag relaparotomiert wurden, waren sie nahezu
identisch. Die antiangiogenetischen Effekte von Thalidomid treten also in der frihen
postoperativen Phase auf. Fur die Adhasionsprophylaxe ist dies von entscheidender
Bedeutung, weil sich Verwachsungen unmittelbar postoperativ entwickeln und in dieser
Zeit sozusagen ein ,vulnerables® Stadium durchlaufen. Hier muss eine erfolgreiche
Prophylaxe ansetzen [3, 9, 10]. In der spateren postoperativen Phase kommt es nach
Thalidomidtherapie dann reaktiv offensichtlich zu einer beschleunigten Angiogenese.
Ein elementarer Mediator fur Adhadsionen ist das immunmodulatorische,
proangiogenetische und inflammatorische Zytokin TNF-alpha. Posttraumatisch vermehrt
ausgeschittet stimuliert es u. a. die Synthese von PAI und sorgt so mit fur das
Ungleichgewicht zwischen tPA und PAI. Die resultierende verminderte Fibrinolyse ist
der wichtigste pathophysiologische Schritt bei der Adhasionsbildung [7, 9, 10]. Die
Ergebnisse dieser Studie belegen, dass Thalidomid TNF-alpha deutlich inhibiert — vor
allem in der frihen posttraumatischen Phase. Am 3. postoperativen Tag waren die
TNF-alpha Werte in der Kontrollgruppe fast dreimal hoher als in der Therapiegruppe,
am 7. Tag nur noch knapp doppelt so hoch.

Neben TNF-alpha hemmt Thalidomid auch die Leukozyten, wie die Befunde dieser
Untersuchung bestatigen. In der Kontrollgruppe stiegen postoperativ erwartungsgeman
die Leukozytenwerte. In der Therapiegruppe dagegen fielen sie in der frihen

postoperativen Zeit stark und erhdhten sich spater nur leicht. Die daraus folgende
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reduzierte inflammatorische Reaktion kénnte ebenfalls einen prophylaktischen Effekt
auf Adhasionen haben.

Drei Wege scheinen also fiur die adhasionsinibierende Wirkung von Thalidomid
verantwortlich zu sein. Erstens: Hemmung der Angiogenese. Thalidomid blockiert die
wichtigsten angiogenetischen Stimulatoren VEGF und bFGF und inhibiert das
proangiogenetische Zytokin TNF-alpha [31, 32, 33, 34, 37]. Zweitens: Modulation der
Fibrinolyse. Uber die Hemmung von TNF-alpha vermindert Thalidomid die Synthese
von PAI, die posttraumatisch u. a. von TNF-alpha gesteuert wird [7, 9, 10]. Drittens:
Reduzierung der Entziindungsreaktion. Thalidomid inhibiert das Zytokin TNF-alpha und
die Leukozyten, beides inflammatorische Mediatoren [35, 36]. In Abbildung 19 sind die

Mechanismen schematisch zusammengefasst.

Thalidormid
YEGF und bFGF THF-alpha Leukozyten
Angiogenese Fibrinohse EntElndungsreaktion

Abb. 19: Adhasionsprophylaxe mit Thalidomid
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4.3 Wirkung von Thalidomid auf die Wundheilung und Blutgerinnung
Bisher existiert keine allgemein anerkannte Adhasionsprophylaxe. Zwar gibt es
Substanzen und Mallnahmen, die Verwachsungen vorbeugen, aber entweder sie allein
reichen nicht aus oder sind verbunden mit nicht tolerierbaren Nebenwirkungen.

Diese Studie untersuchte deshalb, wie der Angiogenesehemmer Thalidomid die
Adhasionsbildung beeinflusst und ob weitere (unerwinschte) Effekte auftreten. Weil die
Angiogenese entscheidend fur die Anastomosenheilung ist, mussten vor einem
klinischen Einsatz Wirkung und Nebenwirkungen des Medikamentes im Tierversuch
Uberpraft werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Thalidomid, einmalig nach Anlage der
Kolonanastomose i. p. appliziert, das Operationsergebnis nicht gefahrdet.

Bei der Inspektion des Resektionsgebietes am 3. beziehungsweise 7. postoperativen
Tag lagen bei allen Kaninchen regelgerechte Wundverhaltnisse vor. Die Anastomosen
waren gut verheilt. Es gab keine Anzeichen fur Ischamie, Insuffizienz und/oder
Entzindung. Die ,mechanische” Prufung bestatigte die inspektorischen Resultate. Bei
den Berstungsdricken zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
Therapie- und Kontrollgruppe. Die gemessenen Drucke waren in der Therapiegruppe
tendenziell sogar hoher. DarUber hinaus sprechen die Berstungsstellen dagegen, dass
Thalidomid die Anastomosenheilung negativ beeinflusst. In der Therapiegruppe trat die
Berstung vielmehr bei 18 von 20 Tieren anastomosenfern auf, in der Kontrollgruppe nur
bei 13 von 19. Die Angiogenesescores waren am 3. postoperativen Tag in der
Therapiegruppe signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Bei den spater (7. Tag)
relaparotomierten Tieren war die GefalRdichte nahezu gleich. Die antiangiogenetische
Wirkung von Thalidomid scheint sich also auf die frihe posttraumatische Phase zu

beschranken, danach verlauft die Angiogenese offenbar progredient. Die zunachst
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reduzierte Gefallbildung behindert jedoch nicht die Wundheilung. Das belegen die
erhobenen Inspektionsbefunde ebenso wie die ermittelten Berstungsdricke und
-stellen. Daruber hinaus ergab auch das begleitende Monitoring bei Aktivitatsstatus,
Fressverhalten, Korpertemperatur und Gewicht keine signifikanten Unterschiede
zwischen Therapie- und Kontrollgruppe. Die mehrmaligen Blutbildkontrollen zeigten die
erwarteten Resultate: In der Therapiegruppe waren TNF-alpha und Leukozyten nach
Thalidomidgabe niedriger als in der Kontrollgruppe. Besonders ausgepragt war dieser
Effekt in der frihen posttraumatischen Phase. Bei allen anderen Blutwerten fielen keine
wesentlichen Diskrepanzen zwischen beiden Gruppen auf.

Die beschriebenen Ergebnisse stehen teilweise im Widerspruch zu Erkenntnissen
anderer Forscher. So fanden Hendriks et al. im Rattenmodell eine schlechtere
Anastomosenheilung nach einmaliger i. p. Gabe des Angiogenesehemmers Suramin.
Untersucht wurden u. a. der Berstungsdruck der Anastomosenpraparate und die
Berstungsstelle sowie die Gefalkdichte am 4. oder 7. postoperativen Tag. In der
Therapiegruppe waren die Berstungsdriicke am 4. Tag deutlich niedriger als in der
Kontrollgruppe, zudem lagen die Berstungsstellen in der Therapiegruppe mehrheitlich in
der Anastomose. Spater (7. Tag) waren die Unterschiede zwischen beiden Gruppen
statistisch nicht mehr signifikant. Die Angiogenese war in der Therapiegruppe sowohl
am 4. als auch am 7. postoperativen Tag signifikant vermindert [53].

Die Auswirkungen der i. p. Anwendung von Thalidomid nach einer chirurgischen
Therapie sind bisher nicht untersucht worden. Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass
Thalidomid, einmalig nach Anlage einer Kolonanastomose i. p. appliziert, die Morbiditat
und Mortalitat im Kaninchenmodell nicht erhoht.

Die Effekte von Thalidomid auf die Blutgerinnung, sollte die laborchemische

Bestimmung der Aktivitdt und Konzentration von tPA und PAI in Peritonealbiopsien
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zeigen. Die Parameter wurden gewahlt, weil der posttraumatische Mangel an tPA und
Uberschuss an PAI der wichtigste pathophysiologische Schritt der Adhasionsbildung ist.
Ein direkter Eingriff in dieses System liefert jedoch keine adaquate Prophylaxe, das
haben Studien bewiesen. Antikoagulantien, wie Heparin, oder Fibrinolytika, wie
Plasminogen Aktivator, reduzieren zwar Adhasionen, rufen aber vermehrt postoperative
Blutungen und Heilungsstérungen hervor [9, 21, 22]. Deshalb ging es in dieser
Untersuchung auch um die Frage, ob Thalidomid die Gerinnung beeinflusst
beziehungsweise ob die ,adhasionssensiblen® Faktoren tPA und PAI betroffen sind.

Die Aktivitat von tPA und PAI konnte nicht ermittelt werden, weil der verwendete Test
Spectrolyse® (fibrin) bei den Messungen Uberraschend versagte, nachdem vorherige
Versuche mit Referenzbiopsien erfolgreich verlaufen waren. Grund hierfir konnte
gewesen sein, dass das Produkt an sich fir humane Proben bestimmt war (Tests fur
Kaninchen gab es nicht) und vor allem tPA eine sehr speziesspezifische Verbindung ist.
Bei der Konzentration von tPA und PAI zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen Therapie- und Kontrollgruppe. Allerdings war die PAI-Konzentration bei den
am 3. postoperativen Tag entnommenen Biopsien in der Therapiegruppe tendenziell
niedriger als in der Kontrollgruppe. Verantwortlich daftr durfte die hemmende Wirkung
von Thalidomid auf das Zytokin TNF-alpha sein, das posttraumatisch u. a. die PAI-
Synthese inhibiert. Bei den Biopsien vom 7. postoperativen Tag war diese Diskrepanz
nicht mehr nachweisbar. Das spricht wiederum daflr, dass die Effekte von Thalidomid
vor allem in der frihen posttraumatischen Phase auftreten. Die niedrigere PAI-
Konzentration in der Therapiegruppe am 3. postoperativen Tag ging nicht einher mit
einer erhdhten tPA-Konzentration. Die durchschnittlichen tPA-Werte beider Gruppen

lagen nahe beieinander.
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Die dargestellten Ergebnisse sind jedoch kritisch zu bewerten. Die Messungen mit den
eingesetzten Imubind® ELISA-Tests ergaben zum Teil erheblich abweichende Werte,
wie auch die extremen Standardabweichungen zeigen. Vielleicht ist es fur kunftige
Untersuchungen an Kaninchen besser, zumindest zusatzlich zu den lokalen
Parametern systemische zu prufen. Fir die Gerinnung (Fibrinbildung) bieten sich die
aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) sowie die Thromboplastinzeit (TPZ,
Quick-Wert) an und fir die Fibrinolyse (Fibrinaufldsung) der thrombinaktivierbare
Fibrinolyse Inhibitor (TAFI), der Plasmin-alpha2-Antiplasmin Komplex (PAP) sowie die
Fibrin- und Fibrinogenspaltprodukte [54, 55]. Dabei ist zu beachten, dass Gerinnung
und Fibrinolyse bei Kaninchen im Vergleich zum Menschen deutlich verstarkt sind [56].
Die Frage, ob Thalidomid die Blutgerinnung negativ beeinflusst, kann also nicht véllig
vorbehaltlos mit Nein beantwortet werden. Doch selbst wenn die ermittelten tPA- und
PAI-Werte unsicher sein sollten, sprechen andere Befunde, wie regelgerechte
Wundheilung (u. a. keine Hamatome) und unauffallige Blutbilder (u. a. kein
Hamoglobinabfall), gegen eine gestorte Gerinnung (erhdhte Blutungsneigung) bei den

Tieren der Therapiegruppe.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Adhasionen sind meist Folge von bauchchirurgischen Eingriffen und/oder
intraabdominellen Infektionen, selten sind sie angeboren. Uberwiegend bleiben sie
symptomlos, etwa 15 Prozent verursachen ernste Beschwerden [10]. Am meisten
gefurchtet ist der Dinndarmileus. Eine erfolgreiche Adhasionsprophylaxe und/oder -
therapie existiert trotz intensiver Forschung nicht. Steigende Lebenserwartung und
erweiterte Operationsindikationen verscharfen das Problem.

Ein bisher wenig beachteter Ansatz ist die Prophylaxe mit Angiogenesehemmern. Damit
wirde der pathophysiologische Ablauf unterbrochen und die Bildung irreversibler
Verwachsungen verhindert. Diese Arbeit untersuchte, wie die antiangiogenetische
Substanz Thalidomid die Adhasionsbildung beeinflusst. Weil die Angiogenese auch
entscheidend flr die Wundheilung ist, musste vor einem klinischen Einsatz die Wirkung
von Thalidomid im Tierversuch Uberpruft werden.

Die These dieser Studie lautete:

Thalidomid hemmt nach Zokumresektion und Reanastomosierung i. p. appliziert
postoperative Adhasionen im Kaninchenmodell.

Die dargestellten Ergebnisse bestatigen die These. In der Therapiegruppe traten bis
zum 7. postoperativen Tag uUberwiegend keine und sonst allenfalls minimale
Adhasionen auf. Dagegen entwickelten knapp die Halfte der Tiere der Kontrollgruppe
malige oder bereits dichte Verwachsungen.

Drei Mechanismen scheinen fur die adhasionsinhibierende Wirkung von Thalidomid
verantwortlich zu sein: Hemmung der Angiogenese, Modulation der Fibrinolyse und
Reduzierung der Entziindungsreaktion (vergleiche auch Abbildung 19, Kapitel 4).

Zudem wurde gepruft, ob Thalidomid die Wundheilung und/oder die Blutgerinnung stort.
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Nach den Resultaten dieser Untersuchung gefahrdet Thalidomid das
Operationsergebnis nicht. Bei der Inspektion des Resektionsgebietes wiesen alle
Kaninchen regelgerechte Wundverhaltnisse auf. Die ermittelten Berstungsdriicke und
—stellen der Anastomosenpraparate zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen
Therapie- und Kontrollgruppe. Die regelmaRigen Blutkontrollen und das begleitende
Monitoring ergaben in beiden Gruppen unauffallige Befunde.

Ob Thalidomid die Blutgerinnung beeintrachtigt, konnte nicht eindeutig beurteilt werden,
weil die Tests teilweise versagten (Aktivitat von tPA und PAI) und/oder mitunter stark
von einander abweichende Werte lieferten (Aktivitat und Konzentration von tPA und
PAIl). Das lag mdglicherweise daran, dass die ausgewahlten Produkte fur humane
Proben bestimmt waren (spezielle Tests fur Kaninchen gab es nicht). Vorherige
Versuche mit Referenzproben waren allerdings erfolgreich verlaufen.

Soweit beurteilbar, traten bei der Konzentration von tPA und PAI zwischen Therapie-
und Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede auf. Dartber hinaus erhobene
Befunde, wie regelgerechte Wundheilung und unauffallige Blutbilder, sprechen
ebenfalls gegen einen negativen Einfluss von Thalidomid auf die Blutgerinnung.
Trotzdem sollten bei kinftigen Studien an Kaninchen zumindest zusatzlich zu lokalen
Parametern systemische kontrolliert werden.

Wegen der entscheidenden Rolle der Angiogenese fur die Wundheilung, aber auch
wegen der teratogenen Effekte von Thalidomid, muss die adhasionsinhibierende
Wirkung des Medikaments vor einem klinischen Einsatz in weiteren Tierversuchen
verifiziert werden. Als nachst hohere Tiere kdmen dafur beispielsweise das Schwein
und der Affe in Frage. Uberpriift werden sollte dabei, ob neben den drei diskutierten
Mechanismen, weitere  vor allem  immunmodulatorische  Prozesse die

Adhasionshemmung bewirken.
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