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1 Zusammenfassung

In  der  Kolonchirurgie  ist  die  Anastomoseninsuffizienz  eine  häufige  postoperative

Komplikation und führt zu einer erhöhten Morbidität und Mortalität. Systemische und lokale

Faktoren beeinflussen die Heilung von Anastomosen. Besonders im Falle von Anastomosen

bei  immunsupprimierten  Patienten  und  bei  Patienten  mit  eingeschränkter  Leberfunktion

besteht ein hohes Risiko für eine  Anastomoseninsuffizienz. Das Ziel der vorliegenden Studie

war,  die  Wirkung  einer  Therapie  mit  einem  selektiven  Phosphodiesterase-3-Inhibitor

(Cilostazol)  auf die Anastomosenheilung im Rattenmodell  zu untersuchen. Dies sollte bei

immunkompetenten Versuchstieren erfolgen. Die Hemmung der Phosphodiesterase-3 erhöht

die  Konzentration  an  zyklischem  Adenosinmonophosphat  (cAMP).  cAMP verbessert  die

Endothelfunktion und inhibitiert die Aggregation von Thrombozyten. Durch die zusätzliche

Hemmung  von  glatten  Gefäßmuskelzellen  wird  eine  gefäßerweiternde  Wirkung  erzielt.

Ebenfalls sind proangiogene Wirkungen von Cilostazol beschrieben. Die vorliegende Studie

hatte  zum  Ziel  den  Einfluss  von  Cilostazol  auf  die  Heilung  von  Kolonanastomosen  zu

untersuchen.  48  Sprague-Dawley-Ratten  erhielten  nach  5  Tagen   Vorbehandlung  mit

entweder  Cilostazol  (30mg/kg  KG  oder  60mg/kg  KG)  oder  Kochsalzlösung  eine

Kolonanastomose des Colons descendens mit 6/0 PDS Einzelknopfnähten.  3 bzw. 7 Tage

nach  Anastomose  wurden Verwachsungen  und  Berstungsdrücke  untersucht  und  die  Tiere

anschließend getötet.  Nach Gewebeentnahme erfolgte  die  histologische  Aufarbeitung und

Auswertung.   Kein  Versuchstier  entwickelte  einen  intraabdominalen  Abszess  oder  eine

Anastomoseninsuffizienz. Der mittlere Berstungsdruck der Anastomosen der verschiedenen

Versuchsgruppen  betrug  nach  3  Tagen  ~50mmHg  und  nach  7  Tagen  ~150mmHg.

Signifikante  Unterschiede  wurden  zwischen  den  Versuchsgruppen  nicht  beobachtet.

Lediglich die Anzahl der MPO-positiven Zellen 3 Tage nach Anastomosennaht und die der

CD68-positiven  Zellen  7  Tage  nach  Anastomosennaht  in  der  anastmosennahen  Mukosa

waren  nach  Cilo  60  Behandlung  signifikant  erhöht.  Die  weiteren  Analysen  von

Entzündungsreaktion,  Fibroblastenaktivität,  Angiogenese,  Apoptose,  Proliferation  und

Kollagenstoffwechsel zeigten keine signifikanten Unterschiede. Die ELISA-Messungen von

IL-6, IL-8, VEGF und TGF-ß waren zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen ebenfalls

nicht signifikant verschieden. Die Applikation des Phosphodiesterase-3-Inhibitors Cilostazol

bewirkte bei physiologischer Immunsituation und normaler Leberfunktion keine verbesserte

lokale Mikrozirkulation und keine verbesserte Heilung von Kolonanastomosen. 
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2 Abstract

Anastomotic  leckage  is  a  frequent  postoperative  complication  after  colonic  surgery  and

results in an increase of morbidity and mortality. Systemic and local factors have been shown

to influence the healing of colon anastomosis. The aim of the present study was to evaluate

the effect of a selective phosphodiesterase-3-inhibitor (Cilostazol) on anastomotic healing.

The  inhibition  of  phosphodiesterase-3  increases  the  concentration  of  cyclic  adenosine

monophosphate  (cAMP).  cAMP  improves  the  endothelial  function  and  inhibits  the

aggregation of platelets. By inhibiting the action of vascular smooth muscle cells it causes

also vasodilation. The aim of the present study was to analyze if an improved rheology and

microvascular  blood  perfusion  cause  an  improved  anastomotic  healing. Forthy-eight

Sprague-Dawley rats received after 5 days of pretreatment with either Cilostazol (30mg/kg

BW or 60mg/kg BW) or saline solution an anastomosis of the colon descendens with 6/0

PDS interrupted suture. After 3 or 7 days the animals were sacrified and the anastomoses

examined for their integrity and on bursting strength. A blind histological evaluation of the

newly formed tissue was performed. None of the rats developed an intraabdominal abscess or

an  anastomotic  insufficiency.  All  animals  presented  postoperative  adhesion.  Significant

differences were not observed. In all experimental groups the median anastomotic bursting

pressure after 3 days  was  ~50mmHg and  after  7 days  ~150mmHg. Only the number of

MPO-positive  cells  in  the  mucosa near  the anastomosis  after  3  days  and the analysis  of

CD68-positive cells  in  the mucosa near the anastomosis after  7 days  were significant  by

higher after Cilo 60 treatment. Further analyses of lymphocyte infiltration, fibroblast activity,

blood vessel density, apoptotic cell death, cell proliferation and collagen deposition showed

no  significant  differences  after  Cilo  compared  to  sham  treated  controls.  The  ELISA

measurements  analyzing IL-6,  IL-8,  VEGF and TGF-ß demonstrated  also  no  differences

between the different experimental groups. 

Thus,  administration  of  a  phosphodiesterase-3-inhibitor  did  not  enhance  the  local

microcirculation and thus did not improve anastomotic healing. 
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3 Einleitung

3.1 Klinischer Hintergrund

3.1.1 Physiologie der Anastomosenheilung

Um  die  Entstehung  von  Anastomoseninsuffizienzen  im  Intestinum  zu  verstehen,  ist  es

erforderlich, sich mit der Physiologie der Wundheilung zu beschäftigen. Dazu teilt man den

Heilungsprozess in drei Phasen ein, die inflammatorische, die proliferative und die reparative

Phase. (Abbildung 1)

Direkt nach der Anastomosennaht beginnt die inflammatorische Phase, die vier postoperative

Tage dauert. Diese hat die Aufgabe die Wunde zu verschließen. Durch die Exposition von

subendothelialem  Kollagen  wird  die  Gerinnungskaskade  aktiviert.  Es  resultiert  die

Freisetzung  von  Zytokinen  und  Wachstumsfaktoren.  Dadurch  wird  die  Migration  von

Neutrophilen,  Monozyten,  Endothelzellen  und  Fibroblasten  stimuliert.  Es  entsteht  ein

entzündliches Ödem sowie eine Exsudation von Fibrin, Fibrinogen und Blutbestandteilen. In

diesem Zusammenhang sind Makrophagen besonders wichtig, da sie nicht nur Bakterien und

Zellreste phagozytieren, sondern ebenfalls die Matrixsynthese regulieren. Außerdem sind sie

für die Angiogenese und die Rekrutierung und Aktivierung weiterer Zellen verantwortlich.
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Abbildung 1 - Dargestellt sind die drei Phasen (inflammatorische, 
proliferative und reparative Phase) der Anastomosenheilung im 

Intestinum und der jeweilige Zeitpunkt, zu dem die Infiltation der 
neutrophilen Granulozyten, der Makrophagen, der Fibroblasten und 

der Lymphozyten ihren Höhepunkt erreicht. 
(Marjanovic et Hopt, 2011)



Durch parakrine Effekte der von Makrophagen sezernierten Zytokine werden die sich im

Gewebe  befindenden  Lymphozyten  aktiviert,  die  wiederum  Interleukine  und  Interferone

sezernieren. Hierdurch werden wiederum Makrophagen stimuliert. Durch diesen parakrinen

Effekt wird die  Präsenz von Zytokinen im Wundgebiet verlängert.

In den ersten fünf postoperativen Tagen wird die Stabilität durch die Nahthaltekapazität der

mitgefassten Submukosa bestimmt. Die Nahthaltekapazität ist hauptsächlich vom Verhältnis

des  Auf-  und  Abbaus  des  Kollagens  abhängig.  Durch  die  Kollagenolyse  nimmt  der

Kollagengehalt bis zum 3. postoperativen Tag um bis zu 70% ab und erreicht damit seinen

Tiefpunkt.   Ab dem 4.  postoperativen  Tag verliert  die  Nahthaltekapazität  zunehmend  an

Bedeutung.  Die  entsprechenden  Kollagenasen  stammen  aus  neutrophilen  Granulozyten,

Fibroblasten,  Endothelzellen  und  Makrophagen.  Im  Vergleich  zum  Kolon  nimmt  im

Dünndarm die Kollagenkonzentration schneller zu. Dies könnte eine Erklärung für die höhere

Komplikationsrate bei Anastomosen im Bereich des Kolons sein. Aus diesem Grund ist der 3.

bis  5.  postoperative  Tag  eine  kritische  Phase  für  die  Entstehung  von

Anasomtomseninsuffizienzen.

Es folgt bis zum 14. postoperativen Tag die proliferative Phase. Diese ist durch eine hohe

Zelldichte, insbesondere an Fibroblasten und Endothelzellen, und dem Aufbau einer neuen

Bindegewebsschicht  gekennzeichnet.  Während  dieser  Phase  bildet  sich  die  Reiß-  und

Zugfestigkeit der Wunde aus. Ab dem 5. postoperativen Tag erreicht die Kollagensynthese

ihren Höhepunkt. Zunächst wird überwiegend Kollagen Typ III synthetisiert, das sich durch

eine höhere Elastizität im Vergleich zu dem später synthetisierten Typ I auszeichnet. Dadurch

und  durch  den  TGF-ß1-vermittelten  Phänotypenwechsel  von  Fibroblasten  zu

Myofibroblasten  entsteht  eine  Wundkontraktion.  Die  zunehmende  Festigkeit  der  Wunde

beruht auf einer vermehrten Synthese von Kollagen Typ I. Dies besteht aus festeren Fibrillen.

Die Synthese von Kollagen Typ III  nimmt bereits  nach einer  Woche wieder  deutlich ab.

Dagegen hält die Synthese von Kollagen Typ I konstant über zwei Wochen an, weswegen

sich im Laufe der Zeit das Verhältnis der beiden Kollagentypen zu Gunsten von Kollagen Typ

I verschiebt. Dies kann als ein Indikator für die Qualität der Anastomosenheilung gewertet

werden.

In dieser Phase nimmt die Angioneogenese ab. Sie beginnt am 4. postoperativem Tag und

hält  bis  zum Ende der Proliferationsphase an.  Aus den Venolen der Submukosa wandern

Endothelzellen  mittels  Pseudopodien  in  das  Granulationsgewebe  ein  und  bilden  dort  ein

Kapillarnetz.  Nach  ca.  zwei  Wochen  ist  dieser  Prozess  abgeschlossen.  Der  wichtigste

Regulationsfaktor  für  die  Angiogenese  ist  VEGF.  Auch  in  der  Spätphase  spielt  die
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Angiogenese eine wichtige Rolle und kann noch zu Insuffizienzen führen. Die Angiogenese

hat  ebenfalls  Einfluss  auf  die  Epithelheilung.  Bei  regelrechter  Wundheilung  ist  der

Epitheldefekt am Ende der Proliferationsphase komplett verheilt.

Zuletzt findet die reparative Phase statt, die länger als ein Jahr dauern kann. Während dieser

Phase schreitet die Umwandlung von Kollagen Typ III zu Kollagen Typ I voran, wodurch die

Festigkeit der Anastomose steigt. Außerdem verändert sich die strukturelle Anordnung der

Kollagenfibrillen,  was  zu  einer  erhöhten  Festigkeit  führt.  Zusätzlich  kommt  es  zu  einer

Quervernetzung mittels  Prolinhydroxylierung.  Nach etwa vier  Wochen hat  die  Narbe die

gleiche  mechanische  Stabilität  wie  ein  unversehrter  Dünndarm.  Durch  die  verzögerten

Heilungsvorgänge im Kolon dauert es hier vier Monate, um eine 75% Wiederherstellung der

normalen Festigkeit zu erreichen. (Marjanovic et Hopt, 2011)

Somit  wird  die  Wundheilung  neben  der  chirurgischen  Technik  von vielen  verschiedenen

Faktoren beeinflusst.  Trotzdem ist  eine spannungsfreie,  gut  durchblutete  Anastomose,  die

primär  suffizient  genäht  wurde,  eine  Grundvoraussetzung  für  eine  komplikationslose

Wundheilung.  Jedoch bestehen viele  andere  Risikofaktoren,  auf  die  im Folgenden weiter

eingegangen werden soll (Abbildung 2).

Ein  wichtiger  Risikofaktor  für  eine  Anastomoseninsuffizienz  ist  ein  erhöhter  Blutverlust.

Zum einen ist die Sauerstoffversorgung des Wundgebietes durch einen erniedrigten Hb-Wert

herabgesetzt.  Zum anderen  wird  durch  Transfusionsblut  die  Anastomosenheilung  gestört.

Dies ist durch eine veränderte Antwort von T-Zellen und Makrophagen bedingt. Außerdem

konnte  gezeigt  werden,  dass  die  Kollagenqualität  durch  die  Applikation  von
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Abbildung 2 - Risikofaktoren für eine Anastomoseninsuffizienz sortiert nach 
chirurgischen, patienteneigenen und äußeren Faktoren

(Marjanovic et Hopt,  2011) 



Erythrozytenkonzentraten herabgesetzt wird (Boccola et al., 2010).

Hinzu kommt,  dass  die  Gabe von mehr  als  8000ml  Flüssigkeit  in  einer  Periode  von 72

Stunden  prä-  und  intraoperativ  eine  signifikante  Erhöhung  des  Risikos  einer

Anastomoseninsuffizienz zur Folge hat. Der Grund hierfür liegt in der erhöhten Neigung zu

interstitiellen Ödemen im Operationsgebiet bei Hyperhydration (Boccola et al., 2010).

Weiterhin  ist  Tabakkonsum  ein  Risikofaktor.  Dies  liegt  zum  einen  an  der  von  Nikotin

induzierten Vasokonstriktion und zum anderen an der von Kohlenstoffmonoxid induzierten

zellulären Hypoxie. Die daraus resultierende Unterversorgung mit Sauerstoff führt zu einer

Verminderung des Kollagenaufbaus (Sørensen et al., 1999). 

Durch  die  bessere  Behandlung  von  kolorektalen  Karzinomen  und  die  Resektionen  in

fortgeschrittenen Stadien werden nicht nur mehr Kolonanastomosen durchgeführt,  sondern

das  Patientenkollektiv  wird  auch  immer  älter.  Aus  diesem  Grund  werden  immer  mehr

multimorbide Patienten behandelt. 

Diabetes mellitus ist ein wichtiger Risikofaktor für Anastomoseninsuffizienzen. Hauptgrund

dafür ist eine verminderte Umwandlung von Kollagen Typ III zu Kollagen Typ I. Zwar ist so

der  Gesamtgehalt  an  Kollagen  nicht  vermindert  aber  die  Festigkeit  der  Anastomose

herabgesetzt. Der genaue Zusammenhang ist noch nicht abschließend geklärt. Vermutet wird

eine höhere Glykosilierung der Proteine bei einer diabetischen Stoffwechsellage und dadurch

eine Behinderung des Kollagenumbaus (Onodera et al., 2004). Außerdem ist die Aktivierung

der Makrophagen verzögert und die T-Zell Migration behindert, was zu einer Verlängerung

der inflammatorischen Phase führt (Rosenberg, 1990).

Auch  mikrovaskuläre  Erkrankungen  verschlechtern  die  Anastomosenheilung.  Die

vorgeschädigten Intimazellen in den Gefäßen sind empfindlicher für Serotonin. Dies führt zu

einer  Vasokonstriktion  und  somit  zu  einer  verminderten  Durchblutung  der  Anastomose.

Aufgrund des  daraus  resultierenden Sauerstoffmangels  ist  die  Wundheilung beeinträchtigt

(Fawcet et al., 1995).

Arteriosklerose ist ein weiterer Risikofaktor, der eine Anastomoseninsuffizienz begünstigen

kann. Der Grund hierfür ist, dass Arteriosklerose zu einer Ischämie in den Randbereichen der

Anastomose und damit  zu  einer  gestörten  Wundheilung führt.  In  diesem Zusammenhang

konnte ein erhöhter Calcium-Spiegel als Risikofaktor nachgewiesen werden (Komen et al.,

2011).

Auch eine Leberzirrhose wirkt sich negativ auf die Wundheilung im Anastomosenbereich

aus.  Der  Kollagengehalt  ist  bei  Leberzirrhose  während  der  gesamten  Wundheilung

herabgesetzt.  Außerdem liegt  ein  niedrigerer  Hydroxyprolingehalt  vor.  Hydroxyprolin  ist
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essentiell  für  die  Quervernetzung  von  Kollagen  und  damit  wichtig  für  die  Festigkeit.

Außerdem  ist  die  VEGF  Expression  bei  Leberzirrhose  niedriger  und  damit  auch  die

Angiogenese vermindert. Wie oben dargestellt ist somit eine der wichtigsten Voraussetzungen

für eine ungestörte Wundheilung nicht gegeben (di Bonifácio et al., 2011).

Neben  diesen  und  anderen  Erkrankungen  haben  auch  verschiedene  Medikamente  einen

negativen Einfluss auf die Wundheilung im Intestinum. Auf Grund der Tumorchirurgie haben

Chemothrapeutika hier eine besondere Bedeutung. Diese wirken sich ebenfalls negativ auf

die Wundheilung  aus. Sie werden im Therapieregime von kolorektalen Karzinomen häufig

neoadjuvant  angewandt.  Hier  konnte  gezeigt  werden,  dass  es  eine  signifikant  höhere

Sepsisrate bei Patienten mit neoadjuvanter Chemotherapie gab als bei Patienten, bei denen

präoperativ keine Chemotherapie durchgeführt wurde (Buie, 2005). 

Ebenfalls  ist  in  diesem  Zusammenhang  die  präoperative  Radiotherapie  bei

Rektumkarzinomen  zu  nennen.  Sie  stellt  einen  wichtigen  Teil  der  Therapie  dar.  Aber

gleichzeitig erhöht sie das Risiko einer Anastomoseninsuffizienz (Matthiessen, 2003).

3.1.2 Klinische Relevanz der Anastomoseninsuffizienz

Trotz  technischer  Fortschritte  in  der  Viszeralchirurgie  liegt  die  Rate  von

Anastomoseninsuffizienzen  je  nach  Studie  bei  kolorektalen  Anastomosen  bei  4  bis  26%

(Boccola  et  al.,  2010).  Anastomoseninsuffizienzen  sind  assoziiert  mit  schwerwiegenden

Komplikationen,  wie  zum  Beispiel  Peritonitis  und  pelvinen  Abszessen.  Diese

Komplikationen führen zu einer Mortalitätsrate von 6-39% und das Risiko einer permanenten

intestinalen Diskontinuität mit Stomaanlage (10-100%). Diese Zahlen legen nahe, dass die

Reduktion der Rate von Anastomoseninsuffizienzen für die  Reduktion der  Mortalität  und

Morbidität essentiell ist.

Auf den Risikofaktor  der Lage der Anastomose kann keinen Einfluss genommen werden

(Buchs et al., 2007). Auch der Versuch durch neue Operationsmethoden eine bessere Heilung

zu  gewährleisten,  brachte  keinen  signifikanten  Erfolg.  So  zeigte  sich  kein  signifikanter

Unterschied zwischen handgenähten Anastomosen und Stapleranastomosen. Die Hoffnung,

dass  durch  die  gleichmäßige  Anastomose  des  Staplers  auch  eine  geringere  Rate  an

Insuffizienzen entstehen würde, konnte nicht bestätigt werden. Es zeigte sich lediglich eine

höhere  Rate  an  Stenosen  bei  mit  Stapler  angelegten  Anastomosen.  Allerdings  kann  bei

ultratiefen Anastomosen mittels Stapler eine Anastomose angelegt werden, wo zuvor nur die

Anlage eines primären Anus praeter möglich war (Boccola et al, 2010).

Laparoskopische  Operationen  werden  aufgrund  der  deutlich  geringeren  Invasivität  als
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Operationsmethode empfohlen. Es zeigte sich, dass kein signifikanter Unterschied in Bezug

auf Anastomoseninsuffizienzen besteht (Boccola et al, 2010). 

Eine  weitere  Überlegung  bestand  darin,  die  arterielle  Versorgung  nicht  direkt  proximal

abzusetzten, sondern weiter distal. Dadurch sollte eine bessere Durchblutung der Wundränder

gewährleistet werden. Allerdings zeigte sich sowohl im Dopplerultraschall als auch bei der

Bestimmung  des  Sauerstoffgehaltes  in  den  Wundrändern,  dass  zwischen  den  beiden

Methoden kein Unterschied in der Durchblutung besteht. Doch da das proximale Absetzten

der Gefäße technisch einfacher ist, wird diese Methode bevorzugt (Caziuc et al, 2015).

Die Anlage einer Drainage ist nur förderlich, um eine Anastomoseninsuffizienz des Kolons

zu  erkennen, indem man den Austritt von Eiter oder Faeces beobachtet. So können durch

frühzeitige Intervention Komplikationen wie Peritonitis und die Ausbildung von Abszessen

reduziert  und  Revisionen  verringert  werden.  Allerdings  senkt  es  nicht  die  Rate  der

aufgetretenen Insuffizienzen (Boccola et al., 2010).

Die Anlage eines protektiven Stomas zur Entlastung der Anastomose brachte ebenfalls keinen

signifikanten Unterschied  beim Auftreten  von Anastomoseninsuffizienzen (Boccola et  al.,

2010).

Es wurde der Versuch unternommen, über eine intraoperative Testung der Durchblutung und

direkte  Anastomosenkontrolle  ein erhöhtes  Risiko zu erkennen.  Dabei  hat  sich allerdings

keine  der  Methoden  etabliert.  Zwar  zeigten  sich  gute  Ergebnisse  durch  Laser-Doppler-

Fluxmetrie  und  Dopplerultraschalluntersuchung  zur  Evaluation  einer  ausreichenden

Durchblutung der Anastomosenränder, jedoch wurde die Technik noch nicht routinemäßig in

der Klinik etabliert (Boccola et al, 2010).

Die  Risikofaktoren  zeigen,  dass  es  wichtig  ist,  Möglichkeiten  zu  finden,  um die

Heilung  der  Anastomosen  zu  verbessern.  Eine  einfache  Methode  wäre  dabei  die

Verabreichung  von  Medikamenten,  die  einen  positiven  Effekt  auf  die

Heilungsvorgänge im Intestinum haben. Ein solcher Kandidat ist dabei Cilostazol.
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3.2 Cilostazol

Cilostazol ist ein Phosphodiesterase-III-Hemmer, der aktuell eine Zulassung für die periphere

arterielle Verschlusskrankheit hat (Abbildung 3). Diese Indikation zeigt bereits ein Potential

für die Verbesserung der Durchblutung.

3.2.1 Wirkung

Cilostazol ist ein selektiv-reversibler Inhibitor der Phosphodiesterase Typ 3, den Subtyp des

kardiovaskulären  Systems.  Die  Zielzellen  sind  dementsprechend  Thrombozyten,

Gefäßendothelien,  glatte  Muskelzellen  der  Gefäße  und  Kardiomyozyten.  Durch  die

Hemmung von Phosphodiesterase-3 wird der Abbau von cAMP in den Zellen gehemmt und

die intrazelluläre Konzentration wird erhöht. Außerdem verhindert Cilostazol, dass Adenosin

von Erythrozyten aufgenommen wird. So wird die Konzentration von Adenosin interstitiell

erhöht.  Dadurch werden die Adenosin-A2-Rezeptoren vermehrt aktiviert.  Über diese wird

wiederum die Bildung von cAMP in den Zellen erhöht. Die einzige Ausnahme bilden hier die

Herzmuskelzellen, die nicht über den Adenosin-Rezeptor aktiviert werden und in denen es

deshalb  nur  über  die  Hemmung  der  Phosphodiesterase  zu  einer  Erhöhung  des  cAMP-

Spiegels kommt (Abbildung 4) (Schrör, 2002).

An den Thrombozyten bewirkt Cilostazol eine Hemmung der Aggregation ohne gleichzeitig

die  Blutungszeit  zu  verlängern.  Nach  dem  Absetzen  normalisiert  sich  die

Thrombozytenaggregation  innerhalb  von  48-96h  ohne  eine  überschießende

Gerinnungsreaktion (Kambayashi et al., 2003).
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Abbildung 3 - Chemische Darstellung von 
Cilostazol (6-[4-(1-Cyclohexyl-1H-tetrazol-5-

yl)butoxy]-3,4-dihydrochinolin-2-on) 
(Schrör, 2002)



An den glatten Muskelzellen der Gefäße hat Cilostazol eine relaxierende und antiproliferative

Wirkung. An den Endothelzellen wirkt es ebenfalls antiproliferativ.  Außerdem hemmt die

intrazelluläre cAMP-Erhöhung die Expression der Adhäsionsmoleküle. Zusätzlich fördert es

die Neoangiogenese und hemmt die Apoptose.  An den Herzmuskelzellen wirkt es positiv

chronotrop und ionotrop (Schrör, 2002).

Weiterhin  führt  Cilostazol  zu  einer  Erhöhung  der  HDL bei  gleichzeitiger  Senkung  der

Triglyceride.  Dabei bewirkt  es keine Änderung der  LDL oder des Gesamtcholesterins im

Serum (Schrör, 2002).

3.2.2 Pharmakokinetik und -dynamik

Cilostazol sollte 30 min vor oder 2h nach dem Essen eingenommen werden, da die Einnahme

mit Nahrungsmitteln zu einer erhöhten Aufnahme führen kann und damit zu einem Anstieg

der maximalen Plasmakonzentration. Das wiederum kann zu einem erhöhten Auftreten von

Nebenwirkungen führen. Nach etwa 4 Tagen wird ein steady state erreicht. Nach Resorption

liegt der proteingebundene Anteil bei 95-98%.

Abgebaut  wird  Cilostazol  durch  das  Cytochrom-P450  System,  insbesondere  durch  die

Isoenzyme  CYP  3A4,  CYP  2C19  und  in  geringerem  Maß  CYP  1A2.  Durch  die

intrahepatische Metabolisierung entstehen als Hauptmetabolite Dehydro-Cilostazol und 4`-
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Abbildung 4 - Schematische Darstellung der Wirkungsweise 
von Cilostazol. Durch die Hemmung der PDE3 wird cAMP 

interzellulär erhöht. Gleichzeitig steigt durch die verminderte 
Aufnahme von Adenosin in Erythrozyten der interstitielle 

Gehalt von Adenosin. Dies führt zu einer erhöhten Aktivierung 
der Adenosinrezeptoren und damit zu einer erhöhten 

Produktion von cAMP.
(Schrör, 2002)



trans-Hydroxy-Metabolite. Nach der Metabolisierung werden 74% renal und 26% hepatisch

eliminiert.  Die  Eliminationshalbwertszeit  beträgt  10h.  Daraus  ergeben  sich  auch  die

Kontraindikationen bei  einer  mittelschweren bis  schweren Leberfunktionsstörung und bei

einer  schweren  Niereninsuffizienz  (GFR  <  25ml/min).  Außerdem  ist  Cilostazol  bei

Überempfindlichkeit, Schwangerschaft oder Blutungsneigung kontraindiziert (Schrör, 2002).

3.2.3 Nebenwirkungen und Wechselwirkungen

Die  wichtigsten  Nebenwirkungen  entstehen  durch  die  vasodilatatorische  Wirkung  von

Cilostazol. Diese sind Kopfschmerzen und Diarrhoe, die mit einer Häufigkeit von bis zu 30%

bzw. 15% auftreten.  In der Regel nehmen sie nach 1-2 Wochen ab. Weitere beschriebene

Nebenwirkungen sind Schwindel, periphere und Gesichtsödeme, Palpitationen, Tachykardie,

Arrhythmien (z.B. ventrikuläre Extrasystolen), Angina pectoris, Juckreiz und Hautausschlag.

Dadurch dass Cilostazol über Cytochrom P450 abgebaut wird, kann es zu Wechselwirkungen

mit anderen Medikamenten führen. Bei gleichzeitiger Gabe von zum Beispiel Diltiazem und

Omeprazol sowie Grapefruitsaft kann eine Erhöhung der Serumkonzentration auftreten.

3.2.4 Mögliche Wirkung von Cilostazol auf Kolonanastomosen

Wie oben beschrieben ist  einer  der  wichtigsten  Effekte  von Cilostazol  die  Vasodilatation

durch die  Inhibition  von Adenosin,  welche  als  Nebeneffekt  bei  der  Gabe von Cilostazol

beobachtet wurde. Dies betrifft vor allem die arterielle Blutversorgung (Weintraub, 2006),

die  dann  eine  Verbesserung  der  Durchblutung  bewirkt.  Dies  wurde  auch  im  Intestinum

beobachtet.  Eine  verbesserte  Durchblutung  ist  wiederum  essentiell  für  die

Anastomosenheilung (Kambayashi et al., 2003).

Außerdem wurde eine gesteigerte Angiogenese durch die Gabe von Cilostazol beobachtet.

Die Förderung der Angiogenese würde die Durchblutung der Wunde optimieren und dadurch

die  Wundheilung  fördern  (Hori  et  al.,  2012).  Außerdem  wurde  eine  verbesserte

Frakturheilung  unter  Cilostazolgabe  festgestellt.  Dies  bewirkt  Cilostazol  unter  anderem

dadurch, dass es die Angiogenese fördert. (Herath et al., 2015).

Aufgrund der nicht verlängerten Blutungszeit trotz der Thrombozytenhemmung besteht kein

erhöhtes Blutungsrisiko (Kambayashi et al., 2003).

All diese positiven Eigenschaften legen den Schluss nahe, dass die Gabe von Cilostazol einen

günstigeren Einfluss auf die Heilung einer Anastomose haben könnte. Somit wollten wir in

der  vorliegenden Studie den positiven Effekt  von Cilostazol  auf die  Anastomosenheilung

überprüfen.
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4 Ziel der Studie

4.1 Fragestellung

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt von Cilostazol in zwei verschiedenen 

Dosierungen auf die Anastomosenheilung am Kolon gegenüber einer Sham-Gruppe 

untersucht. Das Medikament wurde Sprague Dawley Ratten oral verabreicht. Dabei waren 

folgende Fragestellungen von Interesse:

• Hat die Gabe von Cilostazol einen positiven Effekt auf die Festigkeit der 

Anastomose?

• Findet eine verbesserte Kollagensynthese statt?

• Wird die Angiogenese durch die Gabe von Cilostazol verstärkt?

• Hat Cilostazol einen Effekt auf die inflammatorische Reaktion nach Anlage der 

Anastomose?

• Zeigt sich ein zeitlich verändertes Verhältnis von Kollagen I und III?
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5 Material und Methoden

5.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Die  Versuche  wurden  nach  den  Bestimmungen  des  bundesdeutschen  Tierschutzgesetz

durchgeführt.  Der  Versuch  wurde  durch  das  Landesamt  für  Gesundheit  und

Verbraucherschutz  Abteilung  C  „Lebensmittelwesen,  Veterinärwesen“  genehmigt

(Genehmigungsnummer: 4411, Tierschutz- beauftragte Frau Dr. med. vet. Monika Frings).

Die  48  Sprague  Dawley  Ratten  stammten  aus  der  eigenen  Züchtung  des  Institutes  für

klinisch-experimentelle  Chirurgie  der  Universität  des  Saarlandes.  Im  Institut  wurden  die

Tiere  für  die  Dauer  der  Versuche  in  vollklimatisierten  Räumen  mit  einem Hell-Dunkel-

Rhythmus von 12 Stunden gehalten (Lufttemperatur 22°C, Luftfeuchtigkeit 55%, +/- 10%).

Ihr Gewicht lag zu Beginn der Experimente bei durchschnittlich 262g.

Die Ratten erhielten Standardlaborfutter  (Fa.  Altromin, Lage,  BRD). Nach der operativen

Colonanastomose  erhielten  die  Tiere  100 ml  Fresubin  Flüssignahrung pro  Ratte  pro  Tag

sowie zu jeder Zeit Wasser ad libidum. Postoperativ wurde dem Wasser Caprofen (Pfitzer

Inc., New York, USA) zur Schmerzbekämpfung zugesetzt. Aktivität und Allgemeinzustand

der Tiere wurde täglich überprüft.

5.2 Versuchsgruppen

Operiert wurden 48 weibliche Sprague Dawley Ratten mit einem durchschnittlichen Gewicht

von 262g. Insgesamt bestand der Versuch aus 6 Gruppen à 8 Tieren. 16 Tiere erhielten täglich

ab  dem 5.  präoperativen  Tag  30mg  Cilostazol/kg  KG (Cilo  30-Gruppe),  16  Tiere  60mg

Cilostazol/kg KG (Cilo 60-Gruppe), wobei das Cilostazol  vollständig in NaCl gelöst wurde.

Aus  jeder  der   Gruppen  wurde  bei  je  8  Tieren  die  Anastomosenentnahme  am  3.

postoperativen  Tag  und  bei  8  Tieren  am  7.  postoperativen  Tag  durchgeführt.  16  Tiere

erhielten täglich 0,2 ml NaCl pro 100g KG ab dem 5. präoperativen Tag als Kontrollgruppe

(Sham-Gruppe).  Auch  hier  wurde  bei  8  Tieren  die  Anastomosenentnahme  am  3.

postoperativen Tag und bei 8 Tieren am 7. postoperativen Tag durchgeführt.  Die Substanzen

wurden per os über eine Knopfkanüle in einer Isoflurankurznarkose verabreicht. Bei dieser

Gelegenheit wurde der Allgemeinzustand der Tiere sowie die Operationswunden begutachtet,

um  bei  möglichen  Komplikationen  gegebenenfalls  einschreiten  zu  können  und  so  ein

unnötiges Leiden der Tiere zu verhindern.
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5.3 Chirurgisches Vorgehen

5.3.1 Descendo-Descendostomie

Die  Operationen  fanden  unter  keimarmen  Bedingungen  in  speziell  dafür  eingerichteten

Räumen  des  Instituts  für  klinisch-experimentelle  Chirurgie  des  Universitätsklinikums  des

Saarlandes (Gebäude 65 und 66, Campus Universitätsklinikum Homburg/Saar) statt.

Präoperativ wurde das Gewicht der Tiere bestimmt und dokumentiert. Anschließend wurde

ihnen  ihre  tägliche  Medikamentendosis  verabreicht.  Die  Narkoseeinleitung  wurde  mittels

Isofluran in speziellen Narkoseboxen bei einem O2-Flow von 3l und einem Isofluran Anteil

bis zu 5% vorgenommen. Anschließend erhielten die Ratten eine Mischung aus 5 mg/kg KG

Xylazin (Rompun, Bayer HealthCare AG, Leverkusen, BRD) und 80 mg/kg KG Ketamin

(Pharmacia GmbH, Erlangen, BRD) intraperitoneal zur Aufrechterhaltung der Narkose. Eine

selbstständige  Atmung  war  dadurch  jederzeit  gegeben.  Die  durchschnittliche  OP-Dauer

betrug etwa 1h. Die Tiere wurden während dieser Zeit auf einer Platte gelagert, fixiert und

mittels Infrarotlampe gewärmt.

Es  folgten  Rasur  des  Abdomens,  Abwaschen  mit  Wasser  und  Tupfer  und  anschließende

Desinfektion der Haut mittels Sprühdesinfektion (Softasept N B,.Braun Melsungen GmbH,

Melsungen, BRD).
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Abbildung 5 - Es wurden Haltefäden zu Beginn der Naht der 
Anastomose vorgelegt, die mittels Klemme (links im Bild) 

fixiert wuden. So konnte die Anastomose beim Nähen 
auseinander gehalten werden.



Nach medianer Laparotomie wurde der Dünndarm und das Coecum auf einer Kompresse

ausgelagert  und  mittels  einer  in  0,9%-tiger  NaCl-Lösung  geträngten  Kompresse  feucht

gehalten. Danach wurde mittels einer heparinisierten Hohlnadel 1ml Blut aus der Vena cava

inferior  entnommen.  Nach  ausreichender  Blutstillung  wurde  das  Colon  transversum

dargestellt  und  mittels  Laser  Doppler  Blood  Flow  Monitor  (Moor  instruments  Inc.,

Wilmington, UK) FLUX, CONC und  DC an vier Stellen von proximal nach distal bestimmt.

Anschließend wurde das Colon descendens dargestellt und ebenfalls FLUX, CONC und DC

von proximal  nach distal  an vier  Stellen bestimmt.  Danach erfolgte  die  Transsektion des

Colon  descendens  etwa  3  cm  unterhalb  der  Flexura  coli  sinistra.  Eventuell  vorhandene

Kotballen  wurden  mittels  Wattestäbchen  entfernt.  Die  Verletzung  der  blutversorgenden

Gefäßarkade aus dem Bereich der A. mesenteria inferior konnte weitestgehend verhindert

werden.  Eine  Blutstillung  wurde,  falls  nötig,  durch  Kompression  der  Gefäße  mit  einem

Wattestäbchen  durchgeführt.  Die  gesamte  Anastomose  wurde  mit  einem PDS 6-0  Faden

(Ethicon  GmbH&Co.KG,  Nordersted,  BRD)  unter  einer  10-fachen  Vergrößerung  genäht

(Mikroskop: Zeiss Axiotech Mikroskop, Oberkochen, BRD). Zuerst wurden mesenterial und

antimesenterial allschichtige Einzelknopfnähte vorgelegt. Die jeweiligen Enden des Fadens

wurden mit einer Klemme versehen und der Darm durch leichten Zug in eine ideale Position

gebracht  (Abbildung 5).   Danach wurde die  Vorderseite  mit  Einzelknopfnähten in  einem

Abstand  von  etwa  2mm  evertiert  adaptiert  (Abbildung  6).  Die  Einstiche  erfolgten  von

extraluminal. Es wurde darauf geachtet, dass nur die äußere Schicht der Mukosa miterfasst

wurde, um sogenannte Mukosalippen zu vermeiden. Anschließend wurde der Darm in seiner

Sagittalachse gedreht und die Rückseite auf dieselbe Weise adaptiert. Anschließend wurde

der Darm wieder in seine ursprüngliche Position gebracht. Pro Anastomose wurden auf diese

Weise etwa 15 Einzelknopfnähte benötigt.
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Abbildung 6 - Einzelknopfnaht einer Kolonanastomose



Anschließend  wurde  die  Bauchhöhle  auf  eventuelle  Blutungsquellen  inspiziert.  Zum

Abschluss wurde mit auf 30°C angewärmter 0,9% NaCl-Lösung mehrfach die Bauchhöhle

gespült. Das Coecum und der Dünndarm wurden ins Abdomen zurückgelagert. Mit einem

Propylen  3-0  Faden  (Prolene,  Ethicon  GmbH&CoKG,  Norderstedt,  BRD)  wurden

gemeinsam das Peritoneum, die Bauchmuskulatur und die Faszie fortlaufend verschlossen.

Anschließend  wurde  die  Haut  ebenfalls  fortlaufend  mit  einem  Polypropylen  3-0  Faden

verschlossen.  Abschließend  wurde  die  Wunde  erneut  desinfiziert.  Um einen  eventuellen

Wärmeverlust auszugleichen, wurden die Tiere für eine Stunde bis zu ihrem vollständigen

Erwachen unter eine Rotlichtlampe gelegt. 

5.3.2 Postoperativer Verlauf und Leckagen

Nach der Operation bis zum Entnahmetag erhielt jedes Tier etwa 100 ml/d Fresubin mit 2

kcal/ml (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, BRD) anstatt Nahrungspellets.

Bei der täglich fortgeführten Medikamentenverabreichung wurden die Ratten auf Zeichen

einer möglichen Komplikation inspiziert. Die Tiere wurden weiterhin täglich gewogen. Es

wurde  auf  möglichen  Stuhlverhalt  geachtet.  Außerdem  wurde  kontrolliert,  ob  eine

Verschlechterung  des  Allgemeinbefindens  wie  verminderter  Bewegungsdrang,

Verschmutzung  um  die  Augen  durch  vernachlässigte  Hygiene  oder  ein  aufgetriebenes

Abdomen auftrat.

5.3.3 Anastomosenentnahme

Am 3. bzw. 7. postoperativen Tag wurde die Narkose der Versuchstiere mit Isofluran in einer

Narkosebox eingeleitet und mit 3ml/kg KG Narcoren (Merial GmbH, Halbergmoos, BRD)

intraperitoneal fortgeführt. Anschließend wurde eine mediane Laparotomie durchgeführt und

Coecum und  Dünndarm ausgelagert.  Dann  wurden  2ml  Blut  aus  der  Vena  cava  inferior

entnommen. 

Bei Freilegung der Anastomose wurden, wenn nötig, Verwachsungen gelöst. Anschließend

wurde mittels Laser Doppler Blood Flow Monitor (Moor instruments Inc., Wilmington, UK)

FLUX, CONC und DC bestimmt. Zuerst wurden an vier Stellen am Colon transversum von

proximal nach distal und anschließend am Colon descendens an je vier Stellen proximal und

distal  der Anastomose von links nach rechts Messungen durchgeführt.  Danach wurde der

Berstungsdruck wie unten beschrieben gemessen. Die Anastomose wurde entnommen und an

der  primären  Insuffizienzstelle  längs  eröffnet.  Das  Präparat  wurde  in  vier  gleiche  Teile

aufgeteilt.  Von links  nach  rechts wurden die  Teile  in  den Lysis-Puffer,  Kryo,  Tissue-Tek
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(Weckert Labortechnik, Kitzingen, BRD) und Formalin konserviert, so dass die schwächste

Stelle  der   Anastomose  im  Lysis-Puffer  und  im  Formalin  zu  finden  ist.  Bis  auf  die

Formalinproben wurden alle Proben in flüssigem Stickstoff asserviert und anschließend bei

-80°  C  aufbewahrt.  Anschließend  wurden  die  Tiere  mittels  einer  Überdosis  Narcoren

eingeschläfert.

Zum Schluss wurde eine Probe der Leber  entnommen und ebenfalls  in Kryo,  Tissue-Tek

(Weckert Labortechnik, Kitzingen, BRD) und Formalin aufgeteilt. 

5.4 Physikalische und histologische Analysen

5.4.1 Berstungsdruck

Das Colon descendens wurde etwa 3 cm proximal der Anastomose durchtrennt. Dann wurden

die Kotballen aus dem distalen Teil des Colon und dem Rektum entfernt. Eine Knopfkanüle

wurde über den Anus eingeführt und mittels Faden etwa 2 cm unterhalb der Anastomose

fixiert. Außerdem wurde so der Darm nach distal wasserdicht verschlossen. Der Darm wurde

über die Knopfkanüle mit Wasser gespült und so überflüssige Luft aus dem Darm entfernt.

Anschließend  wurde  eine  zweite  Knopfkanüle  über  den  eröffneten  Darm  proximal  der

Anastomose eingeführt und ebenfalls mit einem Faden fixiert. Nach erneuter Entlüftung des

Darms über die Knopfkanüle wurde die proximale Knopfkanüle an einen Arterienkatheter

angeschlossen  (Aesculap  AG,  Tuttlingen,  BRD).  Über  einen  Patientenmonitor  wird  der

Druck innerhalb des Kolons abgenommen (Infinity Omega S-Solution, Drägerwerk AG und
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Abbildung 7 - Die Anastomose wurde auf Filterpapier 
gelagert, am proximalen Ende den Druckabnehmer, 

am distalen Ende die Pumpe angeschlossen.

Abbildung 8 - Nach Ruptur der Anastomose ist 
Wasser auf dem Filterpapier zu sehen. Das Kolon ist 

prall gefüllt.



Co,  Lübeck,  BRD).   Dann  wurde  der  Darm  vom  Mesocolon  abgetrennt  und  auf  ein

Löschpapier  gelegt,  um  so  eine  bessere  Beurteilung  des  Austritts  von  Wasser  zu

gewährleisten (Abbildung 7).

Der Darm wurde mit 2ml 0,9% NaCl gefüllt und dann die distal gelegene Knopfkanüle an

einen Perfusor (Secura FT, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, BRD) angeschlossen, der

auf 30ml/h eingestellt wurde. Über den Monitor wurde der Druck durchgehend abgeleitet bis

an der Anastomose der erste Flüssigkeitsaustritt zu sehen war (Abbildung 8). Der Druckwert

wurde zu diesem Zeitpunkt dokumentiert. 

5.4.2 Histologie

Das nach Beendigung des Experimentes entnommene Stück Colon descendens wurde für drei

Tage in 4% phosphatgepuffertem Formalin fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet.

Von  diesem  Gewebe  wurden  Schnitte  (5µm)  angefertigt,  die  für  die  Hämatoxilin-Eosin

Färbung (HE),  die  Sirius  red  Färbung und die  weiteren  immunhistologischen  Färbungen

verwendet  wurden  (Abbildung  9).  Die  CD31  Färbungen  wurden  aus  den  in  Tissue  tek

fixierten Proben hergestellt.
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Abbildung 9 - Ausschnitt aus einer Kolonanastomose in 
Hämatoxilin-Eosin Färbung (HE). Der Pfeil markiert die 

Anastomose.

1mm



5.4.2.1  Quantitative Kollagenbestimmung

Die Paraffinschnitte wurden mit  Sirius red-Lösung (Sigma-Aldrich,  St- Louis,  USA) eine

Stunde lang gefärbt.

Für  die  fluoreszensmikroskopischen Messungen wurden die  Sirius  red  gefärbten  Schnitte

verwendet. Über das Mikroskop (DP73, Olympus, Tokio, Japan) wurde nach Anregung mit

Licht  der  Wellenlänge  450-490nm die  verschiedenen  Kollagene  sichtbar.  Dabei  war  das

festere  Kollagen  I  in  einem  rot-orangenen  Farbton  (600-650nm)  und  das  weniger  feste

Kollagen III in einem grünlichen Farbton (500-550nm) zu sehen (Abbildung 10). Für jede

Probe  wurden  15  HPF  der  Kollagenschnitte  ausgewertet.  Anschließend  wurde  mittels

cellSense Dimension (Olympus Corporation, Tokio, Japan) der Kollagengehalt anhand der

Farbspektren als  Fläche und als  Anteil  im Bild in Prozent bestimmt. In Excel (Microsoft

Excel  XP,  Mikrosoft  Cooperation,  USA)  wurde  dann  das  Verhältnis  von  Kollagen  I  zu

Kollagen III  anhand des prozentualen Anteils  in den Schnitten gebildet (Grommes et  al.,

2013).
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Abbildung 10 - In den mit Sirius red gefärbten Präparat aus 
einer Kolonanastomose wurden mittels 

Fluoreszenzmikroskopie Kollagen I (gelb) und III (grün) 
darsgestellt.

40 µm



5.4.2.2 Immunhistologie

5.4.2.2.1  Caspase 3 

Als Indikator  für  apoptotischen Zelltod diente  Caspase  3 (Cystein-Apartylproteasen).  Zur

immunhistochemischen  Färbung  wurde  ein  cleaved  Caspase  3  Antikörper  (1:100,  New

England Biolabs, Frankfurt, BRD) verwendet. Dieser erkennt Caspase-3-Fragmente (17/19

kDa) in Zellen, nicht aber Caspase 3 in voller Länge. Über Nacht wurden die Schnitte bei

Raumtemperatur  mit  diesem  Antikörper  inkubiert.  Als  sekundärer  Antikörper  wurde  ein

biotin-markierter  Ziege-anti-Kaninchen  Antikörper  (ab3387,  abcam,  Cambridge,  UK)

verwendet  und  für  40  Minuten  bei  Raumtemperatur  in  einer  Feuchtkammer  inkubiert.

Anschließend  wurde  Streptavidin-Peroxidase  aufgetragen  (1:50  in  PBS verdünnt,  Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.  Als Chromogen

wurde 3,3`Diaminobenzidin (DAB, D-4168, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) verwendet. Die

Schnitte wurden mit Hämalaun nach Mayer gegengefärbt (Abbildung 11). Positive Zellen

wurden  in  15  HPF  im  Granulationsgewebe  und  in  15  HPF  in  der  Mukosa  der

Anastomosenregion gezählt und in Zellen pro HPF angegeben.
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Abbildung 11 - Ausschnitt aus dem Granulationsgewebes 
einer Kolonanastomose nach Caspase 3-Färbung. Mit Pfeilen 

sind Caspase 3-positive Zellen markiert.

40 µm

 

 



5.4.2.2.2 PCNA 

 

Als Indikator für die Zellproliferation diente PCNA (proliferation-cell-nuclear-antigen). Über

Nacht wurden die Schnitte von in Paraffin eingebetteten Proben bei Raumtemperatur mit

einem polyklonalen Kaninchen PCNA-Antikörper (1:200, abcam, Cambridge, UK) inkubiert.

Als  sekundärer  Antikörper  wurde  ein  biotin-markierter  Ziege-anti-Kaninchen  Antikörper

(ab3387, abcam, Cambridge, UK) verwendet und für 40min bei Raumtemperatur in einer

Feuchtkammer inkubiert. Anschließend wurde Streptavidin-Peroxidase aufgetragen (1:50 in

PBS verdünnt, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) und 15min bei Raumtemperatur inkubiert.

Als Chromogen wurde 3,3`Diaminobenzidin (DAB, D-4168, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

verwendet.  Die  Schnitte  wurden  mit  Hämalaun  nach  Mayer  (Merck,  Darmstadt,

Bundesrepublik Deutschland)  gegengefärbt  (Abbildung 12).  Positive Zellen wurden in 15

HPF im Granulationsgewebe und in 15 HPF in der Mukosa der Anastomosenregion gezählt

und in Zellen pro HPF angegeben.
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Abbildung 12 - Mukosa des Kolons nach PCNA-Färbung 
Die Pfeile markieren PCNA-positive Zellen.
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5.4.2.2.3 CD31 

Als  Indikator  für  die  Angiogenese  wurde  das  ausschließlich  auf  Endothelzellen

vorkommende CD31-Molekül (auch PECAM-1, platelet-endothelial cell adhesion molecule-

1) verwendet. Als primärer Antikörper wurde ein Maus-anti-Ratte-CD31-Antikörper (1:250,

Klon  MEC13.3,  BD  Bioscience) verwendet.  Als  sekundärer  Antikörper  wurde  ein

kreuzreagibler  peroxidase-konjugierter  Ziege-anti-Maus-Antikörper  (1:100,  DAKO,

Hamburg, BRD) verwendet und für 40 Minuten in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur

inkubiert.  Als  Chromogen  wurde  3,3`Diaminobenzidin  (DAB,  S  3000,  Dako,  Glostrup,

Dänemark) verwendet. Die Schnitte wurden mit Hämalaun nach Mayer (Merck, Darmstadt,

Bundesrepublik Deutschland) gegengefärbt (Abbildung 13). CD31-positive Zellen wurden in

15  HPF im Granulationsgewebe  und  in  15  HPF in  der  Mukosa  der  Anastomosenregion

gezählt und in positiven Zellen pro HPF angegeben.
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Abbildung 13 - Granulationsgewebe einer Kolonanastomose 
nach CD31-Färbung. Die mit Pfeilen markierten Zellen sind 

CD31-positiv.
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5.4.2.2.4 CD68 

Als  Indikator  für  Makrophagen  und  Monozyten  und  somit  für  die  Entzündungsreaktion

wurde das CD68-Antigen verwendet. Zuerst wurden die Paraffinschnitte mit EDTA-Puffer

pH 9,0 in Brutschrank bei 60°C für 17h angedaut. Anschließend wurde ein Maus-anti-Ratte-

CD68 Antikörper (1:100, abcam, Cambridge, UK) über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Als  sekundärer  Antikörper  wurde  ein  biotinmarkierter  Ziege-anti-Maus  IgG1-Antikörper

(1:100,  abcam,  Cambridge,  UK)  für  45  Minuten  bei  Raumtemperatur  inkubiert.  Als

Chromogen wurde  3,3`Diaminobenzidin  (DAB, D-4168,  Sigma-Aldrich,  St.  Louis,  USA)

verwendet.  Die  Schnitte  wurden  mit  Hämalaun  nach  Mayer  (Merck,  Darmstadt,

Bundesrepublik  Deutschland)  gegengefärbt  (Abbildung  14).  Die  CD68-positiven  Zellen

wurden  in  15  HPF  im  Granulationsgewebe  und  in  15  HPF  in  der  Mukosa  der

Anastomosenregion gezählt und in positiven Zellen pro HPF angegeben.
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Abbildung 14 - Granulationsgewebe aus einer 
Kolonanastomose nach CD68-Färbung. Die mit Pfeilen 

markierten Zellen sind CD68-positiv.
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5.4.2.2.5 MPO 

Als  Indikator  für  Granulozyten  wurde  die  Myeloperoxidase  (MPO)  verwendet.  Zuerst

wurden  die  Paraffinschnitte  angedaut,  indem sie  in  der  Mikrowelle  bei  700W in  200ml

EDTA-Puffer  (pH 9,0)  in  einer  großen Küvette  für  15min gekocht  wurden.  Die  Küvette

wurde zwischendurch und nach dem Kochen mit aqua dest. aufgefüllt. Dann ließ man sie bei

Raumtemperatur für 25 Minuten abkühlen. Als Primärantikörper wurde ein Maus-anti-Ratte-

MPO Antikörper (1:100, ab3387, abcam, Cambridge, UK) über Nacht bei Raumtemperatur

inkubiert.  Als  Sekundärantikörper  wurde  ein  biotinmarkierter  Ziege-anti-Kaninchen

Antikörper  (ab64256,  abcam,  Cambridge,  UK)  für  40  min  in  einer  Feuchtkammer  bei

Raumtemperatur  inkubiert.  Als  Chromogen  wurde  3,3`Diaminobenzidin  (DAB,  D-4168,

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) verwendet. Die Schnitte wurden mit Hämalaun nach Mayer

(Merck, Darmstadt, Bundesrepublik Deutschland) gegengefärbt (Abbildung 15). Die MPO-

positiven Zellen wurden in 15 HPF im Granulationsgewebe und in 15 HPF in der Mukosa der

Anastomosenregion gezählt und in positive Zellen pro HPF angegeben.
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Abbildung 15 - Granulationsgewebe aus einer 
Kolonanastomose nach MPO-Färbung. Die mit Pfeilen 

markierten Zellen sind MPO-positiv.
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5.4.2.2.6 Ki67 

Als  Indikator  für  die  Zellproliferation  wurde  das  Ki67-Protein  verwendet.  Dieses  ist  bei

Zellen in der Reproduktionsphase besonders aktiv (G1-, G1- und M-Phase), aber nicht in der

G0-Phase. Zuerst wurden die Paraffinschnitte in Citrat-Puffer (pH 6,0) für 17h bei 60°C im

Brutschrank angedaut. Anschließend wurde als Primärantikörper ein Kaninchen-anti-Ratte-

Ki-67 Antikörper (1:100, ab66155, abcam, Cambridge,  UK) über  Nacht  bei  4°C in einer

Feuchtkammer  inkubiert.  Der  Sekundärantikörper,  ein  biotinmarkierter  Ziege-anti-

Kaninchen-Antikörper (ready-to-use, abcam, Cambridge, UK), wurde aufgetragen und für 40

Minuten  in  einer  Feuchtkammer  bei  Raumtemperatur  inkubiert.   Anschließend  wurde

Streptavidin-Peroxidase aufgetragen (1:50 in PBS verdünnt, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

und für 12 Minuten inkubiert. Als Chromogen wurde AEC (ready-to-use, abcam, Cambridge,

UK) verwendet. Anschließend wurden die Kerne mit Hämalaun nach Mayer (VWR, Rednor,

Pennsylvania,  USA)  für  30  Sekunden  gegengefärbt  (Abbildung  16).  Die  Ki67-positiven

Zellen  wurden  in  15  HPF  im  Granulationsgewebe  und  in  15  HPF  in  der  Mukosa  der

Anastomosenregion gezählt und in positive Zellen pro HPF angegeben.
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Abbildung 16 - Granulationsgewebe aus einer 
Kolonanastomose nach Ki67-Färbung. Die mit Pfeilen 

markierten Zellen sind Ki67-positiv.
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5.5 ELISA

Die ELISAs wurden mit den in Lysis-Puffer eingefrorenen Proben durchgeführt.

5.5.1 Entzündungsmediatoren

5.5.1.1 IL-6

Die ELISAs wurde mittels DuoSet Ancillary Reagent Kit 2 (R&D Systems, Katalognummer

DY008, McKinley Place NE, Minneapolis, USA) durchgeführt.

Zunächst wurde die ELISA-Platte vorbereitet. Dazu wurden je 100µl Maus-anti-Ratte-IL-6

Antikörper  als  Fangantikörper  in  die  Vertiefungen  der  Platte  gegeben  und  bei

Raumtemperatur  über  Nacht  inkubiert.  Anschließend  wurde  die  Flüssigkeit  aus  den

Vertiefungen  abgesaugt  und  die  Vertiefungen  mit  je  400µl  Waschpuffer  zweimalig

gewaschen. Der Waschpuffer wurde komplett entfernt. Um die Platte zu blocken, wurde je

300µl Reagenzverdünner hinzugegeben.  Danach wurde der Waschschritt wiederholt. 

Nach  Abschluss  der  Vorbereitung  der  ELISA-Platte  wurden  je  100µl  der  Proben  in  die

Vertiefungen gegeben. Die Platte wurde mit einem Klebestreifen abgedeckt und für 2h bei

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Proben erneut mit 400µl Waschpuffer

zweimal gewaschen. Der Waschpuffer wurde komplett entfernt.

Es wurde eine Verdünnungsreihe der Suchantikörperlösung hergestellt. Dazu wurden 500µl

der  Standardsuchantikörperlösung  (Ziege-anti-Ratte  IL-6  Antikörper)  mit  500µl

Reagenzverdünner vermischt. Anschließend wurden 500µl der verdünnten Antikörperlösung

entnommen  und  erneut  mit  500µl  des  Reagenzverdünners  vermischt.  Der  Schritt  wurde

insgesamt sieben mal wiederholt. 

Anschließend wurden je 100µl der verdünnten Suchantikörperlösung in die zu der jeweiligen

Verdünnungsreihe gehörigen Vertiefung gegeben. Die Platte wurde mit einem Klebestreifen

abgedeckt  und  für  20  Minuten  bei  Raumtemperatur  inkubiert.  Danach  wurde  erneut  der

Waschschritt  mit  400µl  Waschpuffer  wiederholt.  Es  wurden  100µl  Substratlösung  als

Farbreagenz hinzugegeben und für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Abschließend

wurde 50µl der Stopplösung hinzugegeben. Zur Auswertung wurde die optische Dichte bei

450nm ausgelesen.

5.5.1.2 IL-8

Die  ELISAs  wurde  mittels  RAT  IL8  ELISA  Kit  durchgeführt.  (LifeSpan  BioScience,

Katalognummer:  LS-F36750,  Seattle,  Washington  State,  USA).  Für  die  Untersuchung
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wurden bereits  mit  monoklonalen Ratten-IL8 Antikörpern als  Fangantikörper  beschichtete

Platten verwendet. Die Vertiefungen der Platte wurden zunächst mit je 350µl Waschpuffer

zweimal  gereinigt.  Der Waschpuffer  wurde komplett  entfernt.  Dann wurden je  100µl der

Proben  in  die  Vertiefungen  gegeben.  Die  Platte  wurde  abgedeckt  und  bei  37°C  für  90

Minuten inkubiert. Die Flüssigkeit wurde aus den Vertiefungen abpipettiert. 

Es  wurde  eine  Verdünnungsreihe  aus  den  Standardantikörpern  (biotynilierte  Ratten-IL8

Antikörper)  hergestellt.  Hierfür  wurde  in  300µl  Standardantikörper  zu  300µl

Standardverdünner gegeben. Daraus wurden wieder 300µl entnommen und erneut zu 300µl

Standardverdünner gegeben. Dieser Schritt wurde siebenmal wiederholt. Diese wurden als

Suchantikörper verwendet.

Anschließend wurden je 100µl der verdünnten Suchantikörperlösung in die zu der jeweiligen

Verdünnungsreihe  gehörigen Vertiefung gegeben.  Die Platte  wurde abgedeckt  und für  90

Minuten  bei  37°C  inkubiert.  Anschließend  wurde  die  Flüssigkeit  abgesaugt  und  die

Vertiefungen erneut  dreimal   mit  350µl Waschpuffer  gewaschen.  Der  Waschpuffer  wurde

anschließend komplett entfernt. 

Anschließend wurde  in  jede  Vertiefung 100µl  HRP-Streptavidin  Konjungat  gegeben.  Die

Platte  wurde  abgedeckt  und  bei  37°C  für  90  Minuten  inkubiert.  Die  Flüssigkeit  wurde

abgesaugt  und  der  Waschvorgang  erneut  fünfmal  durchgeführt.  Dann  wurde  90µl  TMB

Lösung  hinzugegeben.  Die  Platte  wurde  abgedeckt  und  bei  37°C  für  15-30  Minuten

inkubiert. Danach wurden 50µl Stopplösung hinzugeben. Zur Auswertung wurde die optische

Dichte bei 450nm ausgelesen. 

5.5.2 TGF-ß 

Die  ELISAs  wurde  mittels  Rat  LAP  ELISA  Ready-SET-Go  (affymetrix  eBiosience,

Katalognummer  88-50680,  San  Diego,  USA)  angefertigt.  Die  ELISA-Platte  wurde  mit

100µl/Vertiefung  monoklonalem  Ratte-anti-TGF-ß1  Antikörper  als  Fangantikörper

beschichtet. Anschließend wurde die Platte versiegelt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Die

Flüssigkeit  wurde  aus  den  einzelnen  Vertiefungen  aspiriert  und die  Vertiefungen  wurden

zweimal  mit  400µl/Vertiefung  Waschpuffer  gewaschen.  Anschließend  wurden  die

Vertiefungen mit 250µl Blockpuffer blockiert und bei Raumtemperatur für 2h inkubiert. 

Es wurden die Verdünnungsreihen hergestellt. Hierfür wurden 100µl Assay-Puffer (PBS mit

1%  Tween  20  und  10%  BSA)  zu  je  100µl  der  standardisierten  Antikörperlösung

(rekombinierter  Ratte-anti-TGFß1  Antikörper)  hinzugegeben  und  durch  mehrfaches

Aspirieren  vermengt.  Anschließend wurden 100µl  der  verdünnten  Antikörper  entnommen
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und  erneut  mit  100µl  Assay-Puffer  vermischt.  Dieser  Schritt  wurde  insgesamt  fünfmal

wiederholt. Es wurden 100µl Assay-Puffer A in die unverdünnte Suchantikörperlösung und

80µl Assay-Puffer A in die verdünnte Suchantikörperlösung hinzugefügt. 

Es  wurden  20µl  der  Proben  in  die  Vertiefung  gegeben  und  mit  Assay-Puffer  A um das

hundertfache verdünnt. Anschließend wurden je 50µl der verdünnten Suchantikörperlösung

in die zu der jeweiligen Verdünnungsreihe gehörigen Vertiefung gegeben. Danach wird die

Platte versiegelt und bei Raumtemperatur für 2h inkubiert. 

Nach der Inkubation wurden die Proben erneut dreimal mit 400µl Waschpuffer gewaschen.

Dann  wurde  zu  jeder  Probe  100µl  Streptavidin  HRP zugefügt.  Die  Platte  wurde  erneut

versiegelt und bei Raumtemperatur für 1h inkubiert. Es folgte erneut das viermalige Waschen

der  Proben  mit  400µl  Waschpuffer.  Anschließend  wurde  den  Proben  je  100µl

Tetramethylbenzidine Substrat Lösung hinzugefügt. Die Proben wurden für 15 Minuten bei

Raumtemperatur  inkubiert.  Dann wurde  jeder  Probe 100µl  Stopplösung hinzugefügt.  Zur

Auswertung wurde die optische Dichte bei 450nm ausgelesen.

5.5.3 VEGF 

Die  ELISAs  wurde  mittels  RAT VEGF Immunoassay durchgeführt.  (Quantikine  ELISA,

Katalognummer: RRV00, R&D Systems, Minneapolis, USA).  Für die Untersuchung wurden

bereits mit monoklonalen Ratten-VEGF Antikörpern als Fangantikörper beschichtete Platten

verwendet.  In die Vertiefungen wurden jeweils 50µl Assay Verdünnung RD1-41 gegeben.

Anschließend wurden je  50µl  der  Proben in die  Vertiefungen gegeben.  Die Platte  wurde

mittels Klebestreifen verschlossen und für 2h bei Raumtemperatur in einen Orbitalschüttler

für Mikroplattem bei einer Drehzahl von 500 +/- 50rpm gestellt. Anschließend wurden die

Proben  fünfmal  mit  400µl  Waschpuffer  gewaschen.  Der  Waschpuffer  wurde  komplett

entfernt. 

Es wurde eine Verdünnungsreihe aus den Standardantikörpern (rekombinanter Ratten-VEGF

Antikörper)  hergestellt.  Hierfür  wurde  in  200µl  Standardantikörper  zu  200µl

Kalibrierungsverdünner  RD5-18  gegeben.  Daraus  wurden  wieder  200µl  entnommen  und

erneut  zu  200µl  Kalibrierungsverdünner  RD5-18  gegeben.  Dieser  Schritt  wurde  6  Mal

wiederholt. Diese wurden als Suchantikörper verwendet.

Anschließend wurden je 100µl der verdünnten Suchantikörperlösung in die zu der jeweiligen

Verdünnungsreihe gehörigen Vertiefung gegeben und bei Raumtemperatur für 1h auf dem

Orbitalschüttler  inkubiert.  Anschließend  wurde  der  Waschschritt  wiederholt.  Es  wurden

100µl Substratlösung als Farbreagenz hinzugegeben und für 30 Minuten bei Raumtemperatur

28



inkubiert. Dann wurden 10µl Stopplösung hinzugegeben. Zur Auswertung wurde die optische

Dichte bei 450nm ausgelesen.

5.6 Datenerfassung und Statistik

Die ausgewerteten Daten wurden zunächst handschriftlich notiert und anschließend an einem

Computer  in  eine  Excel  Tabelle  übertragen (Microsoft  Excel  XP,  Microsoft  Cooperation,

USA).  Aus  den  so  erfassten  Daten  wurde  der  Mittelwert  und  die  Standardfehler  (SEM,

standard  error  of  the  mean)  bestimmt.  Nachdem  die  Werte  auf  Varianzgleichheit  und

Normalverteilung geprüft wurden, wurden die Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen

mittels ANOVA (one-way analyses of variance) bestimmt. Darauf erfolgte ein post-hoc Test,

welche  die  Korrektur  des  alpha-Fehlers  gemäß  Bonferroni  beinhaltete,  um

Mehrfachtestungen  zu  kompensieren.  Ein  Unterschied  wurde  ab  einer

Irrtumswahrscheinlichkeit  vom  p<0,05  als  signifikant  angesehen.  Zur  statistischen

Auswertung und zum Erstellen  der  Grafiken wurde  SigmaPlot  13.0  (SPSS Inc.,  Chicaco

Illinois, USA) verwendet.
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6 Ergebnisse

6.1 Allgemeine Komplikationen

Die  Anastomosenanlage  erfolgte  am Tag  0  in  Ketamin/Rompun-Narkose,  welche  von  4

Tieren  nicht  vertragen  wurde.  Dies  äußerte  sich  darin,  dass  diese  Tiere  im  Laufe  der

Operation  einen  Atemstillstand  erlitten  und trotz  Reanimation  nicht  wiederbelebt  werden

konnten. Ein Tier erlitt trotz täglicher Kontrolle einen Platzbauch. Keines der Versuchstiere

zeigte Auffälligkeiten im Putz- oder Fressverhalten während der Dauer des Versuches. Zum

Zeitpunkt der Relaparotomie war bei keinem der Tiere ein Anzeichen für eine Peritonitis oder

eine Anastomoseninsuffizienz zu sehen.

6.2 Analysen nach drei Tagen

6.2.1 Berstungsdruck

Bei  der  Shamguppe lag  der  Berstungsdruck  durchschnittlich  bei  46mmHg.  Die  Cilo  30-

Gruppe hatte einen durchschnittlichen Berstungsdruck von 38mmHg und lag damit etwas

unter  dem  Druck  der  Sham-Gruppe.  Ein  signifikanter  Unterschied  war  aber  nicht

festzustellen.  Die  Cilo  60-Tiere  hatten  einen  durchschnittlichen  Berstungsdruck  von

74mmHg und lagen damit etwas höher als die Sham-Gruppe. Doch auch hier gab es keinen

signifikanten Unterschied (Abbildung 17).
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Abbildung 17 - Berstungsdruck von Colon descendens Anastomosen 3 Tage nach 

Anastomosennaht. Die Versuchstiere erhielten täglich 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue 

Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. Die Kontrolltiere 

erhielten 0,2ml NaCl/100g KG(Sham, schwarze Säule). Mittelwert ± SEM



6.2.2 Immunhistochemie

6.2.2.1 Caspase 3

Im Granulationsgewebe der Anastomose in der Sham-Gruppe zeigten sich im Durchschnitt 2

Caspase-3-positiven Zellen/HPF.  Die Zahl der Caspase 3-positiven Zellen/HPF in der Cilo

30-Gruppe lag  bei  2  und in  der  Cilo  60-Gruppe bei  3  (Abbildung 18).  Die  Analyse  der

anastomosennahen  Mukosa  ergab  einen  Trend  zu  einer  höheren  Apoptoserate  unter

Cilostazolgabe. Während in der Sham-Gruppe die Zahl der Caspase 3-positiven Zellen/HPF

bei 0 lag, waren es in der Cilo 30-Gruppe 1 und in der Cilo 60-Gruppe 4 Caspase 3-positiven

Zellen  pro  HPF.  Allerdings  war  in  der  statistischen  Auswertung  kein  signifikanter

Unterschied zwischen den drei Gruppen nachweisbar.
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Abbildung 18 – Caspase 3-Färbung der Colon descendes Anastomosen 3 Tage nach Anastomosennaht

Caspase 3-Färbung der anastomosennahen Mukosa des Kolons eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) 

und eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl Caspase 3-positiver Zellen pro HPF in der 

anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM

40µm40µm 40µm
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6.2.2.2 PCNA

Mit  58  PCNA-positiven  Zellen/HPF  in  der  Sham-Gruppe  und  61  PCNA-positiven

Zellen/HPF in  der  Cilo  30-Gruppe zeigen diese  beiden Gruppen im Granulationsgewebe

keinen  großen  Unterschied.  Lediglich  die  Cilo  60-Gruppe  liegt  mit  46  PCNA-positiven

Zellen/HPF etwas niedriger als die anderen beiden. In der anastomosennahen Mukosa ist mit

91 PCNA-positiven Zellen/HPF in der Sham-Gruppe, 84 PCNA-positiven Zellen/HPF in der

Cilo  30-Gruppe  und  80  PCNA-positiven  Zellen  in  der  Cilo  60-Gruppe  ein  leicht

abnehmender  Trend bei  höherer  Dosierung von Cilostazol  zu  sehen (Abbildung 19).  Ein

signifikanter Unterschied bestand aber zwischen den Gruppen weder im Granulationsgewebe

noch in der Mukosa. 

32

40µm 40µm40µm

a) b) c)

d) e)

Abbildung 19 – PCNA-Färbung der Colon descendes Anastomosen 3 Tage nach Anastomosennaht

PCNA-Färbung der anastomosennahen Mukosa des Kolons eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) und 

eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl PCNA-positiver Zellen pro HPF in der 

anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM



6.2.2.3 CD31 

Zwischen  den  drei  verschiedenen  Gruppen  bestand   im   Granulationsgewebe  der

Kolonanastomose nur sehr geringe Unterschiede. Im Bereich der anastomosennahen Mukosa

war die Anzahl der CD31-positiven Zellen/HPF in der Cilo 30-Gruppe zwar etwas höher als

in  den  anderen  beiden  Gruppen,  aber  auch  dieser  Unterschied  war  nicht  signifikant

(Abbildung 20).
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Abbildung 20 – CD31-Färbung der Colon descendes Anastomosen 3 Tage nach Anastomosennaht.

CD31-Färbung der anastomosennahen Mukosa des Kolons eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) und 

eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl CD31-positiver Zellen pro HPF in der 

anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM

a) b) c)

d) e)



6.2.2.4 CD68

Im Granulationsgewebe der Kolonanastomosen waren die Ergebnisse mit 10 CD68-positiven

Zellen/HPF in der Sham-Gruppe und 11 CD68-positiven Zellen/HPF in der Cilo 30-Gruppe

vergleichbar.  Lediglich  in  der  Cilo  60-Gruppe  war  die  Anzahl  mit  8  CD68-positiven

Zellen/HPF etwas niedriger, aber auch hier bestand kein signifikanter Unterschied zwischen

den  Gruppen.  In  der  anastomosennahen  Mukosa  nahm  die  Anzahl  die  Zellen  unter

Cilostazolgabe  mit  1  CD68-positiven  Zelle/HPF  in  der  Sham-Gruppe,  2  CD68-positiven

Zellen/HPF in der Cilo 30-Gruppe und 2 CD68-positiven Zellen/HPF in der Cilo 60-Gruppe

leicht zu (Abbildung 21). Aber auch hier bestand kein signifikanter Unterschied zwischen

den drei Gruppen.

34

40µm 40µm 40µm

a) b) c)

d) e)

Abbildung 21 – CD68-Färbung der Colon descendes Anastomosen 3 Tage nach Anastomosennaht.

CD68-Färbung der anastomosennahen Mukosa des Kolons eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) und 

eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl CD68-positiver Zellen pro HPF in der 

anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM



6.2.2.5 MPO 

Sowohl im Granulationsgewebe der Kolonanastomosen als auch in der anastomosennahen

Mukosa  sah  man  eine  Tendenz  zur  Zunahme  der  MPO-positiven  Zellen/HPF  unter

Cilostazolgabe.  Jedoch  nur  die  10  MPO-positiven  Zellen/HPF  in  der  anastomosenahen

Mukosa  von den Cilo  60-Tieren  waren gegenüber  den 4  MPO-positiven  Zellen/HPF der

Sham-Gruppe mit einem p-Wert von 0,018 signifikant erhöht. Der Durchschnittswert der Cilo

30-Gruppe  lag  bei  5  MPO-positive  Zellen/HPF  in  der  anastomosennahen  Mukosa.  Ein

signifikanter Unterschied zur Sham-Gruppe lag nicht vor (Abbildung 22).

Im Granulationsgewebe der Kolonanastomose lag der Durchschnittswert der Sham-Gruppe
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Abbildung 22 –  MPO-Färbung der Colon descendes Anastomosen 3 Tage nach Anastomosennaht.

MPO-Färbung der anastomosennahen Mukosa des Kolons eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) und 

eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl MPO-positiver Zellen pro HPF in der 

anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs. Sham

  *



bei 13 MPO-positiven Zellen/HPF, der Cilo 30-Gruppe bei 19 MPO-positiven Zellen/HPF

und der Cilo 60-Gruppe bei 24 MPO-positiven Zellen/HPF. Ein signifikanter Unterschied

zwischen den drei Gruppen bestand nicht. 

6.2.2.6 Ki67

Im  Granulationsgewebe  der  Kolonanastomosen  konnte  kein  signifikanter  Unterschied

zwischen  den  verschiedenen  Gruppen  festgestellt  werden.  Ähnliches  gilt  für  die

anastomosennahe Mukosa. Hier war die Anzahl die positiven Zellen in der Shamgruppe mit

49 Ki67-positiven Zellen/HPF und in der Cilo 30-Gruppe mit 49 Ki67-positiven Zellen/HPF
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Abbildung 23 –  Ki67-Färbung der Colon descendes Anastomosen 3 Tage nach Anastomosennaht.

Ki67-Färbung der anastomosennahen Mukosa des Kolons eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) und 

eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl Ki67-positiver Zellen pro HPF in der 

anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM



identisch. Die Anzahl der Zellen in der Cilo 60-Gruppe war mit 64 Ki67-positiven Zellen

etwas  höher  (Abbildung  23).  Ein  signifikanter  Unterschied  zwischen  den  drei  Gruppen

bestand hier jedoch ebenfalls nicht.

6.2.3 Kollagen I/III

Das Verhältnis von Kollagen Typ I zu Kollagen Typ III nahm mit zunehmender Erhöhung der

Cilostazoldosis  ab.  Das  heißt,  dass  es  sich  zu  Ungunsten  des  stabileren  Kollagen  Typ  I
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Abbildung 24 - Verhältnis von Kollagen Typ I zu Kollagen Typ III 3 Tage nach Anastomosennaht

Sirius red-Färbung des Granulationsgewebes der Kolonanastomosen unter fluoreszensmikroskopischer 

Betrachtung eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) und eines Cilo 60-Tiers (c). Verhältnis des 

prozentualen Anteils von Kollagen Typ I (orange-gelb) zu Kollagen Typ III (grün) (d). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM
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verschob. So lag das Verhältnis in der Sham-Gruppe noch bei 11, in der Cilo 30-Gruppe bei 5

und in der Cilo 60-Gruppe nur noch bei 2. Dieser Unterschied zwischen den drei Gruppen

war allerdings statistisch nicht signifikant (Abbildung 24).

6.2.4 ELISA

6.2.4.1 Entzündungsmediatoren

6.2.4.1.1 IL-6

In der ELISA Untersuchung von IL-6 zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Cilostazol-Gruppen  und  der  Sham-Gruppe.  In  der  Sham-Gruppe  wurden  durchschnittlich

292pg/ml ± 20pg/ml Gewebe IL-6, in der Cilo 30-Gruppe 355pg/ml ± 21pg/ml Gewebe IL-6

und in der Cilo 60-Gruppe 352pg/ml ± 33pg/ml Gewebe IL-6 gemessen. 

6.2.4.1.2 IL-8

In der ELISA Untersuchung von IL-8 zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Cilostazol-Gruppen  und  der  Sham-Gruppe.  In  der  Sham-Gruppe  wurden  durchschnittlich

7pg/ml ± 4pg/ml Gewebe IL-8, in der Cilo 30-Gruppe 7pg/ml ± 2pg/ml Gewebe IL-8 und in

der Cilo 60-Gruppe 10pg/ml ± 4pg/ml  Gewebe IL-8 gemessen. 

6.2.4.2 TGF-ß 

In der ELISA Untersuchung von TGF-ß zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

den Cilostazol-Gruppen und der Sham-Gruppe. In der Sham-Gruppe wurden durchschnittlich

151pg/ml  ± 33pg/ml Gewebe TGF-ß, in der Cilo 30-Gruppe 199pg/ml  ± 18pg/ml Gewebe

TGF-ß und in der Cilo 60-Gruppe 116pg/ml ±  20pg/ml Gewebe TGF-ß gemessen. 

6.2.4.3 VEGF

In der ELISA Untersuchung von VEGF zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

den Cilostazol-Gruppen und der  Sham-Gruppe.  Im Großteil  der  untersuchten  Proben lag

VEGF unter der Nachweisgrenze.
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6.3 Analysen nach 7 Tagen

6.3.1 Berstungsdruck

Nach 7 Tagen lag der durchschnittliche Berstungsdruck der Sham-Gruppe bei 161 mmHg. In

der Cilo 30-Gruppe lag der durchschnittliche Wert bei 148 mmHg und damit etwas unter dem

der Sham-Gruppe. Allerdings lag kein signifikanter Unterschied vor. In der Cilo 60-Gruppe

betrug der durchschnittliche Wert 150 mmHg und lag damit ebenfalls unter dem der Sham-

Gruppe. Auch hier bestand jedoch kein signifikanter Unterschied (Abbildung 25).
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Abbildung 25 - Berstungsdruck von Colon descendens Anastomosen 7 Tage nach 

Anastomosennaht

Die Versuchstiere erhielten täglich 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 

60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. Die Kontrolltiere erhielten 

0,2ml NaCl/100g KG(Sham, schwarze Säule). Mittelwert ± SEM



6.3.2 Immunhistochemie

6.3.2.1 Caspase 3 

Auch 7 Tage nach Anastomosennaht zeigte sich eine höhere Apoptoserate in den Cilostazol-

Gruppen gegenüber der Sham-Gruppe, wobei weder in der Cilo 30- noch in der Cilo 60-

Gruppe ein signifikanter Unterschied gegenüber der Shamgruppe vorlag. In der Shamgruppe

lag die durchschnittliche Anzahl der Caspase 3-positiven Zellen im Granulationsgewebe der

Kolonanastomosen bei 2/HPF und in der anastomosennahen Mukosa bei 1/HPF. In der Cilo

30-Gruppe  betrug  der  Durchschnittswert  im  Granulationsgewebe  6  Caspase  3-positive

Zellen/HPF und in der anastomosennahen Mukosa 2 Caspase 3-positive Zellen/HPF. In der

40

40µm 40µm 40µm

Abbildung 26 –  Caspase 3-Färbung der Colon descendes Anastomosen 7 Tage nach Anastomosennaht.

Caspase 3-Färbung des Granulationsgewebes der Kolonanastomosen eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers 

(b) und eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl Caspase 3-positiver Zellen pro HPF in 

der anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM

a) b) c)

d)d) e)



Cilo  60-Gruppe lag  der  durchschnittliche  Wert  im Granulationsgewebe bei  3  Caspase  3-

positiven  Zellen/HPF  und  in  der  anastomosennahen  Mukosa  bei  2  Caspase-3-positiven

Zellen/HPF (Abbildung 26).

6.3.2.2 PCNA 

In der Sham-Guppe waren im Durchschnitt im Granulationsgewebe der Kolonanastomose 49

PCNA-positive  Zellen/HPF  und  in  der  anastomosennahen  Mukosa  73  PCNA-positive

Zellen/HPF zu finden. In der Cilo 30-Gruppe lag die durchschnittliche Anzahl der PCNA-

positiven Zellen im Granulationsgewebe bei 55/HPF und in der anastomosennahen Mukosa

bei 77/HPF. In der Cilo 60-Gruppe betrug der durchschnittliche Wert im Granulationsgewebe
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Abbildung 27 –  PCNA-Färbung der Colon descendes Anastomosen 7 Tage nach Anastomosennaht.

PCNA-Färbung des Granulationsgewebes der Kolonanastomosen eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) 

und eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl PCNA-positiver Zellen pro HPF in der 

anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM

a) b) c)

d) e)



51 PCNA-positive  Zellen/HPF und in  der  anastomosennahen  Mukosa  64  PCNA-positive

Zellen/HPF (Abbildung 27). Ein signifikanter Unterschied zwischen den Cilostazol-Gruppen

und der Sham-Gruppe bestand nicht.

6.3.2.3 CD31 

Die CD31 Analyse zeigte  in  der Sham-Gruppe betrug im Granulationsgewebe 10 CD31-

positive Zellen/HPF und in der anastomosennahen Mukosa 1 CD31-positive Zelle/HPF. Die

Cilo 30-Gruppe hatte im Granulationsgewebe mit 11 CD31-positiven Zellen/HPF und in der

anastomosennahen  Mukosa  mit  2  CD31-positiven  Zellen/HPF  etwas  höhere

Durchschnittswerte als die Sham-Gruppe. Dagegen lag die Cilo 60-Gruppe im Durchschnitt
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Abbildung 28 –  CD31-Färbung der Colon descendes Anastomosen 7 Tage nach Anastomosennaht.

CD31-Färbung des Granulationsgewebes der Kolonanastomosen eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) 

und eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl CD31-positiver Zellen pro HPF in der 

anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM

a) b) c)

d) e)



im Granulationsgewebe  mit  5  CD31-positiven  Zellen/HPF und  in  der  anastomosennahen

Mukosa 0 CD31-positiven Zellen/HPF deutlich unterhalb der Sham-Gruppe (Abbildung 28).

Ein  signifikanter  Unterschied  zwischen  den  Cilostazol-Gruppen  und  der  Sham-Gruppe

bestanden allerdings nicht.

6.3.2.4 CD68

Der  durchschnittliche  Wert  der  CD68-positiven  Zellen  in  der  Sham-Gruppe  lag  im

Granulationsgewebe bei 21 Zellen/HPF, in der Cilo 30-Gruppe bei 16 Zellen/HPF und in der
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Abbildung 29 – CD68-Färbung der Colon descendes Anastomosen 7 Tage nach Anastomosennaht.

CD68-Färbung des Granulationsgewebes der Kolonanastomosen eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) 

und eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl CD68-positiver Zellen pro HPF in der 

anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM, *p<0,05 vs. Sham

a) b) c)

d) e)

*



Cilo  60-Gruppe  bei  15  Zellen/HPF.  Hier  bestand  kein  signifikanter  Unterschied.  In  der

anastomosennahen  Mukosa  fand  sich  jedoch  ein  signifikanter  Unterschied  zwischen  der

Sham-Gruppe und der Cilo 60-Gruppe mit einem p-Wert von 0,038. Der durchschnittliche

Wert der Sham-Gruppe betrug 1 CD68-positive Zelle/HPF und der der Cilo 60-Gruppe 4

CD68-positive  Zellen/HPF.  Der  Durchschnittswert  der  Cilo  30-Gruppe  betrug  3  CD68-

positive  Zellen/HPF  (Abbildung  29).  Hier  bestand  kein  signifikanter  Unterschied  im

Vergleich zur Sham-Gruppe.

6.3.2.5 MPO 
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Abbildung 30 –  MPO-Färbung der Colon descendes Anastomosen 7 Tage nach Anastomosennaht.

MPO-Färbung des Granulationsgewebes der Kolonanastomosen eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) 

und eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl MPO-positiver Zellen pro HPF in der 

anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM

a) b) c)

d) e)



Im Granulationsgewebe war eine Tendenz zur Zunahme von MPO-positiver Zellen zu sehen.

Es bestand allerdings kein signifinkanter Unterschied zwischen den Gruppen. In der Sham-

Gruppe  waren  im Durchschnitt  12  MPO-positive  Zellen/HPF,  in  der  Cilo  30-Gruppe 13

MPO-positive Zellen/HPF und in der Cilo 60-Gruppe 14 MPO-positive Zellen/HPF zu finden

(Abbildung 30).

In der anastomosennahen Mukosa bestand ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen

den  einzelnen  Gruppen.  Die  Sham-Gruppe  lag  durchschnittlich  bei  5  MPO-positiven

Zellen/HPF, die Cilo 30-Gruppe bei 2 MPO-positiven Zellen/HPF und die Cilo 60-Gruppe

bei 4 MPO-positiven Zellen/HPF (Abbildung 30).

6.3.2.6 Ki67 
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Abbildung 31 – Ki67-Färbung der Colon descendes Anastomosen 7 Tage nach Anastomosennaht.

Ki67-Färbung des Granulationsgewebes der Kolonanastomosen eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) 

und eines Cilo 60-Tiers (c). Quantitative Bestimmung der Anzahl Ki67-positiver Zellen pro HPF in der 

anastomosennahen Mukosa (d) und dem Granulationsgewebe der Kolonanastomose (e). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM

a) b) c)

d) e)



Sowohl  im Granulationsgewebe der  Kolonanastomose  als  auch in  der  anastomosennahen

Mukosa  zeigte  sich  bei  zunehmender  Cilostazoldosierung  eine  abnehmende  Anzahl  von

Ki67-positiven  Zellen.  Ein  signifikanter  Unterschied  zwischen  den drei  Gruppen bestand

aber weder im Granulationsgewebe noch in der anastomosennahen Mukosa. Durchschnittlich

fanden sich in der Sham-Gruppe im Granulationsgewebe 13 Ki67-positive Zellen/HPF und in

der  anastomosennahen  Mukosa  48  Ki67-positive  Zellen/HPF.  In  der  Cilo  30-Gruppe

befanden  sich  im  Granulationsgewebe  10  Ki67-positive  Zellen/HPF  und  in  der

anastomosennahen Mukosa 38 Ki67-positive Zellen/HPF. In der Cilo 60-Gruppe befanden

sich  im Granulationsgewebe  10  Ki67-positive  Zellen/HPF und  in  der  anastomosennahen

Mukosa 33 Ki67-positive Zellen/HPF (Abbildung 31).
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6.3.3 Kollagen I/III

Das Verhältnis  von Kollagen Typ I  zu Kollagen Typ III  zeigte  keine eindeutige Tendenz

zwischen den Gruppen. So lag das Verhältnis in der Sham-Gruppe bei  3, in der Cilo 30-

Gruppe jedoch lediglich bei  1. In der Cilo 60-Gruppe war das Verhältnis wieder 3. Dieser

Unterschied zwischen den drei Gruppen war statistisch nicht signifikant (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Verhältnis von Kollagen Typ I zu Kollagen Typ III 7 Tage nach Anastomosennaht

Sirius red-Färbung des Granulationsgewebes der Kolonanastomosen unter fluoreszensmikroskopischer 

Betrachtung eines Sham Tiers (a), eines Cilo 30-Tiers (b) und eines Cilo 60-Tiers (c). Verhältnis des 

prozentualen Anteils von Kollagen Typ I (orange-gelb) zu Kollagen Typ III (grün) (d). Die Versuchstiere 

erhielten 30mg/kg KG (Cilo 30, hellgraue Säule) oder 60mg/kg KG (Cilo 60, dunkelgraue Säule) Cilostazol. 

Die Kontrolltiere erhielten 0,2ml NaCl/100g KG (Sham, schwarze Säule). 

Mittelwert ± SEM

d)

a) b) c)



6.3.4 ELISA

6.3.4.1 Entzündungsmediatoren

6.3.4.1.1 IL-6

In der ELISA Untersuchung von IL-6 zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Cilostazol-Gruppen  und  der  Sham-Gruppe.  In  der  Sham-Gruppe  wurden  durchschnittlich

311pg/ml ± 70pg/ml Gewebe IL-6, in der Cilo 30-Gruppe 289pg/ml ± 16pg/ml Gewebe IL-6

und in der Cilo 60-Gruppe 296pg/ml ± 23pg/ml Gewebe IL-6 gemessen. 

6.3.4.1.2 IL-8

In der ELISA Untersuchung von IL-8 zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Cilostazol-Gruppen  und  der  Sham-Gruppe.  In  der  Sham-Gruppe  wurden  durchschnittlich

11pg/ml ± 2pg/ml Gewebe IL-8, in der Cilo 30-Gruppe 12pg/ml ± 3pg/ml Gewebe IL-8 und

in der Cilo 60-Gruppe 13pg/ml ± 3pg/ml Gewebe IL-8 gemessen. 

6.3.4.3 TGF-ß 

In der ELISA Untersuchung von TGF-ß zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

den Cilostazol-Gruppen und der Sham-Gruppe. In der Sham-Gruppe wurden durchschnittlich

387pg/ml ± 73pg/ml Gewebe TGF-ß, in der Cilo 30-Gruppe 365pg/m±l ± 140pg/ml Gewebe

TGF-ß und in der Cilo 60-Gruppe 323pg/ml  ±  81pg/ml Gewebe TGF-ß gemessen. 

6.3.4.4 VEGF 

In der ELISA Untersuchung von VEGF zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen

den Cilostazol-Gruppen und der Sham-Gruppe. In einem Großteil der untersuchten Proben

lag VEGF unter der Nachweisgrenze.
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7 Diskussion

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, den Einfluss einer Cilostazol Therapie auf die Heilung

von Kolonanastomosen zu untersuchen. Dabei wurde Cilostazol 5 Tage vor der Anlage der

Anastomose sowie postoperativ bis zum Entnahmetag oral verabreicht. Es wurde zum einen

die Festigkeit der Anastomose getestet, zum anderen der Kollagengehalt, die Angiogenese,

die Apoptoserate, sowie die Entzündungsreaktion untersucht. Außerdem wurde die Aktivität

von  IL-6,  IL-8,  TGF-ß  und  VEGF  in  der  Anastomosenregion  gemessen.  Alle  Versuche

wurden an anästhesierten, spontanatmenden Sprague Dawley Ratten durchgeführt.

Die vorliegende Arbeit ist eine in vivo Studie, die im Gegensatz zu einer in vitro Studie den

Vorteil  hat,  dass  die  Ergebnisse  immer  der  komplexen  Heilung  in  einem  lebenden

Organismus  entsprechen.  Außerdem  spiegeln  die  Ergebnisse  die  Auswirkungen  auf  den

kompletten  Organismus  mit  den  Interaktionen  der  verschiedenen  Organsysteme  wieder

(Menger und Lehr, 1993).

7.1 Diskussion von Material und Methoden

7.1.1 Anastomose und Berstungsdruckmessung

Die  Anlage  der  Anastomose  ist  durch  bereits  vorab  durchgeführte  Studien  standardisiert

(Agren  et  al.,  2011). Wir  entschieden  uns  für  die  Anlage  der  Anastomose  im  Colon

descendens aufgrund der standardisierten Lage und guten Zugänglichkeit.  Außerdem wird

durch den geringeren Abstand zum Rektum die Einführung der Knopfkanüle zur Messung

des Berstungsdruckes erleichtert.

Neben  der  Berstungsdruckmessung  besteht  prinzipiell  die  Möglichkeit  der  Messung  der

Zerreißkraft der Anastomose. Wir entschieden uns für die Messung des Berstungsdruckes, da

er  zum  einen  besser  geeignet  ist,  um  das  Risiko  für  eine  Anastomoseninsuffizienz

abzuschätzen und zum anderen mit diesem Verfahren der schwächste Punkt der Anastomose

festgestellt  werden  kann.  Außerdem  entspricht  er  mehr  einer  physiologischen

Belastungssituation (Duraes et al., 2013).

Der Zeitpunkt für die Entnahmen und die Messung des Berstungsdruckes orientierten sich an

der  physiologischen  Anastomosenheilung,  da  der  3.  und  der  7.  postoperative  Tag  den

Zeitpunkten entspricht, an dem die Anastomose am schwächsten ist und es am häufigsten zu

einer  Anastomoseninssufizienz  kommt.  Somit  wäre  eine  gesteigerte  Festigkeit  zu  diesen
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Zeitpunkten am relevantesten (Marjanovic et Hopt, 2011).

7.1.2 Dosierung und Applikation von Cilostazol

Wir wählten für das Experiment weibliche Ratten aus, da gezeigt werden konnte, dass die

Pharmakokinetik  und  -dynamik  von  Cilostazol  in  weiblichen  Ratten,  im  Gegensatz  zu

männlichen Ratten, ähnlich ablaufen wie im Menschen (Kamada et al., 2011).

Neben der Sham-Gruppe, die ausschließlich NaCl oral in einer äquivalenten Menge erhielt,

wählten wir eine Dosierung von 30mg/kg KG und 60mg/kg KG pro Tag oral. 30mg/kg KG

liegt  bereits  im  oberen  Bereich  der  üblichen  Dosierungen  im  Rattenmodel  bei  in  vivo

Experimenten mit Cilostazol (Kwon et al.,  2013). Da das Ziel  dieses Experimentes darin

bestand,  einen  möglichen  Effekt  auf  die  Anastomosenheilung  im  Sinne  eines  „proof  of

principle“ zu detektieren, entschlossen wir uns in einer weiteren Gruppe die doppelte Dosis

von Cilostazol zu verabreichen. 

7.1.3 Kollagen I/III

Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  im  Verlauf  der  Wundheilung  zuerst  das  dünnere  und

instabilere  Kollagen  Typ  III  entsteht,  dass  dann  im  Verlauf  zum  festeren  und  dickeren

Kollagen Typ I umgewandelt wird. Deshalb ist das Verhältnis der beiden Kollagenarten auch

ein  Indikator  dafür,  wie  gut  die  Heilung  voranschreitet  und  wie  fest  die  Anastomose

schlussendlich ist (Marjanovic et Hopt, 2011).

Wir entschieden uns deshalb gegen die häufig durchgeführte Messung des Kollagengehaltes

mittels Hydroxyprolin. Stattdessen führten wir eine Messung des Verhältnisses von Kollagen

Typ I zu Kollagen Typ III mittels Polarisationsmikroskopie durch. So konnten die beiden

Kollagenarten getrennt von einander untersucht  und eine gewünschte vermehrte Synthese

von Kollagen I detektiert werden (Grommes et al., 2013).

7.2 Diskussion der Ergebnisse

Cilostazol  ist  ein  Phosphodiesterase-3-Hemmer,  der  in  der  Behandlung  der  peripheren

arteriellen  Verschlusskrankheit  eingesetzt  wird.  Neben  der  Hemmung  der

Thrombozytenaggregation  hat  Cilostazol  einen  vasodilatorischen  Effekt,  der  zu  einer

verstärkten  Durchblutung der  Anastomosenregion führen sollte  (Kabayashie  et  al.,  2013).

Dadurch erhofften wir uns eine bessere Anastomosenheilung und dadurch wiederum eine

größere Festigkeit der Anastomose. Es zeigte sich allerdings kein signifikanter Unterschied

des  Berstungsdruckes  unter  Cilostazolgabe  gegenüber  der  Sham-Gruppe.  Hier  gibt  es
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mehrere  mögliche  Ursachen,  warum  Cilostazol  keinen  positiven  Effekt  auf  die

Anastomosenheilung hatte. 

Ein wichtiger Punkt ist die verminderte Freisetzung von VEGF unter Cilostazolgabe. Dies

konnte  in  mehreren  Studien  gezeigt  werden,  auch  wenn  noch  nicht  im  Bereich  von

Kolonanastomosen (Mendes et al., 2009).

Es konnte gezeigt werden, dass die Angiogenese im Anastomosenbereich besonders durch

VEGF initiiert  und aufrechterhalten wird. Eine niedrigere Konzentration von VEGF führt

gegebenenfalls zu einer geringeren Angiogenese, da VEGF bekanntermaßen essentiell für die

Wundheilung  im  Intestinaltrakt  ist  (Marvanovic  et  Hopt,  2011).  Eine  verminderte

Angiogenese führt zu einer geringeren Durchblutung der Anastomosenregion und somit zu

einer  geringeren  Sauerstoffzufuhr.  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  bei  reduzierter

Angiogenese trotz ausreichender mechanischer Festigkeit der Anastomose noch nach Wochen

eine Anastomoseninsuffizienz entstehen kann (Deshias et al., 2010).

Ein weiterer negativer Effekt auf die Anastomosenheilung ist die herabgesetzte Synthese von

Kollagen durch Cilostazol (Koh et al., 2015). Da die Festigkeit der Anastomose und damit

auch  das  Risiko  für  eine  Anastomoseninsuffizienz  in  erster  Linie  mit  der  Bildung  von

Kollagen zusammenhängt, ist eine rasche und qualitativ hochwertige Bildung von Kollagen

äußerst  wichtig  zur  Reduktion  des  Risikos  einer  Anastomoseninsuffizienz.  Durch  die

Verminderung der  Kollagenbildung verzögert  sich auch die  Heilung der  Anastomose und

damit  steigt  das  Risiko,  dass  es  zu  Komplikationen  bei  der  Heilung kommen kann.  Die

herabgesetzte Kollagensynthese durch Cilostazol wird in erster Linie durch den hohen cAMP

Spiegel verursacht. In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass Cilostazol

einen  protektiven  Effekt  auf  die  Entstehung  von  intraperitonealen  Verwachsungen  hat

(Menders et al., 2009). Da in der ersten Heilungsphase ein Abbau des Kollagens erfolgt, ist

am dritten postoperativen Tag der geringste Gehalt an Kollagen nachweisbar. Dieser Schritt

bleibt  durch  Cilostazol   unbeeinflusst.  Anschließend erfolgt  der  erneute  Aufbau zunächst

durch  das  elastischere  Kollagen Typ  III,  das  im Verlauf  durch  das  stabilere  und dickere

Kollagen  Typ  I  ersetzt  wird  (Marvanovic  et  Hopt,  2011).  Eine  Reduktion  der

Kollagensynthese  durch  Cilostazol,  die  bereits  in  anderen  Organsystemen  nachgewiesen

werden konnte, wäre deshalb für die Anastomosenheilung im Kolon von Nachteil (Menders

et al., 2009).

Bereits  unter  physiologischen  Bedingungen  zeigen  sich  unterschiedliche  Verlaufe  der

Kollagensynthese  während der  Anastomosenheilung  im Dünn-  und  Dickdarm.  So ist  die

Reaktion im Dünndarm auf eine Verletzung der Darmintegrität  schneller und es wird die
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Synthese von Kollagen sofort drastisch erhöht. Als Ursache hierfür wird die bereits unter

physiologischen Bedingungen höhere Konzentration von Kollagen im Kolon gegenüber dem

Dünndarm diskutiert. Dadurch produzieren die Fibroblasten sowie die glatten Muskelzellen

der  Muscularis  mucosae  und  der  Muscularis  propria  des  Kolon  von  vorneherein  mehr

Kollagen als im Dünndarm. Deshalb wird vermutlich im Kolon ein stärkerer Stimulus zur

Erhöhung der Kollagensynthese benötigt. Aufgrund dieser Unterschiede im Heilungsverlauf

von Dünn- und Dickdarm zeigt  sich  auch,  warum die  Anastomosenheilung kritischer  im

Dick-  als  im Dünndarm verläuft  und es  zu einer  Verzögerung der  Heilung im Dickdarm

kommt (Marvanovic et Hopt, 2011).

Ein wichtiger Effekt von Cilostazol ist die Entzündungshemmung. Über diesen Mechanismus

wird die positive Wirkung von Cilostazol auf die glatten Muskelzellen bei Arteriosklerose

erklärt,  da es dadurch zu einem langsameren Fortschreiten der Erkrankung kommen kann

(Aoki et  al.  2010). Im Rahmen der Anastomosenheilung ist  die Entzündungsreaktion und

gerade die Einwanderung von Monozyten jedoch sehr wichtig. Bei Störungen kann es zu

einer verzögerten Wundheilung kommen (Marvanovic et Hopt, 2011). Im Rahmen unserer

Studie zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied der CD68-positiven Zellen zwischen

den einzelnen Gruppen im Granulationsgewebe.  Lediglich in der anastomosennahen Mukosa

kam es  zu  einer  signifikanten  Zunahme  von  CD68-positiven  Zellen  der  Cilo-60-Gruppe

gegenüber der Sham-Gruppe. Damit kam es also zu einer Zunahme der Entzündungsreaktion.

Eine überschießende Entzündungsreaktion kann auch zu einer vermehrten Ödembildung und

damit  zu  einer  schlechteren  Perfusion  des  Gewebes  führen.  Durch  eine  relative

Unterversorgung der Anastomose mit Sauerstoff könnte es dabei zu einer Verschlechterung

der Wundheilung kommen. Doch auch für eine überschießende Entzündungsreaktion zeigte

sich  kein  Hinweis.  Die  Analyse  der  MPO-positiven  Zellen  konnte  lediglich  einen

signifikanten Unterschied zwischen der Cilo 60-Gruppe und der Sham-Gruppe 3 Tage nach

Anastomosennaht  in  der  anastomosennahen  Mukosa  zeigen.  Ansonsten  bestand  kein

signifikanter Unterschied. Auch die Entzündungsmediatoren, getestet durch den Gehalt von

IL-6  und  IL-8,  auf  deren  Freisetzung  Cilostazol  im Besonderen  neben  der  Wirkung  auf

Monozyten wirkt, waren nicht signifikant reduziert gegenüber der Sham-Gruppe (Mendes et

al., 2009).

Eine besondere Rolle nimmt hier  TGF-ß ein,  da dieser  Entzündungsmediator gleichzeitig

durch  Aktivierung von Fibroblasten die Synthese von Kollagen fördert (Park et al., 2014).

Da wie oben bereits  dargestellt  die  Kollagensynthese einen essenziellen  Baustein für  die

suffiziente Heilung einer Anastomose bildet, ist eine erhöhte Sekretion von TGF-ß durchaus
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gewünscht. Es konnte  in verschiedenen Studien jedoch gezeigt werden, dass Cilostazol die

Freisetzung von TGF-ß hemmt, unter anderem in Rattennieren (Wang et al., 2009). Für eine

suffiziente  Anastomosenheilung  wäre  dies  allerdings  hinderlich,  da  dadurch  weniger

Fibroblasten aktiviert und weniger Kollagen synthetisiert werden würde. Die Daten der hier

vorliegenden Studie zeigten keinen signifikanten Unterschied im TGF-ß Gehalt zwischen den

verschiedenen Gruppen.

Ein weiterer positiver Effekt von Cilostazol, den wir erwartet haben, war die Reduktion des

apoptotischen  Zelltodes  im  Anastomosengebiet.  Durch  eine  geringere  Rate  von

programmiertem  Zelltod  würde  es  zu  einem  geringeren  Abbau  und  ggf.  auch  einem

schnelleren Wiederaufbau kommen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Cilostazol die

durch  Angiotensin  II-induzierte   Apoptose  in  Endothelzellen  hemmt  (Shi  et  al.,  2016).

Außerdem wurde dasselbe  auch für durch Lipoproteine induzierte endotheliale Apoptose

nachgewiesen (Shin et al., 2004). Allerdings konnten wir diesen Effekt in unserer Studie für

Zellen des Intestinums nicht nachweisen.

Es  liegen  keine  einheitlichen  Ergebnisse  in  der  Literatur  bezüglich  des  Einflusses  von

Cilostazol auf die Proliferation von Zellen vor. Einerseits konnte in vitro gezeigt werden,

dass  Cilostazol  die  Proliferationsrate  bei  MDCK-Zellen  senkt.  Dies  wird  durch  eine

intrazelluläre  cAMP  Erhöhung  und  die  dadurch  stattfindende  c-Myc  Herabregulierung

verursacht (Munos et al.,  2009). Andererseits konnte eine Steigerung der Proliferation bei

lymphatischen Endothelzellen in  Mäusen gezeigt  werden. Hierbei  waren die  Zellen sogar

funktionsfähig (Kimura et al., 2014). Für eine optimale Heilung der Anastomose, die dabei

besonders  stabil  sein  sollte,  wäre  eine  Steigerung  der  Proliferationsrate  wünschenswert.

Allerdings deutet unserer Studie bei nicht signifikantem Unterschied zwischen den einzelnen

Gruppen im Bezug auf Ki67-positive und PCNA-positive Zellen darauf hin, dass es keinen

proliferationsfördernden Effekt bei Zellen im Intestinum gibt. 

Dies  könnte allerdings  gleichzeitig  als  ein  positives  Resultat  in  Hinblick  darauf  gewertet

werden, dass die meisten Resektionen des Kolon mit anschließender Anastomosenanlage im

Rahmen  der  Tumorchirurgie  stattfinden.  Wenn  es  im  Rahmen  dessen  zu  keiner

Proliferationsförderung von möglichen Mikrometastasen unter der Therapie mit Cilostazol

kommen würde, wäre dies als positiv zu werten. Eine Studie, die den Einfluss von PDE-3-

Inhibitoren auf Kolonkarzinommetastasen der Leber untersuchte, bestätigte diese Hypothese

bereits (Strowitzki et al., 2014).

Außerdem  konnte  gezeigt  werden,  dass  Phosphodiesterase-Hemmer  die  mikrovaskuläre

Permeabilität für Proteine herabsetzen und damit einen negativen Effekt auf die Wundheilung
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haben.  Dadurch  können  die  nötigen  Substanzen  und  auch  Botenstoffe  schlechter  in  die

Anastomosenregion vordringen (Sugiura et al., 2014).

Ein weiterer negativer Effekt ergibt sich aus der eigentlichen Aufgabe von Cilostazol. Da

Cilostazol über seine Phosphodiesterase-3-Hemmung die Thrombozytenaggregation hemmt,

kommt es zu einer verzögerten Blutstillung und damit zu einem erhöhten Blutungsrisiko. Bei

Divertikulose  konnte  bereits  ein  erhöhtes  Risiko  für  Blutungen  unter  Cilostazolgabe

festgestellt werden (Nagata et al., 2014). 

Bei  einem  erhöhten  Blutungsrisiko  besteht  immer  auch  das  Risiko  eines  Abfalls  des

Hämoglobins.  Durch  einen  erniedrigten  Hb-Wert  nimmt  die  Sauerstoffversorgung  des

Anastomosengebietes ab und damit verschlechtert sich die Wundheilung.

Außerdem besteht bei einem Abfall des Hb-Wertes gleichzeitig auch immer das Risiko, dass

Erythrozytenkonzentrate transfundiert werden müssen. Das wiederum steigert das Risiko für

eine Anstomoseninsuffizienz (Boccola et al., 2010).

Eine der Hauptnebenwirkungen von Cilostazol betrifft zudem den Gastrointestinaltrakt. So

kamen  Diarrhoe,  abnormale  Stühle  und  abdominelle  Schmerzen  häufiger  als  in  der

Placebogruppe  vor  (Pratt,  2001).  Außerdem  ist  gleichzeitig  die  Diagnose  einer

möglicherweise auftretenden Komplikation bei Auftreten der Nebenwirkungen erschwert, da

diese sich in ähnlichen bis gleichen Symptomen äußern.

Zudem besteht das Risiko, dass die frische Anastomose durch die vermehrte Darmtätigkeit

bei Diarrhoe eventuell überbeansprucht und damit mechanisch zu stark belastet wird, was

wiederum zu möglichen Komplikationen führen kann. 

Schlussendlich besteht durch die Diarrhoe ein erhöhter Verlust von Flüssigkeit. Daher müsste

zusätzlich Flüssigkeit infundiert werden. Eine Infusionsmenge von über 8000ml in den ersten

72  Stunden  postoperativ  erhöht  wiederum  das  Risiko  für  eine  Anastomoseninsuffizienz

(Boccola et al., 2010).

Der gewünschte positive Effekt auf die Heilung von Kolonanastomosen, den wir durch die

Gabe von Cilostazol erwartet haben, konnte  nicht nachgewiesen werden. Wenn man die oben

aufgeführten Argumente betrachtet, kann der ausgebliebene Effekt nach Gabe von Cilostazol

erklärt werden. 
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7.3 Schlussfolgerung

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass Cilostazol keinen signifikanten Effekt auf die

Anastomosenheilung im Kolon hat. Wie oben aufgeführt, gibt es mehrere Gründe, warum

Cilostazol für eine Verbesserung der Anastmosenheilung im Kolon nicht geeignet sein kann. 

Allerdings  konnte  durch  die  Studie  auch  gezeigt  werden,  dass  Cilostazol,  wenn  es  im

Rahmen einer pAVK gegeben wird, vor der Anlage einer Kolonanastomose nicht abgesetzt

werden muss. Auf ein zusätzliches Risiko oder einen negativen Effekt durch die Gabe von

Cilostazol weist unsere Studie nicht hin. Deshalb sollte es möglich sein, dass die Patienten

von der positiven Wirkung, die Cilostazol im Rahmen der Arteriosklerose bietet, profitieren,

auch wenn  eine Anlage einer Kolonanastomose nötig sein sollte.  

55



8 Abkürzungsverzeichnis 

ml   –  Milliliter

kg  –  Kilogramm

g –  Gramm

mg  –  Milligramm

ng  –  Nanogramm

pg –  Picogramm

nm – Nanometer

mmHg – Millimeter Quecksilbersäule

d – Tag

h –  Stunde

min – Minute

°C – Grad Celsius 

kcal – Kilokalorien

rpm – Revolutions per minute 

KG  –  Körpergewicht

Hb  –  Hämoglobin 

VEGF –   Vascular endothelial growth factor

NSAID – Nicht-steroidale Antiphlogistika

cAMP – cyclisches Adenosinmonophosphat

IL – Interleukin

CD – Cluster of Differentiation

TGF ß – Transforming growth factor ß

ELISA – Enzyme-linked Immunosorbent Assay

MPO – Myeloperoxidase

PCNA – Proliferating-cell-nuclear-antigen

SEM – standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwerts)

SD – standard deviation (Standardabweichung)

HPF – High Power Field

ANOVA – Analysis of variance

Cilo 30 – Gruppe mit einer Dosis von 30mg Cilostazol/kg KG/d

Cilo 60 – Gruppe mit einer Dosis von 60mg Cilostazol/kg KG/d

HDL  – high density Lipoprotein
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LDL – low density Lipoprotein

CYP –  Cytochrom-P450

NaCl – Natriumchlorid

GFR – Glomeruläre Filtrationsrate

HE-Färbung – Hämatoxylin Eosin Färbung

ca. – circa

bzw. – beziehungsweise

z.B. – zum Beispiel

UK – United Kingdom (Vereinigtes Königreich)

pAVK – periphere arterielle Verschlusskrankheit

MDCK Zellen– Madin-Darby Canine Kidney Epithelzellen

vs. – versus

BRD – Bundesrepublik Deutschland

USA – United States of America (Vereinigte Staaten von Amerika)
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