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1 Einleitung

1.1 Krankheitshild des lleus und seine unterschiedlichen Formen

Definition

Das Wort lleus ist die lateinisierte Form des griechischen Wortes ,eilein®, welches mit
einzwangen“ (bersetzt werden kann . Der lleus ist definiert als eine Storung der
Darmpassage durch einen Darmverschluss oder anderweitige Motilitatsstorung des Darms.
Folge eines lleus ist immer der ungenugende Transport des Darminhaltes. Besteht eine
Passagehinderung (ber einen ldngeren Zeitraum, so kommt es als Folge davon zu
pathophysiologischen Veranderungen, die mit dem Begriff ,,Ileuskrankheit” zusammengefasst
werden. Diese ist charakterisiert durch Entgleisung des Elektrolythaushaltes, VVolumenmangel

und Durchwanderungsperitonitis .

Formen:

Das Krankheitsbild des Ileus ist genau betrachtet keine eigenstdndige Diagnose, sondern muss
viel eher als ein Folgezustand einiger verschiedener zugrunde liegender Erkrankungen
gesehen werden. Ein lleus kann nach verschiedenen Gesichtspunkten beschrieben werden:

Er kann eingeteilt werden nach dem AusmaR der Passagestérung. Der lleus wird dann
differenziert in einen kompletten lleus und einen inkompletten Ileus. Beim kompletten lleus
ist die Passage des Darminhaltes vollstandig aufgehoben, wohingegen beim inkompletten
Ileus der Weitertransport des Darminhaltes lediglich gestort aber nicht komplett aufgehoben
ist.

Ein lleus wird des Weiteren beschrieben durch den Kklinischen Verlauf: Es l&sst sich hier
unterscheiden zwischen einem akuten, subakuten, chronischen oder rezidivierenden
chronischen lleus.

Die anatomische Lokalisation ist ein zusatzliches Kriterium, welches fir die Diagnosefindung
eine grolie Rolle spielt: Ein Dickdarmileus liegt bei 20- 25% aller Darmverschliisse vor, ein
Diinndarmileus dahingegen in 75- 80% aller Falle ©.

Die Unterteilung in den mechanischen und den paralytischen Ileus spielt im klinischen Alltag
die wichtigste Rolle. Ein mechanischer lleus ist durch die Verlegung des Darmlumens
gekennzeichnet und wird deshalb als Obstruktionsileus bezeichnet, wohingegen beim
paralytischen lleus eine Lahmung der Peristaltik des Darmes zugrunde liegt, welche ihrerseits

multiple Ursachen haben kann .



Fur die Entstehung eines mechanischen lleus kénnen verschiedenste Ausldser in Betracht
kommen. Die Lokalisation der Obstruktion l&sst eine grobe Einteilung zu:

Intramural

Eine intramurale Ursache ist beispielsweise ein Tumor der Darmwand. Tumoren des
Diinndarms sind insgesamt betrachtet sehr selten und machen lediglich 1% aller Tumoren des
Gastrointestinaltraktes aus, wohingegen Tumoren des Dickdarms wesentlich haufiger sind.
Des Weiteren kdnnen durch akute oder chronische Entziindungsprozesse Strikturen entstehen,
welche das Darmlumen einengen oder gar verschlielen. Solche Entziindungsprozesse kénnen
beispielsweise ausgelost werden durch chronische entziindliche Darmerkrankungen, wie
Morbus Crohn, oder im Zuge einer Bestrahlungstherapie ©. Des Weiteren verursacht der
Morbus Hirschsprung in den meisten Fallen einen Subileus oder Ileus mit galligem
Erbrechen. Die Ursache ist hier die funktionelle Obstruktion eines agangliondren Darmteils

mit Erweiterung der proximalen Darmteile ©.

Intraluminal

Intraluminale Ursachen fur einen lleus sind Bezoare, Fremdkorper oder Gallensteine. Ein
Gallensteinileus wird auch als Bouveret Syndrom bezeichnet ). Durch Fistelverbindungen
zwischen dem Ductus choledochus und dem Duodenum bzw. zwischen der Gallenblase und
dem Duodenum koénnen Gallensteine in den Dinndarm gelangen und dort eine Obstruktion
auslosen. In der Padiatrie wird ein lleus hdufig beobachtet bei Darminvagination oder z&hem
Mekonium. Ein Mekoniumileus tritt tiberwiegend bei Patienten mit zystischer Fibrose auf ©.

Extraluminal

Briden, Hernien bzw. Adhé&sionen bilden zusammen die haufigsten Ursachen fir einen
mechanischen lleus des Dinndarms ®. Ein Bridenileus entsteht in der Regel nach einem
intraabdominellen Eingriff und kann Wochen bis Monate nach der Operation entstehen und
symptomatisch werden. Ein Volvulus oder eine Malrotation stellen ebenfalls extraluminale

Ursachen eines lleus dar.

Beim paralytischen lleus steht eine neuromuskuldre Funktionseinschrankung der glatten
Darmwandmuskulatur im Vordergrund, welche eine Motilitatsstorung des Darmes hervorruft.
Dem paralytischen Ileus liegt ebenso wie dem mechanischen lleus eine Vielzahl an Ursachen
zu Grunde. Intraperitoneale Entziindungsprozesse wie Peritonitis, Appendizitis, Pankreatitis



u.a. spielen bei der Entstehung der Paralyse héaufig eine entscheidende Rolle ©. Eine
Sonderstellung nimmt der postoperative lleus ein. Hier hat sich der Kenntnisstand in den
letzten Jahren sehr stark erweitert. Durch die intraoperative Darmmanipulation, vor allem
nach offenen abdominalchirurgischen Eingriffen, kommt es zu einer Storung der
Darmperistaltik. Ist diese prolongiert (> 48- 72 h) spricht man vom postoperativen lleus. In
experimentellen Modellen sind in den letzten Jahren folgende pathophysiologische Faktoren
ermittelt worden: Eine sympathische Hyperreaktivitat nach einem operativen Eingriff spielt
ebenso eine Rolle wie die Wirkung endogener Opiode, inflammatorischer Zytokine und die
perioperative Verabreichung von Anésthetika und Opioidagonisten zur Schmerzbehandlung
(10).

Als weitere mogliche Ursachen fir einen paralytischen lleus sind metabolische Entgleisungen
im Rahmen einer diabetischen Ketoazidose bekannt sowie vaskuldre Ursachen
(Mesenterialinfarkt oder Angina abdominalis).

Eine relevante Differentialdiagnose zur lleuskrankheit stellt die Pseudoobstruktion dar.
Hierbei handelt es sich um ein seltenes Krankheitshild, welches sich durch wiederkehrende
Episoden einer unzureichenden Duinndarmmotilitdt auszeichnet ohne dass dafir eine
mechanische Obstruktion nachgewiesen werden kann % 2. Auf pathophysiologischer Ebene
lasst sich eine Beeintrachtigung der neuronalen Kontrolle des Darms oder direkt eine
Beeintrachtigung der Darmmuskulatur beschreiben ).

Die Ursachen fur die intestinale Pseudoobstruktion kénnen sehr vielseitig sein: neben der
primédren Form sind auch sekunddre Formen im Zuge einer muskulé&ren, neurologischen,
metabolischen, postinfektiosen, postoperativen, postradiogenen oder endokrinologischen
Schadigung beschrieben 9.

Die Symptome sind denen eines mechanischen lleus nicht unahnlich: beschrieben werden
haufig Bauchschmerzen, Bauchbldhungen, Ubelkeit, Durchfall und Verstopfung ¢* 9,
Wichtige Bestandteile der Diagnostik umfassen die radiologische und endoskopische
Darstellung des Gastrointestinaltraktes, die gastroduodenojejunale Manometrie sowie die
histopathologische Untersuchung der Darmwand “7.

Im Vordergrund der therapeutischen Bemiihungen steht neben einer adaquaten Erndhrung mit
Kleinen, fettarmen, ballaststoffarmen Mahlzeiten die Linderung der abdominellen
Beschwerden. Prokinetische Therapieansatze mit Prucaloprid, Metoclopramid, Domperidon
und Erythromycin werden in der Literatur beschrieben, zeigen jedoch sehr unterschiedliche

Ansprechraten und nur begrenzten Erfolg 7.



1.2 Aufbau des enterischen Nervensystems

Das Intestinum verfligt Gber ein eigenes Nervensystem, welches als enterisches Nervensystem
oder intrinsisches Nervensystem bezeichnet wird. Als intrinsisch wird es deshalb bezeichnet,
weil es unabhéngig vom zentralen Nervensystem arbeitet und auch nur fur dieses zusténdig
ist, d.h. keine neuronalen Befehle an andere Organsysteme aussendet. Es reguliert die basalen
Aktivitdten wie den Flussigkeits- und Elektrolytaustausch Uber die Darmwand, den
peristaltischen Reflex oder auch die intestinale Durchblutung ®& 9,

Um diese vielfaltigen Aufgaben zu erfillen, verfligt das enterische Nervensystem tber eine
Fulle von unterschiedlichen Neuronen, welche gréBtenteils im Plexus myentericus Auerbach
und dem Plexus submucosus Meissner lokalisiert sind. Der Plexus myentericus befindet sich
in der Lamina muscularis der Darmwand zwischen der longitudinalem und der circuldren
Muskelschicht.

Die absolute Zahl aller myenterischen Neurone betrdgt im Dinndarm der Maus in etwa

400.000, und weist eine der hochsten Neuronendichte aller Saugetiere auf ©°.

1.2.1 Der peristaltische Reflex

Der Weitertransport von Nahrung geschieht ohne Beteiligung des ZNS.

Sensorische Nervenzellen uni- oder bipolaren Charakters im Plexus submucosus Meissner
bilden mit ihren Axonen Synapsen an multipolaren Ganglionzellen des Plexus myentericus
Auerbach, welche die motorische Aktivitat der glatten Darmmuskulatur modulieren. Eine
vermehrte Fullung eines Darmabschnittes bewirkt eine prompte peristaltische Welle an genau

diesem Darmabschnitt @Y.

Es existieren aullerdem weitere Nervenzellen in der Darmwand, ohne einem der beiden
Plexus zugehorig zu sein. Von grofiter Bedeutung sind hier die Interstitiellen Zellen von Cajal
(interstitial cells of cajal = ICC). Diese Zellen liegen im Interstitium zwischen den beiden
Muskelschichten verteilt und dienen als Schrittmacherzellen fiir die basale Darmmotilitat 2.

Es wird vermutet, dass die ICC Uber elektrische Erregungsausbreitung via gap junctions fir
eine basale elektrische Aktivitat sorgen, welche allerdings nur in variablen Zustdnden zu
Kontraktionen der Darmmuskulatur fiihrt. Diese unterschwelligen Depolarisationen zeigen je
nach Darmabschnitt eine andere Frequenz, und betragen im Jejunum beispielsweise 12/min,

im Jejunum 9/min und im Kolon 3-6/min “%. Wie wichtig die ICCs fiir die Darmmotilitat



sind, demonstriert eine Arbeit von Zhou et al., wonach eine akute Pankreatitis zum

Funktionsausfall der ICC fiihrte, was seinerseits einen paralytischen Ileus nach sich zog ©2.

Das ZNS st durchaus in der Lage, durch Nervenfasern des Sympathikus und
Parasympathikus das Enterischen Nervensystems mit zu beeinflussen. Diese ,.extrinsische®
Innervation des Darmes wird durch den Nervus splanchnicus als Teil des Sympathikus und
durch den Nervus vagus als Teil des Parasympathikus geleistet ®¥. Da die sympathische
Innervation des Darmes (ber das Rickenmark verschaltet wird, spricht man auch von
spinalen Fasern.

Die spinale Reizweiterleitung hat ihren Ursprung in den dorsalen Nervenwurzeln des
thorakalen und lumbalen Rickenmarks. Nervenfasern von dort ziehen zu para- und
pravertebralen Ganglien und werden dort auf das zweite Neuron umgeschaltet, welches mit
seinem Axon in das Effektororgan zieht und auf diese Weise Signale aus dem Darm in das
ZNS vermitteln kann. Als Beispiel sei genannt, dass afferente Nervenendigungen des N.
splanchnicus, welche in der Darmserosa endigen, eine erhohte Sensibilitdt fur den
Neurotransmitter 5-HT aufweisen, wenn der Darm in einen entziindlichen Prozess einbezogen
ist. Uber diesen Mechanismus lasst sich erklaren, warum bei einer Entziindung des Darmes
Schmerzsymptome entstehen kdnnen, wo doch der Darm ansonsten keine Présenz in unserer
Wahrnehmung hat @ %),

Der Nervus vagus bildet den parasympathischen Teil der extrinsischen Innervation des
Darmes. Sein Innervationsgebiet erstreckt sich vom distalen Osophagus bis zum oberen
Drittel des Rektums. Die Umschaltung vom praganglionaren auf das postganglionére Neuron
geschieht im Gegensatz zu den sympathischen Fasern organnah, d.h. in den Ganglien, welche
im Bindegewebe der Endorgane lokalisiert sind *°),

Es wurde im Allgemeinen angenommen, dass die spinalen Fasern hauptsachlich fur die
viszerale  Schmerzvermittlung  verantwortlich ~ sind,  wohingegen die  vagalen,
parasympathischen Fasern neben Ubelkeit auch das Hunger- und Vollegefuhl vermitteln 7.
Anderen Erkenntnissen zufolge sind die vagalen Fasern auch an der Schmerzwahrnehmung
beteiligt, indem sie Uber inhibitorische Faserqualitdten die viszerale Schmerzwahrnehmung

modulieren @29,

Neben den spinalen und vagalen afferenten Nervenfasern, die beide mechanische Stimuli in
das ZNS weiterleiten, existieren noch die intestinofugalen afferenten Neurone (IFAN).

Hierbei handelt es sich um nicotinerge afferente Nervenfasern, die im mesenterialen



Nervenbiindel verlaufen und von Nervenzellen der Darmwand ausgehen. Deren Axone
kommunizieren mit postgangliondren, sympathischen Nervenzellen und reagieren auch auf

(059 Ejne relevante Rolle in der Ubertragung von

Anderung der Darmdistension
Nervensignalen an das ZNS im Rahmen einer Darmdistension ist allerdings nach Booth et al.
auszuschlieBen, da nach deren Hemmung durch Hexamethonium kein messharer Abfall der
mesenterialen Nervenableitung auftrat ®%. Die Rolle dieser IFANs fiir die mesenteriale

Nervenfaserableitung wurde deshalb in vorliegender Arbeit vernachlassigt.

Aufgrund der Komplexitdt des enteralen Nervensystems, seiner unterschiedlichen Neurone
und deren Verknipfungen, hat sich der Begriff des ,,zweiten Gehirns* eingebirgert G,

1.2.2 Neurotransmitter

Die Erforschung des enteralen Nervensystems und der Kommunikation zwischen ihm und
dem zentralen Nervensystem hat eine lange Geschichte und nimmt ihren Anfang im Jahre
1921 durch die Entdeckung des autonomen Nervensystems durch den britischen Physiologen
J.N. Langley. Seither wurden zahlreiche Methoden entwickelt, um das enterale Nervensystem

mit seinen ca. 100 Millionen Neuronen genauer zu verstehen.

Die in vorliegender Arbeit verwendete Technik der Ableitung afferenter Mesenterialnerven
birgt grundséatzlich die Moglichkeit, die gesamte nervale Nachrichtentibermittlung vom Darm
in das ZNS nachzuweisen ®?. In der Vergangenheit wurde diese Methode benutzt, um die
Pathomechanismen verschiedenster Erkrankungen nédher zu verstehen, wie beispielsweise
dem Reizdarmsyndrom oder der intestinalen Ischamie 9.

Der groRe Nutzen der Methodik der Nervenfaserableitung liegt in der Mdglichkeit, die
mesenterialen Afferenzen durch verschiedene Reize zu aktivieren, um zu testen, inwieweit

deren Sensibilitat in verschiedenen Krankheitsprozessen verandert ist.

S-HT:

Serotonin ist ein wichtiger Neurotransmitter im enteralen Nervensystems und wird
hauptsichlich von den Enterochromaffinen Zellen (ECCs) produziert ©® @8  Dije
Ausschittung von Serotonin aus den ECCs erfolgt z.B. nach mechanischer Reizung des
Darmes, wie bei Darmdistension oder durch entzundliche Reaktionen. Die Funktion des

Serotonins wurde von Gershon auf die zweischneidige Formulierung reduziert, ,,Schwert und



Schild des Darms“ zu sein ®”. Das durch die EC Zellen ausgeschiittete Serotonin dient
demnach dazu, eine Entzliindungsreaktion in der Darmmukosa hervorzurufen, welche
hauptsachlich gegen das Eindringen und Durchwandern von pathogenen Bakterien gereichtet
ist. Andererseits kann eine UberschieBende Entziindungsreaktion Schaden an der Mukosa
provozieren, insbesondere an den neuronalen Strukturen ©®. Aus diesem Grund fungiert das
durch die Neurone des ENS bereitgestellte Serotonin als protektiver Faktor, indem es,
vorwiegend Uber 5- HT4- Rezeptoren vermittelt, Neurogenese in der Mukosa bewirken kann
39 Diese scheinbar widerspriichliche Wirkweise ein und desselben Botenstoffes ist in
Wahrheit ein synergistischer Balanceakt und demonstriert eindriicklich die hohe Komplexitat

der serotoninabhangigen neuronalen Schaltkreise im Darm:

Serotonin vermittelt Gber 5-HT, Rezeptoren eine Aktivierung der intrinsischen sensorischen
Nerven, welche ihrerseits sekretorisch- motorische Nerven im Darm aktivieren. Diese
Tatsache ist ein wesentlicher Grund flr das VVorhandensein des peristaltischen Reflexes.
Serotonin stellt des Weiteren ein Wachstumsfaktor flr das enterale Nervensystem dar. So
wird beispielsweise Uber 5-HT,, Rezeptoren die Proliferation von ICCs und deren Netzwerke
gefordert.

Auf der anderen Seite fiihrt die Aktivierung von 5-HTs- und 5-HT4- Rezeptoren auf
extrinsischen sensorischen Nervenfasern zu einer Ubermittlung elektrischer Impulse in das
ZNS. Diese Impulse werden durch parasympathische Nervenfasern tbermittelt, welche eine
langsame Leitungsgeschwindigkeit von 1 m/s aufweisen. Reaktionen wie Ubelkeit und
Erbrechen werden auf diese Art vermittelt.

Daneben finden sich Serotoninrezeptoren auch auf spinalen mesenterialen Afferenzen. Dabei
handelt es sich um 5-HT- Rezeptoren. lhre Aktivierung vermittelt einen antinozizeptiven
Effekt.

Die Ausschuttung von Serotonin kann allerdings auch per se krankhaft erhoht sein und stellt
einen Baustein in der Pathophysiologie des Reizdarmsyndroms dar “.

Diverse Studien konnten beweisen, dass Serotoninrezeptoren auch in spinalen Afferenzen
eingebaut werden “*? und dass die Sensibilitat dieser spinalen Afferenzen fiir Serotonin
wahrend einer intestinalen Entziindungsreaktion erhoht ist, wobei sowohl die Zahl der
rekrutierten spinalen Afferenzen als auch die Reizantwort der einzelnen Nervenfasern mit der
Starke der Entziindungsreaktion korrelieren “®. Die friiher oft postulierte Annahme, man

kdnne durch Applikation von Serotonin gezielt die vagalen Nervenfasern eines Darmnerven



ansteuern und somit Riickschllsse auf die Sensibilitat vagaler Fasern schliel3en, gerat durch
diese Tatsache ins Wanken.

Nach einer Studie von Coldwell et al. wird die erhohte Sensibilitat der spinalen Afferenzen
auf 5-HT 0ber die Dauer des Entzlindungsreizes aufrechterhalten. Mit Blick auf diese
Tatsache ware es interessant herauszufinden, wie sich die Sensibilitat intestinaler Afferenzen,
spinaler und vagaler, nach Beendigung eines mechanischen lleus, verhalten wirde. Ein
Tierversuchsmodell, welches die Beseitigung eines zuvor induzierten mechanischen lleus
beinhaltete, wére fir diese Fragestellung geeignet, wobei sowohl Dauer des Ileus als auch die
Zeitspanne zwischen Beseitigung des lleus und Probengewinnung berticksichtigt werden

mussen.

Darmdistension:

Die Distension des gewonnenen Darmabschnittes wurde als Reiz verwendet, um die Aktivitat
der mechanosensitiven Neurone des poststenotischen Abschnitts zu untersuchen.

Die Grundlage dieser Methodik beruht auf der Beobachtung, dass die Darmwand von vagalen
Afferenzen innerviert wird, wobei hier insbesondere auf die Lamina muscularis der
Darmwand das Augenmerk liegt. Die anatomische Beschaffenheit dieser Afferenzen gliedert
sich in drei Subtypen: Den IGLE (interganglionic laminar ending), welche mit myenterischen
Ganglien interferieren und 90 % der Afferenzen ausmachen, den IMA (intramuscular array)
und Mischtypen aus den beiden vorigen “*.

Die Innervation der Muskularis mit vagalen mechanosensitiven Afferenzen erfullt im
Wesentlichen drei Aufgaben: Neben einer dynamischen Antwort auf eine Darmdistension
existieren auch eine statische Antwort sowie eine Nervengrundaktivitat .

Frihere Arbeiten konnten zeigen, dass mechanosensitive Neurone im Plexus myentericus
sowohl auf die Anderung als auch die konstante Beibehaltung einer Deformation reagieren
%) Die Autoren gingen dabei von der Existenz so genannter RAMEN aus (rapidly adapting
mechanosensitive enteric neuron), welche 22% der enterischen Neurone in ilealen Ganglien
ausmachen. Diese Nerven reagieren proportional auf den Grad einer Deformation mit einer
erhohten Entladungssfrequenz.

Eine Beteiligung afferenter mechanosensitiver Reize an der viszeralen Schmerzentstehung
wird angenommen, woflr die Existenz unterschiedlicher Afferenzen als Erklarung
herangezogen wird. Low-threshold Afferenzen sind demnach fir die Detektierung
physiologischer Stimuli verantwortlich, was fur den peristaltischen Reflex unabdingbar ist,



wahrenddessen high- threshold Afferenzen fir die Detektion und Weiterleitung potentiell
schadlicher Einflusse auf den Darm verantwortlich sind “¢47.

Um den Einfluss der Darmdistension auf die afferente Entladungsfrequenz genauer verstehen
zu konnen, haben Yang et al. die Auswirkungen der Darmdistension auf die Darmwand in
»otress” (Stress) und ,,Strain“ (Belastung) unterteilt. Der Stress demnach wird als Kraft
definiert, welche auf einen festgelegten Bereich der Darmwand wirkt, wéhrend die Belastung
als AusmaR der Deformation der Darmwand verglichen mit ihrem urspringlichen
Durchmesser gesehen wird. Interessanterweise zeigten die LT Afferenzen eine lineare
Aktivitatszunahme auf die Belastung, wahrend die HT Afferenzen auf den Stress eine lineare
Aktivitatszunahme zeigten “®.

Zusétzlich wurde gezeigt, dass die Geschwindigkeit der Darmdistension einen Einfluss auf
die Nervenaktivitat hat. Demnach reagieren Afferenzen bei einer schnelleren Darmdistension

mit einer umso hoheren Aktivitat @,

Bradykinin:

Bradykinin ist biologisch gesehen ein Gewebshormon, welches zusammen mit anderen
Kininen wie Kallidin und T-kinin an der neuronalen Kontrolle von Schmerz beteiligt ist.
Pesquero et al. konnten zeigen, dass der Bradykinin Rezeptor 1 besonders dann exprimiert
wird, wenn eine Entziindungsreaktion etwa durch Lipopolysaccharide oder Interleukine
ausgelost wird. Bradykinin Rezeptor 1 defiziente Knockout Méuse zeigten im Vergleich zu
Kontrolltieren ein vermindertes Schmerzempfinden. Ein Grund hierfiir war auch die der
abgeschwichte spinale nozizeptive Reflex, der von Bradykininrezeptoren gebahnt wird “9.
Bradykinin fordert demnach die Schmerzwahrnehmung bei entzindlichem Geschehen,
weshalb eine Blockade des Bradykininrezeptor 1 als giinstig in der Behandlung viszeraler und
somatischer Schmerzen gesehen wird % ©3,

Bradykinin erfullt neben der Regulierung der Schmerzwahrnehmung tber das Riickenmark
weitere physiologische Funktionen: Es ist an der Erregung primérer sensorischer Neurone im
ZNS beteiligt, erhoht im Rahmen einer Immunreaktion die GeféBpermeabilitdt und bewirkt
die Produktion von IL-1 und TNFa ©2,

Durch Stimulation der Darmafferenzen sollte untersucht werden, inwieweit die Nerven durch

Hochregulierung von BK- Rezeptoren fiir Bradykinin sensibilisiert wurden.



1.3 Die Pathophysiologie des mechanischen lleus

Bei der Pathophysiologie des lleus spielt die Stase des Darminhaltes eine entscheidende Rolle
@) Durch den Stau von fliissigen und festen Nahrungsbestandteilen sowie verschluckter Luft
entsteht vor der Obstruktion eine Distension des Darmes. Die Distension hat eine geminderte
Mikrozirkulation der Darmmukosa zur Folge. Dadurch entsteht eine Hypoxie der Mukosa
(353 Die minderversorgte Darmmukosa ist dann immer weniger in der Lage, die im
Darmlumen angesammelte Flissigkeit zu resorbieren, wodurch die Flissigkeitsmenge im
Darm weiter zunimmt ®**>. Des Weiteren fiihrt die Distension vor einer Passagebehinderung
zu einer Sekretion von Flussigkeit ins Darmlumen ®, da die Physiologie des Darmes darauf
ausgerichtet ist, durch diese Sekretion den Darminhalt zu verdiinnen, so dass mdgliche
Engstellen dennoch tberwunden werden kénnen. Dies fihrt jedoch auch zu einem vermehrten

Druck im Darmlumen.

Der durch die Darmdistension entstehende intraluminale Druck unterliegt bemerkenswerten
Schwankungen. Der normale intraluminale Druck in einem Darmabschnitt liegt ca. bei 2- 4
cm H,0 und kann infolge einer peristaltischen Bewegung auf 30-60 cm H,O ansteigen %7,
Bei einem lleus des Dickdarms konnten im Tierversuch Dricke von bis zu 100 mm Hg

gemessen werden ©9

, wohingegen die im obstruierten Diinndarm gemessenen Driicke
lediglich bei 8 cm H,0 lagen (entspricht etwa 5,9 mm Hg) ©%. Hingegen konnten in einer
Arbeit von Shikata et al. (1983) an obstruierten Hundedickdédrmen bei einem uber mehrere
Tage bestehendem Ileus intraluminale Driicke von bis zu 95 mm Hg gemessen werden®?.

Ruf et al. (1980) konnten zusétzlich zeigen, dass die Mikrozirkulation des Duinndarms
wesentlich empfindlicher als die des Dickdarms auf eine intraluminale Druckerhdhung
reagiert ®V. Die Einschrankung der Mikrozirkulation ist im Diinndarm bei niedrigen
Druckverhéaltnissen im Vergleich zum Dickdarm deutlich erniedrigt; bei einem Druck von 60
mm Hg sinkt die Mikrozirkulation in beiden Abschnitten auf nur noch ca. % der normalen
Werte, weil die im Tierversuch erzeugten Druckverhéltnisse kinstlich erzeugt und nicht den
realen Druckverhaltnissen bei einem lleus entsprechen, mussen neben der Darmdistension
durch die intraluminale Druckerhéhung noch andere Faktoren an der Pathophysiologie der

Ileuskrankheit beteiligt sein.



Konzept der bakteriellen Fehlbesiedlung

Die Konzentration an Aerobiern im oberen und mittleren Darmtrakt ist beim Gesunden in der
Regel gering und betragt in etwa 10*/ml ©®?. Als Folge einer lleuskrankheit kdnnen im
Diinndarm Bakterienkonzentrationen von bis zu ca. 10/ml beobachtet werden ©. Dies geht
einher mit einem starken Anstieg bakterieller Zerfallsprodukte und Endotoxine, welche die
Mukosa schédigen. Die Mukosa ist dann nicht mehr in der Lage ihrer Barrierefunktion
gerecht zu werden und wird durchlassig fiir Bakterien und deren Zerfallsprodukte.

Die Translokation von Bakterien und Bakterientoxinen in das umliegende Gewebe, in die
Bauchhohle und in den systemischen Kreislauf kann zu Sepsis und Multiorganversagen
fuhren ©4%% Deitch et al. konnten im Mausmodell zeigen, dass schon 4 h nach Induktion
eines mechanischen lleus Bakterien aus den mesenterialen Lymphknoten anzlichtbar waren,
wobei auffiel, dass die bakterielle Translokation ausgepréagter war in den M&usen, deren Darm
proximal der lleozokalklappe ligiert wurde ©®. Die in den Bakterienkulturen am haufigsten
angeziichteten Spezies waren E. coli (39,4 %), gefolgt von Klebsiella sp. (21.1 %), Proteus
mirabilis (14,5 %) und Enterococcus sP. (7.9 %). Bakterielle Translokation konnte in einer
Studie von Sagar PM et al. auch in Patienten beobachtet werden, die wegen einer Obstruktion

behandelt werden mussten ©7.

Der intravasale Flussigkeitsverlust stellt einen zusétzlichen Faktor in der Pathophysiologie
der lleuskrankheit dar. Flussigkeit wird beim lleus verloren:
- durch mangelnde Flissigkeitsaufnahme infolge der hypoxischen Mukosa
durch vermehrtes Erbrechen bei Vorliegen eines hohen Ileus @
Durch vermehrte mukosale Hypersekretion als Folge bakterieller Fehlbesiedlung bei

einem tiefen Diinndarmileus ©®.

Unbehandelt  fuhrt der  Fllssigkeitsverlust zur  Exsikkose mit  konsekutiven
Multiorganversagen.  AuBerdem kann durch die abdominelle Distension ein
Zwerchfellhochstand resultieren, der eine respiratorische Insuffizienz zur Folge haben kann
(©)

Einen Uberblick iiber das Zusammenspiel der verschiedenen Faktoren gibt Abbildung 1.
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1.4 Diagnose des mechanischen lleus

Unabdingbar zur Diagnosestellung ist die Erhebung der Anamnese. In die Anamnese sollten
die Erndhrungsgewohnheiten des Patienten mit einbezogen werden. Des Weiteren ist die
Erhebung von Voroperationen ein wichtiger Baustein in der Anamnese, da das Risiko eines
Ileus nach vorangegangenen abdominellen Eingriffen erhoht ist 9 GemaR einer Arbeit von
Renzulli et al. von 1998 waren 77% der lleuspatienten voroperiert. Appendektomien,
gynakologische Eingriffe und Oberbauchoperationen stellten zusammen ca. % aller
Voroperationen™®,

Die Anamnese sollte auBerdem das Vorliegen maligner Erkrankungen erfassen. Kolorektale
oder ovarielle Malignitatsentitaten sind die hdufigsten Ursachen fir einen tumorbedingten

lleus und fiihren in der Regel erst in fortgeschrittenen Stadien zu einem Darmverschluss 7%,

Die Symptomatik des Patienten ist oft recht unspezifisch. Im Vordergrund stehen meist
starke, kolikartige Bauchschmerzen als Ausdruck eines subakuten bis akuten Abdomens
(89,3% aller Patienten) mit einer Begleitsymptomatik aus Ubelkeit, Erbrechen (71% der
Patienten), Meteorismus (54% d.P.), Stuhl- und Windverhalt (29% d.P.) . Diese
Symptome, d. h. Ubelkeit, Erbrechen und Stuhlverhalt, sollten deshalb unbedingt gezielt
abgefragt werden.

Bei einem hohen lleus ist Erbrechen ein hdufiges Symptom bei anfangs noch erhaltenem
Stuhlgang. Befindet sich die Stase im Jejunum oder in einem proximalen Anteil des lleums,
so resultiert meist Erbrechen, welches zu schwerwiegenden Wasser- und Elektrolytverlusten
fihren kann. Ein tiefer lleus zeichnet sich hingegen durch meist fehlendes Erbrechen aus,
gepaart mit Stuhlverhalt. Im Spéatstadium eines tief- sitzenden lleus kann aullerdem Miserere
(4,4% d. P.) als Symptom in Erscheinung treten ® @) Befindet sich die Stase eher in einem
distaleren Anteil des Darmes (distales Ileum, Kolon), so kann sie darliber hinaus eine
bakterielle Fehlbesiedlung des dortigen Darmabschnittes bewirken .

Untersuchung
Die Inspektion des Patienten kann bereits wertvolle diagnostische Hinweise zur Diagnose
eines lleus liefern. Eine Zunahme des Bauchumfanges durch die Blahung ist oft zu

beobachten. Die luftgefiillten Darmschlingen ergeben bei der Perkussion ein hohles Gerausch.



Hé&ufig gibt der Patient einen diffusen Druckschmerz an. Ein Peritonismus liegt im initialen
Krankheitsstadium selten vor; bei einem lang anhaltenden Ileus stellt ein Peritonismus jedoch
ein  Warnzeichen dar, weil eine Darmperforation mit beginnender Peritonitis als
wahrscheinlich anzunehmen ist . Bei Verdachtsdiagnose auf ein Ileusgeschehen muss das
Vorliegen einer Hernie immer ausgeschlossen werden. Hernien sind in 2 % der Félle fur die
Entstehung eines Ileus verantwortlich, weshalb die typischen Bruchpforten an der Leiste und

am Bauchnabel abgetastet werden muissen .

Zusatzlich kann die digitale rektale Untersuchung Hinweise auf einen lleus liefern.
Schmerzen bei der Palpation des Douglas Raumes kdnnen ebenso présent sein wie Blutspuren
am tastenden Finger “® oder gar die direkte Palpation eines stenosierenden Rektumtumors.

Da beim lleus eine in nicht unerheblichem MaRe auftretende Fllssigkeitsverschiebung in das
Darmlumen vorliegt, gehort die Untersuchung der Exsikkosezeichen zum Standardprogramm

(72)

der korperlichen Untersuchung <. Die Inspektion der Zunge sowie die Beurteilung des

Hautturgors kénnen dem Untersucher weitere Hinweise auf einen lleus liefern.

Durch Auskultation des Abdomens kénnen Ruckschliisse auf das Stadium der Ileuskrankheit
geschlossen werde. Uberwiegen zu Beginn eines mechanischen lleus eher hochklingende
Darmgeréusche, so tritt bei Krankheitsfortschritt eine sogenannte Totenstille ein. Die Ursache
fur diese unterschiedlichen Auskultationsergebnisse liegt in der Darmperistaltik begriindet.
Der zu Beginn der Ileuskrankheit noch weitgehende intakte Darm versucht durch eine
Intensivierung der Peristaltik das Obstruktionshindernis zu Gberwinden. Gelingt dem Darm
dies nicht, ermiidet er nach einiger Zeit und imponiert durch eine Hypoperistaltik, die sich als
JTotenstille* in der Auskultation widerspiegelt . Zu beachten ist daher, dass jeder
mechanische lleus, vorausgesetzt er besteht ausreichend lange, in einen paralytischen lleus
ubergehen kann.

Die Laboruntersuchung stellt einen weiteren Pfeiler zur Diagnose eines lleus bzw. dessen
Folgen dar. Zur besseren Beurteilung des Flussigkeitsverlustes mit konsekutiven
Nierenfunktionseinschrankung sollte immer die Bestimmung des Hamatokrits, des
Kreatininwertes, des Harnstoffes, der Elektrolyte und des Sdure- Base- Haushaltes erfolgen
(") Ein spezifischer Laborparameter, der in der Frithphase einer Ileuskrankheit diagnostische
Sicherheit geben konnte, existiert leider nicht. Die Bestimmung der LDH und des
Laktatspiegels wird nichtsdestotrotz empfohlen und kann eine Darmischédmie infolge einer



Minderperfusion eines Darmsegmentes anzeigen, ist aber recht unspezifisch ©. Die
Leukozytenbestimmung im Blut stellt laut Renzulli und Mitarbeiter ebenfalls kein sicheres

Zeichen einer Darmnekrose dar.

Apparativ

Der durch den klinischen Befund erhobene Verdacht auf einen lleus kann durch bildgebende
Verfahren erheblich gestiitzt werden. Die Rontgenleeraufnahme kann die Unterscheidung
zwischen einem Dinndarm- und einem Dickdarmileus vereinfachen und zuséatzlich durch den
Nachweis freier Luft im Abdomen eine Darmwandperforation nachweisen ¥. Durch
verschiedene Methoden der Kontrastmittelanwendung (Kontrastmittelpassage,
Kolonkontrasteinlauf) ist eine Unterscheidung in einen mechanischen und paralytischen Ileus
moglich ®. Computertomographische Verfahren eignen sich ebenfalls zur Diagnosesicherung
eines lleus ™, sollten aber aufgrund der Strahlenbelastung zuriickhaltend angewendet

werden.

1.5 Therapie des mechanischen lleus

1.5.1 Konservativ

Die Maoglichkeit einer konservativen Behandlung richtet sich nach Art und Schweregrad des
lleus. Die konservative Therapie findet in der Behandlung eines paralytischen Ileus immer
Anwendung, da dieser chirurgisch nur duBerst zuriickhaltend angegangen werden sollte und
dann meist nur mit einem Stoma zu bessern ist. Beim mechanischen lleus dagegen werden
konservative Methoden initial und supportiv eingesetzt, jedoch sind diese hdufig nicht
erfolgreich, so dass dann eine chirurgische Ursachenbeseitigung beim mechanischen

unvermeidbar ist ©

Im Vordergrund der konservativen Behandlung steht die Dekompression des Darmes, um das
Ausmal der Darmdistension zu verringern und die Stase des Darminhaltes zu reduzieren. Zu
diesem Zweck wird transnasal eine Magensonde gelegt oder (ber Darmrohr bzw.
endoskopisch platzierte Dekompressionssonden rektal eine Entlastung geschaffen. Die
Stabilisierung der Vitalparameter sowie die Verbesserung des Allgemeinzustandes des
Patienten ist ein weiteres Ziel der konservativen Behandlung. Zu diesem Zweck wird die
intravenose Flussigkeits- und Elektrolytbilanzierung empfohlen, idealerweise Uber einen



zentralvenosen Katheter (ZVK). Ergénzend kann versucht werden, durch prokinetische
Medikamente die Darmaktivitit anzuregen. Dabei gilt zu beachten, dass ein mechanischer
Ileus hierfiir eine Kontraindikation darstellt, da sich die Gefahr einer Darmperforation vor der
Obstruktion durch die gesteigerte Peristaltik erhoht. In der klinischen Routine haben sich eine
ganze Reihe von Medikamenten bewahrt wie Metoclopramid, welches uber
Dopaminrezeptoren wirkt oder Cholinesterasehemmer wie Pyridostigmin, Neostigmin und
Pantothensaure 97" Des Weiteren wird das Absetzen peristaltikhemmender Medikamente
empfohlen. Dazu mussen unter anderem Opiode gezéhlt werden, die haufig im postoperativen
Management zur Analgesie eingesetzt werden, wobei auf diese meist nicht ganz verzichtet

werden kann.

1.5.2 Operative Therapie

Die operative Therapie hat ihre zentrale Bedeutung bei der Therapie des mechanischen Ileus
und bedingt auch des paralytischen lleus, der ungenigend auf konservative
Behandlungsmalinahmen anspricht. Da die hdufigsten Ursachen eines mechanischen Ileus
postoperative Adhdsionen (54-75%), Hernien (8-25%) und obstruierende Tumore (5-10%)
darstellen, ist deren Beseitigung das primare Ziel der Operation “®. Laparaskopische
Verfahren haben in den letzten Jahren bei der Behandlung eines lleus an Bedeutung
gewonnen .

Einer operativen Sanierung sollte immer eine konservative Behandlung vorausgehen, welche
die Entlastung der Darmdistension durch eine nasogastrale Sonde und die Volumen- und
Elektrolytsubstitution umfassen sollte. Diese konservative Therapie kann auch dann erfolgen,

wenn gleich bei der initialen Prasentation des Patienten die OP-Indikation gestellt wird.

Eine sofortige operative Indikation liegt allerdings vor beim Auftreten klinischer Zeichen von
Dunndarmischamie, Peritonitis, arterieller Hypotension, Laktatazidose und radiologischen
Hinweisen auf Ileus mit interstinaler Pneumatosis und Luft in der Pfortader ©°. Jegliches
HinauszOgern operativer Malinahmen sollte in diesen Fallen unbedingt vermieden werden,
um das Risiko fur Komplikationen und die Letalitat nicht zu erhéhen.

So konnten zum Beispiel in einer Studie von Bickell et al. demonstriert werden, dass durch
das Hinauszdgern operativer Mallnahmen bei einem kompletten lleus das Risiko fir eine
Darmteilresektion drastisch erhoht wird €%,



1.6 Prognose der lleuskrankheit

Die Prognose eines vollstdndigen mechanischen lleus verschlechtert sich mit der zeitlichen
Dauer der bestehenden Symptomatik: Beim mechanischen lleus steigt mit jeder Stunde der
Verzégerung die Letalitat um 1% an “?. Fir den Diinndarmileus liegt die Mortalitat bei ca.
10%, fiir den Dickdarmileus dagegen bei 20% ©Y. Bei Vorliegen eines Strangulationsileus
steigt die Mortalitatsrate auf 20 % bis 75,5 % an ®V. Der Ileus ist fur ca. 20% aller
Vorstellungen von Patienten mit einem akuten Abdomen in chirurgischen Kliniken
verantwortlich ®2. Unbehandelt ist ein kompletter Darmverschluss annahernd immer todlich,

weshalb eine solche Diagnose eine Indikation zur Operation darstellt.

1.7 Ziele und Hypothese

Das klinische Krankheitsbild des mechanischen Ileus ist hinreichend bekannt und in
Ubersichtsarbeiten  und  Lehrbiichern  detailliert ~ charakterisiert @ > . Die
pathophysiologischen Veranderungen auf mikroskopischer, molekularer und funktioneller
Ebene sind hingegen wenig untersucht und kaum verstanden. Durch die Arbeit von X. Zhao
konnten bereits Erkenntnisse zu pathophysiologischen Verdnderungen des préstenotischen
Darmabschnittes gewonnen werden ©®®. Dabei wurde gezeigt, dass die prastenotischen
Abschnitte eines mechanischen Ileus massive Verdnderungen der Darmwand in Richtung
einer Entzundung aufweisen und dass es zudem zu Verdnderungen der Sensibilitat von

intestinalen afferenten Nervenfasern auf chemische und mechanische Reize kommt.

Koscielny et al. konnten zeigen, dass die mechanische Manipulation eines Darmabschnittes
uber den Chemokin- Rezeptor CCR7 eine Entziindung des gesamten Intestinums auslésen
kann (gastrointestinal field effect) ®¥. Dieser field effect (FE) spielt vornehmlich in der
Pathogenese eines postoperativen lleus eine Rolle. Die Manipulation des Darmes bewirkt eine
vermehrte Ausschittung von IL-6, TNF sowie nitric oxide und Prostaglandinen, welche eine
Leukozytenmigration in die Darmwand und eine Hemmung der Darmkontraktilitdt nach sich
ziehen ©°).

Dieser beobachtete FE scheint auch beim mechanischen lleus eine Rolle zu spielen. Sollte
dies der Fall sein, ist es gut moglich, dass die Entziindungsreaktion der Darmwand auch auf
das poststenotische Darmsegment Ubertritt. Dadurch sollte auch die intestinale afferente



Nervensensibilitat in gleicher Weise verdndert sein wie im préstenotischen Darmabschnitt
bereits beschrieben.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Barrierefunktion der Darmschleimhaut. Im klinischen
Alltag beobachten wir hdufig, dass es durch die mechanische Obstruktion zu einer
Translokation von Bakterien und ihren Zerfallsprodukten in das umliegende Gewebe, der
Peritonealhdhle und die Blutbahn kommt. Dies mundet, falls nicht rechtzeitig behandelt, in
einer Sepsis und stellt eine ernst zu nehmende Komplikation eines Darmverschlusses dar. Der
genaue pathophysiologische Mechanismus ist unklar. In Sepsismodellen und Modellen wo ein
thermischer ~ Schaden induziert wurde, konnte gezeigt werden, dass die
Darmwandpermeabilitat fiir kleine Makromolekiile im Falle einer Entzundungsreaktion

erhoht ist (448687

. Dies konnte auch ein moglicher Erklarungsansatz bei Vorliegen eines
mechanischen lleus sein. Man konnte sich vorstellen, dass sich die Durchlassigkeit der
Darmwand fiir Makromolekiile bei Obstruktionspatienten durch die zunehmende Stase und
Darmdistension im Laufe der Zeit erhoht.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun, im poststenotischen Darmabschnitt beim
mechanischen lleus die afferente intestinale Nervensensibilitdt, morphologische
Verénderungen der Darmwand und deren Permeabilitat zu untersuchen.
Konkret sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:
- Wie veranderte sich die intestinale afferente Nervenibertragung im poststenotischen
Darmabschnitt im Vergleich zum préstenotischen Abschnitt in X. Zhaos Arbeit?
- Wie verdnderte sich die mikroskopische und makroskopische Darmmorphologie des
poststenotischen Darmabschnittes im Verlauf des mechanischen lleus?
- Wie verénderte sich die Darmwandpermeabilitdt im Laufe eines mechanischen Ileus?
- Welche Schlussfolgerungen lassen sich aus den Vergleichen der Ergebnisse beider
Arbeiten auf den pathophysiologischen Mechanismus in seiner Gesamtheit schlieen?



2 Versuchstiere, Methoden und Geréate

2.1 Versuchstiere

Zur Durchfiihrung der Versuche wurden ménnliche C57 Black 6 Mé&use verwendet. Die
Mause waren zwischen 6 und 8 Wochen alt und ausschliefflich mannlichen Geschlechts und
wogen in der Regel zwischen 20 und 30 g.

Die Méuse befanden sich vor und nach den Operationen in einem Tierstall, wo ein 12-
stindiger Licht/Dunkel- Rhythmus herrschte. Die Laborkost aus Trockenfutter entsprach den
Standards, die bei der Haltung von Versuchsmdusen vorherrschten. Die Tierversuche waren
durch die Regierung von Oberbayern gemaR des § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes
(TierSchG) genehmigt.

Vor Inzision der unten genannten Operationen erhielten die Versuchstiere zur Analgesie
Lidocain s.c. (2%-ig in einer Dosierung von 1 ml/4 kg KG). Die post-operative Analgesie
erfolgte alle 4-6 h mittels Metamizol p.o. in einer Dosierung von 200 mg/kg. Auf die
Anwendung von NSAR wurde bewusst verzichtet, da die antiphlogistische Wirkung die

Ergebnisse der intestinalen Entzindungsreaktion verfalscht hatte.

2.2 Versuchsmethoden

2.2.1 Versuchsprotokoll

Elektrophysiologie und H&E Farbung

Nach Er6ffnung der Bauchhohle erfolgte entweder die Induktion eines kompletten Ileus durch
Ligatur des Dinndarms ca. 5 cm proximal der lleozokalklappe oder eine Scheinoperation (im
Folgenden als Shamoperation bezeichnet). Die scheinoperierten Mause galten als
Kontrollgruppe.

Das Versuchsprotokoll fur die Elektrophysiologie und die H&E Farbung sah sechs
Versuchsgruppen mit jeweils 6 Mdusen vor. Der Versuch wurde bei der jeweiligen Gruppe
nach 3, 9 und 24 Stunden beendet. Fur jede Illeus- Gruppe war eine Kontrollgruppe
vorgesehen. Nach Beendigung des Versuches erfolgte die Entnahme der Gewebeproben,
welche der H&E Farbung und dem elektrophysiologischen Versuchsaufbau zugefihrt wurden
(siehe Tabelle 1 und Abbildung 2)



Tabelle 1: Ubersicht Giber die Versuchsgruppen fiir die Elektrophysiologie und HE Farbung

Versuchsgruppen Shamoperation lleusoperation
3 h (n=6) 3 h (n=6)
Versuchsdauer 9 h (n=6) 9 h (n=6)
24 h (n=6) 24 h (n=6)
3h/9n/24h

lleusop/ | > Elektrophysiologie
Sham OP
D — HE- Farbung

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls der Elektrophysiologie und HE Farbung

Permeabilitatsmessung

Wie oben beschrieben, erforderte auch dieses Protokoll bei jeder Maus die Eréffnung der
Bauchhdhle. AnschlieBend wurde entweder ein lleus induziert oder eine Shamoperation
durchgefhrt.

Auch fur die Permeabilitdtsmessung wurden drei Versuchsgruppen je Obstruktionszeit
gebildet. Fir jede Versuchsgruppe gab es eine entsprechende Kontrollgruppe (N=4) (siehe
Tabelle 2).

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Versuchsgruppen

Versuchsgruppe Shamoperation lleusoperation
3 h(n=4) 3 h(n=4)

Versuchsdauer 9 h (n=4) 9 h (n=4)
24 h (n=4) 24 h (n=4)

Im Rahmen der Kurzzeitnarkose wurde allen Mé&usen kurz vor der Operation sowohl HRP als
auch FITC-dextran mittels einer Gavage in den Magen zugefihrt. Die beiden Marker
befanden sich in einem Applikationsvolumen von 20ml/kg auf der Basis einer phosphat-



gepufferten NaCl Losung mit einem pH von 7,4. Das Gemisch enthielt FITC- dextran in einer
Konzentration von 22mg/ml und Horseradish peroxidase in einer Konzentration von 1mg/ml.
Fluorescein isothiocyanate konjugiertes Dextran (FITC-dextran) hatte ein Molekulargewicht
von 4,4 kD; Horseradish Peroxidase (HRP) ein Molekulargewicht von 40 kD. Vor der
intragastralen Substanzgabe wurde das Gewicht der Versuchstiere korrekt gemessen und die
Menge der zugegebenen Losung berechnet. Eine Tabelle tiber die Substanzzusammensetzung
flr die Gavage-L6sung wird im Folgenden gegeben (Tabelle 3).

Tabelle 3: Bestandteil der Gavage-Losung

Phosphat-gepuffertes NaCl (PH 7.4) 20ml/kg
FITC-dextran, molecular mass 4.4 kDa 22mg/ml
HRP, molecular mass 40kDa 1mg/mi

Vor der Sondierung wurde die Maus ebenfalls mit Inhalation von Isofluran tief anédsthesiert.
Ihr Kopf wurde dabei leicht nach hinten Uberstreckt und dann eine 6 cm lange gerade
Knopfkantile Gber die Schnauze in den Magen eingefuhrt wurde, wodurch die Gavage-L6sung
direkt im Magen des Tieres eingespritzt werden konnten. Alle Versuchsmduse wachten
innerhalb von 2 Minuten aus der Narkose auf. Stérungen der Nahrungsaufnahme nach dem
Gavage waren nicht zu beobachten. Eine Stunde nach der Sondierung erfolgte die Operation
zur Induktion des mechanischen lleus. Nach Gabe der Testmarker und Operation erfolgte
nach verschiedenen Zeitpunkten die Konzentrationsbestimmung der Marker im Serum mittels
Spectrophotofluorometrie (Infinite F 200 TECAN). Ein Uberblick des Versuchsablaufs ist
nachfolgend dargestellt (Abbildung 3):

FITC und lleus OP/ Gewinnung der Spectronhoto-
HRP Sham OP Serumproben |F—> pectrophot
fluorometrie
Gavage
Zeit < 1h >< 3h/9h/24h >

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls der Permeabilitatsmessung



2.2.2 Induktion des mechanischen lleus

Vor Beginn der Operation wurde das Operationshesteck, bestehend aus einer feinen
Gewebeschere, einer feinen anatomischen Pinzette und einem Nadelhalter, griindlich mit

Ethanol desinfiziert und anschlieBend an der Luft getrocknet.

Bei Operation befanden sich die M&use in einer Isofluran Kurznarkose. Zur Einleitung der
Narkose wurden die Mduse in ein Glas gesetzt, an dessen Boden sich eine mit 1ml Isofluran
befeuchtete Kompresse befand. Nach 20 bis 30 Sekunden wurden die betdubten M&use aus
dem Glas entnommen und mit Tesafilm auf einer Korkmatte fixiert. Zur Aufrechterhaltung
der Narkose bekamen die Mduse wieder Isofluran per inhalationem, wozu eine mit Watte
ausgestopfte 5 ml Spritze diente, die den Mdusen auf die Schnauze aufgesetzt wurde.

Vor Inzision erfolgte zur Analgesie per Injektion mit Lidocain s.c. im Bereich der
Bauchwand. Zur Einleitung eines mechanischen Ileus wurden die Mause nun
langslaparotomiert. Es folgte zundchst die Er6ffnung der Haut mit einer Schere, anschlieRend
wurde das Peritoneum parietale ebenfalls langs erdffnet. Mit Hilfe zweier Wattestdbchen
wurde das Zokum aufgesucht und dann auBerhalb der Bauchhohle auf eine feuchte
Kompresse gelegt. Nun wurde das gesamte Intestinum exponiert bis zu einem Punkt, der sich
ca. 5 cm proximal der lleozokalklappe befand. Der gesamte Darm wurde wéhrend der
Operation mit Krebslosung feucht gehalten. Um Druckschadigungen des Darmes zu
vermeiden, wurde der Darm so wenig wie modglich manipuliert; der direkte Kontakt der
Finger mit dem Darm wurde stets unterlassen. Im Abstand von ca. 4-5 cm von der
Ileozokalklappe wurde bei den Ileusm&usen mit einem 4-0 Prolenefaden eine Ligatur zum
Verschluss des Darmlumens gesetzt, wahrend die Sham operierten Mdusen (Shammause)
keine Ligatur erhielten.

Bei allen Versuchsgruppen wurde der Darm reponiert. Der Wundverschluss wurde mit 5-0

Prolene Nahtmaterial getatigt. Die Naht erfolgte schichtweise und fortlaufend.

Postoperativ wurden die Versuchstiere auf einer ca. 37 °C warmen Platte Giberwacht, um eine

postoperative Hypothermie zu vermeiden.

Zur post-operativen Analgesie erhielten die Tiere alle 4-6 h Metamizol, welches mittels

Mikropipette oral eingegeben wurde.



2.2.3 Gewebe- und Blutentnahme und Aufarbeitung

Entnahme des Darmsegmentes fuir die elektrophysiologische Ableitung

Zur Probeentnahme wurden die M&use aller Gruppen wie schon bei der ersten Operation mit
Isofluran sediert. Es erfolgte die Wiederer6ffnung der Bauchhdhle. Anschliefend wurde der
Darm exponiert. Bei den Maéausen der Illeus- Gruppen wurde der poststenotische
Darmabschnitt entfernt, welcher typischerweise zwischen 3 und 4 cm lang war. Die
Durchtrennung des Darmes erfolgte auf der proximalen Seite ca. einen halben cm von der
Ligatur und auf der distalen Seite ca. 1,5 bis 2 cm von der lleozokalklappe entfernt. Bei den
Mausen der Shamgruppen wurde das Darmstick entnommen, welches sich anatomisch
betrachtet an der gleichen Stelle wie der poststenotische Darmabschnitt bei den Mé&usen der
lleus- Gruppen befand. Die entnommenen Darmabschnitte wurden mitsamt ihrem
Mesenterium entfernt und direkt im Anschluss in einer Krebslosung mit Raumtemperatur
aufbewahrt. Mit einer Braunile wurden die Darmsticke sondiert und mit Krebs- Ldsung
durchgespult. Dabei galt es zu beachten, dass der entnommene Darmabschnitt nur an seinen
Enden mit der Pinzette festgehalten wurde, um eine Druckschadigung der Darmwand und der

Darmnerven zu vermeiden.

Entnahme des Darmsegments fur die H&E Farbung:

Nach der Entnahme der Darmstiicke fir die Elektrophysiologie wurde ein weiteres Darmstlick
fur die histologische Aufarbeitung entnommen. Die Darmstiuicke waren im Schnitt 0,5- 1 cm
lang. Die Darmdurchtrennung befand sich auf proximaler Seite ca. 3-3,5 cm von der Ligatur
entfernt. Auf der distalen Seite wurde ein Abstand von ca. 0,5 cm zur lleozokalklappe
gewahrt. Das 0.5- 1 cm lange Darmsegment wurde im Gegensatz zum Darmsegment flr die
elektrophysiologische Untersuchung vom seinem Darmmesenterium und dem anh&ngenden
Bindegewebe getrennt. Die Darmstiicke wurden mit Krebs-Ldsung gespuilt, um den im Darm
befindlichen Kot und das Darmsekret zu entfernen. Anschlieend wurden die Darmstiicke mit
einer feinen Schere der Lange nach aufgeschnitten und mit Metallspanen auf einem runden
Korkméttchen einen cm Durchmessers aufgespannt. Die Mukosa zeigt beim Aufspannen nach

oben.



Gewinnung der Serumproben fur die FITC und HRP Messung

Die Blutabnahme erfolgte kurz vor der Tétung der Mduse nach 3, 9 und 24 Stunden durch
Punktion der Vena cava inferior oder des Herzens mithilfe einer diinnen Kanile in tiefer
Narkose. Zundchst musste der Thorax erdffnet werden, um anschlieBend das Mediastinum
inklusive des Herzens frei zu praparieren. Mit einer diinnen Kandle, die mit einer 1 ml Spritze
verbunden war, wurde abwechselnd direkt eine der beiden Herzkammern oder die Vena cava
inferior punktiert. Fur die Blutuntersuchungen wurden ca. 0,7 ml Vollblut benétigt. Das
Vollblut wurde in ein kleines Eppendorf-Gefall gegeben und unter Raumtemperatur ca. 45 bis
60 Minuten belassen. Das Vollblut wurde daraufhin bei 4 Grad Celsius fur 20 min mit 3.000
rpm zentrifugiert. Das dadurch entstehende Serum (ca. 0,4 ml) wurde anschlielend
abpipettiert, wobei sorgféltig darauf geachtet wurde, dass das Plasma nicht mit zellularen
Bestandteilen kontaminiert wurde. Das Plasma wurde im néchsten Schritt in 50 ul Phosphat
gepufferter Natriumchlorid Losung (pH=7,4) gelost. Bis zur Durchfuhrung der
Spectrophotofluorometrie wurde es bei -20°C konserviert.

2.3 Nervenfaserableitung

2.3.1 Versuchsdurchfihrung

Der Versuchsaufbau fur die elektrophysiologische Ableitung bestand aus einem Organbad
bestehend aus zwei Kammern: eine 1 x 5 cm langlichen Kammer, in welche an beiden Enden
zwei dunne Plastikrohre mundeten, und eine halbrunde Kammer mit einem Radius von 2 cm.
Beide Kammern waren voneinander getrennt; lediglich eine kleine Einkerbung an der
Oberseite der separierenden Wand stellte eine Verbindung der beiden Kammern dar und
ermoglichte das Durchziehen des Darmmesenteriums von der langlichen Kammer in die
runde Kammer. Der Darmabschnitt wurde mit seinen beiden Enden auf die zwei
Plastikrohrenden mit einem Durchmesser von einem Millimeter gestilpt und mit

gewohnlichem Bindfaden festgebunden.

Die langliche Organkammer wurde durchweg mit Krebs'scher Losung gespilt. Der pH
Sollwert war mit 7.4 eingestellt, weshalb die Losung konstant mit O,/CO, (95%/5%)
oxygeniert wurde. Das Darmsegment wurde wahrend der gesamten Versuchsdauer durch das
zufuhrende Plastikrohr mit Krebsldsung gespult. Die Geschwindigkeit der Spullésung wurde
durch eine Pumpe mit 10 ml/h reguliert. Dies simulierte die physiologische Nahrungspassage



bei Mausen. Daher war es beim Einbringen des Darmsegmentes in das Organbad von
Bedeutung, dass der orale Schenkel mit dem zufiihrenden Plastikschlauch verbunden wurde,
damit eine orthograde Nahrungspassage in vitro simuliert werden konnte. Das abfuhrende
Plastikrohr war mit einem Silikonschlauch verbunden, welcher offen endete und sich mit
einem Nadelhalter 0.4. abklemmen lieR, um den intraluminalen Druck zu erhdhen. Das
Mesenterium wurde nun in die halbrunde Kammer gezogen und mit feinen Nadeln auf einer
Silikonunterschicht aufgespannt und fixiert. Bei diesem Vorgang wurde sorgféltig darauf
geachtet, dass nicht zu viel Zugspannung auf das Mesenterium ausgelbt wurde, da dies
nervenschadigende Auswirkungen nach sich hatte ziehen kdnnen. Zur elektrischen Isolierung
des Mesenteriums wurde die halbrunde Kammer mit Mineralol aufgefillt. Um einem
Ubertreten der Perfusionfliissigkeit aus der langlichen Kammer vorzubeugen, wurde an der
Einkerbung, durch welche das Mesenterium verlief, ein Silikontropfen aufgebracht
(Abbildung 4).

Krebs mit Oz/COz

Verstarker/Filter/
AD Wandler

PC/Spike 2

xV,
? 0 Organbad

Thermostat

Auslass (Krebs)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Organbads fur die elektrophysiologische Ableitung; mit
freundlicher Genehmigung von X. Zhao



2.3.2 Versuchsprotokoll der elektrophysiologischen Ableitung

Sobald der Darmabschnitt und das Mesenterium in das Zweikammerbad eingefugt waren,
wurde mit der Feinprgparation am Mesenterium begonnen. Hierflir war eine optische
VergroRerung mittels eines Auflichtmikroskopes vonnéten.

Die Zielsetzung war, einen geeigneten afferenten Nerv fir die elektrophysiologische
Ableitung zu finden. Dazu wurde das Mesenterium mit mehreren sehr dunnen Nadeln
aufgespannt, bis die Mesenterialvene und —arterie zu erkennen waren.

Der Mesenterialnerv verlauft direkt in unmittelbarer in Nachbarschaft zur Arterie.

Das Gefal/Nervenbiindel wurde darum mit feinen Pinzetten aufgetrennt, bis Vene und Arterie
voneinander getrennt waren. Nun erfolgte die Losung des Nerven aus dem umliegenden
Bindegewebe, wozu &ullerste Vorsicht geboten war, um den Nerv nicht durch Zug zu
verletzten.

Der freipraparierte Nerv konnte nun um den Schenkel einer doppelschenkligen
Platinelektrode gewickelt werden, wéhrend der andere Schenkel mit einem Stlick
Bindegewebes des Mesenteriums verbunden wurde. Die Elektrode war direkt mit dem
Signalverstarker und Signalfilter des Modells CED 1902 (Cambridge Electronic Design)
verbunden. Dieser bewirkte eine 10.000fache Verstarkung des Nervensignals in einer
Bandbreite von 100Hz - 1 kHz.

Ein weiterer CED 1902 Signalverstarker und Filter diente dazu, die Signale aus dem
Druckabnehmer des zufiihrenden Perfusionsschenkels weiterzuleiten. Die Signale aus beiden
Verstarkern wurden einem AD- Wandler 1401 (CED) zugefiihrt. Anschliefend wurden die
Signale an einen PC weitergeleitet, wo sie mit der Software Spike 2, Version 4.01,

aufgezeichnet wurden.

2.4 HE- Farbung

Zur Untersuchung der intramuralen Entzindungsreaktion im Dinndarm wurden
poststenotische Darmstiicke entnommen und einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung unterzogen.
Die HE Férbung ist eine der meist angewandten Farbemethode, um histopathologische
Geschehen zu beurteilen. Durch die zweifache Farbung mit Hamalaun und Eosin kdnnen
sowohl basophile als auch eosinophile Zell- und Gewebestrukturen dargestellt werden ©®.

Nach Befestigung des entnommen Darmsegmentes auf dem Korkplattchen wurde der



Darmabschnitt in 4%iger, gepufferten Formaldehydldsung fir 24 Stunden eingelegt. Danach
wurde die Gewebeprobe dreimal aufeinander folgend mit normalem Leitungswasser gespiilt.
AbschlieBend wurde das Gewebestlick in 70%iger Ethanollésung konserviert.

An die Fixierung in Ethanollésung schloss sich das Einbetten der Proben in Paraffin an. Dafir
mussten die Proben mithilfe einer aufsteigenden Ethanolreihe entwéssert werden. Die Proben
wurden nacheinander fir 60 min zuerst in 50%iger, dann in 70%iger, 96%iger und
abschlieBend 3-mal in 100%iger Ethanollésung und abschlieBend 90 min in Xylol Ldsung
und 90 min in Paraplast eingelegt. Dann konnten die Gewebeproben in Paraffinblocke
eingebettet werden, welche nach Aushédrtung mit einem Schlittenmikrotom in 4um dinne
Schichten geschnitten wurden.

In 35 Grad warmem Wasser wurden die Schnitte auf Objekttrager gezogen und anschlieRend
bei 37 Grad getrocknet.

Um die Schnitte auf die Farbung vorzubereiten, wurden sie zundchst in einer absteigenden
Alkoholreihe entparaffiniert. Dieser Schritt dauerte insgesamt 45 min und bestand wie aus der
Tabelle zu entnehmen aus sechs Einzelschritten.

Im Anschluss konnte mit der Farbung begonnen werden, die mit dem Benetzen der Probe fir
30 s mit Hamalaun eingeleitet wurde. Im Anschluss wurde die Probe 10 min lang mit
Leitungswasser gewéssert, was einen Farbumschlag des Hamalauns von braun-rot zu blau
durch die im Leitungswasser enthaltenen Spurenelemente verursachte. Die darauf folgende
Féarbung mit Eosin dauerte zwischen 30 s und einer Minute. Zum Schluss erfolgte unter
Verwendung einer aufsteigenden Alkoholreihe die Fixierung der Probe (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Aufbereitung der Darmsegmente fiir die HE Farbung

Arbeitsschritte Verwendetet Chemikalien | Dauer der Prozedur
Konservierung 4%ige Formaldehydldsung 24 h
Spulung Wasser 3 x 20 min
Ethanol 50% 60 min
Ethanol 70% 60 min
Enwasserung Ethanol 96 % 60 min
Ethanol 100% 3 x 60 min
Xylol 90 min
Paraplast 90 min
Einbettung in Paraffin und | Paraffin 5min
Aushértung




Xylol 1 15 min
Xylol 2 15 min
Entparaffinieren  in  der | Ethanol 100% 5 min
absteigenden Alkoholreihe Ethanol 96% 5 min
Ethanol 70 % 5 min
Aqua dest. 10 sec
Héamalaun 30 sec
Féarbung mit Hamalaun und | Leitungswasser 10 min
Eosin Eosin 10 min
Leitungswasser 3 min
Ethanol 70% 3 min
Ethanol 96% 3 min
Fixierung in der | Ethanol 100% 5 min
aufsteigenden Alkoholreihe | Xylol 1 10 min
Xylol 2 10 min

2.5 Permeabilitdtsmessung

2.5.1 Grundlagen und Prinzip des Versuches

Die Permeabilitditsmessung ist eine Methode, um die Barrierefunktion der
Diinndarmschleimhaut in vivo zu untersuchen. Zur Uberpriifung der intestinalen Permeabilitét
diente der Nachweis von horeseradish peroxidase (HRP) und fluorescein isothiocyanat
conjugated dextran (FITC- dextran) im Blut der Versuchstiere, nachdem diese die Marker
zuvor per os per Gavage aufgenommen hatten. Normalerweise werden die beiden oben
genannten Substanzen nicht uber die Darmwand transportiert. Kommt es jedoch zu einer
Permeabilitatsstorung der Darmwand infolge von Darmwandnekrosen, Darmwandddemen
0.4., dann treten diese Substanzen in das Blut der Versuchstiere iber und lassen sich aus
diesem bestimmen. Der Grad der Anreicherung der beiden Substanzen im Blut gibt
gleichzeitig Auskunft dariiber, wie groR die Menge der aufgenommenen Substanz ist.
Zusétzlich ist es moglich, durch mehrere Versuchsgruppen eine zeitliche Dynamik des
Aufnahmevorgangs festzustellen, um dadurch den Grad der Darmwandschadigung im
zeitlichen Verlauf darzustellen.




Prinzip des Versuchs

Dem Versuch liegt die Annahme zu Grunde, dass die Permeabilitat der Darmschleimhaut fur
Molekiile unterschiedlicher GroRe infolge einer Schadigung der Darmmukosa zunimmt. Um
einen Darmwandschaden infolge von Obstruktion des Darmlumens zu entdecken und zu
bestimmen, wurde im Versuch die Translokation zweier Testmarker vom Darm ins Blut
mittels direkter Immunoassay-Verfahren untersucht.

Bei dem Immunoessay war eine Mikroplatte mit hochspezifischen Antikorpern beschichtet
(anti goat antibodies). Diese Antikorper sind gegen das Enzym horseradish peroxidase
gerichtet. Zundchst wurde die Konzentration des in das Blut Ubergetretenen FITC- dextran
mittels spectrophotometrischer Anregung gemessen. Je mehr FITC- dextran in das Blut
ubergegangen war, desto starker war die Lichtemission nach Anregung des FITC- dextran mit
einer bestimmten Wellenldnge. Anschliefend wurde das FITC- dextran entfernt, um die
Menge des im Blut enthaltenen HPs zu bestimmen. Je mehr Antigen, in unserem Fall HRP, in
der Probel6sung vorhanden war, desto mehr wurde an den Antikérpern gebunden. Ein
farbloses Substrat (Farbstoff + Peroxid) wurde hinzugefugt, das durch Katalyse des
antikorpergebundenen Enzyms (HRP) zu einem blauen Farbstoff reagiert. Nach Stoppen der
Farbreaktion mit Sdure schlug die Farbe von blau nach gelb um, und die Farbintensitat
(Absorption) wurde bei 450-550 nm mit einem ELISA-Reader gemessen®. Die
schematische Darstellung des experimentalen Prinzips wird nachfolgend gegeben (Abbildung
5):
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des experimentalen Prinzips des Immunoessays




2.5.2 Versuchsdurchfihrung

Ziel der Permeabilitdtsmessung war die Bestimmung der Konzentration von FITC-dextran
und HRP im Serum des Versuchstieres. Dazu wurde eine 96-Well-Mikroplatte mit goat anti-
HRP Antikorper (1: 1000) beschichtet und bei 4°C im Kuhlschrank gelagert. Vor
Durchfiihrung des ELISA erfolgte zuerst das Auftauen der Plasmaproben. Dann wurden das
Versuchsplasma (50 pl) in 50 pl phosphat gepuffertem NaCl (PBS pH 7.4) geldst und in die
Kammern der 96-Well-Mikroplatte pipettiert. Die Mikroplatte wurde nun direkt in einem
Spectrophotofluometer platziert, damit die Aktivitdt von Fluorescein im Versuchsserum bei
einer Anregungswellenldnge auf 485 nm (20 nm Bandbreite) und einer Emissionswellenléange
auf 530 nm (25 nm Bandbreite) quantifiziert werden konnte. Parallel wurden zur Erzeugung
einer Standardkurve Lodsungen mit bekannter Konzentration von FTIC-dextran und HRP
(Antigen) aufgetragen. Unmittelbar danach wurde die Mikroplatte mit Proben der zu
bestimmenden Sera bei 37°C fir 2 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
ungebundenen Antigene von der Platte dreimal mit Tris-buffered saline (TBS pH 7.6) und
0.2% Tween® 20 gewaschen, wahrend die an die Antikorper gebundenen HRP Molekile in
den Wells haften blieben. Im letzten Schritt wurde 100ul Reagenz von 3,3’,5,5’-
Tetramethylbenzidine (TMB One-Step Substrate System) in die Wells pipettiert. Das an den
Nachweisantikorper gekoppelte Enzym (HRP) setzt das Substrat in ein farbiges Produkt
umsetzte (Farbreaktion). Das TMB wurde bei dieser Reaktion zu 3,3',5,5-
tetramethylbenzidine diimine oxidiert und nahm einen blauen Farbton an. Nach 15 Minuten
Inkubationszeit wurde die Umsetzung des Substrats durch die Zugabe von 100ul 2N H,SO4
gestoppt (pH-abhangige Enzymreaktion) ©°, wodurch das TMB eine gelbliche Farbe annahm.
Die bis dahin umgesetzte Menge von Substrat zu Farbstoff war proportional zu der Menge der
am Antikorper gebundenen HRP. Spectrophotometrisch wurde nun die Farbintensitat der

einzelnen Proben bei Wellenldnge von 450 nm bestimmt.

Anhand der Proben mit bekannter FITC-dextran- sowie HRP-Konzentration wurden die
Standardkurven erstellt. Mit Hilfe dieser Standardkurven wurden die Konzentrationen von
FITC-dextran und HRP in den einzelnen Proben ermittelt. Ein Uberblick Gber das
Versuchsprotokoll des Immunoassays liefert Tabelle 5:



Tabelle 5: Versuchsprotokoll des Immunoassays

1. | 96-Well-Mikroplatte mit goat anti-HRP Antikorper (1: 1000) beschichten

2. | Serumproben auftauen

3. | Proben (50 pul) mit 50 pl PBS (pH 7.4) 16sen und in die Platte pipettieren.
Quantifizieren  der  Konzentration  von  Fluoresceins  mittels

A Spectrophotometrie bei einer Anregungswellenlange auf 485 nm (20 nm
Bandbreite) und einer Emissionswellenlange auf 530 nm (25 nm
Bandbreite)

5. | Inkubation der Mikroplatten bei 37°C fir 2 Stunden
- TBS (pH 7.6) mit 0.2% Tween® 20 mischen

6. |- Die Wells 3x mit der Mischung Waschen zur Beseitigung der
ungebundenen FITC- Molekiile

=k 100ul von 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine in die Wells pipettieren
- Die Mikroplatte fur 15 Minuten bei 37°C inkubieren

8. | Reaktion mit 100ul 2N H,SO, stoppen

9 Farbintensitat der einzelnen Proben Spectrophotometrisch bei Wellenlange
von 450 nm bestimmen

L0 Konzentrationen von FTIC-dextran und HRP mittels der Standardkurven

berechnen

2.6 Auswertung

2.6.1 Elektrophysiologie

Die Auswertung erforderte die Bestimmung der Nervenfaserruheaktivitdt (auch Baseline

genannt, ausgedriickt in imp/sec) vor dem Setzen eines Reizes sowie die Bestimmung des

maximalen Reizimpulses nach Setzen eines Reizes.

In jedem elektrophysiologischen Versuch wurden drei Reize gesetzt: Zu allererst erfolgte die

Gabe von Serotonin (50 uM) in das Organbad. Nach 10 min Restabilisierungsphase der

Nervenaktivitat wurde die Darmdistension durchgefuhrt. Zuletzt erfolgte, wieder nach 10 min

Pause, die Gabe von Bradykinin (0,5 uM). Die Nervenfaserruheaktivitat war definiert als die

hdchste Impulsrate innerhalb der letzten 120 s vor Setzen eines Reizes. Der Zeitraum von 120



s war deshalb so gewahlt, weil in dieser Zeitspanne die Perfusion des Organbads unterbrochen
wurde, um eine mogliche Stérung der Nervenfaserableitung zu vermeiden. In diesem
Zeitraum von 120 s nach Setzen eines Reizes wurde auch die héchste Impulsrate bestimmt.
Nach Serotonin- und Bradykinin- Gabe wurde deshalb jeweils ein Wert gemessen.

Bei der Darmdistension wurde hingegen pro Steigerung des intraluminalen Drucks um 10 cm
H,O die hdchste Reizantwort gemessen. Aus dem hdochsten Wert der Baseline und der
maximalen Reizantwort wurde daraufhin ein Quotient gebildet, welcher im Weiteren als

normalisierte Anstiegsrate bezeichnet wird.

Normalisierte Anstiegsrate = maximale Impulsrate nach Reiz/Baseline

Einen Uberblick tiber das Versuchsprotokoll gibt Abbildung 6:

Beginn der
elektrophysiologischen Serotoningabe Darmdistension Bradykiningabe
Aufzeichnungen 50 uM Auf 80 cm H,0 0,5uM
Zeit* < 20 min >< 10 min >< 10 min >

Abbildung 6: Versuchsprotokoll fiir die Elektrophysiologie (* Die Dauer zwischen den Gaben der
verschiedenen Stoffe wurde so gewahlt, bis sich die ,,Baseline*, die elektrische Grundaktivitdt des Nerven,
wieder stabilisiert hatte)

2.6.2 HE Farbung

Die Beurteilung der histologischen Farbung erfolgte anhand eines von Hausmann et al.
erstellten Scoring Systems ©V (siehe Tabelle 6). Dieses beurteilt Epithelveranderungen am
Grad des Becherzellverlustes und der Kryptenarchitektur sowie die Darmwandinfiltration
durch Leukozyten. Das Scoring System wurde bereits in einer anderen Arbeit zur Beurteilung
inflammatorischer Reaktionen am murinen Diinndarm herangezogen ©2.

Der Gesamtscore wurde aus den Einzelscores beider Kategorien berechnet. Der maximal zu

erreichende Scoring Wert betrug somit 8, der niedrigste 0.



Die histologischen Préparate wurden unter einem Mikroskop beurteilt. Die Auswertung
erfolgte bei 10- facher, 20- facher und 40- facher VergroRerung.

Tabelle 6: Histologischer Score zur Bestimmung des Entziindungsgrades nach Hausmann et al.

Epithel Scoring Wert
Normale physiologische Morphologie 0

Verlust der Becherzellen an wenigen Stellen 1
Weitreichender Verlust der Becherzellen in den meisten Darmsektionen | 2

Verlust der Krypten 3
Weitreichender Verlust der Krypten in den meisten Darmsektionen 4
Infiltration

Kein Infiltrat 0

Infiltration im Bereich der Kryptenbasis 1

Infiltration bis in die Lamina muscularis mucosae 2

Weitreichende Infiltration bis in die Lamina muscularis mucosae und | 3

Verdickung der Mukosa mit schwerem Mukosatdem

Infiltration der Lamina submucosa 4

2.6.3 Permeabilitdtsmessungen

Fur die Auswertung der Testergebnisse wurde zunéchst eine Eichkurve erstellt, damit die
Konzentrationen von FITC-dextran und HRP in den Versuchsproben in ng/ml ermittelt
werden konnte. Mittels der spectrophotometrisch abgelesenen OD-Werte und ihrer
entsprechenden bekannten Antigenkonzentrationen wurden nun die Standardkurven fur FITC-
dextran und HRP erstellt und nachfolgend dargestellt (Y-Achse: OD; X-Achse:
Antigenkonzentration in den einzelnen Verdinnungsstufen; siehe Abb 7 und 8).

Nach der Erstellung der Eichkurven wurde automatisch eine Trendlinie durch die Messpunkte
gezogen und das Bestimmtheitsmal wurde als Formel im Diagramm dargestellt. Mit Hilfe
dieser Formel konnten letztendlich alle Daten von Farbeintensitait nach Konzentration

umgerechnet werden.
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Abbildung 7: Standardkurve fiir FITC-dextran, OD: ,,optical density* =log (lo/1)
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Abbildung 8: Standardkurve fiir HRP, OD: ,,optical density* =log (lo/l)



2.7 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Hilfe von one-way ANOVA,
post-hoc Holm Sidak Test und Dunn's Test. Hierfur wurde das Statistik-Programm Sigma-
Stat (Version 3.0) verwendet. Fur alle Ergebnisse wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen errechnet. Die Ergebnisse der lleusgruppen und Kontrollengruppen
wurden immer auf Signifikanz untersucht, wobei als Signifikanzunterschied p kleiner 0,05
vorausgesetzt wurde und die Fallzahl in den zu vergleichenden Gruppen gleich war.

2.8 Gerate, Materialien, Chemikalien und Lésungen

2.8.1 Gerate und Chemikalien

Tabelle 7: Geréate

1. 96-Well-Mikroplatte STRSTEDT Inc.; Newton; USA
2. AD-Wandler 1401 CED; Cambridge Electronic Design; England
3. Carbogengas Linde AG; Hollriegelskreuth; Deutschland

Fujitsu Siemens Computers GmbH,;
4. Computer
Munchen; Deutschland

Druckaufnehmer
5. (Neurolog pressure | Digitimer Ltd.; Hertfordshire; England
amplifier NL 108)

Einmalspritzen

BD Becton Dickinson GmbH:;
6. 50 wl, 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10

| Heidelberg; Deutschland
m

Eppendorf  Vertrieb  Deutschland ~ GmbH,;
7. Eppendorfgefalien _
Wesseling-Berzdorf; Deutschland

8. Filter und Verstarker 1902 | CED; Cambridge Electronic Design; England

BRAND GmbH & Co KG;

9. Glaspipetten ]
Wertheim; Deutschland

Semperit Technische Produkte GmbH;
10. | Handschuhen .
Wien; Osterreich

11. | Infinite F 200 TECAN; Tecan Group Ltd.; Mannedorf; Deutschland




Knopfkantle

12. Mercateo AG; Kdéthen; Deutschland
@ 1,5 x 60 mm - gerade
] Sigma Aldrich Chemie GmbH;
13. | Mineral6l i
Deisenhofen; Deutschland
NOBA Verbandmittel Danz GmbH;
14. | Mullkompressen
Wetter; Deutschland
] Ethicon Johnson & Johnson GmbH,;
15. | Nahtmaterial
Norderstedt; Deutschland
Perfusionspumpe ] .
16. IVAC Corporation; San Diego; USA
(IVAC 711)
Peristaltische Pumpen | ]
17. o Gilson Inc.; Middleton; USA
(Minipuls 3)
) Eppendorf  Vertrieb  Deutschland ~ GmbH,;
18. | Pipetten _
Wesseling-Berzdorf; Deutschland
19. | Platinumdraht Goodfellow GmbH; Bad Nauheim; Deutschland
_ ] Fine Science Tools GmbH;
20. | Praparationspinzetten )
Heidelberg; Deutschland
o Carl Roth GmbH & Co KG;
21. | Roti-Histokitt
Karlsruhe; Deutschland
DRAWIN Vertriebs-GmbH;
22. | Silikon-Hochvakuumfett
Ottobrunn; Deutschland
23. | Software Spike 2 CED; Cambridge Electronic Design; England
DOW Corning GmbH Wiesbaden;
24. | Sylgard _
Wiesbaden; Deutschland
25. | Versuchstiere Charles River GmbH; Sulzfeld; Deutschland
NOBA Verbandmittel Danz GmbH;
Wattestabchen
26. Wetter / Ruhr; Deutschland
) Thermo Scientific; Karlsruhe, Deutschland
26. | Zentrifuge

Tabelle 8: Chemikalien

1.

Aceton

2.

Aqua dest.

B. Braun Melsungen AG; Melsungen; Deutschland




Sigma-Aldrich Chemie GmbH;

3. Anti-Goat 1gG antibody ] ]
Taufkirchen bei Miinchen
o Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
4. Bradykinin o
Steinheim; Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,;
5. CaCl, ] ]
Steinheim; Deutschland
6. Eosin 2% Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland
7. Ethanol Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,;
8. FITC-dextran (4,4 kDa) ] ]
Taufkirchen bei Miinchen
9. Héamalaun Merck KGaA; Darmstadt, Deutschland
10 Horseradish Peroxidase | Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
' (40 kDa) Taufkirchen bei Munchen
11. | Isofluran Abbott GmbH & Co KG; Wieshaden; Deutschland
12. | KCI Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland
13. | KH;PO4 Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland
Lidocainhydrochlorid 2
14. " Bela-pharm GmbH & Co. KG
0
15. | MgSOq Merck KGaA,; Darmstadt; Deutschland
Metamizol Ldsung. 500 . .
16. Vetalgin ® 500 mg/ml MSD Animal Health
mg/ml
17. | Na;HPO, Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland
18. | NaCl Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland
19. | NaH2POs4 Merck KGaA; Darmstadt; Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,;
20. | NaHCO; o
Steinheim; Deutschland
21. | Natriumchloridlésung B. Braun Melsungen AG; Melsungen; Deutschland
22. | PBS Buffer (pH 7,4) 10x | Life Technologies GmbH; Darmstadt, Deutschland
] Sigma-Aldrich Chemie GmbH,;
23. | Serotonin (5-HT) o
Steinheim; Deutschland
y 100% Schwefelsdure Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
" | (H2S04) Steinheim; Deutschland
25. | 3,3,5,5-Tetramethyl- Sigma-Aldrich Chemie GmbH;




benzidine

Taufkirchen bei Minchen

26. | TRIS HCI

Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Steinheim; Deutschland

27. | TRIS NaOH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Steinheim; Deutschland

28. | Tween® 20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Steinheim; Deutschland

29. | Wasserstoffperoxid 30%

Carl Roth GmbH & Co KG;
Karlsruhe; Deutschland

30. | Xylol

Carl Roth GmbH & Co KG;
Karlsruhe; Deutschland

2.8.2 Lo6sungen

Tabelle 9: Zusammensetzung der 10x Kreb’s-Ldsung

1. Aqua dest. 2725 ml
2. CaCl, 9,15¢g
3. KCI 11,5¢
4. KH,PO, 5,275 g
5. MgSO, 9,559
6. NaCl 2259

Tabelle 10: Zusammensetzung der Kreb’s-Ldsung

1. 10x Stock Solution 200 ml
2. Aqua dest. 2185 ml
3. Glucose 3,69

4. NaHCOs; 5,15 g

Tabelle 11: Zusammensetzung der TBS-Ldsung (pH 7,6)

1. Aqua dest. 700 ml
2. TRIS HCI 66,1 g
3. TRIS NaOH 9,79




Aqua dest.

Auffillen auf 1 L

Filtern

pH-Einstellung auf pH 7,6

N o o &

Aufbewahrung bei Raumtemperatur




3 Ergebnisse

3.1 Makroskopische Gewebeveranderungen

Makroskopische Verdnderungen des Darmes lieBen sich am prd- und poststenotischen
Abschnitt beobachten. Die Dauer des mechanischen lleus spielte die groRte Rolle fiir die
beobachteten Veranderungen.

Nach 3h liel} sich der operierte Darm weder pra- noch poststenotisch von den Darmen der
Kontrollmduse unterscheiden. Der Darm hatte in beiden Gruppen einen normal erscheinenden
Durchmesser, zeigte makroskopisch keine Nekrosen oder Veranderung der Durchblutung und
lield intermittierend motorische Aktivitdt in Form von peristaltischen Wellen erkennen.
Lediglich der prastenotische Darm beim mechanischen lleus zeigte stérkere Distension als der
nicht operierte Darm.

Ein anderes Bild zeigte der Darm der 9h Mause: Der préstenotische Darm der operierten
Mause war massiv mit Stuhl geftllt und im Durchmesser wesentlich groRer als der Darm der
Kontrolltiere. Er erschien gerdtet und 6édematds (siehe Abbildung 9). Peristaltische Wellen
waren nur noch vereinzelt zu sehen.

Der poststenotische Darm war im Gegensatz dazu selten mit Stuhl geftllt und auch nicht
dilatiert. Der Darm war makroskopisch gegenuber den Kontrollgruppen nicht vermehrt
durchblutet. Der poststenotische Darm war hingegen dufRerlich atroph und minderdurchblutet.
Auch zeigte der poststenotische Darm kaum motorische Aktivitat.

Bei den 24h Mausen zeigte sich ein ausgeprégteres Bild als bei den 9h Mausen. Der
prastenotische Darm war noch mehr dilatiert, neben dem Stuhlinhalt war er zusétzlich mit Gas
gefullt. Der Darm war nun paralysiert und zeigte keine motorische Aktivitdt mehr. Der
poststenotische Darm war hingegen leer, wirkte eingefallen und minderperfundiert.

Peristaltische Wellen konnten nicht beobachtet werden.
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Abbildung 9: Darstellung des lleum 9h nach Anbringen einer Ligatur, um den mechanischen lleus auszuldsen.

Gut zu erkennen ist die dilatierte Darmschlinge vor der Ligatur sowie die leere Darmschlinge nach der Ligatur,
welche in das Kolon ibergeht.

3.2 Elektrophysiologische Ableitungen

Intestinale afferente Nervenaktivitat nach 5-HT Gabe:

In allen Gruppen konnte ein Anstieg der Impulsrate nach Zugabe von 50 uM Serotonin in das
Organbad verzeichnet werden. Unten stehende Graphiken (Abbildungen 10 und 11)
demonstriert die jeweiligen Anstiegsraten der Nervenfaseraktivitat nach Serotoningabe. In
keiner der drei Versuchsgruppen konnte ein Unterschied zwischen den lleus- und den
Kontrollmdusen festgestellt werden (Abbildung 12).
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Abbildung 10: Nervenfaserableitung vor und nach Serotonin- Gabe. Gezeigt ist die Impulsratensteigerung einer
9h Sham- operierten Maus
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Abbildung 11: Nervenfaserableitung vor und nach Serotonin- Gabe. Gezeigt ist die Steigerung der Impulsrate
in einem Segment einer 9- h- lleus- Maus
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Abbildung 12: Histographische Darstellung der normalisierten Anstiegsraten der nervalen Impulse durch
Serotonin- Gabe nach 3, 9 und 24 h post OP. MW = SEM; p < 0,05; n = 6. Es bestand kein signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen.

Intestinale afferente Nervenaktivitat nach Bradykinin Gabe:

Auch nach Zugabe von 0,5 uM Bradykinin in das Organbad konnte eine Steigerung der
Nervenfaseraktivitat verzeichnet werden (Abbildung 15).

Ahnlich wie nach Serotoningabe lieR sich zwischen den einzelnen Vergleichsgruppen 3, 9
und 24 h kein Unterschied in der normalisierten Anstiegsrate feststellen. Allerdings liel? sich
eine tendenziell hthere Zunahme der Reizantwort der lleus-Darmsegmente im Vergleich zu
Sham- operierten Darmsegmenten in den 9- h- und 24- h- Gruppen feststellen.

Exemplarische Anstiegsraten in der Ableitung werden in Abbildung 13 und 14 dargestellt.
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Abbildung 13: Nervenfaserableitung vor und nach Bradykinin Gabe. Gezeigt ist die Impulsrate einer
intestinalen Afferenz eines 24 h Sham- operierten Segmentes.
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Abbildung 14: Nervenfaserableitung vor und nach Bradykinin Gabe. Gezeigt ist die Impulsrate einer

Reizantwort des mesenterialen Nerven eines 24 lleus Segmentes.
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Abbildung 15: Histographische Darstellung der normalisierten Anstiegsraten der nervalen Impulse durch
Bradykinin nach 3, 9 und 24 h post OP. MW £ SEM; p < 0,05; n = 6. Es bestand kein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen.

Intestinale afferente Nervenfaseraktivitat wahrend mechanischer Stimulation:

Der intraluminale Druck wurde um maximal 80 cmH,0 im Vergleich zum Ruhedruck erhoht.
In allen Gruppen konnte beobachtet werden dass die afferente Nervenfaseraktivitat bei
steigendem intraluminalen Druck zunahm (Abbildung 18, 19 und 20).

Die Zunahme der Nervenfaseraktivitdt im mesenterialen Nervenbundel war bei den 9h
Ileusdédrmen genauso hoch wie in den Vergleichsgruppen.

Anhnlich verhielt es sich zwischen den 24h lleusméausen und deren Vergleichsgruppen: auch
hier war eine konstante Steigerung der mesenterialen Nervenfaseraktivitat zu verzeichnen,
wobei zwischen den lleus- und Kontrolldarmen kein signifikanter Unterschied zu

irgendeinem Zeitpunkt aufgetreten war.



Bei den 3h Gruppen konnte hingegen eine tendenziell hthere Nervenfaserableitung bei den
Kontrolldarmen im Vergleich zu den lleusddrmen erzielt werden. Diese Tendenz war erst ab
einem intraluminalen Druck von 30 cm H;O zu bemerken. In Abbildung 16 und 17 sind

exemplarisch zwei Nervenfaserableitungen aus den 24- h- Gruppen (Sham und lleus) gezeigt.
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Abbildung 16: Nervenfaserableitung vor und nach Darmdistension. Gezeigt ist die Impulsrate einer intestinalen

Afferenz eines 24h Shamsegments
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Abbildung 17: Nervenfaseraktivitat vor und nach Darmdistension. Gezeigt ist die Impulsrate einer intestinalen

Afferenz eines 24h lleussegments
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Abbildung 18: Histographische Darstellung der normalisierten Anstiegsrate der afferenten Nervenimpulse der

3h Gruppe. MW = SEM; p < 0,05; n = 6. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Abbildung 19: Histographische Darstellung der normalisierten Anstiegsrate der afferenten Nervenimpulse der

9h Gruppe. MW = SEM; p < 0,05; n = 6. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

s Shamtiere
| |eustiere

Hochste Impulsrate in Relation zur Baseline

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80
Intraluminaler Druck (cm H,0)

Abbildung 20: Histographische Darstellung der normalisierten Anstiegsrate der afferenten Nervenimpulse der
24h Gruppe. MW = SEM; p < 0,05; n = 6. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.



3.3 Histologische Gewebeveranderungen

Zur Auswertung der HE-Farbungen wurde der histologische Score von Hausmann et al.
herangezogen. Dieser berlicksichtigt die morphologischen Veranderungen des Epithels und
das Ausmal der Leukozyteninfiltrationen des zu untersuchenden Gewebes (siehe 2.6.2).

Die HE Praparate der 3h- Shamgruppe zeigte eine weitgehend unaufféallige Morphologie. Es
traten lediglich vereinzelt Becherzellverluste auf. Die Kryptenarchitektur war in allen
Préparaten im Vergleich zum gesunden Darm unverandert und es zeigte sich nur bei einer
Probe eine leichte Infiltration der Kryptenbasis. Der morphologische Score betrug 0,5 £ 0,3.
Im Vergleich dazu lag der Score in der 3h- Illeusgruppe etwas hoher bei 1,8 + 0,3. Nach
statistischer Auswertung konnte jedoch kein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt
werden (p = 0,68). Bei einigen Proben konnte eine Infiltration von Leukozyten bis in die

Lamina muscularis mucosae beobachtet werden. Wie auch in der Kontrollgruppe wurde ein

dezenter Verlust an Becherzellen bemerkt (Abbildung 21).

Die histologischen Veranderungen der 9h- Shamgruppe ergaben einen Score von 0,7 £+ 0,3
und lagen damit nicht héher als der Scores der 3h- Shamgruppe. Die Verénderungen betrafen
auch in dieser Gruppe der Verlust einiger Becherzellen, wobei die Kryptenarchitektur und
Zottenstruktur unverandert war. Infiltrationen der Darmwande mit Leukozyten wurden nicht
gefunden.

Die Praparate der 9h- Ileusgruppe ergaben einen Score von 1,8 + 0,4 Punkte, welcher etwas

uber dem Score der Kontrollgruppe lag, nach statistischer Auswertung aber keinen



Unterschied zur Kontrollgruppe zeigte (p = 0,07). Bei einigen Praparaten waren
Becherzellverluste in grolRen Areale zu sehen: Auflerdem waren Infiltrate um die

Kryptenbasis zu erkennen (Abbildung 22).

Abbildung 22: Links: 9h Shamdarm in 10- facher VergréRerung, Rechts: 9h OP in 10- facher VergréRerung

Die histopathologischen Veranderung der 24h- Shamgruppe waren ebenso gering ausgepragt
wie in den 3h- und 9h- Shamgruppen. Der Score von 0,5 £ 0,2 kam durch den geringen
Verlust von Becherzellen in etwa der Hélfte der Praparate zustande, wahrend die Darmwand
ansonsten nicht krankhaft verandert war.

Die Praparate der 24h- lleusgruppe ergaben einen Score von 1,3 £ 0,5. Hierfur waren neben
dem weit reichenden Verlust von Becherzellen auch einige Infiltrationen um die Kryptenbasis
verantwortlich.

Bei allen 24h Préaparaten konnte im Vergleich zu den anderen Gruppen ein vergréRerter
Abstand zwischen den Zotten beobachtet werden (Abbildung 23).

Abbildung 23: Links: 24h OP, 10- fache VergroBerung. Rechts: 24h Sham, 20- fache VergréRerung



Die beobachteten mikroskopischen Verénderungen wurden nach dem Hausmann Score
ausgewertet. Zwischen den einzelnen Gruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied (p =
0,19).

Die Auswertung der histologischen Proben nach dem von Hausmann et al. entwickelten Score
ergab folgende Ergebnisse (Abbildung 24):
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Abbildung 24: Histographische Darstellung des Entziindungsscores nach Hausmann; MW = SEM; p < 0,05; n
= 4; X- Achse: Zeitpunkt der Probeentnahme nach Induktion des mechanischen lleus; Y- Achse: Score zur
Bewertung der histologischen Veranderung. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

3.4 Permeabilitdtsmessung

Anhand der bei der Auswertung hergestellten Eichkurven wurden die Konzentration von
FTIC- dextran und HRP in den Versuchssera ermittelt. In den Proben der 3 h lleusgruppe
wurde FITC- dextran durchschnittlich 187,63 = 7,85 (ng/ml) ermitteltet. Im Vergleich dazu
betrug der Mittelwert der Konzentration der 3h Shamgruppe von 147,47 + 8,11 (ng/ml) einen
geringeren Wert als den der Vergleichsgruppe. Es bestand somit ein statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p < 0,05) (siehe Tabelle 12).



In den 9 h Versuchsgruppen wurde beobachtet, dass die Konzentration von FITC- dextran
deutlich geringer war als in den 3 h Gruppen. Der Mittelwert in der 9 h lleusgruppe betrug
hier 86,77 + 8,88 (ng/ml), wéhrend der Mittelwert der 9 h Shamgruppe nur 62,00 + 0,82
betrug, sodass auch hier eine statistische Signifikanz zwischen den beiden Gruppen gezeigt
werden konnte (p < 0,05) (siehe Tabelle 12).

In den 24 h Versuchsgruppen zeigte sich ein dhnliches Bild wie bei den vorherigen Gruppen:
der Mittelwert fir die 24 h Shamgruppe wurde mit 53,19 + 2,91(ng/ml) ermittelt, wéhrend der
Wert fur die 24 h lleusgruppe bei 70,95 + 9,16 (ng/ml) lag. Ein signifikanter Unterschied
zwischen diesen beiden Werten lag jedoch nicht vor.

Tabelle 12: Konzentration von FITC-dextran in ng/ml. Darstellung als Mean + SEM; * p < 0.05,n = 4

FITC-dextran (FD 4,4)

3h 9h 24h
Sham 147,47 £ 8,11 62,00 + 0,82 53,19+291
lleus 187,63 +7,85* 86,77 +£ 8,88 * 70,95 + 9,16

Mit Hilfe der Eichkurve wurde der Mittelwert von HRP in der 3h Ileusgruppe mit 5,55 * 3,62
(ng/ml) bestimmt. In der Vergleichsgruppe betrug der Mittelwert 4,14 + 1,64 (ng/ml). Anhand
von dieser Werte konnte kein signifikanter Unterschied festgestellte werden (p = 0,74) (siehe
Tabelle 13). 9 Stunden nach den Manipulationen war mehr Testsubstanz durch die Darmwand
ins Blut gelangt. Die Serumkonzentration der 9 h Ileusgruppe betrug durchschnittlich 23,03 +
4,31 (ng/ml), dagegen war der Mittelwert der 9h Shamgruppe erhéht und betrug 9,00 £ 3,13
(ng/ml). Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde in den beiden Gruppen beobachtet (p
< 0,05) (siehe Tabelle 13).

Der Mittelwert der 24 h lleusgruppe ergab 382,17 + 30,54 (ng/ml), wéhrend fur die 24 h
Shamgruppe ein Mittelwert von 314,49 + 48,44 (ng/ml) ermittelt wurde. Ein signifikanter
Unterschied lieB sich in der 24 h Versuchsgruppe nicht feststellen.

Tabelle 13: Konzentration von HRP in ng/ml. Darstellung als Mean + SEM; * p < 0.05,n =4

HRP

3h 9h 24h

Sham 4,14 + 1,64 9,00 +£3,13 314,49 + 48,44

lleus 5,55 + 3,62 23,03+4,31* 382,17 + 30,54




Histographische Darstellungen der Konzentration der beiden Testsubstanzen im Serum
werden nun nachfolgend gegeben (Abbildung 25 und 26):
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Abbildung 25: Konzentration von HRP im Blut (ng/ml); MW + SEM, p < 0,05, n = 4; X- Achse: Zeitpunkt der

Probeentnahme nach Induktion des mechanischen lleus; Y- Achse: Konzentration von HRP in ng/ml
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Abbildung 26: Konzentration von FITC im Blut (ng/ml) MW +SEM, p <0,05, n = 4; X- Achse: Zeitpunkt der

Probeentnahme nach Induktion des mechanischen lleus; Y- Achse: Konzentration von FITC in ng/ml



4 Diskussion

4.1 Das Tiermodell

In der vorliegenden Arbeit wurden am Mausmodell die Auswirkungen eines mechanischen
lleus auf die Sensibilitit afferenter Darmnerven untersucht. Der Fokus der
elektrophysiologischen Untersuchungen lag dabei auf dem Darmabschnitt, welcher hinter der
Obstruktion lag.

Zur Erforschung der Pathogenese des mechanischen lleus wurden in der Vergangenheit
Kaninchen, Hunde und Ratten in Tierversuche einbezogen, wobei hauptsachlich die
Auswirkungen der Darmdistension auf die lokale Perfusion und die Darmmotilitat in
Augenschein genommen wurden ©394%),

Von groRem Vorteil kann gewertet werden, dass die Maus, wie auch der Mensch, als
Allesfresser gilt und die Maus einen vergleichbaren Aufbau des Verdauungssystems im
Vergleich zum Menschen hat.

Ein Vorteil der in vitro stattfindenden elektrophysiologischen Untersuchung ist die
Beseitigung moglicher storender Einfliisse, z.B. durch den Blutkreislauf oder auch das Fehlen
von mechanischen Kréften wie sie in vivo zu erwarten waren (z.B. mechanischer Zug am
Mesenterium und somit an den Darmnerven).

Eine Diskrepanz zwischen Tiermodell und der Situation beim Menschen kénnte dagegen in
der Dauer des mechanischen lleus liegen: wéhrend bei der Maus die Dauer des mechanischen
Ileus genau bekannt war, so ist die exakte Dauer eines mechanischen Ileus beim Menschen im
Regelfall nicht bekannt. Mitunter ist die Vorlaufzeit zur Entwicklung eines mechanische Ileus
beim Menschen langer als in vorliegendem Versuchsmodell.

Weitere Unterschiede zwischen Mensch und Maus lassen sich bei der Reaktion der
Organismen auf ein von aul’en zugefiihrten Stressor finden. So konnten beispielsweise Junhee
Seok et al zeigen, dass die murinen Entziindungsreaktionen auf molekulargenetischer Ebene

©6) Die von Junhee untersuchten

die menschliche Reaktion nur schlecht widerspiegeln
Stressoren waren oberflachige Verbrennung, Trauma durch Laparotomie in Kombination mit
Blutentnahme  und bakterielle Endotoxinapplikation, jedoch keine Manipulation am
Gastrointestinaltrakt. Es l&sst sich daher vermuten, dass bei der Maus die
Entzindungsreaktion durch die Induktion eines mechanischen lleus zwar &hnlich, aber

dennoch anders ablauft als im menschlichen.



Ein Anhalt dafiir kénnte die Feststellung sein, dass immunologische Vorgange im murinen
Darm anders ablaufen als im Menschlichen. Laut einem Ubersichtsartikel von Mestas und
Hughes produzieren Paneth sche Zellen in den Darmkrypten etwa 20 verschiedene Defensine,
wohingegen humane Paneth'sche Zellen gerade einmal 2 unterschiedliche Defensine bilden
®7.9) " Laut Ouelette et al. konnte dieser Unterschied in der Auspragung des immanenten
(angeborenen) Immunsystems in der Tatsache begriindet sein, dass Mause mit wesentlich

mehr Umweltantigenen durch die Nahrung in Kontakt kommen 9.

Operationsmethodik:

Wie im Methodikteil bereits ausfuhrlich beschrieben wurden die Versuchstiere wahrend den
operativen  Vorgangen mit Isofluran betdubt. Unter Berilicksichtigung einiger
Forschungsergebnisse der letzten Dekaden darf der Verdacht geduBert werden, dass das
applizierte Isofluran einen Einfluss auf die Darmmotilitdt und die Erregungsschwelle des
enterischen Nervensystems haben konnte. Es ist erwiesen, dass Isofluran bei Ratten die
gastrointestinale Motilitat bis zu 2 Stunden nach Exposition kleiner Mengen senkt ©.

Die Wirkung Isoflurans auf das enterische Nervensystem wird weiterhin dadurch angedeutet,
dass seine Anwendung bei Ratten einen protektiven Effekt auf des Gehirn nach zerebrale
Ischamie hervorrufen konnte . Engelhard et al machen fiir diesen Effekt in erster Linie die
durch Isofluran reduzierte sympathische Aktivitat verantwortlich. Ob die gastrointestinalen
Organe durch Isofluran ahnlich profitieren wiirden wie das ZNS der Ratten bei Engelhard et
al., ist bisher jedoch nicht bewiesen.

Eine andere Studie konnte hingegen zeigen, dass die gastrointestinale Aktivitat bei
Anwendung niedrig dosierten Isoflurans unbeeinflusst blieb @

Grundsétzlich lasst sich eine gastrointestinale Nebenwirkung des Isoflurans nicht
ausschlieBen. Die fehlenden Unterschiede zwischen den Versuchgruppen sind durch die
maogliche gastrointestinale Nebenwirkung des Isoflurans jedoch nicht zu erklaren, zumal die

Isofluran Narkose sowohl bei den Versuchs- als auch Kontrollgruppen zur Anwendung kam.

4.2 Elektrophysiologie

4.2.1 Diskussion der elektrophysiologischen Ergebnisse

Pro  Versuchsgruppe wurden sechs mesenteriale afferente  Nervenfaserbiindel
elektrophysiologisch abgeleitet. In allen Préparaten zeigte sich eine Nervenfaseraktivitat,

wobei zu bemerken ist, dass eine hohe Variabilitdt zwischen den einzelnen Messungen



auffiel. Dies kann auf die Tatsache zuriickgefuhrt werden, dass die Nervenfaserbiindel der
Darmsegmente per se eine unterschiedliche Intaktheit in vitro aufwiesen. Diese Erkenntnis
kann einerseits als eine Schwachstelle der Methodik betrachtet werden, andererseits kann
darin auch ein Erklarungsansatz gefunden werden, warum das interindividuelle
Beschwerdebild bei gastroenterologischen Erkrankungen so starken Schwankungen
ausgesetzt sein kann.

Des Weiteren ist in der jingeren Vergangenheit die Vermutung entstanden, dass die
bakterielle Darmflora eine Auswirkung auf den Erregungsgrad sensorischer, myenterischer
Nerven haben kann ®®. Inwieweit die beim mechanischen Ileus auftretenden bakterielle
Fehlbesiedlung Auswirkungen auf die afferente Nervensensibilitat hat, ist allerdings nicht
weiter untersucht. Zukinftige Experimente, welche die afferente Nervensensibilitat beim

mechanischen lleus in keimfreien Méausen untersuchen, konnten dartber Klarheit verschaffen.

Serotonin (5-HT):

Aufgrund der grofRen Bedeutung des Serotonins als Neurotransmitter im Enterischen
Nervensystem wurden in der Vergangenheit an diversen Tiermodellen die Wirkmechanismen
des Serotonins untersucht. Die Funktion von 5-HT wurde beispielsweise untersucht bei
diversen, durch Bakterien und Chemikalien induzierten intestinalen Entziindungen bei der
Maus (Ausloser der Colitis/lIleitis: TNBS=trinitrobenzene sulfonic acid, DSS = dextran sulfate
sodium, Citrobacter rodentium, Trichinella spiralis) (0%104105106)

Bei allen oben genannten Entziindungsreaktionen konnte eine erhéhte Dichte der EC Zellen
im Darm und konsekutiv eine erhohte Serotoninkonzentration im Darm beobachtet werden.
Zudem konnte in allen Modellen eine erniedrigte Aktivitat der SERT (Serotonin reuptake
transporter) festgestellt werden, welche mutmallich in ihrer Aktivitdt durch die im Darm
ablaufende Entzindungsreaktion gehemmt wird, wodurch die erhdhten Serotoninspiegel im

Darm und im Serum zusétzlich aufrechterhalten wurden.

Berlicksichtigt man diese Beobachtung, so kann Uber die verédnderte Empfindlichkeit der
Afferenzen im Darm auf die dort vorliegende Entziindungsreaktion geschlossen werden.
Gesetzt den Fall, dass eine im poststenotischen Darmabschnitt ablaufende Entziindung zu
einer punktuellen Erhéhung der Serotoninlevel sorgt, missten die Nervenafferenzen, welche
diesen Darmabschnitt erreichen, eine hohere Empfindlichkeit gegentber Serotonin aufweisen,

was sich in einer grofieren Anstiegsrate der Nervenimpulse manifestieren wirde.



Bei der Stimulation der Darmnerven mit Serotonin zeigte sich allerdings in keiner der
Versuchsgruppen ein Unterschied der Nervensensibilitdt zwischen den lleus- operierten und

den Sham- operierten M&usen.

Die gleichartige Empfindlichkeit der afferenten Nervenfasern fiir Serotonin - sowohl in der
Versuchs- als auch in der Kontrollgruppe - lasst am Ehesten vermuten, dass ein mechanischer
Ileus auf die Sensibilitat der poststenotischen Darmnerven fiir 5-HT keinen Einfluss nimmt.

Dies lasst vermuten, dass wahrend eines mechanischen Ileus im poststenotischen
Darmabschnitt keine relevante Entziindungsreaktion vorliegt, um die Serotoninausschiittung
der EC Zellen zu steigern. Ware die Serotoninausschiittung wahrend des lleus erhoht
gewesen, dann hatte eine verstarkte Stimulierung der afferenten Darmnerven stattfinden
mussen. Diese hatte sich mit einer erhohten Reizantwort der abgeleiteten Darmnerven

manifestieren missen.

Bradykinin:

Die Sensibilitit mesenterialer Afferenzen fur Bradykinin kann durch verschiedene
Mediatoren verstarkt oder auch verringert werden. Sowohl Histamin, welches von den
Mastzellen im Darmgewebe ausgeschittet wird, als auch Adenosin und Prostaglandin E sind
in der Lage die afferente Sensibilitat fir BK zu verstarken @°). Um die Effekte dieser
verschiedenen Entziindungsmediatoren auf die Bradykininsensibilitat zu beseitigen, wurde in
vergangenen Arbeiten die Mukosa entfernt, um den Ursprungsort der Entziindungsmediatoren
zu eliminieren ™). Es ist also nicht sicher auszuschlieBen, dass die vorliegenden Ergebnisse
nach Bradykiningabe durch die Wirkung von oben genannten Entziindungsmediatoren
beeinflusst wurden. Allerdings wurde hier bewusst auf eine Mukosektomie des
Darmpraparates verzichtet, da man sich erhoffte, die Bradykininsensibilitdt des mesenterialen
Nervenbindels wirde eine Aussage Uber den Grad der Darmwandschédigung und deren
Entziindungsreaktion méglich machen.

Die Ergebnisse der Nervenfaserableitung lassen in der 9h- und 24h- Gruppe eine Tendenz hin
zu einer hoheren Bradykininsensibilitdt bei den lleusmdusen erkennen, wéhrend in der 3h-
Gruppe eine etwas hohere Bradykininreaktion bei den Shammausen im Vergleich zu den
Ileusméusen zu verzeichnen war. Insgesamt lieR sich jedoch kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen zeigen, weshalb davon ausgegangen werden
muss dass keine Sensibilisierung der spinalen Fasern erfolgt ist.



Mechanische Darmdistension:

Wéhrend den elektrophysiologischen Ableitungen war die glatte Muskulatur der Darmwand
zu keinem Zeitpunkt relaxiert. Im Gegenteil zeigte der Darm in den meisten Fallen eine rege
Aktivitat. Dies stellt einerseits ein Indiz fiir die Intaktheit des Darmes in vitro dar, andererseits
tragt der Darm durch seine motorische Eigenaktivitat zur Deformierung der Darmwand bei.
Laut einer Arbeit von Iggo et al. ist aber nicht davon auszugehen dass solche
Muskelkontraktionen in der Lage sind, eine Steigerung der vagalen afferenten Nervenaktivitat
hervorzurufen %1% Gegen diese Befiirchtung, die Deformation konne die Nervenaktivitat
wéhrend der Versuche relevant storen, spricht insbesondere, dass die Grundaktivitat der
Afferenzen bei spontanen Kontraktionen des Darmes kaum veréndert wurde. Aus diesem
Grunde wurde auch in fritheren Arbeiten mit der gleichen Technik ™ auf eine Hemmung der
glatten =~ Darmmuskulatur ~ verzichtet, ohne die  Ergebnisse der afferenten
Nervenfaserableitungen bei Darmdistension als verfalscht betrachten zu miissen ®®. Dariiber
hinaus entsteht das Problem, dass Hemmstoffe der Peristaltik selbst auch wieder die afferente
Nervenfaseraktivitat storen konnen.

Wie oben beschrieben kann die Auswirkung einer Darmdistension mit verschiedenen
physikalischen Modellen erklart werden (stress vs strain). Dartber hinaus existieren in der
Lamina muscularis der Darmwand verschiedene Mechanorezeptoren, welche sowohl
physiologische als auch pathologische Stimuli in Nervensignale umwandeln konnen. In
vorliegender Arbeit wurde auf diese Unterschiede keine Rucksicht genommen. Stattdessen
wurde die Nervenfaseraktivitat der gesamten Darmnerven abgeleitet, da das primare Ziel des
Versuches nicht in der genauen Charakterisierung der Faserqualititen lag. Vielmehr galt es
herauszufinden, ob zwischen den Ileus- operierten Mdusen und den Sham- operierten Mausen
eine unterschiedliche Aktivierung der mechanisch sensiblen Nervenfasern bestand.

Die gewonnenen Ergebnisse zeigten, dass lediglich in der 3h Gruppe eine tendenzielle
Abweichung zwischen den Versuchsgruppen zu erkennen war, jedoch ohne statistischen
Unterschied. Bei einer schrittweisen Erhohung des intraluminalen Druckes zwischen 30 und
80 cm H,O konnte bei den mesenterialen Nerven der Kontrollddrme hohere Aktivitaten
verzeichnet werden, welche statistisch allerdings nicht signifikant waren. Da bei den 9h und
24 h Gruppen keinerlei Aktivitatsunterschied des Darmnerven auf die Darmdistension
beobachtet werden konnte, ist davon auszugehen, dass der poststenotische Darm bei einem

mechanischen lleus keine Sensibilisierung der spinalen Afferenzen aufweist.



Der Effekt der antinozizeptiven Desensibilisierung afferenter Darmnerven bei einem
distendierten Darm war in X. Zhao Arbeit diskutiert worden, um die unterschiedliche

Nervensensibilitat der prastenotischen Nervenfaserableitungen zwischen den Versuchs- und

Kontrollgruppen zum Zeitpunkt 3 h zu erklaren ©9.

Wendet man diese Uberlegung auf vorliegende Versuchsergebnisse an, so kann vermutet
werden, dass zu keinem Zeitpunkt der poststenotische Darm der lleus- operierten Mé&use in
dem Malie dilatiert war, als dass eine starke, zu desensibilisierenden Reflexmechanismen
fihrende Schmerzwahrnehmung entstehen konnte. Dies wirde die Vermutung nahe legen,
dass der antinozizeptive Effekt nerval begrenzt stattfindet und keine anderen Darmabschnitte
beeinflusst.

Zusammenfassend kann aus den elektrophysiologischen Untersuchungsergebnissen
geschlussfolgert werden, dass sowohl die Sensibilisierung der spinalen als auch der vagalen
mesenterialen Nervenfasern nach Induktion eines lleus fur die poststenotischen Darmnerven
flir den untersuchten Zeitraum bis 24 h nach Operation keine Bedeutung hat.

In anderen Versuchsmodellen hingegen zeigte sich eine vermehrte mesenteriale afferente
Sensibilisierung, wie beispielsweise beim postoperativen lleus oder bei préstenotischen

mesenterialen Nervenfasern nach Ileusinduktion @19,

4.3 HE Farbung

4.3.1 Diskussion der Methodik

Die HE Farbung ist eine gangige Methode, um das Ausmal} einer Entziindungsreaktion auf
die Darmschleimhaut zu bewerten. Der in vorliegender Arbeit angewendete Score wurde
bereits verwendet, um Entziindungsreaktionen des Kolons zu charakterisieren 23,

Die Darmmukosa enthalt ca. 75% aller antikérperproduzierenden Immunozyten des gesamten
Organismus und hat eine grofe immunologische Bedeutung, da einerseits die Abwehr
pathogener Mikroorganismen von ihr bewerkstelligt werden muss, andererseits aber
UberschielRende Immunreaktionen vermieden werden sollten, da sonst
Nahrungsmittelallergien drohen. Die Immunozyten befinden sich teils in den Peyer- Plaques,

teils auch im gesamten Geweben der Darmschleimhaut beidseits der Basalmembran. Die



Aktivierung von B- und T- Lymphozyten in den Peyer- Plaques l&sst diese Zellen tiber Blut-
und Lymphbahnen in das umliegende Gewebe einwandern ©2.

In der Vergangenheit sind vielfaltige Wechselwirkungen zwischen der intestinalen
Entzundungssituation und der neuronalen Aktivierung des Darmes beschrieben worden. So
konnte von Borovikova et al. gezeigt werden, dass intestinale Entziindungsprozesse durch
neuronale Signalwege reguliert werden konnen **. Demnach kann durch die Ausschiittung
von Acetylcholin aus efferenten vagalen Fasern die Aktivierung von Gewebsmakrophagen im
Darm abmildern sowie die Ausschuttung proinflammatorischer Mediatoren durch diese
abgeschwacht werden 1%,

Auf der anderen Seite flhrt eine Entzundungsreaktion im Darm- etwa im Rahmen eines
postoperativen lleus durch Darmmanipulation oder durch Darmischdmie- zu einer
Aktivierung afferenter Nervenfasern, vornehmlich splanchnischer Fasern ), Verantwortlich
fur diesen Mechanismus sind die durch Gewebsmakrophagen in hohen Mengen
ausgeschiitteten Superoxide, Peroxynitrit oder Peroxid, sowie Prostaglandin E, 7.

Weil sich inflammatorische Prozesse der Darmwand und die afferente Nervenaktivitét
gegenseitig beeinflussen, wurde in vorliegender Arbeit die Entziindungsreaktion des Darmes
mittels HE Farbung charakterisiert und mit den Ergebnissen der elektrophysiologischen

Ableitungen verglichen.

4.3.2 Diskussion der Ergebnisse

Die ermittelten Scores der untersuchten Darmabschnitte ergaben zwischen den lleus-
operierten Méausen und den Sham- operierten Mdausen aller Gruppen keinen Unterschied. Die
histologischen Scores der poststenotischen Abschnitte waren im Vergleich zu prastenotischen
Abschnitten, welche von X. Zhao untersucht wurden, erniedrigt 2.

Bei prastenotischen Darmsegmenten wurden sowohl pra- als auch poststenotisch zu einem
frihen Zeitpunkt (3h nach lleus Operation) lokale Entziindungsreaktionen in der Darmwand
festgestellt, welche poststenotisch, im Gegensatz zum préstenotischen Abschnitt, keine
Progredienz nach 9 und 24 h zeigen ®. Dass die Entziindungsintensitat im prastenotischen
Darm hoher ist, kann auf den erhohten intraluminalen Druck im prastenotischen Darm
zurlickgefuhrt werden, welcher zu einem grofieren Schaden fiihrte als es im poststenotischen
Darm moglich ware, weil dort aufgrund des fehlenden Kotstaus keine massive

Darmdistension eintreten konnte.



Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass die im poststenotischen Darm auftretende
Entziindungsreaktion im Rahmen der allgemeinen Entzundungsreaktion bei nicht steriler
Eroffnung des Bauchraums gesehen werden muss. Die Vermutung, die poststenotische
Entziindungsreaktion sei im Sinne eines ,field effects* aufgetreten, l&sst sich mit den
gewonnenen Daten nicht stutzen, da der Entziindungsscore des poststenotischen Abschnitts
im Vergleich zu Sham- operierten Mausen nicht erhoht ist. Auflerdem zeigt der
Entzindungsscore im Vergleich zu préastenotischen Abschnitten keine morphologische
Ahnlichkeit, was bei einem vorliegendem , field effect eigentlich zu erwarten ware.

4.4 Permeabilitatsmessung

4.4.1 Diskussion der Methodik

Die Oberflache der menschlichen Darmschleimhaut betragt schatzungsweise 400 bis 500 m?
und muss neben der Aufnahme von Né&hrstoffen fur den Korper auch eine Barrierefunktion
gegen Krankheitserreger und deren Produkte erfiillen. Verschiedene Traumen, welche lokal
auf die Darmwand begrenzt oder auch systemischer Art sein kénnen, sind in der Lage, die
Barrierefunktion der Darmschleimhaut gegen Krankheitserreger zu schwaéchen, wie
beispielsweise Sepsis, Verbrennungen, Immunsuppression, Bestrahlungsschdden oder
hamorrhagisches Schockgeschehen 729,

Um die Barrierefunktion der Darmschleimhaut zu testen, ist die Permeabilitdtsmessung eine
beliebte Methode *'®. Eine weitere Methode, um die Barrierefunktion des Darmes zu
charakterisieren, bietet der Nachweis bakterieller Translokation. Dabei ermdglicht die
Anzichtung von Bakterienkulturen aus peritonealer Flussigkeit oder dem Darm benachbarten
Organen wie Leber, Milz und mesenteriale Lymphknoten sowie die Anfertigung von
Blutkulturen den Nachweis bakterieller Translokation tber die Darmwand.

In vorliegender Arbeit wurde lediglich die Methode der Permeabilitatsmessung angewandt.
Dafir wurden die zwei Substanzen FITC- dextran und HRP als Marker herangezogen, um die
intestinale Permeabilitdt der Darmmukosa zu bestimmen. Wang at al. wendeten diese
Methode bereits an, um zu zeigen, dass die Permeabilitdt des Dunndarms durch IL- 6 und IL-

10 reguliert wird 19,



Interessant ist, dass eine Permeabilitdtsdnderungen der Darmmukosa auch schon beobachtet
werden  konnten bei Schéadigung anderer Organe als dem Darm selbst:
Verbrennungsverletzungen, Polytrauma, Sepsis und hamorrhagischer Schock waren in
verschiedenen Studien mit einer Erhéhung der Darmwandpermeabilitdt assoziiert
(86,120,121,122,123).

In vorliegender Arbeit wurde am Mausmodell untersucht, welche Auswirkungen auf die
Permeabilitat die Induktion eines mechanischen Ileus haben wirde. Zum Zeitpunkt der
Versuche lagen dazu noch kaum Daten aus tierexperimentellen Studien vor.

Es konnte allerdings schon gezeigt werden, dass beispielsweise Citrullin und Glutamin bei
mechanischem lleus einen protektiven Effekt auf die Darmwand zeigen, indem sie die
Darmpermeabilitat verringern (24129,

Einer Patientenstudie von Deitch et al. zufolge waren bei Patienten mit einem mechanischen
lleus in 59% der Falle positive Bakterienkulturen aus mesenterialen Lymphknoten
nachweisbar, wohingegen sich bei anderweitig operierten Patienten lediglich in 4% der Félle
Bakterienkulturen aus mesenterialen Lymphknoten anziichten lieBen @29,

Deitch et al. konnten auf3erdem zeigen, dass es bei einem mechanischem lleus zu einem 100-
bis 1.000- fachen Anstieg der Bakterienpopulationen im Darm kommt und zudem die
bakterielle Fehlbesiedlung besonders im Ileum am hdchsten ausfallt ©. Diese Tatsache liefert
einen weiteren Grund, die Permeabilitat der Dinndarmarmwand fur Molekule verschiedener
Molekilmasse zu untersuchen. Grund dafir ist, dass die Entstehung einer Sepsis durch
Ubergang bakteriellen Endo- und Exotoxinen in die Blutbahn eine ernst zu nehmende
Komplikation des lleus darstellt. Bakterielle Endotoxine wie Lipopolysaccharide haben im
Schnitt ein Molekulargewicht von 10 kD, wahrend das Molekulargewicht bakterielle
Exotoxine stark zwischen 50 und 1.000kD variiert 27,

Des Weiteren ist laut einer Studie von Buchholz et al davon auszugehen, dass bakterielle
Endotoxine selbst eine verldngerte Magen-Darm-Passage bis hin zum lleus hervorrufen
konnen mittels Aktivierung des TLR4- Rezeptors auf nicht-hamatopoetischen Zellen **, was

zu einem Circulus vitiosus in der Entstehung eines lleus fiihren kdnnte.

4.4.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Permeabilitdtsmessung konnte zeigen, dass die Permeabilitat der Darmmukosa fir grofie
Molekiile in der zeitlichen Entwicklung des Ileus zunimmt.

Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass bei Erhohung der Darmpermeabilitat bei gleichzeitiger



Stase das Darminhaltes Bakterientoxine in die Blutbahn gelangen und auf diese Weise zu

einer systemischen Infektion flhren.

Auffallig war, dass die Konzentration des HRP im zeitlichen Verlauf anstieg, wéhrend die
Konzentration des FITC im zeitlichen Verlauf eine abfallende Tendenz zeigte. Dies liegt
womoglich darin begriindet, dass HRP ein groBeres molekulares Gewicht als FITC besitzt
(HRP = 40 kD; FITC = 4,4 kD).

Dieser Unterschied im Molekulargewicht bewirkt wahrscheinlich eine langsamere Aufnahme
des HRP uber die Darmmukosa. Da die Ausscheidung des HRP (ber die Leber vermutlich
langsamer geschieht als seine Aufnahme %, konnte es bei langer dauerndem Vorliegen des
mechanischen lleus im Blut akkumulieren.

Dagegen konnte FITC wahrscheinlich aufgrund seines wesentlich geringeren
Molekulargewichtes schneller tiber die Darmwand aufgenommen werden, weshalb es in der
Anfangsphase des mechanischen Ileus rasch im Blut akkumuliert. Die niedrigeren Werte in
den 9h- und 24h- Gruppen sind vermutlich dadurch bedingt, dass die Metabolisation und
Ausscheidung schneller als die Aufnahme ablief.



5 Zusammenfassung

Der mechanische lleus ist eine potentiell lebensbedrohliche Erkrankung, h&ufig nach
chirurgischen  Eingriffen erworben und st durch ein Passagehindernis des
Gastrointestinaltraktes gekennzeichnet. Die Therapie eines mechanischen lleus ist in der
Regel ursachenorientiert und hat die Beseitigung der Obstruktion zum Ziel.

Obwohl der mechanische Darmverschluss ein haufig vorkommendes Krankheitsbild darstellt,
sind in den letzten Jahren wenige Anstrengungen unternommen worden, um die
pathophysiologischen Prozessen hinter dem Krankheitsgeschehen zu beleuchten.

Die vorliegende Arbeit untersuchte die mesenteriale afferente Nervenfaseraktivitat, lokale
Gewebsveranderungen der Darmschleimhaut sowie die Permeabilitdt der Darmschleimhaut
flr verschiedene kinstliche Substanzen in der Friihphase des mechanischen lleus.

Unter Narkose mit Isofluran und Analgesie mit Lidocain und Metamizol postoperativ wurden
20-30 g schwere, ménnliche C57/BI6 Mause einer Laparotomie unterzogen. Anschliefend
wurde der Dinndarm 5 cm von der lleozokalklappe ligiert; bei den Kontrolltieren wurde das
gesamt Darmpaket lediglich disloziert und hiernach reponiert.

Nach 3,9 und 24 h erfolgte die Entnahme des poststenotischen Darmabschnittes
beziehungsweise des anatomisch-entsprechenden Darmabschnittes bei den Kontrolltieren.
Weiterhin wurden gesonderte Darmabschnitte fur die histologische Aufarbeitung mittels der
H & E- Féarbung entnommen. Nun erfolgte die Messung der afferenten Nervenfaseraktivitat
der sechs Untergruppen (n = 6) in einem Organbad. Dabei wurde die Ruhefaseraktivitat sowie
die Steigerung der Reizantwort auf 5-HT (50 uM), Bradykinin (0,5 uM) und
Rampendistension (0-80 cm H,O) gemessen.

Die in der Einleitung formulierte Hypothese, dass sich die intestinale afferente
Nervenubertragung im poststenotischen Abschnitt wéahrend eines mechanischen lleus dndern
wirde, konnte bei Betrachtung der Versuchsergebnisse nicht gestutzt werden. Die
verschiedenen Stimuli der Nerven durch Serotonin, Bradykinin und die Darmdistension
konnten zu keinem Zeitpunkt einen Unterschied zwischen Sham- operierten und lleus-
operierten Mausen erkennen lassen. Da die Darmabschnitte der Sham- operierten Mé&use
genauso reagierten wie die entsprechenden Darmabschnitte der lleus- operierten Mé&use, liegt
die Vermutung nahe, dass sich der poststenotische Darm in seiner nervalen Sensibilitat fur

Serotonin und Bradykinin nicht von einem nicht-obstruierten Darm unterscheidet.



Des Weiteren scheint das prastenotische Krankheitsgeschehen beim mechanischen Ileus nicht
die Schmerzwahrnehmung der poststenotischen Darmabschnitte zu beeinflussen.

Die histologische Aufarbeitung der poststenotischen Darmabschnitte mithilfe der HE Farbung
und die anschliefende Beurteilung der stattgefundenen Darmwandentzindung anhand des
Hausmann Scores lieferten keinen signifikanten Unterschied zwischen den lleus- und Sham-
operierten Gruppen. Die poststenotischen Darmwande der Ileus- operierten Mause zeigten im
Durchschnitt eine nicht signifikant erhohte Entziindungsaktivitat als die Darmwaénde der
Sham- operierten Mé&use. Dabei waren bei den Ileus- operierten Mé&usen die Zottenstrukturen
deformiert und mancherorts verdiinnt und abgeflacht. AuBerdem zeigten die Darme der Ileus-
operierten Tiere eine grofiere Anzahl von Granulozyteninfiltraten, wohingegen in den Darmen
der Sham- operierten Mé&use nur vereinzelt Becherzellverluste und fast keine infiltrierenden

Entzindungszellen vorzufinden waren.

Fur die Bestimmung der Permaebilitdtsmessung wurde wie oben beschrieben ein
mechanischer lleus induziert, beziehungsweise eine Shamoperation durchgefuhrt, wobei
diesmal unmittelbar vor der Operation eine Losung, welche FITC und HRP enthielt, mittels
Gavage in den Magen appliziert wurde. 3, 9 und 24 h nach der Operation wurden die
Serumproben der Untergruppen (n = 4) mit Spectrophotofluorometrie auf ihre Gehalt von
FITC und HRP untersucht. Dabei wurde nach 3 h und nach 9 h eine deutliche Zunahme der
FITC Konzentrationen in den lleus- operierten Mé&usen gegentiber den Sham- operierten
Mausen gemessen (187,63 + 7,85 vs. 147,47 = 8,11 bei 3h, 87,77 + 8,88 vs. 62,00 + 8,82, p <
0,05). Die FITC Konzentrationen der 24 h Ileusgruppe zeigte dabei nur eine leichte Erhéhung
gegeniiber der gemessenen FITC Konzentrationen der entsprechenden Kontrollgruppe.

Eine statistische Auswertung wurde auch nach der Messung der HRP Konzentrationen
vorgenommen. Hier zeigte sich lediglich nach 9 h ein deutlicher Unterschied zwischen der
Ileusgruppe und der Kontrollgruppe (23,03 = 4,31 vs. 9,00 + 3,13), wahrend bei dein anderen
Gruppen tendenziell eine hohere HRP Konzentration in den lleus- operierten Tieren im
Vergleich zu den Sham- operierten Tieren festgestellt werden konnte. Die anfangs formulierte
Hypothese, die Darmwand wirde im Verlauf eines Ileus eine erhdhte Permeabilitat aufweisen
als eine nicht- obstruierte Darmwand, konnte somit teilweise verifiziert werden.

Die Ergebnisse legten die Schlussfolgerung nahe, dass die Darmwand infolge der
prastenotischen Darmdistension und der damit einhergehenden Mikrozirkulationsstérungen
eine erhohte Durchldssigkeit zeigte fir FITC und HRP. Eine Durchwanderung der Darmwand



wahrend eines Ileus durch Darmbakterien und deren Toxine ist somit sehr wahrscheinlich und
damit konsekutiv auch eine Bakteriamie oder zumindest eine Endotoxindmie. Diese Tatsache
kdnnte einen Anstol3 geben bei der Formulierung zukinftiger Fragestellungen auf dem Gebiet

des mechanischen lleus.

AbschlieRend kann darauf geschlossen werden, dass die mesenterialen afferenten Nerven des
poststenotischen Dinndarms beim mechanischen lleus weder verstarkt sensibilisiert noch
desensibilisiert werden.

Die vermutete Permeabilitatsernéhung durch die préstenotische Darmdistension konnte
experimentell bestatigt werden. Inwiefern die Darmwandpermeabilitat des poststenotischen
Darmes beeintrachtigt ist, kann mit den jetzigen Versuchen nicht belegt werden, da die
Substanzen oral verabreicht wurden und aufgrund der Stenose nicht in den poststenotischen
Darm gelangen konnten. Ein Schwerpunkt zukunftiger Versuche kénnte daher Messung der
poststenotischen Darmwandpermeabilitat sein, um zu Uberprifen, ob die Permeabilitat nur auf
die hohen Distensionsdriicke zurlickzufiihren ist. Ebenfalls interessant wére ein
Versuchsansatz, bei dem eine herbeigefuhrte Stenose wieder gelost wird, um die Zeit bis zur

vollstandigen Restitution der Darmwand zu ermitteln.
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