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1 Einleitung

1.1 Geschichte der Laparoskopie

Die Laparoskopie hat sich aus endoskopischen Untersuchungen entwickelt. Schon
Hippokrates (ca. 460 - 375 v. Chr.) beschrieb ein Spekulum, welches den heutigen

Instrumenten sehr &hnlich war [11].

Das Hauptproblem der endoskopischen Untersuchungen war bis Anfang des 109.
Jahrhunderts die ungenligende Beleuchtung. Bozzini, der als eigentlicher Erfinder des
Endoskops geltende Frankfurter Arzt, flilhrte 1806 zum ersten Mal einen externen
Lichtleiter ein [21]. Nach einigen unbefriedigenden Ldsungsansatzen konstruierte der
Urologe Nitze mit dem Optiker Reinecke und dem Instrumentenbauer Leiter 1879 ein
Linsensystem mit hintereinander geschalteten Linsen, bei dem ein groReres Sichtfeld,
eine korrekte Umkehr und VergroRerung des Bildes entstand [112]. Als Pioniere der
Laparoskopie gelten Kelling, Chlumsky und Jacobaeus, Ott und Bernheim, die parallel
und teilweise unabhdngig voneinander Anfang des letzten Jahrhunderts eine
Insufflationstechnik entwickelten, die es ermdglichte Laparoskopien am Menschen
durchzufihren. 1910 flihrte Jacobaeus die erste Laparoskopie beim Menschen durch [11,
72, 95].

Fur die ersten minimalinvasiven Eingriffe wurde gefilterte Luft benutzt. Aufgrund der
geringeren Explosionsgefahr als Sauerstoff und besseren Resorption im Gewebe im
Vergleich zu gefilterter Luft fiihrte der Schweizer Richard Zollikofer 1923
Kohlenstoffdioxid als Insufflationsgas ein. Das Risiko einer thermischen Verletzung der
inneren Organe konnte mit den von Hirschowitz und Wilbur Peters weiterentwickelten
Glasfaserbiindeln ausgeschlossen werden. Das sogenannte kalte Licht aus einer externen
Lichtquelle konnte so an das Operationsfeld transportiert werden [65]. Durch die
Computer Chip Video Kamera, die Mitte der achtziger Jahre von der Firma Cicron
entwickelt wurde, hatten mehrere Chirurgen mittels Visualisierung auf einem Monitor

gleichzeitig Einblick in das Operationsgebiet [44].

Als Beispiele erster laparoskopischer Operationen sind 1941 eine Tubensterilisation,
1974 eine Salpingotomie, 1975 eine Entfernung eines Myoms, 1982 eine Appendektomie
und 1985 eine Cholezystektomie zu nennen [95, 106].



Durch diese Verbesserungen von Operationstechnik und Geraten, und damit
einhergehender Steigerung der Sicherheit der Patienten, gewann die laparoskopische
Diagnostik und Therapie in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung und erschliel3t
sich weitere Einsatzgebiete [7, 62, 153]. Heutzutage sind die laparoskopischen Techniken
fur viele Indikationen Routine und zum Teil das Verfahren der ersten Wahl wie
beispielsweise bei Cholezystektomien, Kolonresektionen oder der bariatrischen
Chirurgie [141].

Obwohl die physiologischen Vorgange immer besser verstanden und die operativen
Techniken zunehmend verbessert werden, stellen Wundheilungsstérungen noch immer
eine wichtige Ursache fur Morbiditét und Mortalitat dar [117]. Angesichts der vielfaltigen
Ursachen von Wundheilungsstérungen und der nur eingeschrankt moglichen Reduktion
patienteneigener Risikofaktoren, gilt es grundséatzlich Operationsverfahren zu verbessern.
Hierbei sollten insbesondere die alternativ zur Verfiigung stehenden Techniken auch
hinsichtlich ihrer Beeinflussung auf die Wundheilung miteinander vergleichend beurteilt

werden.

1.2 Vor- und Nachteile der Laparoskopie

Zu den wissenschaftlich belegten Vorteilen der laparoskopischen Operationstechniken im
Vergleich zur konventionellen Chirurgie z&hlen ein geringerer postoperativer
Waundschmerz [5, 22, 51, 164, 165], eine Reduktion von Wundkomplikationen, eine
Verkirzung der postoperativen Darmatonie mit schnellerem Kostaufbau [22, 50, 92, 103,
147], eine schnellere Mobilisation der Patienten und letztlich eine Verklrzung des
stationdren Aufenthaltes [27, 49, 51, 96, 114, 133, 157, 164, 165]. Ursachlich flr die
frihere Mobilisation ist eine Reduktion der postoperativen Schmerzintensitat. So zeigte
sich beispielsweise fur Patienten nach laparoskopischer Appendektomie und
Cholezystektomie ein geringerer Analgetikabedarf als nach konventionellen Operations-
verfahren [38, 53]. Langfristig konnte eine Reduktion postoperativer Adhésionen
nachgewiesen werden [74, 89, 158]. In Tierversuchen wurde im Vergleich zu offenen
Verfahren eine reduzierte immunologische Traumatisierung beobachtet [16, 22, 67, 111,
160]. So zeigte sich auch eine geringere Stressreaktion nach laparoskopischer versus

offener Darmresektion [4, 16].

Zu den Nachteilen laparoskopischer Operationsmethoden gehdren die zum Teil langeren
Operationszeiten, der Verlust des Tastsinns, ein zweidimensionales Bild und die hoheren

Investitions- und Wartungskosten der eingesetzten Technik [141, 171]. Wobei die langere
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Operationsdauer von laparoskopischen Koloneingriffen zumindest in einzelnen Studien
nicht mit einer erhéhten Morbiditat verbunden war [63, 113]. Die hoheren Kosten werden
zum Teil kompensiert durch eine geringe Wahrscheinlichkeit an postoperativen
Komplikationen und einer kirzeren Aufenthaltsdauer im Krankenhaus [152]. Eine der
wichtigsten Kontraindikationen fur die Laparoskopie ist eine schwerste, vor allem
restriktive, Atemwegserkrankung. Durch die respiratorische Insuffizienz kann eine durch
das Pneumoperitoneum entstehende Hyperkapnie auch durch eine Hyperventilation
seitens der Anésthesie nicht kompensiert werden. Komplikationen wie Azidose und
Herzrhythmusstérungen bis hin zur Herzinsuffizienz sind méglich [66]. Auch ohne eine
Atemwegserkrankung konnen durch die schnelle peritoneale Resorption des
Kohlenstoffdioxids bei langen Operationen, hohen intraabdominellen Driicken und
lagerungsbedingten Einschrankungen der Beatmung schwerste Hyperkapnien auftreten
[58, 154]. Die vorerst lokale Erhdhung der Kohlenstoffdioxidkonzentration zeigt sich
spater auch systemisch und kann neben einer intraabdominellen auch eine subkutane
beziehungsweise systemische Azidose zur Folge haben [12, 60, 90, 109]. Weitere
mdogliche Auswirkungen sind eine sympathoadrenerge Stimulation durch Vasodilatation
der peripheren Gefélde, verminderter Inotropie und erhohter Vulnerabilitat des Herzens.
Eine indirekte Stimulation kann zu einer Vasokonstriktion fihren [32, 143, 172, 178].
Weitere  hamodynamische  Auswirkungen einer Erhéhung der endtidalen
Kohlenstoffdioxid-konzentration, ohne Anlage eines Pneumoperitoneums, zeigen sich in
einer Erhéhung des Herzzeitvolumens und der Gewebeoxygenisierung [2, 3]. Bei
Patienten mit Schéadel-Hirn-Trauma kann eine Vasodilation nach Kohlenstoffdioxid
Insufflation eine zusatzliche Hirndruckerhéhung provozieren [19, 79]. Bei einer
Untersuchung in Schweinen mit Peritonitis, zeigte sich bei der Verwendung von
Kohlenstoffdioxid eine Hyperkapnie, Azidose und systemische Hypertension, allerdings
ohne Auswirkung auf die systemische immunologische Funktion [29].

Hinsichtlich der gasbedingten physiologischen Auswirkungen auf kardiopulmonale
Funktionen konnten verschiedene klinische und tierexperimentelle Untersuchungen einen
Vorteil fir Helium als Insufflationsgas zeigen [76, 102, 144]. Auch zeigte sich fur Helium
im Vergleich zu Kohlenstoffdioxid keine Hyperkapnie, Azidose oder pulmonale
Hypertonie [94]. Ein Vergleich des Einflusses von Helium und Kohlenstoffdioxid auf die
kardiale Sympathikusaktivitat wahrend elektiven laparoskopischen Cholezystektomien
zeigte einen Vorteil bei der Verwendung von Helium als Insufflationsgas.

Kohlenstoffdioxid spielte bei der Untersuchung eine zentrale Rolle in der Erhéhung der
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Sympathikusaktivtat des Herzens. Fur langere laparoskopische Eingriffe an Hochrisiko-
patienten wurde deshalb der Einsatz von Helium in Erwégung gezogen [17]. Wegen der
geringeren Loslichkeit im Plasma ist jedoch theoretisch die Gefahr der Entstehung von
Gasembolien erhoht. Diese oft todliche Komplikation wurde bisher allerdings nur in
tierexperimentellen Untersuchungen, bei denen das Helium direkt intravends injiziert
wurde, beobachtet [125, 130, 174]. Damit sind diese Ergebnisse nur bedingt auf die
klinische Situation wahrend einer Laparoskopie Ubertragbar. Eine tierexperimentelle
Untersuchung, bei der an Ratten durch Lipopolysaccharide eine Sepsis hervorgerufen
wurde, zeigte hingegen einen protektiven Effekt von Kohlenstoffdioxid im Vergleich zu
Helium [61].

Hinsichtlich der Auswirkungen des Pneumoperitoneums mit Kohlenstoffdioxid auf die
postoperative Wundheilung sind bislang nur wenige, zum Teil widersprtichliche Studien
verfugbar. In einer vergleichenden Untersuchung der Zwerchfellheilung in Schweinen
ergab sich hinsichtlich der Reil3festigkeit kein Unterschied zwischen der offenen und der
laparoskopischen Operationsmethode mit Kohlenstoffdioxid [107]. In einer weiteren
tierexperimentellen Untersuchung in Mausen zur Auswirkung des Kohlenstoffdioxid-
Pneumoperitoneums auf die ReiRfestigkeit und 5-Hydroxyprolin Konzentration von
Hautwunden konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen der Kohlenstoffdioxid-
Laparoskopie und Laparotomie beobachtet werden [1]. Ein tierexperimenteller Versuch
an Ratten, in dem die Korrelation zwischen dem Berstungsdruck und der ReiRfestigkeit
von Kolonanastomosen nach Anwendung eines Pneumoperitoneums beziehungsweise
einer Laparotomie untersucht wurde zeigte keine signifikanten Unterschiede. Das
Pneumoperitoneum in den unterschiedlichen Gruppen wurde mit verschiedenen
Druckniveaus unter Anwendung von Helium oder Kohlenstoffdioxid als Insufflationsgas
hergestellt [39]. Ebenso zeigten sich beim Vergleich nach laparoskopischer und
konventioneller Anlage von lleum Anastomosen bei Ratten kein Vorteil von Helium
gegeniber Kohlenstoffdioxid [128, 129].

Zu den in der Abdominalchirurgie haufigsten extraperitonealen Wundheilungsstérungen
zéhlen Wundinfektionen im Bereich der Laparotomie, eine gestérte Heilung der
Bauchwandschichten und langfristig die Ausbildung von Narbenbriichen. Winslow et al.
konnten in einer Untersuchung nach Laparoskopie mit Kohlenstoffdioxid eine héhere
Rate an Wundinfektionen (14% vs. 11%) und Narbenhernien (24% vs. 17 %) im
Vergleich zur offenen Kolonresektion zeigen [173]. Kontrar dazu zeigte sich in anderen

klinischen Studien entweder eine gleiche oder sogar geringere Narbenhernieninzidenz
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nach laparoskopischen Eingriffen im Vergleich zu Laparotomien [155, 171]. Bei einer
retrospektiven Betrachtung von Patienten, die eine groRe Bauchwandhernie entweder
laparoskopisch oder offen operiert bekamen, zeigte sich in der Laparoskopie Gruppe eine
geringere Rate von postoperativen Wundkomplikationen. Die Rezidivrate war in beiden

Gruppen vergleichbar [46].

Insgesamt sind verschiedene potentielle Einflussfaktoren von Laparoskopie und
Pneumoperitoneum auf die Wundheilung beschrieben. Angesichts der zum Teil
diskrepanten Ergebnisse in der bislang verfligbaren Literatur bleibt letztlich jedoch nach
wie vor unklar, ob ein Klinisch relevanter Einfluss von Druck und Gas beim

Pneumoperitoneum besteht.

1.3 Die physiologische Wundheilung

Die Haut ist das groRte Organ und dient hauptséchlich dem physikalischen, chemischen
und immunologischen Schutz, der Warmeregulation und zur Aufnahme von
Sinnesreizen. Sie besteht aus zwei Schichten, der Epidermis (Oberhaut) und der Dermis
oder auch dem Corium (Lederhaut). In der Dermis finden sich gut entwickelte elastische
und Kollagenfasern (v.a. Typ | Kollagen). Die Blutkapillaren in der Dermis sorgen fur
die Bereitstellung von Néhrstoffen auch fur die avaskuldre Epidermis sowie fir die

Thermoregulation der Haut [8].
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Abbildung 1: schematischer Aufbau der Haut [verandert nach 8]



Bei der Wundheilung wird in einem Umstrukturierungsprozess verletztes Gewebe durch
neues ersetzt und dadurch die Gewebeintegritt wiederhergestellt. Die physiologische
Wundheilung gliedert sich in drei Phasen, die sich teilweise zeitlich tiberlappen und somit

nicht eindeutig voneinander abzugrenzen sind.
Eingeteilt werden diese drei Phasen in

- Entziindung/ Exsudation,
- Proliferation und

- Modulation.

Zu Beginn der Exsudationsphase stehen die Aktivierung der Gerinnungs- und
Komplementkaskade, sowie die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen aus
den Thrombozyten. Weitere Mediatoren wie Histamin, Serotonin, Leukotriene,
Bradykinin und Kallikrein werden zusétzlich als Folge des erniedrigten Sauerstoff-
angebots sezerniert. Durch die diversen chemotaktischen Faktoren kommt es zu einer
akuten, unspezifischen Entzindungsreaktion. Das Zusammenwirken von Adhésions-
molekilen auf der Endothelzelloberflache mit verschiedenen Oberflachenproteinen auf
den Granulozyten ruft eine Endothelzelladh&sion und ein Auswandern der neutrophilen
Granulozyten als erster Zelltyp aus den GefaRen hervor. Die Migration der Granulozyten
in die Wunde wird durch eine erhdhte Kapillarpermeabilitét unterstiitzt. Diese ist Folge
einer durch die Entziindungsmediatoren verursachten Vasodilatation mit Stromungs-
verminderung in den Kapillaren. Die Granulozytenmigration hat nach etwa 48 Stunden
ihr Maximum erreicht. Wundmakrophagen, differenziert aus Monozyten, erreichen ihr
Maximum zwischen dem dritten und flinften Tag der Wundheilung. Die von den
Granulozyten freigesetzten proinflammatorischen Zytokine bilden eine unspezifische
Immunabwehr gegen die Bakterien und das Wunddebridement. Hierbei korreliert das
Ausmal der Freisetzung der Zytokine mit dem Ausmal} der ischdmischen Nekrose. Der
Abbau von Bestandteilen der Extrazellularmatrix sowie des Kollagen erfolgt durch
chemisch aktive Mediatoren wie Plasmin, Proteasen, freigesetzten lysosomalen

Enzymen, aus Fibroblasten stammenden Kollagenasen und unspezifischen Proteasen.

Wundmakrophagen sind neben der Phagozytose vor allem fur die Freisetzung von
Mediatoren bei der Bildung des Granulationsgewebes bedeutsam und leiten die
Proliferationsphase ein. Bestandteile des Granulationsgewebes sind ein loses Netzwerk
Extrazellularmatrix bildender Fibroblasten, Entziindungszellen und Endothelzellen.

Kollagen I und 111 stellen dabei den Hauptteil der extrazelluldaren Matrix. Die Modulation
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der Extrazellularmatrix wird dann von immigrierten T-Lymphozyten Gbernommen, deren

hdchste Konzentration zwischen dem flinften und siebten Tag vorliegt.

Die Fibroblasten werden ebenfalls durch Wachstumsfaktoren und zuséatzlich durch
Adhéasionsmolekile und Stickstoffmonoxid zu Chemotaxis, Proliferation und
synthetischer Aktivitdt angeregt. Durch die aus Fibroblasten umgewandelten
Myofibroblasten wird die Wundflache durch Kontraktion verkleinert. Die héchsten
Fibroblastenzahlen finden sich um den siebten Tag in der Wunde. Im Verlauf der
Wundheilung wird die Produktion der Wachstumsfaktoren von den Entzindungszellen
auf die Fibroblasten, Endothelzellen und Keratinozyten Ubertragen. Zusatzlich sind die
Fibroblasten fir die Herstellung von Bestandteilen der Extrazellularmatrix
verantwortlich. Das Kollagen, welches in die Extrazelluldrmatrix ausgeschieden wird,
erhélt in dieser Phase seine Festigkeit durch kovalente Bindungen von Kollagenfasern
mit einem kleinen Durchmesser. Durch lokale Faktoren wie Laktat, welches von
Wundmakrophagen und Fibroblasten freigesetzt wird, und lokale Hypoxie getriggert
wandern Endothelzellen ein und bilden neue Gefale. In der proliferativen Phase bestehen
komplexe Interaktionen zwischen synthetisierenden und hemmenden Faktoren [137,
169].

Mit der Strukturierung der Extrazelluldrmatrix um den siebten Tag beginnt die
Modulationsphase. Diese kann bis zu ein Jahr umfassen. In dieser Phase wird das Fibrin
durch Kollagen ersetzt. Die Kollagenfasern erhéhen ihren Durchmesser bis zum zweiten
postoperativen Monat und damit ihre Festigkeit [36, 37]. Vorherrschend ist hier zundchst
das Kollagen I11. Im Verlauf dominiert dann immer mehr Kollagen I, welches auch in
unverletzter Haut einen Anteil von 90 % hat [137]. Diese Umstrukturierung des Kollagens
ist von einem intakten Gleichgewicht von Synthese und Abbau abhéngig. Hierbei haben
die Matrixmetalloproteasen (MMPs), als Kollagen degradierende Proteasen eine wichtige
Rolle. Makrophagen haben als Bestandteil des mononukledren Phagozytensystems eine
hohe Bedeutung an der Proteasensekretion. In Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass eine erhdhte Makrophagenfunktion die Reil3festigkeit der Hautwunde durch einen

gesteigerten Anteil von Hydroxyprolin erhéht [23, 121].
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Abbildung 2: Friihe Phase der Wundheilung

Bildung eines Fibrinpfropfes infolge einer Verwundung. Von Thrombozyten produzierte
Wachstumsfaktoren und Zytokine locken inflammatorische Zellen wie Makrophagen und neutrophile
Granulozyten in die Wunde. Diese wiederum produzieren zusatzliche Wachstumsfaktoren, die fiir den
weiteren Verlauf der Wundheilung essentiell sind. Keratinozyten am Wundrand beginnen ins Wundbett zu
migrieren [verdndert nach 145].
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Abbildung 3: Spatere Phase der Wundheilung

Durch Wachstumsfaktoren und Zytokine, die zu Beginn der Wundheilung vor allem von Makrophagen
produziert wurden, sind Fibroblasten und neue Blutgefasse in die Wunde migriert und bilden nun das
Granulationsgewebe. Keratinozyten wandern so lange zwischen Fibrinpfropf und Granulationsgewebe ein,
bis die offene Wundflache mit einer Schicht an Keratinozyten bedeckt ist [verandert nach 145].



Verschiedene Faktoren kdnnen sich negativ auf die Wundheilung auswirken und diese
somit verzogern oder sogar vollstindig hemmen. Zu solchen StOrfaktoren gehdren
beispielsweise eine Wundinfektion, ein vermindertes N&hrstoffangebot, eine verénderte
Blutzusammensetzung oder auch eine insgesamt reduzierte Perfusion des Wundgebietes

wie durch Gefalerkrankungen.

Das Risiko einer Wundinfektion erhéht sich durch hochvirulente Erreger, Nekrosen oder
Hohlrdume und Fremdmaterial. Ein vermindertes Nahrstoffangebot findet sich bei
schweren Nebenerkrankungen, konsumierenden Krankheiten oder auch im hoheren Alter.
Eine durch Erkrankungen wie Leuk&mie, AIDS, aber auch durch Medikamente
hervorgerufene Immunsuppression wirkt sich negativ auf die Wundheilung aus. Die
meisten Wundheilungsstoérungen entstehen allerdings aufgrund einer insgesamt
verminderten Perfusion. Ursache sind GeféalRveranderungen wie sie bei Diabetes mellitus
oder Hypertonie auftreten. Auch eine respiratorische Insuffizienz oder Andmie konnen
Ursache eines generalisiert reduzierten Sauerstoffangebots sein und somit
Wundheilungsstoérungen begiinstigen [141].

1.4 Kollagenmetabolismus

Aufgrund der von uns verwendeten Parameter werden im Folgenden der
Kollagenmetabolismus und die Matrixmetalloproteinasen in Bezug auf den

Waundheilungsverlauf ausfihrlicher erlautert.

Ab dem siebten Tag der Wundheilung beginnt die Modulationsphase, in der das zuvor
gebildete Fibrin durch Kollagen ersetzt wird. Im Bindegewebe ist Kollagen das haufigste
Protein und ist fir die mechanische Stabilitat und Festigkeit verantwortlich [126]. Es
existieren unterschiedliche Kollagentypen (siehe Tabelle 1). Die unterschiedlichen Typen
bestehen aus homo- oder heterotrimerischen a-Helices. Diese Helices wiederum werden
hauptsachlich aus den Aminosduren Prolin und Hydroxyprolin gebildet [122]. Die
Entstehung des Kollagens erfolgt tber einen Kollagenvorlaufer. Nach Hydroxylierung
der Prokollagenketten im endoplasmatischen Retikulum folgt die Verbindung der
Kollagenketten mittels Disulfidbriicken und anschlielend eine Glykolisierung. Folgend
entsteht im Golgi-Apparat durch Verdrehung von je drei Ketten ein Prokollagen in Form
einer Tripelhelix. Diese werden in die Extrazelluldrmatrix sezerniert und dort vernetzt
[126]. Die unterschiedlichen Strukturen der Kollagentypen und deren verschiedene

Lokalisationen bewirken die Bindegewebscharakteristika in den entsprechenden



Geweben [163]. Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde das Verhaltnis von

Kollagen | zu Kollagen 111 zur Beurteilung der Wundheilung herangezogen.

Kollagen I besteht aus quergestreiften Fibrillen. Es findet sich normalerweise in der Haut,
Faserknorpel, Faszien und Sehnen. In gesunder Haut hat Kollagen | normalerweise einen
Anteil von 90 %. Kollagen I11 weist ebenfalls quergestreifte Fibrillen auf und ist vor allem
in der Haut, frischen Wunden, glatter Muskulatur, Arterien, Leber und Lunge

vorherrschend.

Vorerst dominiert in der Wundheilung Kollagen 111 mit einem Anteil von circa 80 %. Als
unreife Form wird es physiologisch vor allem in der frihen Phase der Wundheilung
synthetisiert. Im Verlauf andert sich dies zu Gunsten des Kollagen I, welches eine hohe
Zugfestigkeit hat. Kollagen Il hat in der Narbe noch einen Anteil von 10-20% [146,
167]. Ein verminderter Kollagen I/l1l-Quotient kann mit schweren Wundheilungs-
storungen, wie der Entwicklung einer priméren oder rezidivierenden Narbenhernie
einhergehen [75, 150].

Zusammenfassend gilt der Anteil an Kollagen I im Verhéltnis zum Kollagen 11l als
Marker der Kollagenqualitat im Rahmen der Wundheilung [48, 81, 151].

Tabelle 1: Auswahl von Charakteristika und Lokalisation einiger Kollagentypen [97]

Kollagen | Ketten Charakteristika Lokalisation
| al?2 Quergestreifte Fibrillen Haut, Knochen, Sehnen
I al Quergestreifte Fibrillen Knorpel, Glaskorper
i al Quergestreifte Fibrillen Haut, frische Wunden
v al-6 Netzwerk Basalmembran
\% al-4 Fibrillen (mit Typ 1) Haut, Kornea
Vi al-3 Mikrofibrillen Ubiquitar
Vil al Verankerungsfibrillen Dermoepidermale Junktion
Vi al2 Hexagonales Netzwerk Gefalwand
IX al-3 Fibrillen assoziiert assoziiert mit Kollagen Typ |1
X al Hexagonales Netzwerk hypertropher Knorpel
Xl al-3 Fibrillen mit Typ | Knorpel
X1l al Fibrillen assoziiert assoziiert mit Kollagen Typ |
X al Transmembrankollagen Epidermis und Dermis
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Kollagen | Ketten Charakteristika Lokalisation
XV al Fibrillen assoziiert assoziiert mit Kollagen Typ |
XV al Basalmembran
XVI al Mikrofibrillen Ubiquitar
XVII al Transmembrankollagen Epidermis
XV al Fragment Endostatin Basalmembran
XIX al Basalmembran

1.5 Matrixmetalloproteinasen

In der Wundheilung sind die Matrixmetalloproteinasen (siehe Tabelle 2) die wichtigsten
Enzyme zum Abbau der Extrazellularmatrix und fur die Migration von Zellen von
Bedeutung. Durch eine kontrollierte Fragmentation von Basalmembran und
Extrazellularmatrixkomponenten ist erst eine Migration, der fir die Wundheilung nétigen
Zellen zur Angiogenese oder Epithelialisierung, in das Wundgebiet méglich [99, 105].

Der Familie der Matrixmetalloproteinasen zugehdrig sind Kollagenasen, Gelatinasen,
Stromelysine und Membran-Typ-Matrixmetalloproteinasen [40, 148]. Nach Bildung als
inaktives Zymogen und proteolytischer Spaltung des Propeptids werden die
Matrixmetalloproteinasen in der Extrazellularmatrix aktiviert [54, 108]. Moduliert wird
die Synthese und Freisetzung einzelner oder mehrerer Proteinasen durch
Wachstumsfaktoren, Keratinozyten, Zytokinen und gelegentlich auch von einzelnen
Zellen des Granulationsgewebes [99]. Die Hemmung der Matrixmetalloproteinasen
erfolgt durch spezielle Gewebsinhibitoren, die Tissue Inhibitors of Metalloproteinases
(TIMP) [93].

MMP-13 (Kollagenase-3) degradiert vor allem fibrillares Kollagen Typ I, 1l und 111 [137].
Es konnte gezeigt werden, dass MMP-13 physiologisch im Rahmen der
Fetalentwicklung, beim postnatalen Knochenremodeling und der gingivalen Wund-
heilung exprimiert wird [73]. Allerdings ist es ebenfalls assoziiert mit der chronischen
Paradontitis, abdominellen Aortenaneurysmen und chronischen Wundheilungsstérungen
[101, 161].

In verschiedenen Phasen der Wundheilung werden, provoziert durch unterschiedliche

Kollagengehalte, verschiedene Konzentrationen der Matrixmetalloproteinasen gefunden.

11



Durch die verdnderten Zell-Matrix-Interaktionen werden eine erhéhte Aktivitat und
Expression gefordert [78]. Es wird vermutet, dass MMP-13 aufgrund ihres
Expressionsmusters und ihrer Fahigkeit fibrillares Kollagen zu spalten, vor allem
extrazellulare Matrix abbaut, um Zellen wie Keratinozyten, Fibroblasten und
inflammatorischen Zellen die Migration wahrend der Wundheilung zu ermdglichen [47,
84, 104]. Dabei wird die Matrixmetalloproteinase zu Beginn der Wundheilung von

Keratinozyten und im Verlauf von Fibroblasten des Granulationsgewebes exprimiert.

Erhohte, prolongierte Expression, wie durch Ischdmien [135] oder auch verminderte
Hemmung der Matrixmetalloproteinasen kénnen zu einer verzogerten Wundheilung
fihren. Klinisch und experimentell scheinen vor allem eine erhohte Anzahl und die
verlangerte Anwesenheit von MMP-positiven Zellen die Wundheilung negativ zu
beeinflussen [135, 161, 176].

Tabelle 2 Auswahl Humane Matrixmetalloproteinasen[59]

MMP Name Substrate
MMP-1 intersterstitielle Kollagen Typ I, 11, 111, VIII, X, Gelatine, Aggrecan, pro TNF,
Kollagenase MMP-1/9
MMP-2 Gelatinase A Kollagen Typ I, IV, V, VII, X, XI, X1V, Gelatine, Elastin,
Aggrecan, TNF, MMP-2/9

MMP-3 Stromelysin Kollagen Typ I, IV, V, VII, X, XI, X1V, Gelatine, TNF, MMP-
1/7/8/9/13

MMP-7 Matrilysin Kollagen Typ 1V, X, Gelatine, Aggrecan, Fibronektin, Laminin,

Elastin, pro TNF, MMP-1/2/9

MMP-8 Neutrophile Kollagenase Kollagen Typ I, 11, 111, V, VII, VIII, X, Gelatine, Aggrecan,
Fibronektin

MMP-9 Gelatinase B Kollagen Typ 1V, V, VII, X, X1V, Gelatine, Fibronektin, a 1-

Protease-Inhibitor

MMP-10 Stromelysin 2 Kollagen Typ I, IV, V, Gelatine, Aggrecan, Elastin, Fibronektin,
MMP-1/8

MMP-11 Stromelysin 3 a 1-Protease-Inhibitor

MMP-12 Metalloelastase Kollagen Typ 1V, Gelatin, Elastin, Fibronektin, Laminin, pro TNF

MMP-13 Kollagenase 3 Kollagen Typ I, I1, 111, 1V, Gelatine, Agrecan

MMP-14 MT1-MMP Kollagen Typ I, Il, 111, Gelatine, Elastin, Fibronektin, Aggrecan,

(membrane type) MMP-2/13, pro TNF
MMP-15 MT2-MMP MMP-2, Gelatine, Fibronektin, Laminin

(membrane type)
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MMP Name Substrate

MMP-16 MT3-MMP MMP-2
(membrane type)
MMP-17 MT4-MMP Fibrinogen, Fibrin, pro TNF

(membrane type)

1.6 Ziel der Untersuchung

In Anbetracht der immer noch widersprichlichen Ergebnisse zur Auswirkung des
Kohlenstoffdioxids auf die Wundheilung war es Ziel dieser vergleichenden Untersuchung
mdogliche gas- und druckabhdngige Beeinflussungen der Bauchwandwundheilung
prospektiv randomisiert im Kleintiermodell zu untersuchen. Verglichen wurde die
konventionelle Chirurgie mit der laparoskopischen Technik mit Kohlenstoffdioxid und
Helium unter Verwendung zweier Druckniveaus. Hierbei wurde Helium als inertes Gas
wegen seines geringeren Einfluss auf den Saure-Basen-Haushalt als Alternativgas
gewahlt [32, 60, 90, 94, 109, 144, 170].
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltung

Die Studiengruppe bestand aus 78 mannlichen Sprague-Dawley-Ratten mit einem

Durchschnittskdérpergewicht von 300 + 11 Gramm.

Um systematische Stérungen wie zum Beispiel durch Stressreaktionen der Tiere
mdoglichst gering zu halten, wurden die Tiere nach ihrer Ankunft vor Versuchsbeginn eine
Woche lang an die neue Umgebung und die Personen, die in der Studie mit ihnen arbeiten

sollten, gewohnt.

Die Bedingungen zur Haltung entsprachen den Vorgaben des Leitfadens fiur Pflege und
Gebrauch von Labortieren vom nationalen Gesundheitsinstitut. Zu den standardisierten
Laborbedingungen gehorten eine Temperatur zwischen 22-24°Celsius, eine
Luftfeuchtigkeit von 50-60% und ein zirkadianer Tag/Nacht Rhythmus mit je zwolf
Stunden Licht und zwdlf Stunden Dunkelheit.

Die Ratten hatten freien Zugang zu Trockenfutter (Altromin, Standardlabordiat fiir Ratten
und Méuse) und Trinkflaschen mit Wasser, wobei das Futter je zwolf Stunden vor und

nach dem Eingriff entfernt wurde.

Die Haltung der Tiere erfolgte in Polykarbonatkafigen (Makrolon [1I) mit
Weichholzgranulat zu je zwei Ratten.

2.2 Versuchsgruppen

Zur Untersuchung des gas- und druckabhangigen Einflusses des Pneumoperitoneums
wurden die Tiere mittels Losverfahren in folgende Gruppen prospektiv randomisiert
(siehe Tabelle 3):
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Tabelle 3: Gruppeneinteilung der Ratten

Anzahl Ratten Anzahl Ratten
Gruppe Druck ] ]
5 Tage postoperativ 10 Tage postoperativ
Kontrollgruppe
J ?p 9 9
Laparotomie
CO»- 3 mmHg 9 9
Pneumoperitoneum 6 mmHg 6 6
Helium- 3 mmHg 9 9
Pneumoperitoneum 6 mmHg 6 6

2.3 Anasthesie, Operationsvorbereitung und Operation

2.3.1 Anasthesie

Zur Vorbereitung auf die Andsthesie wurde das Futter zwolf Stunden vor dem geplanten
Eingriff entfernt, der freie Zugriff auf Wasser war weiterhin madglich. Durch die
Nuchternheit sollte das durch das Pneumoperitoneum erhdhte Risiko einer Aspiration

minimiert werden.

Die inhalative Einleitung der Andsthesie erfolgte mit Isofluran in einem Exsikkator mit
Doppelboden. Die spontane Atmung der Tiere blieb bestehen. Aufrechterhalten wurde
die Narkose durch die intramuskulédre Verabreichung einer Mischung aus Medetomidin
0,3mg/kg Korpergewicht (Domitor®, Pfitzer, Karlsruhe, Deutschland) und Ketamin
100mg/kg Korpergewicht (Ketanest®10%, Sanofi-Ceva GmbH, Disseldorf,

Deutschland) in den Hinterlauf.
Die Narkosetiefe wurde anhand des Reflexstatus bestimmit.

Nach erfolgter Operation wurde durch Atipamezolhydrochlorid (Antisedan, Pfizer) die

Wirkung des Medetomidin antagonisiert, um die Anésthesie zu beenden.

Eine Schmerztherapie erfolgte nach Beendigung der Narkose mit 0,05-0,1 mg/kg
Korpergewicht Buprenorphin (Temgesic®, Essex Pharma GmbH, Minchen,

Deutschland) subcutan. Die Injektion wurde nach zwolf Stunden wiederholt.
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2.3.2 Operativer Eingriff

Als Operationsvorbereitung wurden die Ratten zur Bestimmung des Ausgangsgewichtes
gewogen und das Abdomen im Bereich des Operationsgebietes (5cm x 5c¢cm) rasiert. Es
folgte eine Fixierung in Rickenlage auf dem Operationstisch. Zur Desinfektion wurde
Polyvidon-Jod Ldsung (Betaisodona®, Mundipharma GmbH, Limburg, Deutschland)

verwendet. AnschlieRend erfolgte eine Abdeckung mit einer sterilen Folie.

Die Augen wurden mit Dexpanthenol (Bepanthen Roche Augen und Nasensalbe ®,
Hoffman-LaRoche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) vor dem Austrocknen geschutzt

und die Lider verschlossen.

In den Tieren der laparoskopischen Gruppen erfolgte Uber eine lcm lange
Medianlaparotomie die Anlage des Pneumoperitoneums mit 3mmHg oder 6 mmHg. Ein
venoser Katheter 15G (Vygon, Ecouen, Frankreich) diente als Trokar und wurde durch
eine Tabaksbeutelnaht fixiert. Daruber konnte nun ein Pneumoperitoneum je nach
Gruppe mit Kohlenstoffdioxid oder Helium mit je 3 mmHg oder 6 mmHg hergestellt
werden (Kohlenstoffdioxid-Insufflator: Richard Wolf, Knittlingen, Deutschland;
Helium-Insufflator: Storz, Tuttlingen, Deutschland, Prototyp).

Abbildung 4: Anlage eines Pneumoperitoneums mittels intraperitoneal eingebrachter Venenverweilkanile
als Trokar

Nach 15 Minuten wurde der Trokar entfernt. Die Bauchdecke wurde mittels einer 3cm
langen Mittellinieninzision schichtweise eréffnet und das Ileum mobilisiert.
AnschlieRend erfolgte eine Durchtrennung des Darmes erst 6 cm, dann 12 cm proximal
des Z6kums und anschlieBend jeweils eine Reanastomisierung der beiden Darm-
abschnitte durch einen allschichtigen einreihigen End zu End Verschluss mit sechs
atraumatischen Einzelknopfnahten aus resorbierbarem Material (Maxon ™ 6/0, Braun-
Dexon GmbH, Melsungen, Deutschland). AbschlieRend wurde die Durchgéangigkeit der

Anastomose und die Perfusion berprift.
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Die Bauchwand wurde mit einer fortlaufenden Naht Stol3 auf Stof3, zweischichtig mit
resorbierbaren Polyglactin Faden (Vicryl® 3/0, Ethicon, Hamburg, Deutschland)
verschlossen. Das Peritoneum wurde gemeinsam mit der Bauchmuskulatur gefasst
anschlieBend die Haut verschlossen (Dexon®3/0, Braun-Dexon, Spangenberg,
Deutschland). Ein Trokar wurde mit eingenaht und mittels Tabaksbeutelnaht fixiert, um
abschlieflend nochmals ein Pneumoperitoneum mit Kohlenstoffdioxid oder Helium mit
jeweils 3mmHg oder 6 mmHg flr 15 Minuten anzulegen. Nach Desufflation wurde der

Trokar entfernt.

Bei der Kontrollgruppe fand praoperativ und postoperativ keine intraabdominelle
Druckerhohung statt. Nach dem 3 cm langen Medianschnitt entlang der Linea alba wurde

die Bauchhohle vor und nach der intestinalen Anastomose jeweils fir 15 Minuten der
Luft im OP-Saal ausgesetzt. Die restliche VVorgehensweise war identisch. Auf die Wunde
wurde zum Schutz aluminiumhaltiges Spruhpflaster aufgetragen. Den Gruppen wurde

kein Antibiotikum verabreicht.

Ein Team bestehend aus zwei Arzten und einer Doktorandin fiinrten alle Operationen zu
gleichen Zeiten und Bedingungen mit sterilisierten Instrumenten durch. Perioperative
Besonderheiten wie notwendige Nachinjektionen von Narkotika, gréfiere Blutverluste
oder Verénderungen der Kreislaufparameter wurden in einem Operationsprotokoll
festgehalten. Postoperativ erfolgte taglich eine klinische Kontrolle mit Dokumentation
der makroskopisch sichtbaren Wundheilung, um frihzeitig Anzeichen einer
Nahtinsuffizienz, Peritonitis oder Verschlechterung des Allgemeinzustandes
festzustellen. Tiere, die Auffélligkeiten aufwiesen wurden nach Riicksprache mit dem
verantwortlichen Tierarzt des Instituts fur Versuchstierkunde aus dem Versuch

genommen.

2.3.3 Finalnarkose und Probenentnahme

Am funften oder zehnten postoperativen Tag wurden die Tiere gemaR Randomisierung
getotet. Zur Euthanasie wurde den Tieren eine Uberdosis des Inhalationsnarkotikums
Isofluran verabreicht. Die Bauchdecke wurde mit einem Abstand von 1cm zur Narbe
komplett entnommen. Die Gewebestlicke wurden zwischen zwei Blatter Zellstoff
eingebettet, und in mit gepufferten 10 %igen Formalin geflllte Behélter gegeben. Nach

ein- bis zweitdgiger Fixierung erfolgte die Einbettung der Explantate in Paraffin.
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2.4 Mikroskopische Untersuchungen

2.4.1 Immunhistologische Farbungen

2.4.1.1 Vorbereitungen

Herstellung von Phosphat gepufferter Kochsalzldsung (PBS-L6sung):

Hinzufiigen von 9,559 PBS zu einem Liter aqua dest. Vermischen mit einem Magnet-

rihrer.

Herstellung von 2 % Milchpulver:

Vermischen von 50 ml PBS-Ldsung und 1 g Milchpulver unter Rithren mit dem Magnet-

rahrer.

Herstellung von Citratpuffer:

Hinzufligen von 2g Zitronenséure wurden zu einem Liter aqua dest. Vermischen mit
Magnetrihrer. Ziel pH-Wert: 6.

Verwenden des Vectastain ABC-Kit (Vector, Burlingame, CA, USA) mit fertigen
Losungen A und B.

Verwenden der Hamalaun-Farbeldsung (Firma Merck, Darmstadt, Deutschland). Fertige
Farbeldsung abgefillt in einer Flasche.

2.4.1.2 Wahrend des Versuches frisch anzufertigende Lésungen

Herstellung des Primé&rantikorpers:

Vorlegen von 1000 ul 2% Milchpulver fur MMP-13 pro Schnittpraparat in ein GefaR.
Pipettieren von 1 pl polyklonaler Kaninchen Anti-MMP-13 (1:1000, Biomol, Hamburg,
Deutschland) pro 10 Schnittpréparate.

Hinzufigen von 1l monoklonalem Maus Anti-Ratte CD 68 Antikdrper (1:250, DPC
Acris, Bad Nauheim, Deutschland) zu 250 ul 2% Milchpulver.

Herstellung des Sekundarantikorpers:

Pipettieren von 500 ul 2% Milchpulver und 1pul Ziege Anti-Kaninchen Antikorper
(Dako, Hamburg, Deutschland) pro funf Schnittpraparate.
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Herstellung des ABC-Komplexes:
Hinzufigen von 100 ul 2% Milchpulver zu je 2 pl Lésung A und B des Vectastain ABC-

Kits in einem Reagenzglas.

Herstellung des DAB-Substrates:

Vermischen von 50ml aqua dest mit 0,3g Tris mit dem Magnetrihrer. Ziel pH: 7,6.
Zugabe von 3 DAB Tabletten (Diaminobenzidin, Sigma, Steinheim, Deutschland) und 30
Minuten im lichtgeschitzten Gefal mit dem Magnetriihrer mischen.

Herstellung von aktivierter DAB-LGAsung:

Zugabe von 30 pl 30 %iges H202 zum hergestellten DAB-Substrat. Diese Lésung war fur
10 Minuten aktiv.

2.4.1.3 Durchfuhrungen der immunhistologischen Farbungen

2.4.1.3.1 Matrix-Metalloproteinasen
Einstellen der Schnitte fir 20 Minuten in Xylol. Folgend ziehen durch eine absteigende

Alkoholreihe. AnschlieBend Wésserung in einer Kivette unter flieBendem Wasser.

Einstellen der Kivette in 250 ml aqua dest und 8 ml H2O> fur 30 Minuten.
Wasserung der Schnitte unter flieRendem Wasser.

Fullen der Kuvette mit PBS-Ldsung.

Einstellen der Schnitte in mit Citratpuffer (pH 6) gefillte Klivetten.

Kivette mit MMP-13 Schnitten: Mikrowelle 600 Watt 8 Minuten.

Abkihlen der Kivette 20 Minuten bei Raumtemperatur. Gegebenenfalls

o g~ w b F

Auffillen mit PBS-L6sung. Nach den 20 Minuten vollstandiger Ersatz des Citrat-
puffers durch PBS-Ldsung.

7. Aufziehen der Schnitte mit der Schnittflache zum cover plate, luftblasenfrei auf
den in der vorgesehenen Halterung liegenden Objekttrager.

8. Einsetzen der Objekttrager in die Schiene der Immunhistokammer.

9. Uberpriifung des Abstandes cover plate und Schnitt mittels Flussgeschwindigkeit
der PBS-L6sung. Eventuell Neuplatzierung des Schnittes auf die cover plate.

10. Pipettieren von 100 pl 1:20 verdiinntem goat Serum in die Lucke. (Verdinnung:
100l 2% Milchpulver; 5ul goat Serums) Verschluss der Kammer und
Inkubation fiir 60 Minuten. Hinzufugen von 100 pl Primérantikorper. Verschluss

der Kammer. Aufbewahrung tiber Nacht bei 4 ° Celsius.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

Angleichen an Raumtemperatur. Anschlieend Spulung der Liicke mit PBS-
Losung.

Gabe von 100 pl Sekundarantikdrpers (nach Ansetzen) in die Licke. Verschluss
der Kammer und Inkubation fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. Parallel
Ansetzen von ABC-Komplex. Ebenfalls 30 Minuten Inkubation.

Spulung mit PBS-Ldsung.

Fullen der Licke mit 100 ul ABC-Komplex. Verschluss der Kammer und 30
Minuten Inkubation bei Raumtemperatur. Ansetzen des DAB-Substrates.
Inkubation 30 Minuten bei Raumtemperatur.

Spulen der Licke mit PBS-L6sung. Anschlielfend Entnahme der Schnitte aus der
Immunhistokammer. Einsatz in eine Kiivette mit PBS-Ldsung.

Ansetzen der aktivierten DAB-L0Osung. Zugabe uber 5 Minuten zu den Schnitten
nach Abgiellen der PBS-L6sung.

Dreimalige Wasserung der Schnitte.

Auffillen der Kivette mit Hdmalaunlésung fur 15 Sekunden.

Dreimalige Wasserung der Schnitte. Blduen tber 5 Minuten in Wasser.
AbschlieBend Eindecken der Schnitte nach Durchlaufen der folgend
beschriebenen aufsteigenden Alkoholreihe mit Kunstharz (Eukitt ®).

1. 70 % Ethanol
2. 96 % Ethanol
3. 100 % Ethanol

4. 100 % Ethanol

5. Xylol

6. Xylol

2.4.1.3.2 Sirius Red

Die SiriusRed Farbung (SiriusRed; Polysciences, Warrington, PA) wurde zur

Beurteilung des Gesamtkollagenanteils und des Verhéltnisses von Kollagen | zu Kollagen

Il verwendet. Dazu wurden die gefarbten Schnitte unter einem Polarisationsmikroskop

ausgewertet. Kollagen I fluoresziert orange bis rot und Kollagen 111 grin.

Herstellung von Sirius Red:

Losen von 0,1g Sirius Red (Polysciences Inc. Cat. Nr. 09400) in 100ml waéssriger,

20



gesattigter, kalter Pikrinsaurelosung aus der Apotheke. Zusetzen einer 2N Natronlauge
(Merck Cat. Nr. 1.09136). Ziel pH-Wert: 2

Herstellung von 0,01 N Salzsaurelésung:

Vermischen von 1 ml 1 N Salzsdurelosung (Merck Cat. Nr. 1.09057) mit 99 ml aqua dest.

Durchfiihrung der Farbung:

1. Herstellung von 5 um dicke Schnitte mit einem Schlittenmikrotom.

2. Vermeidung von stérenden Artefakten unter dem polarisierenden Licht durch
Befreiung der Schnitte vom Paraffin bei 60°Celsius fur 40 Minuten im
Brutschrank.

3. Einstellen der Schnitte fir 10 Minuten in ein Xylolbad und anschlielend

Durchfiihrung einer absteigenden Alkoholreihe. Kurze flieRende Wasserung in

einer Kivette.

Einstellen der Schnitte fur 60 Minuten in die Sirius Red Farbeldsung.

Schnitte flr 2 Minuten in 0,01 N Salzséurelosung differenzieren.

Kurze Spilung der Schnitte in einer Kiivette mit Wasser.

N oo g s

AbschlieBend Durchlaufen einer aufsteigenden Alkoholreihe (siehe oben),

Einstellen in Xylol und eindeckeln.

2.4.1.3.3 CD68
Farbung:

Herstellung von 3um dicke Schnitten mit dem Schlittenmikrotom Entfernung des

Paraffins Gber Nacht im Brutschrank bei 37 ° Celsius.

Anwendung der Avidin Biotin Komplex Methode. Verwendung eines Primarantikorper,
der im vorliegenden Fall gegen das CD 68 Antigen gerichtet ist. Folgend Markierung des

gebundenen Primarantikdrpers mit einem biotinylierter Sekundarantikorper.

1. 60 Minuten Inkubation der Schnitte in mit 2%igem Milchpulver verdiinntem
Normalserum.

2. Pipettieren von monoklonalem mouse-anti-rat ED1 (DPC, Biermann, Bad
Nauheim, Deutschland) (Primarantikorper) in einer Verdinnung von 1:250.
Inkubation Gber Nacht im Kihlschrank bei 4 ° Celsius.

4. Nach Erreichen der Raumtemperatur Spilung mit PBS und anschlieRend
hinzufigen des rabbit-anti-mouse (Dako, Glostrup, Denmark) (Sekundér-

antikorper) in einer Verdinnung von 1:300.
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o

Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur weitere Spilung mit PBS.

o

30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur mit ABC-Komplex.

~

Spulung mit PBS und anschlieBende Zugabe von aktivierten DAB (3,3

Diamienzidine tablets, Firma Sigma, Steinheim, Deutschland)

8. Mehrfache Waschung mit Wasser zum Entfernen der Reste der Losung.

9. Gegenférbung der Schnitte fur 18 Sekunden in einer Hamalaunlésung (Firma
Merck, Darmstadt, Deutschland)

10. Erneute Spulung mit Wasser und folgend Durchlaufen einer aufsteigenden

Alkoholreihe (siehe oben)

2.4.1.3.4 Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE)

Die HE-Farbung ist eine Standardmethode in der Histologie. Hierbei werden basophile
Zellkerne mit Hamatoxylinblau und eosinophile Zellstrukturen wie das Zytoplasma,
Kollagen und Muskel durch das Eosin rosa bis rot angefarbt. Die Methode fand
Anwendung zur Darstellung der Granulome im Bereich der Hautnéhte.

Ansetzten der 1 %igen Eosin Losung:

Auflésen von 5g Eosin G (gelblich), (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 500 ml aqua

dest. Zugabe von 100 % Essigsaure, bis die Losung eine hellrote Farbe hatte.
Durchfiihrung der HE Farbung:

1. Entparaffinisierung der Schnitte bei 60 ° Celsius im Brutschrank fur 40 Minuten.

2. Einstellen fiir 10 Minuten in Xylol und folgend Durchlaufen einer absteigenden
Alkoholreihe:
1. 100 % Ethanol

2. 100 % Ethanol
3. 96 % Ethanol
4. 70 % Ethanol

5. kurz mit destilliertem Wasser abspiilen
3. Einstellen der Schnitte in Kernfarbung Mayers-Hamalaunldsung (Merck,
Darmstadt, Deutschland) fir 2 Minuten. Folgend unter flieBendem Wasser ca. 5
Minuten blduen.
4. Abspulen mit destilliertem Wasser und fir circa 18 Sekunden Durchfiihrung einer

Gewebefarbung mit 1% Eosin Ldsung.
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5. Abspulen mit destilliertem Wasser und nach der oben genannten aufsteigenden
Alkoholreihe Eindecken der Schnitte in Kunstharz (Vitroclud, Langenbrinck,
Emmendingen, Deutschland).

2.4.2 Auswertung

Zur immunhistochemischen Auswertung wurden drei Areale des Schnittpraparates
mittels einer auf dem Lichtmikroskop Olympus BX51 angebrachten Digitalkamera
(Olympus C-3030, Hamburg, Deutschland) erfasst. Die Auswertung erfolgte bei
400facher VergroRerung mit Olympus DP Soft 3.0 (Soft Imaging System GmbH,
Minster, Deutschland) bei der Bestimmung der Granulomformation und mit Image Pro
Plus Version 4.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) zur Analyse der
immunhistochemisch aufgearbeiteten Proben (MMP-13, CD 68 und Sirius Red). Um eine
maoglichst reprasentative Auswertung zu erhalten wurde eine Ecke des Quadrates immer
an einen Faden angelegt. Dadurch wurde sichergestellt, dass sich die Zellen im Bereich
der Wundheilung befinden. Um eine vergleichbare Farbintensitat zu erhalten wurden die

Préparate pro Parameter immer zeitgleich gefarbt.

Zur Beurteilung der Aktivitadt der Kollagenasen, der Makrophagenaktivitdt und dem
Fortschreiten der Wundheilung wurden in den Farbungen MMP-13 und CD 68 die durch
die Farbung markierten Zellen in einem definierten Quadrat von 100 pm x 100 um einzeln
gezahlt. Diese wurden dann ins Verhaltnis mit der Gesamtzellzahl in diesem Quadrat

gesetzt.
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Abbildung 5: Beispiel MMP-13 positive Zellen, Granulomdarstellung, zytoplasmatische Féarbung der
positiven Zellen, 400fache VergroRerung
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Abbildung 6: Beispiel CD 68 positive Zellen, Granulomdarstellung, zytoplasmatische Féarbung der
positiven Zellen, 400fache VergroR erung

Die Bestimmung der Granulomdicke erfolgte nach HE-Farbung an 15 représentativen
Stellen von Granulomen in Fadenndhe. Hierbei wurde zum einen das
Entziindungsinfiltrat, zum anderen die Bindegewebskapsel als Strecke in pm
ausgemessen. Bei dem Entzundungsinfiltrat handelt es sich um die Breite des inneren
Granulomanteils (Makrophagenwall), bei der Bindegewebskapsel um die Breite des
duBeren Granulomanteils (Fibrocytenwall).

Abbildung 7: Beispiel Granulomdarstellung in HE Férbung, Pfeile: innerer (Makrophagenwall) und duferer
Granulomanteil (Fibrozytenwall)

Bei der Sirius Red Férbung erfolgte die Analyse der Farbzusammenstellung nach

Verwendung eines Kreuzpolarisators mittels der Bildanalysesoftware Image Pro Plus in
200facher Vergrolierung. Dadurch ist es moglich Kollagen selektiv darzustellen und das
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Kollagen 1I/111 Verhéltnis nach einer modifizierten Methode nach Junqueira [77] zu

bestimmen.

Die Berechnung des Verhéltnisses zwischen Kollagen I (rot/orange Fasern) und Kollagen
I11 (grine Fasern) erfolgte mit Image Pro Plus (Media Cybernatics, Silver Spring, MD,
USA) und mit Hilfe eines eigens entworfenen Makros fir Exel 2002 (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, USA). Durch Drehung der Ebene im polarisierten
Licht andert sich der Aspekt der Fasern, somit wird versucht den bestmdglichen Kontrast

zwischen den Kollagen Fasern und dem restlichen Gewebe (schwarz) darzustellen.

Zur Darstellung eines moglichst guten Querschnitts aus dem Praparat wurden je drei in

threr GroRe definierte Areale (100 um x100 um) pro Bild zur Quantifizierung

herangezogen.

Abbildung 8: Beispiel Sirius Red 200fache VergroRerung, Kollagen | rot/orange Fasern, Kollagen Il1
grtnliche Fasern

2.4.2.1 Statistische Auswertung

Die Datenerfassung erfolgte mittels Microsoft Excel.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels dem Programm Statistical Package for Social
Sciences Version 12,0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).

Die Prufung auf Normalverteilung wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test
durchgefuhrt. Fir normalverteilte Daten wurde Gruppenunterschiede mittels ANOVA
und folgend einem parametrischen Bonferroni Test dargestellt. Gruppenunterschiede
wurden bei nicht Normalverteilung mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt. Falls sich hier
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statistisch relevante Unterschiede zeigten, erfolgte ein weiterer Gruppenvergleich mit
Hilfe des Mann-Whithney-U Test.

Unterschiede zwischen den Zeitpunkten flnfter postoperativer Tag und zehnter
postoperativer Tag innerhalb einer Gruppe wurden mit Hilfe des Wilcoxon Test

untersucht.

Als signifikant galten Ergebnisse mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05. Bei nicht
parametrischen Tests erfolgte bei multiplen Vergleichen eine Alpha-Adjustierung nach

Bonferroni.

Die Erstellung der Graphen erfolgte mit dem Programm Excel 2002 von Microsoft
(Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA). Damit die Ergebnisse
ubersichtlich miteinander verglichen werden konnen, wurden sie in Form von
Saulendiagrammen mit Angabe von Mittelwert und Standardabweichung dargestelit,

dabei wurden statistisch relevante Unterschiede mit einem Stern markiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Makroskopische Wundheilung

Makroskopisch zeigten sich in der Wundheilung bei keinem Tier Auffélligkeiten. Weder
am funften noch am zehnten postoperativen Tag konnten Wundinfektionen oder
Nahtdehiszenzen festgestellt werden. Die Narben waren sowohl in den

Pneumoperitoneum Gruppen als auch in den Kontrollgruppen stabil und reizlos.

Abbildung 9: klinisch reizlos verheilte Laparotomiewunde am 5. postoperativen Tag

3.2 Expression von MMP-13

Die erhobenen Daten der perifilamentdren MMP-13 Expression sind in der Abbildung 10
und der Tabelle 4 zusammengefasst. Der niedrigste Anteil an MMP-13 positiven Zellen
fand sich am funften und zehnten postoperativen Tag mit 10 £ 4% und 14 £ 2% in der
Kontrollgruppe. Der hochste Anteil an MMP-13 positiven Zellen fand sich am funften
und zehnten postoperativen Tag mit 41 = 7% und 35 + 4% in der 6 mmHg
Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum Gruppe. Zu beiden Zeitpunkten zeigten sich
bedeutsame Gruppenunterschiede. Am flinften postoperativen Tag ergab sich in allen
Pneumoperitoneum Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante
Erhéhung der MMP-13 positiven Zellen (p < 0,001, Abbildungen 11, 12, 13). Diese
vermehrte Expression persistierte und war am zehnten postoperativen Tag noch in der
6mmHg Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum Gruppe und der 3mmHg Helium-

Pneumoperitoneum Gruppe signifikant (p < 0,001).
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Abbildung 10: prozentualer Anteil MMP-13 positiver Zellen in der Bauchwunde am 5. und 10.

postoperativen Tag

Tabelle 4: Anteil MMP-13 positiver Zellen in der Bauchwunde am 5. und 10. postoperativen Tag in %

Gruppe IAD 5 Tage 10 Tage
Kontrolle 10+£4 14+ 2
3 mmHg 29+ 10 14+6
CO,
6 mmHg 417 35+ 4
3 mmHg 37+6 33+ 10
Helium
6 mmHg 36 +13 23+ 9
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Abbildung 12: repréasentative perifilamentare MMP-13 Expression, 5. postoperativer Tag, 3 mmHg CO--
Pneumoperitoneum

Abbildung 13: reprasentative perifilamentare MMP-13 Expression, 5. postoperativer Tag, 3 mmHg
Helium-Pneumoperitoneum
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3.3 Kollagen I/111 Quotient

Die niedrigsten Kollagen I/l111 Quotienten zeigten sich am fiinften perioperativen Tag mit
3,8 £ 1,6 in der Kontrollgruppe, am zehnten postoperativen Tag mit 3,7 = 0,7 in der
3mmHg Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum Gruppe. Die hdchsten Quotienten
zeigten sich am funften und zehnten postoperativen Tag mit 6,7 £ 1,1 und 6 £ 0,7 in der
3mmHg Helium-Pneumoperitoneum Gruppe. Am funften postoperativen Tag konnte
eine statistisch signifikante Erhéhung (p < 0,001 bzw. 0,01, Abbildung 14, Tabelle 5) des
Kollagen I/1I1 Quotienten in den 3mmHg und 6 mmHg Helium-Pneumoperitoneum
Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe verzeichnet werden. Diese Erhohung des
Kollagen I/111 Quotienten blieb bis zum zehnten postoperativen Tag bestehen, war nach
der Bonferroni Korrektur statistisch aber nicht signifikant (p > 0,05). Bei der
Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum Gruppe zeigte sich am funften postoperativen Tag
kein relevanter Unterschied zur Kontrollgruppe. Am zehnten postoperativen Tag zeigte
sich eine Erniedrigung der Ratio. Eine Signifikanz bestand allerdings nur in der 3mmHg

Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum Gruppe (p = 0,011).
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Abbildung 14: Kollagen I/111 Quotient in der Bauchwunde am 5. und 10. postoperativen Tag
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Tabelle 5: Kollagen /111 Quotient in der Bauchwunde am 5. und 10. postoperativen Tag

Gruppe IAD 5 Tage 10 Tage
Kontrolle 38+ 16 5+ 1,0
3mmHg 44+14 3,7+ 0,7
CO;
6 mmHg 41+17 43+ 14
3 mmHg 6,711 6% 0,7
Helium
6 mmHg 6,0+£1,0 55+ 11

Abbildung 15: repréasentatives Beispiel perifilamentérer Kollagen I/111 Quotient am 5. postoperativen Tag
in der Kontrollgruppe

Abbildung 16: reprasentatives Beispiel Kollagen I/I11Quotient am 5. postoperativer Tag, 3 mmHg Helium-
Pneumoperitoneum
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Abbildung 17: repréasentatives Beispiel Kollagen I/111 Quotient am 5. postoperativer Tag, 6 mmHg Helium-
Pneumoperitoneum

3.4 Makrophagen (CD 68 Farbung)

Die wenigsten CD 68 positiven Zellen waren am flinften postoperativen Tag mit 28 £ 7%
in der 3mmHg Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum Gruppe und am zehnten post-
operativen Tag mit 26 + 4% in der 6 mmHg Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum
Gruppe. Am flnften postoperativen Tag fanden sich in der 6 mmHg Helium-Pneumo-
peritoneum Gruppe mit 39 + 5% die meisten CD 68 positiven Zellen und am zehnten
postoperativen Tag mit 41 + 9% in der 3mmHg Helium-Pneumoperitoneum Gruppe. Es
zeigten sich in den Pneumoperitoneum Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe keine
statistisch relevanten Unterschiede im alpha-adjustierten p-Test (Abbildung 18, Tabelle
6). Tendenziell war, sowohl am funften als auch am zehnten postoperativen Tag, eine
verminderte Expression CD68 positiver Zellen in der Kohlenstoffdioxid-Pneumo-
peritoneum Gruppe und eine erhéhte Expression in der Helium-Pneumoperitoneum

Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu verzeichnen.
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Abbildung 18: prozentualer Anteil CD 68 positiver Zellen in der Bauchwunde am 5. und 10. postoperativen
Tag

Tabelle 6: Anteil CD 68 positiver Zellen in der Bauchwunde am 5. und 10. postoperativen Tag in %

Gruppe IAD 5 Tage 10 Tage
Kontrolle 34+ 9 32+ 5
3 mmHg 287 31+ 9
CO;
6 mmHg 29+ 10 26+ 4
3 mmHg 347 41+ 9
Helium
6 mmHg 39+5 34+4

3.5 Granulomformation (HE Farbung)

Die kleinsten perifilamentaren Durchmesser zeigten sich mit 22 £ 5,2um am flinften
perioperativen Tag in der 3mmHg Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum Gruppe und
am zehnten postoperativen Tag mit 26 = 54pum in der 6 mmHg Kohlenstoffdioxid-
Pneumoperitoneum Gruppe. Die groRten perifilamentéren Durchmesser zeigten sich am
fiinften postoperativen Tag mit 35 = 20um in der 3mmHg Helium-Pneumoperitoneum
Gruppe und am zehnten postoperativen Tag mit 36 + 15 um in der 3mmHg Kohlenstoff-
dioxid-Pneumoperitoneum Gruppe. Die Unterschiede der Durchmesser der peri-

filamentaren Fremdkorpergranulome in der HE Farbung der Pneumoperitoneum Gruppen
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im Vergleich zur Kontrollgruppe waren statistisch nicht relevant. (p < 0,05, Abbildung

19, Tabelle 7).
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Abbildung 19: perifilamentarer Granulomdurchmesser, HE Farbung, 5. und 10. postoperativer Tag

Tabelle 7: perifilamentérer Granulumdurchmesser, HE Féarbung, 5. und 10. postoperativer Tag in um

Gruppe IAD 5 Tage 10 Tage
Kontrolle 23+ A7 28+ 4.8
3 mmHg 22+5,.2 36+ 15
CO;
6 mmHg 30+£51 26+ 54
3 mmHg 35+ 20 27+ 3,8
Helium
6 mmHg 29+ 6,6 27+ 6,4
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3.6 Zusammenfassung
Makroskopisch zeigten sich in der Wundheilung bei keinem Tier Auffalligkeiten.

Die MMP-13 Expression am funften postoperativen Tag war in allen Pneumoperitoneum
Gruppen statistisch signifikant erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese vermehrte
Expression war am zehnten postoperativen Tag noch in den 6 mmHg Kohlenstoffdioxid-

und 3mmHg Helium-Pneumoperitoneum Gruppen deutlich.

Am fiinften postoperativen Tag zeigte sich in den 3mmHg und 6 mmHg Helium-
Pneumoperitoneum Gruppen eine im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch relevante
Erhohung des Kollagen I/111 Quotienten. Diese Erhohung persistierte auch noch am
zehnten postoperativen Tag, war aber nicht mehr statistisch signifikant. Die Kohlenstoff-
dioxid-Pneumoperitoneum Gruppen zeigten am fiinften postoperativen Tag keinen
relevanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Am zehnten postoperativen Tag konnte im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine Erniedrigung des Kollagen I/111 Quotienten beobachtet
werden, welche nur in der 3mmHg Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum Gruppe
statistisch signifikant war.

In der CD 68 Farbung war tendenziell, jedoch ohne statische Relevanz, sowohl am funften
als auch am zehnten postoperativen Tag in den Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum
Gruppen eine verminderte und in den Helium-Pneumoperitoneum Gruppen eine erhthte

Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten.

Bei der HE Farbung zeigten sich keine relevanten Unterschiede im Vergleich der

Pneumoperitoneum Gruppen mit der Kontrollgruppe.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede durch die verschiedenen Druckniveaus

dokumentiert werden.
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4 Diskussion

4.1 Minimal invasive Chirurgie und Wundheilung: aktueller

Kenntnisstand

Mittlerweile wurden verschiedene potentielle Einflussfaktoren der Laparoskopie und des
Pneumoperitoneums auf die Wundheilung identifiziert. Allerdings ist ihre klinische
Relevanz angesichts der derzeitigen Studienlage immer noch unklar. Da die Laparoskopie
fiir eine Vielzahl von Indikationen zum Routineverfahren in der Abdominalchirurgie
geworden ist, ist eine Analyse der Auswirkungen des Pneumoperitoneums und des

verwendeten Gases auf die Wundheilung unabdingbar.

4.1.1 Einfluss des Sdure-Basen Haushaltes

Initial zeigt sich in akuten Wunden durch die Produktion organischer Sduren wie Laktat
und die stasebedingte Anreicherung von Kohlenstoffdioxid eine physiologische Azidose.
Zusétzlich besteht in dem verletzten Gewebe ein erhdhter Bedarf und Verbrauch von
Sauerstoff, was eine weitere Erhéhung der Kohlenstoffdioxidkonzentration zur Folge hat.
Wird der Wundheilungsprozess durch eine Kontamination mit Bakterien oder das
Ausbilden von Nekrosen verzogert, erfolgt ein weiterer Abfall des lokalen pH-Wertes
[140]. Auch durch die Temperatur wird die Konzentration von Wasserstoffionen und
somit der pH-Wert beeinflusst [siehe 4.1.3]

Da in den verschiedenen Phasen der Wundheilung unterschiedliche pH-Werte von Vorteil
sind, ist es schwierig, einen optimalen pH-Wert fiir den gesamten Ablauf zu definieren.
So erwies sich ein saurer pH-Wert bei spontaner Reepithelisation als giinstig, wahrend
beim Anwachsen von Hauttransplantaten ein basisches Milieu tiberlegen war [140]. Diese
Veranderungen im S&ure-Base-Haushalt stellen moglicherweise eine Komponente in der
Beeinflussung des Zellmetabolismus und der Zellen der Immunabwehr im Rahmen der
Wundheilung dar. So wird durch eine Azidose die Differenzierung von monozytaren
Zellen supprimiert, die Proliferation von Fibroblasten hingegen gefordert [43, 140]. Es
konnte eine Verminderung der Enzymaktivitdt um 40-90% fur einige, fir die
Wundheilung wichtigen Proteasen (MMP-2, Cathepsin G, Elastase und Plasmin) bei
einem pH von 6 gezeigt werden [55]. Leighton et al. konnten in Untersuchungen nach
laparoskopischer Verwendung von Kohlenstoffdioxid eine Azidose und einen Anstieg

des pulmonal arteriellen Druckes zeigen [94]. Solche Verdnderungen im S&ure-Basen-
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Haushalt haben einen negativen Effekt auf die Wundheilung. Weitere Untersuchungen
bei Patienten nach laparoskopischer Sigmaresektion zeigten eine Stunde postoperativ
ebenfalls erniedrigte Plasma pH-Werte [154]. Kurzfristige Erhohungen des
intraabdominellen Druckniveaus auf 20mmHg zeigten negative Verénderungen im
mittleren arteriellen Blutdruck, dem pH, der Bikarbonat-Konzentration und des Base
Excess. Allerdings hatten diese Veranderungen keine klinischen Auswirkungen auf den
Patienten [68].

4.1.2 Einfluss auf die Perfusion

4.1.2.1 Einfluss eines erhdhten intraabdominellen Druckes auf die Perfusion

Bei diversen Routineeingriffen ist haufig eine  Aufrechterhaltung des
Pneumoperitoneums mit intraabdominellen Druckwerten zwischen 12-15 mmHg Uber

mehrere Stunden notwendig. Verschiedene Untersuchungen zeigten eine Beeinflussung
des erhohten intraabdominellen Druckes auf die Perfusion und damit auf die

Wundheilung.

In Versuchen mit Hunden und Schweinen konnte gezeigt werden, dass eine Erhéhung des
intraabdominellen Druckes vom Normwert zwischen 0-5 mmHg auf 14-16 mmHg Uber
ein bis drei Stunden schon eine deutliche Verminderung der Durchblutung der
mesenterialen Gefélle zur Folge hatte [20, 69, 88]. Im Versuch mit Ratten konnte
ebenfalls eine Perfusionsminderung der soliden Organe sowie des Dinn- und des
Dickdarms bei einem Pneumoperitoneum zwischen 4 und 15mmHg dokumentiert
werden [42, 136]. Eine weitere Untersuchung an Ratten zeigte eine durch ein
Pneumoperitoneum hervorgerufene renale Hypoxie und eine Verminderung des renalen
Blutflusses [168]. Auch beim Menschen zeigten sich eine Beeintrachtigung der
hepatischen Mikrozirkulation und eine Reduktion des peripheren
Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe durch die Laparoskopie [41, 45]. Im Kolon kann
dies eine Reduktion des Blutflusses um 44% und im parietalen Peritoneum um 60 %
bewirken [34]. Dies zeigte auch eine weitere Studie an Patienten, die sich einer Routine
Laparoskopie unterzogen. Bei einer intraabdominellen Druckerhéhung von 10 mmHg auf
15mmHg war eine Perfusionsminderung von 40% bis 54% des Magens, 32% des
Jejunums, 44 % des Kolons, 39% der Leber , 60 % des parietalen Peritoneums und 11 %
des Duodenums messbar [138]. Gegensétzlich dazu zeigte eine Studie im Schwein bei

einem Pneumoperitoneum von 15 mmHg initial eine gesteigerte und im Verlauf von zwei
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Stunden eine gleichbleibende intestinale Perfusion [45]. Bei Patienten, die sich einer
Cholezystektomie unterzogen, ergab eine Untersuchung, dass erhéhte intraabdominelle
Druckwerte von Uber 14 mmHg bei Laparoskopien mit vermehrten VVerédnderungen der
Herzfrequenz, des nichtinvasiven Blutdruckes und einer erhdhten peritonealen
Kohlenstoffdioxidaufnahme einhergehen. Niedrigere Driicke zwischen 8-10mmHg
minimierten diese negativen Auswirkungen der Kohlenstoffdioxidinsufflation [162].
Gesichert ist eine bedeutsame Beeintrachtigung der Organfunktionen durch eine
Durchblutungsminderung bei Druckwerten ber 20 mmHg, wie es beim abdominellen
Kompartmentsyndrom der Fall ist [15, 25, 35, 131]. Dabei ist eine regelrechte Perfusion
eine der Grundvoraussetzungen fir eine ungestorte Regeneration des Gewebes. Laut der
Konsensuskonferenz des Second World Congress of Abdominal Compartment Syndrome
stellen bereits Werte ab 12 mmHg eine intraabdominelle Hypertonie dar [100]. Eine durch
das Pneumoperitoneum hervorgerufene Erniedrigung der Sauerstoffsattigung der
Schleimhaut konnte in einer Studie an Patienten, die sich einer elektiven diagnostischen
Laparoskopie unterzogen, beobachtet werden [142]. Ob eine durch das Pneumo-
peritoneum hervorgerufene lokale Hypoxie zu einer Beeintrachtigung der postoperativen
Wundheilung fihrt, ist bislang nicht abschlieRend geklart. Anastomoseninsuffizienzen
stellen die schwerwiegendste intraabdominelle Wundheilungsstérung dar. Je nach
Lokalisation treten sie mit einer Rate bis zu 27 % auf und fiihren zu einer Letalitat bis zu
50% [117]. Klinische Studien zeigten wiederholt eine vergleichbare Rate von
Anastomoseninsuffizienzen  bei  konventionellen  und  minimal  invasiven
Operationsmethoden [9, 22, 63, 80, 85, 177].

4,1.2.2 Einfluss verschiedener Gase auf die Perfusion

Hinsichtlich der gasabhangigen Perfusionsbeeinflussung zeigte eine Studie an Ratten bei
Verwendung von Kohlenstoffdioxid im Vergleich zu Helium eine Verminderung des

portalvendsen Rickflusses [139].

Unter Verwendung von Kohlenstoffdioxid beim Schwein zeigte sich eine bessere
Durchblutung der Leber, des parietalen Peritoneums und der Rektummuskulatur, als bei
Anwendung mit Helium [132, 178, 179]. Die intestinale Perfusion wurde bei einer
tierexperimentellen Studie an Schweinen weder durch ein mittels Helium noch durch ein
mittels Kohlenstoffdioxid hergestelltes Pneumoperitoneum von 15mmHg negativ
beeinflusst [52]. Eine weitere tierexperimentelle Studie an Schweinen zeigte unter

Verwendung von Helium und Kohlenstoffdioxid zur Herstellung eines
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Pneumoperitoneums mit unterschiedlichen Driicken im Vergleich zur Laparotomie
keinen Einfluss des Gases beziehungsweise des Druckes auf den renalen oder hepatischen
Blutfluss. Allerdings zeigte sich eine signifikante Erh6hung des parietalen Blutflusses

unter Verwendung von Kohlenstoffdioxid [24].

4.1.3 Einfluss auf die Temperatur

Ein weiterer wichtiger Faktor fir eine physiologische Wundheilung ist die
Korpertemperatur, welche vor allem perioperativ gesteuert werden muss. Studien zeigten,
dass eine Unterkiihlung mit einer erhéhten Rate an Wundinfektionen und einer
Beeintrachtigung der Wundheilung verbunden ist [91, 118]. Der kleinere Zugangsweg
durch die minimal invasive Chirurgie scheint hier zundchst einen Vorteil darzustellen. Es
konnte jedoch in Untersuchungen dargestellt werden, dass der Warmeverlust durch
Verdunstung bei er6ffneter Bauchhdhle vergleichbar mit der Abklhlung durch das
kontinuierlich zu insufflierende Gas ist [31, 149]. Eine tierexperimentelle Studie an
Ratten zeigte, dass durch Erwdrmung und Anfeuchten des fiir das Pneumoperitoneum
verwendeten Gases, eine Pravention der Hypothermie erfolgt [64]. Weitere Klinische und
experimentelle Untersuchungen mit gewdrmten Gas konnten Kkeine eindeutigen
Ergebnisse liefern [18, 33, 110]. In einer Untersuchung an Ratten zeigte sich kein Effekt
von erwdrmtem und befeuchtetem Gas auf Marker des oxidativen Stresses [134].
Klugsberger et al., weist eine Reduktion des postoperativen Schmerzes am Tag der
Operation nach laparoskopischer Cholezystektomie mit erwarmten und befeuchteten

Insufflationsgas nach [83].

In der Konsequenz werden die Patienten, in Analogie zu offenen Verfahren, bei langen
und aufwendigen laparoskopischen Operationen unter Temperaturkontrolle einer

externen Warmezufuhr, zum Beispiel durch Warmematten, unterzogen [159].

4.1.4 Einfluss auf den Zellstoffwechsel und das Immunsystem

Uberwiegend wurde in Studien eine geringere Beeinflussung des Immunsystems, eine
geringere Stressreaktion und eine weniger kompromittierte zellvermittelte Immunantwort
durch Laparoskopie mit Kohlenstoffdioxid-Pneumperitoneum im Vergleich zur
konventionellen Laparotomie gezeigt [4, 16, 124]. In einer tierexperimentellen Studie an
Ratten zeigte sich, dass ein erhohter intraabdomineller Druck fiir Isch&mien, freie Radikal

Produktion und proinflammatorische Cytokine Erhéhung verantwortlich ist [115].
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Gasabhéngige Einflusse auf das Immunsystem und den Zellstoffwechsel wurden in
verschiedenen Studien untersucht. Nach Laparoskopien mit Kohlenstoffdioxid wurden
eine groRere Ausschuttung von Sauerstoffradikalen und Tumornekrosefaktoren durch
Peritonealmakrophagen, eine signifikante Reduktion der Phagozytoseaktivitdt und eine
niedrigere  Serumkonzentration von Interleukin-6 im Vergleich zur gaslosen
Laparoskopie beobachtet [56, 70, 166, 180]. Bei der Verwendung von Helium zeigten
sich in einer tierexperimentellen Untersuchung an Ratten im Vergleich zu
Kohlenstoffdioxid weniger Bakteridmien, verringerte Abzessraten und niedrigere TNF-
alpha-Spiegel [71], sowie allgemein eine verbesserte lokale und systemische
Immunabwehr [28, 71]. Andere in vitro Untersuchungen konnten fur beide Gase ebenfalls
eine Beeinflussung der intra- und extrazelluldren Funktionen, wie oxidative
Phosphorylierung zur Produktion von ATP, die Zellproliferation oder die Einleitung einer
Apoptose, zeigen. Untersucht wurden in der einen die Produktion von MMP-2, MMP-9
und Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator, welche durch die Laparoskopie anstiegen
sowie intrazellulare Calciumkonzentrationen und der pH-Wert in der anderen
Untersuchung. Eine gasabhangige Auswirkung auf den Wundheilungsprozess aufgrund

der Veranderung der intra- und extrazellularen Parameter ist wahrscheinlich [116, 170].

4.2 Diskussion der Methodik

Am standardisierten Kleintiermodell wurden die Auswirkungen von Insufflationsgasen
und verschiedenen Druckniveaus auf die Wundheilung nach Laparoskopie im Vergleich
zur Laparotomie untersucht. Hierzu wurden Kohlenstoffdioxid und Helium zur
Etablierung des Pneumopeitoneums mit zwei tieradaptierten Druckniveaus (3 mmHg und
6 mmHg) mit einer Kontrollgruppe verglichen und mit Untersuchungen am fiinften und

zehnten postoperativen Tag zwei Wundheilungsstadien erfasst.

Die gewahlten Druckniveaus und die Dauer des Pneumoperitoneums beruhten auf
Voruntersuchungen in der Ratte: Caldwell und Ricotta beschrieben eine ausgeprégte
Erniedrigung der Perfusion in den meisten gastrointestinalen Organen nach 30 Minuten
erhdhtem intraabdominellen Druck [26]. In anderen tierexperimentellen Studien an

Ratten flihrten Druckniveaus gréRer 10 mmHg zu einer respiratorischen Azidose und

Druckwerte Giber 5mmHg verursachten eine signifikante Bradykardie [14]. Es zeigte sich,
dass komplexe laparoskopische Eingriffe in der Ratte bereits ab einem 2mmHg

Pneumoperitoneum durchzufiihren sind [13]. Die Druckniveaus wurden deshalb auf
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3mmHg und 6mmHg festgelegt. Mit diesen Voraussetzungen ist von einer

Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen auszugehen.

Hinsichtlich der klinischen Ubertragbarkeit der vorliegenden Ergebnisse gilt es
einschrankend festzuhalten, dass mit dem Versuchsaufbau eines 30mindtigen
Pneumoperitoneums keine Rickschlisse auf mdgliche zeitliche Auswirkungen auf die

Wundheilung erfolgen kénnen.

Ein Vorteil randomisierter, prospektiver Studien im Tiermodell liegt in der
Vereinheitlichung der Versuchsbedingungen und der Mdoglichkeit Fehlerquellen zu
reduzieren. Zur Stressreduktion hatten die Tiere eine Woche Zeit zur Eingew6hnung. Es
lagen standardisierte und konstante Laborbedingungen vor und die Operationen wurden
immer zur selben Tageszeit und durch das gleiche Team durchgefiihrt. Die entnommenen
Gewebeproben wurden zlgig in Formalin fixiert. Pro Parameter wurden alle
Schnittpraparate gleichzeitig geféarbt, um eine konstante und vergleichbare Farbintensitét

zu erhalten.

Zur Auswertung wurden stets perifilamentére Regionen im Prdparat herangezogen, um

eine Nahe zu den Wundheilungsprozessen nachvollziehen zu kdnnen.

Die immunhistochemischen Untersuchungen der Proteasen zeigen quantitative
Ergebnisse positiv gefarbter Zellen. Aussagen zur Proteasenaktivitét lassen sich hierdurch
jedoch nicht ableiten. Hierfur wéren weitere Untersuchungen mittels Zymographie

notwendig.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Makroskopische Wundheilung

Klinisch wurden in keiner Gruppe Wundheilungsstérungen beobachtet. Makroskopisch
sichtbare Infekte oder Wunddehiszenzen zeigten sich nicht.

432 MMP-13

Im Rahmen der Umbau- und Syntheseprozesse der Wundheilung werden unter anderem
fir den Abbau der Kollagene spezielle Kollagenasen, die Matrixmetalloproteinasen,
bendtigt. In verschiedenen Phasen der Wundheilung werden, provoziert durch
unterschiedliche Kollagengehalte, verschiedene Konzentrationen der
Matrixmetalloproteinasen gefunden. Durch die verdnderten Zell-Matrix-Interaktionen
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werden eine erhohte Aktivitat und Expression gefordert [78]. Matrixmetalloproteinasen
werden zu Beginn der Wundheilung von Keratinozyten und im Verlauf von Fibroblasten
des Granulationsgewebes exprimiert. Erhohte, prolongierte Expression, wie durch
Isch&mien [135] oder auch verminderte Hemmung der Matrixmetalloproteinasen, kénnen
zu einer verzogerten Wundheilung fuhren [176]. Klinisch und experimentell scheinen vor
allem eine erhohte und verldngerte Expression von MMP-positiven Zellen die
Wundheilung negativ zu beeinflussen [135, 161, 176]. In vitro Experimente zeigten, dass
bei Verwendung von Kohlenstoffdioxid und auch von Helium die Produktion von

Proteasen signifikant verstarkt wurde [116].

Fur MMP-13 zeigte sich in Untersuchungen eine Korrelation der Expression mit dem
Gewebstrauma [6, 98, 175]. Weitere bisherige Untersuchungen lassen darauf schlielRen,
dass eine ausgeglichene Expression von Matrixmetalloproteasen fir die Wundheilung
wichtig ist. In Studien an Méusen, in denen die humane Kollagenase-1 (MMP-1)
uberexprimiert wurde, kam es zu einem verzogerten Wundschluss und nicht wie vielleicht
zu erwarten gewesen ware, aufgrund des héheren Umsatzes zu einem beschleunigten
Umbauprozess und damit auch zu einer schnelleren Wundheilung. Andererseits zeigte
sich ebenfalls eine verzogerte Wundheilung bei Madusen mit mutierten Kollagen |
Molekiil, welches von der Kollagenase nicht gespalten werden konnte. Somit wurde hier
aufgrund der fehlenden Wirkung der Matrixmetalloprotease eine verringerte Aktivitat
simuliert [10, 119].

Am flinften postoperativen Tag konnte in allen Pneumoperitoneum Gruppen im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Erhéhung der MMP-13 positiven Zellen
verzeichnet werden (p < 0,01). Diese vermehrte Expression persistierte und war am
zehnten postoperativen Tag noch in den 6 mmHg Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum
und 3mmHg Helium-Pneumoperitoneum Gruppen relevant (p < 0,001).

Die zu beobachtende Erhohung der MMP-13 positiven Zellen in allen Pneumoperitoneum
Gruppen am flnften postoperativen Tag konnte als Hinweis auf eine negative
Beeinflussung der Wundheilung gewertet werden. Am zehnten postoperativen Tag war

diese Tendenz immer noch erkennbar.

Allerdings lassen sich die Ergebnisse nicht ganz mit den Ergebnissen des Kollagen I/111
Quotienten vereinbaren. Da hier in der Helium-Pneumoperitoneum Gruppe am flinften
postoperativen Tag eine statistisch relevante und am zehnten postoperativen Tag immer

noch tendenziell eine erhdhte Ratio beobachtet werden konnte. Damit ware keine

42



Erhohung der MMP-13 positiven Zellen zu erwarten gewesen und die Aussagekraft der

Ergebnisse sinkt.

Eine Erklarung flr die unterschiedlichen Ergebnisse in der Kohlenstoffdioxid Gruppe
konnte eine durch die Insufflation des Gases vor Ort hervorgerufene Vasodilatation sein.
Durch diese konnte die indirekte Vasokonstriktion durch den erhéhten intraabdominellen
Druck zumindest teilweise kompensiert werden. Dadurch wirde intraabdominell die
Gefahr einer Ischamie reduziert und damit auch die durch sie hervorgerufene vermehrte
MMP Expression [135, 156]. Die Gefél3e der Haut sind von dem vasodilatierenden Effekt
des Kohlenstoffdioxids gegebenenfalls nicht mehr in dem AusmaR betroffen, dass die
durch die unphysiologische Druckerhéhung hervorgerufene Vasokonstriktion

ausgeglichen werden kann.

Fleischmann et al. untersuchten den Sauerstoffpartialdruck wahrend Kolektomien. Dabei
wurde eine Gruppe der Patienten konventionell operiert und bei der anderen Gruppe
erfolgte die Resektion laparoskopisch. Die Messungen zeigten einen Abfall des
Sauerstoffpartialdruckes im subkutanen Gewebe in der Laparoskopie Gruppe. Da der
Sauerstoffpartialdruck des Gewebes gut mit dem Infektionsrisiko einer Wunde korreliert,
kann tendenziell von vermehrten Komplikationen der Wundheilung nach Laparoskopie

ausgegangen werden [45].

Eine weitere Studiengruppe untersuchte an Schweinen den parietalen, renalen und
hepatischen Blutfluss wéhrend Laparotomie und Laparoskopie mittels Helium und
Kohlenstoffdioxid. Der renale und hepatische Blutfluss wurde durch Kkeine
Operationsmethode beeinflusst. Der parietale Blutfluss war nach Kohlenstoffdioxid
Insufflation allerdings signifikant erhoht, nach Insufflation mit Helium ergab sich keine
Anderung des Blutflusses [24]. Allerdings zeigte hinsichtlich der gasabhangigen
Perfusionsbeeinflussung eine andere Studie an Ratten bei Verwendung von
Kohlenstoffdioxid im Vergleich zu Helium eine Verminderung des portalvendsen
Rickflusses [139]. Was wiederum das Risiko fiir eine verzogerte Wundheilung erhoht.
In unseren Ergebnissen zeigte sich ein negativer Einfluss des Kohlenstoffdioxids auf die
Wundheilung. Eine Ursache kodnnte nach der oben genannten Studie ein durch

Kohlenstoffdioxid verminderter Blutfluss sein.
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4.3.3 Kollagen I/111 Verhaltnis

Mit dem Kollagen I/l1l Quotienten l&sst sich eine Aussage zur Qualitdt und Reife des
Narbengewebes machen. Wie in Kapitel 1.4 schon erwahnt, veréndert sich das Verhaltnis
mit dem Fortschreiten der Wundheilung zugunsten des Kollagen I. Liegt also ein erhdhtes
Kollagen I/l11l Verhéltnis vor, deutet dies auf ein stabileres Narbengewebe und eine

fortgeschrittenere Wundheilung hin.

Am funften postoperativen Tag konnte eine signifikante Erhéhung des Quotienten in den
3mmHg und 6 mmHg Helium-Pneumoperitoneum Gruppen im Vergleich zur Kontrolle
verzeichnet werden. Die Erhéhung des Quotienten blieb bis zum zehnten postoperativen
Tag bestehen, war dann jedoch nicht mehr statistisch signifikant. Bei der
Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum Gruppe zeigte sich am zehnten postoperativen
Tag eine Erniedrigung der Ratio im Vergleich zur Kontrollgruppe, eine Signifikanz
bestand nur im Vergleich mit der 3 mmHg Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum

Gruppe.

Die Ergebnisse zeigen aufgrund der Erhéhung der Ratio einen Vorteil der Helium-
Pneumoperitoneum Gruppe hinsichtlich der Qualitat des Narbengewebes im Vergleich
zur Kontrolle. In der Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum Gruppe wurde eine
Erniedrigung des Quotienten am zehnten postoperativen Tag beobachtet. Daraus kdnnte

ein negativer Einfluss des Kohlenstoffdioxids auf die Wundheilung geschlossen werden.

Kologlu et al. zeigte in Versuchen nach Anlage eines Pneumoperitoneums mit erhéhtem
intraabdominellem Druck eine verzogerte Wundheilung. Dazu wurden bei Ratten
wéhrend der Anlage von Kolonanastomosen verschiedene intraabdominelle Druckwerte
(4 mmHg-6 mmHg, 12mmHg und 18 mmHg) angelegt. Intraabdominelle Druckwerte bis
6 mmHg verzdgerten dabei die Wundheilung genauso lange wie eine fakale Peritonitis,
Driicke grosser als 6 mmHg sogar noch mehr [87]. Eine weitere Untersuchung nach
Laparoskopie mit Kohlenstoffdioxid zeigte eine hohere Rate an Wundinfektionen und
Narbenhernien im Vergleich zur offenen Kolonresektion [173]. Allerdings sind auch zu
diesem Aspekt in der Literatur keine einheitlichen Berichte zu finden. Andere
Untersuchungen konnten keine erhohte Anastomoseninsuffizienzrate nach Druck-
erhdhungen nachweisen und die Autoren beschrieben eine vergleichbare Sicherheit
zwischen  laparoskopischer und  konventioneller ~ Kolon-  beziehungsweise
Rektumresektion [39, 63, 85, 177].
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Eine Erklarung der Ergebnisse kdnnten pH-Wert Verédnderungen durch das verwendete
Gas sein. Nach Insufflation von Kohlenstoffdioxid zeigte sich in Untersuchungen an
Ratten ein lokaler pH-Abfall und bei Helium ein pH-Anstieg oder eine Stagnation. Die
pH Messungen erfolgten zum einen im Blut, subcutan und intraabdominell und zum
anderen intrazelluldr. [90, 170]. Diese Veranderungen im Sdure-Basen-Haushalt wirken
sich auch auf die Wundheilung aus. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass eine
Azidose die Enzymaktivitat von fur die Wundheilung wichtigen Enzyme und Proteasen
vermindert [55]. Die Differenzierung von monozytaren Zellen wird supprimiert, die

Proliferation von Fibroblasten hingegen gefordert [43, 140].

4.3.4 Makrophagen (CD 68)

CD 68 ist ein Oberflachenantigen, welches im menschlichen Gewebe von Makrophagen

und Zellen der myeloischen Reihe exprimiert wird [123]. Wundmakrophagen stellen den
grofiten Anteil an Zellen zwischen dem dritten und flinften Tag und spielen eine wichtige
Rolle innerhalb der Wundheilung. Angelockt werden sie durch Macrophage Inflamatory
Protein-1 und -2 (MIP-1/-2), Macrophage Chemoattractant and Activating Factor
(MCAF) oder auch Zytokin Gro. Ein weiterer wichtiger Faktor fur die Migration der
Makrophagen ist die Expression von Selektinen und anderen Adhésionsmolekdilen durch
die Aktivierung des Endothels. Eine Aktivierung der Makrophagen in der Wunde fiihrt
zu einer vermehrten Freisetzung von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und anderen
Entzindungsmediatoren. Zusatzlich sind sie fur die Beseitigung von in die Wunde
gelangten pathogenen Organismen zustandig [137, 169]. Durch seine Eigenschaften gilt
CD 68 als Entziindungsmarker. Untersuchungen an Ratten, in denen Makrophagen durch
Glucan Gabe stimuliert wurden, zeigten eine erhOhte Zugfestigkeit der Wunde.
Unabhdngig davon wurde eine erhohte Kollagensynthese durch Messung vom
Hydroxyprolingehalt festgestellt. Durch die erhohte Kollagensynthese ergab sich eine
hohere ReilRfestigkeit der Wunde [23, 121].

Eine Erhohung der CD68 positiven Zellen in den Untersuchungen konnte auf eine
vermehrte Aktivierung von Makrophagen und somit verbesserte Wundheilung hinweisen.
Eine Aussage uber die Zellfunktion ist allerdings in der vorliegenden Studie nicht
mdoglich, da durch die Farbung zwar Makrophagen identifiziert werden, ihre Funktion
damit aber nicht beurteilt werden kann. Aufgrund der zuvor zitierten Studienergebnisse
kann jedoch darauf geschlossen werden, dass eine erhthte Anzahl auf eine hohere

ReiRfestigkeit der Wunde hinweist. Es zeigten sich keine statistisch relevanten
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Unterschiede. Tendenziell war aber, sowohl am funften als auch am zehnten
postoperativen Tag, eine verminderte Expression CD68 positiver Zellen in der
Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum Gruppe und eine erhohte Expression in der

Helium-Pneumoperitoneum Gruppe zu verzeichnen.

Nach der Insufflation mit Helium zeigt sich also eine statistisch nicht signifikante bessere
Wundheilung im Vergleich zur Kohlenstoffdioxid-Pneumoperitoneum und Kontroll-
gruppe. Jacobi et al. zeigten nach Kohlenstoffdioxid Insufflation ebenfalls eine vermehrte
Rate von Bakteriamien, Abzessen und TNF-alpha Spiegeln im Vergleich zur Helium
Insufflation [71].

Insgesamt zeigen sich auch hier in der Literatur widerspriichliche Ergebnisse. Einerseits
wurde eine Funktionsbeeintrachtigung der Makrophagen nach Laparoskopien gezeigt
[56, 70], andererseits eine verbesserte Wundheilung und peritoneale Immunreaktion [30,
57, 86, 127]. Wir konnten mit unseren Untersuchungen keine statistisch relevanten

Unterschiede in den Gruppen erkennen.

4.3.5 Granulomformation

Eine weitere Mdoglichkeit der Darstellung der Entziindungsreaktion im Rahmen der
Wundheilung liegt in der Auswertung der perifilamentaren Granulomformationen. Bei
dem Entzindungsinfiltrat handelt es sich um die Breite des inneren Granulomanteils
(Makrophagenwall), bei der Bindegewebskapsel um die Breite des duReren
Granulomanteils (Fibrocytenwall). Die Art, Menge, Struktur und Oberflachen-
eigenschaften implantierter Fremdkorper wirken sich auf das Ausmall der
Granulombildung aus [82]. Durch die Verwendung von Inzuchttieren und identischem
Nahtmaterial, wurden soweit wie moglich ,,patientenabhangige* und durch verschiedene

Fremdmaterialien verursachte unterschiedliche Reaktionen ausgeschlossen.

In der Auswertung mit dem Kruskal Wallis Test zeigten sich keine statistisch
signifikanten Gruppenunterschiede der Durchmesser der perifilamentaren Fremdkorper-

granulome.

Damit zeigte sich in dieser Teiluntersuchung ebenfalls kein gas- oder druckabhangiger
Einfluss der Laparoskopie auf die perifilamentére Entziindungsreaktion im Rahmen der

Wundheilung.
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4.4 Zusammenfassung

Der Wissensstand hinsichtlich der Auswirkung von Kohlenstoffdioxid auf die
Wundheilung ist, obwohl die Laparoskopie ldngst zu den Standardmethoden in der
Chirurgie geworden ist, immer noch gering und die in der Literatur vorhandenen

Informationen sind in ihrer Gesamtheit widersprichlich.

In der Auswertung der MMP-13 Farbung wurde insgesamt ein negativer Einfluss der
Laparoskopie im Vergleich zur Laparotomie auf die Wundheilung beobachtet. Bei der
Bestimmung des Kollagen I/l Quotienten konnte eine positive Beeinflussung der
Wundheilung in der Helium-Pneumoperitoneum Gruppe dokumentiert werden. Diese
war am filinften postoperativen Tag statistisch relevant, zeigte sich am zehnten
postoperativen Tag noch tendenziell. Am zehnten postoperativen Tag konnte in der
Kohlenstoffdioxid-Pneomoperitoneum Gruppe eine Erniedrigung des Quotienten
beobachtet werden, der in der 3mmHg Gruppe statistisch signifikant war. Die Darstellung
der Entziindungsreaktion mit CD68 lielR keine Unterschiede in den verschiedenen
Gruppen im Verlauf der Wundheilung erkennen. Sowohl in den Granulomformationen,
als auch in der makroskopischen Wundheilung wurden ebenfalls keine Unterschiede im

Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet.

Zusammenfassend konnte kein eindeutiger Unterschied in der Bauchdeckenheilung
zwischen den Insufflationsgasen Kohlenstoffdioxid und Helium im Vergleich zu
Laparotomien festgestellt werden. Der Vergleich der verschiedenen Druckniveaus von
3mmHg und 6 mmHg ergab ebenfalls keine relevanten Unterschiede. Die kurzfristig
gasbedingte Veranderung in der Kollagenzusammensetzung und in der Expression der
MMP-13 war am zehnten postoperativen Tag nur noch teilweise erkennbar. Die
Erhoéhung der Kollagen I/111 Ratio der Helium-Pneumoperitoneum Gruppen kénnten auf
einen moglichen positiven Einfluss des Helium-Pneumoperitoneums auf die abdominale
Waundheilung deuten und somit als Hinweis auf eine mogliche temporéare druck- und
gasabhangige Beeinflussung der Bauchdeckenwundheilung gewertet werden. Urséchlich
konnten direkte und indirekte, pH-abhangige, Auswirkungen des zur Herstellung des

Pneumoperitoneums verwendeten Gases sein.

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lasst sich festhalten, dass auf Grundlage
des aktuellen Forschungsstandes keine fundierte Aussage dariiber getatigt werden kann,

ob Kohlenstoffdioxid oder Helium als bevorzugtes Insufflationsgas bei Laparoskopien
47



verwendet werden sollte. Die Verwendung beider Gase scheint verschiedene Vor- und

Nachteile mit sich zu bringen.
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