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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Wirkmechanismus von Everolimus

Das FKBP-Rapamycin-assoziierte Protein (FRAP) ist eine Phosphatidylinositol-
3-Kinase und wird auch mTOR (mammalian target of rapamycin) genannt
[Rhoads et al. 2006; Rowinsky 2004]. FRAP regelt als Schlisselprotein den
Metabolismus, das Wachstum und die Proliferation von Zellen.

Der mTOR-Inhibitor Sirolimus (Rapamycin, Rapamune®) und sein Derivat
Everolimus (Certican®) entfalten ihre immunsuppressive Wirkung durch
Komplexbildung mit dem Protein mTOR. Dadurch werden das zellulare
Proliferationssignal und die Expansion antigen-aktivierter T-Lymphozyten
gehemmt [Flanagan und Crabtree 1993; Kuo et al. 1992; Morris 1995; Seghal
1998]. Everolimus hemmt somit einen intrazellularen Signalweg, der eigentlich
zur Zellproliferation fuhrt. Die Blockade dieses Signals fuhrt jedoch zu einem
Stillstand im G1-Stadium des Zellzyklus und somit zu dessen Unterbrechung
[Chung et al. 1992; Schuler et al. 1997]. Der Ubergang in die S-Phase wird
verhindert (Abb. 1).
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Abb. 1: Wirkmechanismus Everolimus
Obere Abbildung: physiologischer Mechanismus der zellularen Proliferation
Untere Abbildung: Blockade des Zellzyklus bei G1 zu S durch Everolimus
[Nashan 2002 b]
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Die obere Abbildung zeigt die physiologische zellulare Proliferation. Das untere
Bild zeigt, wie Everolimus das Proliferationssignal durch Hemmung der p70S6-

Kinase und Sperrung des Zellzyklus bei G1 zu S blockiert.

Die Wirkung von Everolimus beschrénkt sich nicht nur auf die T- und B-Zellen,
sondern hemmt generell eine durch Wachstumsfaktoren stimulierte Proliferation
von hamatopoetischen und auch nicht-hdmatopoetischen Zellen [Nashan 2002
al, z. B. der vaskularen glatten Muskelzellen [Eisen et al. 2003]. Die
Proliferation dieser Gefallmuskelzellen in der Intima der Transplantatgefale
spielt eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der chronischen
Transplantatabstof3ung.

Es wére moglich, dass Everolimus und seine Wirkung auf den Zellzyklus jedoch
auch die Wundheilung, besonders in der proliferativen und
Differenzierungsphase, beeintrachtigt. Fur Sirolimus ist die Stérung der
Wundheilung klinisch und tierexperimentell nachgewiesen [Flechner et al. 2003;
Guilbeau 2003; Kahn et al. 2005; Valente et al. 2003]. Ein Einsatz in der
unmittelbaren postoperativen Phase ist deshalb zu vermeiden.

Fur Everolimus liegen in der Literatur bis jetzt jedoch kaum Daten zur

intestinalen Wundheilung vor.

1.2 Phasen der Wundheilung

Die intestinale Wundheilung folgt grundsatzlich den gleichen Prinzipien wie
derjenigen im Ubrigen Organismus. Hierbei bestehen drei verschiedene
Phasen: die exsudative, die proliferative und die Differenzierungsphase
[Coerper et al. 2004; Sedlarik 1997; Witte und Barbul 1997]. Deren Ubergang
ineinander ist flie3end.

Nach Verletzung des Gewebes verfolgt die exsudative Phase primar das Ziel
der Wundabdichtung. Dabei setzt unmittelbar eine Blutung ein, die
Gerinnungskaskade und die Thrombozytenaggregation werden ausgelost,
wodurch es zur Blutstillung und Verklebung der Wunde kommt. Die durch
Hypoxie verursachte Gewebsazidose wird durch die Freisetzung von

Mediatoren, z. B. Histamin, Serotonin, Prostaglandine, eingeleitet.
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Vasodilatation im Wundgebiet mit herabgesetzter Flie3geschwindigkeit, erhdhte
GefalRpermeabilitat und die chemotaktische Wirkung der freigesetzten
Mediatoren bewirken eine Einwanderung von Phagozyten (Granulozyten,
Makrophagen). Diese resorbieren nekrotisches Zellmaterial. Die vor allem aus
Fibroblasten und Epithelzellen stammende Kollagenase baut nun
freigewordenes Kollagen ab. Bereits 1968 beschrieben Cronin et al. in
Kolonanastomosen eine verstarkte Kollagenolyse.

Die proliferative Phase ist durch Ausbildung von Granulationsgewebe
gekennzeichnet. Nach etwa vier Tagen verbessert sich die Durchblutung und
der Sauerstoff-Partialdruck im Gewebe steigt wieder an. Es Uberwiegen die
proliferativen Vorgdnge und Angioneogenese im Wundgebiet.

Das Kennzeichen der Differenzierungsphase (Reparation) sind
Wundkontraktion, Kollagen-Crosslinking und Kollagen-Degradierung. Durch
stetige Zunahme der Kollagenfasern wird die Wunde belastungs- und
widerstandsfahiger. Die Uberschie3enden Syntheseprozesse normalisieren sich
nach etwa zehn bis zwoIf Tagen. Enzyme, z. B. Kollagenasen und Elastasen,

lockern die interzellularen Strukturen und die Gewebsintegritat wird vollendet.

1.3 Storungen der Wundheilung

Wundheilungsstorung bedeutet vor allem ein Sistieren der Wunde in der ersten
Phase, der Exsudation. Verschiedene Faktoren konnen den Verlauf der
Wundheilung bzw. die Narbenbildung negativ beeinflussen. Es spielen sowohl
lokale als auch systemische Faktoren eine Rolle [Thompson et al. 2006]:

Als lokale Faktoren sind zum Beispiel Wundinfektionen, Wunddehiszenz nach
primdrem Wundverschluss, Nekrosen, mangelnde Ruhigstellung und
Druckbelastung zu nennen [Coerper et al. 2004].

Zu allgemeinen Faktoren zahlen Ischamie [Garcia et al. 1998] und
Gewebehypoxie, Immundefizienz, Alter [Ashcroft et al. 2002], genetische
Erkrankungen, Malnutrition, Radiatio, als auch verschiedene Medikamente
[Thornton und Barbul 1997]. Gewebehypoxie wird durch Erkrankungen, die eine
schlechte Durchblutung bedingen verursacht, z. B. Diabetes mellitus

[Verhofstad et al. 2001] und periphere arterielle Verschlusskrankheit.
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Konsumierende Erkrankungen (Tumoren, chronische Infektionserkrankungen)
beeintrachtigen Uber eine Schwachung des Immunsystems ebenso die
Wundheilung wie Veranderungen des Blutbildes im Sinne einer
Granulozytopenie bzw. angeborene Defekte der Chemotaxis oder der
Phagozytose. Ein Mangel an Kohlenhydraten, Fetten, Proteinen, Vitaminen,
Spurenelementen und Mineralstoffen spielt auRerdem eine Rolle [Rojas und
Phillips 1999; Thomas 2001]. Schlief3lich kbnnen auch einige Medikamente, wie
Zytostatika [Weiber et al. 1994], Antikoagulantien oder auch Immunsuppressiva
[Schaeffer et al. 2005; Zeeh et al. 2001] Einfluss auf den reibungslosen Ablauf

der Wundheilung nehmen.

1.4 Anastomoseninsuffizienz

In der Viszeralchirurgie stellt die Anastomoseninsuffizienz nach Anlage von
Enteroanastomosen eine der am meisten geflrchteten und bedeutendsten
Komplikationen dar und fuhrt zu erhdhter Mortalitat und verlangerter
Hospitalphase. Die Rate der klinisch manifesten Anastomoseninsuffizienzen
liegt je nach Literatur zwischen 3,4 [Golub et al. 1997] und 12% [Matthiesen et
al. 2004; Rullier et al. 1998]. Neben technischen, z. B. Nahtmaterial und
Nahttechnik, sind endogene, z. B. Infektion, Sepsis, Ischamie, und exogene
Faktoren, z. B. Steroide, Antibiotikaprophylaxe, Strahlentherapie, zu beachten
[Wagner und Egger 2003]. Um die Bedeutung dieser Faktoren herauszufinden,
sind tierexperimentelle Studien nétig.

Unterschieden wird zwischen Frih- und Spétinsuffizienzen. Gefahrliche
Frahinsuffizienzen mit Peritonitis treten innerhalb von vier bis sechs Tagen nach
Operation auf, erfordern sofortigen, meist operativen Handlungsbedarf und
haben eine hohe Mortalitdt. Spatinsuffizienzen treten erst nach ein bis zwei
Wochen auf und verlaufen ohne wesentliche Komplikationen. Es geniigt meist,

wenn parenteral ernéhrt und suffizient drainiert wird.
Durch die starke Kollagenolyse wéhrend der spaten exsudativen Phase und der

erst in der proliferativen und Differenzierungsphase einsetzenden Neusynthese

von Kollagen ergibt sich eine Erklarung fur die Entstehung von

10
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Frihinsuffizienzen. Am Ubergang von der spaten entzindlichen zur
proliferativen Phase ist die Stabilitat der Anastomose am geringsten, da bereits
viel Kollagen abgebaut ist, jedoch noch nicht genug neues synthetisiert wurde.
Dadurch besteht zu diesem Zeitpunkt die gré3te Gefahr der Entstehung von
Frahinsuffizienzen [Hunt und Hawley 1969; Thornton und Barbul 1997] (Abb. 2).

resultierende Kurve

Belastbarkeit durch neu-
synthetisiertes Kollagen

Belastharkeit durch altes
Kollagen, das durch
Kollagenolyse abgebaut wird

mechanische Belastbarkeit

Tage

Abb. 2: Darstellung der Wundheilung als Balance zwischen Kollagensynthese und
Kollagenolyse anhand der mechanischen Belastbarkeit
[Thornton und Barbul 1997]
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1.5 Fragestellung der Dissertation

In einer tierexperimentellen Studie an Ratten wurde der Einfluss von Everolimus

in zwei verschiedenen Dosierungen (1 bzw. 3mg/kg Kdrpergewicht) auf die

Wundheilung von Kolonanastomosen untersucht.

Es stellten sich folgende Fragen:

1.

Beeinflusst die orale Gabe von Everolimus die Wundheilung von
Kolonanastomosen?

Ist dieser Einfluss dosisabhéngig?

Ergeben sich Veranderungen im Kollagengehalt, bei der Anordnung der
Kollagenfasern und bei der Zellproliferation?

Verandert sich die Haufigkeit des Auftretens von Insuffizienzen, llei oder
Peritonitiden innerhalb der unterschiedlichen Dosierungen?

Wie wird die mechanische Stabilitdt der angelegten Kolonanastomosen
beeinflusst?

Wie verhalt es sich mit intraabdominalen Verwachsungen?

12
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Genehmigung zur Durchfihrung von Tierversuchen nach 88, Absatz 1 des
Tierschutzgesetzes erteilte das Regierungsprasidium Tubingen (Nr. C 11/05).
Die Durchfihrung der Versuche erfolgte an mannlichen Sprague-Dawley-Ratten
(Harlan Winkelmann, Borchem; Gewicht zu Versuchsbeginn 300-380g).

Die Tiere wurden unter standardisierten Bedingungen (22+1°C, zwolfstiindiger
Hell-/Dunkelzyklus) gemdalR den Tierschutzbedingungen unter tierarztlicher
Aufsicht gehalten.

Vor Versuchsbeginn konnten sich die Tiere eine Woche akklimatisieren. Als
Nahrung dienten Haltungsalleinfutter fir Ratten und Mause (Provimi Kliba SA,
Kaiseraugst, Schweiz) und Leitungswasser ohne Zuséatze. Beides stand den
Ratten ad libitum zu Verfugung.

2.2 Versuchsgruppen und Behandlungszeitraum

Fur die Versuche wurden drei Gruppen gebildet (Tab. 1). Die Tiere der Gruppe
A erhielten Placebo, die Tiere der Gruppe B bekamen Everolimus 1mg/kg
Kdrpergewicht (KG) und die der Gruppe C Everolimus 3mg/kg KG. Der
Behandlungszeitraum betrug bei jedem Tier sieben Tage.

Gruppe Tieranzahl Charakteristikum Behandlungsdauer
A 10 Placebo 3mg/kg 7 Tage
B 11 Everolimus 1mg/kg 7 Tage
C 10 Everolimus 3mg/kg 7 Tage

Tab. 1: Aufteilung der Versuchsgruppen

13
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2.2.1 Dosierung der Medikation

Die Firma Novartis AG stellte die Everolimus-Mikroemulsion (20mg RADI/g;

Dichte: 0,995g/cm3) und eine Placebolésung (self-microemulsifying drug

delivery system) zur Verfugung. Diese wurden bei 4°C gelagert. Die

entsprechende Losung wurde nach folgender Formel hergestellt:

e Everolimus 1mg-Losung: 50mg Mikroemulsion mit 5%iger Glucose
(Glucosteril® 5%; Fresenius, Bad Homburg) aufgefillt bis 5ml und gemischt

e Everolimus 3mg-Lésung bzw. Placebolésung: 150mg Mikroemulsion bzw.
Placebo mit 5%iger Glucose aufgefillt bis 5ml und gemischt

Jedes Tier erhielt 5ml/kg des jeweiligen Gemisches einmal taglich per gastric

gavage. Die Losungen wurden taglich frisch hergestellt, die Menge an das

jeweilige Gewicht des Tieres angepasst und innerhalb von zwei Stunden nach

Préaparation verabreicht.

2.3 Anatomie des Rattendarms

Das Kolon der Ratte besteht aus Colon ascendens, transversum, descendens
und sigmoideum. Das Colon ascendens ist sehr variabel, bedingt durch das
mobile Zadkum. In den meisten Fallen befindet sich das Z&kum ventral im
rechten unteren Quadranten. Ausgehend von dieser Stelle zieht das Colon
ascendens auf die rechte Seite des Abdomens und verlauft nach kranial zur
Duodenalregion. Dort geht es ins Colon transversum uber, welches im Bereich
der Flexura duodenojejunalis eng anliegend beim Dunndarm liegt. Von hier
zieht das Colon transversum nach dorsal und geht in das Colon descendens
Uber, das in der Medianlinie liegend und an der Hinterwand des Bauchraumes
fixiert schlie3lich nach kaudal verlauft.

Aufgrund seines Verlaufes ist das Colon descendens fir eine Operation gut
zuganglich. Durch seine fixierte Lage und uUber vorherige Eventrierung des

Dunndarms besteht die Méglichkeit eines standardisierten Operationsortes.

14
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2.4 Operationen

2.4.1 Anasthesie

Die Tiere wurden mit Hilfe von Isofluran (Forene®, Abott, Wiesbaden) in eine
Kurznarkose versetzt. In dieser bekamen die Tiere eine intraperitoneale
Narkose mit einem Gemisch aus Ketaminhydrochlorid (Ketamin 100mg
Deltaselect, Konzentration 50mg/ml; Curamed Pharma, Karlsruhe) und
Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%, Bayer, Leverkusen).

Das Mischungsverhaltnis bestand aus 1,1ml Ketamin und 0,4ml
Xylazinhydrochlorid, wobei dem einzelnen Tier initial 0,5ml injiziert wurden.
Anschlie3end wurden die Tiere gewogen und das Abdomen in der Medianlinie
rasiert. Zur Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte bei Bedarf das

intraperitoneale Nachspritzen von 0,1ml des oben beschriebenen Gemisches.

2.4.2 Operationstechnik

Nach alkoholischer Spruhdesinfektion (Softasept® N, Braun, Melsungen)
erfolgte eine mediane Laparotomie Uber eine Lange von etwa 5cm.

Es wurde das Colon descendens aufgesucht und unter Schonung der
versorgenden Mesenterialgefaf3e durchtrennt (Abb. 3-5).

Abb. 3: Intraoperative Darstellung des Colon descendens

15
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Abb. 5: Durchtrennter, gesauberter Darm

Die Darmkontinuitat wurde mittels End-zu-End-Anastomose wiederhergestellt.
Zu Beginn wurden die beiden Eckndhte gestochen, mit deren Hilfe der Darm

zur Ubersichtlichen Fortfihrung der Arbeit aufgespannt werden konnte (Abb. 6).

16
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R B S

Abb. 6: Aufspannung des Darms Uber die beiden Ecknéhte

Danach folgte zuerst die Naht der Vorderwand, im Anschluss die der
Hinterwand. Als Nahttechnik diente eine allschichtige Einzelknopfnaht mit
Prolene™ 6/0 (Ethicon, Norderstedt) mit jeweils zehn Einzelknopfen pro
Anastomose (Abb. 7 und 8).

€yt g

Abb. 7: Beginn der Vorderwandnaht

17
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L el ' = oy
Abb. 8: Fertig gestellte Anastomose

Die L&angslaparotomie wurde zweischichtig mittels einer fortlaufenden Naht
(Ethilon® 11 3/0; Ethicon) verschlossen.
Die gesamte Operationsdauer betrug etwa eine Stunde. Postoperativ hatten die

Tiere wieder freien Zugang zu Wasser und Futter.

2.5 Relaparotomie und Messung des , bursting pressure*

2.5.1 Relaparotomie und Gewebeentnahme

Nach sieben Tagen wurden die Tiere erneut narkotisiert, woraufhin die
Hautnaht in toto fur Messungen der kutanen Wundheilung exzidiert wurde.
Nach Relaparotomie erfolgte das Toten der Tiere durch kardiale Punktion und
Ausbluten. Das Blut wurde asserviert.

Danach wurde die Anastomose aufgesucht und vorsichtig freiprapariert. Die
Anastomose wurde mit einem je 2cm langen distalen und proximalen
Kolonanteil entnommen. Weiterhin erfolgte 5cm proximal der Anastomose die

Entnahme eines gesunden Kolonstiickes.
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2.5.2 ,bursting pressure”
Die Methode des ,bursting pressure” pruft die mechanische Belastbarkeit der
Anastomose. Dabei wird der intraluminale Druck, bei dem die Anastomose

undicht wird, bestimmt und in mmHg angegeben (Abb. 9).

Abb. 9: ,bursting pressure” einer Anastomose

Diese Methode reprasentierte bereits in friheren Studien ein etabliertes
Verfahren zur Bestimmung der Anastomosensicherheit im Tierexperiment.
Variationen bestehen darin, ob Gas oder Flissigkeit infundiert wird, bzw. ob die
Messung in situ oder an der exzidierten Anastomose stattfindet [Attard et al.
2005; Cihan et al. 2003; lkeuchi et al. 1999; Mansson et al. 2002]. Die
physiologische Beanspruchung des Darms wird hierbei imitiert, besonders die
intraluminalen Druckschwankungen durch wechselnde Darmfillung und
peristaltischen Wellen, denen die Anastomose in vivo ausgesetzt ist [Kahn et al.
2005 b]. Bei der Messung des ,bursting pressure” registriert ein Drucksensor
den kleinsten Gewebedefekt durch Flussigkeitsaustritt und den darauf
folgenden Druckabfall. Im Vergleich dazu wird bei der als Alternativmethode
verwendeten Bestimmung der Reil3festigkeit (Tensiometrie) die Kraft registriert,
bei der die Anastomose entzwei reil3t. Die Methode des ,bursting pressure”

zeichnet sich somit durch eine grol3ere Sensitivitdt aus. Weiterhin kann durch
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die Bestimmung des ,bursting pressure* der Erhalt der Anastomose im
Vergleich zur Methode der ZerreilR3kraftmessung garantiert werden. Dies war fr
die spateren Untersuchungen der vorliegenden Arbeit notwendig. Des Weiteren
wirkt die zu messende Kraft bei der Tensiometrie auf die Langsrichtung des zu
messenden Darmsegments, welche physiologisch von untergeordneter
Bedeutung ist [Nelsen und Anders 1966].

Eine zufuhrende Knopfkanile wurde in den proximalen Darmanteil eingeknotet,
die Messkanile in den distalen Anteil. Zu Messbeginn wurde der
Druckabnehmer (Xtrans®, PVB Medizintechnik, Kirchseeon) Uber die
Messkanule auf OmmHg geeicht. Mittels einer Infusionspumpe (Infusomat, MTS
Schweinfurt) wurde Uber die zufihrende Kanule NaCl 0,9% mit 60ml/h in die
Anastomose infundiert. Der Druckanstieg konnte daraufhin numerisch tUber den
Druckabnehmer registriert werden. Der Druck, bei dem die Anastomose undicht
wurde (,bursting pressure®), konnte zudem anhand des auf dem Monitor (Fa.
Hewlett Packard, Bo6blingen) dargestellten Druck-Zeit-Diagramms (Y-Achse
Druck, X-Achse Zeit) graphisch abgelesen werden (Abb. 10).

20



Material und Methoden

MadCl
Druckibeuiel -
t: Infusionspumpe

Drucksensor

& bursting pressure

Monitor

Abb. 10: Versuchsaufbau Messung ,bursting pressure”
Nach Infusion von NaCl 0,9% (60ml/h) in die Anastomose Registrierung des
Druckanstiegs Uber den geeichten Drucksensor. Ablesung des ,bursting pressure®
anhand des Druck-Zeit-Diagramms

Es wurde notiert, an welcher Stelle eine Leckage auftrat. Dabei wurde in zwei
Moglichkeiten unterteilt: Zum einen, ob sich die Perforationsstelle im
Anastomosenbereich befand, und zum anderen, ob sich diese proximal oder

distal der Anastomose an einer unbehandelten Stelle befand.
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2.5.3 Probenasservierung

Die Anastomose wurde nach Beurteilung der Verwachsung und Messung des
.oursting pressure” langs aufgeschnitten und ebenso wie das separat
entnommene Kolonstiick zu einem Teil in Stickstoff, zum anderen Teil in

4%igem Formaldehyd asserviert.

2.6 Histologie

Die histologische Beurteilung des Gewebes erfolgte an Aldehyd-fixiertem und in
Paraffin eingebettetem Material, welches mit einem Rotationsmikrotom (Leica,
Nussloch) in 1um dinne Scheiben geschnitten, auf Glasobjekttrager (Super
Frost® Plus, Langenbrinck, Teningen) aufgezogen und geféarbt wurde.

Die im Folgenden verwendeten chemischen Reagenzien und

Gebrauchslésungen werden im Anhang erlautert.

2.6.1 Gewebeaufarbeitung

Die in 4%igem Formaldehyd asservierten Proben wurden zur automatisierten
Fixierung und Entwasserung fur eine Dauer von zwolf Stunden in eine
Histokinette (Leica) eingelegt.

Die Entwasserung und Fixierung geschah in folgenden Schritten:

1. Ersatz des Formalins durch zwei Schritte 96%igen Alkohol

2. Vier Schritte absoluter Alkohol (100%)

3. Aufnahme von Xylol in zwei Schritten bei 37°C

4. Erhéhung der Temperatur auf 61°C und dreimal Aufnahme von Paraffin

Nach diesen Arbeitsdurchgangen wurden die Proben in einem Paraffinautomat
(Leica) in eine vierte Paraffinstufe Uberfihrt. Es folgte die Einbettung in
passende Formen (Moulds). Nachdem die fertigen Proben flr eine
gleichmafiige Struktur moglichst schnell auf eine Kuihlplatte (Jung
Histoembedder; Leica) gelegt wurden, héarteten diese schlie3lich aus und
konnten nach kurzer Zeit am Mikrotom zu mikroskopischen Schnitten

weiterverarbeitet werden.
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2.6.2 HE-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung nach Ehrlich ist die gebrauchlichste
Ubersichtsfarbung in der Histologie. Dabei werden saure Molekile (z. B.
innerhalb der Zellkerne) blau und zytoplasmatische Bestandteile, Binde- und
Muskelgewebe nuanciert rot dargestellt.

Die hergestellten histologischen Schnitte wurden in eine absteigende
Alkoholreihe tberfuhrt, um die darauf folgende funfmindltige wassrige Farbung
mit Hamalaun zu ermoglichen. Im Anschluss wurden die Schnitte zehn Minuten
gewassert und in aqua dest. gestellt. SchlieRlich folgte eine einminitige
Farbung mit Eosin und die Differenzierung durch aqua dest.. Danach erfolgte
die Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe, woraufhin die Schnitte

mit Roti-Histokitt eingedeckt wurden.

In der folgenden Tabelle sind die ab- und aufsteigenden Alkoholreihen

dargestellt:
Absteigende Alkoholreihe Aufsteigende Alkoholreihe
3 x 10min Xylol 2min 70% EtOH
2 x 10min EtOH 100% 2min 96% EtOH
1 x 10min EtOH 96% 2 X 5min 100% EtOH
1 x 10min EtOH 70% 3 X 2min Xylol

Tab. 2: Schematische Darstellung der auf- und absteigenden Alkoholreihen

Die Auswertung der HE-gefarbten Schnitte erfolgte anhand flnf
unterschiedlicher, semiquantitativer Kriterien: Zum einen wurde der Fibrosegrad
und die Menge von Granulationsgewebe bestimmt, zum anderen die Dichte und
Struktur des Gewebes im Bereich der Anastomose. Des Weiteren wurde die
neu gebildete Mukosa im Bereich des ursprunglichen Schnittes in ihrer Hohe
und  Durchgangigkeit  beurteilt. Es  folgte der  Vergleich  von

Gefal3einsprossungen und Vakuolen.
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2.6.3 Azan-Farbung

Die Azan-Farbung nach Heidenhain ist eine Mehrfach- oder Trichrom-Farbung.

Sie dient insbesonders zur Differenzierung von  extrazellularen

Bindegewebsfasern, Geweben und Zellbestandteilen. Dabei werden die

Zellkerne und das Zytoplasma rot und die Kollagenfasern, Schleim und

Mukopolysaccharide blau dargestellt.

1. Entparaffinierung der Schnitte Uber eine absteigende Alkoholreihe (siehe
HE-Farbung)

2. Lagerung der Schnitte in 1%igem Anilinalkohol fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) und kurze Spllung in aqua dest. (Beizung des
Azokarmin)

3. Funfzehnminutige Féarbung in Azokarmin im 54°C warmen Wasserbad,
nach Abkuhlung Spulung in aqua dest.

4. Zwei bis vier Minuten 1%iger Anilinalkohol (Differenzierung des Azokarmins
fur ein optimales Ergebnis, bei dem die Zellkerne gut zu erkennen sein
sollen)

5. Unterbrechung der Differenzierung in essigsaurem Alkohol fur drei Minuten

6. Lagerung der Praparate in 5%iger Wolframséaure fur zwei Stunden bei RT,
danach Spilung in aqua dest. (Beizung und gleichzeitige Entfarbung des
Bindegewebes)

7. Féarbung der Schnitte in Anilinblau-Orange G a finf Minuten bei RT und
wiederholte Spulung in aqua dest.

8. Lagerung der Praparate unter mikroskopischer Kontrolle dreimal fur je zwei
Minuten in 96%igem Alkohol bis zur gewilnschten Farbeintensitat

9. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe und Eindeckung mit Roti-
Histokitt

Es folgte die Beurteilung der gefarbten Schnitte hinsichtlich der im Wundgebiet
erhaltenen kollagenen Fasern, wobei insbesondere auf den Grad der
Vernetzung, auf parallele Anordnung und Ausrichtung der Fasern geachtet

wurde. AulRerdem wurde die Zelldichte der Anastomosen verglichen.
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2.7

Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine Methode, mit der Proteine mittels Antikérpern

(AK) sichtbar gemacht werden kdnnen. Der Nachweis basiert auf der Affinitat

von Antikdrpern zu einer bestimmten Gewebeeigenschaft (=Epitop, antigene

Determinante) als Antigen-Antikdrper (AG-AK)-Reaktion. Im Idealfall kommt es

zu einer spezifischen Bindung zwischen Antikérper und Epitop. Ziel ist, ein

Signal am Ort des Epitops in ausreichender Manifestation zu erkennen.

2.7.1 Immunhistochemischer Nachweis

Mittels PCNA (proliferating cell nuclear antigen) wurde die Proliferationsrate von

Zellen bestimmt, was in folgenden Schritten realisiert wurde:

1.

Entparaffinierung der histologischen Schnitte durch eine absteigende
Alkoholreihe

Blockade der endogenen Peroxidase durch funfzehnmindtige Inkubation
der Schnitte im Methanol-H,O,-Gemisch, dreimalige Spuilung in Tris buffer
solution (TBS)-Puffer fur jeweils funf Minuten (Vorbereitung fir die spatere
Diaminobenzin (DAB)-Entwicklung)

Enzymatische Demaskierung der Préparate in Citratpuffer und dreimalige
Splulung zu je funf Minuten in TBS-Puffer (ermdéglicht Reaktivitat des
Priméarantikdrpers mit dem fur ihn spezifischen Epitop)

Block mit Serum in einer feuchten Kammer fir zwanzig Minuten bei RT
(dadurch spater spezifische Adsorption des Primarantikbrpers bzw.
Verhinderung unspezifischer Bindungen des Sekundarantikorpers)
Aufpipettierung des primaren Antikbrpers ohne Zwischenschritt, Inkubation
fur eine Stunde in feuchter Kammer bei RT und Spilung in TBS

Auftragung des Sekundarantikérpers auf die Préparate (30 Minuten
Inkubation, feuchte Kammer, RT) und Ubliche Spulung in TBS (Bindung des
Sekundarantikérpers an den Priméarantikorper)

Inkubation mit dem Streptavidin-Biotin-Peroxidasekomplex/HRP bei RT flr
30 Minuten in feuchter Kammer; dreimalige Spilung a funf Minuten in TBS
(Signalverstarkung durch Bindung des Komplex an das Biotin des

Sekundarantikérpers)
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8. Entstehung eines braunen unléslichen Reaktionsprodukts durch das Enzym
HRP (Meerrettichperoxidase) unter Beimengung von H,O, mit DAB
innerhalb von zehn Minuten (Visualisierung); kurze Gegenfarbung mit
Hamalaun und Spllung in Leitungswasser fur funf Minuten
(Differenzierung)

9. Dehydrierung der Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe (siehe oben) und
Eindeckung mit Roti-Histokitt

Kurzdarstellung der wesentlichen Schritte der PCNA:

Demaskierung Citratpuffer in Mikrowelle 6*5°

Block Rabbit serum DAKO X 902 1:5 20" RT
1. Antikorper Mouse anti-PCNA Oncogene NA-03 1:75 1 RT
2. Antikorper Rabbit anti-mouse biot DAKO E 413 1:600 30" RT

Tab. 3: Ubersicht iiber die wesentlichen Schritte der PCNA

Die Praparate der PCNA wurden an vier standardisierten Stellen innerhalb der
Anastomosenregion ausgewertet, was zu einer besseren Aussagekraft Uber die
durchschnittliche Anzahl und Verteilung der proliferierenden Kerne fuhrte. Zur
weiteren Differenzierung erfolgten von jedem Praparat zwei Messungen, aus
denen der Mittelwert gebildet wurde. Die Einheit der proliferierenden Kerne wird

in positiven Zellen pro mmz2 angegeben.

2.8 Hydroxyprolinanalyse

Die Aminosaure Hydroxyprolin wird wahrend der Kollagensynthese durch
enzymatische Hydroxylierung von Prolin gebildet. Da Hydroxyprolin spezifisch
in Kollagenen vorkommt, ist es moglich, anhand der in einer organischen
Gewebeprobe vorhandenen  Hydroxyprolinmenge den Kollagengehalt
quantitativ zu messen. Die verwendete Methode basiert auf Woessner (1961),

modifiziert nach Stegemann und Stalder (1967).
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2.8.1 Aufarbeitung der Proben

Nach dem Trocknen (37°C, 2 Tage) der Gewebeproben (Biopsiestanze; 4mm)
wurden diese gewogen, um die gemessene Hydroxyprolinkonzentration in
Relation zum entsprechenden Gewebetrockengewicht zu setzen. Daraufhin
wurde nach Uberfihrung der Probe in ein thermostabiles 3mlI-Réhrchen (Roth,
Karlsruhe) jeweils 2ml 6N HCI zupipettiert. Um die vorhandenen Proteine in ihre
Aminosauren zu zerlegen, folgte eine Inkubation der Probe fur 3 Stunden bei
110°C im Thermostaten (Rotilabo®-Block-Heater H250; Roth) unter
mehrmaligem Mischen. Anschlielend wurde die hydrolysierte Probe in ein
15ml-blue-cap-GefaR (Cellstar®; Greiner Labortechnik, Frickenhausen)
umpipettiert und das 3ml-Réhrchen mit 1ml demineralisiertem Wasser
nachgewaschen. Danach wurden 2,7-2,9ml NaOH-Citrat/Acetat-Puffer
zugegeben, bis der pH-Wert der hydrolisierten Probe bei 5,0-6,0 lag. Jede
Probe wurde mit aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 10ml aufgefullt und auf
einen pH-Bereich zwischen 5,0 und 6,0 eingestellt, woraufhin diese zentrifugiert

(2000rpm, 15min) wurden, um eventuelle unlésliche Bestandteile abzutrennen.

2.8.2 Ansetzen der Standardreihe

100mg Hydroxyprolin wurden in 50ml 6N HCI gel6st, was einer Konzentration
von 2000ug/ml entsprach. Es erfolgte ein zweiter Verdiinnungsschritt um den
Faktor 12,5, wonach jeweils um den Faktor zwei weiter verdinnt wurde. Alle
Standards erhielten anschliel3end eine Verdiinnung mit 8ml Wasser. Dies ergab
eine Standardverdinnungsreihe mit den Konzentrationen 32, 16, 8, 4, 2, 1 und
0,5ug/ml, sowie einen Blank-Wert (6N HCI). Der Blank-Wert wurde nach
Beendigung der Messung durch einen ELISA-Reader (Milenia™ Kinetic
Analyzer; Diagnostic Products Corporation Biermann, Bad Nauheim) vom OD-
(optische Dichte) Wert, welcher die Absorption angab, automatisch abgezogen.
Anschliel3end wurden je 60ul der jeweiligen Probe/Standard als Duplikate in die
Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (ELISA-Platte; Greiner Labortechnik)
pipettiert (Abb. 11).
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Abb. 11: Beispiel Mikrotiterplatten-Assay
(Probe/Standard jeweils als Duplikate)

1. Standardwerte (Hydroxyprolinlédsung) und Blank-Wert (HCI)
2. Kontrollwerte Kolon (Hydrolysatverdiinnung): P1 - P10 (P11)
3. Probenwerte Anastomose (Hydrolysatverdiinnung): P11 (P12) - P20 (P22)

Es folgte das Hinzufiigen von 30ul Assay Puffer und 40ul frisch angesetzter
Chloramin-T-Lésung pro Probe. Die Mikrotiterplatte wurde kurz geschittelt und
20 Minuten bei RT inkubiert. Nun wurden zur Beendigung der
Oxidationsreaktion pro Vertiefung 80ul frisches Ehrlichs-Reagenz hinzugefigt
und auf- und abpipettiert, bis sich keine Schlieren mehr zeigten. Die Proben
stellten sich nun gelb und klar dar. Es erfolgte eine 30-minutige Inkubation der
Mikrotiterplatte im 60°C warmen Wasserbad bis zur chemischen Bildung des
Chromophors. Der Umschlag der Farbreaktion von gelb zu rot zeigte sich umso
intensiver, je hoher die Hydroxyprolinkonzentration in der Losung war. Die
Proben wurden mittels eines ELISA-Readers bei einer Messwellenlange von
570nm (Absorptionsmaximum des Chromophors) und einer Referenz-

wellenlange von 650nm vermessen.
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2.8.3 Berechnung der Hydroxyprolinkonzentration

Der OD-Wert der jeweiligen Probe, bestimmt durch den ELISA-Reader, wurde
Uber die Software ,Softmax“ (Immuno Assay Auswertung; Biermann, Bad
Nauheim) in eine Hydroxyprolinkonzentration umgerechnet, welche anhand der
linearen Regression des Standards in pg/ml angezeigt wurde.

Die gemessene Hydroxyprolinkonzentration wurde mit dem Faktor zehn
multipliziert, da zu Beginn alle Standards und Proben auf ein Gesamtvolumen
von 10ml eingestellt worden waren. AnschlieRend folgte die Normierung aller
Proben auf 1mg Gewebe, woraufhin die Hydroxyprolinkonzentration in der

Einheit pg Hydroxyprolin pro mg Gewebe angegeben werden konnte.

2.9 Auswertungen der Histologie und der Immunhistochemie

Die gefarbten Praparate wurden mit dem Mikroskop Leitz DM-Reader und der

Bildanalysesoftware Quantimet QWin (beides Leica) ausgewertet.

2.10 Statistiken und Diagramme

Mit Hilfe von Excel 2003 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) wurden die
Diagramme erstellt. Die Berechnungen und statistischen Analysen erfolgten mit
dem Programm JMP Version 7.0 (SAS Institute, Carys, USA). Angegeben
wurden jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung. In den einzelnen
Gruppen befanden sich zehn oder elf Tiere. Zur Ermittlung der statistischen
Signifikanz  wurde  der  Tukey-Kramer-Test verwendet. Bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5% (p<0,05) konnte von einem signifikanten

Testergebnis ausgegangen werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Beobachtungen

Die Operationen wurden von den Tieren gut vertragen, keines verstarb im Laufe
der Versuchsreihe. An den postoperativen Tagen zeigten die Tiere ein
normales Fressverhalten. Vereinzelt traten Diarrh6en auf. Das erste Tier der
Everolimus 1mg-Gruppe litt mehrere Tage an Hamatochezie. Die Hautwunden

waren bei allen Tieren primar verheilt.

3.2 Gewichtsveranderungen

Die Tiere hatten zu Versuchsbeginn ein mittleres Ausgangsgewicht von 338,49
(Mmin= 3089, Mnax=3760Q).

In der Placebogruppe betrug das Durchschnittsgewicht am Operationstag 3339
(308-352g), bei Versuchsende 322,49 (299-337g). Die mittlere
Gewichtsabnahme zwischen Operationstag und Relaparotomie betrug 10,69
bzw. 3,2%.

Die beiden Verumgruppen (Everolimus 1mg/kg KG und Everolimus 3mg/kg KG)
wiesen zu Versuchsbeginn Werte von 351,59 (312-376g) und 329,4g (312-
355¢) auf, am Ende wogen deren Tiere im Mittel 3289 (283-350g) und 296,69
(280-317g). Die durchschnittliche Gewichtsdifferenz lag in der Everolimus 1mg-
Gruppe bei 23,45g (6,7%) und in der Everolimus 3mg-Gruppe bei 32,89
(10,0%) (Abb.12).
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Gewicht (g)
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Abb. 12: Durchschnittsgewicht (g) der Gruppen zu Versuchsbeginn und -ende

Die Einzelgewichte und deren Differenzen (Tag O bis Tag 7) der Tiere sind im
Anhang in Tabelle 6 aufgelistet.

3.3 lleus, Anastomoseninsuffizienz und Peritonitis

In jeder der drei Gruppen wurde je ein Tier mit gedeckter
Anastomoseninsuffizienz beobachtet. Dies waren das Tier Nummer 4 aus der
Placebogruppe, das erste Tier der Everolimus 1mg-Gruppe und das letzte Tier
der Everolimus 3mg-Gruppe. Eine Peritonitis oder ein lleus kamen nicht vor.

3.4 Verwachsungen

Die Differenzierung der Verwachsungen an den Anastomosen erfolgte in Grad
0 -4 (Abb. 13-16):

e 0= keine Verwachsung

e 1= geringe Verwachsung

e 2 = mittlere Verwachsung

e 3= starke Verwachsung

e 4 = sehr starke Verwachsung inkl. Nachbarstrukturen (z. B. Dinndarm)
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Abb. 13: Verwachsungsgrad 1 Abb. 14: Verwachsungsgrad 2
(Ratte 9 Placebogruppe) (Ratte 10 Placebogruppe)

Abb. 15: Verwachsungsgrad 3 Abb. 16: Verwachsungsgrad 4
(Ratte 8 Everolimus 3mg-Gruppe) (Ratte 7 Everolimus 3mg-Gruppe)

Verwachsungen in der Gruppe A (Placebo):
In der Kontrollgruppe wurden zur Bestimmung der Verwachsungen der
Anastomosen jeweils dreimal Grad 1, Grad 2 und Grad 3 vergeben. Grad 4 kam

einmal vor.

Verwachsungen in der Gruppe B (Everolimus 1mg):
In dieser Gruppe wurden die Verwachsungen mit Hilfe von einmal Grad 1, je

dreimal Grad 2 und 3 und viermal Grad 4 beschrieben.
Verwachsungen in der Gruppe C (Everolimus 3mg):

Hier zeigte sich eine Verteilung von zweimal starker Verwachsung und achtmal

sehr starker Verwachsung (Tab. 4).
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Placebogruppe Everolimus 1mg-Gruppe | Everolimus 3mg-Gruppe
Tier |Verwachsungsgrad | Tier | Verwachsungsgrad | Tier | Verwachsungsgrad
1 1 1 1 1 4
2 2 2 4 2 4
3 4 3 4 3 3
4 3 4 3 4 4
5 3 5 2 5 4
6 2 6 3 6 4
7 1 7 2 7 4
8 3 8 4 8 3
9 1 9 3 9 4
10 2 10 4 10 4

11 2

Tab. 4: Anastomosenverwachsungsgrade (1 = geringe, 4 = sehr starke Verwachsung)

Die Verteilung der verschiedenen Verwachsungsgrade der Anastomosen

innerhalb der einzelnen Gruppen ist in Abbildung 17 dargestellt.

Haufigkeit

Abb. 17: Verteilung der Verwachsungsgrade der Anastomosen in den Gruppen

Die Anastomosen der Everolimus 3mg-Gruppe wiesen die stérksten

Verwachsungen auf, gefolgt von der Everolimus 1mg-Gruppe, und jene der

Placebogruppe die geringsten. Der Verwachsungsgrad 0, also keine

Verwachsung, kam nicht vor.
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3.5 ,bursting pressure” und Perforationsstellen

3.5.1 ,bursting pressure”

Der Mittelwert des ,bursting pressure® lag in der Placebogruppe bei
142,44+£17,04mmHg (Pmin=122MmmHg, pmax=174mmHg). In der Everolimus 1mg-
Gruppe fand sich der Durchschnitt des ,bursting pressure® bei
116,90+25,41mmHg (68-151mmHg) und in der Everolimus 3mg-Gruppe bei
107,56£29,95mmHg (45-146mmHg). Der verwendete Druck reduzierte sich von
der Placebogruppe zur Everolimus 1mg-Gruppe um 17,93%. Von Everolimus
1mg fiel der ,bursting pressure® zu Everolimus 3mg um weitere 7,99% ab. Der
Unterschied zwischen der Placebogruppe und der Everolimus-1mg-Gruppe war
statistisch signifikant, ebenso derjenige zwischen Placebo und Everolimus 3mg.
Keine Signifikanz bestand zwischen den Werten von Everolimus 1mg und

denen von Everolimus 3mg (Abb.18).

Druck (mmHg)
180
160
) @), 3
140 T
120 T
O Placebo
100 1 @ Everolimus 1mg
80 - m Everolimus 3mg
60 -
40 | (1) p<0,05 vs. PI.
(2) p<0,05 s. PI.
20 - (3) p>0,05 vs. Ev.1mg
0
Mittelwert £ SD

Abb. 18: Durchschnittswerte, Standardabweichungen und Signifikanzen des ,bursting
pressure” in mmHg

Im Anhang (Abbildung 40 und Tabelle 7) sind die einzelnen Werte des ,bursting

pressure” fir die jeweiligen Gruppen aufgelistet.
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3.5.2 Perforationsstellen

In der Kontrollgruppe konnte beobachtet werden, dass alle Perforationen
aulBerhalb der Anastomose lagen, wohingegen sich in der Everolimus 1mg-
Gruppe neun von zehn Perforationen innerhalb der Anastomose befanden. Bei
der Everolimus 3mg-Gruppe waren die Anteile ausgeglichen, vier
Perforationsstellen lagen innerhalb und funf auRerhalb der Anastomose.

Die Anastomosen mit Insuffizienzen blieben unbeachtet (Abb. 19).

der

Haufigkeit

Perforatig
N auBerhalp
An astomo,
Se

Perforation ;
Inner|
Q\’Zf& N O halb AnaStOmOSe

Abb. 19: Verteilung der Perforationsstellen der Anastomosen beim ,bursting pressure*

Die Tabelle 7 im Anhang ordnet die Perforationsstellen den einzelnen Tieren
genau zu.

35



Ergebnisse

3.6 Histologie

3.6.1 HE-Farbung

Ubersicht einer Anastomosenregion eines Tieres der Kontrollgruppe:

E

Abb. 20: HE-UbersichtsvergroRerung (25 x) einer Anastomosenregion der Placebo-
Gruppe; rechts und links der Anastomose befindet sich intakte Kolonschleimhaut,
Muskularis und Serosa; im Bereich der Schnittstelle sind diese Strukturen
durchbrochen und von Granulationsgewebe Uberbriickt (Ratte 7)

Die Beurteilung der HE-gefarbten Schnitte erfolgte anhand des Fibrosegrades,
der Menge, Dichte und Struktur des Granulationsgewebes im
Anastomosenbereich und der Mukosa. Des Weiteren wurden die Angiogenese
und Vakuolen verglichen. Fur diese Parameter wurden jeweils Zahlen von 0 - 3

vergeben (0 = nichts, 1 = wenig, 2 = mittel, 3 = viel) (Tab.5).
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Fibrosegrad, Dichte
Gruppe | Tier | Granulations- ' | Schleimhaut | Gefal3e | Vakuolen
Struktur
gewebe

Placebo | 1 2 1 2 1 0
2 3 2 1 2-3 2
3 2 1 1-2 2 1
4 2 1 2 1 0
5 3 2 3 3 0
6 2 1 2-3 1-2 0
7 3 1 3 2 0-1
8 3 2 3 1-2 1
9 2 1 2-3 1 1
10 2 2 0 1-2 1

Ev.img | 1 3 2 2 1 1-2
2 1 2 1 0 2
3 2 2-3 0 1-2 1-2
4 2 2 1 0 1
5 2 2 1 1 0
6 3 3 1 0 1-2
Il 1 1-2 1 2 0
8 2 3 - 0 0
9 2 3 0 1 2
10 3 3 1 0 1
11 1 2 0-1 0 0-1

Ev.3mg | 1 2 3 0 0 0-1
2 1-2 2 0 1-2 0
3 1 1 1-2 0 0
4 1-2 2 0 0 0
5 3 2 0 0 1-2
6 1 2 0 0 2
7 2 3 0 0-1 1
8 2 3 0 0 2
9 2 3 0-1 1-2 2
10 2 2 0 0 1

Tab. 5: Auswertung der HE-Farbung
Beurteilt wurden Fibrosegrad, Dichte und Struktur des Granulationsgewebes, Mukosa,
Gefalle und Vakuolen in jeweils 4 Graden (0 - 3)

Es zeigten sich in der Kontrollgruppe viel Granulationsgewebe und ein hoher
Fibrosegrad. Die Dichte und Struktur des Gewebes war niedrig. Es hatte sich
bereits einiges an neuer Mukosa gebildet, die bis in die Anastomose hoch
hineinragte und das Narbengewebe epithelialisierte. In den Schnitten war eine

deutliche Angiogenese zu erkennen, wobei wenige Vakuolen vorkamen.
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Innerhalb der Verumgruppen (Everolimus 1mg/kg KG und Everolimus 3mg/kg
KG) konnte dosisabhangig ein abnehmender Fibrosegrad und weniger
Granulationsgewebe festgestellt werden, wobei die Dichte und Struktur des
Gewebes verstarkt waren. Es erfolgte kaum eine Neubildung von Schleimhaut,
besonders in der Everolimus 3mg-Gruppe reichte die Mukosa nur bis an die
Anastomose heran. Ebenso nahm die Gefalneubildung dosisabhangig deutlich
ab, wobei die Anzahl von Vakuolen in den Verumgruppen im Vergleich zu

Placebo etwas zunahm.
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HE-Farbungen von Anastomosen, zum einen mit Placebo behandelt, zum

anderen eine beispielhafte Farbung der Everolimus-Gruppe:

Abb. 21: HE-Farbung (100 x) Placebo-Gruppe; in der Mitte des Bildes befindet sich im
Bereich der ehemaligen Schnittstelle breites Granulationsgewebe, es zeigt sich ein
hoher Fibrosegrad; rechts davon sind Muskularis, Bindegewebe und Gefalie
abgebildet; seitlich oben befindet sich urspriingliche Schleimhaut; in der Tiefe (untere
Mitte des Bildes) ist neue, bereits relativ hohe Schleimhaut zu erkennen, welche in die
Anastomose hineinragt und das Narbengewebe epithelialisiert; die Bindegewebsfasern
zeigen eine gerade Ausrichtung (Ratte 7)

Abb. 22: HE-Féarbung (100 x) Everolimus 3mg-Gruppe; in der Mitte des Bildes befindet
sich im Bereich der ehemaligen Schnittstelle zellarmes, schmales
Granulationsgewebe, der Fibrosegrad ist gering; rechts und links davon sind
Muskularis, Bindegewebe und Gefalie abgebildet; die Schleimhaut reicht an die
Anastomose heran; innerhalb des Narbengewebes befinden sich aufgelockerte Stellen,
die Bindegewebsfasern sind wenig ausgerichtet; mittig des unteren Bildrandes ist die
frihere Nahtstelle lokalisiert (Ratte 3)
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3.6.2 Azan-Farbung

Ansicht einer Azan-Farbung:

s ettt

Abb. 23: Azan-Farbung (50 x) Placebogruppe; Verlauf der ehemaligen Schnittstelle im
Bild von links oben bis Mitte unten; Reste der Nahtstelle in der Mitte unten; im rechten
Bildanteil Kolonschleimhaut und Muskularis (Ratte 3)

Die Einteilung Uber die Anordnung der Kollagenfasern erfolgte in den Zahlen 1
(ungeordnet), 2 (méRig geordnet) und 3 (geordnet) (Abb. 24-26).

Abb. 24: 3 Azan-Féarbung (400 x) Placebo-Gruppe; dichte kollagene, parallel
angeordnete Fasern (blau) bilden eine starke Vernetzung; maRige Zelldichte; mehrere
angeschnittene Blutgefalie, v. a. im unteren Bildanteil (Ratte 2)
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ST Y

Abb. 25: 2 Azan-Farbung (400 x) Everolimus 1mg-Gruppe; teils vernetzte Fasern
lassen eine Ausrichtung erkennen; zunehmende Zelldichte; im unteren Bild
angeschnittene Gefalie (Ratte 5)

Abb. 26: 1 Azan-Farbung (400 x) Everolimus 3mg-Gruppe; diinne Kollagenfasern ohne
Ausrichtung und wenig Zusammenbhalt; viele Zellkerne; rechts im Bild ein
angeschnittenes Blutgefal? (Ratte 8 )

Gruppe A (Kontrollgruppe):
In der Placebogruppe wurde zur Beurteilung der Faseranordnung im
Anastomosenbereich viermal eine 3 vergeben. Weiterhin zeigten sich die

Kollagenfasern in zwei Praparaten als 2-3 und dreimal als 2.
Gruppe B (Everolimus 1mg-Gruppe):

Bei der niedrigen Dosierung von Everolimus erschienen die Fasern sechsmal

als 2 und wurden dreimal mit einer 2-3 und zweimal mit einer 1 beschrieben.

41



Ergebnisse

Gruppe C (Everolimus 3mg-Gruppe):

In dieser Gruppe wurde zur Faseranordnung dreimal eine 2 vergeben.

AulRerdem konnten die Kollagenfasern in einem Praparat mit 1-2 bewertet

werden. Sechsmal erschienen die Fasern als 1 (Tab. 6).

Placebogruppe Everolimus 1mg-Gruppe | Everolimus 3mg-Gruppe
Tier | Faseranordnung | Tier | Faseranordnung | Tier | Faseranordnung
1 2-3 1 1-2 1 2
2 3 2 2 2 1
3 3 3 2 3 1
4 3 4 2 4 2
5 2 5 2 5 2
6 2 6 2 6 1-2
7 2 7 1 7 1
8 2-3 8 1 8 1
9 3 9 1-2 9 1
10 2 10 2 10 1
11 1-2

Tab. 6: Bewertung der Anordnung der Kollagenfasern (1 = ungeordnet, 3 = geordnet)
im jeweiligen Anastomosenbereich im Rahmen der Azanfarbung

Zusammenfassend waren die Fasern innerhalb der Anastomosenbereiche der

Placebogruppe zu Versuchsende nach 7 Tagen sehr geordnet und vernetzt,

ebenso zeigte sich das Gewebe reifer und zellarmer. Dahingegen waren die

Fasern in den Anastomosen der Tiere, die Everolimus erhielten, um einiges

ungeordneter und die Zelldichte war erhéht (3mg > 1mg).
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3.7 Immunhistochemie

3.7.1 PCNA

Ein Ausschnitt einer Anastomosenregion:

Abb. 27: PCNA (200 x) Everolimus 1mg-Gruppe; apikal angeschnittene Krypten; von
links oben schrag nach rechts unten verlauft die ehemalige Schnittstelle; v. a. im
unteren Bildanteil proliferierende Kerne (braun) der Anastomosenregion (Ratte 10)

Die Werte der einzelnen Messungen und deren Mittelwerte sind im Anhang in

Tabelle 8 verzeichnet.

Gruppe A (Kontrollgruppe):
Fur diese Gruppe wurden im Mittel 11091,05+1976,65/mm?2 (Nmin=6831/mm?2,

Nmax= 14367/mm?2) positive Zellen gemessen.
Gruppe B (Everolimus 1mg-Gruppe):

Die durchschnittiche Auszéhlung erbrachte hier einen Wert von
8067,32+1127,40/mm?2 positiven Zellen (5985-10832/mmg2).
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Gruppe C (Everolimus 3mg-Gruppe):
Bei dieser Dosierung lag der Durchschnitt an positiven Zellen bei
6352,45+1271,77/mm2 (3301- 8265 /mm?).

Die Anzahl der positiven Zellen erfuhr von Placebo zu Everolimus 1mg eine
27,26%ige Abnahme. Von der Everolimus 1mg- zur Everolimus 3mg-Gruppe
verringerten sich die Kerne um weitere 21,56%.

Im Folgenden werden typische Vertreter aus den einzelnen Gruppen bezglich
der Anzahl und Verteilung positiver Kerne in der PCNA gezeigt:

¥l " - % Ay JE e
Abb. 28: PCNA (400 x) Placebo-Gruppe; grofRe Anzahl proliferierender Kerne (braun)
in der Anastomosenregion (Ratte 7)

' . A 1 - %

Abb. 29: PCNA (400 x) Everolimus 1mg-Gruppe; abnehmende Zahl an positiven
Kernen (Ratte 9)
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Abb. 30: PCNA (400 x) Everolimus 3mg-Gruppe; vereinzelte PCNA-positive Kerne
innerhalb der Anastomose (Ratte 10)

Der Durchschnitt von gemessenen Mittelwerten an positiven Zellen/mm?2 in der
PCNA fir die einzelnen Gruppen (Placebo > Everolimus 1mg > Everolimus
3mg), wobei die Unterschiede statistisch signifikant waren:

pos.Zellen/mmg?

14000
12000

10000

O Placebo

8000 @ Everolimus 1mg

m Everolimus 3mg

6000

(1) p<0,05 vs. PI.
(2) p<0,05 vs. PI.
(3) p<0,05 vs. Ev.1mg

4000

2000

Mittelwert + SD

Abb. 31: Mittelwerte, Standardabweichungen und Signifikanzen der PCNA positiven
Zellen/mm?
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3.8 Hydroxyprolingehalt

Der durchschnittliche Wert des Hydroxyprolingehalts in den Anastomosen der
Placebogruppe lag bei 9,77+2,54ug/mg Gewebe (cmin= 5,47ug/mg Gewebe,
Cmax= 13,72ug/mg Gewebe). In der Everolimus 1mg-Gruppe betrug der
Mittelwert der gemessenen Hydroxyprolinkonzentration 10,31+3,14ug/mg
Gewebe (6,47-16,98ug/mg Gewebe), in der Everolimus 3mg-Gruppe ergab sich
ein Wert von 6,20£2,68ug/mg Gewebe (3,13-10,82ug/mg Gewebe). Der
Unterschied von Placebo zu Everolimus 3mg war statistisch signifikant, ebenso
derjenige von Everolimus 1mg zu Everolimus 3mg. Keine Signifikanz bestand
zwischen Placebo und Everolimus 1mg (Abb. 32).

Die Einzelwerte sind im Anhang in Tabelle 9 und 10 aufgelistet.

ug Hyp/mg Gewebe
16
@)
14 -
12 T
10 5 O Placebo
@. G) @ Everolimus 1mg
8 N m Everolimus 3mg
6 |
4 L (1) p>0,05 vs. PI.
(2) p<0,05 vs. PI.
2 - (3) p<0,05 vs. Ev.1mg
0
Mittelwert + SD

Abb. 32: Durchschnittswerte, Standardabweichungen und Signifikanzen der
Hydroxyprolinkonzentrationen in pg Hydroxyprolin/mg Gewebe
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von Everolimus (Certican®) auf
die Wundheilung von experimentell angelegten Kolonanastomosen bei Ratten

untersucht.

Everolimus ist ein Derivat des Immunsuppressivums Sirolimus (Rapamycin,
Rapamune®), welches angewandt wird, um Abstof3ungsreaktionen bei
klinischen Transplantationen zu verhindern. Seine Wirksamkeit wurde bereits in
Kombination mit Calcineurininhibitoren und Kortikosteroiden zur Pravention von
AbstoBung bei Nierentransplantatempfangern in zwei grol3en Multicenter-
Studien ermittelt [Lorber et al. 2005; Vitko et al. 2005]. Ebenso wurde die
Sicherheit einer suffizienten Immunsuppression mit Everolimus ohne die
zusatzliche Gabe von Calcineurininhibitoren nach Herztransplantationen

untersucht [Rothenburger et al. 2007].

Everolimus inhibiert eine Reihe von Zytokin-vermittelten
Signaltransduktionswegen. Durch Komplexbildung mit dem Protein mTOR wird
schlie3lich das Voranschreiten der T-Zellen von der G1-Phase in die S-Phase
des Zellzyklus verhindert. Seine Wirkung beschrankt sich jedoch nicht nur auf
T- und B-Zellen, sondern hemmt generell eine durch Wachstumsfaktoren
stimulierte Proliferation von héamatopoetischen und nicht-hamatopoetischen
Zellen [Nashan 2002 a; Schuler et al. 1997]. Die antiproliferativen Effekte von
MTOR-Inhibitoren beziehen sich somit auf eine Vielzahl von Zellen inklusive
Fibroblasten, Endothelzellen und vaskularen glatten Muskelzellen [Azzola et al.
2004; Park et al. 2004; Vinals et al. 1999]. In Mesangiumzellen wurde die
Inhibition der PDGF-induzierten Kollagensynthese aufgezeigt [Kim et al. 2004].
Besonders Kollagen und die aufgeflhrten Zellen sind an den ersten beiden

Phasen im Verlauf der Wundheilung beteiligt.
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Fur Sirolimus ist eine Stoérung der Wundheilung in vielen Fallen klinisch und
tierexperimentell nachgewiesen, fur Everolimus liegen in der Literatur jedoch
bislang nur wenig Daten vor.

Troppmann et al. (2003) berichteten unter Gabe von Sirolimus Uber eine
signifikante Zunahme chirurgischer Wundkomplikationen nach klinischen
Nierentransplantationen, wobei das Transplantat nicht betroffen war. Die
Mortalitdt war nicht erhoht. Von anderen Arbeitsgruppen wurde bei
Nierentransplantatempfangern eine erhohte Inzidenz an Wundheilungs-
komplikationen, z. B. Lymphozelen um das Transplantat, oberflachliche
Wundinfektionen und Narbenhernien, festgestellt [Dean et al. 2004; Flechner et
al. 2003; Valente et al. 2003].

Nach Verabreichung von Sirolimus lieR sich nach Leber-, Darm-, und
Herztransplantationen eine Zunahme an Wundheilungskomplikationen,
besonders Hernien, Abszessen und Dehiszenzen beobachten [Guilbeau 2003;
Kobashigawa et al. 2006; Kuppahally et al. 2006].

Speziell bei angelegten Anastomosen ergaben tierexperimentelle
Untersuchungen Ahnliches: Fur die Behandlung mit Sirolimus wurde bei
Schweinen eine reduzierte Belastbarkeit von Ureter- und
Gallengangsanastomosen verzeichnet [Kahn et al. 2005 a und b].

Dutly et al. (2003) stellten unter Gabe von Everolimus bei Schweinen nach
vierzehn Tagen eine geringere mechanische Reil3festigkeit von
Bronchialanastomosen fest. Van der Vliet et al. (2006) flhrten jungst erste
Versuche zur Wirkung von Everolimus auf die Heilung von Kolonanastomosen
bei Ratten durch. In diesen verringerte Everolimus die mechanische Stabilitat
der Anastomosen signifikant, ebenso kam es zu einem verminderten
Kollagengehalt. Ob und auf welche Weise Everolimus die Wundheilung auf
intestinaler Ebene beeinflusst und ob es mdglicherweise sogar zu vermehrten
Anastomoseninsuffizienzen fuhrt, wurde bisher allerdings noch unzureichend

untersucht.
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In der vorliegenden Studie wurde die Wundheilung von Kolonanastomosen
untersucht. Als Parameter hierfur fanden die histologischen Basisfarbungen HE
und Azan Verwendung. Zusatzlich erfolgte die Beurteilung des Kollagengehalts
innerhalb der Anastomosenregion anhand der quantitativen Messung von
Hydroxyprolin. Weiterhin wurde innerhalb der Immunhistochemie die PCNA-
Expression als Marker fur die Zellproliferation bestimmt. Die Korrelation der

mechanischen Wundheilung erfolgte mittels Messung des ,bursting pressure®.

Der anatomische Aufbau des Rattendarms ahnelt dem des Menschen, ebenso
verhalt es sich mit der fetalen Mikroflora des Rattenkolons und dem humanen
Kolon [Hermann et al. 1964]. Die Wundheilung verlauft in beiden Fallen nach
den gleichen Prinzipien in drei aufeinander folgenden Phasen: exsudative,
proliferative und reparative Phase [Coerper et al. 2004; Sedlarik 1997; Witte
und Barbul 1997]. Es sind somit Rickschlisse auf die Anastomosenheilung am

Menschen mdglich.

Die Zeitdauer der Versuche wurde auf sieben Tage festgelegt, da durch die
stattfindende Kollagenolyse und der erst beginnenden Kollagensynthese friher
noch keine ausreichende Eigenstabilitdt der Wunde besteht. Der Zusammenhalt
dieser wird in den frihen Phasen der Wundheilung vor allem durch das
Nahtmaterial gewahrleistet [Luenstedt und Debus 1990]. Ein spaterer Zeitpunkt
wurde durch die Anwendung der Methode des ,bursting pressure” limitiert. Der
Loursting pressure” reprasentiert die Zunahme der Anastomosenstérke nur etwa
eine  Woche nach Operation, solange die ZerreiBung innerhalb des

Anastomosenbereichs eintritt [Hendriks und Mastboom 1990].

Insbesondere wurde auf die dosisabhangigen Wirkunterschiede von Everolimus
Wert gelegt. In Anlehnung an Hausen et al. (1999) und Johnson et al. (2003)
fuhren die hier verwendeten Dosierungen von 1 und 3mg/kg KG zu einem
immunsuppressiven Effekt bei der Ratte. Die 3mg-Dosis fuhrt bei dieser zu
einer drei- bis vierfach starkeren Immunsuppression im Vergleich zum

Zielbereich beim Menschen. Die klinische Anwendung von Everolimus erfolgt in
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Kombination mit einem Calcineurininhibitor und Kortikosteroiden. Beim
Patienten liegt der Zielbereich des Everolimus-Blutspiegels zwischen 3 und

8ng/ml, der mit 0,75-1,5mg Everolimus/Patient erzielt wird [Kovarik et al. 2004].

Im Laufe einer Woche nach Anastomosenanlage zeigten sich bereits
Differenzen im Gewichtsverlauf zwischen den drei Gruppen, was eine sensible
Methode fir die postoperative Genesung der Tiere darstellt. Die Versuchstiere
der Placebogruppe zeigten nach Operation nur eine geringe Gewichtsabnahme,
welche innerhalb des Versuchszeitraumes zu einem grol3en Teil wieder
ausgeglichen wurde. Dahingegen nahmen die Tiere der Everolimusgruppen
dosisabhangig initial mehr an Gewicht ab und legten im Verlauf nur noch wenig
zu. Diese Resultate decken sich mit denen von van der Vliet et al. [2006]. Ein
toxischer Effekt von Everolimus scheint jedoch unwahrscheinlich, da auch bei

der hohen Dosierung ein geringer Gewichtsanstieg verzeichnet wurde.

Innerhalb jeder der drei untersuchten Gruppen trat jeweils eine Insuffizienz auf.
Deren gesamter Anteil lag mit 9,3% in jenem Bereich, welcher in publizierter
Literatur flr intestinale Anastomoseninsuffizienzen (3,4-12%) beschrieben
wurde [Golub et al. 1997; Matthiesen et al. 2004; Rullier et al. 1998].

Bereits 1991 erfolgte von van der Ham et al. die Beurteilung intestinaler
Verwachsungen von mit Fibrinkleber behandelten Kolonanastomosen mittels
einer Einteilung in vier Grade. Diese fand bei Zacharakis et al. (2007) erneut
Verwendung, welche den Einfluss von IGF-I auf die Heilung von
Kolonanastomosen untersuchten. Fir die vorliegende Arbeit wurde deren Skala
leicht modifiziert und auf finf Verwachsungsgrade erweitert.

Innerhalb der Placebogruppe kamen nur geringgradige Verwachsungen an den
Anastomosen vor. Der Verwachsungsgrad an der Anastomosenregion nahm

umso mehr zu, je hoher das Medikament dosiert wurde.

Anhand des HE-gefarbten Schnittes wurde die Wundheilung innerhalb der

Anastomosenregion mittels verschiedener Parameter beurteilt. Die HE-Farbung
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fand schon bei anderen Autoren Verwendung, um beispielsweise die Anzahl
von Makrophagen, Lymphozyten und Fibroblasten oder auch Odeme,
Granulations- und Narbengewebe zu beurteilen [Sikas et al. 2006; Verhofstad
et al. 2001]. In den vorliegenden Versuchen wurde besonders auf folgende
Kriterien geachtet: die Menge, Dichte und Struktur des Granulationsgewebes,
den Fibrosegrad, die Beschaffenheit der Schleimhaut und die Darstellung von
GefalRen und Vakuolen. In der Placebogruppe konnte im Vergleich zu den
beiden Verumgruppen eine groRere Menge Granulationsgewebe und ein
erhohter Fibrosegrad festgestellt werden, was in den Verumgruppen
dosisabhangig abnahm. Die Dichte und Struktur des Gewebes war
dosisabhangig erhoht. Innerhalb der Kontrollpraparate hatte sich bereits
deutlich neue Mukosa gebildet, die bis in die Anastomose weit hineinragte und
das Narbengewebe epithelialisierte. In den beiden Gruppen, die Everolimus
erhielten, erfolgte kaum eine Neubildung von Schleimhaut, wobei diese
besonders in der Everolimus 3mg-Gruppe nur bis an die Anastomose heran-
reichte. Im Vergleich zur Kontrolle konnten innerhalb der Verumgruppen
dosisabhangig deutlich weniger GefalRe verzeichnet werden. Die Anzahl von
Vakuolen war in Praparaten unter Everolimus-Medikation etwas hoher als in
denen der Placebogruppe.

Die dosisabhangige verminderte Menge an Granulationsgewebe korreliert mit
der ebenso dosisabhangigen Abnahme von Gefalden und Mukosa innerhalb der
Verumgruppen im Vergleich zu Placebo. Insgesamt lag eine gestorte
Granulation bei reduzierter Angiogenese vor. Diese Erkenntnis bestatigt den
Wirkmechanismus von Everolimus, welches unter anderem die vaskularen,
glatten Muskelzellen in Gefallen hemmt [Eisen et al. 2003]. Die Anzahl der
Vakuolen scheint nicht aussagekraftig, da es sich aufgrund von intraoperativ
eingenahtem Fett um Artefakte handeln kénnte. Diese Ergebnisse, bei denen
im Rahmen der HE-Farbung deutliche Unterschiede innerhalb der einzelnen
Gruppen festgestellt werden konnten, widersprechen denen von van der Vliet et
al (2006). Sie stellten in Bezug auf histologische Parameter in HE-gefarbten
Schnitten keinerlei architektonische Veranderungen zwischen den verschieden
behandelten Anastomosen fest.
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Die Quantifizierung von Kollagen erfolgte Uber die Messung des
Hydroxyprolingehalts. Laut Hendriks et al. (1990) sei dies in enteralen
Anastomosen gleichzusetzen. Die verwendete Methode basiert auf der schon
lange etablierten von Wdssner [1961], modifiziert durch Stegemann und Stalder
[1967].

Bei der Bestimmung von Hydroxyprolin liel3 sich der gré3te Gehalt innerhalb
der Anastomosen der Placebogruppe sowie der Everolimus 1mg-Gruppe
verzeichnen. Der Unterschied war gering und nicht signifikant. Dies deckt sich
ebenso nicht mit den Ergebnissen von van der Vliet et al. (2006). Sie stellten
zwischen allen drei Versuchsgruppen abnehmende Werte mit statistischer
Signifikanz fest. In der vorliegenden Arbeit bestand jedoch erst zur Everolimus
3mg-Gruppe eine signifikante Abnahme der Hydroxyprolinkonzentration.

In der Azanfarbung der Placebogruppe stellten sich die Kollagenfasern der
Anastomosenbereiche parallel angeordnet und vernetzt dar. Das Gewebe
zeigte sich sehr reif und enthielt wenig Zellen. In der Everolimus 1mg-Gruppe
waren die Fasern gegenuber der Placebogruppe bereits um einiges
ungeordneter und erschienen weniger vernetzt. Der Zellgehalt nahm zu. Die
Kollagenfasern innerhalb der Everolimus 3mg-Gruppe zeigten sich sehr
ungeordnet und die Zelldichte war stark erhoht. Eine Vernetzung war kaum
noch erkennbar. Insgesamt nahm die Ordnung der Kollagenfasern mit
zunehmender Dosierung von Everolimus ab. Dieser Aspekt korreliert mit der
dosisabhéangigen Reduktion des Fibrosegrades und der abnehmenden Menge
an Granulationsgewebe innerhalb der HE-Farbung. Ebenso konnte in den HE-
gefarbten Schnitten der Verumgruppen eine grol3ere Dichte und Struktur des
Gewebes festgestellt werden, was sich mit der erhdhten Zelldichte aus der

Azan-Farbung deckt.

Des Weiteren zeigte sich im Rahmen des Auszahlungsverfahrens der PCNA-
Praparate, dass die meisten proliferierenden Zellen in der Placebogruppe
existierten. In den Everolimusgruppen wurden jeweils dosisabhangig signifikant
weniger proliferierende Zellen gemessen, die Kerne lie3en sich nur noch
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vereinzelt darstellen. Korrespondierend zu den Ergebnissen der HE- und Azan-
Farbung nahm die Anzahl der PCNA-positiven Zellen mit zunehmender

Dosierung von Everolimus ab.

Nachdem im ersten Teil dieser Arbeit die Erkenntnisse der histologischen,
immunhistochemischen und biochemischen Untersuchungen erértert wurden,
sollen nun weitere Ergebnisse diskutiert werden. Insgesamt bestétigten die
Resultate der physikalischen Messungen die bereits aufgefuhrten Befunde.

Zur Beurteilung der mechanischen Stabilitat wurde die Methode des ,bursting
pressure“ verwendet. Diese reprasentiert bereits in friheren Studien ein
etabliertes Verfahren zur Bestimmung der Anastomosensicherheit im
Tierexperiment [Attard et al. 2005; Cihan et al. 2003; Ikeuchi et al. 1999;
Mansson et al. 2002].

In anderen Arbeiten wurde das Nahtmaterial vor der mechanischen Prifung
entfernt, was in diesen Versuchen unterblieb, da die Manipulation des Gewebes
die Messungen des ,bursting pressure* moglicherweise verandert hatte [Slavin
et al. 1992]. Aus dem gleichen Grund wurden die Verwachsungen der
Anastomosen vor der mechanischen Testung nicht vollstandig entfernt, sondern
vorsichtig stumpf gelost.

Die Messungen des ,bursting pressure” ergaben umso niedrigere Werte, je
hoher die Dosierung von Everolimus war. Die mechanische Belastbarkeit der
Anastomose war in der Placebogruppe gegenuber den Everolimusgruppen
signifikant hoher, wobei sich zwischen den Werten der beiden
Medikamentengruppen keine Signifikanz nachweisen lie3. Zusammenfassend

nahm die Belastbarkeit der Anastomosenregion dosisabhéngig ab.

Seit den Untersuchungen von Jiborn et al. (1978) ist bekannt, dass die
Darmwand bei Messungen des ,bursting pressure” nicht unbedingt in der
Anastomose selbst einreien muss, sondern dass es ebenso proximal oder

distal davon zur Perforation kommen kann. Die Festigkeit der Anastomose kann
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somit diejenige der Umgebung durch UberschieBende Kollagenbildung oder
durch noch vorhandenes Nahtmaterial Gberschreiten.

Alle Perforationsstellen des ,bursting pressure” fanden sich in der
Placebogruppe aul3erhalb der Anastomose. Das bedeutet, dass die
Anastomose problemlos verheilt war. Nahezu alle Perforationen in der
Everolimus 1mg-Gruppe befanden sich stattdessen innerhalb der Anastomose.
Diese Beobachtung ist ein Indiz daflr, dass die Gewebefestigkeit der
Anastomosenregion unter Gabe von Everolimus 1mg abnahm. In der
Everolimus 3mg-Gruppe zeigte sich eine unerwartet ausgewogene Verteilung.
Die eine Halfte der Perforationen befand sich aul3erhalb, die andere innerhalb

der Anastomose.

Es kann angenommen werden, dass die starken Verwachsungen die
Anastomosen der Everolimus 3mg-Gruppe stabilisiert haben, weshalb einige
Perforationsstellen aulRerhalb des Anastomosenbereichs lagen. Durch
Zunahme dieser Verwachsungen und dem bedingten Gewinn an Stabilitat
wiesen die Werte des ,bursting pressure” der Everolimus 3mg-Gruppe keine
signifikante Abnahme gegeniber Everolimus 1mg auf.

Die Ergebnisse der Messung des Hydroxyprolingehaltes zwischen der
Placebogruppe und der Everolimus 1mg-Gruppe stimmen nicht mit den
anderen Versuchsergebnissen, wie der HE- und Azan-Farbung, der PCNA-
Expression und dem ,bursting pressure” Uberein. Nach Jiborn et al. [1978]
besteht auch kein direkter Zusammenhang zwischen gemessenem ,bursting
pressure” und einer bestimmten Kollagenkonzentration.

Insgesamt bestatigen die Erkenntnisse der mechanischen
Anastomosenstabilitat die Ergebnisse der HE- und Azan-Farbung. Sowohl der
Loursting pressure”, als auch die Menge des Granulationsgewebes und der
Fibrosegrad reduzierten sich dosisabhangig. Genauso verhielt es sich mit neu
gebildeter Mukosa und Gefallen im Anastomosenbereich, die ebenso wie die
Faserordnung dosisabhangig abnahmen. Die Resultate der PCNA-Expression
bestatigen die abnehmende Wundheilung durch eine dosisabhéngige
Verminderung der Zellproliferation.
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Trotz bedeutender Unterschiede in Parametern der Wundheilung traten bei den
beiden Medikamentengruppen im Vergleich zur Placebogruppe jedoch keine
weiteren Anastomoseninsuffizienzen auf. Grund daflr kdnnte zum einen sein,
dass die Dichte und Struktur des Gewebes unter Everolimus-Medikation
zunahm, zum anderen, dass der Hydroxyprolingehalt von der Placebo- zur
Everolimus 1mg-Gruppe nicht abnahm, wodurch die Anastomose mechanisch
relativ stabil blieb. In der Everolimus 3mg-Gruppe reduzierte sich der
Hydroxyprolingehalt deutlich, die Anastomose wurde aber durch die starke

Verwachsung stabilisiert.

Everolimus hat einen negativen Einfluss auf die Wundheilung von
Kolonanastomosen. Aufgrund seines Wirkmechanismus entspricht dies den
Erwartungen. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie decken sich demnach mit
Erkenntnissen in relevanter Literatur und haben gezeigt, dass Everolimus die
intestinale Wundheilung nach einem bestimmten Zeitraum auf verschiedene
Weise beeintrachtigt. Einerseits konnte die verminderte Wundheilung sowohl
histologisch als auch immunhistochemisch gesichert werden, andererseits
reduzierte sich die mechanische Stabilitat. Dennoch kam es selbst bei der
verwendeten hoheren Dosierung nicht zu einem vermehrten Auftreten von

Insuffizienzen.

Fur den klinischen Einsatz und eine optimale Sicherheit fir Patienten sollte
abgewogen werden, ob Everolimus erst nach den uberstandenen ersten
Phasen der Wundheilung eingesetzt wird oder bereits unmittelbar postoperativ,
begleitet von anfanglicher parenteraler Erndhrung und langsam sukzessiven
Kostaufbau. Zum derzeitigen Zeitpunkt wird Everolimus klinisch erst zwei bis
drei Wochen postoperativ verabreicht.

Da Everolimus klinisch gemeinsam mit Calcineurininhibitoren und
Kortikosteroiden angewendet wird, sollte dartber hinaus die gemeinsame

Wirkung dieser Kombinationen auf die Wundheilung untersucht werden.
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Die erfolgreiche Anastomosenheilung im Kolon ist am Ubergang der spaten
entztindlichen zur proliferativen Phase aufgrund der verstarkten Kollagenolyse
eingeschrankt. Zu diesem Zeitpunkt ist noch nicht gentigend neues Kollagen
synthetisiert und bedingt so eine geringe Stabilitat der Anastomose [Cronin et
al. 1968; Thornton und Barbul 1997].

An diesem Punkt besteht ein Ansatz, die Wundheilung zu verbessern. Je friher
die Synthese von neuem Kollagen einsetzt, desto kirzer ist die vulnerable
Phase der Heilung. So kénnte die Anastomose schneller an mechanischer
Belastbarkeit gewinnen, wodurch das Risiko fur Fruhinsuffizienzen reduziert
werden kdnnte.

Zur Diskussion stehen Zytokine, eine Gruppe verschiedenster Faktoren wie
Interleukine, Interferone, ebenso das Wachstumshormon (human growth
hormone; hGH) und die klassischen Wachstumsfaktoren. Diese Polypeptide
fordern die Zellteilung, Migration und Differenzierung. Weiterhin beeinflussen
sie die DNA-Synthese Uber Proteinexpression und Enzymproduktion. Die
Wundheilung wird somit durch Stimulation von Angiogenese und

Zellproliferation beschleunigt.

Bisherige Studien zeigten bereits die erfolgreiche Anwendung von
Wachstumsfaktoren zur Verbesserung der Wundheilung [Beckert et al. 2005
und 2007; Coerper et al. 2001; Debus et al. 2000]. Intraperitoneal appliziertes
IGF-1 erhohte den Hydroxyprolinspiegel und ,bursting pressure” von
Kolonanastomosen. Die Einwanderung von Entziindungszellen reduzierte sich
nach einer Woche, die Fibroblastenaktivitdat nahm zu [Zacharakis et al. 2007].
Dagegen ergaben Untersuchungen von Petersen et al. (1996) einen nur
erhohten Hydroxyprolingehalt, jedoch keinen erhéhten ,bursting pressure” in
Kolonanastomosen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. TGF-betal zeigte in
Kolonanastomosen kollageninduzierende Aktivitdt [Buckmire et al. 1998].
Differenzen bestehen in der Applikationsform, die sowohl singular, als auch in
Kombination erfolgen kann [Egger et al. 2001]. Von Tei et al. (2000) wurde nach
Applikation von hGH bei hGH-defizienten Ratten ein vermehrtes viszerales
Wachstum induziert.
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In der Literatur ist die Wirksamkeit der Wachstumsfaktoren auf molekularer
Ebene besonders in den ersten beiden Phasen der Wundheilung
nachgewiesen. Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit besteht genau
zu diesem Zeitpunkt die Notwendigkeit, die Kolonanastomose zu festigen.
Gelange es, die verminderte Anastomosenstabilitdt zu kompensieren, kénnte
Everolimus maoglicherweise direkt postoperativ verabreicht werden. Derartige

Untersuchungen kdnnten Gegenstand weiterer Studien sein.

Schlussfolgernd lasst sich feststellen, dass Everolimus die intestinale
Wundheilung dosisabhangig hemmt. Zum einen liegt eine gestorte Granulation
mit reduzierter Angiogenese und verminderter Neubildung von Mukosa vor,
zum anderen wird die Zellproliferation mit steigender Dosierung beeintrachtigt.
Die Ordnung der Kollagenfasern nimmt mit steigender Immunsuppression ab,
wobei der Hydroxyprolingehalt der Anastomose lediglich in hoher Dosierung
vermindert wird. Korrespondierend zu diesen Werten nimmt der ,bursting
pressure” der Anastomosen unter Everolimus-Medikation signifikant ab. Unter
Gabe von Everolimus kam es zu keinem vermehrten Auftreten von
Insuffizienzen, da die Anastomosen moéglicherweise durch die dosisabhangige
Zunahme der Verwachsungen stabilisiert wurden.

Everolimus wird klinisch derzeit postoperativ erst nach Abschluss der ersten
Phasen der Wundheilung verabreicht. Um seine potente Immunsuppression in
Zukunft zu einem friheren Zeitpunkt einsetzen zu kdnnen, sind weitere Studien
notig, welche zur Erforschung der Kompensation des negativen Effekts von

Everolimus auf die intestinale Wundheilung beitragen.
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5 Zusammenfassung

Everolimus (Certican®) wurde im Jahr 2005 als Immunsuppressivum in der
Transplantationsmedizin zugelassen. Ausgehend von einer geringen Anzahl an
experimentellen Studien zu dessen Wirkung auf die intestinale Wundheilung,
war Ziel der vorliegenden Studie zu klaren, in welcher Weise Everolimus die
Wundheilung von Kolonanastomosen bei Ratten beeinflusst.

Die Durchfuhrung der Versuche erfolgte an mannlichen Sprague-Dawley-
Ratten. Nach einem Zeitraum von sieben Tagen wurde die Wirkung zweier
differenzierter Dosierungen (1 und 3mg/kg KG) von Everolimus im Vergleich zu
Placebo auf angelegte Kolonanastomosen untersucht. Everolimus bzw.
Placebo wurden taglich per gastric gavage verabreicht, der Gewichtsverlauf der
Tiere notiert. Die intestinale Wundheilung wurde dber die mechanische
Belastbarkeit der Anastomose mittels Messung des ,bursting pressure®
bestimmt. Zusatzlich wurde die Perforationsstelle und der Verwachsungsgrad
der Anastomose beschrieben. Es erfolgte die histologische und
immunhistochemische Beurteilung des Gewebes, sowie die Bestimmung des

quantitativen Kollagengehaltes mittels Messung von Hydroxyprolin.

Innerhalb der HE-Farbung zeigte sich im Anastomosenbereich eine
dosisabhéngige Verminderung des Granulationsgewebes, dessen Dichte
zunahm. Die gestorte Granulation korrelierte mit einer reduzierten Angiogenese
und verminderter Neubildung von Mukosa unter Everolimus-Medikation. Bei der
Bestimmung von Hydroxyprolin ergab sich kaum eine Differenz zwischen den
Werten der Placebo- und Everolimus 1mg-Gruppe. Erst zur hoheren Dosierung
konnte eine signifikante Abnahme der Hydroxyprolinkonzentration gemessen
werden. Im Rahmen der Azanfarbung und der PCNA-Expression bestatigten
sich die Erkenntnisse gegenseitig, was ebenso mit denen der HE-Farbung
Ubereinstimmte. In der Azanfarbung nahm die Unordnung der Kollagenfasern
dosisabhangig zu, innerhalb der PCNA-Expression zeigte sich dosisabhéngig
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eine abnehmende Rate proliferierender Zellen. Korrespondierend dazu ergaben
die Messungen des ,bursting pressure” umso niedrigere Werte, je hoher
Everolimus dosiert wurde. In jeder Gruppe kam jeweils eine Insuffizienz vor. Die
Perforationsstellen des ,bursting pressure” fanden sich in der Placebogruppe
vollstdndig aufRerhalb der Anastomose, wobei sich die der Everolimus 1mg-
Gruppe nahezu alle in der Anastomose befanden. In der Everolimus 3mg-
Gruppe zeigte sich eine ausgewogene Verteilung. Die Erklarung hierftr kdnnte
in den Verwachsungen der Anastomosen liegen, die dosisabhangig zunahmen.
Der hohe Verwachsungsgrad in der Everolimus 3mg-Gruppe koénnte die
Anastomose stabilisiert haben. Diese Beobachtung wurde in dieser Gruppe
durch die hohe Gewebsdichte, festgestellt in der HE-Farbung, und die erhéhte
Zellzahl innerhalb der Azan-Féarbung gestitzt. Das fehlende Auftreten weiterer
Insuffizienzen innerhalb der beiden Medikamentengruppen konnte dadurch
begriindet werden, dass der Hydroxyprolingehalt von der Placebo- zur
Everolimus 1mg-Gruppe nicht abnahm, wodurch die Anastomose mechanisch
relativ stabil blieb. In der Everolimus 3mg-Gruppe reduzierte sich der
Hydroxyprolingehalt deutlich, jedoch wurde die Anastomose durch die starke

Verwachsung von auf3en stabilisiert.

Aufgrund dieser Untersuchungen beeintrachtigt Everolimus die intestinale
Wundheilung in ihren frihen Phasen, fuhrt jedoch nicht zu einem vermehrten
Auftreten von Insuffizienzen. Fir den Kklinischen Einsatz sollte abgewogen
werden, ob Everolimus erst nach den uUberstandenen ersten Phasen der
Wundheilung oder unmittelbar postoperativ eingesetzt wird.

In weiteren Studien konnte versucht werden, den negativen Effekt von
Everolimus auf die Wundheilung tber eine Applikation von Wachstumsfaktoren

oder -hormon zu kompensieren.
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7 Anhang

Chemische Reagenzien

Die Reagenzien der Histologie, Immunhistochemie und Hydroxyprolinanalyse

und deren Hersteller sind in alphabetischer Anordnung aufgelistet.

Alkohole

Anilinalkohol (1%)
Anilinblau

Azokarmin

Chloramin T
Citronensaure-Monohydrat

DAB

Eisessig (100%)
Eosin

Essigsaurer Alkohol (0,1% in
96% Ethanol)

Formaldehyd (4%)
Hamalaun

HCI (12,5mol/l)
HCIO,
H:0: (30%)
Hydroxyprolin

Methylcellosolve

Merck, Darmstadt

Art. 10138; Morphisto, Frankfurt/Main
Wasserblau; Fluka, Buchs, Schweiz
Azokarmin G; Fluka, Buchs, Schweiz
Chloramin T hydrate; Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt

3'3 -Diaminobenzidine Tetrahydrochloride;

Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Eosin Scharlach; Fluka, Buchs, Schweiz

Universitatsapotheke Tubingen

pH 7 gepuffert; Universitatsapotheke Tubingen
Mayer's Hamalaunlésung; Merck, Darmstadt
Salzsaure rauchend 37%; Merck, Darmstadt
Perchlorsaure 70-72%; Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

L-Hydroxyprolin; Merck, Darmstadt

2-Ethoxyethanol; Sigma, Steinheim
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Mouse anti-PCNA
NaCl (0,9%)
NaOH
Natriumacetat
Orange G

pDMBA

Rabbit anti-mouse biot
Rabbit serum

Rat serum
Roti-Histokitt

Stickstoff

Streptavidin-Biotin-

Peroxidasekomplex/HRP

Tris-hydroxymethyl-

aminomethan
Wolframséaure (5%)

Xylol

NA-03; Oncogene, Cambridge, USA
Fresenius, Bad Homburg
Natriumhydroxid; Merck, Darmstadt
wasserfrei; Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

4-Dymethylaminobenzaldehyd 99%; Sigma,

Steinheim

E 413; DAKO, Glostrup, Ddnemark
X 902; DAKO, Glostrup, Danemark
X 912; DAKO, Glostrup, Danemark
Roth, Karlsruhe

Westfalen, Munster

PK 6100 Vectastain ABC Kit Elite; Linaris,
Wertheim

Merck, Darmstadt

Art. 10323; Morphisto, Frankfurt/Main

VWR, Darmstadt

Herstellung der Gebrauchsldésungen

Die Losungen sind im Folgenden in verwendeter Reihenfolge beschrieben.

Histologie:

1. Hamalaun: Mayer's Hamalaunlésung 1:5 mit aqua dest

2. Eosin: Eosin Scharlach 1% in aqua dest; 1ml Eisessig

3. Azokarmin: 0,1g Azokarmin G auf 100ml aqua dest, kurz aufgekocht,

abgekunhlt, filtriert; 1ml Eisessig dazu
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4.

Anilinblau-Orange G: 0,5g Anilinblau + 2g Orange G + 8ml Eisessig +
100ml aqua dest, aufgekocht, erkaltet, filtriert; Stammlosung 1:1 mit aqua

dest verdinnt

Immunhistochemie:

o o ko

Methanol-H:O.-Gemisch (0,5%): 2ml 30% H-O:in 120ml Methanol

TBS: 60,69 Tris-hydroxymethyl-aminomethan + 85,2g NaCl in 0,5] aqua dest
geldst und mit HCI auf pH 7,6 eingestellt, danach auf 1l mit aqua dest
aufgefullt; Stammlésung 1:10 mit aqua dest verdinnt

Citratpuffer: 2,1g Citronensaure-Monohydrat auf 11 aqua dest; pH 6,0

Block: Rabbit serum 1:5 mit TBS (unter Punkt 2 beschrieben) verdinnt
Priméarantikdrper: Mouse anti-PCNA 1:75 mit TBS

Sekundarantikérper: Rabbit anti-mouse biot 1:2 mit rat serum und 30
Minuten auf Eis, danach 5 Minuten zentrifugieren; Uberstand 1:300 mit TBS
verdunnt

DAB-Entwicklung: 100ml TBS + 50mg DAB + 35ul 30% H:O:-

Hydroxyprolinanalyse:

1. HCI (6 mol/l): 100ml 12,5 N HCI + 100ml aqua dest

Citrat / Acetat Puffer; pH 6,0 (1l): 50g Citronensaure-Monohydrat + 120g
Natriumacetat + 34g NaOH ; aufgefullt mit H.O bis 1I; pH- Einstellung
mittels Eisessig auf pH=6,0

NaOH - Citrat / Acetat Puffer; pH 14 (300ml): 19,89 NaOH + 300ml des
unter 2. beschriebenen Citrat / Acetat Puffers

Assay Puffer (15ml): 3ml 2-Propanol + 2ml aqua dest. + 10ml Citrat / Acetat
Puffer

5. Ehrlichs Reagenz (16ml): 8g pDMBA + 11ml HCIO,4 + 5ml Methylcellosolve

Chloramin T L6sung (10ml): 0,282g Chloramin T + 1ml 2-Propanol + 1ml
agua dest. + 8ml Citrat / Acetat Puffer
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Ubersicht Giber Einzelgewichte und Gewichtsdifferenzen der Tiere:

Gewicht (g) Tag 0| Tag|Tag|Tag|Tag|Tag|Tag| Tag Gewichts-
11 2|3 |4 |56 7 differenz
(OP) (Ende) | (Tag 0-7)
Placebo
3,0mg/kg/d
Ratte 1 | 346 [330|321|322|327|329|334| 337 9
2 | 316 |310|299|302|304|306|310| 313 3
3 | 352 |345|330|329|332|333|333| 337 15
4 | 341 |1339|330|328|331|334|337| 337 4
5 | 338 |330|324|327|326|330|330| 329 9
6 | 331 |325|322|325|323|329|327| 323 8
7 | 327 |308|297|302|303|297|301| 308 19
8 | 345 |331|314|309|300|315|322| 328 17
9 | 308 |302|298|290|297|293|293| 299 9
10 | 326 |317|315/314|318|311|314| 313 13
Everolimus
1,0mg/kg/d
Ratte 1 | 363 |341|337|335|338|342|346| 345 18
2 | 362 |343|327|331|332|334|337| 332 30
3 | 376 |365|346|343|349|345|346| 350 26
4 | 372 |1361|341|347|351|344|345| 347 25
5 | 370 |350|342|338|338|343|345| 344 26
6 | 361 [349|336/328|331|331|336| 337 24
7 | 357 [346[339|335|340|337|334| 330 27
8 | 322 |313|305|303(311|312|314| 310 12
9 | 312 |296|282|280|282|283|279| 283 29
10 | 323 | 308|304 |302|303|306|305| 307 16
11 | 348 |325|313|299|291|313|315| 323 25
Everolimus
3,0mg/kg/d
Ratte 1 | 355 [338|328|324|323|321|321| 317 38
2 | 345 |334|322|317|310|310|312| 315 30
3 | 341 |322]297]291(289|289|290| 290 51
4 | 330 |319|305|301|{303|300|299| 299 31
5 | 312 |293|284|290|288|289|287| 288 24
6 | 312 |298|276|272|276|270|279| 280 32
7 | 329 |309(298|295|294|294|295| 292 37
8 | 327 |300]298|299|297|299|297| 302 25
9 | 315 {299|290|281|288|291|289| 291 24
10 | 328 |308(295|292|289|291|288| 292 36

Tab. 7: Tagliche Einzelgewichte und Gewichtsdifferenzen der Tiere
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Mittlerer Gewichtsverlauf wahrend des Versuches fir die jeweilige Gruppe:

Gewicht (g) ¢ Placebo ====Ev.1lmg ===Ev. 3mg

360
350
340
330
320
310
300
290
280
270
260

1 2 3 4 5 6 7 8 Tage

Abb. 33: Gewichtsverlauf innerhalb der 3 Gruppen

Durchschnittlicher Gewichtsverlauf der Placebogruppe:

Gewicht (g)
335

330

325

320

315

310

305
1 2 3 4 5 6 7 8 Tage

Abb. 34: Mittlerer Gewichtsverlauf der Kontrollgruppe
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Durchschnittlicher Gewichtsverlauf der Everolimus 1mg-Gruppe:

Gewicht (g)

355
350
345
340
335
330
325
320
315
310
305

Abb. 35: Mittlerer Gewichtsverlauf der Everolimus 1mg-Gruppe

Durchschnittlicher Gewichtsverlauf der Everolimus 3mg-Gruppe:

Gewicht (g)
340

330
320
310
300
290

280

270
1 2 3 4 5 6 7 8 Tage

Abb. 36: Mittlerer Gewichtsverlauf der Everolimus 3mg-Gruppe
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Werte des ,bursting pressure“ und Perforationsstellen:

bursting pressure (in mmHg)
200
180 A
® 174
160 A ® 161
® 149 ® 151
143 @® 144 ® 146
140
® 136 ® 138 ® 137
Eé ® 130 ® 128
120 - 122 121
® 117
® 113
110
| 101 s 162
100 08
93 91
80 1
® 68
60 -
45
40 ~
20 1
0
Placebo Ev. 1mg Ev. 3mg

Abb. 37: Einzelne Werte ,bursting pressure*
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Perforations-

stellen der
Anastomosen
~bursting pressure* Lage der Perforation
(mmHg)
Placebo
3,0mg/kg/d
Ratte 1 136 aullerhalb der Anastomose
2 122 aullerhalb der Anastomose
3 126 aullerhalb der Anastomose
4 Insuffizienz
5 149 aullerhalb der Anastomose
6 143 aullerhalb der Anastomose
7 143 aullerhalb der Anastomose
8 161 aullerhalb der Anastomose
9 174 aullerhalb der Anastomose
10 128 aullerhalb der Anastomose
Everolimus
1,0mg/kg/d
Ratte 1 Insuffizienz
2 144 innerhalb der Anastomose
3 110 innerhalb der Anastomose
4 101 innerhalb der Anastomose
5 138 innerhalb der Anastomose
6 68 innerhalb der Anastomose
7 93 innerhalb der Anastomose
8 151 aullerhalb der Anastomose
9 113 innerhalb der Anastomose
10 121 innerhalb der Anastomose
11 130 innerhalb der Anastomose
Everolimus
3,0mg/kg/d
Ratte 1 91 aullerhalb der Anastomose
2 45 innerhalb der Anastomose
3 146 aullerhalb der Anastomose
4 117 aullerhalb der Anastomose
5 104 aullerhalb der Anastomose
6 128 innerhalb der Anastomose
7 102 innerhalb der Anastomose
8 137 aullerhalb der Anastomose
9 98 innerhalb der Anastomose
10 Insuffizienz

Tab. 8: Orte der Anastomosenperforationen beim ,bursting pressure”
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Auswertung der PCNA:

PCNA Anzahl pos.
Zellen/mm2
1. Messung 2. Messung Mittelwert
Placebo
3,0mg/kg/d
Ratte 1 10206 11518 10862
2 11411 11923 11667
3 9203 8049 8626
4 7454 6831 71425
5 13764 14367 14065,5
6 12568 13552 13060
7 10542 12343 114425
8 10987 11326 11156,5
9 11805 10934 11369,5
10 10741 12297 11519
Everolimus
1,0mg/kg/d
Ratte 1 8963 7642 8302,5
2 7261 6587 6924
3 8511 9781 9146
4 7588 5985 6786,5
5 7843 8048 7945,5
6 8016 6855 7435,5
7 8798 8514 8656
8 9140 8640 8890
9 6650 7352 7001
10 6596 7954 7275
11 9925 10832 10378,5
Everolimus
3,0mg/kg/d
Ratte 1 4655 3301 3978
2 4808 6169 5488,5
3 6118 6589 6353,5
4 5342 5914 5628
5 5258 5130 5194
6 7604 8265 7934,5
7 6773 6598 6685,5
8 7352 8130 7741
9 6812 8186 7499
10 6327 7718 7022,5

Tab. 9: Auszahlung der PCNA
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Hydroxyprolinkonzentrationen:

Anastomose
Biopsie- | Hydroxyprolin- | Hydroxyprolin- | Hydroxyprolin-
gewicht | konzentration | konzentration | konzentration
trocken (ng/ml) x 10 (ng/mg
(mQ) Gewebe)
Placebo
3,0mg/kg/d
Ratte 1 3,62 3,409 34,09 9,42
2 4,18 2,285 22,85 5,47
3 5,12 3,106 31,06 6,07
4 3,79 3,284 32,84 8,66
5 3,74 4,265 42,65 11,40
6 3,90 3,730 37,30 9,56
7 3,03 4,158 41,58 13,72
8 3,76 4,319 43,19 11,49
9 3,81 4,372 43,72 11,48
10 2,34 2,446 24,46 10,45
Everolimus
1,0mg/kg/d
Ratte 1 3,29 5,585 55,85 16,98
2 5,17 6,085 60,85 11,77
3 3,57 4,961 49,61 13,90
4 4,11 2,660 26,60 6,47
5 5,49 4,051 40,51 7,38
6 4,87 4,354 43,54 8,94
7 441 4,622 46,22 10,48
8 4,20 3,052 30,52 7,27
9 3,47 3,124 31,24 9,00
10 3,79 3,572 35,72 9,42
11 2,26 2,668 26,68 11,81
Everolimus
3,0mg/kg/d
Ratte 1 5,28 1,650 16,50 3,13
2 3,94 4,264 42,64 10,82
3 3,67 1,453 14,53 3,96
4 3,94 4,024 40,24 10,21
5 9,29 6,086 60,86 6,55
6 8,18 4,547 45,47 5,56
7 3,01 2,399 23,99 7,97
8 5,40 1,947 19,47 3,61
9 5,32 2,682 26,82 5,04
10 3,87 1,989 19,89 5,14

Tab. 10: Hydroxyprolinkonzentration in den Anastomosen der einzelnen Tiere
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Kolon
Biopsie- | Hydroxyprolin- | Hydroxyprolin- | Hydroxyprolin-
gewicht | konzentration | konzentration | konzentration
trocken (ug/ml) x 10 (ng/mg
(mQ) Gewebe)
Placebo
3,0mg/kg/d
Ratte 1 3,04 2,517 25,17 8,28
2 2,85 2,232 22,32 7,83
3 2,65 2,125 21,25 8,02
4 2,58 1,911 19,11 7,41
5 2,66 1,786 17,86 6,71
6 2,74 1,607 16,07 5,86
7 2,33 1,572 15,72 6,75
8 2,68 1,607 16,07 6,00
9 3,55 2,660 26,60 7,49
10 2,44 1,804 18,04 7,39
Everolimus
1,0mg/kg/d
Ratte 1 3,32 2,428 24,28 7,31
2 4,51 2,731 27,31 6,06
3 3,41 1,946 19,46 5,71
4 3,57 1,465 14,65 4,10
5 3,10 2,767 27,67 8,93
6 2,79 1911 19,11 6,85
7 4,50 3,034 30,34 6,74
8 1,43 1,072 10,72 7,50
9 2,34 2,232 22,32 9,54
10 2,56 2,499 24,99 9,76
11 2,29 1,554 15,54 6,79
Everolimus
3,0mg/kg/d
Ratte 1 3,43 3,233 32,33 9,43
2 2,83 2,300 23,00 8,13
3 2,94 2,724 27,24 9,27
4 4,89 4,928 49,28 10,08
5 3,89 4,165 41,65 10,71
6 6,29 5,479 54,79 8,71
7 2,41 2,131 21,31 8,84
8 2,87 2,992 29,92 10,43
9 3,26 2,173 21,73 6,67
10 4,04 3,317 33,17 8,21

Tab. 11: Hydroxyprolinkonzentration im unversehrten Kolon (Kontrolle) der einzelnen

Tiere
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