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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Krankheitsbild des postoperativen lleus und seine

klinische Relevanz

Der Begriff des lleus oder Darmverschlusses bezeichnet generell eine Stérung der
Darmpassage und umfasst eine ganze Reihe unterschiedlicher Diagnosen, die
allesamt zu Transportstorungen in Teilen des Darms oder auch im gesamten
Gastrointestinaltrakt fihren [Livingston and Passaro (1990); Resnick, Greenwald,
and Brandt (1997)]. Unabhangig von der Ursache kann die Darmlahmung sowohl im
Dunndarm als auch im Dickdarm lokalisiert sein [Livingston and Passaro (1990)]. Je
nach Lokalisation wird entweder von einem hohen, im Dinndarm auftretenden lleus
oder von einem tiefen, das Kolon betreffenden lleus gesprochen [Livingston and
Passaro (1990)]. Die Unterbrechung der Darmpassage kann entweder durch einen
mechanischen Verschluss — dann als mechanischer lleus bezeichnet — oder
funktionell durch eine ,Darmlahmung“ bedingt sein [Livingston and Passaro (1990)].
Letzteres wird im klinischen Sprachgebrauch auch mit dem Begriff des paralytischen
oder funktionellen lleus beschrieben [Livingston and Passaro (1990); Resnick et al.
(2997); Lowman (1971)]. Der mechanische lleus stellt die Folge einer Verlegung des
Darmlumens dar, entweder von innen als Obstruktionsileus (beispielsweise durch
Tumoren oder Fremdkorper) oder von auflen als Kompressionsileus, haufig
hervorgerufen durch Briden, Inkarzerationen oder einen Volvolus [Livingston and
Passaro (1990)]. Im Gegensatz dazu finden sich beim paralytischen lleus die
verschiedensten éatiologischen Umstande, von infektios-toxischen Auslésern Uber
metabolische Verdnderungen bis hin zu vaskularen oder nerval-motorischen
Ursachen [Livingston and Passaro (1990); Prasad and Matthews (1999)].

Eine Sonderform der funktionellen Darmlahmung stellt der postoperative lleus (POI)
dar. Nach abdominalchirurgischen Eingriffen kommt es héaufig zu Stérungen der
gastrointestinalen Motilitat — dieser Zustand wird als postoperativer lleus (POI)
bezeichnet [Livingston and Passaro (1990); Resnick et al. (1997)].
Pathophysiologisch handelt es sich dabei um eine Darmparalyse mit Reduktion des
Darmtonus und der Darmperistaltik [Livingston and Passaro (1990)]. Die

postoperative Beeintrachtigung der Magen-Darm-Funktion kann verschiedene
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Einleitung

AusmalRe annehmen [Livingston and Passaro (1990)]; ist eine spérliche Peristaltik
vorhanden und der Patient lediglich nicht in der Lage, ausreichend Stuhl abzusetzen,
spricht man zunéchst von Koprostase und postoperativer Darmatonie [Livingston and
Passaro (1990); Prasad and Matthews (1999)]. Livingston und Passaro definieren
dieses Ausmald der Erkrankung als unkomplizierten POI, der regelmafRlig nach
abdominalchirurgischen Eingriffen auftritt, seine starkste Auspragung im Kolon
aufweist und normalerweise innerhalb von zwei bis drei Tagen spontan abklingt
[Livingston and Passaro (1990)]. Gelegentlich findet sich aber auch eine prolongierte,
Uber den genannten Zeitraum hinaus andauernde Hemmung der Motilitat, welche als
postoperativer paralytischer lleus bezeichnet wird und meist die gesamte Lange des
Darmes betrifft [Livingston and Passaro (1990)]. Bei der Entwicklung dieses langer
andauernden POl lasst sich ein stadienhafter Verlauf erkennen, dessen
pathogenetischer Ausgangspunkt die Stase des Darminhaltes ist [Bauer and
Boeckxstaens (2004)].

Die Stase des Darminhaltes ruft eine pathologische Dehnung (Distension) der
Darmwand hervor, die im Mittelpunkt des lleus steht [Lowman (1971)]. Sie fuhrt
einerseits zum Einstrom grof3er Flussigkeitsmengen in das Darmlumen mit
konsekutiver Hypovolamie, Hypalbuminamie, Hamokonzentration und Stérung des
Elektrolythaushalts [Lowman (1971)]; andererseits bewirkt die Distension eine
Hypoxie der Darmwand mit folgender Mikrozirkulationsstorung, durch welche die
Entstehung von Darmwandnekrosen mit Perforation und Peritonitis begulnstigt wird
[Lowman (1971)]. Die gleichzeitige Stoérung der Mucosabarriere fuhrt zur
Translokation von Bakterien und damit zur Einschwemmung von Endotoxinen, was
letztendlich zum Bild eines SIRS (systemic inflammatory response syndrome) fuhrt
[Lowman (1971)]. Im Endstadium des unbehandelten lleus resultiert im schlimmsten
Fall eine Stérung aller Organsysteme — das sogenannte Multiorganversagen, mit
Kreislaufschock, Lungenfunktionsstérung sowie Nieren- und Leberversagen
[Lowman (1971)]. Diese Dekompensation des unbehandelten lleus bedingt die
unverandert hohe Letalitdt der Erkrankung von 15 — 40% [Prasad and Matthews
(1999)].

Beim postoperativen lleus (POI) als Sonderfall der funktionellen Darmlahmung wird
das klinische Bild durch die zunehmende Distension des Darmes gepragt, wobei erst

im Verlauf der Erkrankung der Abdominalbefund (geblahtes Abdomen) in den
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Vordergrund tritt [Bauer and Boeckxstaens (2004)]. Die betroffenen Patienten klagen
Uber Unwohlsein und berichten oftmals Uber erhebliche Schmerzen [Bauer and
Boeckxstaens (2004)]. Neben Anamnese und kdrperlicher Untersuchung dient die
radiologische Bildgebung der Diagnosesicherung. In der
Abdomenubersichtsaufnahme finden sich neben distendierten Darmschlingen die fur
den lleus typischen Spiegelbildungen und ,stehenden Schlingen [Bauer and
Boeckxstaens (2004)]. AnschlieBend kann eine Durchleuchtungsuntersuchung mit
wasserloslichem Kontrastmittel zur weiteren differenzialdiagnostischen Abklarung
dienen. Bei bestehendem Subileus — einem nur unvollstandigen Darmverschluss — ist
diese MalRnahme durch ihre laxierende Wirkung haufig auch therapeutisch wirksam
[Bauer and Boeckxstaens (2004)]. Die orale Nahrungsaufnahme gestaltet sich meist
schwierig oder ist gar unmoglich, oft mit der Konsequenz einer verlangerten
parenteralen Erndhrung [Prasad and Matthews (1999)]. So fuhrt — selbst ohne das
Auftreten der weiter oben beschriebenen schwerwiegenden Komplikationen — der
POI zu einer gesteigerten postoperativen Morbiditat, hat meist einen verlangerten
Krankenhausaufenthalt zur Folge und fuhrt zu einem nicht unerheblichen Anstieg der
Behandlungskosten [Prasad and Matthews (1999)]. Insgesamt ergibt sich die

Notwendigkeit, den POI frihzeitig zu behandeln oder mdglichst ganz zu vermeiden.

Die Remission des POI erfolgt bei leichtem Verlauf (unkomplizierter POI) spontan
innerhalb von zwei bis drei Tagen und beinhaltet die Wiederherstellung und
Normalisierung der physiologischen gastrointestinalen Peristaltik, die sich haufig
durch das Auftreten von Darmgerauschen bzw. Flatulenz ankindigt und durch die
Toleranz oraler Nahrungszufuhr gekennzeichnet ist [Prasad and Matthews (1999);
Bauer and Boeckxstaens (2004)]. Die Erholung der gastrointestinalen Motilitat folgt
dabei einem relativ gut vorhersagbaren zeitlichen Muster [Prasad and Matthews
(1999)]: Die Wiederherstellung der Dunndarmfunktion erfolgt am schnellsten und
durchschnittlich bereits finf bis zehn Stunden nach dem chirurgischen Eingriff
[Wattwil (1989)]. Im Gegensatz dazu erholt sich die Funktion des Magens erst nach
24 bis 48 Stunden [Clevers, Smout, van der Schee, and Akkermans (1991)]. Der
Dickdarm schlie3lich ist erst nach drei bis vier Tagen wieder vollstdndig
funktionsfahig [Tollesson, Cassuto, and Rimback (1992)]. Die Wiederherstellung der
Dickdarmmotilitat stellt somit den limitierenden Faktor innerhalb der Remission des

postoperativen lleus dar. Ergibt sich die Erholung der Magen-Darm-Funktion nicht
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spontan, sondern zeigen sich im Gegenteil Symptome, die einen schweren
paralytischen Verlauf des POI vermuten lassen, mussen weitergehende
therapeutische Konsequenzen ergriffen werden.

Neben der postoperativ standardmaldig durchgefihrten Schmerztherapie kommt der
Dekompression des Magen-Darm-Traktes eine besondere Bedeutung zu [Clevers et
al. (1991)]. Bei fortgeschrittener Darmatonie bzw. bei langer bestehendem
postoperativen lleus mit Ubelkeit und Erbrechen erfolgt das Legen einer
Magensonde, um eine Entlastung des Magens und Dunndarms zu erreichen und
weitere Komplikationen (z.B. Aspiration) zu vermeiden [Clevers et al. (1991)]. Eine
ausreichende  Flussigkeitszufuhr und der Ausgleich evtl. auftretender
Elektrolytimbalancen stehen nach wie vor an erster Stelle der Therapie; dartber
hinaus kdnnen Prokinetika und AbfihrmalRnahmen eingesetzt werden [Clevers et al.
(1991)]. Bei den Dbeschriebenen Behandlungsmethoden handelt es sich
hauptséchlich um symptomatische TherapiemalRnahmen, eine Ursachen-orientierte
Behandlung ist nach wie vor schwierig. Diese Tatsache liegt darin begrindet, dass
auch heutzutage nur ein unvollkommenes Verstandnis des Krankheitsbildes existiert
— sowohl hinsichtlich der einzelnen pathophysiologischen Mechanismen, die bei der
Entstehung des postoperativen lleus eine Rolle spielen, als auch hinsichtlich deren

jeweiligen Gewichtung im zeitlichen Verlauf der Erkrankung.

In den letzten Jahren wurden viele mogliche Ursachen fir die Entstehung des
postoperativen lleus (POI) identifiziert. Neben der Beteiligung sympathisch
vermittelter Reflexe wurde die Wirkung inhibitorischer humoraler Substanzen sowie
die Freisetzung von Noradrenalin aus der Darmwand diskutiert. Gleichfalls nimmt
man an, dass sowohl die zur Anésthesie eingesetzten Medikamente als auch die im
Rahmen des POI auftretenden Entziindungsvorgange eine Rolle spielen.

Seit der Einfuhrung laparoskopischer Techniken erscheinen vermehrt Berichte,
welche eine Verbindung zwischen minimal invasiven Techniken und einer verkirzten
postoperativen Darmatonie aufzeigen [Bohm, Milsom, and Fazio (1995); Dubois,
Icard, Berthelot, and Levard (1990); Garcia-Caballero and Vara-Thorbeck (1993);
Ludwig, Frantzides, Carlson, and Grade (1993); Schippers, Ottinger, Anurov,
Polivoda, and Schumpelick (1993)]. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der
operative Eingriff per se wie auch die nachfolgende Schmerzmedikation eine wichtige
Rolle bei der Verursachung des POI spielen [Bohm et al. (1995); Dubois et al. (1990);
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Garcia-Caballero and Vara-Thorbeck (1993); Ludwig et al. (1993); Schippers et al.
(1993)]. Drei hauptséachliche Mechanismen werden im Rahmen der Entstehung des
POl als ursachlich beteiligt angesehen und diskutiert — neurogene,
inflammatorische und pharmakologische Mechanismen [Bauer and
Boeckxstaens (2004)].

In den ersten Stunden nach dem operativen Eingriff — der sogenannten Frihphase
des POI — scheint vor allem die Aktivierung spinaler wie auch supraspinaler
adrenerger und non-adrenerger Signalwege eine Rolle zu spielen (neurogene
Mechanismen) [Bauer and Boeckxstaens (2004)]. In kirzlich veroffentlichten Studien
konnte gezeigt werden, dass die ausgedehnte Spatphase des lleus durch eine
molekulare Entziindungsreaktion innerhalb der Darmwand charakterisiert ist
(inflammatorische Mechanismen), in deren Zentrum die Rekrutierung von Leukozyten
in die Tunica muscularis der betroffenen Darmsegmente steht [Kalff, Buchholz, et al.
(1999); Kalff, Carlos, et al. (1999); Kalff, Schraut, Simmons, and Bauer (1998)]. Diese
Entzindungsreaktion wiederum stort die intestinale neuromuskulére Interaktion
(Ineinandergreifen neurogener und inflammatorischer Mechanismen), was schlie3lich
die Motilitat des gesamten Gastrointestinaltraktes beeintrachtigt [Kalff, Buchholz, et
al. (1999); Kalff, Carlos, et al. (1999); Kalff, Schraut, et al. (1998)]. Die Anwendung
von Opioiden zur postoperativen Schmerzkontrolle bewirkt eine weitere
Verminderung der propulsiven gastrointestinalen Motilitdt (pharmakologische
Mechanismen).

Die verschiedenen Mechanismen kdnnen nicht als unabhéangig voneinander
betrachtet werden; vielmehr besteht eine enge Interaktion zwischen ihnen, wobei die
Gewichtung eines jeden einzelnen Faktors im Verlauf der Erkrankung variiert und

eine betrachtliche Uberlappung der einzelnen Faktoren besteht.

Um die dem POI zugrunde liegenden pathophysiologischen Vorgange einordnen zu
kénnen, ist es erforderlich, die Funktionsweise des Magendarmtraktes sowohl unter
physiologischen als auch pathophysiologischen Bedingungen zu verstehen. Hierbei
ist neben grundlegendem anatomischem Wissen ein Verstandnis fur die komplexe
nervale Kontrolle (beispielsweise durch enterisches und vegetatives Nervensystem)
der verschiedenen Darmfunktionen von Bedeutung. Im Folgenden sollen zunéchst
diese Grundlagen dargestellt werden, gefolgt von ihren pathologischen

Verédnderungen im Rahmen des POI.
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1.2 Anatomische Grundlagen

Die Darmwand setzt sich aus verschiedenen Gewebeschichten zusammen [J. D.
Wood (1981)], siehe Abb.1.

BlutgefalRe

Mesenterium

Serosa

Langsmuskel-
schicht
Plexus
myentericus

Ringmuskel-
schicht

Plexus
submucosus

Kerckring-
Falten
Abbildung 1. Aufbau der Darmwand.

Unter der Lamina epithelialis mocosae (kurz ,Epithel”) befindet sich die Lamina propria mucosae (sog.
.Propria“), gefolgt von der Lamina muscularis mucosae (kurz ,Muscularis mucosae“); zwischen dieser
dreischichtigen Schleimhaut (Mucosa) und der Muskelschicht (Tunica muscularis, ,Muscularis®) liegt
eine dinne Bindegewebsschicht, die Tela submucosa (,Submucosa®“), welche neben Blut- und
LymphgefaRen auch Drisen und Nervenzellen enthalt. Die Tunica muscularis besteht aus zwei
Schichten, einer auf’en gelegenen Schicht longitudinal angeordneter Muskelzellen (Stratum
longitudinale) und einer inneren Ringmuskelschicht (Stratum circulare). Zu&ufRerst schlief3lich findet
sich als umhullende Bindegewebsschicht die Tunica adventitia (kurz ,Adventitia®).

aus: Klinke R, Silbernagl S. Lehrbuch der Physiologie, 4.Auflage. Stuttgart: Thieme 2003:395.
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Unter einer durch Zotten und Mikrovilli stark vergrél3erten resorptiven Oberflache, der
Lamina epithelialis mocosae (kurz ,Epithel”) befindet sich die Lamina propria
mucosae (sog. ,Propria“), gefolgt von der Lamina muscularis mucosae (kurz
»Muscularis mucosae®); zwischen dieser dreischichtigen Schleimhaut (Mucosa) und
der Muskelschicht (Tunica muscularis, ,Muscularis®) liegt eine dunne
Bindegewebsschicht, die Tela submucosa (,Submucosa®), welche neben Blut- und
LymphgefalRen auch Drisen und Nervenzellen enthalt [J. D. Wood (1981)]. Die
Tunica muscularis besteht aus zwei Schichten, einer weiter auf3en gelegenen Schicht
longitudinal angeordneter Muskelzellen (Stratum longitudinale) und einer inneren
Ringmuskelschicht (Stratum circulare) [J. D. Wood (1981)]. Zuauf3erst schlie3lich
findet sich als umhillende Bindegewebsschicht die Tunica adventitia (kurz
»2Adventitia“).

Die glatte Muskulatur des Darmes besteht aus kleinen, spindelférmigen Zellen, die in
Blundel zusammengefasst sind und Querverbindungen zu Nachbarbiindeln ausbilden
[J. D. Wood (1981)]. Innerhalb eines jeden Bindels sind die Zellen sowohl
mechanisch als auch elektrisch miteinander verknupft [J. D. Wood (1981)]. Aufgrund
dieser elektrischen Kopplung konnen sich entstehende Aktionspotentiale auf das
gesamte Muskelzellbindel ausbreiten, welches somit als funktionelles Synzytium
fungiert — eine Tatsache, die fir die Regulation der gastrointestinalen Motilitat von
grolRer Bedeutung ist [Horowitz, Ward, and Sanders (1999)].

Die gesamte nervale Kontrolle der gastrointestinalen Motilitat wird durch die
Interaktion mehrerer Innervationssysteme erreicht, die im Folgenden dargestellt

werden sollen.
1.3 Das enterische Nervensystem (ENS)

1.3.1 Organisation des Enterischen Nervensystems (ENS)

1.3.1.1 Allgemeine Merkmale

Das Enterische Nervensystem (ENS) besteht aus einer Vielzahl kleiner Ganglien, die
sich hauptsachlich innerhalb von zwei Nervengeflechten (Plexus) befinden — dem
Plexus myentericus und dem Plexus submucosus (siehe Abb.2a) [Brehmer (2006)].
Der Plexus myentericus (zwischen Stratum circulare und longitudinale gelegen) bildet
ein kontinuierliches Netzwerk von Ganglien und Axonbindeln, das sich vom oberen

Osophagus bis zum inneren Analsphinkter hin erstreckt. Ganglien und Faserbiindel
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des Plexus submucosus (zwischen Schleimhaut und Muskelschicht gelegen) finden
sich hauptsachlich in Dinn- und Dickdarm und nur sparlich in Osophagus und Magen
[Furness (2006)]. Die Nervengeflechte innervieren die Mucosa, die einzelnen
Muskelschichten, Gefal3e (intestinale Arteriolen) und andere Zielorgane (siehe
Abb.2b). Die meisten Axone innerhalb der Plexus entspringen den Zellkdrpern
enterischer Ganglien; einige kommen auch von parasympathischen oder
sympathischen Leitungsbahnen und von sensorischen Ganglien (siehe hierzu weiter
unten).

A B "Il Esophagus
Mesent Nerve

LM Stomach
MP 3
cM SMP. MP

Small Intestine 4

Mucosa

Large Intestine

Abbildung 2. Anordnung der Ganglien und Nervenplexus im Enterischen Nervensystem (ENS).
(A) Im Dunn- und Dickdarm befinden sich die Nervenzellen einerseits in Ganglien des Plexus
myentericus (MP, myenteric plexus) zwischen der longitudinalen (LM, longitudinal muscle) und
zirkularen (CM, circular muscle) Muskelschicht, andererseits in Ganglien der Submucosa (SMuc,
submucosa); hier als Transversalschnitt durch die Darmwand dargestellt. Die Innervation der auf3eren
Muskelschicht erfolgt hauptsachlich durch Motoneurone, deren Zellkérper sich in myenterischen
Ganglien befinden; die Innervation der inneren zirkularen Schicht hat ihren Ursprung (zumindest
teilweise) in der Submucosa, die auch die Muscularis mucosae (MM) versorgt. Einige wenige
Nervenzellen befinden sich auch innerhalb der Mucosa (*), meist nahe der MM.

(B) Anordnung der Ganglien des Plexus submucosus (SMP, submucosal plexus, blau) und des Plexus
myentericus (MP, myenteric plexus, rot) entlang des gesamten Verdauungstraktes.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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1.3.1.2 Neuronale Morphologie

Die Zellkorper enterischer Neurone wurden anhand ihrer Form 1890 von Dogiel und
La Villa klassifiziert [Dogiel (1898); La Villa (1898)]. Die von Dogiel entwickelte
Nomenklatur Typ | — Il konnte sich allgemein durchsetzen und wurde spéter ergéanzt
um die Typen IV — VII [Brehmer (2006)].

Innerhalb der Neurone des ENS sind die am meisten verbreiteten Typen Dogiel Typ |
und Il (siehe Abb.3); diese beiden Typen sollen im Folgenden genauer beschrieben
werden.

Typ I-Neurone besitzen ein einzelnes Axon, sind anhand ihrer kurzen stummeligen
Dendriten zu erkennen und werden allgemein als ,lammelar bezeichnet, da sie ein
platt gedricktes Erscheinungsbild aufweisen (insbesondere in aufgespannten whole-
mount Praparaten, an denen sie meist untersucht werden). Ausdehnung und
Komplexitat der Dendriten von Typ I-Neuronen nehmen mit der Grol3e des
Séugetieres zu; bei der Maus (dem Modelltier dieser Dissertation) sind sie sehr klein
und nur schwer zu identifizieren [Nurgali, Stebbing, and Furness (2004)]. Neurone
unterschiedlicher funktioneller Gruppen zeigen Typ I|-Morphologie (beispielsweise
exzitatorische und inhibitorische Motoneurone zur Muskulatur sowie einige Klassen
von Interneuronen).

Typ llI-Neurone kénnen durch ihre Form sehr leicht erkannt werden (siehe Abb.3). In
der Lichtmikroskopie erkennt man ihre Zellkérper als runde bzw. ovale Strukturen mit
glatter Oberflache; bei hoher Auflosung und auf elektronenmikroskopischem Level
erscheint ihre Oberflache (bedingt durch vorbeiziehende Axonbindel) jedoch eher
gerillt [Timmermans, Adriaensen, Cornelissen, and Scheuermann (1997)]. Generell
entspringen von ihren Zellkdrpern mehrere lange Fortséatze, die funktionell als Axone
zu betrachten sind. Die Anzahl dieser Fortsatze variiert meist von zwei bis sechs
[Bornstein, Hendriks, Furness, and Trussell (1991)]. Einige der Typ IlI-Neurone
besitzen nur einen Fortsatz, dieser jedoch verzweigt sich nahezu immer nahe am
Zellkorper und gibt den Neuronen ein pseudounipolares Erscheinungsbild, dhnlich

der Neuronen der Hinterwurzelganglien.
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— \

20 um \

Abbildung 3. Erscheinungsbild enterischer Neurone.

Typ I-Neurone besitzen kurze, verzweigte lamellare Dendriten und nur ein einzelnes Axon. Die
meisten Motoneurone und einige Interneurone besitzen Typ I-Morphologie. Typ II-Neurone erkennt
man an ihren groRen ovalen Zellkérpern mit multiplen Axonen, tiber die sie andere Neurone erreichen;
sie bilden untereinander netzwerkartige Verbindungen aus.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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Bereits Dogiel hatte erkannt [Dogiel (1899)], dass einzelne Typ II-Neurone ihre
Fortsatze Richtung Mucosa oder zu benachbarten enterischen Ganglien entsenden
(siehe Abb.4). Diese Beobachtung bestatigen neuere Studien, in denen Fortsatze
vereinzelt bis zur Mucosa verfolgt werden konnten (Fortsadtze sowohl von
myenterischen als auch von mucosalen Typ IlI-Neuronen) [Bornstein et al. (1991);
Hens, Vanderwinden, De Laet, Scheuermann, and Timmermans (2001); Furness,
Robbins, Xiao, Stebbing, and Nurgali (2004)]. Die meisten Fortsétze verzweigen sich
ausgedehnt in submucosalen und myenterischen Ganglien und bilden synaptische
Kontakte mit einer Vielzahl anderer Neurone [Pompolo and Furness (1988);
Bornstein et al. (1991); Furness, Trussell, Pompolo, Bornstein, and Smith (1990);
Furness, Alex, Clark, and Lal (2003)].

Die langen Axone enterischer Neurone sind nicht myelinisiert. In ihren proximalen
Anteilen weisen sie haufig Dornen (sog. ,spines®) auf (siehe Abb.3), welche als Orte
des synaptischen Inputs gelten [Pompolo and Furness (1990)]. Sie erstrecken sich
meist Uber betrachtliche Distanzen und verzweigen sich ausgiebig auf dem Weg zu
ihren Zielstrukturen. Ihre Nervenendigungen (sog. ,Terminalen®) sind varikés und
bilden mit ihren Zielzellen spezialisierte synaptische oder Synapsen-ahnliche
Verbindungen [Gabella (1972); Klemm (1995)]. Die Axone enterischer Neurone
kénnen jedoch auch relativ kurz sein; in diesem Fall vermischen sie sich mit
zahllosen anderen Axonen enterischen Ursprungs, aber auch mit sympathischen,
vagal / pelvin efferenten Axonen und mit Axonen von Hinterwurzel- oder vagal

sensorischen Ganglien.

1.3.2 Morphologische und neurochemische Charakteristika der ENS-

Neurone

Die myenterischen Neurone im Dinndarm von Meerschweinchen und Maus konnten
bis dato zu beinahe 100% hinsichtlich Neurochemie, Form und Funktion

charakterisiert werden (vergleiche Tabelle 1).
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Interneuron
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Network of sensory neurons

Interneuron

Abbildung 4. Motorische Reflexkreise im Gastrointestinaltrakt.

(A) Darstellung der neuronalen Verbindungen zur Kontrolle der Motilitat (Transversalschnitt).
Motorische Reflexe werden sowohl durch myenterische als auch durch submucosale sensorische
Neurone initiilert. Diese erreichen einerseits Interneurone des Plexus myentericus, andererseits
Motoneurone (vergleiche Abb.4b).

(B) Neuronale Reflexwege eines kurzen Darmsegments; beachte insbesondere die zirkumferentiellen
Projektionen der intrinsischen sensorischen Neurone.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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1.3.2.1 Musculomotorische Neurone (MMN)

Analysen der Neurotransmission enterischer Neurone zeigen, dass gastrointestinale
glattmuskulare Strukturen sowohl von exzitatorischen als auch inhibitorischen
Motoneuronen erreicht werden [Furness (2006)]. Durch die pharmakologische
Analyse der Neurotransmission an der Muskelzelle selbst weil3 man, dass fur die
exzitatorische Ubertragung neben den Tachykininen (TKs) insbesondere Acetylcholin
(ACh) von Bedeutung ist; fur die inhibitorische Neurotransmission hingegen spielen
Stickstoffoxid (nitric oxide; NO), VIP (vasoactive intestinal peptide) und andere eng
verwandte Peptide bzw. Nucleotide (z.B. ATP) eine Rolle. Sowohl exzitatorische als
auch inhibitorische Motoneurone erreichen die interstitiellen Zellen von Cajal (ICCs);
diese sind spontan aktiv und koordinieren unter dem Einfluss der exzitatorischen
bzw. inhibitorischen Motoneurone die basale rhythmische Aktivitat der glatten
Muskulatur [Sanders, Hwang, and Ward (2010)]. Inhibitorische musculomotorische
Neurone (iIMMN) wurden als erste der Motoneurone strukturell und neurochemisch
erforscht und sollen nachfolgend als erstes dargestellt werden.

1.3.2.1.1 Inhibitorische musculomotorische Neurone (iMMN)

Erste Studien [Furness and Costa (1979)] konnten zeigen, dass VIP-enthaltende
Nervenfasern zur zirkularen Muskelschicht hauptsachlich von Nervenzellkérpern des
Plexus myentericus ausgehen; viele (nicht alle) dieser Axone projizieren innerhalb
des Plexus zunachst nach aboral, bevor sie in den Muskel eintreten.

Inhibitorische Neurone des ENS (sowohl zur zirkularen als auch zur longitudinalen
Muskelschicht) verwenden als primaren Transmitter NO; NOS-Inhibitoren hemmen
effektiv die Neurotransmission dieser Neurone, blockieren sie aber nicht vollstandig
[Bult et al. (1990); Li and Rand (1990); Sanders and Ward (1992)]. Dies ist dadurch
zu erklaren, dass neben NO auch VIP als Neurotransmitter vorkommt [Fahrenkrug
(1979)]. Es gibt zudem Hinweise, dass ATP [Mutafova-Yambolieva et al. (2007)] bzw.
auch CO [Xue et al. (2000)] eine Rolle spielen. Weitere Studien [Furness, Li, Young,
and Forstermann (1994); Bornstein, Costa, Furness, and Lang (1986)] konnten
zeigen, dass es sich bei inhibitorischen Motoneuronen um Neurone mit Typ |-
Morphologie handelt. Einige innervieren Muskelzellen, die unmittelbar angrenzend an
ihr Ursprungsganglion liegen; andere entsenden ihre Axone uber eine gewisse

Entfernung hin nach aboral, bevor sie in die Muskelzelle eintreten [Bornstein et al.
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(1986); Brookes, Steele, and Costa (1991)]. Viele Neurone weisen zudem eine

Uberlappende Innervation auf [Bornstein et al. (1986)].

1.3.2.1.2 Exzitatorische musculomotorische Neurone (eMMN)

Die genaue Charakterisierung exzitatorischer musculomotorischer Neurone gelang
verhaltnisméaRig spat, da ihr primarer Transmitter Acetylcholin (ACh)
immunhistochemisch nur schwer nachzuweisen ist. Seine immunhistochemische
Identifikation ist abh&ngig vom Nachweis der Cholinacetyltransferase (ChAT), dem
fur die Synthese von Acetylcholin erforderlichen Enzym. Zum einen entfalten die
hierfir erforderlichen ChAT-Antikérper im ENS nur eine ineffektive Wirkung, zum
anderen existiert eine Vielzahl anderer cholinerger Neurone im ENS, mit denen sie
verwechselt werden kénnen. Uberdies kommen die Co-Transmitter der eMMN, die
Tachykinine (TK), auch bei anderen Neuronenarten vor. Lasionsstudien am
Dunndarm des Meerschweinchens konnten erstmals zeigen, dass TK-immunreaktive
Neurone des Plexus myentericus Projektionen zur zirkularen Muskelschicht weiter
oralwarts gelegener Diunndarmabschnitte entsenden [Costa, Furness, Llewellyn-
Smith, and Cuello (1981)]. Zudem weil3 man heute, dass es sich bei lokal / oralwarts
projizierenden ChAT-immunreaktiven Motoneuronen um Dogiel Typ I-Neurone
handelt [Brookes et al. (1991)]. Ubereinstimmend sind bei der muskularen
Innervation aller S&ugetierarten TK-immunreaktive Nervenfasern (als Marker far
eMMN) zu finden. Der primare Transmitter der eMMN ist ACh, der an muscarinergen
ACh-Rezeptoren seine Wirkung entfaltet. Die ACh-vermittelte exzitatorische
Neurotransmission  kann  nahezu  vollstandig durch  wenig  selektive
Muscarinrezeptorblocker (wie beispielsweise Atropin) gehemmt werden [Harrison
and McSwiney (1936)]; die verbleibende Komponente dieser exzitatorischen
Neurotransmission scheint nahezu ausschlie3lich TK vermittelt [Holzer and Holzer-
Petsche (1997); Shimizu, Matsuyama, Shiina, Takewaki, and Furness (2008)].

1.3.2.2 Intrinsische sensorische Neurone

1.3.2.2.1 Sensorische Neurone in Dinn- und Dickdarm

Bereits vor Uber 100 Jahren wurden im Intestinuum neuronale Reflexe entdeckt, die
sogar dann funktionsfahig bleiben, wenn der Darm von allen extrinsischen
Signalwegen abgetrennt und extrakorporal in vitro untersucht wird [Furness, Kunze,

Bertrand, Clerc, and Bornstein (1998)]. Dies impliziert die Existenz neuronaler
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Strukturen, die direkt oder indirekt den physiologischen Zustand des Darmes
registrieren. Hierbei kdnnen folgende Reize Reflexe auslésen: (1) mechanische
Veranderungen der Muskelschichten des Darms (beispielsweise deren Lange); (2)
mechanische Reizung der Mucosa und (3) Veradnderungen des intraluminalen
chemischen Milieus. Neurone, die direkt oder indirekt derartige Verénderungen
registrieren, werden konventionsgemal als intrinsische primare afferente Neurone
bezeichnet [Furness, Jones, Nurgali, and Clerc (2004)].

Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass es sich bei intrinsischen sensorischen
Neuronen um Neurone mit Typ llI-Morphologie handelt. Die Aktivierung dieser
Neurone in der Folge mechanischer Stimulation und Anderung des intraluminalen
chemischen Milieus konnte durch synaptische Blockade nicht verhindert werden; sie
sind somit keinem anderen Neuron nachgeschaltet und registrieren den Stimulus
selbst (,primar®) [Kirchgessner, Tamir, and Gershon (1992); Kunze, Bornstein, and
Furness (1995); Kunze, Furness, Bertrand, and Bornstein (1998); Bertrand, Kunze,
Bornstein, Furness, and Smith (1997); Mao, Wang, and Kunze (2006); Bayguinov,
Hennig, and Smith (2010)]. Dies wurde erstmals von Dogiel erkannt [Dogiel (1899)],
der diese Nervenzellen zunachst als sensorische Neurone bezeichnete. Neben Typ
[I-Neuronen scheinen auch andere neuronale Komponenten der enterischen
Regelkreise mechanische Veranderungen der auf3eren Muskelschicht zu registrieren
[Kunze et al. (1998); Spencer and Smith (2004); Smith, Spencer, Hennig, and
Dickson (2007); Mazzuoli and Schemann (2009)], namlich Inter- und Motoneurone.
Es gibt eine Vielzahl chemischer Marker fur Typ [I-Neurone; allerdings sind diese
Marker nicht beliebig zwischen den verschiedenen Spezies Ubertragbar. Bei allen
untersuchten Spezies (inklusive Mensch, Meerschweinchen, Schwein, Rind und
Schaf) weisen Typ II-Neurone Immunreaktivitat gegenuber NF (Neurofilament) auf,
partiell auch gegeniber ChAT und / oder CGRP (oft auch TK) [Rivera, Thacker, and
Furness (2009); Qu et al. (2008)].

Weder eine Veranderung des chemischen Milieus noch ein mechanischer Stimulus
bleiben auf eine Reichweite im Submillimeterbereich begrenzt. Typ lI-Neurone bilden
Netzwerke aus, innerhalb derer die Aktivierung eines Neurons zu einer verstarkten
Erregbarkeit seiner Nachbarneurone fihrt [Kunze and Furness (1999)]. Typ II-
Neurone werden somit gruppiert aktiviert, und erst die integrierte Aktivitat vieler
untereinander verbundener Typ IlI-Neurone bewirkt eine Reflexantwort.
Computersimulationen zeigen, dass die Gruppenaktivitat von Typ II-Neuronen mit
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den spezifischen Eigenschaften enterischer Reflexe korreliert [Thomas, Sjovall, and
Bornstein (2004)]. Heute weil3 man, dass die Neurotransmission zwischen einzelnen
intrinsischen sensorischen Neuronen auf langsamen exzitatorischen synaptischen
Potentialen beruht, die zumindest partiell Uber Tachykininfreisetzung vermittelt
werden [Johnson, Bornstein, Yuan, and Furness (1996)].

Die mucosalen Nervenendigungen von Typ II-Neuronen werden vom Inneren des
Darmes (dem Darmlumen) durch Epithelzellen getrennt. Die Aktivierung sensorischer
Nervenendigungen (beispielsweise durch eine Anderung der chemischen
Zusammensetzung des Darminhalts) muss somit indirekt erfolgen, etwa durch die
lokale Freisetzung von Hormonen aus enteroendokrinen Zellen oder durch
intraluminal lokalisierte Substanzen, die durch das Epithel hindurch bis in die
Nachbarschaft der entsprechenden Nervenendigungen gelangen. Man nimmt an,
dass fur die Transduktion luminaler Signalen 5-HT (aus enteroendokrinen Zellen)
eine wichtige Rolle spielt. Zuséatzlich scheinen aber auch andere Signalmolekiile wie

beispielsweise ATP involviert [Bayguinov et al. (2010); Bertrand (2009)].

1.3.2.3 Interneurone

Die Existenz von Interneuronen kann sowohl durch L&sionsstudien als auch durch
neurochemische und funktionelle Untersuchungen nachgewiesen werden. Solche
Studien konnten sowohl aufsteigende als auch absteigende Interneurone
identifizieren [Brookes, Meedeniya, Jobling, and Costa (1997)]. Fur den Dinndarm
des Meerschweinchens konnten drei deszendierende Interneurontypen (mit
Zellkdrpern in myenterischen Ganglien) sowie ein aszendierender Interneurontyp
identifiziert werden. Die Datenlage ist aktuell jedoch noch unzureichend; die
Charakterisierung von Interneuronen in Dickdarm [Lomax and Furness (2000)] und
Magen [Schemann, Reiche, and Michel (2001)] =zeigt jedoch, dass sich
Interneuronpopulationen von Region zu Region unterscheiden. Es scheint gesichert,
dass im Plexus submucosus des Meerschweinchens (einem verhaltnisméaRig einfach
organisierten Plexus) keine Interneurone vorkommen. Im Gegensatz dazu finden sich
zahlreiche Interneurone im komplexer aufgebauten Plexus submucosus grof3erer
Séaugetiere (wie beispielsweise dem Schwein) [Brehmer, Rupprecht, and Neuhuber
(2010)]. Die Analyse intrinsischer neuronaler Schaltkreise der Submucosa des
Menschen gestaltet sich technisch sehr schwierig, Ergebnisse liegen hier noch nicht

Vor.
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Uniaxonal

Dogiel Type I

Abbildung 5. Darstellung typischer Typ I- und Typ lI-Neurone mittels Biocytin-Markierung.
Neurone mit uniaxonaler Morphologie (linke Seite) zeigen S-elektrophysiologische Eigenschaften,
Dogiel Typ lI-Neurone (rechte Seite) hingegen AH-Eigenschaften. Calibration bars 20 um.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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1.3.3 Neurophysiologie enterischer Neurone

1.3.31 Enterische AH- und S-Neurone

Hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften lassen sich die enterischen
Neurone in zwei unterschiedliche Typen einteilen. Auf der einen Seite AH-Neurone
mit multipolarer Dogiel Typ lI-Morphologie, auf der anderen Seite uniaxonale S-

Neurone mit multiplen kurzen Dendriten (siehe Abb.5).

1.3.3.1.1 AH-Neurone

AH-Neurone sind als Interneurone synaptisch miteinander verbunden, um
benachbarte Neurone antegrad innerhalb eines entsprechenden Regelkreises zu
erregen (siehe Abb.6).

Driver Circuit
AH-Dogiel || Neurons

Excitatory 3
Input \ ]
u Excitatory
Presynaptic Output
Inhibitory Motor /
Receptor Neurons

Abbildung 6. Positiver ,,feed-forward“ Regelkreis.
Die Neurone des Regelkreises bilden multiple exzitatorische synaptische Verbindungen untereinander
aus, so dass ein positiver ,feed-forward“ Fluss exzitatorischer Signale resultiert.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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Die einzelnen Neurone eines solchen Regelkreises werden dabei umlaufend tber die
jeweiligen exzitatorischen synaptischen Verbindungen erregt, weshalb diese Art der
neuronalen Verbindung auch als positiver ,feed forward“ Regelkreis bezeichnet wird
[Kunze, Furness, and Bornstein (1993)]. In einem ,feed forward“ Regelkreis
ermdglicht die synaptische Architektur, dass jedes einzelne Mitglied des
Regelkreises schnell von einer Erregung erreicht wird (inklusive Uberschreitung des
Schwellenwerts fir die Entstehung eines Aktionspotentials). Diese schnelle Erregung
bzw. Entladung individueller Neurone des Regelkreises sichert eine simultane
Aktivierung des gesamten neuronalen Netzwerks im jeweiligen Darmsegment
[Thomas, Bertrand, and Bornstein (2000); Thomas and Bornstein (2003)]. Uber den
neuronalen Output des Regelkreises erfolgt die simultane Aktivierung
entsprechender Motoneurone, welche die Ausbreitung der kontraktilen Kréafte
innerhalb der Muskulatur bewirken und so die Propulsion des Darminhalts
ermdglichen.

Die Erregung von AH-Neuronen durch parakrine Mediatoren und / oder
exzitatorischen synaptischen Input benachbarter Neurone des neuronalen Netzwerks
stellt eine Schlusselfunktion fur deren ,Gating“-Funktion dar. Die ,Gating“-
Eigenschaften der Zellkérper enterischer AH-Neurone kontrollieren die
Erregungsausbreitung von Neuron zu Neuron innerhalb der entsprechenden
Regelkreise (siehe Abb.6 und 7). Dabei bestimmt der Zustand des somalen ,Gates"
(z.B. offen, geschlossen oder partiell getffnet) das Output-Verhalten des
Regelkreises. Wenn durch exzitatorischen synaptischen Input bzw. einen
entsprechenden parakrinen Input die somalen ,Gates” vollstandig geoffnet sind,
feuern alle AH-Neurone des Regelkreises synchron. Im anderen Extremfall hingegen
sind alle ,Gates" geschlossen und die Zellkérper der AH-Neurone sind nicht erregbar.
Das ,Gating“ kontrolliert demnach die Ausbreitung von Aktionspotentialen zwischen

den multiplen Neuriten der AH-Neurone.

1.3.3.1.2 S-Neurone

Im Gegensatz zu AH-Neuronen, die nach ihrer charakteristischen spaten
Nachhyperpolarisation (after-hyperpolarization, AH) benannt wurden, erhielten S-
Neurone (,synaptische“ Neurone) ihren Namen aufgrund ihres Rezeptorbesatzes —

nahezu alle enterischen S-Neurone exprimieren nikotinerge Acetylcholinrezeptoren.
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Im Vergleich zu AH-Neuronen zeigen S-Neurone mit hoherer Wahrscheinlichkeit
spontane Aktionspotentialentladungen. Zu beachten bleibt, dass auch AH-Neurone
spontan feuern, wenn sie durch exzitatorische Neurotransmitter bzw. parakrine

Mediatoren stimuliert werden.

Slow Excitat
(A) oW xRty Microelectrode
Input

Myenteric

Plexus Plexus
(B) Axon Reflex

1

Submucosa

(©)

m Mucosa
—"200ms 8 —I200ms L—

Enterochromafﬁn Cell

(D) (E) Closed (F) S
_ Out Gate 1s
1s Slow -

Excitatory
’———] Input
Out In
) (H) | [0)
1s | 4ms

4 20 ms \
| gate oy I e r'“ ’JM\-\

Abbildung 7. Die ,,Gating“-Funktion der Zellkdrper von AH-Interneuronen im ENS.

(A) AH-Neurone des Plexus myentericus entsenden ihre Neuriten in Richtung Mucosa. Das hier
freigesetzte 5-HT bindet an 5-HTs-Rezeptoren und bewirkt im nachgeschalteten Neuron ein
Aktionspotential. Die Erregung wird bidirektional (Pfeile) in Richtung Plexus submucosus und
myentericus weitergeleitet; dabei bestimmt die Erregbarkeit der jeweiligen Zellkérper, wie die
eintreffende Information weiter verarbeitet wird (,Gating®).

(B) Aktionspotential eines myenterischen AH-Neurons in intermedidarem Erregbarkeitszustand.

(C) Aktionspotentiale desselben AH-Neurons nach Histaminapplikation (Steigerung der Erregbarkeit).
(D) Myenterisches AH-Neuron im nicht erregbaren Zustand (geschlossene ,,Gates").

(E) Funktionsweise der somalen ,Gates” eines AH-Neurons; langsamer exzitatorischer Input vermag
die Erregbarkeit der Somamembran zu steigern und somit das ,,Gate“ zu 6ffnen.

(F) Stimulation (SEPSP) eines zunachst nicht erregbaren AH-Neurons steigert dessen Erregbarkeit.
(G) Im Zellkdrper eines AH-Neurons eintreffende Aktionspotentiale; nur das erste eintreffende
Aktionspotential erregt das Soma (Ursache ist die Nachhyperpolarisation des Membranpotentials).
(H/M) Aktionspotential aus (G) bei hoherer zeitlicher Auflosung (Calibration bar 20 bzw. 4 ms). Der Pfeil
markiert den fir die Auslésung des Aktionspotentials nétigen Schwellenwert.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.

30



Einleitung

1.3.3.2 Synaptische Ubertragung

Die Mechanismen der chemisch vermittelten synaptischen Ubertragung
unterscheiden sich nicht zwischen ENS und ZNS. Die Freisetzung von
Neurotransmittern erfolgt durch Ca?*-getriggerte Exozytose; Neurotransmitterdepots
befinden sich in den Vesikeln der axonalen Terminalen und in transaxonalen
Varikositaten und der depolarisierende Effekt eines Aktionspotentials fuhrt tber die
Offnung Spannungs-abhangiger Ca%*-Kandale schlieRlich zur Transmitterfreisetzung.
Die freigesetzten enterischen Neurotransmitter binden an  spezifische
postsynaptische Rezeptoren und entfalten ihre charakteristische ionotrope bzw.
metabotrope Wirkung. Sind die Rezeptoren direkt an einen lonenkanal gekoppelt,
nennt man sie ,onotrop“; wenn sie indirekt Uber GTP-bindende Proteine (GTP,
guanosine triphosphate) und second messenger (z.B. cAMP, IP3 oder DAG) die
Offnung bzw. den Schluss eines lonenkanals bewirken, nennt man sie ,metabotrop®.
Synaptische Ereignisse des ENS sind prinzipiell vergleichbar mit denen in Gehirn
und Rickenmark (ZNS). EPSPs (exzitatorische postsynaptische Potentiale), IPSPs
(inhibitorische postsynaptische Potentiale) und prasynaptische Hemmung bzw.
Bahnung sind die wichtigsten synaptischen Funktionen in ENS und ZNS.
Mechanismen fur die langsame (slow, ,s) und schnelle (fast, ,f“) synaptische
Neurotransmission existieren haufig fir ein und dasselbe Neuron. Schnelle
synaptische Potentiale dauern einige Millisekunden, langsame synaptische
Potentiale hingegen mehrere Sekunden, Minuten oder noch langer. Bei schnellen
synaptischen Potentialen handelt es sich zumeist um EPSPs; bei langsamen
synaptischen Potentialen treten gleichermalRen EPSPs und IPSPs auf.

Bereits frihe elektrophysiologische Studien zeigen die Existenz schneller EPSPs
(fEPSPs) in S-Neuronen des Plexus myentericus [Hirst, Holman, and Spence
(1974)]. Folgestudien konnten fEPSPs sowohl in S- als auch in AH-Neuronen des
Plexus myentericus und submucosus nachweisen [Hirst and McKirdy (1975); Nishi
and North (1973)]. Bei fEPSPs handelt es sich um Depolarisationen kurzer Zeitdauer
(< 50 ms). Sie sind fiir die schnelle Ubertragung bzw. Verarbeitung von
Informationen innerhalb enterischer Mikroregelkreise verantwortlich und bestimmen
den Grad der Membrandepolarisation (und somit die Schwelle zur Entstehung eines
Aktionspotentials). Durch die Summation vieler eintreffender Inputs erhoht sich die
Wahrscheinlichkeit, dass der Schwellenwert erreicht wird. Auf der anderen Seite
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kann dieser nicht erreicht werden, wenn sich die neuronale Membran durch
langsame IPSPs in einem hyperpolarisierten Zustand befindet.

Bei langsamen inhibitorischen postsynaptischen Potentialen (SIPSPs) handelt es sich
um hyperpolarisierende synaptische Potentiale. SIPSPs entstehen langsam, dauern
mehrere Sekunden und sind als hyperpolarisierende Potentiale mit einer
abgeschwachten Inputresistenz  und verringerten  Erregbarkeit assoziiert.
Verschiedene Neurotransmitter und parakrine Substanzen entfalten sIPSP-ahnliche
Wirkung; wichtige Vertreter sind Norepinephrin. sowie Opiate und Opioide [Liu et
al. (2001); J. D. Wood and Galligan (2004)]. Da sIPSPs neben einer Minderung der
Membranresistenz und -erregbarkeit auch eine Membranhyperpolarisation bewirken,
verringern sie die Wahrscheinlichkeit, dass ein Aktionspotential entsteht; sprich:
durch die sIPSPs die Wahrscheinlichkeit verringert, dass ein schneller exzitatorischer
synaptischer Input die Somamembran tatséchlich erregen kann (siehe Abb.6 und 7).
Charakteristisch fur SEPSPs ist eine langsame Membrandepolarisation, die mehrere
Sekunden bis Minuten (manchmal Stunden) andauert; auch sie fuhrt zur Freisetzung
von Neurotransmittern aus der prasynaptischen Nervenendigung (siehe Abb.8). Es
gibt Substanzen, die langsame EPSPs imitieren, beispielsweise Serotonin (5-HT),
Acetylcholin, Histamin und Bradykinin. Durch langsame EPSPs erhoht sich die
Wabhrscheinlichkeit, dass im AH-Neuron ein Aktionspotential entsteht. Dies ist
insbesondere fiur die peristaltischen Propulsionen des Intestinuums von Bedeutung;
hier muss fir eine effektive Propulsion die neuronale Schubkraft Gber mehrere
Sekunden aufrecht erhalten werden, was nur durch eine kontinuierliche neuronale
Aktivitat des entsprechenden Mikroregelkreises gewahrleistet werden kann. Soll also
eine Erregung / Hemmung der intestinalen Muskulatur Uber langere Zeit
aufrechterhalten werden, dann kdnnen AH-Neurone diese Anforderung unter dem
Einfluss von sEPSPs erfllen.

Die prasynaptische Bahnung bedeutet eine Verstarkung der synaptischen
Ubertragung und beruht auf der Wirkung chemischer Substanzen am Ort der
Neurotransmitterfreisetzung. Man kennt dieses Phanomen bei schnellen
exzitatorischen Synapsen im Plexus myentericus von Dinndarm und Magenantrum
sowie bei noradrenergen inhibitorischen Synapsen des Plexus submucosus.

Die prasynaptische Hemmung schlieBlich beruht auf Mechanismen, die zu einer
Unterdrickung der Neurotransmitterfreisetzung an Axonterminalen und -varikositaten

fuhren. Ein zentraler Mechanismus der prasynaptischen Hemmung ist die Bindung
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chemischer Substanzen an inhibitorische Rezeptoren, die sich an der axonalen
Freisetzungsstelle der entsprechenden Transmitter befinden. Durch die
prasynaptische Hemmung wird eine Uberschielende Erregung in ,feed-forward®

Regelkreisen verhindert (siehe Abb.6).

(A) y Action (B)
Stimulus “a”” Potential Stimulus s
Artifact . 5 Artifact
\: i EPSPs G
: : .
\10 mV
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(©) -
.' I ‘ |
| filf }
A
! o
on N 20 Sec
Stimulus
(D)
5-HT3 /
Response

T 2 Sec
“Puff 5-HT”

Abbildung 8. Schnelle und langsame EPSPs und IPSPs.

(A) Zwei schnelle EPSPs eines myenterischen S-Neurons. Lediglich eines der beiden EPSPs konnte
die Schwelle fur die Entstehung eines Aktionspotentials tberschreiten.

(B) Langsames IPSP nach Stimulation eines non-cholinergen Neurons im Plexus submucosus.

(C) Langsames EPSP nach repetitiver elektrischer Stimulation eines myenterischen AH-Neurons.

(D) Mimikry der schnellen und langsamen Neurotransmission durch 5-HT am Beispiel eines
myenterischen AH-Neurons nach parakriner Freisetzung aus enterochromaffinen Zellen. Die
,schnelle“ Antwort entspricht der Stimulation des 5-HTs-Rezeptorsubtyps inklusive Offnung des
entsprechenden lonenkanals; die verzdgerte und lang andauernde sEPSP-&hnliche Antwort hingegen
beruht auf der Aktivierung des 5-HT1p7-Rezeptorsubtyps.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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1.34 ENS und Immunabwehr

Etwa 70-80% der Immunzellen des Korpers befinden sich im Gastrointestinaltrakt.
Man findet sie in der Lamina propria mucosae und in den Payerschen Plaques im
Dunndarm. Die Innervation dieser meist diffus verteilten Zellen ist strukturell nur
schwer nachweisbar; dennoch existieren multiple Hinweise auf neuroimmune
Interaktionen [Furness, Kunze, and Clerc (1999); Gross and Pothoulakis (2007)].
Untersuchungen an verschiedenen Spezies einschlief3lich Katze [Feher, Fodor, and
Burnstock (1992)], Schwein [Kulkarni-Narla, Beitz, and Brown (1999)], Hamster
[Pfoch and Unsicker (1972)] und Maus [B. Ma, Jablonska, Lindenmaier, and Dittmar
(2007)] konnten innervierende Fasern in den Follikeln der Payerschen Plaques
nachweisen. Es handelt sich hier um submucosale Neurone mit Immunreaktivitat
gegenuber CGRP, Calbindin und ChAT; bislang bleibt unklar, ob es sich um eine
oder mehrere Neuronenpopulationen handelt.

Des weiteren konnten Makrophagen zwischen einzelnen Muskelzellbiindeln der
zirkularen und longitudinalen Muskelschicht in Dinn- und Dickdarm nachgewiesen
werden [Faussone-Pellegrini, Pantalone, and Cortesini (1990)]. Sie liegen
»sandwichartig“ formiert zwischen den einzelnen Muskelzellbiindeln und bilden enge
Kontakte sowohl zu den ICCs als auch zu glatten Muskelzellen aus [Faussone-
Pellegrini et al. (1990)]; ebenso zeigt sich eine enge Assoziation der Makrophagen
zum Plexus myentericus. Die Lokalisation dieser Immunzellen erweist sich als ideal,
um Einfluss auf die Regulation beispielsweise der ICC-Schrittmacheraktivitat zu
nehmen. Zudem konnen Makrophagen die Freisetzung von Transmittern wie
Substanz P (SP), Acetylcholin und Norepinephrin aus den Neuronen des Plexus
myentericus beeinflussen [Collins et al. (1992)].

Neben der beschriebenen Nahe der Immunzellen zur glatten Muskulatur existieren
Makrophagen auch als umrahmende Zellen von Blutgefal3en, welche die Tunica
muscularis durchziehen [Kalff, Schwarz, Walgenbach, Schraut, and Bauer (1998)].
Werden diese Makrophagen aktiviert, kommt es durch Zytokinfreisetzung zu einer
vermehrten Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen, was die
Rekrutierung weiterer Entzindungszellen fordert [Carlos and Harlan (1994); X.
Wang, Feuerstein, Gu, Lysko, and Yue (1995)]. Ebenso scheinen die nahe
mesenterialer Mikrogefalle gelegenen Abwehrzellen als Sensoren zu fungieren,
welche die Translokation von bakteriellen Produkten aus dem Darmlumen frihzeitig
erkennen [Kalff, Schwarz, et al. (1998)]. Williams et al. konnten zudem zeigen, dass

34



Einleitung

Mastzellen der intestinalen Mucosa eng mit vagalen afferenten Nervenfasern
assoziiert sind [Williams, Berthoud, and Stead (1997)]. Die Arbeit von Jiang et al.
[Jiang et al. (2000)] lieferte weitere Hinweise auf die Interaktion zwischen Mastzellen
und vagalen afferenten Nervenfasern; so kbnnen Mastzellmediatoren (wie Histamin
und Serotonin) mesenteriale afferente Nervenfasern stimulieren [Jiang et al. (2000)].

Der im Hirnstamm gelegene Hirnnervenkernkomplex des Nucleus tractus solitarii
(NTS; siehe weiter unten) empfangt unter anderem sensorische afferente Fasern des
N. vagus aus dem Gastrointestinaltrakt [Watkins, Maier, and Goehler (1995)]. Im
Rahmen einer allergischen Reaktion (und damit einhergehenden Mastzellaktivierung)
innerhalb der Lamina propria werden Neurone des NTS aktiviert [Kreis, Muller, Zittel,
Glatzle, and Grundy (2000)]; auf diese Weise kdnnen Informationen Uber eine
Stimulation von Immunzellen im Darm nach zentral Gbermittelt werden. Durch den
immunhistochemischen Nachweis von Fos-Protein in den Zellkernen des NTS wird
es madglich, deren Aktivierung im Rahmen einer Entzindung auch experimentell

nachzuweisen (siehe hierzu weiter unten).

1.35 Die Organisation enterischer Regelkreise: Motilitat vs. Sekretion

Die Organisation neuronaler Regelkreise zur Kontrolle der Motilitat wurde in
zahlreichen Studien erforscht (vergleiche Abb.4) [Gwynne and Bornstein (2007b)].
Der auf Grundlage solcher Studien angenommene Aufbau eines Regelkreises stellt
eine starke Vereinfachung dar. In der Tat kann ein und derselbe Regelkreis eine
ganze Reihe von Verhaltensprogrammen aufweisen. Im Diunndarm beispielsweise
koordiniert ein motorischer Regelkreis lokale propulsive peristaltische Bewegungen,
Mischbewegungen und MMCs (migrating motor complexes), falls erforderlich aber
auch gegenlaufige Propulsionen zur Entfernung schadlicher Substanzen. Durch
experimentelle Manipulationen wurden Stimuli entdeckt [Ferens, Baell, Lessene,
Smith, and Furness (2007); Gwynne and Bornstein (2007a)], die einen Wechsel der
einzelnen Motilitatsmuster im Intestinuum bewirken. Allein aus der Kenntnis des
Regelkreises kann jedoch nicht abgeleitet werden, wie es zu diesem Wechsel
kommt.

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie und der hochauflésenden konfokalen
Mikroskopie konnten die neuronalen Verbindungen innerhalb der Motilitats-
kontrollierenden neuronalen Regelkreise dargestellt werden. Zudem konnten durch
immunhistochemische Methoden die beteiligten Neurone identifiziert werden. Durch
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diese Studien weil3 man heute, dass intrinsische sensorische Neurone einerseits
untereinander, andererseits aber auch mit Interneuronen und Motoneuronen direkt
synaptisch verbunden sind [Pompolo and Furness (1988); Pompolo and Furness
(1993); Pompolo and Furness (1998)]. Die direkte synaptische Verbindung mit
Motoneuronen impliziert eine mogliche monosynaptische Organisation von lokalen
Reflexen. Im Gegensatz dazu lasst die synaptische Verbindung zu Interneuronen wie
auch die Anordnung von interneuronalen Verbindungsketten (mit Projektion nach oral
oder aboral) entlang des Intestinuums [Mann, Southwell, Young, and Furness (1997)]
einen multisynaptischen Signalweg vermuten. Durch pharmakologische Analysen
konnten die chemischen Grundlagen der Neurotransmission innerhalb neuronaler
Regel- bzw. Steuerkreise identifiziert werden. Damit und mit dem Wissen um die
Lokalisation von Neurotransmittern inklusive deren Rezeptoren kann man auf
synaptische Verbindungen innerhalb von Reflexschleifen schliel3en [Bornstein,
Furness, Kunze, and Bertrand (2002)]. Die Ergebnisse solcher Studien lassen
vermuten, dass es sich bei den Mediatoren der schnellen exzitatorischen neuronalen
Ubertragung myenterischer Neurone um ACh, ATP und 5-HT handelt. Fir die
langsame exzitatorische Transmission scheinen sowohl 5-HT als auch Tachykinine
verantwortlich [Gwynne and Bornstein (2007b); Galligan, LePard, Schneider, and
Zhou (2000); Johnson and Bornstein (2004); Monro, Bornstein, and Bertrand (2005)].
Neben Regelkreisen zur Koordination der muskularen Darmaktivitat existieren auch
solche zur Kontrolle des Wasser- und Elektrolythaushalts sowie des Blutflusses
(siehe Abb.9). Sowohl die Distension der Darmwand als auch eine mechanische
oder chemische Stimulation der Mucosa fihrt zu secretomotorischen und
vasodilatatorischen Reflexen [Vanner and Macnaughton (2004); Frieling, Wood, and
Cooke (1992); Vanner, Jiang, and Surprenant (1993)], die auch dann noch zu
beobachten sind, wenn der Darm extrinsisch denerviert wurde [Cooke, Sidhu, Fox,
Wang, and Zimmermann (1997); Weber, Neunlist, Schemann, and Frieling (2001)].
Man kann somit davon ausgehen, dass auch diese Reflexe (&hnlich wie die
motorischen Reflexe) Uber intrinsische neuronale Reflexkreise vermittelt werden.
Reflexe, die durch eine mechanische Stimulation der Mucosa oder durch Distension
des Darmes verursacht werden, werden ausschlie3lich tber den Plexus submucosus
vermittelt. Dies bestatigen Studien an Darmpraparaten, bei denen lediglich Mucosa
und Submucosa erhalten waren [Frieling et al. (1992); Weber et al. (2001)]. Hier

erfolgte  die Innervation der secretomotorischen und secretomotorisch-
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vasodilatatorischen Neurone Uber intrinsische sensorische Neurone submucosaler
Ganglien [Furness et al. (2003); Lomax, Bertrand, and Furness (2001); Reed and
Vanner (2001)].
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Abbildung 9. Organisation secretomotorischer und vasodilatatorischer Reflexe.
Secretomotorische und vasodilatatorische Reflexe werden durch die Aktivierung intrinsischer
sensorischer Neurone initiiert, meist nach Stimulation deren mucosaler Terminalen. Reflektorische
sekretorische Vorgange werden durch drei verschiedene Regelkreise gesteuert. (1) Erstens kdnnen
sie als monosynaptischer Reflex (als Axonreflex oder trans-somatischer Reflex) ausgerichtet sein; (2)
zweitens konnen sie Uber synaptische Verbindungen zwischen intrinsischen sensorischen Neuronen
und secretomotorischen bzw. secretomotorisch-vasodilatatorischen Neuronen submucosaler Ganglien
geschaltet werden (quasi am Plexus myentericus vorbei); (3) drittens kann die Erregung auch Uber
myenterische Ganglien die secretomotorischen bzw. secretomotorisch-vasodilatatorischen Neurone
der submucosalen Ganglien erreichen.

Die Pfeile markieren die Richtung des Informationsflusses innerhalb der entsprechenden Regelkreise.
MUC — mucosa; MM — muscularis mucosae; SMP — submucosal plexus; CM — circular muscle; MP —
myenteric plexus; LM — longitudinal muscle.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.

Sowohl strukturelle als auch funktionelle Analysen lassen eine integrative Kontrolle
von Sekretion und mucosalem Blutfluss vermuten (siehe Abb.10). Das die Mucosa

versorgende Blut stellt eine nicht unerhebliche Quelle fur die Sekretion von
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Flussigkeit dar. Die Menge bidirektionaler Flissigkeitsbewegungen tber die Mucosa
des Dunndarms betragt taglich mehr als 10 Liter [Furness (2006)] bzw. das doppelte
Blutvolumen. Ernste Konsequenzen sind somit kaum zu vermeiden, wenn es zu einer
Dysregulation dieses Mechanismus kommt. In einem solchen Fall tUberwiegen
Einflisse des sympathischen Nervensystems und tUbernehmen die Steuerung der
enterischen Regelkreise (siehe Abb.10). Die Steuerung gastrointestinaler Funktionen
ist somit nicht unerheblich von Sympathikus und Parasympathikus abhangig — auf die
Innervation des Gastrointestinaltraktes durch spinale und vagale Nervenfasern soll
deshalb im folgenden Abschnitt eingegangen werden.

Sympathetic ! Sympathetic |
inhibitory ! vasoconstriction |
input |

electrolyte

Abbildung 10. Kontrolle secretomotorischer und vasodilatatorischer Regelkreise.

Durch den Regelkreis werden Flussigkeitssekretion und Elektrolytfreisetzung ins Darmlumen an den
Kdrperbedarf angepasst. Die Existenz von (1) secretomotorischen und (2) secretomotorisch-
vasodilatatorischen Neuronen ermdglicht die Versorgung mit Flussigkeit aus zwei Quellen, namlich (1)
Uber das Epithel absorbierte Flissigkeit und (2) Flissigkeit aus dem Korperkreislauf. Die
secretomotorischen Reflexe des ENS stehen unter Kontrolle des vegetativen Nervensystems;
insbesondere wird die zu sezernierende Flussigkeitsmenge durch die Aktivitdit sympathischer
vasokonstriktorischer Neurone begrenzt, beispielsweise bei niedrigem Blutdruck oder vermindertem
Blutvolumen.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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1.4 Die Innervation durch spinale und vagale afferente Nerven

14.1 Anatomie der afferenten Innervation
1.4.1.1 Anatomie peripherer Nervenendigungen

1.4.1.1.1 IGLEs und IMAs

Vagale afferente Fasern innervieren alle Wandschichten des Gastrointestinaltraktes.
Sie besitzen verschiedene Arten mucosaler Nervenendigungen [Dutsch et al. (1998);
Wank and Neuhuber (2001)], intraganglionare laminare Nervenendigungen (IGLES)
und intramuskulare Endigungen (IMAs) [Berthoud, Patterson, Neumann, and
Neuhuber (1997); F. B. Wang and Powley (2000)], siehe Abb.11.

e 500%
A =0 am |:| increase e
in firing rate Site21 20 um

Abbildung 11. Vagale Nervenendigungen.

(A) Darstellung vagaler Nervenfasern mittels antegradem Labelling. Markiert sind Hotspots der
Mechanotransduktion (grofRe wei3e Punkte mit schwarzer Umrandung) und Areale, fir die keine
derartige Aktivitat aufgezeichnet werden konnte (kleine schwarze Punkte mit weil3er Umrandung). Die
als Hotspots der Mechanotransduktion markierten Areale entsprechen IGLEs.

weil3e Dreiecke — Indian ink landmarks.

(B/C) VergroRerungen der entsprechenden Hotspots 4 und 21 (Calibration bar 20 pm).

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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IGLEs sind lamellare Strukturen, die von einem Elternaxon entspringen und
enterische Ganglienzellen zwischen Stratum longitudinale und Stratum circulare
bedecken [Rodrigo, Hernandez, Vidal, and Pedrosa (1975)]; einige Fortsatze konnen
in das entsprechende Ganglion eintreten. Mittels antegradem Tracing von den
Ganglia nodosa aus konnten diese Fasern als vagale afferente Nervenendigungen
identifiziert werden. Im Gegensatz zu IMAs sind IGLEs verhaltnismaRig gleichmalig
entlang des Gastrointestinaltraktes verteilt [F. B. Wang and Powley (2000); Phillips
and Powley (2000)]. Zagorodnyuk et al. [Zagorodnyuk and Brookes (2000);
Zagorodnyuk, Chen, and Brookes (2001); Zagorodnyuk, Chen, Costa, and Brookes
(2003)] konnten am Tiermodell des Meerschweinchens die Existenz von IGLES in
Osophagus und Magen bestatigen. Sie fanden eine (berzeugende Korrelation
zwischen dem Vorkommen von IGLEs und Hotspots der Mechanotransduktion (siehe
Abb.11). Somit handelt es sich bei IGLEs um mechanosensorische
Nervenendigungen vagaler afferenter Nervenfasern, die auf eine Dehnung geringer
Intensitat reagieren. Obwohl die Sensitivitdt dieser afferenten Fasern moduliert
werden kann, ist der sensorische Transduktionsprozess scheinbar unabhangig von
der chemischen Transmission.

Auch IMAs konnten in antegrad gelabelten Vagus-Praparaten (mit erhaltener
Mageninnervation und Magen in situ) nachgewiesen werden; fiir sie konnte jedoch
keine signifikante Beteiligung an der Mechanotransduktion gefunden werden
[Zagorodnyuk et al. (2001)]. Dieses Ergebnis uberrascht, wenn man bedenkt, dass
IMAs aus langen Strangen sich verzweigender vagaler afferenter Nervenfasern
bestehen, die in die glatte Muskulatur eingebettet und parallel zu den Muskelfasern
angeordnet liegen [Berthoud and Powley (1992); Phillips and Powley (2000)]. Vagale
IMAs sind spezielle Strukturen an Nervenendigungen, deren Elternaxone sich
mehrmals verzweigen, bevor sie in der zirkularen und longitudinalen Muskulatur
enden. Die Ausdehnung solcher ,IMA-Anordnungen® kann von mehreren 100
Mikronen bis zu mehreren Millimetern reichen [Berthoud and Powley (1992)]. In den
Muskelschichten verlaufen die einzelnen Nervenendigungen mehrere Millimeter
parallel zueinander und formen so ein eigenstandiges Muster paralleler Elemente mit
Assoziation zu den interstitiellen Zellen von Cajal [Phillips and Powley (2000);
Berthoud, Jedrzejewska, and Powley (1990); Fox, Phillips, Martinson, Baronowsky,
and Powley (2000); Berthoud and Powley (1992); Zagorodnyuk et al. (2001)].
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1.4.1.1.2 Vagale afferente Fasern

Die hochste Dichte vagaler Nervenfasern findet sich in Magen und Osophagus, nach
distal hin nimmt die vagale Innervation immer mehr ab [Berthoud et al. (1997)]. Der
Magendarmtrakt exprimiert auf seiner gesamten Lange identische Klassen von
Nervenendigungen; im Bereich des Pylorus (als Hochdruckzone zwischen Antrum
und Duodenum) ist die IMA-Dichte im Vergleich zu den uUbrigen Abschnitten des
Intestinuums erhoéht. Distal des Pylorus gibt es nur wenige IMAs; im Gegensatz dazu
sind IGLEs bis zum proximalen Colon hin zu finden. Der Grund fur diese
unterschiedliche Verteilung von Nervenfasern und -endigungen ist bislang nicht
bekannt.

Die Nervenendigungen mucosaler afferenter Nervenfasern liegen im Dunndarm in
enger Nachbarschaft zu enteroendokrinen Zellen; dies legt die Vermutung nahe,
dass diese Nervenendigungen bei der Detektion freigesetzter gastrointestinaler
Hormone eine Rolle spielen. Speziell fir CCK-positive Zellen des Duodenums konnte
eine eng benachbarte Lage zu mucosalen afferenten Nervenendigungen
nachgewiesen werden [Berthoud, Kressel, Raybould, and Neuhuber (1995);
Berthoud and Patterson (1996)]; bislang ist jedoch nicht bekannt, ob spezifische

enteroendokrine Zellpopulationen vorrangig vagal innerviert werden.

1.4.1.1.3 Spinale afferente Fasern

Ausgehend von ihren Nervenendigungen in der Darmwand verlaufen die Axone
spinaler afferenter Nervenfasern gemeinsam mit vagalen afferenten Fasern in
neurovaskularen Bilndeln; spinale Nervenfasern erreichen die pravertebralen
Ganglien (siehe weiter unten) und sind dort synaptisch mit postganglionéaren
sympathischen Neuronen verbunden. Man vermutet, dass sie hier zu einer starken
Aktivierung sympathischer Reflexe fuhren, die hauptséchlich eine Hemmung der
Darmfunktion bewirken. lhre Zellkdrper liegen in den thorakalen, lumbalen und
sakralen Hinterwurzelganglien, ihre zentralen Endigungen befinden sich im
Hinterhorn des Rickenmarks. Die spinale afferente Innervation des Dinndarms
erstreckt sich vom thorakalen bis zum lumbalen Rickenmark [Khurana and Petras
(1991); Clerc (1983); Collman, Tremblay, and Diamant (1992); Brtva, lwamoto, and
Longhurst (1989)] und verlauft Gber die Nn.splanchnici (siehe Abb.12).
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Abbildung 12. Schematische Darstellung der vagalen und spinalen Innervation des Darms.

O q

CG - celiac ganglia; GSN — greater splanchnic nerve; HGN — hypogastric nerve; ICG — intermediate
cervical ganglia; IMG — inferior mesenteric ganglia; IMN — intermesenteric nerve; LCN — lumbar
colonic nerves; LSN — lumbar splanchnic nerve; MPG — major pelvic ganglia; NTS — nuclei tractus
solitarii; PN — pelvic nerve; SCG — superior cervical ganglia; SG — stellate ganglia; SMG — superior
mesenteric ganglia.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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Die afferenten spinalen Nervenfasern des Colons erreichen das Ruckenmark tber
die Nn.splanchnici, die Nervenfasern des Rektums hingegen verlaufen Uber die
Nn.pelvici (siehe Abb.13).

Peripheral endings Neurons Central terminals

Colon & rectum
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Lumbosacral
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ganglia

Abbildung 13. Verlauf pelviner und splanchnischer afferenter Nervenendigungen.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.

Bislang konnte die Anatomie spinaler afferenter Nervenendigungen im Dinndarm
nicht spezifisch dokumentiert werden. Insbesondere die weitschweifige Anordnung
der Hinterwurzelganglien erschwert die Erforschung der anatomischen
Gegebenheiten — antegrade Tracerinjektionen gestalten sich hier technisch
schwierig. Ein anderer Ansatz verfolgt die Tracer-Injektion in der Nahe der
abgetrennten Enden afferenter Axone; man kann nun abwarten, bis die Tracer die
peripheren Endigungen der Nervenfasern erreichen. Mit derartigen Studien konnten
sowohl die afferenten als auch die efferenten Terminalen dargestellt und die
einzelnen  Nervenfasern hinsichtlich ihrer spezifischen neurochemischen
Eigenschaften charakterisiert werden [Tassicker, Hennig, Costa, and Brookes
(1999)]. So war es moglich, Struktur und Funktion der intestinalen Innervation zu
korrelieren. Beim Meerschweinchen wurden in Illeum und proximalem Colon
Nervenendigungen auf mesenterialen und submucosalen Blutgefal3en nachgewiesen
(hier hauptsachlich Arterien), jedoch nicht in Muskelschichten und myenterischen
Ganglien [Song et al. (2009)], was einen grundlegenden Unterschied zur vagalen
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Innervation darstellt. Diese (mutmallich) spinalen Nervenendigungen werden als
varikdse Axondaste (,varicose branching axons®) bezeichnet (siehe Abb.14). Beim
Rektum offenbart dieser Ansatz ein vollstandig anderes Innervationsmuster, welches

eher dem der vagalen Innervation des oberen Gastrointestinaltraktes &hnelt.

A —_— -
===

- D\

y Wall of ileum R

Abbildung 14. Antegrade Farbung von Axonen mesenterialer Nervenfaserbundel.

Die einzigen spezialisierten axonalen Strukturen im Mesenterium sind varikdse Axone auf
Blutgefal3en.

(A) Schematische Darstellung des lleums beim Meerschweinchen; die schwarzen Punkte markieren
varikdse Axondaste (beachte die enge Lagebeziehung zu mesenterialen Arterien).

(B) Biotinamid-gelabelte mesenteriale Axone, die Pfeile markieren sich verzweigenden Axone
(,varicose branching axons®) nahe arterieller Gefalke.

(C) “Varicose branching axons” im Plexus myentericus (Calibration bar 100 pm).

(D) Axonverlauf im Plexus submucosus (Calibration bar 100 um).

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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1.4.1.2 Anatomie zentraler Nervenendigungen

1.4.1.2.1 Vagale afferente Fasern

Vagale afferente Fasern verschiedenster Eingeweide konvergieren zum Nucleus
tractus solitarii (NTS) [Rinaman, Card, Schwaber, and Miselis (1989); Shapiro and
Miselis (1985)] und machen ihn zu einer wichtigen integrativen Schaltstelle fiur das
somatische und autonome sensorische System (siehe genauer weiter unten).

Young et al. [Young, Cooper, and Blackshaw (2008)] konnten zeigen, dass afferente
Fasern von Mucosa und Muskulatur des Magens zu Uberlappenden Regionen des
NTS projizieren; 6sophageale afferente Nervenfasern projizieren ebenfalls zu
verschiedenen Arealen innerhalb des NTS, jedoch hauptsachlich zum ventral
gelegenen Subnucleus centralis [Wank and Neuhuber (2001)]. Bislang existieren
kaum Studien, welche die zentralen Projektionen von intestinalen vagalen afferenten
Nerven genauer untersuchen. Man vermutet, dass einige vagale afferente Fasern
jenseits des NTS den DMN (dorsal vagal motor nucleus) erreichen und dort direkten
Kontakt zu Dendriten von Motoneuronen ausbilden, die zuriick zum Darm projizieren
[Rinaman et al. (1989)]. In DMN und NTS existieren multiple Mdglichkeiten zur
Modulation der Neurotransmission [Travagli, Hermann, Browning, and Rogers
(2006)]. Vom NTS aus projizieren diverse Nervenfasern zu einer Vielzahl anderer
intrazerebraler Nuclei, die bei der Verarbeitung von autonomen und kognitiven
Signalen eine Rolle spielen [van der Kooy, Koda, McGinty, Gerfen, and Bloom
(1984)].

1.4.1.2.2 Spinale afferente Fasern

Die zentralen Projektionen spinaler afferenter Nervenfasern treten in das
Rickenmark ein und bilden Synapsen innerhalb des Hinterhorns (siehe Abb.13).
Lumbale splanchnische Nervenfasern enden im thorakolumbalen Rickenmark (T10-
L1), pelvine afferente Nerven hingegen projizieren in den lumbosakralen Abschnitt
des Ruckenmarks (L6-S2).

Die einzelnen durch viszerale Stimuli aktivierbaren Hinterhornneurone unterscheiden
sich zwischen den verschiedenen spinalen Segmenten. Im thorakolumbalen
Rickenmark werden durch viszerale Stimuli hauptsachlich die in die Lamina |
projizierenden Neurone bzw. Interneurone aktiviert [Menetrey, Gannon, Levine, and
Basbaum (1989)]. Im lumbosakralen Riickenmark reagieren auf viszerale Stimuli vor

allem die Neurone in der Columna dorsalis (Laminae II-IV sowie um den Canalis
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centralis, siehe unten) [Valentino, Kosboth, Colflesh, and Miselis (2000); G. Wang,
Tang, and Traub (2005); Palecek, Paleckova, and Willis (2003)].

In die Lamina | des Riuckenmarks projizierende Neurone vermitteln spezifische
viszerale sensorische Informationen tber den Tractus spinothalamicus an hohere
Zentren des ZNS [Gamboa-Esteves, Lima, and Batten (2001); Palecek and Willis
(2003)]. Im Rahmen der nozizeptiven Signalverarbeitung senden Neurone der
Lamina | viszerale Informationen Uber den Tractus spinoparabrachialis an den
parabrachialen Nucleus (PBn), der die Informationen wiederum an Zentren héherer
Ordnung weiterleitet [Vizzard, Brisson, and de Groat (2000); Traub and Murphy
(2002)]. Die Columna dorsalis spielt fur die Vermittlung viszeraler Schmerzen
ebenfalls eine Rolle; postsynaptische spinale Neurone der Columna dorsalis werden
durch viszerale Stimuli (beispielsweise colorectale Distensionen) aktiviert und
Ubermitteln die entsprechenden Signale an den ventralen posterolateralen Nucleus
des Thalamus (VPL) [Al-Chaer, Lawand, Westlund, and Willis (1996)].

1.4.2 Struktur-Funktions-Beziehungen und ihre physiologische Bedeutung

1.4.2.1 Mucosale afferente Nervenendigungen

Vagale mucosale Rezeptoren reagieren auf eine leichte Bertihrung der Mucosa —
beispielsweise ein Bestreichen (sog. ,probing“) derselben. In der Folge eines solchen
Stimulus wird eine kurze Serie von Aktionspotentialen ausgeltst [Clarke and Davison
(1978); Davison (1972); Iggo (1957); Blackshaw and Grundy (1993); Page and
Blackshaw (1998); Page, Martin, and Blackshaw (2002)]. Im Ruhezustand sind
vagale mucosale Rezeptoren Ublicherweise inaktiv; Aktivitat entwickeln sie im
Rahmen einer akuten Entziindung oder im Fall eines Epithelschadens — vermutlich in
Abhéangigkeit von der Freisetzung von Mediatoren (beispielsweise Serotonin)
[Blackshaw and Grundy (1993)]. Mucosale Rezeptoren reagieren nicht auf
Distensionen oder Kontraktionen der intestinalen Wand, es sei denn die Mucosa wird
dabei ebenfalls irritiert. Durch die hohe Fragilitat der Mucosa in vitro konnten bislang
keine Struktur-Funktions-Korrelationen nachgewiesen werden. Gleichsam konnte
eine Spezialisierung mucosaler Nervenendigungen bislang nicht beobachtet werden;
man vermutet, dass sie diejenige Kraft Gbermitteln, die auf die Epithelzellen auftrifft.
Elektrophysiologische Studien berichten Uber eine geringere Anzahl mucosaler
afferenter Nervenfasern im Dickdarm [P. A. Lynn and Blackshaw (1999); Brierley,
Jones, Gebhart, and Blackshaw (2004)] — im oberen Gastrointestinaltrakt stellen sie
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etwa die Halfte der afferenten Fasern [Page et al. (2002); Page and Blackshaw
(1998)]. Mucosale afferente Nervenfasern des Dickdarms besitzen &hnliche
Eigenschaften wie vagale mucosale Rezeptoren; insbesondere reagieren sie
reproduzierbar auf die Berihrung eines Rezeptorfeldes (beispielsweise durch
,probing” des Feldes mit einem 10 mg Frey-Haar). Ihre Funktion ist weniger klar als
die ihrer Gegenstiicke im oberen Gastrointestinaltrakt. Man vermutet, dass sie bei

der Detektion der Stuhlkonsistenz eine Rolle spielen.
1.4.2.2 Muskulare afferente Nervenendigungen

1.4.2.2.1 Spannungsrezeptoren

Spannungsrezeptoren (tension receptors) finden sich im Gastrointestinaltrakt
verschiedenster Spezies. In vivo zeigen sie eine gewisse Ruheaktivitat, die in
Koordination mit auftretenden Muskelkontraktionen moduliert wird.
Spannungsrezeptoren reagieren auf nicht-schmerzhafte ,Spannungsreize der
Darmwand (wie Kontraktion und Distension), und zwar in Form einer langsam
adaptierenden linearen Reiz-Reaktions-Beziehung [Page and Blackshaw (1998);
Page et al. (2002); Iggo (1955); Blackshaw, Grundy, and Scratcherd (1987h);
Sengupta, Kauvar, and Goyal (1989)]. Sie Ubermitteln sowohl Amplitude als auch
Richtung der Darmwandkontraktion an das ZNS und spielen somit eine wichtige
Rolle fir die Auslosung von motorischen Reflexen [Blackshaw, Grundy, and
Scratcherd (1987a)]. lhre Reiz-Reaktions-Beziehung findet innerhalb der
physiologischen Spannbreite des intraluminalen Drucks statt; insbesondere anhand
dieser Eigenschaft kann man Spannungsrezeptoren von anderen Klassen afferenter
Nervenfasern unterscheiden [Sengupta et al. (1989)]. Durch Kombination
verschiedener experimenteller Techniken konnten Zagorodnyuk et al. [Zagorodnyuk
and Brookes (2000)] die IGLEs als anatomisches Korrelat der Spannungsrezeptoren
im Osophagus identifizieren (s.0.). Spannungsrezeptoren finden sich neben dem
Osophagus auch im gesamten Dinndarm. Man vermutet, dass sie beim Erbrechen
die typischen retroperistaltischen Kontraktionen registrieren und so einen
widerspruchlichen Hirnstamm-Input erzeugen, der schliel3lich zu Retropulsion und
Erbrechen fuhrt. Des Weiteren nimmt man an, dass es sich bei IMAs um in-Serie
geschaltete  Spannungsrezeptoren  handelt, die als Dehnungs- oder

Langendetektoren dienen und sowohl auf passive Dehnung als auch auf aktive
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Muskelkontraktion reagieren [F. B. Wang and Powley (2000); Phillips and Powley
(2000); Berthoud, Blackshaw, Brookes, and Grundy (2004)].

1.4.2.2.2 LT-und HT Mechanozeptoren

Spinale afferente Nervenfasern des Magen-Darm-Traktes besitzen &ahnliche
Eigenschaften wie Spannungsrezeptoren; (1) sie reagieren auf Kontraktion bzw.
Distension, (2) sie besitzen eine ,low-threshold“-Aktivitat, und (3) ihre rezeptiven
Felder ahnlich den Spannungsrezeptoren innerhalb der Muskelschichten angeordnet.
Sie unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer Auslastung (Saturation). Am besten
zu beobachten ist dies beim Osophagus; hier kann derselbe Stimulus verschiedene
Reaktionen (Stimulusantworten) bewirken. Experimentelle Studien des Osophagus
beim Opossum zeigen, dass vagale Spannungsrezeptoren ihre maximale
Feuerfrequenz bei 40-50 mmHg erreichen, spinale afferente Fasern jedoch weit
oberhalb dieser Reichweite aktiv werden [Sengupta, Saha, and Goyal (1990)].
Manche spinale Nervenfasern erreichen den Schwellenwert zur
Aktionspotentialgenerierung erst ab etwa 40 mmHg (siehe Abb.15). Man
unterscheidet bei spinalen afferenten Nervenfasertypen deshalb ,,low-threshold“
und ,,high-threshold*“ Mechanozeptoren. Low-threshold Mechanozeptoren besitzen
eine groRe dynamische Spannbreite (wide dynamic range, WDR), zeigen ein
tonisches Entladungsmuster und reagieren linear auf Veranderungen der
Darmwandspannung [Sengupta et al. (1989)]; high-threshold Mechanozeptoren
hingegen (HT) besitzen ein phasisches Entladungsmuster.

Mittels elektrophysiologischer multi-unit Aufzeichnungen von Signalen afferenter
Dunndarmnerven koénnen spinale WDR- und HT-Mechanozeptoren sowohl
voneinander als auch von vagalen afferenten Nervenfasern differenziert werden
[Rong et al. (2004); Booth, Kirkup, Hicks, Humphrey, and Grundy (2001)]. WDR- und
HT-afferente Fasern reagieren auf Spasmen der Darmwand und vermitteln das
Gefuhl von Krampfen und Koliken. In den pelvinen Nerven von Ratte und Katze
konnten in vivo WDR-&ahnliche Nervenfasern nachgewiesen werden [Janig and
Koltzenburg (1991); Sengupta and Gebhart (1994)]; auch splanchnische Nerven
enthalten WDR-&hnliche Fasern, wie in vivo fur die Katze [Blumberg, Haupt, Janig,
and Kohler (1983)] und in vitro fir Ratte und Maus [P. A. Lynn and Blackshaw
(1999); Brierley et al. (2004); Hughes et al. (2009)] gezeigt wurde. Der Vergleich
[Brierley et al. (2004); Hughes et al. (2009)] von splanchnischen und pelvinen
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afferenten WDR-Fasern zeigt, dass WDR-Mechanozeptoren in pelvinen Nerven
zahlreicher vorhanden sind und niedrigere Schwellenwerte sowie starkere
Reizantworten auf mechanische Stimuli aufweisen. Zudem zeigen sie im Vergleich
zu splanchnischen Nerven bei andauernden Distensionen eine langsamere
Adaptation [Brierley et al. (2004); Hughes et al. (2009)]. Diese Daten stitzen die
Hypothese, dass splanchnische Nervenfasern eine wichtige Rolle bei der Nozizeption

spielen und pelvine Nerven eine additive nicht-nozizeptive Funktion ibernehmen.
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Abbildung 15. Reaktion vagaler und spinaler afferenter Nervenfasern auf Distensionsreize.

Die Reiz-Reaktions-Beziehung vagaler Nervenfasern liegt vollstandig im nicht-schmerzhaften Bereich.
Im Gegensatz dazu reagieren sowohl WDR- als auch HT-Mechanozeptoren (als Reprasentanten
spinaler Nervenendigungen) auf schmerzhafte Stimuli; hierbei kdnnen beide durch ihre
unterschiedlichen Schwellenwerte voneinander unterschieden werden.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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1.4.2.3 Serosale und mesenteriale afferente Nervenendigungen

Die Existenz serosaler und mesenterialer afferenter Nervenendigungen wurde bereits
vor Jahrzehnten entdeckt [Bessou and Perl (1966); Morrison (1973)], ihre
physiologische Bedeutung jedoch erst vor kurzem erkannt. Erstmals beschrieben
wurden sie fur splanchnische Nervenfasern [Blumberg et al. (1983); Bessou and Perl
(1966); Morrison (1973)]. Damals konnten serosale afferente Fasern von
mesenterialen Fasern jedoch einzig und allein durch die Lokalisation ihrer rezeptiven
Felder differenziert werden [Blumberg et al. (1983); Bessou and Perl (1966);
Morrison (1973)]. Tatsachlich jedoch wurden fir einige Nervenfasern sowohl
serosale als auch mesenteriale rezeptive Felder gefunden. Erst anhand von in vitro
Untersuchungen am Tierbeispiel der Maus wurde erkannt, dass lediglich
splanchnische afferente Nervenfasern das Mesenterium innervieren [Brierley et al.
(2004)]. Die rezeptiven Felder pelviner afferenter Nervenfasern konnten in dieser
Studie nicht zweifelsfrei identifiziert werden. Dennoch war es mdglich, durch ein
Bestreichen der Serosa die afferenten Fasern beider Nervenpopulationen (pelvin und
splanchnisch) zu aktivieren [Brierley, Jones, Xu, Gebhart, and Blackshaw (2005)]. Ob
diese Ergebnisse auch auf andere Spezies (neben der Maus) Ubertragbar sind, bleibt
zu Kklaren.

Sowohl die pelvinen als auch die splanchnischen rezeptiven Felder liegen nahe an
bzw. auf BlutgefalRen, die Mesenterium, Serosa oder Submucosa versorgen. Sie
besitzen bis zu sieben kleine punktférmige (2-4 mm?) rezeptive Felder [Berthoud,
Lynn, and Blackshaw (2001); Janig and Koltzenburg (1991); Sengupta and Gebhart
(1994); Blumberg et al. (1983); Morrison (1973); P. A. Lynn and Blackshaw (1999);
Bessou and Perl (1966)], wobei deren Anzahl von der Grdl3e der untersuchten
Spezies abhéngt. Man klassifiziert sie anhand ihrer Reaktion entweder auf festes
Bestreichen der Mucosa oder auf schmerzhafte Distorsion des Colons (nicht auf
feines Bestreichen der Mucosa oder schmerzlose zirkulare Darmwanddehnung).
Serosale afferente Nervenfasern reagieren (wie zu erwarten) eher auf mechanische
Stimulation der serosalen Oberflache als auf mucosal applizierte Stimuli [P. A. Lynn
and Blackshaw (1999)]. Da das anatomische Korrelat serosaler afferenter
Nervenfasern wahrscheinlich innerhalb der Submucosa lokalisiert ist, ist der Begriff
,serosal® genau genommen eine Fehlbezeichnung. Tatsache ist, dass serosale
afferente Fasern HT-Eigenschaften beztglich mechanischer Stimulation aufweisen —
bei lateraler Dehnung > 7 g und > 45 mmHg fur intraluminalen Druck [Hughes et al.
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(2009); Brierley et al. (2009); Brierley et al. (2008)]. Dies ist auch der Grund, weshalb
in friheren Studien ihre Existenz nicht erkannt wurde — hier wurde mit einem
Maximum von 5 g und somit unter dem entsprechendem Schwellenwert getestet
[Brierley et al. (2004)]. Die soeben beschrieben Eigenschaften der serosalen
afferenten Nervenfasern stimmen nahezu mit den urspringlichen in vivo
Beschreibungen der HT-afferenten Nervenfasern an Osophagus (Opossum) und
Colon (Ratte) durch Sengupta Uberein [Sengupta and Gebhart (1994); Sengupta et
al. (1990)].

Studien, die gezielt mesenteriale afferente Nervenfasern untersuchten, konnten
zeigen, dass diese in idealer Weise auf punktformige mechanische mesenteriale
Stimuli oder auf eine Dehnung des Mesenteriums reagieren [Blumberg et al. (1983);
Morrison (1973)]. Mesenteriale afferente Nervenfasern reagieren zudem auf
Distensionsreize, insbesondere wenn es sich um &hnlich schmerzhafte
Dehnungsreize handelt, wie sie fur die serosalen afferenten Fasern beschrieben
wurden [Hughes et al. (2009); Blumberg et al. (1983); 95, 96]. Sie kdbnnen somit eine
den serosalen afferenten Fasern ahnliche Funktion tibernehmen (i.e. Ubermittlung
mechanisch induzierter Schmerzen). Bislang ist nicht bekannt, weshalb diese
afferenten Fasern lediglich in splanchnischen und nicht in pelvinen Nerven
vorkommen. Generell sind Beckenorgane im Vergleich zu den tbrigen abdominellen
Organen besser verankert; man konnte demnach annehmen, dass die
Signalubermittlung groR3erer Bewegungen somit auch weniger erforderlich ist.

Sowohl serosale als auch mesenteriale afferente Nervenfasern sind polymodal — die
Mehrzahl der Fasern reagiert auch auf chemische Reize wie beispielsweise
hypertone Kochsalzlésung, HCI und Gallesafte [P. A. Lynn and Blackshaw (1999);
Haupt, Janig, and Kohler (1983)].

Erst kurzlich erschienene in vitro Studien an Colon von Ratte und Maus [Brierley et
al. (2004); Hughes et al. (2009); P. A. Lynn and Blackshaw (1999); Hicks et al.
(2002)] konnten zeigen, dass serosale / mesenteriale Nervenfasern bis zu 86% der
afferenten Fasern im LSN (lumbar splanchnic nerve) und 33% der pelvinen Nerven
ausmachen. Zusammenfassend mussen serosale und mesenteriale afferente

Nervenfasern als spezifische HT-Mechano-Nozizeptoren betrachtet werden.
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1.4.2.4 Mechanisch insensitive afferente Nervenfasern

Die Bezeichnung ,mechanisch insensitiv wurde bei in vivo-Praparationen
ursprunglich fur afferente Nervenfasern verwendet, die zun&chst nicht auf
intraluminale Distensionreize reagierten, durch chemische Stimuli jedoch rekrutiert
werden konnten und so sekundar mechano-sensitiv wurden [Habler, Janig, and
Koltzenburg (1990)]. Diese Begriffsdefinition ist moglicherweise irrefihrend, da
mucosale afferente Nervenfasern per definitionem sehr wohl ,mechano-sensitiv®
gegenuber dem sanften Bestreichen der Mucosa reagieren, nicht jedoch gegentber
einer langeren Distension [Clarke and Davison (1978)]. Insofern wére die
Bezeichnung ,Distensions-insensitiv* passender.

Serosale afferente Nervenfasern reagieren auf schmerzhafte Distension. Zudem
weild man, dass ihr entsprechender Schwellenwert zur Wahrnehmung des
Distensionsreizes im Rahmen einer Entziindung absinkt [Hughes et al. (2009)]. Erst
vor kurzem publizierte Ergebnisse legen nahe [Brierley, Carter, et al. (2005); Brierley,
Jones, et al. (2005)], dass die Nn.splanchnici der Maus auch mechanisch in-sensitive
afferente Nervenfasern enthalten, die auf Bradykinin, ATP oder Capsaicin reagieren,
durch diese Stimuli jedoch nicht sensibilisiert bzw. sekundar mechanisch rekrutiert
werden. lhre Rolle ist bislang unklar — sie konnten als spezifische ,chemo-
rezeptorische® afferente Nervenfasern fungieren. Im Gegensatz zu diesen Fasern
konnten in derselben Studie zwei Drittel der mechanisch in-sensitiven Fasern durch
Applikation eines ,Mediator-Cocktails“ (der sogenannten inflammatory soup®)
sensibilisiert werden [Feng and Gebhart (2011)]. Als mechanischer Stimulus diente
hier das direkte Bestreichen der rezeptiven Endigung mit einer Glaspipette
(,probing®), eine Prifmethode, die jeglichen Zweifel hinsichtlich des Distension-
Schwellenwertes beseitigt. Es stellt sich die Frage, weshalb dies erst jetzt und nur in
dieser letzten Studie [Feng and Gebhart (2011)] gezeigt werden konnte. Eine
Ursache ist hochstwahrscheinlich die Art des Stimulus — elektrische Stimuli aktivieren
alle afferenten Fasern in ihrer Gesamtheit und unabhangig von ihrer Modalitat. Heute
vermutet man, dass afferente Nervenendigungen mechano-sensorische Proteine

enthalten, die erst nach Rezeptoraktivierung funktionsfahig werden.
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1.4.3 Periphere Ganglien, viszerale afferente Neurone und Reflexe

1.4.3.1 Periphere Ganglien

Pravertebrale Ganglien (PVG) sind anatomisch eigenstdndige periphere
Untereinheiten des sympathischen Nervensystems — Ganglion coeliacum,
mesentericus superior und mesentericus inferior sind die wichtigsten der
pravertebralen Ganglien (PVG). Im Gastrointestinaltrakt kontrollieren PVG-Neurone
sowohl den Blutfluss (vasokonstriktorische bzw. vasomotorische Neurone) als auch
Sekretion, Absorption und Motilitat (viszeromotorische Neurone). Viszeromotorische
Neurone besitzen alle Kennzeichen eines integrativen Zentrums; sie empfangen
synaptischen Input sowohl von peripheren als auch zentralen préaganglionéaren
Nervenfasern und sind synaptisch mit mannigfaltigen neuronalen Strukturen des
ENS verbunden. Auf diese Weise sind sie in der Lage, vorprogrammierte enterische
Regelkreise zu modifizieren — die PVG liegen im Zentrum der sympathischen
Innervation des Gastrointestinaltraktes.

Fur PVG-Neurone wurden drei unterschiedliche Entladungsmuster beschrieben
[Janig and McLachlan (1992); Gola and Niel (1993)]: (1) ein ,phasisches
Entladungsmuster, (2) ein ,tonisches“ Entladungsmuster und (3) die sogenannte
.long after spike hyperpolarization“ (entsprechend einem einzelnen Aktionspotential
gefolgt von einer ungewohnlich langen Hyperpolarisation / Ruheperiode). Neurone
mit letzterem Entladungsmuster werden als ,LAH“-Neurone bezeichnet. Das
Entladungsmuster der Neurone Kkorreliert mit ihrer Neuropeptid-Ausstattung.
Sogenannte NA/NPY-Neurone (Co-Expression von Noradrenalin und NPY) zeigen
meist ein ,phasisches” Entladungsmuster. Neurone mit ,tonischer Aktivitat hingegen
exprimieren entweder Noradrenalin und Somatostatin (NA/SOM-Neurone) oder nur
Noradrenalin [Janig and McLachlan (1992); Keast, McLachlan, and Meckler (1993)].
Es gibt zudem eine Korrelation zwischen den Feuereigenschaften eines Neurons und
der Starke seines synaptischen Inputs. Typischerweise stehen LAH-Neurone und
Neurone mit phasischem Entladungsmuster unter voller Kontrolle des ZNS. Sie
erhalten ,starken“ synaptischen Input und dienen als sogenannte Schaltneurone. Im
Gegensatz dazu empfangen Neurone mit tonischem Entladungsmuster
hauptsachlich ,schwachen® synaptischen Input [De Groat and Krier (1979); Iggo and
Vogt (1960); Beacham and Perl (1964); Anthony and Kreulen (1994)]. Die

Kolokalisation von Neurotransmittern bzw. Neuropeptiden liefert Hinweise auf
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maogliche Innervationsziele der Neurone. Man nimmt an, dass es sich bei NA(xSOM)-
positiven Nervenfasern um viszeromotorische Neurone handelt. Dabei existieren
zwischen den Katecholamin-haltigen Varikositaten der viszeromotorischen Neurone
und den Neuronen enterischer Ganglien keine eigenstandigen synaptischen
Verbindungen; stattdessen bestehen zwischen diesen Strukturen sogenannte ,en
passent® Verbindungen [Costa and Furness (1984)]. Die Nervenendigungen von
NA/SOM*-Fasern liegen hauptsachlich in der Umgebung submucosaler
Ganglienneurone, die Absorption und Sekretion kontrollieren; man nimmt deshalb an,
dass NA/SOM*-Fasern secretomotorische Reflexe beeinflussen (insbesondere
hemmen) [Keast et al. (1993); Costa and Furness (1984)]. NA-positive Neurone ohne
Kotransmitter (NA/SOM") hingegen scheinen insbesondere Neurone mit Einfluss auf

die (reflektorische) motorische Aktivitdt des ENS zu hemmen.

1.4.3.2 Afferente viszerale Neurone

Im Gastrointestinaltrakt unterscheidet man anhand der Lage ihrer Zellkbrper und
Axone vier Gruppen afferenter Neurone (siehe Abb.16).

Bei der ersten Gruppe handelt es sich um afferente Neurone, deren Zellkérper in
Hinterwurzelganglien (bzw. in kranialen Ganglien) liegen. Zweitens kennt man
afferente Neurone, deren Zellkdrper und Axone ausschlie3lich in der Darmwand
liegen (die demnach nicht nach extramural projizieren). Drittens unterscheidet man
afferente Neurone, deren Zellkdrper in der Darmwand liegen, die ihre Axone jedoch
nach extramural zu den PVG (bzw. PG) entsenden; innerhalb dieser Gruppe
differenziert man zwischen viszerofugalen und spinalen afferenten Neuronen.
Viertens definiert man afferente Neurone, deren Zellkbrper in den serosalen
Ganglien bzw. im Plexus myentericus des distalen Rektums liegen (auf diese letzte

Gruppe soll hier nicht weiter eingegangen werden).
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Abbildung 16. Anordnung mechanosensorischer afferenter Nervenfasern in der Darmwand.
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Anhand der Lage ihrer Zellkérper und Axone unterscheidet man vier Gruppen afferenter Neurone. (1)
afferente Neurone, deren Zellkdrper in Hinterwurzelganglien liegen; (2) afferente Neurone, deren
Zellkorper und Axone ausschlief3lich in der Darmwand liegen; (3) afferente Neurone, deren Zellkérper
in der Darmwand liegen, die ihre Axone jedoch nach extramural zu den PVG entsenden; innerhalb
dieser Gruppe differenziert man zwischen viszerofugalen und spinalen afferenten Neuronen; (4)
afferente Neurone, deren Zellkérper in den serosalen Ganglien bzw. im Plexus myentericus des
distalen Rektums liegen (ganz rechts). Bei den ,in Serie“ geschalteten Rezeptoren handelt es sich um
IMAs und IGLEs.

DRG - dorsal root ganglion; NG — nodose ganglion; PSN — preganglionic sympathic neuron; PVG —
prevertebral ganglion; LM — longitudinal muscle; CM — circular muscle; MP — myenteric plexus; VFN —
viscerofugal neurons.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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1.4.3.2.1 Afferente Neurone mit Zellkdrpern in Hinterwurzelganglien

Afferente Neurone, deren Zellkérper in den Hinterwurzelganglien Ganglien liegen
[Berthoud et al. (2004); Cervero (1994)], empfangen als primar afferente
mechanosensorische Nervenfasern mannigfaltige Signale aus dem Darmlumen. lhre
Nervenendigungen befinden sich sowohl in Mesenterium und Serosa als auch in der
Tunica muscularis der Darmwand. Sie besitzen als Nozizeptoren meist (jedoch nicht
ausschlief3lich) ,high threshold“-Eigenschaften [Gebhart (1996)]; bei Ruhe sind sie
inaktiv, auf einen Stimulus reagieren sie dynamisch mit verschiedensten Reiz-
Reaktions-Mustern. Vagale mechanosensorische afferente Nerven kénnen anhand
ihrer Morphologie in IMAs (intramuscular arrays) und IGLEs (intraganglionic laminar
endings) unterschieden werden (siehe oben); bei ihnen handelt es sich um ,low-
threshold“ Spannungsdetektoren, die bereits niedriger, physiologischer Distension
aktiviert werden [F. B. Wang and Powley (2000); P. Lynn, Zagorodnyuk, Hennig,
Costa, and Brookes (2005)].

1.4.3.2.2 AusschlieRBlich innerhalb der Darmwand Ilokalisierte afferente

Neurone

Enterische AH- / Dogiel Typ II-Neurone kontrollieren als mechanosensorische
Neurone wichtige Aspekte der gastrointestinalen Motilitat. lhre Aktivitat ist
insbesondere vom vorherrschenden Muskeltonus abhangig (und weniger von der
Darmdistension). Sie befinden ausschlielich innerhalb der Darmwand und
funktionieren durch Ausbildung interneuronaler synaptischer Verbindungen als
eigenstandiges, ,auto-augmentierendes” Netzwerk [Kunze et al. (1998)]. Bei einer
Unterart der S- / Dogiel Typ I-Neurone handelt es sich ebenfalls um
mechanosensorische afferente Neurone [Spencer, Hennig, and Smith (2003);
Spencer and Smith (2004)]. Sie werden sowohl durch Distension als auch durch
Tonus-unabhangige Muskelkontraktionen aktiviert. Die aktuelle Datenlage lasst
vermuten, dass S- / Dogiel Typ I-Neurone andauernde Kontraktionen verursachen,
AH- / Dogiel Typ II-Neurone hingegen fir phasische ,peristaltische“ Kontraktionen
verantwortlich sind [Spencer, Smith, and Hennig (2005)].

1.4.3.2.3 Afferente Neurone mit Projektion zu PVG und PG

Bei viszerofugalen (auch intestinofugale Neurone genannt) Neuronen handelt es sich

um cholinerge mechanosensorische Nervenfasern, deren Axone die PVG erreichen
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[Mann, Furness, Pompolo, and Mader (1995)]. Die Stimulation viszerofugaler
Neurone (beispielsweise durch Distension oder elektrische Stimulation des
entsprechenden Darmsegments) bewirkt ein fEPSP, das durch
Nikotinrezeptorantagonisten verhindert werden kann [Szurszewski, Miller (1994)].
Neben Acetylcholin enthalten viszerofugale Neurone haufig auch Peptidtransmitter
(beispielsweise VIP), einige exprimieren auch die NOS [Mann et al. (1995); Lindh,
Hokfelt, and Elfvin (1988)].

Man unterscheidet heute im Gastrointestinaltrakt zwei verschiedene Populationen
viszerofugaler Neurone. Einerseits definiert man primare viszerofugale Neurone, die
ohne jegliche synaptische Umschaltung die PVG erreichen. Andererseits kennt man
sekundare viszerofugale Neurone (oder sogar viszerofugale Neurone hoherer
Ordnung), die zunadchst schnellen synaptischen Input von anderen ENS-Neuronen
erhalten, bevor sie die Darmwand in Richtung PVG verlassen.

Primare und sekundare viszerofugale Neurone besitzen nikotinische
Acetylcholinrezeptoren, einige dieser Neurone weisen eine Dogiel Typ llI-dhnliche
Morphologie auf. Bei viszerofugalen Neuronen handelt es sich um langsam oder gar
nicht adaptierende Neurone [S. M. Miller, Ermilov, Szurszewkski, Hammond, and
Brimijoin (1997); Szurszewski, Ermilov, and Miller (2002)], die auf eine Dehnung der
zirkularen Muskelschicht mit einer Salve von Aktionspotentialen reagieren [S. M.
Miller et al. (1997); S. M. Miller and Szurszewski (2003)]. Sie fungieren als
Volumenrezeptoren [S. M. Miller and Szurszewski (2003); Anthony and Kreulen
(1990)] und sind parallel zur zirkularen Muskelschicht angeordnet. Ein Anstieg von
Volumen oder Darmumfang fiuhrt zu einer Frequenzerhéhung des schnellen
exzitatorischen synaptischen Inputs der PVG-Neurone. Im Gegensatz dazu geht der
synaptische Input der PVG-Neurone gegen Null, wenn sich der Darmumfang
verringert und die zirkulare Muskulatur kontrahiert [Szurszewski et al. (2002); S. M.
Miller and Szurszewski (2003)]; im Rahmen der Darmentleerung (mit Kontraktion der
zirkularen Muskulatur entsprechender Dickdarmsegmente) werden demnach die
Mechanorezeptoren entlastet und der schnelle synaptische Input geht zurick.
Sympathische Neurone, die viszerofugalen Input erhalten, setzen in der Darmwand
Noradrenalin frei, um intrinsische Reflexe zu modulieren [S. M. Miller and
Szurszewski (1997); Messenger and Furness (1993); S. M. Miller and Szurszewski
(2002); S. M. Miller and Szurszewski (2003)]. Die Mehrheit der viszerofugalen

Neurone, die CG, SMG und IMG erreichen, entspringen von Colon und Rektum
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[Messenger and Furness (1993); Timmermans et al. (1993)]. Im Gegensatz dazu
sind die noradrenergen inhibitorischen Neurone, die von diesen Ganglien
entspringen, nahezu gleichmallig entlang des Gastrointestinaltraktes verteilt. Diese
anatomische Gegebenheit lasst vermuten, dass Colon und Rektum reflektorisch ihre
eigene sowie die motorische Aktivitat weiter proximal gelegener Regionen des
Intestinuums modulieren [Trudrung, Furness, Pompolo, and Messenger (1994);
Messenger and Furness (1993)]. Zum einen kann so wahrend der Darmfillung die
Relaxation der Colonwand aufrecht erhalten werden, da die Tendenz der glatten
Muskelzellen zur Depolarisation und somit Kontraktion unterdrickt wird; zum
anderen wird die motorische Aktivitdt des Dunndarms derart reguliert, dass der Inhalt
proximal gelegener Darmschlingen zeitgerecht im Colon eintrifft. Dieser Reflexbogen
stellt somit einen protektiven Puffermechanismus dar, mit dem ein zu starker Anstieg

von Tonus und intraluminalem Druck im Darm verhindert werden kann.

SP: 46 pg/ml SP: 119 pg/ml
—-43
mV
W | M | -68
Stop Collect, Stop** Collect,
Flow Start Flow Flow Distension Start Flow

Abbildung 17. Intrazellulére elektrische Aktivitat vor und wahrend Darmdistension.

Auf der rechten Seite ist eindrucksvoll zu sehen, wie die elektrische Aktivitat wahrend der Distension
des Colons ansteigt. In der Studie von Szurszewski et al. wurde zudem die freigesetzte Menge an
Substanz P (SP) ermittelt, die bei Distension ebenfalls deutlich ansteigt [King and Szurszewski
(1984)].

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.

Spinale afferente Neurone entsenden ebenfalls Axonkollateralen zu den PVG, bilden
mit diesen jedoch ,en passant“-Synapsen aus. Auch bei spinalen afferenten
Neuronen handelt es sich um mechanosensorische Neurone (siehe Abb.17) [King
and Szurszewski (1984)], ihre Erregungsschwelle liegt jedoch hoéher (> 40-50
cmH20, sog. ,high-threshold“ Signalweg) als bei klassischen viszerofugalen

Neuronen [Parkman, Ma, Stapelfeldt, and Szurszewski (1993); R. C. Ma and
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Szurszewski (1996a); R. C. Ma and Szurszewski (1996b)]. Ihre Nervenendigungen
liegen innerhalb der Darmwand, reagieren auf Spannungsreize und sind sowohl mit
der longitudinalen und zirkularen Muskelschicht ,in Serie“ angeordnet [R. C. Ma and
Szurszewski (1996a); Su, Wachtel, and Gebhart (2000)]. Die Aktivierung dieser
peripheren Terminalen bewirkt in PVG-Neuronen ein sEPSP. Dies wiederum
verstarkt den schnellen viszerofugalen cholinergen Input der PVG-Neurone, was
schlie3lich eine vermehrte Hemmung der entsprechenden Darmsegmente bewirkt
(siehe Abb.17).

1.4.3.3 Reflexe Uber periphere Ganglien

Das Konzept der Vermittlung viszero-viszeraler Reflexe uber periphere autonome
Ganglien entstand gegen Ende des 19.Jahrhunderts [Sokowin (1874)]. Studien
dieser Zeit erforschten externe neuronale Verbindungen zwischen verschiedenen
Abschnitten des Gastrointestinaltraktes und konnten zeigen, dass diese Uber die
PVG verlaufen. Erste Studien am Hund [Galapeaux (1937)] postulieren die Existenz
eines gastro-colischen Reflexes; Studien am Tiermodell der Katze [Garry (1933)]
vermuten einen Reflexweg mit tonisch-inhibitorischem Input zwischen IMG und Colon
[Lawson, Holt (1937)]. In den spaten 30er und frihen 40er Jahren konnte Kuntz
[Kuntz (1938)] am Tiermodell des Hundes die Existenz eines colo-colonischen
Reflexes direkt nachweisen. Weitere Studienergebnisse dieser Zeit sprechen fir
einen ileo-hepatischen und colo-hepatischen Reflex [Kuntz, Van Buskirk (1941)].
Spatere Studien entdeckten inhibitorische intestino-gastrische Reflexe [Semba
(1954)] und inhibitorische intestino-intestinale Reflexe [Semba (1954)] (einschlieflich
des recto-ilealen inhibitorischen Reflexes [Bulygin (1983)]). Neben der Distension
wurden auch chemische Stimuli entdeckt, die eine Triggerung der Reflexaktivitat
zwischen verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes bewirken.

Die Existenz von peripheren, tUber die PVG vermittelten Reflexen wurde in der
zweiten Halfte des 20.Jahrhunderts auf Licht- und Elektronenmikroskopischer Ebene
sowie durch retro- und antegrades Tracing bestatigt. Dennoch wurde das Konzept
der PVG-vermittelten viszero-viszeralen Reflexe zunachst mit Skepsis betrachtet; so
wurden die Ergebnisse von in vivo Studien mit dezentralisierten PVG zuné&chst
angezweifelt. Man argumentierte, dass einige praganglionare Fasertrakte der Sektion
und Degeneration entgangen sein kdnnten, noch dazu da sich der Schwellenwert flr
den Reflex signifikant verandert hatte. Der direkte Nachweis eines uber die PVG
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vermittelten Reflexes gelang erstmals 1971 durch intrazellulare in vitro-
Aufzeichnungen der Signale von IMG-Neuronen [Crowcroft, Holman, and
Szurszewski (1971)]. Bei einer intakten neuronalen Verbindung zwischen IMG und
Colonsegment konnte fur IMG-Neurone ein kontinuierlicher schneller cholinerg-
nikotinerger synaptischer Input nachgewiesen werden; die Distension des Colons
erhohte hierbei die Frequenz des Inputs. Sobald jedoch die neuronale Verbindung
zwischen Colonsegment und IMG durchtrennt wurde, verschwand die gesamte

schnelle synaptische Aktivitat [Crowcroft et al. (1971)].

144 Die Weiterverarbeitung sensorischer Signale im Gehirn

Das Gehirn empfangt eine Vielzahl sensorischer Signale aus gastrointestinalen
afferenten Nervenfasern, die eine grof3e Spannbreite peripherer Informationen
enkodieren. Diese sensorischen Signale haben Effekte auf Motilitat bzw. Sekretion
und dienen der Aufrechterhaltung der homdoostatischen Balance [Roman (1987)]. Die
meisten dieser Signale sind unterschwellig und erreichen kaum unser Bewusstsein;
wahrnehmbare Empfindungen wie Sattigung oder Vollegefihl und nicht zuletzt
Uberschwellige Reize (beispielsweise Schmerzempfindungen) vervollstandigen das
sensorische Spektrum. Alle diese Empfindungen entstehen in den kortikalen und
subkortikalen Strukturen des Gehirns, in denen die Informationen der afferenten
Nervenfasern weiter verarbeitet werden [Berntson, Sarter, and Cacioppo (2003);
Henry (2002); Saper (2002); Willis, Al-Chaer, Quast, and Westlund (1999); Willis and
Westlund (1997); Derbyshire (2003)].

In diesem Abschnitt wird die Weiterverarbeitung gastrointestinaler sensorischer
Signale im Gehirn erlautert. Neben der neuroanatomischen Représentation
gastrointestinaler Sensationen sollen insbesondere die aufsteigenden vagalen und
spinalen afferenten Nervenfasern inklusive ihrer zentralen Projektionen beschrieben
werden.

Obwohl es praktisch erscheint, unterschiedliche Funktionen fur vagale und spinale
afferente Nervenfasern anzunehmen, konvergieren beide Fasertypen meist auf
supraspinaler Ebene [Saper (2002); Bruggemann, Shi, and Apkarian (1998)],
wodurch ihre Funktionen eng verbunden sind. Der Nucleus tractus solitarii (NTS)
beispielsweise empfangt neben vagalen afferenten Nervenfasern auch
ausgedehnten Input aus anderen Gehirnregionen sowie ein breites Spektrum an

spinalen afferenten Fasern [Saper (2002)]. Er projiziert hauptséachlich zum Nucleus
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parabrachialis der Pons, der multiple Projektionen aus den Laminae des Hinterhorns
und so auf mehreren Wegen viszerale Informationen erhélt [Henry (2002); Saper
(2002)]. Der Nucleus parabrachialis selbst projiziert zu hoheren zerebralen
Strukturen einschlieBlich Thalamus und Hypothalamus sowie zum préafrontalen
Cortex und anderen kortikalen Regionen, die sowohl vagale als auch spinale
Informationen weiter verarbeiten [Henry (2002); Saper (2002)]. Abbildung 18 zeigt
eine schematische Darstellung der viszeralen sensorischen Signalwege in

Rickenmark und Hirnstamm, die Thalamus und zerebralen Cortex erreichen.

b
<
ey

Abbildung 18. Afferente sensorische Signalwege zu Thalamus und Cortex.

Rot dargestellt sind die spinalen afferenten Signalwege, griin die viszeralen afferenten Faserziige des
N.vagus; beachte, dass spinale Faserziige bilateral zum NTS und Nucleus parabrachialis projizieren
(vereinfachend werden hier nur die ipsilateralen Faserziige dargestellt). Die spinalen afferenten
Nervenfasern werden im lateralen Anteil des ventralen posterioren thalamischen Komplexes
umgeschaltet und erreichen anschlieBend die kaudal gelegenen Anteile der Insula. Die viszeralen
afferenten Fasern des N.vagus werden in NTS und Nucleus parabrachialis umgeschaltet und
erreichen im Gegensatz zu den spinalen Fasern den medialen Anteil des ventralen posterioren
thalamischen Komplexes; von hier aus erreichen sie den anterioren Anteil der Inselrinde.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.
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Integrative Prozesse bei der Signalverarbeitung spinaler und vagaler Informationen
machen eine genaue Abgrenzung zwischen vagal und spinal vermittelten
Informationen schwierig. Sogar bei der Erforschung des somatischen Schmerzes hat
die enge Verbindung zwischen beiden Systemen in der Literatur darin gegipfelt,
Schmerz als eine ,viszerale Modalitat” [Saper (2002)] oder eine ,homdostatische
Geflhlsregung“ [Craig (2003)] zu bezeichnen, da sie ,interozeptiv‘ sei — sie beruht
vielmehr auf der Integritat des Organismus als auf dessen Beziehung zur Aul3enwelt.
Selbst auf der Ebene des Rickenmarks existiert eine ausgepragte Konvergenz
viszeraler und somatischer afferenter Fasern; schadliche Stimuli innerhalb des
Gastrointestinaltraktes aktivieren viszerosomatische nozizeptive Nervenfasern und
ihre jeweiligen Zielorte in den thalamischen Nuclei [Bruggemann, Shi, and Apkarian
(1997); Bruggemann et al. (1998); Bruggemann, Shi, and Apkarian (1994)]. Im
Folgenden sollen deshalb die somatischen und viszeralen Reaktionen als Teile eines

miteinander verbundenen sensorischen Systems betrachtet werden.

Der Thalamus ist die gréf3te Struktur innerhalb des Diencephalons und besteht aus
insgesamt sechs separaten Kerngruppen (Nuclei). Die thalamischen Kerne lassen
sich anhand ihrer Funktionsweise in zwei verschiedene Subgruppen unterteilen: Die
sogenannten spezifischen Schaltkerne (,Relay-Kerne®) Ubermitteln Informationen
zwischen bestimmten kortikalen und subkortikalen Regionen (hauptsachlich
Wahrnehmung, Bewegung, Emotion und Sprache). Unspezifische Kerne hingegen
empfangen Input aus verschiedensten (meist konvergierenden) Quellen und

erreichen Uber ihre Projektionen diverse kortikale Regionen [Lweine (1995)].

Im lateralen Thalamus liegen die Hauptzentren fir die Verarbeitung schadlicher
Stimuli in den ventro-posterioren lateralen (VPL) und in den ventro-posterioren
medialen (VPM) Nuclei.

Nozizeptive Neurone des VPL reagieren auf schmerzhafte mechanische Stimuli bzw.
Hitze und werden Uber aszendierende C-Fasern erregt. Die rezeptiven Felder der
VPL-Neurone sind verhaltnismafig klein, besitzen eine somatotope Organisation und
projizieren nahezu ohne Ausnahme zum priméar somatosensorischen Cortex (S1).
Ca. 85% der VPL-Neurone reagieren sowohl auf kutane als auch auf viszerale
Stimuli; der viszerale Input des VPL ist allerdings nicht viszerotop organisiert

[Airapetian, Baganian, and Tatevosian (1982)].
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Zwei andere fur die Nozizeption relevante Kerngebiete des lateralen Thalamus sind
der ventro-posteriore inferiore (VPI) und der mediale Anteil des posterioren
Komplexes (POm). Beide Kerngebiete sind somatotop gegliedert, besitzen jedoch
grol3ere rezeptive Felder als die Neurone des VPL. Man nimmt an, dass VPI-
Neurone (im Gegensatz zu VPL-Neuronen) zum sekunddr somatosensorischen

Cortex (S2) projizieren.

Tierexperimentelle Studien konnten zeigen, dass die lateralen und medianen
zentralen Nuclei des medialen Thalamus relativ grol3e rezeptive Felder besitzen
[Bushnell and Duncan (1989)]; man vermutet deshalb, dass diese Regionen des
Thalamus nicht der Lokalisierung des Schmerzreizes dienen, sondern stattdessen
eine Differenzierung zwischen verschiedenen Schmerzintensitdten ermadglichen
[Bushnell and Duncan (1989)].

Im VMpo konnten zudem nozizeptive Neurone nachgewiesen werden, die auf
schadigende Stimuli wie groRe Hitze bzw. Kalte oder schmerzhafte mechanische
Reize reagieren [Craig, Bushnell, Zhang, and Blomqgvist (1994)]. Diese besitzen
kleine rezeptive Felder, sind somatotop gegliedert und projizieren hauptsachlich zum
Cortex der Insula [Craig et al. (1994)] sowie zu Area 3a des primar
somatosensorischen Cortex. Vogt et al. konnten tUberdies Projektionen der medialen
thalamischen Nuclei zu préafrontalen und anterior-cingularen Cortexarealen
nachweisen, also zu Regionen, in denen kognitiv-emotionale Aspekte des
Schmerzes verarbeitet werden [Vogt, Pandya, and Rosene (1987)].

Der VMpo erhalt zudem Input Gber den Signalweg Nervus vagus — NTS — Nucleus
parabrachialis [Henry (2002)]. Man vermutet, dass der Nervus vagus fur die
Homoostase des Gastrointestinaltraktes verantwortlich ist — mit Ausnahme der
Dekodierung schéadlicher Stimuli. Er projiziert einerseits zum Nucleus reticularis,
andererseits zum Nucleus intralaminaris [Saper and Loewy (1980); Herbert, Moga,
and Saper (1990)]; der Nucleus reticularis wiederum erreicht eine Vielzahl weiterer
thalamischer Nuclei und ermdglicht so die Synchronisation der thalamo-corticalen
Projektionen [Henry (2002)]; der Nucleus intralaminaris hingegen besitzt
weitreichende Projektionen zu Striatum und cerebralem Cortex [Saper and Loewy
(1980); Herbert et al. (1990)].
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1.5 Uberblick tiber die neurogenen Mechanismen des POI

Bereits im Jahre 1872 erkannten Goltz et al. [Goltz (1872)], dass die spontanen
Darmkontraktionen an Haufigkeit und Starke zunehmen, wenn das Ruckenmark auf
Hohe der Medulla oblongata durchtrennt wird; dies war eine der ersten
Beobachtungen, welche die Existenz inhibitorischer spinaler Reflexe nahe legt. Eine
Durchtrennung der Nn.splanchnici verbessert in tierexperimentellen Studien ebenfalls
die gastrointestinale Motilitdt nach abdominellen Eingriffen; man nimmt deshalb an,
dass vor allem die in den Nn.splanchnici verlaufenden afferenten Nervenfasern durch
chirurgische Eingriffe am Darm aktiviert werden (und die Hypomotilitat des
Gastrointestinaltraktes bewirken). Dies bestatigt auch die Wirkung von Capsaicin an
pravertebralen Ganglien (als Teil des splanchnischen Systems); als funktioneller
Ablator von C-Fasern kann es die gastrointestinale Motilitat postoperativ verbessern
[Zittel, Rothenhofer, Meyer, and Raybould (1994); Zittel, Reddy, Plourde, and
Raybould (1994); Zittel et al. (1998)]. Nachdem die Blockade von CGRP (calcitonin-
gene-related peptide) einen ahnlichen Effekt nach sich zieht, geht man heute davon
aus, dass dieses Peptid einen der Neurotransmitter darstellt, der von den erwahnten
splanchnischen afferenten Nervenfasern freigesetzt wird. Eine Beteiligung von VIP
(vasoactive intestinal polypeptide) gilt heute ebenfalls als gesichert [Boeckxstaens et
al. (2000)].

Je nach Intensitat des nozizeptiven Stimulus werden verschiedene neuronale
Signalwege aktiviert.

Die reine Laparotomie (ohne Manipulation des Darmes) beeintrachtigt die Motilitat
nur kurzfristig; hier wird hauptsachlich ein adrenerger inhibitorischer Signalweg
aktiviert [Boeckxstaens et al. (1999); Holzer, Lippe, and Amann (1992)]. Man nimmt
an, dass dieser niederschwellige Signalweg einen spinalen Reflex darstellt, der
mittels Durchtrennung der Nn.splanchnici unterbrochen werden kann [Livingston and
Passaro (1990)].

Im Gegensatz dazu aktivieren starkere Reize (wie beispielsweise die manuelle
Stimulation des Darmes) einen hgherschwelligen supraspinalen Signalweg. Im
Rahmen offener abdomineller Eingriffe, die unvermeidbar eine Manipulation
einzelner Darmabschnitte nach sich ziehen, werden Neurone des NTS, des PVN und
des Nucleus supraopticus aktiviert (erkennbar an einer gesteigerten c-Fos
Expression innerhalb dieser Strukturen) [Barquist et al. (1996); Bonaz and Tache
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(1997)]. Hier scheint CRF (corticotropin releasing factor) eine zentrale Rolle zu
spielen — CRF-Antagonisten (direkt in die Cisterna magna appliziert) verhindern die
Entstehung des POl und vermindern die c-Fos Expression im PVN nach
abdominellen Eingriffen [Bonaz and Tache (1997)]. Dabei wird die Wirkung von CRF
Uber Rezeptoren im Nucleus supraopticus des Hypothalamus vermittelt [C. Y. Chen
et al. (2002); Luckey, Livingston, and Tache (2003)]. Eine Aktivierung dieser
Rezeptoren stimuliert Neurone, die ins Ruckenmark projizieren und dort wiederum
praganglionare Neurone aktivieren, womit sich der supraspinale Reflexkreis schlief3t
[Barquist et al. (1996); Tache, Monnikes, Bonaz, and Rivier (1993)].

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen inhibitorischen Signalwegen vermutet man
einen weiteren nicht-adrenergen Signalweg [Boeckxstaens et al. (1999)]. In einer
tierexperimentellen Studie konnte durch alleinige Blockade der adrenergen
Neurotransmission weder der gestorte intestinale Transit noch die verzdgerte
Magenentleerung vollstandig wiederhergestellt werden; die zusatzliche Blockade der
nitrergen Transmission hingegen bewirkte eine vollkommene Wiederherstellung der
genannten gastrointestinalen Funktionen. Man vermutet, dass es sich bei dem
Transmitter dieses nonadrenergen Signalweges um Stickstoffmonoxid (NO) handelt
[Boeckxstaens et al. (1999); De Winter et al. (1997)]. Andere Studien postulieren
zudem VIP als inhibitorischer Neurotransmitter [Boeckxstaens et al. (2000); De
Winter et al. (1998)].

1.6 Inflammatorische Mechanismen des POI

Die Aufgabe des Magen-Darm-Traktes besteht darin, lebenswichtige Nahrungsmittel
aufzunehmen und unverdauliche Inhaltsstoffe nach aboral zu beférdern. Im Rahmen
der Nahrungsaufnahme gelangen neben der Nahrung auch Antigene und Mikroben
in den Organismus. Die fur die Resorption der Nahrungsstoffe verantwortlichen
Enterozyten missen somit zugleich eine Barrierefunktion tbernehmen, so dass die
fur den Organismus schédlichen Stoffe nicht in den Korper gelangen kénnen.

Die den Dickdarm des Menschen besiedelnden Bakterien unterstiutzen die
Verdauung und limitieren die Besiedlung des Darmes mit Pathogenen. Sie kdénnen
jedoch zu einer ernsten Bedrohung fur den Organismus werden, wenn sie das
Darmlumen verlassen und in die systemische Zirkulation gelangen. Das den
Gastrointestinaltrakt auskleidende Epithel muss in der Lage sein, Gefahren in Form

von pathogenen Bakterien (bzw. ihren Produkten), Nahrungsantigenen und
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Medikamenten zu erkennen und auf sie zu reagieren. Den Trigger einer intestinalen
Entzindung koénnen Bakterien, Antigene und andere Pathogene darstellen;
Epithelzellen, dendritische Zellen und Makrophagen mussen diese Trigger erkennen

und auf sie reagieren, indem sie eine entsprechende Immunantwort regulieren.

1.6.1 Leukozyten der intestinalen Muscularis

Auch unter physiologischen Bedingungen befinden sich die verschiedensten Arten
von Immunzellen in der intestinalen Muscularis, wobei die sogenannten residenten
Makrophagen weitaus am haufigsten anzutreffen sind [Kalff, Schwarz, et al. (1998)].
Sie bilden ein weitverzweigtes Netzwerk von Zellen entlang der gesamten Lange des
Magen-Darm-Traktes [Faussone-Pellegrini et al. (1990); Bauer (1996); Mikkelsen
(1995)]. Makrophagen fungieren im Rahmen der Immunabwehr als sogenannte
Sentinelzellen und reprasentieren die ersten Zellen im Korper, die mit potentiellen
Antigenen bakterieller oder viraler Herkunft in Kontakt treten [Kalff, Schwarz, et al.
(1998)]. Durch diesen Kontakt werden die Makrophagen aktiviert, beginnen mit der
Phagozytose der eingedrungenen Antigene und produzieren proinflammatorische
Zytokine [Kalff, Schwarz, et al. (1998)]. Man nimmt an, dass Makrophagen
hauptséachlich aus zirkulierenden Monozyten hervorgehen [Altschuler (1992)].
Monozyten sind im Blut zirkulierende Zellen des Immunsystems; ihre Aufgabe
besteht ahnlich der der Makrophagen in der Zerstorung korperfremder Strukturen
durch Phagozytose, zusatzlich aber auch in der Antigenprasentation. Monozyten
werden im Falle einer Entziindungsreaktion aktiv in das entsprechende Gewebe
rekrutiert. Es ist bekannt, dass die Aktivitat der Monozyten relativ schnell auf ein
niedriges Niveau abfallt, sobald die Zellen den Blutstrom verlassen und in periphere
Gewebe einwandern. Erst nach Exposition gegenuber induktiven Signalen kommt es
zur  erneuten  Aktivierung und  Ausdifferenzierung dieser Zellen in
Gewebsmakrophagen [Adams, Johnson (1992)]. In diesem Zustand verbleiben sie in
den entsprechenden peripheren Geweben Uber eine Zeitdauer von mehreren
Monaten [Altschuler (1992)].

Neben Monozyten und Makrophagen befinden sich auch dendritische Zellen in der
Tunica muscularis der Darmwand. Diese Zellen sind fur ihre hohe Spezialisierung als
Antigen-prasentierende Zellen bekannt. Sie phagozytieren zwar keine Antigene,
prasentieren diese jedoch weiteren Zellen der Immunabwehr und haben somit einen

immunstimulatorischen Effekt [Pavli, Maxwell, Van de Pol, and Doe (1996)]. Neben
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den beschriebenen Abwehrzellen kommen auch CDS5-positive T-Zellen und
naturliche Killerzellen (HNK 1-positiv) unter physiologischen Bedingungen in der

Muscularis des Darmes vor [Kalff, Schwarz, et al. (1998)].

Bei verschiedensten Magen-Darm-Erkrankungen findet sich eine verstarkte
Durchlassigkeit der mucosalen Barriere, so dass pathogene Keime und deren
Produkte Zugang zur darunterliegenden Muscularis erlangen [Deitch (1990)]. Auf
diese Weise kommt es zum ersten Kontakt zwischen den residenten Makrophagen
und den eingedrungenen bakteriellen Toxinen, wodurch diese aktiviert werden
[Adams and Hamilton (1987)]. Lipopolysaccharide (LPS, als Endotoxin ein
Bestandteil der aul3eren Membran gramnegativer Bakterien) kdnnen Makrophagen in
kirzester Zeit aktivieren [Eskandari, Kalff, Billiar, Lee, and Bauer (1997)]. Man weil3
heute zudem, dass bereits die einfache Praparation (im Sinne einer chirurgischen
Manipulation) des Gewebes fur nachfolgende in vitro Experimente einen potenten
Stimulus fir die Aktivierung residenter Makrophagen darstellt [Kalff, Schwarz, et al.
(1998)]. Diese setzten daraufhin die kinetisch aktiven Substanzen NO und
Prostaglandine frei, zum einen durch Induktion der induzierbaren NO-Synthase
(INOS), zum anderen durch vermehrte Expression der Cyclooxygenase Typ Il (COX
II) [Kalff, Schraut, Billiar, Simmons, and Bauer (2000); Schwarz et al. (2001)]. Des
Weiteren werden vermehrt proinflammatorische Zytokine (wie beispielsweise TNF-q,
oder Interleukin-1B) sezerniert; diese Zytokine fiihren zu einer gesteigerten
Expression von Adhéasionsmolekilen (beispielsweise ICAM-1, intercellular adhesion
molecule 1) auf der Endothelschicht von Blutgefal3en der Muscularis [Kalff, Carlos, et
al. (1999)]. Auf diese Weise erfolgt die Rekrutierung weiterer zirkulierender
Leukozyten (Monozyten und neutrophile Granulozyten) in die Tunica muscularis,
wodurch die inflammatorische Reaktion der Darmwand aufrechterhalten und sogar
verstarkt wird [Kalff, Buchholz, et al. (1999); Kalff, Carlos, et al. (1999)].

Die zentrale Rolle kinetisch aktiver Substanzen (NO und Prostaglandine) fir die
Pathogenese des POI wurde in diversen Studien bestatigt [Kalff, Buchholz, et al.
(1999); Kalff, Carlos, et al. (1999)]. Kalff et al. konnten Uberdies nachweisen, dass
durch eine Hemmung der Leukozytenrekrutierung auch die abdominalchirurgisch
induzierte Verschlechterung der Muskelfunktion verhindert werden kann [Kalff,
Carlos, et al. (1999)].
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1.6.2 Die  Auswirkung der Entzindung auf die intestinale

Funktionsfahigkeit

Die physiologischen Motilitaitsmuster des Gastrointestinaltraktes werden durch
intestinale  Entzindungsvorgéange schwerwiegend gestort (siehe Abb.19).
Insbesondere bei transmuralem Befall (z.B. bei einer Durchwanderung) kénnen alle
Ebenen der motorischen Kontrolle betroffen sein, von der Wahrnehmung bis hin zur
glattmuskularen Funktion. Wie zu erwarten sind die Effekte einer Entzindung auf die
motorische Funktion komplex — in der Literatur finden sich dementsprechend

widersprichliche Aussagen.

Barrier dysfunction

A
| |
Tight junction  Secretion Apoptosis
A
»  Epithelium
(
Enteric nervous Autonomic
system - mjy NOHVOUs ZVStem Nociception
CNS
e Smooth muscle Mesenchymal cells ICC
\ J
!

Motility dysfunction

Abbildung 19. Auswirkungen einer Entziindung auf die Funktionalitat des Intestinuums.
Entziindungsreaktionen des Magen-Darm-Traktes haben weitreichende Effekte auf die Funktionen
des Magen-Darm-Traktes, wie beispielsweise die motorische Aktivitat, die Nozizeption und die
Barrierefunktion des Epithels.

CNS - central nervous system; ICC — interstitial cells of Cajal.

aus: Physiology of the Gastrointestinal Tract, 5.Auflage. Elsevier 2012.

1.6.2.1 ICCs

Die Kontrolle der basalen glattmuskuldren Aktivitat erfolgt durch die interstitiellen
Zellen von Cajal (ICCs), deren Struktur und Funktion durch entzindliche
Verdnderungen im Gastrointestinaltrakt gestort werden — gut nachvollziehbar im

Jejunitis-Modell (induziert durch Infektion mit N.brasiliensis) der Ratte [Faussone-
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Pellegrini, Gay, Vannucchi, Corsani, and Fioramonti (2002)]. Hier persistierte die
Struktur- und Funktionsstérung Uber langere Zeit, bis schlie3lich 30 Tage nach der
Infektion keine ICCs mehr nachweisbar waren [Faussone-Pellegrini et al. (2002)]. Die
ultrastrukturelle Untersuchung des entzindlich veranderten Gewebes zeigte eine
reduzierte ICC-Dichte, Verletzungen an den Fortséatzen der ICCs sowie gestorte
Kontakte der Fortsatze mit den entsprechenden glatten Muskelzellen [Lu et al.
(1997); Der et al. (2000)]. Funktionsstérungen der ICCs finden sich insbesondere
nach deren Kontakt mit Immunzellen [X. Y. Wang et al. (2002)]. Bei Trichinen-
infizierten Mausen (Trichinella spiralis) konnte im Dinndarm eine Zerstorung der
ICCs beobachtet werden; dies wurde getriggert durch eine akute inflammatorische
Reaktion (evtl. verursacht durch Zytokine wie IL-1B, IL-6 oder TNFB) [Khan and
Collins (1994)] und war mit einer abnormen basalen elektrischen rhythmischen
Aktivitat assoziiert — verursacht durch den Verlust der Schrittmacheraktivitat der ICCs
[Der et al. (2000)]. Es resultierte ein durch Ruheperioden charakterisiertes
motorisches Muster, welches von Perioden sowohl ante- als auch retrograder
peristaltischer Aktivitat unterbrochen wurde [Der et al. (2000)].

Zusammenfassend kann man davon ausgehen, dass Entziindungs-induzierte
Veranderungen der ICC-Struktur und -Funktion eine nicht unerhebliche Bedeutung
fur die Entwicklung einer motorischen Dysfunktion besitzen — nicht nur in der

Akutphase sondern auch post-inflammatorisch.

1.6.2.2 Plexus myentericus

Der Plexus myentericus ist ein wichtiger neuronaler Regulator der intestinalen
Motilitat. Die Rhythmik der Darmbewegungen ist an das intrinsische oszillierende
Transmembranpotential der ICCs gebunden; enterische Nerven verandern das
Membranpotential der glatten Muskelzellen, indem sie es de- oder hyperpolarisieren
und die oszillierenden Potentialveranderungen den Schwellenwert fir die Entstehung
eines Aktionspotentials (mit den daraus resultierenden Muskelkontraktionen) mehr
oder weniger leicht erreichen. Mechanische Reize (wie beispielsweise ein
Distensionsreiz) kdonnen einen Signalweg aktivieren, der von enterochromaffinen
Zellen aus Uber afferente sensorische Nervenfasern den Plexus myentericus erreicht
und hier auf- und absteigende Interneurone stimuliert, die anschlie3end ihrerseits

exzitatorische oder inhibitorische Motoneurone aktivieren.
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Auf der Ergebnisbasis hauptsachlich tierexperimenteller Studien verdichtet sich ein
Ansatz, nach dem durch eine Entziindung sowohl die Struktur als auch die Funktion
enterischer Nerven verandert werden — und somit indirekt auch die Funktionsweise
bzw. Funktionalitdt der gastrointestinalen Motilitat [Villanacci et al. (2008); Lomax,
Fernandez, and Sharkey (2005)]. Interessanterweise sind einige der zu
beobachtenden Veranderungen relativ subtil, sogar bei schweren entziindlichen
Veranderungen — moglicherweise dadurch bedingt, dass es sich bei den enterischen
Ganglien um immun-privilegierte neuronale Stationen handelt; evtl. ist in den meisten
Tiermodellen die Zeitspanne fir die Entziindungsreaktion jedoch auch zu kurz
ausgelegt [Lomax et al. (2005)].

Spezifische inflammatorische Mediatoren verandern die Erregbarkeit myenterischer
Neurone. Im lleitis-Modell des Kaninchens war die nicht-cholinerge neuronale
Aktivitat nach der Administration von Ricin gesteigert [Goldhill, Sanders, Sjogren, and
Shea-Donohue (1995)]. Beim lleus des Meerschweinchens bewirkt exogen
appliziertes PGE2 als exzitatorischer Neuromodulator eine langsame Depolarisation
sowohl von AH- als auch S-Neuronen [Dekkers, Akkermans, and Kroese (1997)]. Im
Colitis-Modell des Meerschweinchens (induziert durch TNBS) korrelierte die
vermehrte Expression der COX-2 im Plexus myentericus in vitro mit einer
gesteigerten Erregbarkeit von AH-Neuronen einerseits und mit einer verminderten
propulsiven Aktivitat andererseits [Linden, Sharkey, Ho, and Mawe (2004)]. Die
Hemmung der COX-2 konnte weder den Anstieg des mucosalen Serotonins noch die
vermehrten fEPSPs verhindern; durch Hemmung der COX-2 war es jedoch mdglich,
die inflammatorisch induzierte gesteigerte Erregbarkeit der AH-Neurone zu
verhindern und das Verhaltnis zu S-Neuronen (mit SEPSPs) zu normalisieren [Linden
et al. (2004)].

Die Funktion enterischer Nerven (inklusive der Motilitdt-regulierenden Neurone) wird
durch neuronale Opioid-Rezeptoren moduliert, die auf den Neuronen selbst
exprimiert werden [J. D. Wood and Galligan (2004)]. Opioid-Agonisten hemmen
signifikant die Motilitdt — ein Grund fir die schwerwiegenden Nebenwirkungen, die
diese Wirkstoffe im Gastrointestinaltrakt entfalten [Holzer (2004)]. Interessanterweise
fihrt eine Entzindung des Jejunums zu einer vermehrten Expression von p-Opioid-
Rezeptoren auf myenterischen Neuronen, nicht jedoch auf submucosalen Neuronen
[Pol, Alameda, and Puig (2001)]. Dieser inflammatorisch induzierte Anstieg der

Opioid-Rezeptor Expression kdnnte dem ausgepragt bewegungshemmendem Effekt
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der Opioide zugrunde liegen, wie er beim entzindlich veranderten Darm zu finden ist
[Pol, Sanchez, and Puig (1996)].

Intestinale  Entzindungsprozesse konnen auch die  Freisetzung von
Neurotransmittern veréandern. Im tierexperimentellen Modell wurde nach einer
Infektion mit T. spiralis die Freisetzung von Norepinephrin im Plexus myentericus in
vitro unterdriickt [Swain, Blennerhassett, and Collins (1991); Jacobson, McHugh, and
Collins (1995)]. Noch ist unklar, welcher Mechanismus diese verédnderte
Neurotransmitterfreisetzung wahrend einer Entzindung bewirkt; man nimmt jedoch
an, dass die veranderte Expression synaptischer Proteine eine Rolle spielt.

Alternativ konnte auch eine veranderte Weiterverarbeitung der
Neurotransmittersignale (nach ihrer Freisetzung) als Erklarung fur die myenterische
Dysfunktion bei Entzindungsvorgdngen dienen. Fur das Modell der T. spiralis
Infektion beispielsweise war ein signifikanter Abfall der Acetylcholinesterase-Aktivitat
an Tag sechs der Infektion zu beobachten, und das obwohl der Entziindungsprozess
mit einer schnelleren Cholin-Uptake-Rate assoziiert war [Davis, Masella, and
Blennerhassett (1998)]; dies lasst vermuten, dass bei einer Entziindung die
neuronale Kontrolle der Darmmotorik durch eine gestbérte Weiterverarbeitung des

Acetylcholinsignals beeintrachtigt wird.

1.6.3 Spinale afferente Nervenfasern

Wie bereits weiter oben beschrieben bewirkt die chirurgische Manipulation des
Darmes eine lokale Entzindungsreaktion und beeintrachtigt in der Folge die
Muskelfunktion [Kalff, Schraut, et al. (1998); Kalff, Carlos, et al. (1999); Kalff et al.
(2000); Schwarz et al. (2001); de Jonge et al. (2003); Bauer, Schwarz, Moore, Turler,
and Kalff (2002); Kalff et al. (2003); Turler et al. (2002)]. Studienergebnisse zeigen,
dass die Manipulation des Dunndarms sowohl zu einer Verlangsamung des
intestinalen Transits als auch zu einer Verzégerung der Magenentleerung fuhrt [de
Jonge et al. (2003)]. Dies lasst Mechanismen vermuten, die ihre Wirkung in einiger
Entfernung vom Ort der Entzindungsreaktion entfalten [de Jonge et al. (2003)] —
Kalff et al. bezeichnen dieses Phanomen auch als ,field-effect” [Kalff, Buchholz, et al.
(1999); Kalff, Carlos, et al. (1999)]. Eine Erklarung hierfir kdnnten Interaktionen
zwischen den entzindlichen Veradnderungen der intestinalen Muscularis und dem
Aktivitatsniveau priméarer afferenter Nerven liefern. Tierexperimentelle Studien

bestatigen, dass die verzbgerte Magenentleerung tatsachlich durch die
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entzindlichen Veranderungen der Muscularis bedingt wird, und zwar durch
Aktivierung eines spinalen inhibitorischen adrenergen Signalweges — auch erkennbar
an der gesteigerten c-Fos Expression im Ruckenmark [de Jonge et al. (2003)].
Zahlreiche Mediatoren konnten diese afferenten Fasern und damit den neuronalen
Reflexweg aktivieren.

Im Rahmen der Entziindungsreaktion beim postoperativen lleus werden (durch
gesteigerte Expression der COX Il) vermehrt Prostaglandine sezerniert [Schwarz et
al. (2001)]. Kreiss et al. konzipierten eine tierexperimentelle Studie, die eruieren
sollte, ob durch COX ll-generierte Prostaglandine eine Sensibilisierung priméarer
afferenter Nerven bewirken [88]. Auch hier fand sich nach chirurgischer Manipulation
eine gesteigerte c-Fos Expression im Rickenmark als Ausdruck der spinal
vermittelten zentralen Aktivierung. Durch die Anwendung von DFU (als selektiven
COX ll-Hemmer) waren zum einen die POI-Charakteristika (Leukozyteninfiltration der
Muscularis und Dilatation des Darmes) rucklaufig, zum anderen normalisierten sich
die Prostaglandinspiegel (Prostaglandin E2) [Kreiss, Birder, Kiss, VanBibber, and
Bauer (2003)]; der COX Il kommt demnach bei der Pathogenese des POI eine
neuromodulatorische Schlusselrolle zu. Basierend auf diesen Ergebnissen lasst sich
eine Hypothese formulieren, nach der intestinale Entziindungsvorgédnge primare
afferente Nervenfasern aktivieren — es kommt zur Initierung eines inhibitorischen
Reflexes, der schliel3lich die Dysfunktion des Magen-Darm-Traktes verursacht.

Nach chirurgischer Manipulation des Darmes kommt es nicht nur zur vermehrten
Sekretion von Prostaglandinen, sondern auch zur Mastzelldegranulation [de Jonge et
al. (2003)]. Auch hier sind verzogerte Magenentleerung und entzindliche
Muscularisinfiltration die Folge; beides kann durch den Mastzellstabilisator Ketotifen
verhindert werden [de Jonge et al. (2003)].

164 Cholinergic anti-inflammatory Pathway

Sowohl Acetylcholin als auch Nikotin sind in der Lage, die Aktivierung von
Makrophagen effektiv zu hemmen [Borovikova et al. (2000)]. Uber diesen
sogenannten ,cholinergic antiinflammatory pathway“ wird die proinflammatorische
Mediatorproduktion (wie beispielsweise TNF-a, IL-18 und IL-6) durch Makrophagen
effektiv gesenkt [H. Wang et al. (2004)]. Man weil3 heute, dass durch Stimulation des
efferenten N. vagus die Aktivierung von Makrophagen (und damit die Produktion

proinflammatorischer Mediatoren) signifikant vermindert werden kann [Borovikova et
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al. (2000); Tracey (2002)]. Die Aktivierung des nikotinischen Acetylcholinrezeptors
auf Makrophagen (a7nAChR) resultiert Uber eine Signalkaskade in der verminderten
Produktion proinflammatorischer Mediatoren [de Jonge et al. (2005)]. Die Aktivierung
des Acetylcholinrezeptors auf Makrophagen durch Stimulation des N. vagus
(,cholinergic antiinflammatory pathway®) fuhrt demnach zu einer verringerten
Infiltration der Muscularis mit Entziindungszellen und letztendlich auch zu einer

Besserung der beim lleus auftretenden Symptome [de Jonge et al. (2005)].
1.7 Pharmakologische Mechanismen des POI

1.7.1 Die Wirkung von Anéasthetika

Alle bekannten Substanzklassen von Andasthetika haben eine Wirkung auf die
gastrointestinale Motilitat [Ogilvy and Smith (1995)]. Ihren starksten Einfluss entfalten
sie im Dickdarm, der keine interzellularen gap junctions und somit eine gréfRere
Anfalligkeit gegenuber der Anasthetikawirkung aufweist [Livingston and Passaro
(1990)].

Die postoperative Epiduralandsthesie mit lokal wirksamen Anésthetika blockiert
afferente  und efferente inhibitorische Reflexe und wirkt zudem partiell
antiinflammatorisch [Liu, Carpenter, and Neal (1995); Steinbrook (1998)]. Epidural
applizierte Anéasthetika konnen zudem afferente Stimuli blockieren, die eine
metabolische Stressantwort des Organismus als Reaktion auf den chirurgischen
Eingriff triggern [Holte and Kehlet (2002)]. Mehrere Studien zeigen, dass im Vergleich
zu einer alleinigen postoperativen systemischen Opioidtherapie die zusatzliche
epidurale Anwendung von Bupivacain-Hydrochlorid zu einer signifikanten Reduktion
des Beschwerdebildes des POI fuhrt [Wattwil (1989); Ahn, Bronge, Johansson, Ygge,
and Lindhagen (1988); Scheinin, Asantila, and Orko (1987); Wallin et al. (1986)].
Generell scheint der Ort entscheidend zu sein, an dem die geplante
Epiduralanasthesie zur Anwendung kommen soll; bei einer lumbalen oder tiefen
thorakalen epiduralen Andasthesie konnte im Gegensatz zur midthorakalen
Epiduralanasthesie kein positiver Effekt fir den Verlauf des POI verzeichnet werden
[Luckey et al. (2003)].

1.7.2 Die Wirkung von endogenen und exogenen Opioiden

Opioide werden nach abdominellen chirurgischen Eingriffen haufig als Analgetika

eingesetzt, haben aber meist eine verlangerte Krankheitsdauer zur Folge. Seit
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Jahren ist bekannt, dass exogene Opioide zu einer Stoérung der gastrointestinalen
Motilitat fuhren [Ogilvy and Smith (1995)]. In vivo Studien zur Funktion des
Dunndarms konnten zeigen, dass exogene &- und p-Opioidrezeptor-Agonisten die
peristaltische Aktivitdt zum Erliegen bringen [Bauer and Szurszewski (1991);Bauer,
Sarr, and Szurszewski (1991)]. Endogene Opioide (wie beispielsweise Enkephalin
und Dynorphin) konnten innerhalb des Plexus myentericus und der zirkularen
Muskelschicht des Dinndarms nachgewiesen werden. Derzeit kennt man drei
unterschiedliche Typen von Opioidrezeptoren im Gastrointestinaltrakt: &-, p- und k-
Opioidrezeptoren [Bauer et al. (1991)]. Sowohl 8- als auch p-Opioidrezeptoren finden
sich auf NO-freisetzenden NANC-Fasern (non-adrenerge non-cholinerge
Nervenfasern) zur zirkularen Muskelschicht. Binden Methionin-Enkephalin oder auch
Dynorphin an &-Opioidrezeptoren auf NANC-Neuronen, kommt es zu einer
verminderten Freisetzung deren inhibitorischer Neurotransmitter (wie beispielsweise
NO) [Bauer and Szurszewski (1991)].

1.8 Hypothesen und Zielsetzung der Arbeit

Die Aktivierung intestinaler afferenter Signalwege spielt eine wichtige Rolle bei der
Entstehung des postoperativen lleus (POI) [De Winter et al. (1997)]. Hierbei kommt
es durch eine Zunahme der afferenten neuronalen Aktivitat zu einer Hemmung der
efferenten Aktivitat und konsekutiv zu einer verminderten Darmmotilitat [Kreis, Haupt,
Kirkup, and Grundy (1998)]. Man nimmt an, dass diese beiden neuronalen
Komponenten (afferent und efferent) Teil eines neuronalen Reflexes darstellen,
welcher bei der Entstehung des POI eine entscheidende Rolle spielt [Kreis et al.
(2000); Hillsley, Kirkup, and Grundy (1998)]. Es ist bekannt, dass wahrend des POI
spinale afferente Neurone aktiviert werden [Zittel, Reddy, et al. (1994); Castex,
Fioramonti, Fargeas, More, and Bueno (1994)]; mdglicherweise handelt es sich hier
um die afferente Komponente des besagten inhibitorischen Reflexmechanismus
[Snape, Wright, Battle, and Cohen (1979)]. Es stellt sich nun die Frage, wie diese
afferenten Fasern aktiviert bzw. sensibilisiert werden. Hierfur gibt es zwei mdgliche
Mechanismen. Zum einen kénnte es durch die Manipulation des Darms wéhrend der
Operation zu einer Aktivierung von intestinalen mechanosensiblen afferenten
Nervenfasern kommen. Zum anderen kdnnten lokale Entziindungsreaktionen (wie sie
beim POl beobachtet werden) durch eine vermehrte Ausschittung von

Entzindungsmediatoren (beispielsweise Histamin, Bradykinin oder Prostaglandin E2)
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[Kreis et al. (1998); Hillsley et al. (1998); Bueno and Fioramonti (1999)] afferente
Nervenfasern aktivieren und / oder sensibilisieren [Hillsley et al. (1998)].
Insbesondere letzteres Phanomen kénnte von hoher Relevanz fur die Pathogenese
des POI sein; die beschriebene (entziindlich bedingte) neuronale Reflexhemmung
fuhrt zu einer sofortigen Stérung der Motilitat mit Uberblahung des Darms
(Distension), was wiederum die Sensibilisierung mechanosensibler afferenter
Nervenfasern bewirken konnte. Es ist bekannt, dass diese afferenten
mechanosensiblen Fasern als Nozizeptoren fungieren und so moglichweise zu dem
Beschwerdebild der Patienten wahrend des POI beitragen [Cervero (1991)]. Der
genaue Mechanismus der Aktivierung und Sensibilisierung intestinaler afferenter

Nervenfasern wahrend des POI ist jedoch weiterhin unklar.

Die neurogenen Mechanismen, die bei der Entstehung des POl zum Tragen
kommen, wurden bisher lediglich durch indirekte Methoden untersucht [Kalff,
Buchholz, et al. (1999); De Winter et al. (1997); Holzer, Lippe, and Holzer-Petsche
(1986); Nadelhaft, de Groat, and Morgan (1986)]; eine direkte Aufzeichnung der
afferenten neuronalen Aktivitdt wahrend der Frihphase des POI war bislang
nicht moglich. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die intestinale afferente
Nervenfaseraktivitat wahrend der Frihphase des POI direkt zu erfassen und zu
charakterisieren. Hierbei war die zentrale Hypothese, dass es durch mechanische
Manipulation des Dinndarms zu einer Steigerung der Sensibilitéat spinaler afferenter
Nervenfasern gegenuber Schmerzmediatoren (wie beispielsweise Bradykinin) und
mechanosensitiver Stimuli (wie zum Beispiel mechanische Distension) kommt.
Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob weitere exzitatorische neuronale
Reflexmechanismen wie vagale afferente Signalwege (und nicht nur ausschlie3lich
spinale afferente Signalwege) an der Entstehung der postoperativen Passagestorung
beteiligt sind. Begleitend sollten Motilitdt und Entztindungsreaktion des Darms sowie
seine Morphologie durch entsprechende Untersuchungsverfahren dokumentiert

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden an mannlichen M&usen des Stammes C57BL/6NCrl
durchgefiihrt, das Gewicht der Tiere betrug zwischen 19 — 21 g. Sie wurden bei
standardisierten Laborbedingungen in ein einem 12:12 Stunden hell/dunkel Zyklus
(Beginn des Lichtzyklus um 6:30 Uhr) gehalten und erhielten Trockenfutter sowie
Trinkwasser ad libitum. Die Tierversuche wurden unter dem Aktenzeichen 11/05 vor
Versuchsbeginn durch die Regierung von Oberbayern gemaR des § 8 Abs.1 des

Tierschutzgesetzes (TierSchG) genehmigt.
2.2 Versuchsdurchfihrung

2.2.1 Ubersicht

2.2.2 Ausldsen des postoperativen lleus

Der postoperative lleus (POI) wurde durch einen operativen Eingriff ausgeldst, in
dessen Zentrum die sogenannte standardisierte Dinndarmmanipulation steht [Kalff,
Carlos, et al. (1999); Kalff, Schraut, et al. (1998)]. Nachfolgend sollen die einzelnen
Schritte der Operation detailliert beschrieben werden.

Zunachst wurde die Narkose der Versuchstiere eingeleitet; dies erfolgte durch
Inhalation des volatilen Andasthetikums Isofluran. Das Operationsfeld wurde
anschlieend mittels Rasur und Desinfektion von Haaren und Keimen befreit. Nach
steriler Abdeckung des OP-Gebietes durch befeuchtete Mullkompressen erfolgte die
mediane Laparotomie (medianer Bauchlangsschnitt) mit einer Lange von ca. 2 cm;
hierbei wurden Haut, Linea alba und Peritoneum scharf durchtrennt. AnschlieRend
wurde das Dinndarmkonvolut vorsichtig aus seiner anatomischen Lage disloziert
und auf den Kompressen in seiner gesamten Lange dargestellt. Nun erfolgte die
sogenannte standardisierte Dinndarmmanipulation. Diese bestand darin, den Inhalt
des Dunndarms mit sterilen Wattetrdgern durch simultane Rollbewegungen zunéchst
in Richtung Zokum, und in der Folge wieder zurick in Richtung Duodenum zu
bewegen (siehe Abb.20). Diese Prozedur wurde in standardisierter Weise dreimal
wiederholt. Nach der Manipulation wurde der Darm in seine anatomisch korrekte

Lage zurlckverlagert und das Abdomen mit fortlaufender Naht verschlossen.
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Sogenannte Kontrolltiere erhielten eine Scheinoperation, bei der lediglich eine
Laparotomie (ohne Darmmanipulation) durchgefihrt wurde. Alle Tiere wurden bis zu
ihrem vollstindigen Erwachen aus der Narkose uUberwacht und auf einer
Warmeplatte vor Auskihlung geschitzt. Bereits ein bis zwei Stunden nach dem
operativen Eingriff begannen die Tiere wieder mit der Nahrungsaufnahme; dabei
konnte hinsichtlich des Ess- und Trinkverhaltens kein offensichtlicher Unterschied

zwischen den verschiedenen experimentellen Gruppen ausgemacht werden.
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Abbildung 20. Mechanische Darmmanipulation.

Zu Beginn der lleus-auslésenden Operation wurde eine mediane Laparotomie durchgefiihrt und der
Diunndarm aus seiner anatomischen Lage disloziert. Zur Induktion des postoperativen lleus wurde der
Darm durch simultane Rollbewegungen mit zwei feuchten Wattestdbchen manipuliert. Die
Operationen fanden unter standardisierten OP-Bedingungen statt, der Darm der Tiere wurde

ausschlieRRlich mit sterilen Wattetragern berihrt und manipuliert.
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2.2.3 Gewebeentnahme und Gewebeaufbereitung

2.2.3.1 Entnahme des Jejunums fur MPO-Farbung und Nervenfaserableitung

Nach einer Stunde bzw. drei oder neun Stunden wurden die Tiere durch eine
Uberdosis Isofluran geopfert. AnschlieBend erfolgte eine erneute mediane
Laparotomie — wiederum unter sterilen Kautelen — zur Entnahme des proximalen
Jejunums. Ein Teil des Darmes wurde anschlieRend prapariert / fixiert und fur die
Myeloperoxidasefarbung vorbereitet. Der andere Darmabschnitt hingegen wurde

direkt den elektrophysiologischen Untersuchungen zugefuhrt (siehe Abb.21).

Scheinoperation vs. Gewebeentnahme

Darmmanipulation (Gehirn, Jejunum) Elektrophysiologie

Druckmessung

Beginn (0Oh) 1hvs. 3hvs. 9h

MPO-Farbung

c-Fos-Farbung

Abbildung 21. Versuchsablauf.

Ablauf der Experimente, beginnend mit der entsprechenden Operation der Versuchstiere
(Scheinoperation vs. Darmmanipulation) Gber die Entnahme der relevanten Gewebe (Jejunum und
Gehirn) bis zur Durchfiihrung der einzelnen Versuche.

Zunachst sollen die einzelnen Schritte erlautert werden, durch die der Darm fiur die
Myeloperoxidasefarbung vorbereitet wurde.

In einem ersten Schritt wurden die entnommenen Darmsegmente von mesenterialem
Fett- und Bindegewebe befreit. Anschlieend wurde eine Knopfkanile in das
Darmlumen eingebracht, so dass der Darm mit Kreb’s-Losung gespilt und von

Darminhalt gereinigt werden konnte (siehe Abb.22).
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Abbildung 22. Darmreinigung.

Reinigung eines Jejunumsegments von Darminhalt mit Hilfe einer Knopfkanile im Rahmen der

Vorbereitung fur die elektrophysiologischen Untersuchungen.

In einem né&chsten Schritt wurde der entnommene Darm in gleich grol3e ca. 1,5 bis 2
cm lange Abschnitte unterteilt, die alle separat der Myeloperoxidasefarbung
zugefuhrt wurden. Die einzelnen Darmsegmente wurden auf ihrer mesenterialen
Seite mittels Langsschnitt erdffnet und mit ihrer mucosalen Oberflache nach oben
flach ausgerollt. In dieser Position wurde der Darm auf dafiir vorgesehenen
Korkplattchen aufgespannt und mit feinen Nadeln im Randbereich fixiert. Die
aufgespannten Jejunumsegmente wurden nun fir vier Stunden in neutral
gepuffertem Formalin (NBF) fixiert. AnschlieRend wurden die fixierten Darmsegmente
in silikonbeschichtete Schalen eingebracht, dreimal mit PBS (Phosphate Buffered
Solution) gewaschen und mit Kanulenspitzen auf der Silikonoberflache befestigt.
Unter dem Mikroskop erfolgte nun die Separation der Mucosa / Submucosa von der
Muscularis mit feinen Pinzetten. Die fertigen Muscularis-Praparate wurden
anschlieBend in NBF bei 4 °C bis zum Aufziehen auf die Objekttrager aufbewahrt.
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Nach Aufziehen der Praparate auf die Objekttrager erfolgte die Trocknung bei
Raumtemperatur tber einen Zeitraum von ca. 30 bis 40 Minuten. Dann wurden die
Proben bei -20 °C eingefroren und bis zur Durchfiihrung der Myeloperoxidasefarbung

konserviert.

Fur die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden ein bis drei ca. 2 cm
lange Darmsegmente aus dem oberen Jejunum verwendet. Die Segmente wurden
(wie oben bereits geschildert) mit Hilfe einer Knopfkantle gespult und von Darminhalt
gereinigt (siehe Abb.22). Im Anschluss wurde ein Segment direkt der
elektrophysiologischen Untersuchung zugefiihrt; die Gbrigen Segmente wurden in
eine eisgekuhlte und mit einer Mischung aus 0O2/CO2 (95/5%) voroxygenierten Krebs-
Ringer-Losung eingebracht. Auf diese Weise konnten die Préparate ein bis zwei
Stunden konserviert werden, bis sie ebenfalls elektrophysiologisch wurden.

2.2.3.2  Fixierung des Versuchstiers und Entnahme des Gehirns

Nach der Darmentnahme erfolgte die Entnahme und Fixierung des Gehirns.
Zunachst wurde der linke Ventrikel des Herzens scharf erdffnet und mit einer
Knopfkanile sondiert. Diese wurde bis in die Aorta ascendens vorgeschoben und mit
zwei Kocherklemmen fixiert. Nun erfolgte die Er6ffnung der Vena cava inferior, um
das Ausstromen des Blutes und der Spulflussigkeit zu gewahrleisten. Dann wurde
das Versuchstier Uber die intraaortal liegende Knopfkanule mit 100 ml 0,9%
Natriumchloridlésung blutleer gespilt. Die Fixierung des Versuchstieres erfolgte mit
50 ml 4%iger Paraformaldehydlésung in 0,1 M PBS.

Bei der anschliel3enden Praparation des Gehirns wurden zunéchst das Fell und die
Nackenmuskulatur von okzipital her abprapariert und der atlanto-okzipitale Ubergang
dargestellt. In der Folge wurden die Wirbelbdgen entlang des Riickenmarkkanals von
dorsal aus entfernt und die Hirnstammregion freiprapariert. Anschlie3end erfolgte die
Eroffnung der Schadelkalotte von okzipital nach frontal mit Hilfe einer Pinzette. Das
Gehirn wurde nun von der Schadelbasis aus beginnend abgehoben und letztendlich
unter Durchtrennung der einzelnen Hirnnerven aus der Schadelgrube heraus luxiert
(siehe Abb.23). Zum Abschluss der Praparation wurde der Hirnstamm vom restlichen
Gehirn abgetrennt und vier Stunden lang mit NBF nachfixiert. Bis zur
immunhistochemischen Aufarbeitung wurde das Praparat in 25%iger Sucrose

entwassert und konserviert.

80



Material und Methoden

Zu Beginn der Gehimentnahme wird ein
Hautschnitt in ventro-dorsaler Richtung
durchgefthrt, bis die Schadelkalotte und
Sutura  sagittalis gut sichtbar im
Operationsfeld liegen.

Entlang der Sutura sagittalis wird das
Schadeldach spaltformig eroffnet. Hierbei ist
darauf zu achten, dass das GroBhirn nicht
durch das Seziermesser verletzt wird.

Durch Aufspreizen des Os parietale mit der
Pinzette wird das GroRhirn zuganglich
gemacht

Mit einer kleinen Schere wird das Os
parietale reseziett, bis das Gehirn
enthommen werden kann

Abbildung 23. Gehirnentnahme.
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2.3 Nervenfaserableitung und intraluminale Druckmessung

Die elektrophysiologischen Untersuchungen erfolgten an einem Darmsegment des
oberen Jejunums mit ca. 2 cm Lange. Im Unterschied zu den fur die MPO-Farbung
vorgesehenen Praparaten wurde das anhdngende Mesenterium inklusive der darin
verlaufenden Nerven hier erhalten. Das vorbereitete Praparat (siehe oben) wurde in
einem Zweikammerorganbad untersucht; hierbei nahm eine mit Kreb’s-Puffer
perfundierte Kammer (,Perfusionskammer®) das Darmsegment auf, die andere

Kammer (,Praparationskammer®) war mit Silikon beschichtet und diente der

Nervenpraparation (siehe Abb.24).

Abbildung 24. Organbad.
Die Fotografie zeigt das Darmpraparat in der mit Kreb’s-Puffer perfundierten Kammer

(,Perfusionskammer®), in der anderen Kammer (,Praparationskammer*) erfolgt die Nervenpraparation.

Die Temperatur der Perfusionskammer betrug konstant 32 °C. Die Kreb’s-Lésung
(Zusammensetzung (mM): Na* 143,5; K* 5,9; CI- 126,0; Ca?* 2,5; Mg?* 1,2; H2POa4
1,2; SO4 1,2; HCOgs 25,0; Glukose 10,0 und Natriumbutyrat 1,0) wurde mit O2/CO2
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(95/5%) praoxygeniert, um den pH-Wert konstant bei 7,4 zu halten. Die
Perfusionsgeschwindigkeit, mit der die Kreb’s-Losung die Kammer durchfloss, betrug
konstant 7,0 ml/min. Nachdem auf beiden Seiten des zu untersuchenden
Darmsegments ein Perfusionskatheter in das Darmlumen eingebracht worden war,
wurde der Darm beidseits an diesen Kathetern mittels Ligatur fixiert. Unmittelbar
anschlieRend wurde die Perfusion des Darmes mit Kreb’s-Ringer-Losung begonnen
(die Perfusionsgeschwindigkeit betrug hier 10,0 mil/h) - sie sollte den
physiologischen Fluss der Nahrung von oral nach aboral imitieren. Der proximale
Katheter war zu diesem Zweck direkt mit einer Perfusionspumpe (IVAC 711)
verbunden, wohingegen der distale Katheter einen offenen Abfluss aufwies und nach
Belieben verschlossen werden konnte. Der zufiihrende Schenkel war zudem mit
einem Druckaufnehmer verbunden, so dass permanent der intraluminale Druck im
Darm gemessen werden konnte. Nachfolgend wurde das Mesenterium des so
platzierten Darmes durch eine kleine Offnung in die Praparationskammer des
Organbads gezogen. Diese kleine Offnung wurde anschlieBend mit Silikon-
Hochvakuumfett verschlossen, um eine vollkommene Trennung beider
Organbadkammern  voneinander zu  gewahrleisten.  Nun  wurde die
Praparationskammer des Organbades zur elektrischen Isolation mit flissigem
Mineral6l gefullt. Als nachstes erfolgte die Dissektion des Fett- und Bindegewebes,
die Darstellung der GefaRe und schliellich die Freilegung der mesenterialen
Nervenfasern. Anschlieend wurde eine elektrophysiologische Ableitung Uber
bipolare Platinelektroden durchgefihrt. Der freipraparierte Nerv wurde hierfir mit
dem einen Arm der Elektroden verbunden, wahrend der andere Arm als Referenz
diente und mit einem Stick Bindegewebe der Mesenterialarkade konnektiert wurde.
Die Elektroden wurden an einen CED 1902 Verstarker und Filter (Cambridge
Electronic Design, Cambridge, UK) angeschlossen. Dies ermoglichte die
10.000fache Verstarkung des Signals und dessen Filterung mit einer Bandbreite von
100 Hz bis 1 kHz. Gleichzeitig wurden die Signale des Druckaufnehmers an einen
weiteren CED 1902 Verstarker und Filter geleitet. Die Signale der
elektrophysiologischen Nervenfaserableitung wurden ebenso wie die des
Druckaufnehmers einem AD-Wandler 1401 (Cambridge Electronic Design,
Cambridge, UK) zugefihrt. Dort wurden sie weiterverarbeitet und letztendlich in ein
Computersystem mit zugehoriger Software (Spike 2 Software, Version 4.01,

Cambridge Electronic Design, Cambridge, UK) eingespeist (siehe Abb.25).
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Abbildung 25. Experimentelles Setup zur Nervenfaserableitung.

Der Dunndarm wird zunachst in der Perfusionskammer (hintere Kammer) platziert und sowohl
intraluminal via Katheter als auch extraluminal durch ein Pumpensystem mit physiologischer Kreb’s-
Ringer-Losung perfundiert. Uber eine kleine Offnung zwischen beiden Kammern wird das
Mesenterium des Darms in die Praparationskammer (vordere Kammer) gezogen, wo schlie3lich der
Nerv freiprapariert und mit den Ableitungselektroden konnektiert wird. Die Signale der

elektrophysiologischen Nervenfaserableitung werden gefiltert, verstarkt und in ein Computersystem

eingespeist.
2.4 Immunhistochemischer Nachweis des Fos-Proteins
2.4.1 Immunhistochemie zur Bestimmung der neuronalen Aktivitat

Die neuronale Aktivierung im Nucleus tractus solitarii (NTS) und in der Area
postrema (AP) wurde mittels eines immunhistochemischen Farbeverfahrens, der
sogenannten Fos-Technik dargestellt. In Nervenzellen kommt es durch unspezifische
Aktivierung wie etwa im Rahmen einer Entzindung zur Expression sogenannter
Learly-onset genes®. Dies dient unter anderem der Bereitstellung von Proteinen, die
fur eine adaquate Entzindungsreaktion der Zelle notwendig sind. Es handelt sich
hierbei hauptséchlich um Proteine mit Abwehrfunktion, wie beispielsweise Zytokine
und Interleukine. Um ein solches ,early-onset gene“ handelt es sich auch beim c-Fos
Gen. Der Buchstabe c bildet die Abkurzung fur ,cellular®; der Buchstabe F steht

stellvertretend fir die Namen der drei Entdecker des Gens — Finkel, Diskins und
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Jinkins; die Buchstaben o und s stehen fiur den Begriff ,osteosarcoma®“ [Finkel, Biskis,
and Jinkins (1966)]. Das c-Fos Gen gehort zur Gruppe der Proto-Onkogene; das Gen
selbst wie auch sein c-Fos Transkriptionsfaktor sind somit fir Zellwachstum,
Zelldifferenzierung sowie Zellentwicklung von Bedeutung [de Jonge et al. (2003);
Finkel et al. (1966)]. Das c-Fos Gen wird durch eine Vielzahl von Reagenzien wie
Mitogene, pharmakologische Substanzen und andere Zellfaktoren stimuliert [Trouche
et al. (1993)]. Nach Aktivierung des Gens kommt es zu einer raschen Expression des
62000 Dalton schweren Fos-Proteins. Das Fos-Protein ist nicht stabil und
reprasentiert nur ungefahr 0,1% der zellularen Proteinmenge. Es bildet allerdings
zusammen mit dem sogenannten Jun-Protein einen Komplex, der spezifisch an eine
Basensequenz der DNA bindet und somit gewisse Stabilitdt erlangt [Colotta,
Polentarutti, Sironi, and Mantovani (1992); Distel and Spiegelman (1990); Herrera et
al. (1990); Ransone and Verma (1990)]. Bedeutung erlangte das Gen bzw. sein
Produkt durch die Tatsache, dass es immer dann in ZNS-Kerngebieten exprimiert
wird, wenn Nervenzellen tGber einen langeren Zeitraum stimuliert werden. Somit kann
durch den immunhistochemischen Nachweis von Fos-Protein in den Zellkernen von
ZNS-Kerngebieten deren Aktivierung nachgewiesen werden [Hunt, Pini, and Evan
(1987)].

2.4.2 Immunhistochemische Aufbereitung des Gehirnpraparates

Das fixierte Gehirn wurde zur weiteren Aufarbeitung aus der 25%igen Sucrose-
Losung (siehe oben) entnommen, im Gefriermikrotom aufgefroren und in 30 pum
dicke Kryoschnitte geschnitten. Nach Sammeln der Kryoschnitte in PBS-LOsung
(Phosphate  Buffered  Saline) wurde jeder zweite  Hirnschnitt  der
immunhistochemischen Farbung zugefuhrt. Die immunhistochemische Farbetechnik
erfolgte mittels Streptavidin-Biotin Methode in Free-Floating Technik (siehe Abb.26).
Zunachst wurden die Schnitte zweimal funf Minuten lang in PBS gespdilt. Dann
erfolgte eine 15-mindtige Inkubation in 30%iger Wasserstoffperoxidldsung bei
Raumtemperatur, um die Mitreaktion endogener Peroxidasen wahrend der
Farbereaktion zu verhindern. Nachfolgend wurden die Schnitte dreimal funf Minuten
lang in PBS gespdlt, gefolgt von der Inkubation in einer Blockierlosung (Normal Goat
Serum) fur 20 Minuten. Im anschlieRenden Farbeschritt wurde der polyklonale
Antikorper ,rabbit anti-c-Fos“ (Primarantikorper) in einer Verdinnung von 1:2000
hinzugegeben und lber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem
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Spulen in PBS erfolgte dann die Inkubation mit dem biotinylierten Antikdrper ,goat
anti-rabbit* (Sekundarantikorper) in einer Verdiinnung von 1:100. Die Inkubationszeit
betrug hierbei 90 Minuten bei Raumtemperatur. Nach wiederholtem Spilen wurde
dann das Peroxidase-konjugierte Streptavidin-Biotin Komplexreagenz (ABC-
Reagenz) hinzugefiigt, welches eine hohe Affinitat flur den biotinylierten
Zweitantikérper besitzt (Dissoziationskonstante 101° M). Nach erneutem Spilen in
PBS wurde nun zur Entwicklung der Farbreaktion das chromogene Substrat 3,3-
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) zusammen mit PBS in Wasserstoffperoxid
eingebracht und fur zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
Spulen in PBS erfolgte das Einlegen der Schnitte in Mounting-Solution. Zum
Abschluss wurden die einzelnen Schnitte auf Objekttrager aufgezogen, bei Raumluft
getrocknet, in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe / Xylol dehydriert und schlief3lich in
Roti-Histokitt eingedeckt [Hsu, Raine, and Fanger (1981)]. Ein Uberblick tiber das c-

Fos Farbeprotokoll wird in Tabelle 2 gegeben.
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Abbildung 26. Schematische Darstellung der Streptavidin-Biotin-Komplexreaktion.
In der 1. Phase kommt es zur Bindung des primaren Antikérpers an das Antigen. In der 2. Phase
bindet der an das Antigen gebundene Priméarantikérper an den Sekundarantikorper. In einer 3. Phase

bindet das Peroxidase-konjugierte Streptavidin-Biotin-Molekil an den Sekundarantikdrper.
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1. 2 x 5 Minuten in PBS (Phosphate Buffered Saline) waschen
2. Blockierung der endogenen Peroxidase fur 15 Minuten bei RT
a. | 100 ml PBS
b. | +0.5 ml Hz0:
3. 3 x 5 Minuten in PBS waschen
4. Blockienosung fur 20 Minuten bei RT

a. | 950 pl Verdinnungspuffer Triton X-100
b. | +50 pl NGS (Nomal Goat Serum)

5. Primarantikdrper iber Nacht bel RT / c-Fos Vorverdiinnung 1:100
a. | 10 pl rabbit anti-c-Fos (Primarantikorper)
b. | + 990 pl Verdunnungspuffer Triton X-100

6. Primarantikérper / ¢-Fos Hauptverdunnung 1:2000
a. | 940 pl Verdinnungspuffer Triton X-100

b. | +10 pIl NGS (Nomal Goat Serum)

c. | +50 pl c-Fos Vorverdinnung (1:100)

3 x 5 Minuten in PBS waschen

8. Sekundarantikorper fur 90 Minuten bei RT /Verdunnung 1:100
a. | 990 pl Verdinnungspuffer Triton X-100

b. | + 10 pl goat anti-rabbit (Sekundarantikirper)

8. 3 x 5 Minuten in PBS waschen

ABC-Reagenz fur 90 Minuten bei RT
1000 pl Verdinnungspuffer Triton X-100
+ 10 pl Lésung A (ABC-Reagenz)

c. | + 10 pl Lésung B (ABC-Reagenz)

10. 3 x 5 Minuten in PBS waschen

11. Entwicklung mit DAB (3,3-Diaminobenzidin) fiir 10 Minuten bei RT
a. | 100 ml TBS (Tris Buffered Solution)

b. | + 50 mg DAB

c. | +33 pl Hz02

12. 3 x 5 Minuten in PBS waschen

13. 10 Minuten in Mounting-Solution

14. Schnitte auf Objekitrager aufziehen und trocknen lassen
15. aufsteigende Alkoholreihe

a. | jeweils 1 Minute in 50%, 70%, 96% und 100% Ethanol

b. | 1 Minute in Xylol

16. Eindecken in Roti-Histokitt

Tabelle 2. C-Fos Farbeprotokoll.
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2.4.3 Fos-Protein-Kontrollen

Zur Uberprufung der korrekten Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbung
wurden Positivkontrollen durchgefihrt. Dazu wurden Gehirnschnitte von einem mit
Cholecystokinin (CCK) vorbehandelten Versuchstier angefertigt und gleichfalls
immunhistochemisch nach c-Fos geféarbt. Die systemische Gabe von CCK (8 pg/gKG
CCK intraperitoneal) fuhrt nach 90 Minuten zur c-Fos Expression im Hirnstamm. Als
positiv. wurden nur diejenigen Préparate erachtet, bei denen sich in der
lichtmikroskopischen Betrachtung die fur die Fos-Expression charakteristischen
dunkelbraunen Reaktionsprodukte in den Zellkernen des Hirnstamms nachweisen

lieRen.

2.5 Myeloperoxidase-Farbung

Myeloperoxidase (MPO) ist ein Enzym, das bei der Regulation und Terminierung von
Entzindungsprozessen eine bedeutende Rolle spielt. Es wird von neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und diversen Gewebsmakrophagen exprimiert [Green et
al. (2004)] und gehort zu einer Gruppe von Peroxidasen, denen ein kovalent
gebundenes, gebogenes Ham (Ham M) gemein ist.

Myeloperoxidase katalysiert die Oxidation von Chloridionen mit Hilfe von

Wasserstoffperoxid:

H202 + CI- > H20 + OCI.

Das reaktive HCIO reagiert mit einer Vielzahl oxidierbarer Biomolekile, die
ungesattigte Doppelbindungen, Thiole oder Stickstoffkomponenten enthalten.
Chlorierungsreaktionen finden einerseits mit Pyridinnukleotiden (z. B. NAD+),
Cholesterol und ungeséttigten Fettsauren (Bildung von Chlorhydrinen), andererseits
mit Aminogruppen (Bildung von Chloraminen) statt. Durch die Aktivitat der MPO
werden beispielsweise cholesterinreiches LDL und Membranlipide oxidiert [Green et
al. (2004)].

Die klassischen Methoden der zytochemischen Lokalisierung von Myeloperoxidase
beruhen auf der Verwendung von Benzidin oder Diaminobenzidin. Im Jahre 1977
entwickelten Hanker et al. eine Methode, bei der mittels p-Phenylendiamin und

Katechol das Vorkommen der Peroxidase nachgewiesen werden kann [Graham and
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Karnovsky (1966); Hanker, Yates, Metz, and Rustioni (1977)]. In dieser Doktorarbeit
wurde die Myeloperoxidase durch eine weiterentwickelte Methode nachgewiesen, die
(wie der oben beschriebene c-Fos-Nachweis) auf einem immunhistochemischen
Ansatz basiert.

Zunachst wurden die Praparate aufgetaut (finf bis zehn Minuten bei 50 °C auf der
Heizplatte), gefolgt von funf mindtigem Spidlen in PBS. Die endogene
Peroxidaseaktivitdit der Praparate wurde anschlieBend durch Einlegen in
Wasserstoffperoxid und Methanol (15 Minuten) gehemmt. In der Folge wurden die
Schnitte erneut dreimal fur jeweils finf Minuten in PBS gewaschen. Dann erfolgte die
Gabe einer Blockierlosung (Swine Serum) mit anschlieRender 20-minatiger
Inkubation, um unspezifische Bindungsstellen zu deaktivieren. Im nachsten
Farbeschritt wurde der Priméarantikdrper ,rabbit anti-MPQO® in einer Verdinnung von
1:50 zugegeben. Nach Inkubation tGber Nacht bei Raumtemperatur und dreimaligem
Spulen in PBS wurde der biotinylierte Sekundarantikorper ,swine anti-rabbit“ in einer
Verdinnung von 1:600 zugegeben; die Inkubationszeit betrug hier 60 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach erneutem Spilen wurde das Peroxidase-konjugierte
Streptavidin-Biotin Komplexreagenz (ABC-Reagenz) hinzugefligt; auch hier erfolgte
eine 60-minutige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach erneutem Spilen in PBS
wurde nun zur Entwicklung der Farbreaktion das chromogene Substrat 3,3-
Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) zusammen mit PBS in Wasserstoffperoxid
eingebracht und fur zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die
Schnitte in PBS gewaschen und erneut in Wasserstoffperoxid gespdlt. AbschlieRend
erfolgten die Dehydrierung in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe / Xylol und die
Eindeckung der Proben in Roti-Histokitt. Ein Uberblick Giber das MPO Farbeprotokoll
wird in Tabelle 3 gegeben.

251 LPS-Kontrollen

Zur Uberprufung der korrekten Durchfiihrung der Myeloperoxidase-Farbung wurden
Positivkontrollen durchgefuhrt. Dazu wurde das obere Jejunum von einem mit
Lipopolysaccharid (LPS) vorbehandelten Versuchstier entnommen und der
Myeloperoxidasefarbung zugefiihrt. Die systemische Gabe von LPS (1 mg/gKG) fuhrt
innerhalb von vier Stunden zu einer signifikanten Infiltration der Muskelschicht des

Darmes mit Entzindungszellen. Als positiv wurden nur diejenigen Praparate
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erachtet, bei denen sich in der lichtmikroskopischen Betrachtung die charakteristisch

gefarbten MPO-positiven Entziindungszellen in der Muscularis zeigten.

1. 5 Minuten in PBS waschen

2. Blockierung der endogenen Peroxidase fiir 15 Minuten bei RT
120 ml Methanol
+ 2 mlH20;

3. 3 x 5 Minuten in PBS waschen

4. Blockierdsung fiir 20 Minuten bei RT

950 pl Verdiinnungspuffer Triton X-100

.| +50 ul SS (Swine Serum)

5. Primarantikérper Gber Nacht bei RT / Verdiinnung 1:50
10 pl rabbit anti-MPQ (Primarantikdmer)

+ 990 pl Verdiinnungspuffer Triton X-100

6. 3 x 5 Minuten in PBS waschen

7. Sekundarantikorper fiir 60 Minuten bei RT / Verdiinnung 1:600
990 pl Verdiinnungspuffer Triton X-100

+ 10 yl swine anti-rabbit (Sekundarantikérper)

8. 3 x 5 Minuten in PBS waschen

9. ABC-Reagenz fiir 60 Minuten bei RT

1000 pl Verdiunnungspuffer Triton X-100

+ 10 pl Lésung A (ABC-Reagenz)

c. | + 10yl Lésung B (ABC-Reagenz)

10. 3 x 5 Minuten in PBS waschen
1. Entwicklung mit DAB (3,3-Diaminobenzidin) fiir 10 Minuten bei RT
100 ml TBS (Tris Buffered Solution)
.| +50mg DAB
c. | +33 ulH0:
12. 5 Minuten in H2O spiilen
13. aufsteigende Alkoholreihe

jeweils 1 Minute in 50%, 70%, 96% und 100% Ethanol
1 Minute in Xylol
14. Eindecken in Roti-Histokitt

Tabelle 3. Myeloperoxidase Farbeprotokoll.
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2.6 Versuchsprotokoll Elektrophysiologie

Voraussetzung fur den Beginn der Versuche war eine stabile Nervenfaseraktivitat; zu
diesem Zweck wurde initial eine Aquilibrierungsphase von mindestens 20 Minuten
eingehalten, bis eine stabile Ruhenervenfaseraktivitat aufgezeichnet werden konnte
(siehe Abb.27).

20 Minuten 15 Minuten ‘

Aquilibrierungsphase Distension Stabilisierungsphase Bradykinin
(80 cmH,0) (0.5 uM)

Abbildung 27. Versuchsprotokoll der elektrophysiologischen Versuche.

Nach einer Aquilibrierungsphase erfolgt zunichst die Distension des Darmes. Hat sich das
Nervenfasersignal wieder ausreichend stabilisiert (Stabilisierungsphase) wird die chemische
Stimulation des Darms mit Bradykinin durchgefuhrt.

In einem ersten Versuchsabschnitt erfolgte das sogenannte
,Distensionsexperiment“. Hierbei handelte es sich um eine mechanische
Distension des Darmes durch langsame Steigerung des intraluminalen Drucks vom
Ausgangsniveau (ca. 3 bis 5 cmH20) bis auf 80 cmH20. Zu diesem Zweck wurde der
abfuhrende Schenkel des Perfusionssystems verschlossen, wahrend zeitgleich die
Perfusion des Darms mit Krebs-Lésung kontinuierlich fortgeftiihrt wurde. Nach
Erreichen der Druckspitze wurde der Katheterabfluss wieder getffnet und das
AbflieRen der angestauten Losung ermdglicht.

Anschlie3end wurde erneut eine Stabilisierungsphase von mindestens 15 Minuten
eingehalten, bis eine konstante Ruhenervenfaseraktivitat wiederhergestellt war
(siehe Abb.27).

Der zweite Versuchsabschnitt beinhaltete die ,,chemische Stimulation®“. Hierbei
wurde Bradykinin in einer Konzentration von 0,5 pM auf die Serosa des Darmes
appliziert. Zu diesem Zweck wurde die Perfusion gestoppt und die Substanz mit Hilfe
einer Pipette direkt ins das Organbad gegeben, wo sie Uber einen Zeitraum von zwei
Minuten belassen wurde (siehe Abb.27). Danach wurde die Perfusion mit Krebs-

L6ésung wieder aufgenommen, so dass die gesamte applizierte Bradykininmenge
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ausgewaschen wurde. Die verwendete Bradykinindosis (0,5 pM, moderat

submaximale Dosis) wurde durch Dosis-Wirkungs-Versuche ermittelt.
2.7 Auswertung

2.7.1 Elektrophysiologie und Motilitdtsmessungen

2.7.1.1 Ruhephase

Als Ruhenervenfaseraktivitat (impsec™) wurde diejenige Nervenentladungsfrequenz
pro Sekunde festgesetzt, die unmittelbar vor Anwendung des jeweiligen Teststimulus

Uber einen Zeitraum von 60 Sekunden vorherrschte.

2.7.1.2 Distensionsexperiment

Zunachst wurde die Entladungsfrequenz der afferenten Nerven als Reaktion auf
mechanische Distension ausgewertet. Hierzu wurden Mittelwert und SEM (standard
error of means) der registrierten Impulse bestimmt, jeweils abziglich der zuvor
ermittelten Ruhenervenfaseraktivitdt. Diese Werte wurden dann dem jeweils
vorherrschenden intraluminalen Druck im Darm zugeordnet. Fur die Auswertung
wurde der Druckanstieg wie folgt in Intervalle von je 10 cmH20 unterteilt: 0 — 10
cmH20, 10 — 20 cmH:0, 20 — 30 cmH20, 30 — 40 cmH20, 40 — 50 cmH20, 50 — 60
c¢cmH20, 60 — 70 cmH20, 70 — 80 cmH20.

2.7.1.3 Chemische Stimulation

AnschlieBend wurde die Entladungsfrequenz der afferenten Nerven als Reaktion auf
chemische Stimulation mit Bradykinin ausgewertet. Dies erfolgte durch Messung des
durchschnittlichen Anstiegs der Anzahl afferenter Nervenimpulse Uber einen
Zeitraum von 60 Sekunden nach Bradykininapplikation. Auch hier wurde die

Ruhenervenfaseraktivitat von den ermittelten Zahlenwerten subtrahiert.
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2.7.1.4  Motilitat

Auch in Ruhephasen waren physiologische Schwankungen des intraluminalen
Drucks zu beobachten (siehe Abb.28). Es ergaben sich unterschiedliche
Maglichkeiten, die intestinale Motilitat zu charakterisieren. Zum einen wurde die
mittlere Amplitude des intraluminalen Drucks (Peak) Uber einen Zeitraum von 200
Sekunden ermittelt (siehe Abb.29a). Als Alternativmethode wurde zudem die Flache
unter der Kurve (area under the curve, AUC) bestimmt und zwischen den
verschiedenen experimentellen Gruppen verglichen (auch hier Uber einen Zeitraum
von 200 Sekunden, siehe Abb.29b). Zum anderen wurde die Frequenz der
physiologischen Schwankungen ermittelt, gemessen als Anzahl der Amplituden
(Peaks) in einem Zeitraum von 200 Sekunden.

Alle diese Messungen wurden direkt nach der Aquilibrierungsphase zu Beginn des

Experiments durchgefihrt (noch vor mechanischer bzw. chemischer Stimulation).

10

intraluminaler
Druck
(cmH,0)

200 sec

Abbildung 28. Intraluminaler Druck wéhrend einer Ruhephase.
Die physiologischen Schwankungen des intraluminalen Drucks (cmH20) wéhrend einer Ruhephase

lassen sich gut erkennen.
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A
10
intraluminaler
Druck
(cmH;0)
0
200 sec
B
10
intraluminaler
(emi50) | l ]
AL (M il
l {
i
0
200 sec

Abbildung 29. Methoden der Motilitdtscharakterisierung.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Madoglichkeiten verwendet, die intestinale Motilitat zu
charakterisieren. Zum einen wurde die mittlere Amplitude des intraluminalen Drucks (Peak; rote
Punkte) Gber einen Zeitraum von 200 Sekunden ermittelt (A). Als Alternativmethode wurde zudem die

Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC; griin) bestimmt und zwischen den verschiedenen
experimentellen Gruppen verglichen (B).

94



Material und Methoden

2.7.2 Myeloperoxidase

Die Auswertung der Myeloperoxidase positiven Zellen erfolgte unter dem Mikroskop
mit 200facher VergrofR3erung. Es wurden pro Schnitt 15 konsekutive Gesichtsfelder
ausgezahlt (siehe Abb.30); die Auswertung erfolgte ,blind®, also in Unkenntnis der

Versuchsgruppe, aus der das jeweilige Praparat stammte.

Abbildung 30. MPO-Auswertung.
Die Auswertung der Myeloperoxidase positiven Zellen erfolgte unter dem Mikroskop mit 200facher

VergréRerung. Es wurden pro Schnitt meanderférmig 15 konsekutive Gesichtsfelder ausgezahilt.

2.7.3 Fos-Protein-Immunhistochemie

Auch hier wurde die Datenauswertung ,blind“ durchgefuhrt. Fos-positive Zellen

besitzen eine charakteristische dunkle Farbung und sind von definierter Grél3e (siehe

Abb.31). Die exakte anatomische Identifizierung des Nucleus tractus solitarii (NTS)

und der Area postrema (AP) wurde anhand stereotaktischer Atlanten ermittelt. Als

wichtiger Orientierungspunkt diente hierbei das Bregma, welches anatomisch den
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Schnittpunkt der Sagittalnaht der Schéadelkalotte mit der Kranznaht bildet. Die
Auswertung des NTS erfolgte in beiden Hemisphéaren auf einer Héhe von 6,64 mm,
7,08 mm und 8,43 mm kaudal des Bregma, die AP wurde 7,08 mm kaudal des
Bregma analysiert. Die Zellen wurden unter dem Mikroskop bei 200facher
Vergr6Rerung in allen Regionen des (6,64 mm, 7,08 mm und 8,43 mm kaudal des
Bregma) ausgezahlt und aufsummiert; gleiches geschah fiir die Area postrema (7,08
mm kaudal des Bregma). Mittelwert und Standardabweichung wurden berechnet und

zwischen den verschiedenen experimentellen Gruppen verglichen.

e TS [ EERNFERTY O L S5 O

..........

......

Abbildung 31. C-Fos-Auswertung.

Die Fos-positiven Zellen sind gut an ihrer charakteristischen Grof3e und dunklen Farbe erkennbar. Sie
wurden unter dem Mikroskop bei 200facher Vergrof3erung in allen Regionen des NTS (6,64 mm (A),
7,08 mm (B) und 8,43 mm (C) kaudal des Bregma) ausgezahlt und aufsummiert; gleiches geschah fir
die Area postrema (7,08 mm kaudal des Bregma; B).

AP — Area postrema; CC — Canalis centralis; NTS — Nucleus tractus solitarii; 4.V — 4.Ventrikel.

2.8 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse aus den Bradykinin-Versuchen erfolgte
mittels one-way ANOVA. Die Versuchsdaten zur Distension wurden mithilfe einer
two-way ANOVA und post-hoc Holm-Sidak Test ausgewertet. Alle Daten werden als
Mittelwert + SEM dargestellt. Dabei wurde ein p < 0,05 als signifikanter Unterschied

angenommen. Alle Versuche wurden mit n = 6 durchgefuhrt.
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2.8.1 Gerate und Labormaterialien

Im Anhang werden die verwendeten Gerate und Labormaterialien dargestellt (siehe
Anhang Tab.4).

2.8.2 Chemikalien

Im Anhang werden die verwendeten Chemikalien dargestellt (siehe Anhang Tab.5).

2.8.3 Ldosungen

Im Anhang werden die verschiedenen verwendeten Ldsungen in ihrer
Zusammensetzung beschrieben (siehe Anhang Tab.6 — 15).

97



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Vorbemerkungen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der drei verschiedenen Zeitpunkte 1, 3 und 9
Stunden nach Auslosen des POI dargestellt. Der Einfachheit halber wird in der Folge
von ,1h-lleus-Gruppe® gesprochen, wenn die entsprechenden Experimente eine
Stunde nach Induktion des postoperativen lleus (POI) durchgefuhrt werden.
Analoges gilt fir die Zeitpunkte drei bzw. neun Stunden nach dem jeweiligen
operativen Eingriff bzw. fir Untersuchungen an Kontrolltieren (z.B. 3h-Kontroll-

Gruppe oder 9h-Sham-Gruppe).

3.2 Darmmotilitat

Die jejunalen Darmsegmente weisen deutliche Unterschiede beziglich ihrer Motilitat
auf — sowohl beim Vergleich der einzelnen Kontrollgruppen bzw. lleusgruppen

miteinander als auch beim Vergleich der Kontrollgruppen mit den lleusgruppen.

3.21 Vergleich der Kontrollgruppen

Betrachtet man die Schwankungen des intraluminalen Drucks tber 200 Sekunden,
so fallen bereits bei der blosen Inaugenscheinnahme der MotilitAtsmuster gewisse
Unterschiede auf; wahrend sich die Amplituden selbst (Peak) nur geringfligig &ndern,
scheint die Anzahl der Amplituden (Frequenz) zuzunehmen, je langer der operative
Eingriff (blose Laparotomie ohne Darmmanipulation) zurtickliegt (siehe Abb.32).

Dieser Eindruck lasst sich durch weitere Analysen untermauern.

3.2.1.1 Amplitude (Peak)

Hinsichtlich der Amplitude (Peak) lassen sich keine Unterschiede zwischen den
verschiedenen Kontrollgruppen (1 Stunde, 3 und 9 Stunden) feststellen.

So betragt der mittlere Peak der 1h-Kontroll-Gruppe 5,1 = 0,8 cmH20. Fir die 3h-
bzw. 9h-Kontrollgruppe finden sich Werte von 5,3 £ 1,2 cmH20 und 4,3 = 0,9 cmH20
(p1hvs.3n = 0,929; p1ihvs. oh = 0,484; p3nvs. oh = 0,518). Siehe hierzu auch Tabelle 16.
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10
c¢mH,0

Uber einen Zeitraum von
200 Sekunden fnden sich bei
der 1h-Kontroll-Gruppe im
Mittel 17,8 + 1,7
Amplituden.

200s

10
c¢mH,0

Betrachtet man die 3h-

Kontroll-Gruppe, so betragt

die Amplitudenzahl fir den

Zeitraum von 200 Sekunden
! 28,8 £ 3,6.

200s

10
c¢mH,0

Uber einen Zeitraum von
l 200 Sekunden finden sich

bei der 9h-Kontroll-Gruppe
| im Mittel 30,8 % 22
Amplituden.

200s

Abbildung 32. Motilitat der Kontrollgruppen.
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3.2.1.2 Flache unter der Kurve (AUC)

Auch hinsichtlich der Flache unter der Kurve lassen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Kontrollgruppen (1 Stunde, 3 und 9
Stunden) ausmachen.

Hier ergeben sich fur die AUC (200 s) der 1h-Kontroll-Gruppe Werte von 520,9 +
147,6 cmH20 und fur die 3h- bzw. 9h-Kontrollgruppe Werte von 626,5 + 193,5
cmH20 und 225,4 + 79,0 cmH20 (pihvs. 3nh = 0,674; pinvs. oh = 0,108; p3nvs. o = 0,084).
Dabei wird die Signifikanz fur den Vergleich zwischen der 3h- und 9h-

Kontrollgrupppe um gut 0,03 Punkte verfehlt. Siehe hierzu auch Tabelle 16.

3.2.1.3 Amplitudenanzahl (,,Frequenz®)

Vergleicht man die Anzahl der Amplituden zwischen den einzelnen Kontrollgruppen,
so lasst sich eine Zunahme der Frequenz beobachten.

Uber einen Zeitraum von 200 Sekunden finden sich bei der 1h-Kontroll-Gruppe im
Mittel 17,8 £ 1,7 Amplituden. Betrachtet man die 3h-Kontroll-Gruppe, so betragt die
Amplitudenanzahl fur den gleichen Zeitraum 28,8 + 3,6. Im Vergleich zur 1h-Kontroll-
Gruppe ist die Amplitudenfrequenz demnach signifikant gesteigert (p = 0,020).
Gleiches findet sich, wenn man 1h- und 9h-Kontroll-Gruppe vergleicht: 17,8 £ 1,7 vs.
30,8 + 2,2; p = 0,001. Vergleicht man hingegen die Werte der 3h- und 9h-Kontroll-
Gruppe so findet sich keine signifikante Frequenzzunahme von drei zu neun
Stunden: 28,8 + 3,6 vs. 30,8 £ 2,2; p = 0,646. Siehe hierzu auch Tabelle 16.

1h 3h 9h
Peak (cmHz0) 51+0,8 53+£12 43+0,9
AUC (cmH20) 520,9 £ 1476 626,5 £ 193,5 2254 +£79,0
Frequenz 178+1,7 288+36"* 30,8+2,2*

*p < 0,05 (Vergleich mit 1h)
Mittelwert + SEM (cmH20) angegeben

Tabelle 16. Motilitat der Kontrollgruppen.
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3.2.2 Vergleich der lleusgruppen

Die Schwankungen des intraluminalen Drucks (charakterisiert als Peak, AUC und
Frequenz) kdnnen auch zwischen den einzelnen lleusgruppen (1h bzw. 3h und 9h)
verglichen werden. Wahrend die Amplitude hier durchgehend sehr niedrig ist, scheint
die Anzahl der Amplituden (Frequenz) zuzunehmen, je langer der operative Eingriff
(Darmmanipulation) zurtickliegt. Bei der Analyse der 9h-lleus-Gruppe fallt zudem
eine makroskopische Besonderheit auf: bei einigen Dunndarmabschnitten ist der
Darm dilatiert, andere Segmente hingegen weisen ein normales oder sogar eher
verengtes Kaliber auf. Dabei befinden sich die dilatierten Abschnitte des Darmes
proximal, wohingegen die normalkalibrigen Anteile weiter distal zu finden sind (siehe
Abb.33 und 34). Die beiden beschriebenen Kaliberauspragungen des Darmes
bleiben wéahrend des gesamten Beobachtungszeitraums unverandert. Da das
Vorhandensein von dilatierten und normalkalibrigen Darmabschnitten innerhalb der
9h-Gruppe eine konstante Erscheinung ist, werden diese Segmente getrennt

untersucht und ausgewertet.

Abbildung 33. Fotografie eines lleus-geschadigten Darmabschnitts (proximales Jejunum) 9Sh

postoperativ.
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Abbildung 34. Beispiele von Dinndarmabschnitten.
Repréasentative Dunndarmsegmente der 1h-lleus Gruppe (oben) und der Sh-lleus-Gruppe (unten). Bei

der 9h-lleus-Gruppe zeigen sich normalkalibrige (schwarzer Pfeil) und dilatierte (roter Pfeil)
Abschnitte.
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3.2.2.1  Amplitude (Peak)

Hinsichtlich der Amplitude (Peak) lassen sich keine Unterschiede zwischen den
verschiedenen lleusgruppen (1 Stunde, 3 und 9 Stunden) feststellen.

So betragt der mittlere Peak der 1h-lleus-Gruppe 0,8 + 0,2 cmH20 und fir die 3h-
lleusgruppe 1,8 £+ 0,5 cmH20 (pin vs. 3n = 0,240). Fur die dilatierten Darmabschnitte
der 9h-lleus-Gruppe finden sich Werte von 0,8 + 0,1 cmH20, bei den eng gestellten
Darmabschnitten betragen die Werte 0,8 + 0,2 cmH20 (p1h vs. oht = 0,868; pinvs. oh) =
0,991; p3nvs. 9nt = 0,240; pshvs. oh, = 0,180). Siehe hierzu auch Tabelle 17.

9h
1h 3h
dilatiert eng
Peak (cmH20) 0,8+0,2 1,8+0,5 0,8+0,1 0,8+0,2
AUC (cmH20) | 350,1 £37,26 | 2346 +170,2 | 13,3+ 1059 -142,2+ 36 *

Frequenz 24011 203+24 36,0£23* 378+26*

*p < 0,05 (Vergleich mit 1h)
Mittelwert + SEM (cmH20) angegeben

Tabelle 17. Motilitat der lleusgruppen.

3.2.2.2 Flache unter der Kurve (AUC)

Hinsichtlich der Flache unter der Kurve stellen sich die Ergebnisse etwas komplexer
dar.

Hier ergeben sich fir die AUC (200 s) der 1h-lleus-Gruppe Werte von 350,1 + 37,2
und fur die 3h-lleusgruppe Werte von 234,6 + 170,2 (p = 0,180). Die AUC-Mittelwerte
fur die 9h-lleusgruppen liegen niedriger und partiell knapp im negativen Bereich; fur
die dilatierten Darmabschnitte der 9h-lleus-Gruppe finden sich Werte von 13,3 *
105,9, bei den eng gestellten Darmabschnitten betragen die Werte -142,2 + 36,1.
Weder fir die 1h-lleus-Gruppe (350,1 £+ 37,2; p = 0,868) noch fir die 3h-lleus-Gruppe
(234,6 + 170,2; p = 0,240) ergibt sich ein signifikanter Unterschied zu den mittleren
AUC-Werten der dilatierten 9h-lleus-Darmsegmente (13,3 = 105,9). Im Gegensatz
dazu findet sich im Vergleich zu den Werten der 1lh-lleusgruppe eine signifikant
verminderte (p = 0,001) AUC der eng gestellten 9h-lleus-Darmabschnitte (-142,2 +
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36,0). Verglichen mit der 3h-lleus-Gruppe fallt die AUC der eng gestellten 9h-lleus-
Segmente zwar deutlich ab (234,6 = 170,2 vs. -142,2 + 36,0), die Signifikanz wird
jedoch knapp nicht erreicht (p = 0,056). Siehe hierzu auch Tabelle 17.

3.2.2.3 Amplitudenanzahl (,,Frequenz®)

Vergleicht man die Anzahl der Amplituden zwischen den einzelnen lleusgruppen,
lasst sich eine Zunahme der Frequenz beobachten.

Uber einen Zeitraum von 200 Sekunden finden sich bei der 1h-lleus-Gruppe im Mittel
24,0 = 1,1 Amplituden. Bei der 3h-lleus-Gruppe betragt die Amplitudenanzahl fir den
gleichen Zeitraum 29,3 = 2,4. Im Vergleich zur 1h-Kontroll-Gruppe ist dieser
Unterschied nicht signifikant (p = 0,073).

Vergleicht man die AUC zwischen den beiden 9h-lleus-Gruppen (dilatiert vs. eng
gestellt), so findet sich hier ebenfalls kein signifikanter Unterschied (36,0 £ 2,3 vs.
37,8 + 2,6; p = 0,605). Im Folgenden sollen deshalb die 1h- bzw. 3h-lleus-Gruppe nur
mit einer der beiden 9h-Gruppen (stellvertretend mit der 9h-lleus-Gruppeudisatiert)
verglichen werden. Im Vergleich zur 1h-lleus-Gruppe findet sich bei der 9h-lleus-
Gruppe ein signifikanter Anstieg der Amplitudenfrequenz (24,0 £ 1,1 vs. 36,0 + 2,3; p
= 0,001). Im Vergleich zur 3h-lleus-Gruppe steigt die Frequenz bei der 9h-lleus-
Gruppe zwar ebenfalls noch etwas an, das Signifikanzniveau wird hier jedoch nicht
erreicht (29,3 + 2,4 vs. 36,0 £ 2,3; p = 0,073). Siehe hierzu auch Tabelle 17.

3.2.3 Vergleich der lleus- und Kontrollgruppen

Wie sich in den vorangegangenen Abschnitten bereits gezeigt hat, unterscheiden
sich die Motilitatsmuster auch zwischen Kontroll- und lleus-Gruppen. Bereits wenn
man die Aufzeichnungen der intraluminalen Druckschwankungen in Augenschein
nimmt (siehe Abb.35) zeigt sich, dass bei den lleus-Experimenten im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle die Amplitude deutlich abnimmt. Im Gegensatz dazu nimmt
die Amplitudenfrequenz zu. Diese augenscheinlichen Ergebnisse lassen sich durch

Bestimmung von Peak, AUC und Amplitudenfrequenz verifizieren.

3.23.1 Amplitude (Peak)

Bereits eine Stunde nach dem operativen Eingriff lasst sich ein signifikanter
Unterschied zwischen Kontroll-Gruppe und lleus-Gruppe feststellen. Die mittlere
Amplitude betragt fur die 1h-Kontroll-Gruppe 5,1 £ 08 cmH20 und fir die 1h-lleus-
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Gruppe 0,8 £ 0,2 cmH20, was einem signifikantem Abfall (p = 0,002) der Amplitude
bei der lleus-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle entspricht.

Ein ahnliches Ergebnis findet sich drei Stunden nach der Operation; die Amplitude
der 3h-lleus-Gruppe nimmt im Vergleich zur 3h-Kontroll-Gruppe signifikant von 5,3
1,2 auf 1,8 £0,5 ab (p = 0,024).

Auch fur die 9h-Gruppen lasst sich dieser Trend erkennen, und zwar unabhangig
davon, ob es sich um dilatierte oder eng gestellte Darmabschnitte handelt. Die
Amplitude der 9h-lleus-Gruppen nimmt im Vergleich zur 9h-Kontroll-Gruppe
signifikant von 4,3 + 0,9 (Kontrolle) auf 0,8 + 0,1 (dilatiert) bzw. 0,8 + 0,2 (eng
gestellt) ab (jeweils p = 0,002). Siehe hierzu auch Abb.36 und 37.

10
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Abbildung 35. Reprasentative Aufzeichnungen des intraluminalen Drucks im Darm.
Beim Jejunumsegment des Kontrollexperiments (1h-Sham-Gruppe, oben) zeigt sich eine normale
Phase Ill Motilitéat. Im Gegensatz dazu ist die Darmmotilitat beim POI (1h-lleus-Gruppe, unten) fast

vollkommen verschwunden.
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Peak (cmH,0)

*
*% ' *%
1 Stunde 3 Stunden 9 Stunden
=== Kontrolle lleus

Abbildung 36. Vergleich Peak (cmH,0) zwischen lleus und Kontrolle.

Die Motilitat des Darmes beim POI ist im Vergleich zu den jeweils entsprechenden
Kontrollexperimenten signifikant reduziert.

Darstellung als Mittelwert, jeweils n = 6. * p < 0,05; ** p < 0,01.
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Abbildung 37. Motilitat (Peak) im Vergleich zwischen lleus und Kontrolle.
Darstellung als Mittelwert + SEM, jeweils n = 6. * p < 0,05; ** p < 0,01.
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3.2.3.2 Flache unter der Kurve (AUC)

Vergleicht man die Flache unter der Kurve, so ergibt sich eine Stunde nach dem
operativen Eingriff kein Unterschied zwischen der lleus-Gruppe und der Kontroll-
Gruppe (350,1 = 37,2 vs. 520,9 £ 147,6; p = 0,288).

Ein ahnliches Ergebnis findet sich fir die 3h-Gruppen; hier betragt der Wert fur die
AUC der 3h-Kontroll-Gruppe 626,5 + 193,5 und fur die 3h-lleus-Gruppe 234,6 +
170,2 (p = 0,159).

Komplexer verhalten sich die Ergebnisse, wenn man Kontroll- und Illeus-Gruppe neun
Stunden nach dem jeweiligen operativen Eingriff vergleicht. Betrachtet man die
dilatierten Darmsegmente der 9h-lleus-Gruppe (13,3 £ 105,9), so ergibt sich kein
signifikanter Unterschied zur 9h-Kontroll-Gruppe (225,4 £ 79,0; p = 0,140). Fir die
eng gestellten Darmabschnitte der 9h-lleus-Gruppe hingegen (-142,2 + 36,1) ergibt
sich eine signifikant niedrigere AUC im Vergleich zur 9h-Kontroll-Gruppe (225,4 +
79,0; p = 0,002). Siehe hierzu auch Abb.38.

AUC (cmH,0)

1 Stunde 3 Stunden 9 Stunden

=== Kontrolle  ==@==|leus (dilatiert) lleus (eng gestellt)

Abbildung 38. Vergleich AUC (cmH,0) zwischen lleus und Kontrolle.

Fur die eng gestellten Darmabschnitte der 9h-lleus-Gruppe ergibt sich eine signifikant niedrigere AUC
im Vergleich zur 9h-Kontroll-Gruppe. Betrachtet man die dilatierten Darmsegmente der 9h-lleus-
Gruppe, so findet sich kein signifikanter Unterschied zur 9h-Kontroll-Gruppe.

Darstellung als Mittelwert, jeweils n = 6. ** p < 0,01.
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3.2.3.3 Amplitudenanzahl (,,Frequenz®)

Bei der Analyse der Amplitudenanzahl Uber einen Zeitraum von 200 Sekunden
ergeben sich folgende Ergebnisse:

Die Anzahl der Amplituden (Frequenz) ist bei der 1h-lleus-Gruppe signifikant héher
als bei der 1h-Kontroll-Gruppe (24,0 £1,1vs. 17,8 +1,7; p = 0,012).

Drei Stunden nach dem operativen Eingriff hingegen finden sich keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Amplitudenzahl; fur die 3h-lleus-Gruppe betragt die
Amplitudenanzahl 29,3 * 2,4, fir die 3h-Kontroll-Gruppe 28,8 £ 3,6 (p = 0,911).

Fur die 9h-Gruppen missen die beiden unterschiedlich konfigurierten Darmsegmente
der lleus-Gruppe wiederum getrennt betrachtet werden. Der Vergleich zwischen der
9h-Kontrolle (30,8 £ 2,2) und den dilatierten Segmenten der 9h-lleus-Gruppe (36,0 +
2,3) ergibt keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Amplitudenanzahl (p =
0,135). Anders verhalt es sich bei den eng gestellten Darmsegmenten; hier ist die
Amplitudenzahl der lleus-Gruppe (37,8 £ 2,6) signifikant gegentber der Kontroll-
Gruppe (30,8 £ 2,2) gesteigert (p = 0,045). Siehe hierzu auch Abb.39.

Amplitudenanzahl (,Frequenz")

1 Stunde 3 Stunden 9 Stunden

=== Kontrolle  ==@==|lcus (dilatiert) lleus (eng gestellt)

Abbildung 39. Vergleich Frequenz zwischen lleus und Kontrolle.

Die Anzahl der Amplituden (Frequenz) ist bei der 1h-lleus-Gruppe signifikant héher als bei der 1h-
Kontroll-Gruppe. Ahnlich verhalt es sich bei den eng gestellten Darmsegmenten der 9h-lleus-Gruppe;
hier ist die Amplitudenzahl signifikant gegentber der 9h-Kontroll-Gruppe gesteigert.

Darstellung als Mittelwert, jeweils n = 6. * p < 0,05.
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3.3 Intestinale afferente Nervenfaseraktivitat

3.31 Ruhenervenfaseraktivitat

Die Ruhenervenfaseraktivitat wird vor mechanischer (Distension) oder chemischer
Stimulation (Bradykininapplikation) ermittelt. Das Signal zeigt ein kontinuierliches
Muster von Ruheentladungen mit Aktionspotentialen unterschiedlich hoher Amplitude
und Form. Die afferente Ruhenervenfaseraktivitait in den verschiedenen
Untergruppen wird im Folgenden als Impulsrate pro Sekunde dargestellt (siehe
Abb.40).

Baseline (impsec)

1 Stunde 3 Stunden 9 Stunden

=== Kontrolle  ==@==|leys (dilatiert) lleus (eng gestellt)

Abbildung 40. Vergleich Ruhenervenfaseraktivitat (impsec™) zwischen lleus und Kontrolle.
Bereits eine Stunde nach Manipulation ist die Ruhenervenfaseraktivitat der lleus-Gruppe gegenuber
der Kontroll-Gruppe signifikant gesteigert. Ein &hnliches Ergebnis findet sich auch fir die 3h-Gruppen.
Auch neun Stunden nach dem operativen Eingriff ist die Ruheaktivitat der 9h-lleus-Gruppe (dilatierte
Segmente ** bzw. eng gestellte Segmente *) gegentiber der 9h-Kontroll-Gruppe signifikant gesteigert.
Darstellung als Mittelwert, jeweils n = 6. * p < 0,05; ** p < 0,01.

3.3.1.1 Vergleich der Kontrollgruppen

Beim Vergleich der Kontrollgruppen untereinander zeigen sich nur minimale

Unterschiede hinsichtlich der Baselineaktivitat (siehe Abb.40).

Die Baselineaktivitat der 1h- bzw. 3h-Kontroll-Gruppe betragt 6,5 + 0,9 impsec? bzw.

4,9 + 0,9 impsec™ und weist somit keinen signifikanten Unterschied auf (p = 0,240).
109



Ergebnisse

Neun Stunden nach der Kontrolloperation (ohne Darmmanipulation) zeigt sich
ebenfalls eine niedrige Ruheaktivitat von 5,8 + 0,5 impsec; weder im Vergleich zur
1h- noch zur 3h-Kontroll-Gruppe ist die Baselineaktivitait demnach signifikant

verandert (pinvs. oh = 0,699; p3ahvs. oh = 0,392).

3.3.1.2 Vergleich der lleusgruppen

Die Ruhenervenfaseraktivitat ist unabhéngig von der Zeitdauer nach dem lleus-
auslosenden operativen Eingriff ebenfalls relativ konstant (jeweils p > 0,05; siehe
Abb.40).

Die Baselineaktivitat der 1h- bzw. 3h-lleus-Gruppe betragt 8,6 + 1,1 impsec™ bzw.
13,1 + 2,6 impsec™. Bei den dilatierten und eng gestellten Darmsegmenten der 9h-
lleus-Gruppen finden sich &hnliche Werte von 9,1 + 1,4 impsec! und 8,6 + 0,6

impsec.

3.3.1.3  Vergleich der lleus- und Kontrollgruppen

Bereits eine Stunde nach Manipulation ist die Ruhenervenfaseraktivitat der lleus-
Gruppe (8,6 + 1,1 impsec™) gegenuber der Kontroll-Gruppe (6,5 + 0,9 impsec™?)
signifikant gesteigert (p = 0,041).

Ein ahnliches Ergebnis findet sich sowohl fir die 3h-Gruppen als auch fir die 9h-
Gruppen; die Baselineaktivitat der 3h-lleus-Gruppe betragt 13,1 + 2,6 impsec™ und
ist gegentber der 3h-Kontroll-Gruppe (4,9 + 0,9 impsec™?) signifikant gesteigert (p =
0,015); neun Stunden nach dem operativen Eingriff misst die Ruheaktivitat der 9h-
lleus-Gruppe (dilatierte Segmente) 8,3 + 0,6 bzw. (eng gestellte Segmente) 9,1 + 1,4
und ist gegentber der 9h-Kontroll-Gruppe (5,8 + 0,5) jeweils signifikant gesteigert
(pdilatiert = 0,007; peng = 0,049; siehe Abb.40).

3.3.2 Mechanische Stimulation — Distension

Uber alle experimentellen Gruppen hinweg bewirkt die mechanische Distension
einen vom intraluminalen Druck abhangigen Anstieg der afferenten
Nervenfaseraktivitdt. Diese gesteigerte Nervenfaseraktivitat findet sich sowohl bei
Darmsegmenten von lleustieren als auch bei Kontrollsegmenten (siehe Abb.41).
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Abbildung 41. Veranderung des Nervenfasersignals bei Rampendistension.

Reprasentative Aufzeichnungen des afferenten Multiunit-Nervenfasersignales im Verlauf der
mechanischen Rampendistension. Abgebildet ist die nervale Aktivitat eines Kontrollexperimentes (3h-
Sham-Gruppe, oben, A) und die nervale Reaktion eines Darmsegmentes mit POI (3h-lleus-Gruppe,

unten, B).
Zur Vereinfachung werden im Folgenden nicht die Absolutwerte in impsec

angegeben, sondern Prozentwerte; als 100% wird jeweils die Baselineaktivitat

(unmittelbar vor Stimulation) gesetzt.
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Zunachst sollen beide Versuchsgruppen (Kontrolle vs. lleus) separat voneinander

betrachtet werden; anschlieRend sollen sie miteinander verglichen werden.

3.3.2.1  Vergleich der Kontrollgruppen

Bereits beim Vergleich der einzelnen Kontrollgruppen (1h-Kontrolle, 3h-Kontrolle und
9h-Kontrolle) ergeben  sich  Unterschiede hinsichtlich  der afferenten
Nervenfaseraktivitat, jeweils abhangig vom Druckniveau.

Zu Beginn der Distension (auf einem Druckniveau von 0 bis 10 cmH20)
unterscheidet sich die afferente Nervenfaseraktivitat nicht signifikant zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen (jeweils p > 0,05); eine Stunde nach der
Scheinoperation betragt die afferente Entladungsfrequenz im Mittel 122,4 + 6,4 % (im
Verhaltnis zur Baseline), im Vergleich dazu zeigen sich nach drei bzw. neun Stunden
Werte von 135,5 + 9,4 % bzw. 207,1 £ 20,1 %.

Druck (cmH20) 1h 3h 9h
0-10 122+6 1359 207 £ 20
10 -20 171 £ 14 185+ 14 392+24~*
20-30 221+ 24 307 £ 17 694 £ 42~
30 -40 315+ 26 319+ 30 809 £48 *
40 - 50 530 + 30 532 +28 1008 £ 69 *
50 -60 633 + 44 675 %22 1222 £ 103 *
60-70 685+ 25 696 + 28 1349 £ 121 *
70-80 712 £ 19 719 £ 32 1469 £ 122 *

*p <0,05 (Vergleich mit 3h)
Mittelwert £+ SEM (% der Baseline) angegeben

Tabelle 18. Vergleich der Kontrollgruppen bei Rampendistension.

Vergleicht man die 1h- und die 3h-Kontroll-Gruppe auf einem Druckniveau > 10
cmHz0, so findet sich eine minimale Steigerung der Entladungsfrequenz zugunsten
der 3h-Kontroll-Gruppe; diese ist jedoch unabhangig vom intraluminalen Druckniveau

in keinem Fall signifikant (jeweils p > 0,05).

112



Ergebnisse

Im Vergleich der 3h- mit der 9h-Kontrollgruppe hingegen ist die afferente
Entladungssequenz ab einem Druckniveau > 10 cmH20 zugunsten der 9h-Gruppe
signifikant gesteigert. Gleiches findet sich erwartungsgemalf beim Vergleich der 1h-
mit der 9h-Kontroll-Gruppe. Siehe hierzu Tabelle 18 und Abb.42.

—&— 1 Stunde ——3 Stunden 9 Stunden
% Baseline
1600
1400 *
1200
1000 %
800 *
600 "
400

200 N —— g
cmH,0

0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80

0

Abbildung 42. Rampendistension der Kontrollgruppen.

Beim Vergleich der 3h- mit der 9h-Kontrollgruppe ist die afferente Entladungssequenz (% der
Baseline) ab einem Druckniveau > 10 cmH20 zugunsten der 9h-Gruppe signifikant gesteigert.

*p < 0,05 (Vergleich mit 3h).

3.3.2.2  Vergleich der lleusgruppen

Um die Veranderungen der afferenten Entladungsfrequenz im zeitlichen Verlauf des
POI zu untersuchen, werden auch die einzelnen lleus-Gruppen (1h-lleus, 3h-lleus
und 9h-lleus) miteinander verglichen; hierbei wird wiederum zwischen den dilatierten
und eng gestellten Darmabschnitten der 9h-lleus-Gruppe unterschieden.

Auf niedrigen Druckniveaus (< 20 cmH20) unterscheiden sich all diese Gruppen nicht
signifikant voneinander (jeweils p > 0,05).

Ab einem Druckniveau > 20 cmH20 jedoch ist die afferente Entladungsfrequenz der
dilatierten Darmsegmente der 9h-lleus-Gruppe signifikant gegeniber der 3h- und
entsprechend auch der 1h-lleus-Gruppe gesteigert. Fur die eng gestellten

Darmabschnitte der 9h-lleus-Gruppe lasst sich eine solche Aktivitatssteigerung
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allerdings nicht nachvollziehen; fir diese gleichen die Werte denen der 1h- und 3h-
lleus-Gruppe (jeweils p > 0,05). Eine Ausnahme hiervon findet sich auf dem
Druckniveau 30 bis 40 cmH20; hier ist die Entladungsfrequenz der eng gestellten
Darmabschnitte der 9h-Gruppe mit 651,4 + 63,8 % im Vergleich 1h-lleus-Gruppe
(368,2 £ 19,8 %) signifikant gesteigert (p < 0,05). Siehe hierzu auch Tabelle 19 und
Abb.43.

Druck 1h 3h 9h

(emH:0) dilatiert eng
0-10 124 £10 125+ 9 205 + 21 203 + 19
10 -20 165 £ 19 220 + 14 458 + 55 317 + 24
20 - 30 278 + 36 360 + 45 650 + 83 * 441 + 44
30 —40 368 + 20 465 + 48 1002+ 128 * | 651 +64*
40 - 50 565 + 21 654 + 45 1374+ 175* | 78166
50 — 60 754 + 38 806 + 37 1651163 * | 908 +98
60 —70 804 + 46 866 + 25 1790+ 154 * | 962+ 111
70 - 80 852 + 50 906 + 26 1905+ 150 * | 927 111

*p <0,05 (Vergleich mit 3h)
**p < 0,05 (Vergleich mit 1h)
Mittelwert + SEM (% der Baseline) angegeben

Tabelle 19. Vergleich der lleusgruppen bei Rampendistension.

3.3.2.3 Vergleich der lleus- und Kontrollgruppen

Der Effekt der Darmmanipulation im Vergleich zur blosen Laparotomie lasst sich
durch den direkten Vergleich der Kontroll- mit den lleus-Gruppen quantifizieren.
Gegenuber der 1h-Kontroll-Gruppe ist bei der 1h-lleus-Gruppe die afferente
Entladungsfrequenz ab einem intraluminalen Druck > 50 cmH20 signifikant
gesteigert (siehe Abb.44). Eine Steigerung der afferenten Nervenfaseraktivitat im
Vergleich zur 3h-Kontroll-Gruppe kann auch fur die 3h-lleus-Gruppe beobachtet
werden, hier allerdings bereits ab einem Druck > 30 cmH20 (siehe Abb.45).
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~—&—1h lleus ~—#—3hlleus —#&—9h lleus (dilatiert) 9h lleus (eng)
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Abbildung 43. Rampendistension der lleusgruppen.

Ab einem Druckniveau > 20 cmH20 ist die afferente Entladungsfrequenz der dilatierten
Darmsegmente der 9h-lleus-Gruppe signifikant gegentiber der 3h-lleus-Gruppe gesteigert. Fir die eng
gestellten Darmabschnitte der 9h-lleus-Gruppe lasst sich eine solche Aktivitatssteigerung nicht
nachvollziehen.

*p < 0,05 (Vergleich mit 3h); ** p < 0,05 (Vergleich mit 1h).

1h - Gruppe
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o
}

010 1020 20-30 3040 40-50 50-60 60-70 70-80
intraluminaler Druck (cmH,0)

I Kontrolle
1 lleus

Abbildung 44. Nervenfaseraktivitat der 1h-Gruppen bei Rampendistension.

Darstellung als Mittelwert + SEM, jeweils n = 6. * p < 0,01 vs. Kontrolle, ** p < 0,001 vs. Kontrolle.
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Abbildung 45. Nervenfaseraktivitat der 3h-Gruppen bei Rampendistension.

Die Abbildung zeigt eine histographische Darstellung der registrierten afferenten Nervenfaseraktivitat
innerhalb der 3h-Gruppe wahrend mechanischer Distension bis zu einem Druck von 80 cmH20. Die
schwarzen Saulen reprasentieren die mittlere nervale Aktivitat der Kontrollgruppe (3h-Sham-Gruppe),
die hellgrauen Saulen diejenige der lleusgruppe (3h-lleus-Gruppe).

Darstellung als Mittelwert £ SEM, jeweils n = 6. * p < 0,01 vs. Kontrolle, ** p < 0,001 vs. Kontrolle.

Fur die 9h-lleus-Gruppe werden die registrierten Signale der normalkalibrigen und
dilatierten Darmsegmente wiederum separat ausgewertet. Im Vergleich zur 9h-
Kontroll-Gruppe ist die afferente Nervenfaseraktivitdt von normalkalibrigen 9h-lleus-
Darmsegmenten ab einem intraluminalen Druck > 50 cmH20 reduziert. Hier werden
maximal 46 + 5 impsec? bei einem Hochstdruck von 80 cmH20 erreicht, im Vergleich
zu 77 = 4 impsec? bei Kontrollversuchen (p < 0,001, jeweils n = 6). Ganz das
Gegenteil findet sich fur die dilatierten Darmabschnitte der 9h-lleus-Gruppe im
Vergleich zur 9h-Kontroll-Gruppe; hier ist die afferente Nervenfaseraktivitat ab einem
intraluminalen Druck > 40 cmH20 signifikant gesteigert (p < 0,01). Dabei zeigt sich
ein Maximum von 176 + 16 impsec? bei 80 cmH20 (siehe Abb.46).
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Abbildung 46. Nervenfaseraktivitat der 9h-Gruppen bei Rampendistension.

Im Vergleich zur 9h-Kontroll-Gruppe ist die afferente Nervenfaseraktivitdt von eng gestellten 9h-lleus-
Darmsegmenten ab einem intraluminalen Druck > 50 cmH20 reduziert. Ganz das Gegenteil findet sich
fur die dilatierten Darmabschnitte der 9h-lleus-Gruppe im Vergleich zur 9h-Kontroll-Gruppe; hier ist die
afferente Nervenfaseraktivitat ab einem intraluminalen Druck > 40 cmH20O signifikant gesteigert.
Darstellung als Mittelwert £ SEM, jeweils n = 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

3.33 Chemische Stimulation

Unabhangig von der jeweiligen experimentellen Gruppe bewirkt die serosale
Bradykininapplikation (0,5 pM) einen abrupten Anstieg der Nervenfaseraktivitat
(siehe Abb.47). Gleichzeitig ist ein kurzfristiger Abfall des intraluminalen Drucks zu
verzeichnen, der innerhalb weniger Sekunden durch einen erneuten Druckanstieg
kompensiert wird. Wahrend dieser Kompensationsreaktion werden kurzfristig
intraluminale  Spitzendriicke mit Werten oberhalb des Ausgangsniveaus
(Baselineaktivitat) erreicht (siehe Abb.47). Dieses durch die serosale
Bradykininapplikation ausgeldste Motilitatsmuster tritt unabhangig von der afferenten
Nervenaktivitat auf und bildet sich innerhalb kirzester Zeit (ca. 2 Minuten) wieder

zuruck.
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Abbildung 47. Veranderung des Nervenfasersignals nach Bradykininapplikation.

Die serosale Bradykininapplikation bewirkt einen abrupten Anstieg der Nervenfaseraktivitat,
gleichzeitig ist ein kurzfristiger Abfall des intraluminalen Drucks zu verzeichnen, der innerhalb weniger
Sekunden durch einen erneuten Druckanstieg kompensiert wird. Dieses durch die serosale
Bradykininapplikation ausgeldste MotilitAitsmuster tritt unabhéangig von der afferenten Nervenaktivitat
auf und bildet sich innerhalb kurzer Zeit wieder zurtick.

3.3.3.1 Vergleich der Kontrollgruppen

Beim Vergleich der Reaktion der afferenten Nervenfaseraktivitat auf Bradykinin
ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der 1h- und der 3h-Kontroll-
Gruppe (siehe Tabelle 20); die mittlere Nervenfaseraktivitat der 1h-Kontroll-Gruppe
betragt 12,1 + 0,9 impsec?, die der 3h-Kontroll-Gruppe 14,5 + 1,1 impsec? (p =
0,129).

Anders verhalt es sich beim Vergleich der 9h- mit der 3h- bzw. 1h-Kontroll-Gruppe;
die afferente Nervenfaseraktivitdt nach Bradykiningabe ist hier fur die 9h-Kontroll-
Gruppe mit 19,9 + 1,3 impsec? im Vergleich zur 3h-Kontroll-Gruppe (14,5 + 1,1
impsec?; p = 0,01) bzw. 1h-Kontroll-Gruppe (12,1 + 0,9 impsec?®; p = 0,001)

signifikant gesteigert.

3.3.3.2  Vergleich der lleusgruppen

Die Reaktion der afferenten Nervenfaseraktivitat auf Bradykinin unterscheidet sich
partiell auch zwischen den einzelnen lleus-Gruppen (1lh-lleus-Gruppe, 3h-lleus-

Gruppe und 9h-lleus-Gruppe). Auch hier wird wieder zwischen den beiden
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morphologisch unterschiedlichen Darmabschnitten der 9h-lleus-Gruppe (dilatiert vs.

eng) differenziert.

1h 3h 9h

Impulsrate

- A 12,1+0,9 14,5+ 1,1 199+13~*
(impsec™)

*p < 0,05 (Vergleich mit 3h)
Mittelwert + SEM (impsec-') angegeben

Tabelle 20. Nervenfaseraktivitat der Kontrollgruppe nach Bradykininapplikation.

Im Vergleich zur 1h-lleus-Gruppe (15,0 = 0,9 impsec?) ist die Reaktion auf
Bradykinin bei der 3h-lleus-Gruppe (38,5 + 4,0 impsec?) signifikant gesteigert (p =
0,001). Gleiches ergibt sich fir die 9h-lleus-Gruppe im Vergleich zur 1lh-lleus-
Gruppe, und zwar unabhangig davon, ob es sich um dilatierte oder eng gestellte
Darmabschnitte handelt; die Nervenfaseraktivitdt betrdgt hier bei distendierten
Abschnitten im Mittel 35,3 + 2,1 impsec? (p = 0,001) und bei eng gestellten
Segmenten 32,8 + 1,8 impsec™? (p = 0,001). Im Vergleich zur 3h-lleus-Gruppe (38,5 +
4,0 impsec™) ist die Nervenfaseraktivitat der 9h-lleus-Gruppe jedoch nicht signifikant
unterschiedlich (pshvs. ont = 0,505; psnvs. oh; = 0,234). Siehe hierzu auch Tabelle 21.

9h

1h 3h
dilatiert eng

Impulsrate . X
(impsec™) 150£09 38,4140 35,3+2,1 328+1,8

*p < 0,05 (Vergleich mit 1h)
Mittelwert £+ SEM (impsec') angegeben

Tabelle 21. Nervenfaseraktivitat der lleusgruppe nach Bradykininapplikation.

3.3.3.3  Vergleich der lleus- und Kontrollgruppen

Im Vergleich zur entsprechenden 1h-Kontroll-Gruppe (12,1 + 0,9 impsec™) ist die
afferente Nervenfaseraktivitdt nach Bradykiningabe bei der 1h-lleus-Gruppe (15,0 £
0,9 impsec?) signifikant erhoht (p = 0,046; siehe Abb.48 und 49). Das gleiche
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Ergebnis liefert auch der Vergleich der 3h- bzw. O9h-lleus-Gruppe mit der
entsprechenden Kontrollgruppe, und zwar unabhéngig davon, ob es sich um
dilatierte oder eng gestellte Darmsegmente handelt (siehe Abb.48 und 49). Fur die
3h-lleus-Gruppe ergeben sich Werte von 38,5 + 4,0 impsec™, fur die 3h-Kontroll-
Gruppe 14,5 + 1,1 impsec™ (p = 0,001). Neun Stunden nach dem operativen Eingriff
betragt die afferente  Nervenfaseraktivitit der 9h-Kontroll-Gruppe nach
Bradykininapplikation 19,9,5 + 1,3 impsec?, diejenige der 9h-lleus-Gruppe 35,3 + 2,1
impsec™ (dilatiert) bzw. 32,8 + 1,8 impsec (eng gestellt); jeweils p = 0,01.

X

40 4 T xR

XX

mittlere E ntladungsfrequenz abziglich
der Ruhenervenfasemaktivitat (imp/sec)

I Kontrolle 1h/3h /9h
1 lleus 1h/3h

1 lieus on (dilatiert)

I lleus Sh (normal k alibr iert)

Abbildung 48. Vergleich der Nervenfaseraktivitat nach Bradykiningabe.

Die histographische Darstellung zeigt die registrierte afferente Nervenfaseraktivitidt nach serosaler
Applikation von BK (Bradykinin, 0.5 puM). Innerhalb der lleus-Gruppen findet sich im Vergleich zu den
Kontrollen (schwarze Séaulen) eine signifikante Steigerung der nervalen Aktivitat. Die beiden
hellgrauen Saulen reprasentieren die 1h- bzw. 3h-lleus-Gruppe. Innerhalb der 9h-lleus-Gruppe sind
dilatierte Darmabschnitte durch weil3e Saulen und normalkalibrige Segmente durch dunkelgraue
Saulen abgebildet.

Darstellung als Mittelwert + SEM, jeweils n = 6. * p < 0,05 vs. Kontrolle; ** p < 0,01 vs. Kontrolle.
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Impulsrate nach Bradykiningabe (impsec')
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Abbildung 49. Nervenfaseraktivitat nach Bradykiningabe (impsec) bei lleus und Kontrolle.

Im Vergleich zur Kontroll-Gruppe ist die afferente Nervenfaseraktivitdt nach Bradykiningabe bei der
entsprechenden lleus-Gruppe signifikant erhdht. In der Grafik wird stellvertretend lediglich die dilatierte
9h-lleus-Gruppe abgebildet.

Darstellung als Mittelwert, jeweils n = 6. * p < 0,05 vs. Kontrolle; ** p < 0,01 vs. Kontrolle; # p < 0,05
vs. 1h-lleus; $ p < 0,05 vs. 3h-Kontrolle.

3.4 Immunhistochemischer Nachweis des Fos-Proteins

3.4.1 Vergleich der Kontrollgruppen

Um die Auswirkungen der Laparotomie (ohne Darmmanipulation) auf die zentrale
neuronale Aktivierung zu untersuchen, werden die einzelnen Kontrollgruppen

miteinander verglichen.

3.4.1.1 NTS der Kontrollgruppen

Bei der 1h-Kontroll-Gruppe betragt die Anzahl der fos-positiven Zellen im gesamten
NTS im Mittel 10,7 £ 0,4. Im Vergleich dazu ist die Anzahl der fos-positiven Zellen
sowohl bei der 3h-Kontroll-Gruppe (12,2 = 0,5; p = 0,040) als auch bei der 9h-
Kontroll-Gruppe (60,2 £ 1,4; p = 0,002) signifikant erhoht. Auch beim Vergleich der
3h-Kontroll-Gruppe mit der 9h-Kontroll-Gruppe ist die Zellzahl zugunsten den 9h-
Kontroll-Gruppe signifikant erhdht (p = 0,002).
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3.4.1.2 Areapostrema der Kotrollgruppen

In der Area postrema verhalten sich die Ergebnisse etwas anders. Hier unterscheidet
sich die Anzahl der fos-positiven Zellen in der 3h-Kontroll-Gruppe (1,3 + 0,5) nicht
signifikant von der in der 1h-Kontroll-Gruppe (1,5 + 0,8; p = 0,937). Betrachtet man
hingegen die Anzahl der fos-positiven Zellen neun Stunden nach der
Scheinoperation (14,2 + 1,3), so unterscheidet sich diese signifikant sowohl von
derjenigen der 1h-Kontroll-Gruppe als auch der 3h-Kontroll-Grupppe (jeweils p =
0,002).

3.4.2 Vergleich der lleusgruppen

Auch bei den lleus-Gruppen lasst sich die Zunahme der fos-positiven Zellen im

zeitlichen Verlauf nach der Operation beobachten.

3.4.21 NTSder lleusgruppen

Bei der 1lh-lleus-Gruppe betragt die Anzahl der fos-positiven Zellen im gesamten
NTS im Mittel 10,5 + 0,3. Im Vergleich dazu ist die Anzahl der fos-positiven Zellen
sowohl bei der 3h-lleus-Gruppe (12,8 £ 0,3; p = 0,01) als auch bei der 9h-lleus-
Gruppe (127,7 £ 4,1; p = 0,002) signifikant erhoht. Auch beim Vergleich der 3h-lleus-
Gruppe mit der 9h-lleus-Gruppe ist die Zellzahl zugunsten den 9h-lleus-Gruppe
signifikant erhoht (p = 0,003).

3.4.2.2 Areapostremader lleusgruppen

Hier unterscheidet sich die Anzahl der fos-positiven Zellen in der 3h-lleus-Gruppe
(2,0 £ 0,4) nicht signifikant von der in der 1h-lleus-Gruppe (1,8 £ 0,2; p = 0,818).
Betrachtet man hingegen die Anzahl der fos-positiven Zellen neun Stunden nach der
Darmmanipulation (38,0 £ 2,0), so unterscheidet sich diese signifikant sowohl von

derjenigen der 1h-lleus-Gruppe (p = 0,003) als auch der 3h-lleus-Gruppe (p = 0,01).

3.4.3 Vergleich der lleus- und Kontrollgruppen

Der Effekt der Darmmanipulation (im Vergleich zur alleinigen Laparotomie) auf die
zentrale neuronale Aktivierung lasst sich durch den direkten Vergleich der Kontroll-
mit den lleus-Gruppen quantifizieren (siehe Abb.50 — 52).
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Abbildung 50. Reprasentative Schnittbilder des Hirnstamms 9h postoperativ.

Bei den Hirnschnitten der 9h-Kontrolle (A — C) findet sich nur eine geringe Zahl der dunkel
angefarbten Fos-positiven Nervenzellen;

(A) 6,64 mm kaudal des Bregma; (B) 7,08 mm kaudal des Bregma; (C) 8,43 mm kaudal des Bregma.
In den Schnitten der 9h-lleus-Gruppe (D - F) zeigt sich eine erhéhte Anzahl c-Fos positiver Zellen;

(D) 6,64 mm kaudal des Bregma; (E) 7,08 mm kaudal des Bregma, (F) 8,43 mm kaudal des Bregma.
AP — Area postrema; CC — Canalis centralis; NTS — Nucleus tractus solitarii; 4.V — 4.Ventrikel.
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3.4.3.1 NTS im Vergleich zwischen lleus und Kontrolle

Die Anzahl der fos-positiven Zellen im gesamten NTS unterscheidet sich nicht
signifikant zwischen der 1h-Kontroll-Gruppe (10,7 £+ 0,4) und der 1h-lleus-Gruppe
(10,5 = 0,3; p = 0,765). Ein ahnliches Ergebnis findet sich beim Vergleich der 3h-
Gruppen; hier betragt die Zellzahl bei der 3h-Kontroll-Gruppe 12,2 + 0,5 und bei der
3h-lleus-Gruppe 12,8 £ 0,3 (p = 0,267).

Anders verhalt es sich neun Stunden nach dem operativen Eingriff; hier sind im NTS
der 9h-lleus-Gruppe (127,7 + 4,1) signifikant mehr fos-positive Zellen nachweisbar
als bei der 9h-Kontroll-Gruppe (60,2 =+ 1,4; p = 0,001).

NTS (Nucleus tractus solitarii)

*H#
$
# A
S
1 Stunde 3 Stunden 9 Stunden
=== Kontrolle lleus

Abbildung 51. Fos-positive Zellen im Nucleus tractus solitarii bei lleus und Kontrolle.

Neun Stunden nach dem operativen Eingriff sind im NTS der 9h-lleus-Gruppe signifikant mehr fos-
positive Zellen nachweisbar als bei der 9h-Kontroll-Gruppe.

*p < 0,001 vs. Kontrolle; # p < 0,01 vs. 1h-lleus; $ p < 0,01 vs. 1h-Kontrolle.

3.4.3.2 Areapostremaim Vergleich zwischen lleus und Kontrolle

Hier unterscheidet sich die Anzahl der fos-positiven Zellen in der 1h-lleus-Gruppe
(1,8 = 0,2) nicht signifikant von der in der 1h-Kontroll-Gruppe (1,5 + 0,3; p = 0,401).
Ein &hnliches Ergebnis findet sich beim Vergleich der 3h-Gruppen; hier betragt die
Zellzahl bei der 3h-Kontroll-Gruppe 1,3 + 0,2 und bei der 3h-lleus-Gruppe 2,0 + 0,4
(p =0,145).
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Betrachtet man hingegen die Anzahl der fos-positiven Zellen in der Area postrema
neun Stunden nach der Darmmanipulation (38,0 £ 2,0), so unterscheidet sich diese

signifikant von derjenigen der 9h-Kontroll-Gruppe (14,2 £ 1,3; p = 0,001).

AP (Area postrema)

*#

1 Stunde 3 Stunden 9 Stunden

=== Kontrolle lleus

Abbildung 52. Fos-positive Zellen in der Area postrema bei lleus und Kontrolle.

Neun Stunden nach dem operativen Eingriff sind in der Area postrema der 9h-lleus-Gruppe signifikant
mehr fos-positive Zellen nachweisbar als bei der 9h-Kontroll-Gruppe.

*p < 0,001 vs. Kontrolle; # p < 0,01 vs. 1h-lleus; $ p < 0,01 vs. 1h-Kontrolle.

3.5 Myeloperoxidasefarbung

35.1 Vergleich der Kontrollgruppen

Beim Vergleich der einzelnen Kontroll-Gruppen (1h-Kontroll-Gruppe, 3h-Kontroll-
Gruppe, 9h-Kontroll-Gruppe) zeigen sich bereits Unterschiede hinsichtlich der
Infiltration der Tunica muscularis mit MPO-positiven Entztindungszellen (siehe
Abb.53).

Bereits drei Stunden nach der Scheinoperation ist die Anzahl der MPO-positiven
Entzindungszellen mit 5,1 = 2,4 Zellen signifikant gegenuber der 1h-Kontroll-Gruppe
(0,8 £ 0,2) erhéht (p = 0,041). Neun Stunden nach dem operativen Eingriff betragt die
Zellzahl 5,6 = 1,4, liegt also in einem ganz ahnlichen Bereich wie bereits nach drei
Stunden (p = 0,846).
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MPO-positive Zellen
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Abbildung 53. MPO-positive Zellen bei lleus und Kontrolle.

Neun Stunden nach dem operativen Eingriff sind in der Tunica muscularis der 9h-lleus-Gruppe
(exemplarisch sind hier nur die Ergebnisse der dilatierten Darmabschnitte dargestellt) signifikant mehr
MPO-positive Zellen nachweisbar als bei der 9h-Kontroll-Gruppe.

*p < 0,01 vs. Kontrolle; # p < 0,01 vs. 1h-lleus; $ p < 0,05 vs. 1h-Kontrolle.

3.5.2 Vergleich der lleusgruppen

Mit fortschreitender Dauer des lleus kann man eine deutlich zunehmende Infiltration
der Tunica muscularis mit MPO-positiven Entziindungszellen beobachten (siehe
Abb.53).

So betragt die Zellzahl bei der 1h-lleus-Gruppe 0,7 + 02, bei der 3h-lleus-Gruppe
108 £ 1,2 (p = 0,002) und bei der 9h-lleus-Gruppe 46,9 = 5,8 (dilatierte
Darmsegmente, p = 0,002). Hinsichtlich der Zahl an Entzindungszellen ist kein
Unterschied zwischen den beiden Kalibern der 9h-lleus-Gruppe auszumachen
(dilatiert: 46,9 + 5,8 vs. eng gestellt: 53,5 £ 5,0; p = 0,406).

3.53 Vergleich der lleus- und Kontrollgruppen

Die Anzahl der MPO-positiven Zellen unterscheidet sich nicht signifikant zwischen
der 1h-Kontroll-Gruppe (0,8 + 0,2) und der 1h-lleus-Gruppe (0,7 £ 0,2; p = 0,783).
Ein weit weniger eindeutiges Ergebnis findet sich beim Vergleich der 3h-Gruppen;
hier betragt die Zellzahl bei der 3h-Kontroll-Gruppe 5,1 + 2,4 und bei der 3h-lleus-
Gruppe 10,8 + 1,2; die Signifikanz wird hier knapp (p = 0,053) verfehlt.
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Anders verhalt es sich neun Stunden nach dem operativen Eingriff; hier sind in der
Tunica muscularis der 9h-lleus-Gruppe (dilatiert 46,9 + 5,8; eng gestellt 53,5 + 5,0)
signifikant mehr MPO-positive Zellen nachweisbar als bei der 9h-Kontroll-Gruppe
(5,6 = 1,4); pdilatiert = 0,001 und peng = 0,002. Siehe zudem Abb.53 und Abb.54.

Abbildung 54. Infiltration der Tunica muscularis mit MPO-positiven Entziindungszellen.

Die Abbildungen zeigen reprasentative lichtmikroskopische Ausschnitte der Tunica muscularis des
Jejunums nach immunhistochemischer MPO-Féarbung. Es finden sich lediglich wenige Immunzellen
bei den Kontrollgruppen (A — C);

(A) 1h-Sham-Gruppe; (B) 3h-Sham-Gruppe; (C) 9h-Sham-Gruppe.

In den lleusgruppen (D — F) steigt die Anzahl MPO-positiver Zellen mit zunehmender Zeitdauer des
lleus; 3h postoperativ wird die Signifikanz jedoch knapp verfehlt (5,1 £ 2,4 vs. 10,8 + 1,2; p = 0,053);
(D) 1h-lleus-Gruppe; (E) 3h-lleus-Gruppe; (F) 9h-lleus-Gruppe (dilatierter Abschnitt).
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Diskussion

Die pathophysiologischen Vorgange bei der Entstehung des postoperativen lleus
(POI) sind komplex — verschiedene Mechanismen und eine Vielzahl beteiligter
Mediatoren spielen bei der Entwicklung des Krankheitsbildes eine Rolle [Livingston
and Passaro (1990); Bauer and Boeckxstaens (2004); Condon et al. (1986); Moss,
Regal, and Lichtig (1986)]. Die Behandlung des POI ist aufgrund des
unzureichenden Verstandnisses der zugrunde liegenden Pathomechanismen haufig
von begrenzter Effektivitat.

In den letzten Jahren wurde das Konzept der biphasischen Pathogenese des POI
beschrieben [Bauer and Boeckxstaens (2004)]. Man spricht nach diesem Konzept
von einer ersten Phase des POI, die vor allem durch inhibitorische neuronale
Reflexmechanismen gekennzeichnet ist [Bayliss and Starling (1901); Spiller (2003)].
In der zweiten Phase Uberwiegt hingegen eine Entziindungsreaktion innerhalb der
Darmwand. Wahrend dieser spaten und langer andauernden Phase des POI kommt
es neben der Rekrutierung zirkulierender Leukozyten in die intestinale Tunica
muscularis zu einer verstarkten proinflammatorischen Zytokinproduktion [Bauer and
Boeckxstaens (2004); Kalff, Carlos, et al. (1999); Spiller (2003)]. Es entsteht das
komplexe Bild des POI mit multiplen Wechselwirkungen zwischen Immunzellen und
neuronalen Komponenten [de Jonge et al. (2003)]. Da zu diesem Zeitpunkt bereits
viele verschiedene Faktoren involviert sind, ist eine effiziente Therapie der
Erkrankung schwierig. Man kann nun folgern, dass es am effektivsten wéare, den POI
bereits in seiner initialen Phase zu behandeln.

Die vorliegenden Daten unterstiitzen diese Uberlegungen. Bereits nach wenigen
Stunden kommt es beim POI zu einer Zunahme der afferenten neuronalen
Sensibilitat. Dies fuhrt in der Folge zu einer neuronalen Aktivierung im Hirnstamm;
zudem werden inhibitorische neuronale Reflexmechanismen bzw. efferente
inhibitorische Elemente aktiviert. Des Weiteren ist anzunehmen, dass uber die
efferente Innervation des Darms auch inflammatorische Vorgange (auf Darmebene)
reguliert wird [Kalff, Schraut, et al. (1998); Kalff, Carlos, et al. (1999)].
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Die Auswirkungen eines chirurgischen Eingriffs auf die Darmmotilitat wurden in
zahlreichen Studien untersucht [Livingston and Passaro (1990); Resnick et al.
(1997); Bauer and Boeckxstaens (2004); Tollesson et al. (1992); Kalff, Schraut, et al.
(1998), Kalff, Buchholz, et al. (1999)]. Diese zeigen, dass bereits in der Frihphase
des POI vermehrt neuronale afferente Bahnen aktiviert werden [Zittel, Reddy, et al.
(1994)]. Allerdings war es bis heute nicht méglich, diese neuronale Aktivierung durch
direkte Nervenfaserableitung nachzuweisen. Alle Studien bedienten sich bisher
indirekter Methoden zur Messung der neuronalen Aktivitét. In der vorliegenden
Arbeit konnte die neuronale Aktivierung nun erstmals direkt nachgewiesen
werden - durch eine spezifisch hierflr entwickelte elektrophysiologische
Ableitungstechnik. Durch diese Technik wurde es méglich, die afferente Innervation

als Teil eines hemmenden Reflexmechanismus genau zu untersuchen.

Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit lag auf der Untersuchung derjenigen
Mechanismen, die zeithah nach dem operativen Eingriff aktiviert werden. Diese
frihen Pathomechanismen sind insbesondere von Interesse, da sie das spatere
Ausmal} des POI beeinflussen kdnnen. Eine frihe Intervention konnte demnach den
Verlauf des POl zum Positiven hin veréandern. Eine weitere Rationale fur die
Untersuchung der Frilhphase des POI war die Uberlegung, dass hier die bewussten
Pathomechanismen sukzessive aktiviert werden und méglicherweise leichter separat
untersucht werden kdnnen; im Gegensatz dazu wirken im spéateren Krankheitsverlauf

zahlreiche Faktoren gleichzeitig und erschweren deren Untersuchung.

Das spezifische Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der afferenten
Nervenfaseraktivitat bereits kurz nach dem chirurgischen Eingriff (eine Stunde bis
neun Stunden postoperativ); zusatzlich sollte untersucht werden, ab wann
nachgeschaltete Stationen des ZNS (NTS und Area postrema) aktiviert werden. Um
die Interpretation der Ergebnisse zu erleichtern, wurde simultan die entziindliche
Reaktion in der Darmwand erfasst, wie sie nach mechanischer Manipulation des
Darmes zu beobachten ist [Kalff, Schraut, et al. (1998); Kalff, Carlos, et al. (1999)].
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4.2 Spezielle Diskussion

421 Darmmotilitat

In dieser Arbeit zur Untersuchung der Pathogenese des POI kam ein standardisiertes
Operationsprotokoll zum Einsatz. Bei beiden Versuchsgruppen (lleus- und Kontroll-
Gruppe) wurde zunéchst eine mediane Laparotomie durchgefiihrt; hierbei wurde
neben allen Bauchwandschichten auch das Peritoneum scharf durchtrennt. Bei der
lleus-Gruppe erfolgte anschlieRend die standardisierte Manipulation des Dinndarms
mit sterilen Wattetragern zur Induktion des POI. Im Gegensatz dazu wurde bei der
Kontrollgruppe lediglich eine mediane Laparotomie (auch hier mit Durchtrennung von
Bauchwand und Peritoneum, aber ohne weitere Darmmanipulation) durchgefuhrt.

Die experimentellen Verfahren zur Induktion des POl wurden eingehend von der
Arbeitsgruppe um De Winter et al. [De Winter et al. (1997)] untersucht. Die
Hemmung der gastrointestinalen Motilitdt wurde hier durch die Anwendung
unterschiedlich starker nozizeptiver Stimuli erreicht; diese reichten von der reinen
Athernarkose uber einen einfachen Hautschnitt bzw. die vollstandige Laparotomie
(inklusive scharfer Durchtrennung des Peritoneums) bis zur mechanischen
Dunndarmmanipulation. Die gastrointestinale Motilitdt wurde weder durch die reine
Athernarkose (ohne weiteren operativen Eingriffy noch durch die Hautinzision
signifikant beeinflusst. Im Gegensatz dazu flhrte die Laparotomie zu einer
Verzdgerung des gastrointestinalen Transits, was durch die zusatzliche mechanische
Manipulation des Darmes noch deutlich akzentuiert wurde (siehe Abb.55) [De Winter
et al. (1997)].

Ethernarkose Hautschnitt Laparotomie Darmmanipulation

Abbildung 55. Progrediente Hemmung der Motilitat durch zunehmend invasive Stimuli.
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Auch in anderen Studien [Kalff, Schraut, et al. (1998); Kalff, Carlos, et al. (1999);
Kalff, Buchholz, et al. (1999)] konnte nach Darmmanipulation eine im Vergleich zur
reinen Laparotomie zunehmende Beeintrdchtigung der Motilitdt nachgewiesen
werden. Andere Arbeitsgruppen manipulierten isoliert das Zokum, um
Motilitdtsstorungen im Sinne eines POl hervorzurufen [Zittel et al. (1998)].
Gemeinsamkeit aller Methoden ist eine (Darm-) Manipulation unterschiedlichen
Ausmalles; die Darmmanipulation kann zur Induktion des POI als etabliert
angesehen werden.

In dieser Arbeit erhielt die Kontrollgruppe eine reine Laparotomie (und nicht etwa nur
eine Inhalationsnarkose oder Hautinzision). Zum einen war es so moglich, den Effekt
der mechanischen Manipulation auf die intestinale Motilitdt separat zu untersuchen;
zum anderen konnten auf diese Weise die Auswirkungen der isolierten Laparotomie

in ihrem zeitlichen Verlauf genau untersucht werden.

Kalff et al. [Kalff, Schraut, et al. (1998)] beobachteten im selben lleusmodell eine
Korrelation zwischen der Infiltration der Tunica muscularis mit Entziindungszellen

und der Hemmung der zirkularen Muskelkontraktilitat (siehe Abb.56).

Kontraktilitat
der Muskulatur

Infiltration der Tunica muscularis mit Entziindungszellen

Abbildung 56. Korrelation zwischen Muskelkontraktilitdt und Muscularisinfiltration.
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Man weild heute, dass die Infiltration der Tunica muscularis mit Entziindungszellen
eine wichtige Ursache fir die Beeintrachtigung der Muskelfunktion beim POI ist. Die
Ergebnisse von Kalff et al. beziehen sich allerdings auf einen
Untersuchungszeitpunkt 24 Stunden nach Induktion des POI. Man muss davon
ausgehen, dass zu diesem Zeitpunkt die pathophysiologischen Vorgédnge sehr
komplex sind und dass die unterschiedlichsten Faktoren an der Aufrechterhaltung
der Stoérung beteiligt sind. In der vorliegenden Arbeit sollten sowohl die Motilitat als
auch die Entzundungsreaktion in der Darmwand zu einem friheren Zeitpunkt (eine
Stunde, drei und neun Stunden postoperativ) untersucht werden; so sollte eruiert
werden, ob der Effekt der Entziindungsreaktion auf die Motilitat bereits kurz nach
dem operativen Eingriff von Bedeutung ist, oder ob hier andere Mechanismen die

fuhrende Rolle spielen.

In dieser Arbeit wurde die gastrointestinale Motilitat in vitro anhand der
physiologischen Schwankungen des intraluminalen Druckes im Darm (cmH20)
beurteilt. Die Auswertung der Daten beruhte hier auf zwei unterschiedlichen
Methoden. Zum einen wurde die mittlere Amplitude des intraluminalen Drucks
(Peak) Uber einen Zeitraum von 200 Sekunden ermittelt. Als Alternativmethode
wurde zudem die Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) ermittelt und
zwischen den verschiedenen experimentellen Gruppen verglichen (auch hier far
einen Zeitraum von 200 Sekunden). Zum anderen wurde die Frequenz der
physiologischen Druckschwankungen im Darm ermittelt, gemessen als Anzahl der
Amplituden (Peaks) in einem Zeitraum von 200 Sekunden. Die untersuchten
Darmsegmente wiesen deutliche Unterschiede hinsichtlich ihrer Motilitat auf — sowohl
beim Vergleich der einzelnen Kontrollgruppen bzw. lleusgruppen untereinander als

auch beim Vergleich der Kontrollgruppen mit den lleusgruppen.

4.2.1.1 Motilitat der Kontrollgruppen

Hinsichtlich Amplitude (Peak) und Flache unter der Kurve (AUC) waren keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Kontrollgruppen (eine Stunde,
drei und neun Stunden postoperativ) festzustellen. Im Gegensatz dazu nahm die
Amplitudenzahl (Frequenz) im friihen zeitlichen Verlauf (3 Stunden vs. 1 Stunde)
signifikant zu, blieb (9 Stunden) dann aber relativ konstant auf dem erreichten

Niveau.
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Es stellt sich nun die Frage, wie die gemessenen Werte (Peak, AUC,
Amplitudenzahl) inhaltlich zu interpretieren sind. Die Hohe der Amplitude kann als
Ausmald bzw. Kraft der Darmkontraktion angesehen werden. Die Amplitudenzahl
entspricht der Anzahl der Darmkontraktionen in 200 Sekunden, kann also
gewissermal3en als Kontraktionsfrequenz betrachtet werden. Schwieriger verhalt es
sich mit der Flache unter der Kurve; sie enthalt Informationen tber den generellen
Druck im Darm, aber auch Uber Frequenz und Kraft der Darmkontraktionen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit erganzen diejenigen von De Winter et al. [De Winter et
al. (1997)] — bereits eine simple Laparotomie beeinflusst die Darmmotilitat, und zwar
schon kurz nach dem operativen Eingriff. Wahrend der generelle Druck im Darm und
auch die Kontraktionskraft stabil bleiben, steigt die Kontraktionsfrequenz bereits kurz
nach dem Eingriff (drei Stunden) signifikant an, stabilisiert sich dann aber im weiteren
Verlauf auf diesem Niveau. Der Organismus ist demnach in der Lage, die motile
Funktion des Darmes nach einer gewissen Zeit (neun Stunden) zu stabilisieren,

wenn sich die operative Manipulation (reine Laparotomie) in Grenzen hélt.

4.2.1.2 Motilitat der lleusgruppen

Bei der Analyse der 9h-lleus-Gruppe fiel eine makroskopische Besonderheit auf;
einige DUnndarmabschnitte waren dilatiert, andere Segmente hingegen wiesen ein
normales bzw. eher enges Kaliber auf. Dabei befanden sich die dilatierten Abschnitte
des Darmes proximal, die normalkalibrigen Anteile waren etwas weiter distal zu
finden. Eine derartige makroskopische Veranderung des Darmes wurde beim
POI bislang nicht beobachtet. Mehrere Arbeiten beschreiben den Darm beim POI
als ,dilatiert” oder ,schlaff® [Kalff, Buchholz, et al. (1999); Kalff, Carlos, et al. (1999);
Kreiss et al. (2003); Mueller et al. (2008)]; allerdings wurde in diesen Studien nicht
die Frihphase des POI untersucht. Kreiss et al. berichten lber eine signifikante
Zunahme des Darmumfangs 24 Stunden nach mechanischer Manipulation [88]. Auch
Mduller et al. beobachten 24 Stunden nach Induktion des POI eine massive Dilatation
des gesamten Dunndarms [Mueller et al. (2008)]. Bislang wurde der Darm zu
einem so frihen Zeitpunkt (ein bis neun Stunden) weder makroskopisch noch
elektrophysiologisch untersucht. Versucht man, eine Erklarung fur dieses
Nebeneinander von dilatierten und normal kalibrigen Darmabschnitten neun Stunden
postoperativ zu finden, bietet es sich an, den zeitlichen Verlauf des POI naher zu
betrachten. Wahrend man bei den beiden frihen Untersuchungszeitpunkten dieser
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Arbeit (eine Stunde bzw. drei Stunden postoperativ) relativ sicher davon ausgehen
kann, dass es sich um die frihe Phase des POI handelt, kdbnnte neun Stunden nach
Induktion des POI bereits ein Ubergang von der Friih- in die Spatphase stattfinden.
Die Spatphase ist einerseits durch eine heftige Immunantwort mit Infiltration der
Muscularis durch Entziindungszellen gekennzeichnet [Kalff, Buchholz, et al. (1999);
Kalff, Carlos, et al. (1999)], andererseits ist die Dilatation des gesamten Dinndarms
ein typisches Merkmal [Kreiss et al. (2003); Mueller et al. (2008)]. Eine Stunde nach
der lleus-auslosenden Operation ist weder das eine noch das andere Phanomen
derart zu finden; die Infiltration der Tunica muscularis mit MPO-positiven
Entztindungszellen befindet sich in einer initialen Phase, und der Darm weist noch
einen relativ normalen bzw. engen Durchmesser auf. Dies stimmt auch mit den
Ergebnissen einer klinischen Studie Uberein, in der anhand von Barostat-
Aufzeichnungen gezeigt werden konnte, dass der Dunndarm in den ersten Stunden
nach einem abdominalchirurgischen Eingriff einen eher geringeren Durchmesser
besitzt [Huge et al. (2000)]. Diese Interpretation der Datenlage wirde auch mit der
klinischen Erfahrung tbereinstimmen, nach der einige Zeit vergehen muss, bis die
betroffenen Patienten ein gebldhtes Abdomen entwickeln. Insgesamt kann man
davon ausgehen, dass neun Stunden nach mechanischer Darmmanipulation gerade
ein Ubergang von der Frilhphase in die Spatphase des POI stattfindet, so dass zu
diesem Zeitpunkt beide Kaliberzustande des Darmes nachweisbar sind. Diese
Annahme lasst sich weiter untermauern, wenn man die Veranderungen der Motilitat
(Peak, AUC und Frequenz) zwischen den verschiedenen lleusgruppen (eine Stunde,
drei und neun Stunden) genauer analysiert.

Betrachtet man die Kraft der einzelnen Darmkontraktionen (Amplitudenpeaks), so
war kein Unterschied zwischen den einzelnen lleusgruppen zu erkennen — die
Amplituden waren hier durchgehend niedrig. Der lleus-geschadigte Darm ist
demnach bereits zu einem frilhen Zeitpunkt (eine Stunde) nach dem operativen
Eingriff nicht mehr in der Lage, kraftvoll zu kontrahieren.

Betrachtet man hingegen die Kontraktionsfrequenz, so lasst sich eine von der
Bestehensdauer der Erkrankung abh&ngige Frequenzzunahme beobachten. Der
Darm scheint demnach zu versuchen, die schwachen Kontraktionen durch eine
hohere Anzahl an Kontraktionen wieder wett zu machen, um den Darminhalt doch
noch in aboraler Richtung zu transportieren. An dieser Stelle ergibt sich eine weitere

maogliche Erklarung fir die beiden unterschiedlichen Kaliberzustdnde des Darmes
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neun Stunden nach dem operativen Eingriff; ab einem gewissen Punkt ist es fir den
Dunndarm nicht mehr mdoglich, den Darminhalt weiter zu transportieren — namlich
wenn die erhdhte Frequenz die verminderte Kraft der Kontraktionen nicht mehr zu
kompensieren vermag; es kommt zur Stase des Darminhalts in den proximalen
Darmabschnitten und bewirkt deren Dilatation.

Komplex gestaltet sich die Interpretation der Ergebnisse zur Flache unter der Kurve
(AUC) bei den lleusgruppen; wie bereits weiter oben erlautert beinhaltet sie
Informationen sowohl zu Kontraktionskraft und Frequenz als auch zum generellen
Druck im Darm. Die Flache unter der Kurve nahm im zeitlichen Verlauf des POI
immer mehr ab. Diese Abnahme ist an den Zahlenwerten deutlich erkennbar (AUC1n
= 350 vs. AUCsn = 235 vs. AUCon dilaiert = 13; p jeweils > 0,05), ist jedoch bis auf eine
Ausnahme nicht signifikant: Bei den eng gestellten Darmsegmenten der 9h-Gruppe
lag die AUC im negativen Bereich (AUCon eng = -142) und war im Vergleich zur 1h-
lleus-Gruppe (AUCin = 350) signifikant vermindert (p = 0,001); im Vergleich zur 3h-
lleus-Gruppe wurde die Signifikanz knapp nicht erreicht (AUCoh eng = -142 vs. AUCash
= 235; p = 0,056). Zum Teil erklaren sich diese Ergebnisse der AUC sicher Uber die
gesteigerte Frequenz bei gleichzeitig verringerter Kontraktionskraft. Zuséatzlich ist
jedoch auch von einem generell verminderten Druck in den eng gestellten
Darmsegmenten auszugehen, der partiell sogar im negativen Bereich angesiedelt ist.
Dies stimmt wiederum mit den Ergebnissen der oben bereits erwdhnten klinischen
Barostat-Studie Uberein, nach der in den ersten Stunden nach einem
abdominalchirurgischen  Eingriff ~der Duinndarm  einen  eher  geringen
Darmdurchmesser und intraluminalen Druck aufweist [Huge et al. (2000)].

Es bleibt nun noch zu klaren, wie die negativen intraluminalen Driicke bei den eng
gestellten 9h-lleus-Darmsegmenten zustande kommen. Dies ist anhand der
vorliegenden Daten nicht mit letzter Sicherheit zu eruieren; erste Erklarungsansétze
ergeben sich, wenn man die physiologische Funktionsweise des Darms betrachtet.
Die integrative Funktionsweise von Muskulatur und Nervensystem ermdglicht eine
Vielzahl von Motilitdtsmustern, die samtlich als ,Motorprogramme® in einer Art
.,Programm-Bibliothek® des ENS abgespeichert sind und die den Darminhalt
vermischen und vorantreiben sollen; im Folgenden soll insbesondere auf die
propulsive Motilitdt eingegangen werden. Der peristaltische Reflex beinhaltet als
polysynaptischer Reflex des ENS samtliche propulsive Motilitatsmuster, die in Dinn-

und Dickdarm zu finden sind. Man kann ihn als Analogie der spinalen Motorreflexe
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(z.B. Patellar- und Achillessehnenreflex) im Gastrointestinaltrakt begreifen. Spinale
Reflexe lassen sich durch Stimulation muskularer Dehnungsrezeptoren
(Muskelspindeln) oder kutaner Nozizeptoren auslésen; diese aktivieren spinale a-
Motoneurone, die wiederum die Kontraktion des jeweiligen Skelettmuskels bewirken
(z.B. des M.quadriceps femoris beim Patellarsehnenreflex). Monosynaptische spinale
Reflexe sind als Folge einer abrupten Aktivierung muskularer Dehnungsrezeptoren
zum Verstandnis der komplexen neuronalen Kontrolle von Haltung und Bewegung
nur von geringer Bedeutung. Bei polysynaptischen spinalen Reflexen hingegen folgt
die motorische Antwort einer sensorischen Stimulation; in gewisser Weise éhnelt der
peristaltische Reflex den polysynaptischen spinalen Reflexen, da hier auf einen
spezifischen sensorischen Reiz hin (namlich die Dehnung der Darmwand oder die
Beriihrung der Mucosa) eine determinierte motorische Antwort erfolgt. Diese
motorische Antwort geschieht jeweils in derselben Art und Weise, wann auch immer
der Reflex aktiviert wird; der Reflex ist also gewissermal3en mit dem entsprechenden
Stimulus fest verbunden (,hardwired“). Beim peristaltischen Reflex bedeutet dies,
dass unterhalb des applizierten Stimulus (1) eine Relaxation des Stratum circulare
und zugleich (2) eine Kontraktion des Stratum longitudinale der Darmwand erfolgt;
dies resultiert in einer propulsiven Darmbewegung in aboraler Richtung. Wie auch bei
spinalen Reflexen befindet sich der peristaltische Reflex im hierarchischen Modell
der neuronalen Kontrolle auf dem niedrigsten Level; das bedeutet, dass er jederzeit
durch andere Motilitatsmuster verdrangt werden kann, wenn es fur eine adaquate
Funktionsweise des Gastrointestinaltraktes erforderlich ist. Wie bereits erwahnt ist
das muskulédre Verhaltensmuster beim peristaltischen Reflex fest im Reflexzirkel
verankert (,hardwired®), es gibt also keine Variationen der Sequenzfolge Stratum-
circulare-Relaxation / Stratum-longitudinale-Kontraktion. Im Gegensatz dazu kann die
Starke der einzelnen Reflexkomponenten (Relaxation bzw. Kontraktion) wie auch die
Rate an Wiederholungen durch sensorische Feedback-Mechanismen variiert werden;
dies gewabhrleistet, dass einerseits lokale Belastungen adaquat kompensiert werden,
dass andererseits aber auch hohere funktionelle Anforderungen an den
Gastrointestinaltrakt ,als Ganzes® erflllt werden kdnnen. Die genaue Konfiguration
der peristaltischen Propulsion wird durch polysynaptische peristaltische Regelkreise
des ENS bestimmt, die exzitatorische und inhibitorische Motoneurone beider
Muskelschichten (Stratum longitudinale und circulare) aktivieren. Im Rahmen der

Propulsion kontrahiert sich das Stratum longitudinale distal des -eintreffenden
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Darminhalts in der Folge einer Aktivierung exzitatorischer Motoneurone. Gleichzeitig
kommt es zu einer Relaxation des Stratum circulare aufgrund einer Aktivierung
inhibitorischer Motoneurone. Geometrisch betrachtet entsprechen die Darmschlingen
einer Art Zylinder [J. D. Wood and Perkins (1970)]; die Verkurzung der longitudinalen
Achse des Zylinders im Rahmen einer Kontraktion fuhrt zu einer Expansion des
Darmlumens, die zusatzlich durch die Relaxation der zirkuldren Muskulatur
unterstitzt wird. Auf diese Weise wird das distale, den Darminhalt erwartende
Segment quasi auf diesen vorbereitet. Diese Vorbereitung des distalen Segments auf
den Darminhalt ist die fuhrende Komponente der propulsiven Peristaltik. Die zweite
Komponente besteht in der eigentlichen Propulsion des Darminhalts. Hierbei
kontrahiert sich die zirkulare Muskulatur in dem Segment proximal des Darminhalts
und treibt diesen voran — es formiert sich ein sogenanntes propulsives Segment. Wie
sich die longitudinale Muskelschicht in diesem kontrahierten Darmsegment verhalt,
ist bislang nicht bekannt. Tatsache ist, dass es durch die sich kontrahierende starke
zirkulare Muskulatur zu einer Verklrzung des entsprechenden Darmsegments
kommt, wodurch sich auch dessen Durchmesser verringert. Durch eine fehlerhafte
Steuerung dieser Vorgange konnte es zu den beobachteten Differenzen der 9h-lleus-
Darmsegmente (proximal dilatiert und distal eng gestellt) kommen. Der beobachtete
negative Druck in den eng gestellten 9h-lleus-Segmenten kdnnte gleichfalls durch
eine Fehlregulation des peristaltischen Reflexes zustande kommen, beispielsweise
durch Uberlagerung der beiden Phasen (Segmentvorbereitung / Ausbildung des
propulsiven Segments). Weitere Studien bleiben abzuwarten, um diese Phanomene

letztlich verstehen zu konnen.

4.2.1.3 Vergleich der Motilitat zwischen lleus- und Kontrollgruppen

Wir wissen nun, dass bereits die alleinige Laparotomie die Darmmotilitat
beeintrachtigt. Wenn man die Ergebnisse der Kontrollgruppen (Laparotomie) mit
denjenigen der lleusgruppen (Laparotomie inklusive Darmmanipulation) vergleicht,
kann man den Effekt der Darmmanipulation auf die Motilitat isoliert betrachten.

Analysiert man die Kontraktionskraft des lleus-geschéadigten Darms (Peak), so war
diese gegentber der Kontrolle signifikant vermindert. Eine derartige Beeintrachtigung
der Motilitat war bereits eine Stunde nach dem operativen Eingriff zu beobachten und
fand sich auch drei bzw. neun Stunden in ahnlicher Weise. Die Kontraktionskraft des
Darmes wird durch dessen Manipulation demnach in kirzester Zeit kompromittiert.
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Es stellt sich nun die Frage nach der Ursache dieser friihen Funktionsstorung. Kalff
et al. [Kalff, Schraut, et al. (1998)] beobachten 24 Stunden nach dem operativen
Eingriff eine Korrelation zwischen der Infiltration der Tunica muscularis mit
Entzindungszellen und der Hemmung der zirkuldren Muskelkontraktilitat (siehe
Abb.56). Man weil3 heute, dass die Infiltration der Tunica muscularis mit
Entzindungszellen eine wichtige Ursache fiur die Beeintrachtigung der
Muskelfunktion beim POI darstellt. In der vorliegenden Arbeit war jedoch eine Stunde
nach dem operativen Eingriff keine vermehrte Infiltration der Tunica muscularis mit
MPO-positiven Entztindungszellen (im Vergleich zur Kontrolle) nachweisbar. In der
initialen Frihphase des POI muss die intestinalen Kontraktionskraft demnach durch
andere Mechanismen kompromittiert werden. Hypothese dieser Arbeit war, dass
bereits zu einem frihen Zeitpunkt afferente Nervenfasern aktiviert werden, die tber
neurogene Reflexmechanismen die Hemmung der Motilitéat bewirken (siehe genauer
weiter unten). Dies stinde mit den hier erhobenen Daten in Einklang, da eine Stunde
postoperativ die Kontraktionskraft zwar bereits gemindert, zirkulierende Leukozyten
jedoch noch nicht in signifikantem Ausmal} rekrutiert waren. Einschrankend bleibt zu
bemerken, dass inflammatorische Ereignisse sehr wohl den Verlauf des POI
(inklusive  Motilitatsstoérung) beeinflussen koénnten, selbst wenn noch kein
signifikantes Infiltrat der Tunica muscularis mit Entziindungszellen nachweisbar ist.
Man weil3 heute, dass zeitnah nach einem operativen Eingriff residente
Makrophagen aktiviert werden [Kalff, Schwarz, et al. (1998)]; Kalff et al. konnten dies
anhand der gesteigerten Expression des Makrophagen-Aktivierungsmarkers LFA-1
bereits 15 Minuten postoperativ nachweisen. Es ist deshalb durchaus mdglich, dass
bereits in der initialen Frihphase des POI proinflammatorische Mediatoren die
Kontraktionskraft des Darmes negativ beeinflussen; diese Mediatoren mussten den
residenten Immunzellen der Tunica muscularis entstammen, was in dieser Arbeit

jedoch nicht weiter untersucht wurde.
4.2.2 Afferente Nervenfaseraktivitat

4221 Ruhenervenfaseraktivitat

Vor Beginn der elektrophysiologischen Experimente (mechanische Distension und
chemische Stimulation mit Bradykinin) wurde die spontane Aktivitat der afferenten
Nervenfasern (Ruhenervenfaseraktivitat bzw. Baselineaktivitat) registriert und
analysiert.
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4.2.2.1.1 Ruhenervenfaseraktivitat der Kontrollgruppen und der Illeusgruppen

Beim Vergleich der Kontrollgruppen untereinander zeigten sich nur minimale
Unterschiede hinsichtlich der Baselineaktivitat (7 vs. 5 vs. 6 impsec™); ein dhnliches
Ergebnis fand sich fur die lleusgruppen (9 vs. 13 vs. 9 impsec?), p jeweils > 0,05.

Wie weiter oben bereits erlautert konnte nicht nur die Darmmanipulation, sondern
auch die alleinige Laparotomie die Darmmotilitdt beeinflussen, und zwar schon kurz
nach dem operativen Eingriff. Nichtsdestotrotz waren weder beim Vergleich der
Kontroll- noch der lleusgruppen untereinander signifikante Unterschiede der
Baselineaktivitdat zu erkennen. Es stellt sich nun die Frage, wodurch diese
Motilitatsstorungen verursacht wurden. Die zunehmende entziindliche Infiltration der
Tunica muscularis war in der initialen Frihphase des POI unerheblich und kommt
ursachlich nicht in Frage. In einem gewissen Mal3e kdnnte die Aktivierung residenter
Immunzellen (beispielsweise Makrophagen) eine Rolle spielen, wie weiter oben
bereits erlautert. Eine weitere mogliche Erklarung orientiert sich an der Hypothese
der neurogenen Friihphase des POI. Man weil3 heute, dass afferente Nervenfasern
existieren, die unter physiologischen Bedingungen nicht aktiv sind — sogenannte
,Stille“ oder ,schlafende“ Nozizeptoren [Bueno and Fioramonti (1999); Ness and
Gebhart (1990)]. Man konnte vermuten, dass bei den Kontrollgruppen die
zunehmende Kontraktionsfrequenz durch eine Sensibilisierung stiller Nozizeptoren
zustande kommt. Gleichsam konnte die verminderte Kontraktionskraft und
gesteigerte Kontraktionsfrequenz bei den Illeusgruppen durch die Rekrutierung
ansonsten schlafender Nozizeptoren verursacht werden. Es ist bekannt, dass
Entzindungsmediatoren diese Nozizeptoren aktivieren kénnen [J. N. Wood and
Docherty (1997)]. Im Rahmen der Entziindungsreaktion des POl kommt es zur
Freisetzung diverser inflammatorischer Mediatoren, sowohl innerhalb kirzester Zeit
durch die Aktivierung residenter Makrophagen als auch verzégert im Rahmen der
Rekrutierung von Leukozyten (s.0.). Die freigesetzten Entziindungsmediatoren
konnten eine Sensibilisierung stiller Nozizeptoren durchaus bewirken. Um dies fr die
Kontrollgruppe separat nachzuweisen, musste man Ruhenervenfaseraktivitat bzw.
Motilitat mit derjenigen eines vollstandig unbehandelten Kontrolltieres (keine
Laparotomie) vergleichen; derartige Versuche wie auch der Nachweis spezifischer
Entziindungsmediatoren wurden in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht durchgefuhrt
bzw. erbracht, da das Hauptaugenmerk auf der spezifischen Wirkung der

Darmmanipulation (im Vergleich zur reinen Laparotomie) und auf der Untersuchung
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der neurogenen Mechanismen des POl lag. Die Ruhenervenfaseraktivitat der
Kontrollgruppe blieb unabhéangig vom Zeitpunkt (eine Stunde, drei Stunden und neun
Stunden postoperativ) relativ konstant; es ist somit sehr unwahrscheinlich, dass die
Ruhenervenfaseraktivitat selbst fir die beobachteten Anderungen der Motilitat
(zunachst steigende [3h], dann stabile Kontraktionsfrequenz [9h]) verantwortlich ist.
Vergleichbares gilt fur die lleus-Gruppen — bei relativ stabiler Baselineaktivitat nahm
die Kontraktionsfrequenz des Darmes zeitabhangig stetig zu. Die Aktivierung
schlafender  Nozizeptoren scheint somit fir die Verdnderungen der
Kontraktionsfrequenz des Darmes von untergeordneter Bedeutung (zumindest fur
deren zeitlichen Verlauf), vorausgesetzt dass sich eine solche Nozizeptor-
Rekrutierung zumindest in einer steigenden Ruhenervenfaseraktivitdat abbilden
musste.

Man muss davon ausgehen, dass bereits frih nach dem operativen Eingriff
verschiedenste bislang weitgehend unbekannte Mechanismen die
Kontraktionsfrequenz des Darms beeinflussen; weitere Studien bleiben abzuwarten,

um diese Phanomene hinreichend zu klaren.

4.2.2.1.2 Vergleich der Baselinaktivitat zwischen lleus- und Kontrollgruppen

Anders verhalten sich die Ergebnisse, wenn man die lleus- mit den Kontroll-Gruppen
vergleicht.

Bereits eine Stunde nach Manipulation war die Ruhenervenfaseraktivitat der
lleus-Gruppe gegenuber der Kontroll-Gruppe signifikant gesteigert. Ein
ahnliches Ergebnis fand sich auch drei und neun Stunden postoperativ (unabh&angig
vom Darmdurchmesser).

Betrachtet man nun die intestinale Motilitat und vergleicht diese zwischen den beiden
experimentellen Gruppen, so ist die Kontraktionskraft bei den lleus-Gruppen
eindriucklich gegeniber der Kontrolle vermindert. Hier stellt sich nun erneut die
Frage nach der Bedeutung schlafender Nozizeptoren. Wie bereits erwahnt,
kénnten diese durch inflammatorische Mediatoren bereits in der Frihphase des POI
aktiviert werden. Durch ihre im Vergleich zur Kontrolle vermehrte Rekrutierung wirde
das Ruhenervensignal beim POI verstarkt (Ubereinstimmend mit den vorliegenden
Daten). Auf diese Weise konnten Uber Reflexkreise vermehrt efferente inhibitorische
Neurone aktiviert werden, die letztlich eine Minderung der Kontraktionskraft
bewirken. Nicht zuletzt sind hier auch Verdnderungen des zellularen Milieus zu
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bedenken; moglicherweise kommt es durch die gesteigerte Baselinaktivitat zu
Veranderungen im Calciumhaushalt und auf diese Weise zu Muskelkontraktionen
geringerer Amplitude. Interaktionen der genannten Mechanismen sind auch hier

wahrscheinlich und bedurfen einer weiteren Untersuchung in Folgestudien.

42272 Nervenfaseraktivitat unter Stimulation

Nicht nur die Analyse der Ruhenervenfaseraktivitat gewéhrt Einblicke in die
pathophysiologischen Vorgadnge beim POI; auch die Untersuchung der
Nervenfaseraktivitdt unter Stimulation liefert Informationen zur neuronalen Kontrolle
der Darmfunktion bei dieser Erkrankung. Als Stimuli wurden in der vorliegenden
Arbeit einerseits der ,Schmerzmediator” Bradykinin, andererseits die mechanische
Distension des Darmes eingesetzt.

Durch ein standardisiertes Rampendistensionsprotokoll wird es mdglich, die
Mechanosensibilitat afferenter Nerven abhangig vom jeweiligen Druckniveau im
Darm zu untersuchen. Betrachtet man das Distensionsprotokoll genauer, so kann
man grob zwischen einer Distension mit hohem (zwischen 50 und 80 cmH20) und
niedrigem intraluminalen Druck (zwischen 0 und 40 cmH20) unterscheiden. Man
weild heute, dass bei niedrigem intraluminalem Druck (zwischen 0 und 40 cmH20)
vor allem vagale afferente Nervenfasern aktiviert werden [Booth et al. (2008)]. Muller
et al. [Mueller et al. (2008)] konnten zeigen, dass beim POI 24 Stunden postoperativ
die so genannte neuronale ,low-threshold® Komponente sensibilisiert wird; dies
bedeutet, dass die afferente Nervenfaseraktivitat bei niedrigem intraluminalem Druck
(zwischen 0 und 40 cmH20) erhdht ist. Bei diesen mechanosensiblen ,low-threshold®
Fasern handelt es sich demnach um vagale afferente Nervenfasern; diese Daten
unterstitzen das Konzept einer vagalen Sensibilisierung 24 Stunden nach Induktion
des POI. Es stellt sich die nun Frage, wie diese vagale Sensibilisierung zustande
kommt. Einerseits kdnnte es sich um einen direkten Effekt auf die Regulation der
Erregbarkeit afferenter Nervenfasern handeln. Andererseits konnten auch die
verdnderte Wandspannung des Darms bzw. dessen Motilitatsstorung zur vagalen
Sensibilisierung beitragen. Die zweite Erklarung ist jedoch eher unwahrscheinlich.
Muller et al. konnten zeigen, dass die bei der Rampendistension erkennbare
neuronale Sensibilisierung mit einer Hemmung der motorischen Aktivitat einhergeht;

wéahrend sich die Darmmotilitdt jedoch durch Gabe eines COX ll-Hemmers (DFU)
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zumindest teilweise erholen kann, bleibt die neuronale Sensibilisierung auch nach
Gabe von DFU erhalten [Mueller et al. (2008)].

Im Gegensatz zum niedrigen Druckniveau (zwischen 0 und 40 cmH20) werden bei
hoéheren Driicken (> 50 cmH20) hauptsachlich Nervenfasern aktiviert, die auf
schmerzhafte Stimuli (wie eben eine ausgepragte Distension) reagieren [Booth et al.
(2008)]. Hier handelt es sich nicht um Fasern des N. vagus, sondern um
splanchnische Nervenfasern, die zum Riuckenmark ziehen und hier weiter verschaltet
werden (spinale Nervenfasern) [Booth et al. (2008)]. Bei diesen spinalen Fasern
handelt es sich um Neurone, die bereits im Rickenmark (und nicht erst in Hirnstamm
oder Gehirn) auf efferente inhibitorische Neurone umgeschaltet werden [Dunn and
Rang (1990)]; in diesem Sinne bilden sie den afferenten Schenkel eines
Reflexkreises, der (zumindest partiell) fir die Hemmung der intestinalen Motilitat
beim POI verantwortlich ist [Spiller (2003)].

Neben der schmerzhaften Distension des Darmes auf hohem Druckniveau (> 50
cmH20) existieren weitere Stimuli, durch die spinale Nervenfasern aktiviert /
sensibilisiert werden kdnnen. Bradykinin aktiviert als sogenannter ,Schmerzmediator®
ebenfalls spinale afferente Nervenfasern. Es ist demnach gleichfalls von Interesse,
die afferente Nervenaktivitat beim POI auch wéahrend der Stimulation mit Bradykinin
zu untersuchen. Mdiller et al. konnten zeigen, dass beim POl 24 Stunden
postoperativ afferente Nervenfasern auch gegenuber Bradykinin sensibilisiert sind
[Mueller et al. (2008)]. Bislang ist jedoch nicht bekannt, wie frih im Verlauf der
Erkrankung diese Sensibilisierung stattfindet. In dieser Arbeit war es zum
ersten Mal mdoglich, die Sensibilisierung afferenter Nervenfasern direkt mittels
elektrophysiologischer Methoden nachzuweisen — und zwar bereits eine

Stunde nach Induktion des POI (siehe genauer weiter unten).

Einige Arbeiten berichten neben der Sensibilisierung splanchnischer bzw. spinaler
Nervenfasern auch von der Aktivierung vagaler afferenter Nervenfasern durch
Bradykinin [Brunsden and Grundy (1999)]. Man nimmt allerdings an, dass die
Aktivierung vagaler mechanosensitiver Fasern durch sogenannte ,motor events®
verursacht wird; hier handelt es sich um Bewegungen des Darms, die durch die
Bradykininapplikation selbst ausgeldst werden [Brunsden and Grundy (1999)] (siehe
Abb.57).
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Abbildung 57. Nervenfasersignal und Darmmotilitat nach Bradykininapplikation.
Die Pfeile markieren den Zeitpunkt der Bradykininapplikation. Im unteren Anteil der Grafik
(Aufzeichnung des intraluminalen Drucks, cmH20) lasst sich ein sog. ,motor event® erkennen, also

Bewegungen des Darms, die durch die Bradykininapplikation selbst ausgeldst werden.

In dieser Arbeit konnten ,motor events“ insbesondere fur die Kontrollgruppen
nachgewiesen werden (siehe Abb.58); allerdings wurde der fiur die
Bradykininwirkung typische Anstieg des intraluminalen Drucks kurz nach der
maximalen Nervenentladung beobachtet (siehe Abb.59). Die initial nach
Bradykininapplikation beobachtete Nervenaktivitdt beinhaltet demnach nicht die
Aktivitat vagaler Fasern, die durch ,motor events® stimuliert wurden; vielmehr handelt
es sich initial um Anteile spinaler Nervenfasern, die durch Bradykinin stimuliert
wurden. Im weiteren Verlauf nach Bradykiningabe kénnten ,motor events® fur die
Nervenfaseraktivierung / -sensibilisierung allerdings freilich eine Rolle spielen (siehe

Abb.59) — insbesondere bei den Kontrollgruppen.
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Abbildung 58. Darmmotilitat nach Bradykininapplikation bei Kontrolle und lleus.
(A) 3h-Kontroll-Gruppe mit deutlichem ,motor event® (grtiner Pfeil). (B) 3h-lleus-Gruppe mit weniger
stark ausgepragtem motor event (roter Pfeil); hier fehlt der intraluminale Druckabfall vollstandig, und

der nachfolgende Druckanstieg ist im Vergleich zur Kontrollgruppe geringer ausgepragt.

Bei den lleusgruppen waren ,motor events“ nach Bradykininstimulation bei generell
eingeschréankter Matilitat nur in abgeschwéchter Form zu beobachten (siehe Abb.58
und 60). Hier fehlte der intraluminale Druckabfall vollstdndig, und der nachfolgende
Druckanstieg war geringer ausgepragt. Dennoch war auch bei den lleusgruppen die

Steigerung der afferenten Nervenaktivitat nach Bradykiningabe zu beobachten, was
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ebenfalls gegen eine signifikante Bedeutung der ,motor events“ bzw. eine vagale

Sensibilisierung nach Bradykininapplikation spricht.

e

Frequenz der

Abbildung 59. Zeitlicher Zusammenhang Nervenfasersignal und Motilitat nach Bradykiningabe.
Gut erkennbar ist das Injektionsartefakt (roter Pfeil), das durch die Applikation des Bradykinin mit der
Pipette zustande kommt. Der fur die Bradykininwirkung typische Anstieg des intraluminalen Drucks
findet sich kurz nach der maximalen Nervenentladung. Die initial nach Bradykininapplikation
beobachtete Nervenaktivitdt beinhaltet demnach nicht die Aktivitdt vagaler Fasern, die durch ,motor
events® stimuliert wurden; vielmehr handelt es sich initial um Anteile splanchnischer und spinaler

Nervenfasern, die durch Bradykinin stimuliert wurden.

[ Latenz zwischen Bradykininapplikation und maximaler Nervenentladung; beachte, dass in
diesem Zeitabschnitt noch kein ,motor event® zu erkennen ist.

Veranderungen wéhrend / nach Initiierung des ,motor events®.

Bislang ist nicht bekannt, in welchem Mafe vagale bzw. spinale Fasern in der
Frihphase des POI sensibilisiert werden. Dies sollte in dieser Dissertation untersucht
werden; hierbei diente die Distension der Untersuchung sowohl vagaler (bei
niedrigem Druckniveau < 50 cmH20) als auch spinaler (bei hohem Druckniveau > 50
cmH20) Nervenfasern [Booth et al. (2008), Mueller et al. (2008)]. Die Stimulation mit
Bradykinin hingegen lie3 insbesondere Rickschlisse auf die Aktivierung spinaler
Fasern zu [Booth et al. (2001)].
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Abbildung 60. ,,Motor event“ eines lleus-geschéadigten Darmabschnitts.
3h-lleus-Gruppe mit wenig stark ausgepragtem motor event (rot markiertes Areal); hier fehlt der

intraluminale Druckabfall vollstédndig, und der nachfolgende Druckanstieg ist relativ gering ausgepragt.

4.2.2.2.1 Distension

Uber alle experimentellen Gruppen hinweg bewirkte die mechanische Distension
einen vom intraluminalen Druck abhangigen Anstieg der afferenten
Nervenfaseraktivitat. Diese gesteigerte Nervenfaseraktivitat fand sich sowohl bei
Darmsegmenten von lleustieren als auch bei Kontrollexperimenten.

Um die spezifische Wirkung von Laparotomie und Darmmanipulation zu untersuchen,
wurden auch hier zunachst die Kontroll- und lleusgruppen separat voneinander

betrachtet; erst im Anschluss erfolgte der Vergleich zwischen lleus und Kontrolle.

4.2.2.2.1.1Afferente Nervenfaseraktivitat der Kontrollgruppen bei Distension

Bereits beim Vergleich der einzelnen Kontrollgruppen (1h-Kontrolle, 3h-Kontrolle und
9h-Kontrolle) ergaben sich  Unterschiede hinsichtlich  der afferenten
Nervenfaseraktivitat, jeweils abhangig vom Druckniveau.

Bei einem Druck von < 10 cmH20 unterschied sich die afferente Nervenfaseraktivitat
nicht signifikant zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. Ab einem Druckniveau >
10 cmH20 war die afferente Nervenfaseraktivitat drei Stunden nach der
Scheinoperation tendenziell und neun Stunden postoperativ signifikant erhdht.
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Die reine Laparotomie ist demnach in der Lage, Mechanismen in Gang zu setzten,
die eine Sensibilisierung afferenter Nerven gegeniber mechanischer Distension
bewirken. Es scheint allerdings einige Zeit (neun Stunden) vergehen zu missen, bis
diese Mechanismen in signifikantem Ausmal® zum Tragen kommen. Betrachtet man
die Ergebnisse genauer, so kann man vermuten, dass vagale und spinale
Nervenfasern gleichermal3en sensibilisiert werden — sowohl auf einem Druckniveau <
50 cmH20 (genauer > 10 und < 50 cmH20) als auch > 50 cmH20 ist die afferente

Nervenfaseraktivitat signifikant gesteigert.

Es stellt sich nun die Frage, wie es zu dieser Sensibilisierung kommt. Betrachten wir
zunachst die Sensibilisierung der vagalen afferenten Nervenfasern. Weiter oben
wurden bereits mdgliche Mechanismen erlautert, durch die eine Sensibilisierung
vagaler Nervenfasern denkbar ist. (1) Der Effekt der veranderten Wandspannung
des Darms kann in diesem Fall nur von untergeordneter Bedeutung sein. Zwischen
den einzelnen Kontrollgruppen lassen sich (zumindest mit dem blosen Auge) keine
signifikanten Unterschiede der Komponenten des Laplace-Gesetzes (transmuraler
Druck, Radius und Wanddicke; siehe genauer weiter unten) ausmachen. (2) In Frage
kdme noch die Motilitatsstérung des Darmes, die zu einer Sensibilisierung vagaler
afferenter Nervenfasern fiihren kénnte. Betrachtet man die Motilitdt der einzelnen
Kontrollgruppen, so findet sich jedoch keine signifikante Zunahme der
Kontraktionsfrequenz der 9h-Gruppe gegenuber der 3h-Gruppe. Die Motilitdtsstorung
des Darmes kommt demnach ebenfalls nicht als zentraler
Sensibilisierungsmechanismus in Frage. (3) Vagale afferente Nervenfasern kdnnten
durch zirkulierende Katecholamine sensibilisiert werden, wie man es fir die Lunge
kennt [Gu, Lin, and Lee (2007); Miyashita and Williams (2006)]. Es existieren bislang
allerdings keine Daten zur Frihphase des POI, die eine Sensibilisierung autonomer
afferenter Nervenfasern durch zirkulierende Katecholamine nachweisen konnten. (4)
Man geht heute von einer Interaktion neuronaler und inflammatorischer
Mechanismen bei der Pathogenese des POI aus. Inflammatorische Mechanismen
spielen auch nach reiner Laparotomie eine Rolle, wie die signifikant gesteigerte
Infiltration der Tunica muscularis mit MPO-positiven Entzindungszellen neun
Stunden postoperativ zeigt (siehe genauer weiter unten). Inflammatorische
Mediatoren wie beispielsweise Histamin besitzen das Potential, intestinale vagale

Afferenzen zu sensibilisieren [Jiang et al. (2000)] und werden im spateren Verlauf
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des POI vermehrt ausgeschittet [Kalff, Buchholz, et al. (1999); Kalff, Carlos, et al.
(1999)]. Fur die reine Laparotomie wurden neun Stunden postoperativ die
Histaminlevel im Blut noch nicht untersucht; eine inflammatorisch bedingte
Sensibilisierung vagaler Afferenzen kann demnach bislang nur hypothetisch
angenommen werden.

An dieser Stelle bietet es sich an, den Nutzen einer afferenten vagalen Aktivierung
abzuwagen. Kirzlich erschienene Studien konnten zeigen, dass eine intakte vagale
Innervation des Magen-Darm-Traktes anti-inflammatorisch wirkt [H. Wang et al.
(2004); Tracey (2002)]. Aus diesem Grunde wurde fur diesen Signalweg auch die
Bezeichnung ,cholinergic antiinflammatory pathway“ etabliert [Tracey (2002); The et
al. (2007)]. Es scheint so, dass der Nervus vagus eine regulierende Funktion
einnimmt, indem er die intestinale Entziindungsreaktion begrenzt und ein massives
Uberwiegen entziindlicher Faktoren limitiert [Kreiss et al. (2003); Nadelhaft et al.
(1986)].

Wenden wir uns nun denjenigen Mechanismen zu, die spinale afferente
Nervenfasern gegeniber einem Distensionsreiz sensibilisieren kénnten. (1) Eine
Maoglichkeit konnte wiederum (wie schon fur vagale afferente Nervenfasern) in der
Wirkung zirkulierender Katecholamine bestehen; Katecholamine sind sowohl in der
Lage, die intestinale Motilitat zu hemmen [Condon et al. (1986); Esser, Mahoney,
Robinson, Cowles, and Condon (1987); Hallerback et al. (1987)] als auch die
afferente neuronale Reizempfindlichkeit zu erhéhen [X. Chen and Levine (2005)].
Wie oben bereits erwahnt existieren bislang keine Daten zur Frihphase des POI, die
eine Sensibilisierung autonomer afferenter Nervenfasern durch zirkulierende
Katecholamine nachweisen konnten — dieser Mechanismus bleibt insofern derzeit
hypothetisch. (2) Inflammatorische Mechanismen koénnten auch bei der
Sensibilisierung spinaler Nervenfasern eine Rolle spielen. Neun Stunden nach der
Scheinoperation findet sich bereits eine signifikante Infiltration der Tunica muscularis
mit MPO-positiven Entziindungszellen. Unter diesen MPO-positiven Zellen befinden
sich auch neutrophile Granulozyten, die in der Lage sind, eine Vielzahl
proinflammatorischer Mediatoren freizusetzen. De Jonge et al. konnten zudem
zeigen, dass die mechanische Manipulation des Darmes zu einer Degranulation von
Mastzellen und konsekutiv zur Freisetzung z.B. von Prostanoiden fihrt [de Jonge et

al. (2004)]. Wie bereits erwahnt kdnnen Prostanoide spinale afferente Nervenfasern

148



Diskussion

gegenuber spezifischen Stimuli sensibilisieren [Brunsden and Grundy (1999); The et
al. (2008); Seeling, Heinrich, and Oettinger (1986)]. In der Studie von De Jonge et al.
fuhrte (neben der mechanischen Darmmanipulation) auch die Laparotomie selbst zu
einer gewissen Mastzelldegranulation — allerdings in geringerem Ausmal [de Jonge
et al. (2004)]. Es ist dennoch denkbar, dass auch nach alleiniger Laparotomie
inflammatorische Mechanismen die Sensibilisierung spinaler Nervenfasern

beglnstigen.

4.2.2.2.1.2 Afferente Nervenfaseraktivitat der lleusgruppen bei Distension

Um die Veranderungen der afferenten Entladungsfrequenz wéahrend mechanischer
Distension im zeitlichen Verlauf des POI zu untersuchen, wurden die einzelnen lleus-
Gruppen (1h-lleus, 3h-lleus und 9h-lleus) miteinander verglichen; hierbei wurde
wiederum zwischen den dilatierten und eng gestellten Darmabschnitten der 9h-lleus-
Gruppe differenziert.

Auf niedrigem Druckniveau (< 20 cmH20) unterschieden sich all diese Gruppen nicht
signifikant. Ab einem Druckniveau > 20 cmH20 jedoch war die afferente
Entladungsfrequenz der dilatierten Darmsegmente der 9h-lleus-Gruppe signifikant
gegenuber der 3h-lleus-Gruppe gesteigert. Fur die eng gestellten Darmabschnitte
der 9h-lleus-Gruppe liel sich eine solche Aktivitatssteigerung nicht nachvollziehen.
Die Laparotomie inklusive Darmmanipulation setzt demnach ebenfalls Mechanismen
in Gang, die eine Sensibilisierung afferenter Nerven gegentber mechanischer
Distension bewirken. Auch hier scheint einige Zeit (neun Stunden) vergehen zu
mussen, bis diese Mechanismen in signifikantem Ausmall zum Tragen kommen.
Genau wie bereits beim Vergleich der Kontrollgruppen werden vagale und spinale
Nervenfasern gleichermal3en sensibilisiert — beginnend ab einem intraluminalen
Druck > 20 cmH-20.

Man kann beim POI ahnliche Sensibilisierungsmechanismen vermuten wie bereits
bei den Kontrollgruppen beschrieben (siehe oben). Es stellt sich nun allerdings die
Frage, weshalb diese Sensibilisierung im Verlauf des POI nur bei den dilatierten
Darmabschnitten derart nachzuweisen ist. Hier lasst sich vermuten, dass ein weiterer
Mechanismus hinzukommt, der mit Hilfe des Laplace-Gesetzes (Zusammenhang
zwischen Wandspannung, transmuralem Druck, Radius und Wanddicke) erklart

werden kann. Hierauf wird im folgenden Abschnitt ausfuhrlich eingegangen.
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4.2.2.2.1.3Distension: lleus vs. Kontrolle

In dieser Arbeit lag ein besonderes Augenmerk auf der spezifischen Wirkung der
Darmmanipulation auf die Nervenfaseraktivitat; diese lasst sich durch den direkten
Vergleich der Kontroll- mit den lleus-Gruppen quantifizieren.

Bei niedrigem Druckniveau zeigten sich keine Unterschiede zwischen lleus- und
Kontroll-Gruppen. Signifikante Unterschiede ergaben sich erst bei hdherem
intraluminalem Druck. Gegenuber der 1lh-Kontroll-Gruppe war bei der 1lh-lleus-
Gruppe die afferente Entladungsfrequenz ab einem intraluminalen Druck > 50
cmH20 signifikant gesteigert. Ahnliches findet sich auch drei Stunden postoperativ
(ab > 30 cmH20). Die normalkalibrigen und dilatierten Darmsegmente der 9h-lleus-
Gruppe wurden getrennt mit der entsprechenden Kontroll-Gruppe verglichen; bei
normalkalibrigen Darmsegmenten war die Nervenfaseraktivitdit ab einem
intraluminalen Druck > 50 cmH20 signifikant reduziert. Ganz das Gegenteil fand sich
fur die dilatierten Darmabschnitte — hier war die Nervenfaseraktivitat ab einem
intraluminalen Druck > 40 cmH20 signifikant gesteigert.

Im Gegensatz zur Distension auf hohem Druckniveau werden bei geringerem
intraluminalen Druck (< 50 cmH20) vor allem vagale afferente Bahnen [Booth et al.
(2008)] aktiviert. Eine Stunde postoperativ finden sich bei niedrigem Druck (< 50
cmH20) keine signifikanten Unterschiede zwischen Illeus und Kontrolle — durch die
Darmmanipulation werden demnach unmittelbar postoperativ vagale Fasern nicht in
signifikantem Ausmal sensibilisiert. Drei und neun Stunden postoperativ andert sich
dies; hier werden nach der Darmmanipulation vagale Fasern zumindest partiell
vermehrt aktiviert, namlich ab 30 cmH20 (drei Stunden) bzw. 40 cmH20 (neun
Stunden, dilatierte Darmsegmente). Bemerkenswert ist zudem, dass bei den eng
gestellten Darmabschnitten neun Stunden postoperativ keine signifikante Aktivierung
vagaler Nervenfasern stattgefunden hat. Dies lasst bereits vermuten, dass der
Durchmesser des Darmes fur die Sensibilisierung von Nervenfasern eine nicht zu
unterschatzende Rolle spielt. Studien, die einen spateren Zeitpunkt des POI
untersuchten (beispielsweise 24 Stunden postoperativ), beschreiben einen Anstieg
der afferenten Sensibilititt gegentber mechanischer Distension vor allem auf
niedrigem, vagal vermittelten Druckniveau [Mueller et al. (2008)]. Zu diesem
Zeitpunkt ist auch der Darmumfang signifikant vermehrt [Kreiss et al. (2003); Mueller
et al. (2008)]. Zusammenfassend kann man sagen, dass im zeitlichen Verlauf nach
der Darmmanipulation vagale Fasern zunehmend (jedoch nicht unmittelbar)
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sensibilisiert werden (siehe Abb.61), und dass hierbei moglicherweise der

Darmumfang eine Rolle spielt.

vagale
Aktivierung

1 Stunde 3 Stunden 9 Stunden Zeit

Abbildung 61. Vagale Aktivierung im zeitlichen Verlauf postoperativ.

Dennoch ist die Motilitdit des Darmes bereits eine Stunde nach Darmmanipulation
deutlich beeintrachtigt. Auf der Suche nach weiteren neurogenen Ursachen fir diese
Funktionseinschrankung ist es hilfreich, die Aktivitat / Sensibilitat der spinalen
Nervenfasern zu analysieren. Dies wird anhand der Distension auf hohem
Druckniveau (> 50 cmH20; oder auch durch Bradykininapplikation) mdglich.

Wir wissen bereits, dass durch die Laparotomie allein vagale und spinale afferente
Nervenfasern gleichermal3en sensibilisiert werden, wenn eine gewisse Zeit (neun
Stunden) nach dem operativen Eingriff vergangen ist. Analysiert man nun den
spezifischen Effekt der Darmmanipulation im Vergleich zur alleinigen Laparotomie,
so erkennt man, dass hierdurch (1) hauptséchlich spinale Nervenfasern sensibilisiert
werden und dass (2) diese spinale Sensibilisierung bereits eine Stunde nach
Induktion des POI nachweisbar ist. Zu jedem hier untersuchten Zeitpunkt war die
spinale afferente Nervenfaseraktivitdat (Druckniveau > 50 cmH20) beim POI
gegenuber der Kontrolle erhoht — mit Ausnahme der eng gestellten 9h-lleus
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Segmente. Hier war die afferente spinale Nervenfaseraktivitat im Vergleich zur
Kontrolle signifikant vermindert. Es stellt sich nun die Frage, wie diese verminderte
Nervenfaseraktivitat der eng gestellten Darmsegmente zustande kommit.

Es besteht eine enge Korrelation zwischen der Schmerzwahrnehmung in der Folge
einer Darmdistension und der dabei entstehenden Wandspannung [Petersen, Gao,
Arendt-Nielsen, Gregersen, and Drewes (2003)]. Betrachtet man die
Schmerzwahrnehmung als Funktion der neuronalen Entladungsfrequenz, dann hangt
die afferente Nervenfaseraktivitat von der jeweils vorherrschenden Wandspannung
ab. An dieser Stelle bietet es sich an, auf das Gesetz von Laplace zurtickzugreifen
(wie weiter oben bereits angedeutet). Es gilt fur Kraftverhaltnisse in der Wand von
Kugeln und kann naherungsweise auch fur eine zylindrische Struktur wie den Darm

angenommen werden. Hierbei stellt Laplace folgende Beziehung her:

K=Pr/2d

K bezeichnet die auftretende Wandspannung und P den transmuralen Druck, r steht
fur den gemessenen Radius und d fir die Wanddicke. Das Gesetz findet
Ublicherweise innerhalb der Physiologie des Herz-Kreislauf-Systems seine
Anwendung. Auf den Darm bezogen ergibt sich bei vorgegebenem Druck und
unveranderter Wanddicke eine geringere Wandspannung, wenn es sich um einen
Darmabschnitt mit geringerem Durchmesser handelt; entsprechend findet sich bei
héherem Diameter eine hohere Wandspannung. Dies lasst sich auf die oben
dargestellten Ergebnisse anwenden — bei einem Spitzendruck von 80 cmH20 wird
die Wandspannung eines dilatierten Darmsegments hdher sein als bei einem
Darmabschnitt mit geringerem Durchmesser. Wenn man nun annimmt, dass die
Wandspannung des Darms direkt proportional zur Entladungsfrequenz der afferenten
Nervenentladungsfrequenz ist, dann konnte dies die vorliegenden Ergebnisse
erklaren. Die biomechanischen Veranderungen der Darmwand wirden demnach
beim POI eine Aktivierung / Sensibilisierung afferenter spinaler Nervenfasern (bei
dilatierten Darmsegmenten) bzw. deren Desensibilisierung (bei eng gestellten
Darmabschnitten) bewirken. Nichtsdestotrotz bleibt diese Interpretation der
Datenlage spekulativ; weitere wissenschaftliche Studien sind unabdingbar, um diese

Hypothese zu untermauern.
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Neben dieser biomechanischen Erklarung kénnen auch inflammatorische Prozesse
in der Darmwand zur Ergebnisinterpretation herangezogen werden. Miller et al.
konnten 24 Stunden nach Induktion des POI nicht nur eine massive Dilatation des
gesamten Dunndarms, sondern auch eine ausgepragte Infiltration der Tunica
muscularis mit neutrophilen Granulozyten feststellen [Mueller et al. (2008)]. Wie
bereits erwahnt, sind diese in der Lage, eine Vielzahl proinflammatorischer
Mediatoren (beispielsweise Prostanoide) freizusetzen. Diese wiederum kdnnen
afferente Nervenfasern sensibilisieren — beispielsweise gegeniber Stimuli wie
Bradykinin oder mechanischer Distension auf hohem Druckniveau [Brunsden and
Grundy (1999); The et al. (2008); Seeling et al. (1986)]. Die von Miller et al.
berichtete Steigerung der afferenten Nervenfaseraktivitdt nach Bradykininapplikation
oder mechanischer Distension konnte somit durch die Freisetzung von Prostanoiden
bedingt sein [Mueller et al. (2008)]. Es stellt sich nun die Frage, ob ein ahnlicher
Mechanismus bereits neun Stunden nach Induktion des POI zum Tragen kommt. Die
immunhistochemischen Farbungen des Darms zeigten ein gleichmaRiges Infiltrat der
Tunica muscularis mit MPO-positiven Entziindungszellen, unabhéngig davon, ob es
sich um ein dilatiertes oder eng gestelltes 9h-lleus-Darmsegment handelte. Allein
durch die Anzahl der Entzindungszellen in der Tunica muscularis kénnen die
Unterschiede der Nervenfaseraktivitat (gesteigert vs. vermindert) nicht erklart
werden. Dass die Entziindungsreaktion fir die Sensibilisierung afferenter
Nervenfasern allerdings dennoch von Bedeutung sein konnte, zeigen die Ergebnisse

zur Bradykininstimulation.

4.2.2.2.2 Bradykinin

Wie weiter oben bereits erlautert, kann man im Rahmen dieser Arbeit die Wirkung
von Bradykinin als eine direkte Sensibilisierung der spinalen afferenten Nervenfasern
interpretieren.  Uber alle experimentellen Gruppen hinweg bewirkte die
Bradykininapplikation einen abrupten Anstieg der afferenten Nervenfaseraktivitat —
sowohl bei Darmsegmenten von lleustieren als auch bei Kontrollexperimenten.

Um die spezifische Wirkung der alleinigen Laparotomie sowie der zusatzlichen
Darmmanipulation zu untersuchen, wurden auch hier zunachst die Kontroll- und
lleusgruppen separat voneinander betrachtet; im Anschluss erfolgte der Vergleich

zwischen lleus und Kontrolle.
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4.2.2.2.2.1 Bradykininstimulation der Kontrollgruppen

Beim Vergleich der afferenten Nervenfaseraktivitat in Reaktion auf Bradykinin
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der 1h- und der 3h-Kontroll-
Gruppe. Anders verhielt es sich beim Vergleich der 9h- mit der 3h-Kontroll-Gruppe;
die afferente Nervenfaseraktivitdt nach Bradykiningabe war fur die 9h-Kontroll-
Gruppe signifikant gesteigert.

Die reine Laparotomie ist demnach in der Lage, Mechanismen in Gang zu setzten,
die eine Sensibilisierung afferenter Nerven gegeniber Bradykinin bewirken. Es
scheint allerdings auch hier einige Zeit (neun Stunden) vergehen zu mussen, bis

diese Mechanismen in signifikantem Ausmaf zum Tragen kommen.

4.2.2.2.2.2Bradykininstimulation der lleusgruppen

Die Reaktion der afferenten Nervenfaseraktivitat auf Bradykinin unterschied sich
partiell auch zwischen den einzelnen lleus-Gruppen (1lh-lleus-Gruppe, 3h-lleus-
Gruppe und 9h-lleus-Gruppe). Auch hier wurde wieder zwischen den beiden
morphologisch unterschiedlichen Darmabschnitten der 9h-lleus-Gruppe (dilatiert vs.
eng gestellt) differenziert. Im Vergleich zur 1h-lleus-Gruppe war die Reaktion auf
Bradykinin bei der 3h-lleus-Gruppe signifikant gesteigert. Gleiches ergab sich fur die
9h-lleus-Gruppe im Vergleich zur 1h-lleus-Gruppe, und zwar unabhangig davon, ob
es sich um dilatierte oder eng gestellte Darmabschnitte handelte. Im Vergleich zur
3h-lleus-Gruppe war die Nervenfaseraktivitdt der 9h-lleus-Gruppe nicht signifikant
gesteigert (jeweils unabhangig vom Darmdurchmesser).

Man weil3 heute, dass die Reaktion afferenter spinaler Nervenfasern auf Bradykinin
in Anwesenheit von Prostanoiden (Prostaglandine, Prostacyclin und Thromboxane)
gesteigert ist [Maubach and Grundy (1999); Gebhart (2000b); Gebhart (2000a)]. In
vitro Studien konnten Prostaglandin E2 als Substanz identifizieren, durch die
afferente spinale Nervenfasern gegenuber Bradykinin sensibilisiert werden [Brunsden
and Grundy (1999)]. Hemmt man die Prostaglandinsynthese durch den nicht-
selektiven COX I- / COX lI-Inhibitor Naproxen, wird die afferente Reizantwort auf
Bradykinin abgeschwéacht. Beim POI im Speziellen ist die Bradykinin-Sensibilisierung
der afferenten spinalen Nervenfasern abhéngig von der Cyclooxygenase Il (COX II);
Muller et al. konnten zeigen, dass durch den COX ll-Hemmer DFU die afferente
Nervenaktivitat nach Bradykininapplikation wieder auf das Niveau der Kontrolle

absinkt [Mueller et al. (2008)]. Zusammenfassend kann man davon ausgehen, dass
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die afferente Reizantwort auf Bradykinin von dem Vorhandensein korpereigener
Prostaglandine abhangig ist [Maubach and Grundy (1999)]. Es ist nun denkbar, dass
es beim POI zu unphysiologisch hohen Prostaglandinkonzentrationen kommt und die
afferenten spinalen Nervenfasern gegenuber Bradykinin sensibilisiert werden. Dies
wuirde erklaren, warum die Nervenfaseraktivitdt nach Bradykiningabe beim POI 24
Stunden postoperativ erhdht ist und warum der von Miiller et al. eingesetzte COX I1-
Hemmer DFU diese auf ein physiologisches Niveau senken konnte [Mueller et al.
(2008)].

4.2.2.2.2.3Bradykininstimulation: lleus vs. Kontrolle

Im Vergleich zur entsprechenden 1h- bzw. 3h-Kontroll-Gruppe war die afferente
Nervenfaseraktivitat nach Bradykiningabe bei der 1h- bzw. 3h-lleus-Gruppe
signifikant erhoht. Das gleiche Ergebnis lieferte auch der Vergleich der 9h-lleus-
Gruppe mit der entsprechenden Kontrolle, und zwar unabhangig davon, ob es sich
um dilatierte oder eng gestellte Darmsegmente handelte.

Da sowohl in distendierten als auch in nicht distendierten Darmabschnitten eine
Infiltration der Muscularis mit Entzindungszellen nachzuweisen war, kdnnte die
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren bei der neuronalen Sensibilisierung
durchaus eine Rolle spielen. Diese Annahme wird auch durch anatomische
Gegebenheiten unterstutzt; ein Teil der residenten Makrophagen befindet sich direkt
angrenzend an BlutgefaRe der Tunica muscularis [Kalff, Schwarz, et al. (1998)].
Werden die Makrophagen aktiviert, gelangen die von ihnen freigesetzten Zytokine
Uber den Blutweg an andere Orte und konnen dort zeitnah ihre Wirkung entfalten.
Diese Interpretation der Datenlage ist freilich hypothetisch — weitere Studien bleiben
abzuwarten. Wahrscheinlich sind beide Mechanismen an der Sensibilisierung
afferenter spinaler Nervenfasern beteiligt — sowohl proinflammatorische

Mediatoren als auch Veranderungen der Wandspannung des Darms.
4.2.3 MPO-positive Zellen

4.2.3.1 Vergleich der MPO-positiven Zellen innerhalb der Kontroll-Gruppe

Beim Vergleich der einzelnen Kontroll-Gruppen (1h-Kontroll-Gruppe, 3h-Kontroll-
Gruppe, 9h-Kontroll-Gruppe) zeigten sich Unterschiede hinsichtlich der Infiltration der
Tunica muscularis mit MPO-positiven Entziindungszellen. Bereits drei Stunden nach

der Scheinoperation war die Anzahl der MPO-positiven Entztindungszellen signifikant
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gegenuber der 1h-Kontrolle erhoht. Im weiteren Verlauf (neun Stunden) nach dem
operativen Eingriff blieb die Anzahl der Entziindungszellen jedoch konstant.

Die Laparotomie allein reicht demnach aus, die Rekrutierung MPO-positiver
Entziindungszellen zu initileren. Es scheint sich hier jedoch nicht um einen Reiz zu
handeln, der als ,point of no return® zu einer immer weiter zunehmenden
entzundlichen Infiltration der Tunica muscularis fuhrt; vielmehr stabilisiert sich die
Entztndungsreaktion drei Stunden nach der Laparotomie auf einem im Vergleich zur

Darmmanipulation relativ niedrigen Niveau (siehe weiter unten).

4.2.3.2 Vergleich der MPO-positiven Zellen innerhalb der lleus-Gruppe

Mit fortschreitender Dauer des lleus (eine Stunde bis neun Stunden) konnte man
eine deutlich zunehmende Infiltration der Tunica muscularis mit MPO-positiven
Entziindungszellen beobachten. Ein interessantes Ergebnis zeigte sich insbesondere
neun Stunden nach Induktion des POI; hier unterschied sich die Nervenfaseraktivitat
zwischen den Darmsegmenten mit verschiedenen Kaliberauspragungen (dilatiert vs.
eng gestellt) — allerdings lediglich als Antwort auf den Distensionsreiz, nicht nach
Bradykininapplikation. Die immunhistochemische Farbung des Darms zeigte neun
Stunden postoperativ ein gleichmaRiges Infiltrat der Tunica muscularis mit MPO-
positiven Entziindungszellen — unabhéangig davon, ob es sich um ein dilatiertes oder
eng gestelltes lleus-Darmsegment handelte. Allein durch die Entztiindungsreaktion in
der Darmwand ist die unterschiedliche Nervenfaseraktivitat (dilatiert vs. eng gestellt)
wahrend Distension demnach nicht zu erklaren. Vielmehr scheint fir die
Rampendistension der biomechanische Aspekt der Wandspannung von zentraler
Bedeutung (siehe oben). Dieser kann jedoch nicht allein fiir die Veranderungen der
Nervenfaseraktivitat beim POl verantwortlich sein, wie die Ergebnisse der
Bradykininuntersuchungen zeigen. Man muss davon ausgehen, dass beide
Mechanismen  (proinflammatorische  Mediatoren und Veranderungen der
Wandspannung) an der Sensibilisierung afferenter spinaler Nervenfasern beteiligt
sind. Durch diese vom jeweiligen Stimulus (Distension vs. Bradykinin) abh&angigen
Reaktionen der Nervenfasern (Distensionsreiz: unterschiedliche Reaktion eng
gestellter und dilatierter Darmsegmente; Bradykininstimulus: vergleichbare Reaktion
eng gestellter und dilatierter Darmsegmente) muss zudem das Konzept der
Nervenfasersensibilisierung bzw. -desensibilisierung kritisch betrachtet werden.

Diejenigen eng gestellten Darmsegmente der 9h-lleus-Gruppe, die eine verminderte
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Nervenfaseraktivitat wahrend Distension zeigten, waren auch diejenigen, bei denen
eine verstarkte Nervenfaseraktivitit nach Bradykininapplikation nachgewiesen
werden konnte. Eine Deutung beider Phdnomene als Sensibilisierung (im Sinne einer
gleichzeitigen De- und Sensibilisierung) ist logisch nicht nachvollziehbar. Es stellt
sich nun die Frage, welche neuronalen Mechanismen neben der Sensibilisierung
noch in Frage kommen, um die Veranderungen der Nervenfaseraktivitit neun
Stunden postoperativ bei den eng gestellten Darmsegmenten zu erklaren. Es ware
denkbar, dass durch die unterschiedliche ,Vordehnung des Darmes® jeweils
verschiedene spezifische Nervenfasern aktiviert werden; man konnte sich vorstellen,
dass bei geringerer Vordehnung (eng gestellte Darmabschnitte) eher serosale
afferente Nervenfasern aktiviert werden. Bei starkerer Vordehnung des Darmes
hingegen (dilatierte Darmsegmente) konnte neben der Serosa das Mesenterium
selbst gereizt werden, so dass hier neben serosalen Nervenfasern nun vermehrt
mesenteriale afferente Nervenfasern aktiviert werden. Die Existenz serosaler und
mesenterialer afferenter Nervenendigungen wurde bereits vor Jahrzehnten entdeckt
[Bessou and Perl (1966); Morrison (1973)], ihre physiologische Bedeutung wurde
jedoch erst vor kurzem erkannt. Erstmals beschrieben wurden sie fur splanchnische
Nervenfasern [Bessou and Perl (1966); Morrison (1973)]. Man weil3 heute aus
tierexperimentellen Studien, dass lediglich splanchnische afferente Nervenfasern das
Mesenterium innervieren [Brierley et al. (2004)]. Die splanchnischen rezeptiven
Felder liegen nahe an bzw. auf BlutgefaRen, die Mesenterium, Serosa oder
Submucosa versorgen. Man klassifiziert sie anhand ihrer Reaktion auf festes
Bestreichen der Mucosa oder auf schmerzhafte Distorsion des Colons (nicht auf
feines Bestreichen der Mucosa oder schmerzlose zirkulare Darmwanddehnung).
Serosale afferente Nervenfasern reagieren (wie zu erwarten) eher auf eine
mechanische Stimulation der serosalen Oberflache als auf mucosal applizierte
Stimuli [P. A. Lynn and Blackshaw (1999)]. Tatsache ist, dass serosale afferente
Fasern HT-Eigenschaften beziglich mechanischer Stimulation aufweisen — bei
lateraler Dehnung > 7 g und > 45 mmHg fur intraluminalen Druck [Hughes et al.
(2009); Brierley et al. (2009); Brierley et al. (2008)]. Diese stimmen nahezu mit den
urspringlichen in vivo Beschreibungen der HT-afferenten Nervenfasern an
Osophagus (Opossum) und Colon (Ratte) durch Sengupta Uberein [Sengupta and
Gebhart (1994); Sengupta et al. (1990)]. Studien, die gezielt mesenteriale afferente

Nervenfasern untersuchten, konnten zeigen, dass diese in idealer Weise auf
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punktférmige mechanische mesenteriale Stimuli oder auf eine Dehnung des
Mesenteriums reagieren [Blumberg et al. (1983); Morrison (1973)]. Mesenteriale
afferente Nervenfasern kbnnen zudem auf Distensionsreize reagieren, insbesondere
wenn es sich um &hnlich schmerzhafte Dehnungsreize handelt, wie sie fur die
serosalen afferenten Fasern beschrieben wurden [Hughes et al. (2009); Blumberg et
al. (1983); Brierley et al. (2009); Brierley et al. (2008)]. Sie kénnen somit eine den
serosalen afferenten Fasern &hnliche Funktion tbernehmen (Ubermittlung
mechanisch induzierter Schmerzen). Zusammenfassend missen serosale und
mesenteriale afferente Nervenfasern als spezifische HT-Mechano-Nozizeptoren
betrachtet werden, die beide auf schmerzhafte mechanische Distension reagieren.
Analysiert man die unterschiedliche Reaktionsweise der afferenten Nerven dilatierter
bzw. eng gestellter Darmsegmente (Aktivitatssteigerung vs. —minderung), so bietet
die Aktivierung serosaler und additiv mesenterialer Nervenfasern zumindest partiell
eine mogliche Erklarung: Die zusétzliche Reizung mesenterialer Nerven im Rahmen
der starkeren Vordehnung des Darmes konnte die bereits bestehende serosale

nervale Aktivitat augmentieren.

4.2.3.3 MPO-positive Zellen: lleus vs. Kontrolle

Die Anzahl der MPO-positiven Zellen unterschied sich nicht signifikant zwischen der
1h-Kontroll-Gruppe und der 1h-lleus-Gruppe. Drei Stunden postoperativ war die
Anzahl der MPO-positiven Zellen bereits deutlich (aber nicht signifikant) zugunsten
der lleus-Gruppe gesteigert. Neun Stunden nach dem operativen Eingriff schlie3lich
waren in der Tunica muscularis der lleus-Gruppe signifikant mehr MPO-positive
Zellen nachweisbar als bei der Kontroll-Gruppe (und zwar unabhangig vom
Darmdurchmesser).

Kreiss et al. fanden eine Korrelation zwischen der Zunahme des Darmumfangs und
der Anzahl MPO-positiver neutrophiler Granulozyten in der Tunica muscularis [Kreiss
et al. (2003)]. Durch die Hemmung des COX ll-vermittelten Signalweges konnte hier
sowohl die Dilatation des Darmes als auch die Infiltration der Darmwand mit
Entzindungszellen signifikant vermindert werden [Kreiss et al. (2003)]. Es stellt sich
nun die Frage, ob zwischen der entzundlichen Darmwandinfiltration und der
Dilatation des Darmes ein urséchlicher Zusammenhang bestehen kodnnte. In der
vorliegenden Arbeit fand sich die entzindliche Infiltration der Tunica muscularis
sowohl in dilatierten als auch in eng gestellten Darmabschnitten; eine ursachliche
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Verbindung zwischen beiden Faktoren wird somit unwahrscheinlich. Einschrankend
bleibt zu bemerken, dass beide Arbeiten verschiedene Zeitabschnitte des POI
untersuchten (24 Stunden vs. 9 Stunden). Zusammenfassend bestéatigen die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die zentrale Bedeutung der inflammatorischen
Komponente fur die pathophysiologischen Vorgange beim POI.

4.2.4 Zentrale neuronale Aktivierung beim POI

Die Ergebnisse dieser und vorheriger Studien zeigen, dass sich beim POI Friihphase
und Spatphase hinsichtlich der Aktivitdit bzw. Sensibilitat afferenter Nerven
unterscheiden. Nach einer Stunde bzw. nach drei oder neun Stunden zeigen sich
andere Aktivitats- / Sensibilisierungsmuster, als sie nach 24 Stunden beobachtet
werden koénnen. 24 Stunden postoperativ beobachtet man eine Steigerung der
afferenten Nervenfaseraktivitdt wahrend mechanischer Distension vor allem bei
niedrigem Druckniveau [Mueller et al. (2008)], was einer vorwiegend vagalen
Sensibilisierung entspricht [Booth et al. (2008)]. Neben diesen lokal-regionalen
Veranderungen der Nervenaktivitat konnten Muller et al. 24 Stunden postoperativ
auch im ZNS eine Aktivierung vagaler Signalwege nachweisen [Mueller et al. (2008)].
Man geht heute davon aus, dass diese zentrale vagale Aktivierung Folge der
Freisetzung inflammatorischer Mediatoren wie beispielsweise Histamin und
Serotonin (5-HT) ist. Diese Mediatoren besitzen das Potential, vagale afferente
Nervenfasern zu sensibilisieren [Jiang et al. (2000)] und werden im spateren Stadium
des POI vermehrt ausgeschiittet [Kalff, Buchholz, et al. (1999); Kalff, Carlos, et al.
(1999)]. Experimentell I&sst sich die beschriebene zentrale Aktivierung durch die
Expression von c-Fos in NTS und Area postrema nachweisen. Die Methode der c-
Fos Bestimmung konnte in zahlreichen Studien die Aktivierung afferenter Signalwege
mit Projektionen zum ZNS nachweisen [Traub, Lim, Sengupta, Meller, and Gebhart
(1994); Traub, Sengupta, and Gebhart (1996)]. Als Stimuli wurden neben der
Darmdistension auch chemische Reize verwendet [Traub et al. (1994); Traub et al.
(1996)]. Sie fuhren zu einer Sensibilisierung polymodaler sensorischer Nervenfasern,
indem sie einerseits deren Schwellenpotential senken und andererseits deren
Aktionspotentialfrequenz  steigern [Bielefeldt, Ozaki, and Gebhart (2002)].
Inflammatorische Prozesse bewirken zudem die Rekrutierung ,schlafender” bzw.
,Stiller* afferenter Nervenfasern (siehe hierzu auch weiter oben) [Gebhart (2000b);
Gebhart (2000a)].
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Der Nucleus tractus solitarii (NTS) ist als Teil des dorsalen vagalen
Hirnnervenkernkomplexes die erste Schaltstation vagaler afferenter Nervenfasern im
Hirnstamm [Kreis et al. (2000); Zhang, Fogel, and Renehan (1992); Kreis et al.
(2003)]. Man geht heute davon aus, dass die meisten Informationen den NTS Uber
den N.vagus erreichen; nichtsdestotrotz gibt es Anhaltspunkte daftr, dass (1) auch
einige wenige spinale Fasern den NTS erreichen und dass (2) mehrere Regionen
des ZNS deszendierende Bahnen zum NTS entsenden [Scott, Tan, Miampamba, and
Sharkey (1998)]. Die Aktivitdt deszendierender Bahnen wirde auf die Neurone des
NTS jedoch eher eine hemmende Wirkung entfalten — beispielsweise durch die
Freisetzung von CRF (corticotropin releasing factor) aus dem Hypothalamus im
Rahmen einer Stressreaktion [Kreis et al. (2003)]. Fur die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit ist mit hoher Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass die
Aktivierung fos-positiver Neurone im NTS und in der Area postrema Uber afferente
vagale Nervenfasern vermittelt wurde.

Die Area postrema ist ein zirkumventrikuldres Organ am kaudalen Ende des Bodens
der Rautengrube, dorsal des Nucleus tractus solitarii (NTS). Sie empfangt
Projektionen aus NTS und anderen autonomen Kontrollzentren im Hirnstamm.
Aktiviert wird sie durch viszerale afferente Impulse aus dem Gastrointestinaltrakt.
Man geht heute davon aus, dass die Verbindung zwischen NTS und Area postrema
die primare Schleife eines Signalweges darstellt, der durch die Integration
mannigfaltigen pro-emetischen Inputs schlie3lich zum Erbrechen fuhrt. Studien
konnten zeigen, dass die Aktivierung der Area postrema Uber vagale Nervenfasern
keine zentrale Rolle fur die Initierung der Brechreaktion spielt [A. D. Miller and Leslie
(1994)]. Es stellt sich die Frage, ob sie mdglicherweise fir die pathophysiologischen
Vorgange beim POI von Bedeutung ist. Beim Kapillarendothel der Area postrema
handelt es sich um gefenstertes Endothel — die Area postrema liegt somit funktionell
auRerhalb der Blut-Hirn-Schranke. Uber das Blut transportierte Stoffe erreichen auf
diese Weise direkt Neurone der Area postrema, die fir die autonome Kontrolle von
Korperfunktionen von gro3er Bedeutung sind — mdglicherweise auch im Rahmen des

POI. Weitergehende Studien bleiben auch hier abzuwarten.
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42.4.1 C-Fos: Vergleich der Kontroll-Gruppen

Um die Auswirkungen der Laparotomie (ohne Darmmanipulation) auf die zentrale
neuronale Aktivierung zu untersuchen, wurden die einzelnen Kontrollgruppen
miteinander verglichen.

Mit fortschreitender Zeit nach der Laparotomie (eine Stunde bis neun Stunden) fand
sich eine signifikante Zunahme fos-positiver Zellen im NTS, beginnend bereits drei
Stunden postoperativ In der Area postrema verhielten sich die Ergebnisse etwas
anders. Hier unterschied sich die Anzahl der fos-positiven Zellen der 3h-Kontrolle
nicht signifikant von der 1h-Kontrolle. Neun Stunden postoperativ hingegen war die
Anzahl der fos-positiven Zellen auch in der Area postrema signifikant erhoht.

Die blose Laparotomie bewirkt demnach bereits eine zentrale vagale Aktivierung. Wir
wissen aus den Distensionsexperimenten der Kontrollgruppe, dass die vagale
afferente Nervenfaseraktivitat drei Stunden nach der Scheinoperation tendenziell
und neun Stunden postoperativ signifikant erhéht war. Diese ,periphere* vagale
Aktivierung setzt sich also bereits fruh nach ,zentral” fort — zunachst in die primére
Schaltstation vagaler afferenter Fasern, den NTS. Wie bereits erwahnt, erreichen die
Area postrema zahlreiche Projektionen aus dem NTS. Es stellt sich nun die Frage,
ob (1) durch die Laparotomie auch Regionen der Area postrema aktiviert werden,
und ob (2) diese Aktivierung zeitlich nach der Aktivierung des NTS stattfindet. Die
Ergebnisse dieser Arbeit bestéatigen beides; nach einer initialen vagalen Aktivierung
des NTS (drei Stunden postoperativ) wird im weiteren Verlauf (neun Stunden
postoperativ) die nachgeschaltete Area postrema aktiviert — sie wird quasi tber die
peripheren Ereignisse (ndmlich die Laparotomie) ebenfalls ,informiert® und in die
Lage versetzt, protektive Mechanismen zu initiieren. Beispielsweise kdonnten vagale
Efferenzen aktiviert werden, die im weiteren Verlauf die Immunreaktion in der
Darmwand regulieren bzw. eindammen —als ,cholinergic antiinflammatory pathway*
(siehe weiter oben) [Tracey (2002); The et al. (2007)].

4.2.4.2 C-Fos: Vergleich der lleus-Gruppen

Auch bei den lleus-Gruppen lie3 sich eine Akkumulation fos-positiver Zellen
beobachten; mit fortschreitender Dauer des lleus (eine Stunde bis neun Stunden)
konnte man eine deutliche Zunahme der fos-positiven Zellen im NTS beobachten. In
der Area postrema verhielten sich die Ergebnisse ahnlich, wie wir es bereits vom

Vergleich der Kontrollgruppen her kennen; erst neun Stunden postoperativ (und
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damit spater als im NTS) war die Anzahl der fos-positiven Zellen signifikant erhoht.
Auch die Darmmanipulation bewirkt demnach eine initiale vagal vermittelte
Aktivierung des NTS (drei Stunden postoperativ), die im weiteren Verlauf (neun
Stunden postoperativ) die nachgeschaltete Area postrema erreicht.

Generell ist zu bedenken, dass die beobachtete zentrale neuronale Aktivierung auch
durch Faktoren hervorgerufen werden kénnte, die in direktem Zusammenhang mit
dem operativen Eingriff (insbesondere der Darmmanipulation) stehen. Ein solcher
Faktor ware beispielsweise die unmittelbare Aktivierung von Mechanorezeptoren
durch die Darmmanipulation selbst. Studien, die einen spateren Zeitpunkt des POI
untersuchten (24 Stunden postoperativ), konnten jedoch ebenfalls diese zentrale
neuronale Aktivierung nachweisen [Kreiss et al. (2003); Mueller et al. (2008)]; man
mdchte meinen, dass zu diesem spaten Zeitpunkt (24 Stunden postoperativ) die
direkte Wirkung manipulativer Vorgange abgeklungen sei [Kalff, Buchholz, et al.
(1999)]. Die zentrale vagale Aktivierung ware somit von nachhaltigem Charakter und

nicht nur durch direkte mechanische Faktoren verursacht.

4243 C-Fos: lleus vs. Kontrolle

Der spezifische Effekt der Darmmanipulation (im Vergleich zur alleinigen
Laparotomie) auf die zentrale neuronale Aktivierung lasst sich durch den direkten
Vergleich der Kontroll- mit den lleus-Gruppen eruieren. Eine Stunde und drei
Stunden postoperativ unterschied sich die Anzahl der fos-positiven Zellen in NTS
und Area postrema nicht signifikant zwischen Kontrolle und POI. Neun Stunden
postoperativ _hingegen waren in NTS und Area postrema der lleus-Gruppe
signifikant mehr fos-positive Zellen nachweisbar als bei der Kontrolle.

Wir wissen bereits, dass die blose Laparotomie vagal vermittelt Zentren im ZNS
aktiviert — hier bereits drei Stunden postoperativ. Der zusatzliche Effekt der
Darmmanipulation wird jedoch erst neun Stunden postoperativ manifest. Ein
ahnliches Ergebnis war auch in den Distensionsexperimenten zu erkennen. Hier
setzte die Laparotomie bereits zu einem frihen Zeitpunkt Mechanismen in Gang, die
eine Sensibilisierung afferenter Nerven gegenuber mechanischer Distension
bewirken; dabei wurden gleichermallen vagale und spinale Nervenfasern
sensibilisiert. Der spezifische Effekt der Darmmanipulation auf die Sensibilisierung
vagaler Nervenfasern gegenuber Distension zeigte sich jedoch erst im weiteren
Verlauf des POI. Unmittelbar postoperativ (eine Stunde) wurden vagale Nervenfasern
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noch nicht in signifikantem Ausmal} sensibilisiert. Dies &nderte sich drei bzw. neun
Stunden nach dem operativen Eingriff; hier wurden (im Vergleich zur blosen
Laparotomie) durch die Darmmanipulation vagale Fasern zunehmend aktiviert bzw.
sensibilisiert. Man kann demnach festhalten, dass durch die Darmmanipulation
vagale Fasern zunachst (drei Stunden postoperativ) peripher sensibilisiert werden
und dass diese Aktivierung / Sensibilisierung spater (neun Stunden postoperativ)
nach zentral (NTS und Area postrema) weitergeleitet wird. Wie oben bereits erwahnt,
konnten Miuller et al. beim POI 24 Stunden postoperativ ebenfalls eine ausgepragte
Aktivierung vagaler Zentren im ZNS nachweisen [Mueller et al. (2008)]. Die im
zeitlichen Verlauf zunehmende zentrale vagale Aktivierung konnte den Ubergang von
der Frihphase in die Spatphase des POI charakterisieren. Wie oben bereits erlautert
geht man heute davon aus, dass die zentrale vagale Aktivierung Folge der
Freisetzung inflammatorischer Mediatoren (wie beispielsweise Histamin und
Serotonin) ist, die im Rahmen der Infiltration der Tunica muscularis mit
Entzindungszellen vermehrt freigesetzt werden. Aufgrund des in dieser Arbeit
untersuchten zeitlichen Ablaufs der Vorgange beim POI scheint folgende Kaskade
bei der Pathogenese der Erkrankung denkbar: Die mechanische Manipulation des
Darmes fuhrt neben einer reflektorischen Hemmung der intestinalen Motilitat (wie
oben ausfuhrlich beschrieben) zur entzindlichen Infiltration der intestinalen
Muscularis; die hier freigesetzten Mediatoren bewirken dann mit entsprechender
Verzogerung die Aktivierung vagaler zentralnervoser Strukturen.

Neben inflammatorischen kdnnten weitere Mechanismen bei der Vermittlung der
zentralen vagalen Aktivierung im Rahmen des POI von Bedeutung sein. Die beim
POI zu beobachtende Dilatation des Darmes ist bekanntermalen in der Lage,
viszerale afferente Nervenfasern zu aktivieren [Traub et al. (1994)]. Man kénnte nun
annehmen, dass sich diese Dilatations-vermittelte neuronale Aktivierung ebenfalls
nach zentral fortsetzt und die c-Fos Expression in NTS und Area postrema
begunstigt. Dies erscheint insbesondere plausibel, da die Darmdilatation zeitgleich
(neun Stunden postoperativ) mit der starksten fos-Expression in NTS und AP auftritt.
Insgesamt muss man von einem multifaktoriellen Geschehen ausgehen, an dem
sowohl mechanische wie auch inflammatorische Vorgange beteiligt sind. Aktuell lasst
sich nicht eruieren, welche relative Bedeutung den genannten Mechanismen bei der

Pathogenese des POI zukommt; weitere Studien bleiben abzuwarten.
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Neben der neuronalen Aktivierung im Nucleus tractus solitarii wurde in der
vorliegenden Arbeit auch eine Steigerung der c-Fos Expression in der Area postrema
nachgewiesen. Da diese Region des ZNS bei fehlender Blut-Hirn-Schranke
unmittelbaren Kontakt zur systemischen Zirkulation hat, kann ihre Aktivierung auch
durch in den Blutstrom freigesetzte Mediatoren angestof3en worden sein. Kalff et al.
haben die Rolle residenter Makrophagen und Mastzellen bei der Vermittlung
inflammatorischer Prozesse beim POI ausfihrlich beschrieben [Kalff, Schraut, et al.
(1998); Kalff, Carlos, et al. (1999)]. Ein Teil dieser Immunzellen befindet sich in der
direkten Umgebung von BlutgefalRen der Tunica muscularis [Kalff, Schwarz, et al.
(21998)]; von ihnen freigesetzte Zytokine kdnnen somit in den Blutstrom gelangen und
andernorts ebenfalls ihre Wirkung entfalten. Die neuronale Aktivierung der Area
postrema kdnnte somit auch auf der Wirkung von proinflammatorischen Mediatoren
(wie beispielsweise Histamin und Serotonin) beruhen, die in die systemische
Zirkulation gelangt sind. Neben den oben erwahnten Mechanismen kann demnach
auch eine direkte zentrale neuronale Aktivierung (durch Gber den Blutweg zur Area

postrema gelangte Mediatoren) nicht ausgeschlossen werden.
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5 Zusammenfassung

Der postoperative lleus (POI) tritt regelhaft nach abdominalchirurgischen Eingriffen
auf und ist hauptsachlich durch eine Motilitdtsstérung des Gastrointestinaltraktes
gekennzeichnet. Eine solche postoperative Passagestérung hat fir die betroffenen
Patienten zahlreiche, zum Teil gravierende Konsequenzen. Die Therapie ist
weitestgehend symptomatisch orientiert — einer effektiven Therapie steht
insbesondere das unzureichende Verstandnis der zugrunde liegenden
Pathomechanismen im Wege. Die pathophysiologischen Vorgange bei der
Entstehung des POI sind komplex und zeigen insbesondere bei langerem Verlauf
Interaktionen — die Therapie des POI sollte demnach bestenfalls in der Frihphase
beginnen. Ziel dieser Doktorarbeit war deshalb die Untersuchung derjenigen
Pathomechanismen, die bereits kurz nach dem operativen Eingriff initialisiert werden.

Bei der Entstehung des POI ist die Aktivierung intestinaler afferenter Signalwege von
entscheidender Bedeutung [De Winter et al. (1997)]. Hierbei kommt es durch eine
Zunahme der afferenten neuronalen Aktivitdt zu einer Hemmung der efferenten
Aktivitat und konsekutiv zu einer verminderten Darmmotilitat [Kreis et al. (1998)]. Man
nimmt an, dass diese beiden neuronalen Komponenten (afferent und efferent) Teil
eines neuronalen Reflexes darstellen, welcher bei der Entstehung des POI eine
entscheidende Rolle spielt [Kreis et al. (2000); Hillsley et al. (1998)]. Die neurogenen
Mechanismen, die bei der Entstehung des POl zum Tragen kommen, wurden bisher
lediglich durch indirekte Methoden untersucht [Kalff, Buchholz, et al. (1999); De
Winter et al. (1997); Holzer et al. (1986); Nadelhaft et al. (1986)]. Eine direkte
Aufzeichnung der afferenten neuronalen Aktivitat wahrend der Frihphase des
POI war bislang nicht mdoglich. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die
intestinale afferente Nervenfaseraktivitdt wahrend der Fruhphase des POI
direkt zu erfassen und zu charakterisieren. Hierbei war die zentrale Hypothese,
dass es durch mechanische Manipulation des Dinndarms (im Gegensatz zur blosen
Laparotomie) zu einer Steigerung der Sensibilitdt spinaler afferenter Nervenfasern
gegeniber Schmerzmediatoren (wie beispielsweise Bradykinin) und
mechanosensitiven Stimuli (wie zum Beispiel mechanische Distension) kommit.
Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob weitere exzitatorische neuronale

Reflexmechanismen wie beispielsweise vagale afferente Signalwege (und nicht nur
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ausschlief3lich spinale afferente Signalwege) an der Entstehung der postoperativen
Passagestorung beteiligt sind. Begleitend sollten Motilitat und
Entziindungsreaktion des Darms sowie seine Morphologie durch entsprechende

Untersuchungsverfahren dokumentiert werden.

Unter Isoflurannarkose wurden die Versuchstiere (mannliche Mause des Stammes
C57BL/6NCrl) einem standardisierten abdominal-chirurgischen Eingriff unterzogen.
Einerseits erfolgte eine sogenannte Scheinoperation, bei der lediglich eine mediane
Laparotomie durchgefihrt wurde (Kontroll-Gruppe), andererseits erfolgte die
manuell-mechanische Manipulation des Dunndarms zur Induktion des POI (lleus-
Gruppe). Nach einer Stunde bzw. nach drei und neun Stunden wurden die fur die
Experimente relevanten Gewebe enthommen: (1) Die afferente Nervenfaseraktivitat
wurde in einem Zweikammerorganbad mittels multi-unit Ableitung mesenterialer
Dunndarmnerven untersucht. Hierbei wurde neben der Ruhenervenfaseraktivitat
auch die Nervenfaseraktivitait wahrend Rampendistension (0 bis 80 cmH20) und
nach Applikation des Schmerzmediators Bradykinin (0,5 uM) gemessen. (2) Parallel
dazu wurde die Motilitat des Darms durch intraluminale Druckmessungen
charakterisiert. (3) Des Weiteren wurde die Infiltration der Darmwand (Tunica
muscularis) mit MPO-positiven Entziindungszellen registriert. (4) DarlUber hinaus
wurde untersucht, in welchem MalRe vagale Zentren im Hirnstamm an der
Entstehung der postoperativen Passagestorung beteiligt sind; hierfir wurden
immunhistochemische Farbungen von Nucleus tractus solitarii und Area postrema

angefertigt und die Anzahl c-Fos-positiver Zellen ermittelt.

Die experimentellen Gruppen wiesen deutliche Unterschiede hinsichtlich ihrer
Motilitat auf. Die Kontraktionskraft des Darmes (gemessen als intraluminale
Druckamplitude) blieb im zeitlichen Verlauf nach reiner Laparotomie im Wesentlichen
erhalten (Lhkontrole 5,1 £ 0,8 cmH20 vs. 3hkontrolle 5,3 + 1,2 cmH20 vs. 9hkontrolle 4,3 *
0,9 cmH20; jeweils p > 0,05). Die Darmmanipulation hingegen fuhrte dazu, dass die
Kontraktionskraft des Darmes signifikant abnahm (1hkontrole 5,1 £ 0,8 cmH20 vs.
1hiieus 0,8 £ 0,2 cmH20, p = 0,002; 3hkontrolle 5,3 + 1,2 vs. 3hieus 1,8 + 0,5, p = 0,024).
Bei der 9h-lleus-Gruppe fiel zudem eine makroskopische Besonderheit des
Darms auf, die bislang in der Literatur nicht beschrieben wurde. Bei einigen

Dunndarmabschnitten schien der Darm dilatiert, andere Segmente hingegen wiesen
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ein normales oder sogar eher verengtes Kaliber auf. Dabei befanden sich die
dilatierten Abschnitte des Darmes proximal, wohingegen die normalkalibrigen Anteile
weiter distal zu finden waren. Da die Unterscheidung von dilatierten und
normalkalibrigen Darmabschnitte innerhalb der 9h-lleus-Gruppe eine konstante
Erscheinung war, wurden diese Segmente getrennt untersucht und ausgewertet. Die
Kontraktionskraft des mechanisch manipulierten Darmes nahm im Vergleich zur
Laparotomie allerdings unabhangig davon ab, ob es sich um dilatierte oder eng
gestellte Darmsegmente handelte (Qhkontrolle 4,3 + 0,9 vS. hileus dilaiert 0,8 + 0,1 bzw.
9hiieus eng 0,8 £ 0,2, jeweils p = 0,002). Neben der Kontraktionskraft wurde als
weiteres Charakteristikum der Darmmotilitat die Kontraktionsfrequenz untersucht
(gemessen als Anzahl der Amplituden Uber einen Zeitraum von 200 Sekunden).
Bereits die blose Laparotomie verursachte zeitnah nach der Operation eine Zunahme
der Kontraktionsfrequenz (1hkontrolle 17,8 = 1,7 vs. 3hkontrole 28,8 £ 3,6; p = 0,02), die
sich im weiteren Verlauf jedoch stabilisierte (9hkontrole 30,8 * 2,2). Auch der
manipulierte Darm zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine (wenn auch inhomogene)
Zunahme der Kontraktionsfrequenz (lhieus 24,0 £ 1,1 vs. 1lhkontoe 17,8 £ 1,7, p =
0,012; 3hieus 29,3 + 2,4 vs. 3hkontrolle 28,8 £ 3,6, p = 0,911; 9hkontrolle 30,8 £ 2,2 vs.
hiteus dilatiert 36,0 + 2,3, p = 0,135 bzw. 9hiteus eng 30,8 £ 2,2, p = 0,045).

Die Ruhenervenfaseraktivitat (Impulsrate pro Sekunde, gemessen als impsec™)
wurde vor mechanischer  (Distension) oder chemischer  Stimulation
(Bradykininapplikation) ermittelt. Die alleinige Laparotomie hatte hierbei keinen
signifikanten Einfluss auf die Baselineaktivitat (1hkonrotle 6,5 * 0,9 impsec?t vs.
3hkontrolle 4,9 *+ 0,9 impsec? vs. 9hkontrolle 5,8 + 0,5 impsec™?; p jeweils > 0,05). Durch
die Darmmanipulation hingegen kam es schnell und anhaltend zu einer signifikanten
Steigerung der Ruhenervenfaseraktivitat (1hieus 8,6 + 1,1 impsec™ vs. 1hkontrolle 6,5 *
0,9 impsec?, p = 0,041; 3hieus 13,1 + 2,6 impsec™ vs. 3hkontrolle 4,9 + 0,9 impsec™, p =
0,015; 9hileus dilatiert 8,3 £ 0,6 bzw. hileuseng 9,1 = 1,4 vs. Yhkontrotle 5,8 £ 0,5, p jeweils <
0,05).

Nicht nur die Analyse der Ruhenervenfaseraktivitat gewéhrt Einblicke in die
pathophysiologischen Vorgange beim POIl; auch die Untersuchung der
Nervenfaseraktivitat unter Stimulation liefert Informationen zur neuronalen Kontrolle
der Darmfunktion im Rahmen dieser Erkrankung. Bradykinin aktiviert als
sogenannter ,Schmerzmediator® spinale Nervenfasern. In den hier durchgefihrten

Versuchen bewirkte die serosale Bradykininapplikation (0,5 uM) unabhangig von
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der jeweiligen experimentellen Gruppe einen abrupten Anstieg der
Nervenfaseraktivitat. Gleichzeitig war ein kurzfristiger Abfall des intraluminalen
Drucks zu verzeichnen, der innerhalb weniger Sekunden durch einen erneuten
Druckanstieg kompensiert wurde (sog. ,motor event®). Einige Arbeiten berichten
neben der Sensibilisierung spinaler Nervenfasern auch von der Aktivierung vagaler
afferenter Nervenfasern durch Bradykinin [Brunsden and Grundy (1999)]. Man nimmt
allerdings an, dass die Aktivierung vagaler mechanosensitiver Fasern durch die
genannten ,motor events® verursacht wird, also kurz nach der eigentlichen
Bradykininstimulation geschieht. Die Stimulation mit Bradykinin, wie sie in dieser
Arbeit angewandt und analysiert wurde, erlaubt vor allem Rickschlisse auf die
Aktivierung bzw. Sensibilisierung spinaler Nervenfasern [Booth et al. (2001)]. Durch
die reine Laparotomie werden erst im spaten postoperativen Verlauf (9 Stunden
postoperativ) vermehrt spinale Nervenfasern aktiviert / sensibilisiert (1hkontrolle 12,1 *
0,9 impsec? vs. 3hkontrolle 14,5 + 1,1 impsec?, p = 0,129; 3hkontrolle VS. 9hkontrole 19,9 *
1,3 impsec?, p = 0,01). Durch die Darmmanipulation bzw. die Auslésung des POI
hingegen wurden bereits kurz nach dem operativen Eingriff spinale Fasern in
signifikantem AusmafR aktiviert (Lhkontrore 12,1 * 0,9 impsec? vs. lhieuss 15,0 £ 0,9
impsec?, p = 0,046). Diese Sensibilisierung spinaler Nervenfasern gegeniber
Bradykinin blieb beim POI wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums erhalten,
und zwar unabhangig vom Darmdurchmesser neun Stunden postoperativ (3hkontrolle
14,5 + 1,1 impsec™ vs. 3hieus 38,5 + 4,0 impsec?, p = 0,001; 9hkontroe 19,9,5 + 1,3
impsec? vs. 9hieus diatiet 35,3 * 2,1 impsec? bzw. 9hieus eng 32,8 + 1,8 impsec™,
jeweils p = 0,001).

Durch ein standardisiertes Rampendistensionsprotokoll wird es mdglich, die
Mechanosensibilitat afferenter Nerven abhéngig vom jeweiligen Druckniveau zu
untersuchen. Betrachtet man das hier verwendete Distensionsprotokoll genauer, so
kann man grob zwischen einer Distension mit hohem (zwischen 50 und 80 cmH20)
und niedrigem intraluminalen Druck (zwischen 0 und 40 cmH20) unterscheiden. Man
weild heute, dass bei niedrigem intraluminalem Druck (zwischen 0 und 40 cmH20)
vor allem vagale afferente Nervenfasern aktiviert werden, wahrend bei hdheren
Dricken (> 50 cmH20) hauptsachlich spinale Nervenfasern aktiviert werden. Bei
diesen spinalen Fasern handelt es sich um Neurone, die bereits im Rickenmark (und
nicht erst in Hirnstamm oder Gehirn) auf efferente inhibitorische Neurone

umgeschaltet werden [Dunn and Rang (1990)]; in diesem Sinne bilden sie den
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afferenten Schenkel eines Reflexkreises, der (zumindest partiell) fur die Hemmung
der intestinalen Motilitit beim POI verantwortlich ist [Spiller (2003)]. Uber alle
experimentellen Gruppen hinweg bewirkte die mechanische Distension einen vom
intraluminalen Druck abhéangigen Anstieg der afferenten Nervenfaseraktivitat. Durch
die reine Laparotomie wurden sowohl vagale als auch spinale Nervenfasern
gegenuber Distensionsreizen sensibilisiert — dies geschah allerdings nicht sofort
nach dem operativen Eingriff, sondern erst neun Stunden postoperativ. Anders
verhielt es sich, wenn tatsachlich ein POI ausgel6tst wird (Laparotomie inklusive
Darmmanipulation). Hier wurden unmittelbar (eine Stunde) postoperativ lediglich
spinale Nervenfasern gegenuber Distensionsreizen sensibilisiert. Die Sensibilisierung
vagaler Nervenfasern spielt demnach in der initialen Frihphase des POI keine
nachweisbare Rolle. Auch im weiteren Verlauf (drei und neun Stunden postoperativ)
des POI stand die Sensibilisierung spinaler Nervenfasern im Zentrum; jedoch wurden
hier zunehmend auch vagale Nervenfasern gegenluber Distensionsreizen
sensibilisiert, wie es fir die Spatphase des POI bereits nachgewiesen werden konnte
[Mueller et al. (2008)]. Man kann demnach davon ausgehen, dass in der Frihphase
des POI die Sensibilisierung spinaler Nervenfasern dominiert, wahrend in der
Spatphase hauptséachlich vagale Nervenfasern sensibilisiert werden. In dieser Arbeit
wurde neben der Frihphase (rein spinale Aktivierung) erstmals auch eine Art
Ubergangsphase erfasst, bei der sich sowohl spinale als auch vagale
Sensibilisierungsprozesse nachweisen lassen (drei und neun Stunden postoperativ).
Neben neuronalen Sensibilisierungsprozessen ist in der Ubergangsphase des POI
auch der Darmdurchmesser bzw. die Wandspannung des Darms von erheblicher
Bedeutung. Es besteht eine enge Korrelation zwischen der Schmerzwahrnehmung
wahrend einer Darmdistension und der dabei entstehenden Wandspannung
[Petersen et al. (2003)]. Betrachtet man die Schmerzwahrnehmung als Funktion der
neuronalen Entladungsfrequenz, dann hangt die afferente Nervenfaseraktivitat von
der jeweils vorherrschenden Wandspannung ab. An dieser Stelle bietet es sich an,
auf das Gesetz von Laplace zurtickzugreifen: K = P r / 2d (K = Wandspannung, P =
transmuraler Druck, r = Radius und d = Wanddicke). Auf den Darm bezogen ergibt
sich bei vorgegebenem Druck und unveranderter Wanddicke nach Laplace eine
geringere Wandspannung, wenn es sich um einen Darmabschnitt mit geringerem
Durchmesser handelt; entsprechend findet sich bei hherem Diameter eine hdhere

Wandspannung. Nimmt man an, dass die Wandspannung des Darms direkt
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proportional zur Entladungsfrequenz der afferenten Nerven ist, dann konnte dieser
biomechanische Mechanismus die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erklaren: Im
Vergleich zur 9h-Kontroll-Gruppe war die afferente Nervenfaseraktivitat von
normalkalibrigen 9h-lleus-Darmsegmenten ab einem intraluminalen Druck > 50
cmH20 signifikant reduziert (9hiteus eng socmH20 46 + 5 impsec™ vs. 9hkontrolle 8ocmH20 77 *
4 impsec?; p < 0,001). Ganz das Gegenteil fand sich fiur die dilatierten
Darmabschnitte der 9h-lleus-Gruppe; hier war die afferente Nervenfaseraktivitat ab
einem intraluminalen Druck > 40 cmH20 signifikant gesteigert (Shieus dilatiert 8ocmH20
176 £+ 16 impsec™? vs. 9hkontrolle 8ocmH20 77 + 4 impsec™; p < 0,001). Neun Stunden
postoperativ wird die spinale Sensibilisierung demnach durch mechanische
Veranderungen der Darmwand dominiert.

Neben neuronalen und biomechanischen Komponenten ist die lokale
Entzindungsreaktion innerhalb der Darmwand ein weiterer wichtiger
Pathomechanismus fur die Entstehung des POI. Bereits die alleinige Laparotomie
fuhrte dazu, dass die Tunica muscularis in signifikantem Ausmaf mit MPO-positiven
Entziindungszellen infiltriert wurde (1hkontrole 0,8 £ 0,2 vs. 3hkontrole 5,1 £ 2,4; p =
0,041). Diese lokale Entztindungsreaktion der Darmwand stabilisierte sich allerdings
im weiteren Verlauf (3hkontrolle 5,1 £ 2,4 vS. 9hkontroe 5,6 = 1,4; p = 0,846) — ganz im
Gegensatz zum Verlauf der inflammatorischen Reaktion beim POI. Hier nahm die
Infiltration der Tunica muscularis mit MPO-positiven Entziindungszellen kontinuierlich
zu (1hkontrole 0,8 £ 0,2 vs. 1hieus 0,7 £ 0,2, p = 0,783; 3hkontrolle 5,1 £ 2,4 vs. 3hileus
10,8 £ 1,2; p = 0,053; 9hkontrolie 5,6 + 1,4 vS. hileus dilatiert 46,9 + 5,8 bzw. Yhileus eng 53,5
+ 50, jeweils p < 0,05. Entzindungszellen setzen eine Vielzahl
proinflammatorischer Mediatoren (beispielsweise Prostanoide) frei, die afferente
Nervenfasern sensibilisieren — unter anderem gegeniber Stimuli wie Bradykinin oder
mechanischer Distension auf hohem Druckniveau [Brunsden and Grundy (1999);
Seeling et al. (1986); The et al. (2008)]. Die Entztindungsreaktion spielt demnach flr
die Pathogenese des POI ebenfalls eine elementare Rolle — insbesondere fur die
Ubergangs- und Spatphase, weniger fir die Frihphase.

Dartiber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, in welchem Malde
vagale Zentren im Hirnstamm an der Entstehung der postoperativen
Passagestorung beteiligt sind. Hierfur wurden immunhistochemische Farbungen von
Nucleus tractus solitarii und Area postrema angefertigt und die Anzahl c-Fos-positiver

Zellen ermittelt. Bereits durch die blose Laparotomie wurden vagale Zentren im ZNS
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schnell und nachhaltig aktiviert; hierbei erfolgte die Aktivierung zunachst im NTS
(2hkontrotie 10,7 + 0,4; 3hkontrolie 12,2 + 0,5; 9hkontrolle 60,2 + 1,4; jeweils p < 0,05) und
etwas spater in der nachgeschalteten Area postrema (1hkontrolle 1,5 + 0,8 vs. 3hkontrolle
1,3 £ 0,5, p = 0,937; 9hkontrolle 14,2 £ 1,3, Pvs.1h-Kontrole bzw. 3h-Kontrolle = 0,002). Das
Ausmald der zentralen vagalen Aktivierung hielt sich bei den Kontrollgruppen im
Vergleich zum POI jedoch in Grenzen. Beim POI zeigte sich eine Uberaus starke
zentrale vagale Aktivierung in NTS (1hkontolle 10,7 = 0,4 vs. lhiews 10,5 £ 0,3, p =
0,765; 3hkontrolle 12,2 + 0,5 vs. 3hieus 12,8 £ 0,3, p = 0,267; 9hkontrolle 60,2 £ 1,4 vs.
hieus 127,7 £ 4,1, p = 0,001) und Area postrema (Lhkontrotle 1,5 + 0,3 vs. 1hjeus 1,8 *
0,2, p = 0,401, 3hkontrolle 1,3 £ 0,2 vS. 3hieus 2,0 + 0,4, p = 0,145; Shkontrolle 14,2 + 1,3
vS. 9hieus 38,0 + 2,0, p = 0,001) mit Punctum maximum in der Ubergangsphase

(neun Stunden postoperativ).

Durch die hier gewonnenen Daten konnte gezeigt werden, dass sowohl spinale als
auch vagale Nervenfasern bei Entstehung des POI eine Rolle spielen. In der
Frihphase des POI Uberwiegt die Sensibilisierung spinaler Nervenfasern; diese wird
in der Ubergangsphase durch vagale Sensibilisierungsprozesse erganzt, die in der
Spatphase schlie3lich dominieren. Beim POI bewirkt die Sensibilisierung spinaler
afferenter Nervenfasern initial und reflektorisch die Hemmung der Motilitat. Etwas
spater und parallel zur Entwicklung der Entziindungsreaktion der Darmwand kommt
es zur Dilatation des Darms — einerseits mit direkten biomechanischen Effekten auf
die neuronale Aktivitat, andererseits mit zunehmender Aktivierung vagaler Zentren im
Hirnstamm, die beide wiederum die gastrointestinale Motilitét nachhaltig
beeinflussen. Die neurogenen Mechanismen, die bei der Entstehung des POI
zum Tragen kommen, konnten durch diese Arbeit erstmals direkt
charakterisiert werden. Die zentrale Hypothese, dass es durch mechanische
Manipulation des Dunndarms zu einer Sensibilitatssteigerung spinaler afferenter
Nervenfasern kommt, konnte somit eindriicklich bestatigt werden. Neben den bereits
bekannten inflammatorischen und vagal-neurogenen Faktoren sollten zunehmend
auch spinale Reflexmechanismen ins Zentrum der Forschung ricken, da diese beim
POI initial von immenser Bedeutung sind und interessante therapeutische

Angriffspunkte bieten kénnten.
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6

5-HT
ABC
ANS
AP
ATP
BK
CcC
CCK
CD
c-Fos
CGRP
cNOS
COX1/11
CRF
DAB
DFU
DMN
DNA
DRG
DVC
ENS
EP
Gl-
Hi/ H2
HNK-1
ICAM-1
ICC
kB

iINOS
Jak2
k.d.B.

Abkurzungsverzeichnis

5-hydroxytryptamine (serotonin)
avidin biotin complex

autonomic nervous system

area postrema

adenosine triphosphate
bradykinin

canalis centralis
cholecystokinine

cluster of differentiation

cellular Finkel osteo sarcoma
calcitonin-gene-related peptide
constitutive nitric oxide synthase
cyclooxygenase | / I
corticotropin releasing factor
3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid
5.5-dimethyl-3-(flurorophenyl)-4-(4-methylsulfonyl)-phenyl-2-furan
dorsal motor nucleus
desoxyribonucleid acid
diagnosis related groups

dorsal vagal complex

enteric nervous system
prostaglandin receptor
gastrointestinal-

histamine Hi / H2 receptor
human natural killer 1
intercellular adhesion molecule 1
interstitial cell of Cajal

inhibitor of NF-kB

interleukin

inducible nitric oxide synthase
Janus kinase 2

kaudal des Bregma
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LFA-1
LPS
MCP-1
MHC I /1l
MPO
NA
NAChR
NBF
NF-kB
NGF
NO
NTS
PBN
PBS
POI
PVN
RT
SEM
SIRS
SP

SS
STAT3
TBS
TNF
VIP
ZNS

lymphocyte function associated antigen 1
lipopolysaccharide

monocyte chemotactic protein 1

major histocompatibility complex 1/ 11
myeloperoxidase

nucleus ambiguus

nicotinic acetylcholine-receptor

neutral buffered formalin

nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B cells
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Tabelle 4. Verwendete Gerate und Labormaterialien.

Charles River GmbH
Sandhoferweg 7
97633 Sulzfeld
Deutschland

CED

Cambridge Electronic Design

Versuchstiere

Science Park

Milton Road
Cambridge CB4 OFE
England

CED

Cambridge Electronic Design

Filter und Verstarker 1902

Science Park

Milton Road
Cambridge CB4 OFE
England

AD-Wandler 1401

Fujitsu Siemens Computers GmbH
Domagkstrasse 28

80807 Muinchen

Deutschland

CED

Cambridge Electronic Design

PC

Science Park

Milton Road
Cambridge CB4 OFE
England

Software Spike 2

Gilson Inc.

3000 Parmenter Street
Peristaltische Pumpen ,Minipuls 3* P.O. Box 620027
Middleton, W1 53562-0027
USA
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Perfusionspumpe ,IVAC 711¢

IVAC Corporation
10221 Wateridge Circle
San Diego, CA 92121
USA

Druckaufnehmer

»,Neurolog pressure amplifier NL 108

Digitimer Ltd.

37 Hydeway

Welwyn Garden City
Hertfordshire, AL7 3BE
England

Platinumdraht

Goodfellow GmbH
Postfach1343
61213 Bad Nauheim

Deutschland

DOW Corning GmbH Wiesbaden
Rheingaustr.34

Sylgard )
65201 Wiesbaden
Deutschland
Linde AG
Seitnerstrasse 70
Carbogengas

82049 Hollriegelskreuth

Deutschland

Silikon-Hochvakuumfett

DRAWIN Vertriebs-GmbH
Rudolf-Diesel-Strasse 15
85521 Ottobrunn

Deutschland

Mineralol

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Grunwalder Weg 30
82041 Deisenhofen

Deutschland

Praparationspinzetten

Fine Science Tools GmbH
Im Weiher 12

69121 Heidelberg
Deutschland
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Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH
Peter-Henlein-Str. 2
50389 Wesseling-Berzdorf

Deutschland

Pipetten

Semperit Technische Produkte GmbH
Modecenterstrasse 22

1031 Wien

Osterreich

Handschuhe

Ethicon Johnson & Johnson GmbH
Robert- Koch StralRe 1

22851 Norderstedt

Deutschland

Nahtmaterial

NOBA Verbandmittel Danz GmbH
Holtkenstrasse 1-5

58300 Wetter

Deutschland

Mullkompressen

NOBA Verbandmittel Danz GmbH
Holtkenstrasse 1-5
58300 Wetter / Ruhr

Deutschland

Wattestabchen

BD Becton Dickinson GmbH
Tullastrasse 8-12
69126 Heidelberg

Deutschland

Einmalspritzen 2 ml, 5 ml, 10 ml

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH
Peter-Henlein-Str. 2
50389 Wesseling-Berzdorf

Deutschland

Eppendorfgefalie

Carl Roth GmbH & Co KG
Schoemperlenstrasse 3-5
76185 Karlsruhe

Deutschland

Roti-Histokitt
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Tabelle 5. Verwendete Chemikalien.

Aqua dest.

B. Braun Melsungen AG
Carl-Braun-Stral3e 1
34212 Melsungen

Deutschland

Natriumchloridldsung 0.9%

B. Braun Melsungen AG
Carl-Braun-Stral3e 1
34212 Melsungen

Deutschland

Wasserstoffperoxid 30%

Carl Roth GmbH & Co KG
Schoemperlenstrasse 3-5
76185 Karlsruhe

Deutschland

Ethanol

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt

Deutschland

Methanol

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt

Deutschland

Xylol

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt

Deutschland

Isofluran

Abbott GmbH & Co KG
Max-Planck-Ring 2
65205 Wiesbaden

Deutschland

Bradykinin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Riedstrasse 2

89555 Steinheim
Deutschland
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Cholecystokinin (CCK)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Riedstrasse 2

89555 Steinheim
Deutschland

Serotonin (5-HT)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Riedstrasse 2

89555 Steinheim
Deutschland

Ziegenserum (Normal Goat Serum)

DAKO Diagnostica GmbH
Am Stadtrand 52

22047 Hamburg
Deutschland

rabbit anti-c-Fos Antikorper

Siemens Healthcare Diagnostics Inc.
Oncogene Science

80 Rogers Street

Cambridge, MA 02142

USA

goat anti-rabbit Antikdrper

DIANOVA GmbH
Warburgstrasse 45
20354 Hamburg

Deutschland

Schweineserum (Swine Serum)

DAKO Diagnostica GmbH
Am Stadtrand 52
22047 Hamburg

Deutschland

rabbit anti-MPO Antikorper

DIANOVA GmbH
Warburgstrasse 45
20354 Hamburg

Deutschland

swine anti-rabbit Antikdrper

DAKO Diagnostica GmbH
Am Stadtrand 52

22047 Hamburg
Deutschland
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Vectastain ABC Kit

LINARIS Biologische Produkte GmbH
Hotelstrasse 11

97877 Wertheim - Bettingen
Deutschland

Diaminobenzidin (DAB)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Riedstrasse 2

89555 Steinheim
Deutschland

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250

Gelatine
64293 Darmstadt
Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Lipopolysaccharid Riedstrasse 2

(Salmonella typhosa)

89555 Steinheim
Deutschland

Formaldehyd (37%)

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt

Deutschland

Glucose

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt

Deutschland

Sucrose

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt

Deutschland

Natrium-Azid

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt

Deutschland
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Triton X-100 10%

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt
Deutschland

NacCl

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt
Deutschland

KCI

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt
Deutschland

CaCl2

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Riedstrasse 2

89555 Steinheim
Deutschland

KH2PO4

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt

Deutschland

MgSOa4

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt

Deutschland

Naz2HPO4

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt

Deutschland

NaH2POa4

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Riedstrasse 2
89555 Steinheim

Deutschland
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NaHCOs

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Riedstrasse 2

89555 Steinheim
Deutschland

TRIS HCI

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Riedstrasse 2

89555 Steinheim
Deutschland

TRIS NaOH

Merck KGaA
Frankfurter Strasse 250
64293 Darmstadt
Deutschland

Tabelle 6. 10x Stock Solution.

NacCl 225¢g
KCI 115¢
CaCl2 9.15¢
KH2PO4 5.275¢g
MgSO4 9.55¢
Aqua dest. 2725 ml
Tabelle 7. Kreb’s Solution.

10x Stock Solution 200 ml
Glucose 3.6¢
NaHCOs 5.159 g
Aqua dest. 2185 ml
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Tabelle 8. 0,5 M PBS (Phosphate Buffered Solution).

Aqua dest. 700 ml
NazHPO4 103.74 g
NaH2PO4 15.59¢

Aqua dest. Auffillen auf 1 |
Filtern

pH-Einstellung auf pH 7.4

Aufbewahrung bei RT

Tabelle 9. 10% NBF (Neutral Buffered Formalin).

Formaldehyd (37%) 111 mi

Aqua dest. 889 ml
NaH2PO4 3509

Na2HPO4 6.59

Tabelle 10. 25% Sucrose.

Aqua dest. 300 ml

0.5 M PBS 200 ml
Sucrose 250 mg

Aqua dest. Auffillen auf 1 |

Aufbewahrung bei 4°C

Tabelle 11. Natrium-Azid 10%.

Aqua dest. 80 ml
Natrium-Azid 10 g
Aqua dest. Auffillen auf 100 ml

Aufbewahrung bei 4°C
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Tabelle 12. Verdinnungspuffer Triton X-100 0,5%.

Triton X-100 10%

10 ml

0.1 M PBS

190 ml

Aufbewahrung bei 4°C

Tabelle 13. TBS (Tris Buffered Solution).

Agua dest. 200 mi
TRIS HCI 66.19

TRIS NaOH 9.7 g

Aqua dest. Auffillen auf 1 |
Filtern

pH-Einstellung auf pH 7.4

Aufbewahrung bei RT

Tabelle 14. Mounting Solution fur Gefriermikrotom.

Aqua dest. 150 mi
Sucrose 209
Ethanol 100% 3 mi

Aqua dest.

Auffullen auf 100 ml

Aufbewahrung bei RT

Tabelle 15. Mounting Solution fur free floating sections.

Aqua dest. 60 ml
Gelatine 0.1g
Ethanol 100% 40 ml

Aufbewahrung bei RT
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