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Einleitung

1.1. Peritonitis

1.1.1. Geschichte

Schon in den Zeiten der Antike wurden die klinischen Symptome der Peritonitis
von Hippokrates beschrieben. Auch aus dem alten Agypten finden sich erste
Aufzeichnungen einer Therapie bei verschiedenen Krankheitszustanden der
Bauchhohle. Durch eine Punktion oder Inzision wurden Eiteransammlungen
entfernt. AuRerdem wurden Spulungen durchgefihrt.

Zu Beginn der Neuzeit im 18. Jahrhundert wurden Eingriffe mit Eroffnung der
Bauchhohle aufgrund der hohen Letalitdit von 50-90% sehr zurtickhaltend
betrachtet. Die Ursache dieser schlechten Prognose war die Peritonitis.

Durch die Behandlung des perityphylitischen Abszesses durch Inzision kam es
zur erstmaligen chirurgischen Therapie einer lokalen Peritonitis. Durch weitere
ahnliche Operationen und die daraus resultierenden Erfahrungen wurde die
Peritonitis als chirurgisch zu behandelnde Erkrankung definiert (Schreiber und
Reith, 1996).

Anfang des 20. Jahrhunderts wurden die Grundlagen des operativen
Vorgehens bei der chirurgischen Behandlung der Peritonitis festgelegt. Sie
bestanden in der friihen Operation, der Ausschaltung der Infektionsquelle und
der Sauberung der Peritonealhdhle. Insbesondere fir die peritoneale Lavage
aber liegt bis heute, hinsichtlich der Methode und Effektivitat, keine endgultige
Bewertung auf Basis der evidence based medicine vor (Wolff, 2002).

1.1.2. Klinik, Einteilung und Epidemiologie der Peritoniti S

Die klinischen Symptome der Peritonitis bestehen aus Fieber, Ubelkeit und
einem abdominellen Schmerz. Typischerweise kann man einen diffusen Klopf-
und Loslassschmerz des Abdomens feststellen. Bei der schweren Peritonitis
findet man eine Abwehrspannung, im Sinne eines ,brettharten Abdomens*.
Auskultatorisch laf3t sich oft ein paralytischer lleus nachweisen.

Anhand der Pathogenese lassen sich 3 Formen der Peritonitis unterscheiden.
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Primdre Peritonitis: Es handelt sich um einen spontanen Eintritt der

peritonitischen Reaktion durch extraperitoneale Ursachen. Die
Erregeribertragung erfolgt auf hamtogenem oder lymphogenem Weg. Weitere
Formen sind die postinfektiose Peritonitis bei Kindern, die spontane bakterielle
Peritonitis z.B. bei Leberzirrhose oder bei nephrotischem Syndrom.

Sekundare Peritonitis: Sie entsteht durch direkte peritoneale Reizung bei

Perforation eines intraabdominellen Hohlorganes (z. B. perforiertes Ulkus,
Appendizitis oder Anastomosenleck) oder durch eine nekrotisierende
Pankreatitis.

Tertidre Peritonitis: Dies ist eine persistierende Peritonitis nach operativer und
antibiotischer Therapie (Farthmann und Schoffel, 1996).

Eine post-operative Peritonitis sollte in lokale Formen mit Abszessbildung und
in eine generalisierte Form unterteilt werden. In einem Gesamtkollektiv von
3000 Patienten wurde die Inzidenz der post-operativen intra-abdominellen
Infektionen mit 2% angegeben. Die Hauptursache flir eine intra-abdominelle
Infektion nach einer Operation ist die Ausbreitung von Darminhalt in die
Peritonealhdhle. Andere Ursachen sind die residuelle Kontamination,
Darmischamien und auch die Ulkusperforation. Die Mortalitdt bei einer
generalisierten Peritonitis kann bis zu 60% betragen. Ein Hauptgrund ist unter
anderem die spate Diagnosestellung (Bohnen, 1996). In Deutschland wurde in
einer Gruppe von 282 Patienten mit einem septischen Schock abdomineller
Ursache eine Sterblichkeit von 53% gefunden. Besonders hoch war die
Sterblichkeit bei Patienten, die ein ARDS (Acute respiratory distress syndrome)
oder ein Nierenversagen erlitten. Eine koronare Herzkrankheit und chronische
Lebererkrankungen wurden ebenfalls als Risikofaktoren fir einen erhdhte
Mortalitdt nachgewiesen (Paetz et al., 2003).

Zur Einschatzung der Prognose einer Peritonitis wurden verschiedene
Scoringsysteme entwickelt. Als aussagekraftig erwies sich der Mannheimer
Peritonitis Index oder kurz MPI (Wacha et al., 1987). Dabei wird den acht
entscheidenden Risikofaktoren ein Scorewert zugeordnet und anschliel3end
anhand des Gesamtscores, der sich aus der Addition der Einzelpunkte ergibt,

die Prognose bestimmt.



Risikofaktor Score
Alter > 50 Jahre 5
Geschlecht weiblich 5
Organdysfunktion 7
Maligne Erkrankung 4
Preoperative Dauer der Peritonits > 24h 4
Ursprung der Perionitis nicht im Kolon 4
Diffuse, generalisierte Peritonitis 6
Exudat:
Klar 0
Trib, Purulent 6
Kotig, Jauchig 12
Gesamtscore

Letalitat
<20 0-5%
21-28 10-30%
>28 50-100%

Tabelle 1: Manheimer Peitonitis Index (MPI)

Diese Einteilung ist besonders bei der Entscheidung Uber eine
Therapiestrategie hilfreich (Giel3ling et al., 2002) und hat sich auch in weiteren
Untersuchungen seit der Einfihrung z.B. bei Tumorpatienten bewahrt (Correia
et al., 2001).



1.1.3. Anatomie, Pathophysiologie und Komplikationen der P eritonitis

Die Peritonealhtéhle wird grob in einen suprakolischen, infrakolischen und
parakolischen Raum unterteilt. Das Colon transversum trennt den
suprakolischen und infrakolischen Raum. Nach anterior erfolgt die Trennung
durch das Omentum majus. Der parakolische Raum befindet sich lateral des
rechten bzw. linken Kolons. Perihepatisch  finden  sich die
subdiaphragmatischen R&ume und der subhepatische Raum. Der rechte
subdiaphragmatische Raum ist vom linken subdiaphragmatischen Raum durch
das Ligamentum falciforme getrennt. Posterior des subhepatischen Raumes
findet sich das parietale Peritoneum. Abszesse konnen sich hier bis zum
Diaphragma ausbreiten. Hinter dem Magen und dem Omentum minus liegt die
Bursa omentalis. Die Ausziehung des Peritoneums durch die Arteria gastrica
sinistra unterteilt die Bursa omentalis in einen oberen und unteren Recessus.
Die am tiefsten gelegenen Bezirke des Peritoneums sind im Untebauch der
Douglas'sche Raum und die parakolischen Raume. Infektibses Material kann
sich im Douglas'schen Raum sammeln. Eine Infektion des Beckens kann sich
Uber die parakolischen Raume weiter nach oben durch eine Verbindung zum
rechten subdiaphragmatischen und zum subhepatischen Raum ausbreiten. Das
Peritoneum ist eine serése Membran, die die Abdominalhdhle als parietales und
die abdominale Organe als vizerales Peritoneum bedeckt. Es setzt sich aus
einer einschichtigen Lage mesothelilaler Zellen zusammen, die wie eine
passive semipermeable Membran funktionieren. Die Oberflache entspricht
ungefahr 1,7 m?. Es befinden sich 50-75 cm?® gelblich-klare Fliissigkeit in der
Pertonealhohle. Es finden sich darin weniger als 3000 Zellen/mm?. Davon sind
ungefahr 50% Lymphozyten, 40% Makrophagen und 10% Eosinophile. Neben
passivem Transport durch die Membran, kénnen auch groRere Partikel wie, z.
B. Bakterien im Bereich der Stomata, besonders ausgebildeter lymphatischer
Gefasse, absorbiert werden (Hau et al., 1996).

Es wird heute davon ausgegangen, dass es sich bei der Peritonitis in ihrer
schweren Verlaufsform nicht um eine nur auf den Abdominalraum beschrankte
Erkrankung handelt. Dabei spielen sowohl lokale als auch systemische
inflammatorische Reaktionen eine wichtige Rolle. Die Peritonealhthle kann als

ein Kompartment betrachtet werden, in dem spezifische



Entzindungsreaktionen ablaufen. Die Werte der Zytokine, die Mediatoren
dieser Prozesse sind in diesem Kompatment um ein Vielfaches hdher
nachzuweisen als im Plasma (Schein et al., 1996a).

Das Eindringen von Bakterien in den Peritonealraum verursacht
Entziindungsreaktionen. Gram-negative Bakterien l6sen durch Lipopolysaccarid
(LPS oder Endotoxin) eine Makrophagenaktivierung und Ausschuittung
proinflammatorischer Zytokine aus. Gram-positive Bakterien kénnen Uber
Enterotoxine durch aktivierte T-Lymphozyten und Zytokine ein septisches Bild
auslosen (Gross-Wege, 2000).

Polymorphkernige Leukozyten (PMNL) bilden den zahlenmé&Rig grof3ten Anteil
(50-60%) der zirkulierenden Leukozyten und sind auf Grund ihrer Fahigkeit der
Migration zum Infektionsherd und der Phagozytose von Bakterien wichtige
zellulare Bestandteile bei der Abwehr eines intraabdominalen Infektes (Holzer
et al., 2003). Zytokine beeinflussen die im abdominalen Kompartment
befindlichen Leukozyten. So fihrt Interleukin-6 und Granulozyten Makrophagen
Kolonie-stimulierender Faktor zu einer Abnahme der Apoptose einen Tag nach
einer Operation. Spater kommt es dann zu einer Zunahme der Apoptose durch
Interleukin-10 und Tumor Nekrose Faktor-alpha (Matsuda et al., 2001).

Eine schwere Peritonitis kann schlie3lich zu einer Sepsis mit dem klinischen
Bild eines Systemic Inflammatory Response Syndromes (SIRS) und Multiple
Organ Dysfunction Syndrome (MODS) fuhren. Die Definition der Sepsis als eine
sich von einem Erregerfokus aus, sich auf den ganzen Koérper ausbreitende
Infektion wurde erstmalig 1914 von Schottmiller eingefiihrt. Dieses
Grundkonzept gilt weitgehend auch heute noch. Neue klinische und
experimentelle Forschung fihrte jedoch zu einer wesentlichen Erweiterung

dieser Definition.
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et al., 1998).



1.2. Sepsis, SIRS und MODS

1.2.1. Klinische Kriterien fur die Diagnose (Bone et al., ACCP/SCCM

Consensus Conference Committe, 1992):

Fieber oder Hypothermie ( >38C oder <36T)

Leukozytose oder Leukopenie ( >12000 Zellen/mm?® oder <4000 Zellen/mm?)
Tachykardie ( HF > 90/min)

Tachypnoe ( AF > 20/min)

Erhdhtes AMV (Pa CO; < 32 mm/H,0)

o bk 0N PE

Bei Vorliegen von mindestens 2 Symptomen spricht man von einem SIRS
(Systemic Inflammatory Response Syndrom). Bei gesicherter infektioser

Ursache liegt eine Sepsis vor.

Schwere Sepsis/Septischer Schock — Definition:
Zusatzliche Zeichen einer Organdysfunktion, Hypotension oder Hypoperfusion.

Klinische Merkmale:

- Hypotension ( <90 mmHg systolisch oder Abfall von >40 mmHg systolisch
vom Ausgangswert.

- Metabolische Azidose (pH <7,3; BE> -5 mmol/l und/oder Laktatanstieq)

- Hypoxamie (pa O, < 75 mmHg oder Quotient aus paO,/F0, <250)

- Akutes Nierenversagen

- Thrombopenie; verlangerte Prothrombinzeit und PTT

- Erhohter Herzindex (> 4 I/min) bei erniedrigtem peripherem Widerstand

- Abnahme der Vigilanz

Bei Funktionsverlust von zwei oder mehr Organsystemen liegt ein MODS (Multi
Organ Dysfunction Syndrome) vor.

Die Beurteilung des Patienten, ist sowohl vor der Planung grol3erer
chirurgischer Eingriffe, als auch post-operativ von grol3er Bedeutung. Eine
praoperative Einschatzung der myokardialen Funktion hat einen hohen
pradiktiven Wert fur die Einschatzung der Mortalitat und Morbiditat (Older und
Hall, 2004).
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Eine umfassendere Beurteilung desPatienten ist Uber Score-Schemata madglich
z.B. Uber den APACHE Il (Acute Physiologic and Chronic Health Evaluation),
der akuten Vitalparametern und Vorerkrankungen des Patienten jeweils einen
Score-Wert zuordnet (Knaus et al. 1985). In einer prospektiven Studie hat sich
auch die ASA-Klassifikation (American Society of Anesthesiologists) als
einfache und genaue Einteilung zur Abschéatzung des operativen Risikos
herausgestellt, da hier dem praoperativen, klinischen Zustand des Patienten ein
Wert der Skala 1-5 zugeordnet wird (Menke et al., 1992). Ein einfach und sicher
anwendbares Scoringsystem auf der Intensivstation ist der SOFA-Score
(Sepsis-related organ failure assesment), bei dem akute Parameter der
einzelnen Organsysteme in einem Scoresystem abgebildet werden (Hantke et
al., 2000).

Eine wichtige Rolle bei der Diagnose und Verlaufsbeurteilung der Sepsis
spielen Laborparameter und die Temperatur. Es ergeben sich verschiedene
Vor- und Nachteile in der klinischen Anwendung im Vergleich (Brunkhorst et al.,
2002).

PCT (Procalcitonin): Dieser Parameter verfugt Gber eine schnelle Induktion (2h)

und eine hohe Biostabilitdt bei einer HWZ von 24 h. Er hat einen weiten
biologischen Konzentrationsbereich. Es liegt eine geringe Sensivitat bei
Lokalinfektion und eine hohe Spezifitat bei schwerer Sepsis vor. Eine Induktion
erfolgt zu einem geringen Teilauch durch nicht infektiose Trigger. Der
Pararmeter ist relativ kostenintensiv.

CRP: Der Parameter verfugt Gber eine geringe Spezifitat und Sensivitat. Er ist
relativ kostengtinstig. Die Induktion ist eher langsam (< 24h). Der biologische
Konzentrationsbereich ist gering Es besteht keine Korrelation mit der
Inflammationsstarke.

Cytokine: Hier liegt eine groRe Sensivitdt und schnelle Induktion (wenige
Minuten) vor. Die HWZ (wenige Minuten) ist dementsprechend kurz. Es wird
eine grofRe interindividuelle Variabilitat beobachtet. Die Biostabilitdt ist
eingeschrénkt. Die Korrelation mit dem Schweregrad der Sepsis ist gering. Die
Bestimmung dieser Parameter ist sehr kostenintensiv.

Leukozyten: Dieser Parameter verfugt Uber eine einfache Methodik und relativ
grof3e Sensivitat. Die Spezifitat ist AulRerst gering.
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Temperatur: Die Methodik dieses Parameters ist sehr einfach und verfugt tber
eine grol3e Sensivitat. Die Spezifitat ist sehr gering.

Die Schwierigkeit einer adaquaten klinischen Diagnosestellung blieb jedoch
weiter bestehen. Die obgenannten Faktoren finden sich bei einer Sepsis. Sie
sind jedoch unspezifisch. Dies trifft auch insbesondere auf das SIRS-Konzept
zu. Daher wurde zur besseren klinischen Abgrenzbarkeit und fir das Design
zukUnftiger Studien das PIRO-System eingefuihrt (Levy et al., 2003). Es
beinhaltet die Pradisposition (P) des Patienten. Eine Einschatzung des
pramorbiden Status des Patienten geht in die Beurteilung ein. In Zukunft sind
auch genetische Pradispostionen, die fir eine Sepsis empfanglich machen von
Bedeutung. Die Art des Insultes (I) ist bei der Sepsis die Infektion. Die
Charkterisierung der Keime und der Infektionsfokus sind hier besonders wichtig.
In Zukunft soll auch der Nachweis spezifischer mikrobieller Produkte (LPS
bakterielle DNA) einbezogen werden. Die Reaktion (R) des Patienten auf die
Erkrankung beinhaltet das SIRS-Konzept und weitere Parameter (CRP). Im
Verlauf sollen weitere Marker der Sepsis (PCT, IL-6, HLA-DR) und Ziele fir
spezifische Therapien (Protein C, TNF, PAF) implementiert werden. Hinzu
kommt die Auspragung der Organdysfunktion (O) bei einem septischen
Krankheitsbild. Sie beinhaltet wiederum Scores (z. B. wie oben genannt SOFA)
und soll zukinftig auch Messung auf zellularer Ebene (Apoptose, zellulare
Hypoxie, Zellstress) enthalten.

1.2.2. Pathophysiolgie der Sepsis

Die vorhergehende Darstellung der klinischen Definitionen der Sepsis zeigen,
dass es sich um ein sehr komplexes Krankheitgeschehen handelt. In der
neuesten Definition von Levy et al. wird dargestellt, das ein Verstandnis der
Vorgange bei der Sepsis auf zellularer und sogar genetischer Ebene in der
Zukunft immer wichtiger werden wird. Einige der wichtigsten Erkenntnisse
sollen hier kurz dargestellt werden.

Das Immunsystem des Korpers setzt sich aus unterschiedlichen Bestandteilen

zusammen. Humorale Bestandteilen sind verschiedene unspezifische Zytokine
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und Chemokine sowie das Komplementsystem. Die Ausschuttung der Zytokine
erfolgt nach Antigenerkennung tber toll-like Rezeptoren (TLR) durch Zellen des
Immunsystems. TLRs aktivieren auch eine Signaltransduktionskaskade uber
den NF-kB (nuclear factor kB) die zur Expression von Genen, die
proinflammatorische Zytokine kodieren, fuhrt. Proinflammatorische Zytokine wie
TNF-a und Interleukin-1 werden in den ersten Stunden einer Sepsis
ausgeschitte, andere wie HMGB-1 (high-mobility group box-1) erst wesentlich
spater. Die Wechselwirkungen sind sehr komplex. Sicher ist, dass diese und
weitere Zytokine Auswirkungen auf Zellen des Immunsystem und des
Endothels sowie auf die Gerinnung austben (Marshall, 2003). Zellulare
Bestandteile sind die Leukozyten und hier im Besonderen die Makrophagen, die
T-Lymphozyten und die Neutrophilen Granulozyten (PMNL: Polymorphnukleare
Leukozyten). Die zellulare Abwehr setzt sich aus den verschiedenen
Leukokzytenpopulationen zusammen. Es wird zwischen einer spezifischen und
unspezifischen Abwehrreaktion unterschieden. Die Erste wird durch T-
Lymphozyten und Makrophagen gebildet. Die Zweite entsteht durch Zellen, die
Bakterien und deren Bestandteile phagozytieren kdnnen. Dies sind die
Neutrophilen, Basophilen und Eosinophilen Granulozyten sowie die Monozyten
und natirlichen Killer-Zellen. Die humorale spezifische Abwehrreakton wird
durch Immunglobuline gesteuert, die unter anderem als Opsonine Bakterien flr
die Phagozytose markieren (Kullberg und van der Meer, 1996). Neutrophile
Granulozyten sind auf Grund ihrer Fahigkeit zur Phagozytose, das heil3t
Aufnahme von Bakterien und Abt6tung durch Bildung von Sauerstoffradikalen
(;oxidative burst“), von wichtiger Bedeutung (Klein, 1993). Die Entwicklung der
Sepsis im zeitlichen Verlauf ist eine Balance zwischen einer tiberschiessenden
Immunantwort und einer Anergie des Immunsystems. Zu Beginn besteht eine
Hyperinflammation. Aktivierte CD4 Thl-Lymphozyten schitten
proinflammatorische Zytokine, wie TNF-a, Interferon-y und Interleukin-2, aus.
Zusatzlich schitten Th2-Lymphozyten antinflammatorische Zytokine wie
Interleukin-1 und Interleukin-10 aus. Im Verlauf der Sepsis kommt es zu einer
Abnahme der Lymphozytenzellzahlen (T- und B-Lymphozyten) und der
Zytokinsekretion. Dies fuhrt zu einer zunehmenden Anergie des

Immunsystems. Genetische Polymorphismen der Zytokine (TNF) und der toll-
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like Rezeptoren kdnnen bei Patienten zu Imbalance der Immunantwort fihren

und ein hoheres Risiko fur eine Sepsis bedeuten (Hotchkiss und Karl, 2003).

1.2.3. G-CSF und hamatopoetische Wachstumsfakturen

G-CSF (Granulocyten Kolonie stimulierender Faktor) ist ein Glykoprotein. Es
gehort zu den hamatopoetischen Wachstumsfaktoren. Seine Aufgabe besteht in
der Regulation des Wachstums und der Reifung neutrophiler Granulocyten.
Korpereigener G-CSF wird von aktivierten Makrophagen, Endothelzellen und
Fibroblasten produziert. Durch rekombinante DNA-Technologie lal3t sich G-CSF
in groReren Mengen in E. coli und Séugetierzellen produzieren, und steht zur
klinischen Verwendung als Filgastrim (rhG-CSF) zur Verfigung. Die Wirkung
des G-CSF auf Differenzierung und Reifung von neutrophilen Granulozyten wird
Uber seinen Rezeptor erreicht. Dieser wird spezifisch von neutrophilen
Vorlauferzellen und reifen Neutrophilen exprimiert. Uber eine extrazellulare
Doméane erfolgt die spezifische Bindung und Uber die cytoplasmatische
Doméane die Signaltransduktion (Nagata, 1994). Der Rezeptor ist auf
Neutrophilen, monozytaren Vorlauferzellen, endothelialen Zellen und
Plazentazellen vorhanden. Einige Karzinomzellen produzieren G-CSF und
exprimieren seinen Rezeptor. G-CSF-Serum-Spiegel sind bei akuten
Infektionen erhdht und die Produktion wird durch LPS, TNF und IL-1 stimuliert.
Dies zeigt die wichtige Bedeutung von G-CSF bei Abwehrreaktionen des
Immunsystems. Auch in der normalen Granulopoese hat G-CSF eine
entscheidende Bedeutung. G-CSF-defiziente und G-CSF-Rezeptor knock-out
Méause leiden unter einer ausgepragten Neutropenie (Basu et al., 2002).

Weitere Cytokine spielen in der Hamatopoese und Granulopoese eine wichtige
Rolle. Stem cell factor stimuliert pluripotente CD 34 positive Zellen. IL-3
stimuliert ebenfalls frihe Zellen der Hamatopoese und ist weniger
zelllinienspezifisch. Es hat nur einen geringen Effekt auf die Aktivitat
Neutrophiler und stimuliert vor allem Basophile und Eosinophile Granulozyten.
Megakaryocyte growth and development factor (MGDF) stimuliert und aktiviert
Thrombozyten. Es erhoht die Empfindlichkeit Neutrophiler fiur FMLP (n-formyl-

met-leu-phe), ein Peptid das unter anderem den oxidative burst induziert.
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Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor (M-CSF) stimuliert die Reifung von
Monozyten und  aktiviert Makrophagen sowie die  Ausschuittung
proinflammatorischer Zytokine (IL-1, y-IFN, TNF). Auch Prostaglandine,
Plasminogen activator, Thromboxan und G-CSF werden hierduch vermehrt
produziert. Granulozyten-Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor (GM-
CSF) stimuliert die Reifung myeloider Zellen. Es wirkt stimulierend auf
Phagozytose und Chemotaxis von Neutrophilen und verlangert ihre
Lebensdauer (Bauhofer et al, 1998).

In der folgenden Abbildung sind die Hamatopese und der Einfluss der
genannten Zytokine schematisch dargestellt.

s

Macrophage

Grafik 2: Darstellung der Hamtopoese (nach Kullberg und van der Meer, 1996)
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1.2.4. G-CSF: Klinische Bedeutung

Die klinischen Effekte von rhG-CSF bei septischen Patienten, zeigen sich in
einer deutlichen Anhebung der Granulozytenzahl und dem Abfall
proinflammatorischer Zytokine (IL-6) (Reimund et al., 1995). In einer Pilotstudie
konnte eine verminderte Infektionsrate festgestellt werden (Gross-Weege et al.,
1999). In einer weiteren Studie konnte nicht nur der Anstieg der
Granulozytenzahl, sondern auch eine Zunahme der antiinflammatorischen
Zytokine IL-1ra und TNF-R nachgewiesen werden (Schneider et al., 2004).
Diese positive Modulation des Immunsystems konnte besonders bei der
Behandlung des septischen Schocks durch Melioidose, einer Infektion durch
den intrazellularen Keim Burkholdera pseudomallei, gezeigt werden. Nach der
Einfuhrung der G-CSF-Therapie kam es zu einem Abfall der Mortalitatsrate von
95% auf 10% (Cheng et al., 2004). Die haufigsten Indikationen zum klinischen
Einsatz von G-CSF sind heute die Behandlung einer Neutropenie bei
Krebspatienten, die eine Hochdosischemotherapie erhalten (Gisselbrecht et al,
1997) und die Mobilisierung von Stammzellen aus dem Knochemark (Facon et
al., 1999).

1.3. Therapiekonzepte

1.3.1.  Chirurgische Therapie

Eine diffuse eitrige Peritonitis ist eine schwerwiegende Komplikation eines
chirurgischen Eingriffes im Bauchraum. Eine Anastomoseninsuffizienz nach
einer Colonteilresektion ist hierbei einer der wichtigsten Auslosefaktoren. Dies
bezeichnet man als postoperative Peritonits. Eine weitere Ursache kann das
Austreten von Darminhalt in die Peritonealhdhle sein. Hierbei spricht man von
einer fekalen Peritonits. Hauptziel der chirurgischen Therapie sollte die
Fokussanierung sein. Dieses wurde schon von Kirschner in seiner erstmaligen
Beschreibung der Therapie der Peritonitis herausgestellt und ist auch heute
noch das Standardmerkmal (Kirschner, 1926 und Reith, 1997). Verschiedene
Techniken der operativen Behandlung sind im Laufe der Zeit entwickelt worden.
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Die Fokussanierung erfordert die Resektion ischamischen Darmgewebes, die
Ubernahung von Perforationen, die Schaffung einer Anastomose oder eines
Stomas je nach der zu Grunde liegenden Pathologie und des intraoperativen
Befundes. Die Entfernung grosserer Vereinigungen wird mittels Auswischen mit
Tupfern erreicht. Die sogenannte Peritonealtoilette umfasst das Entfernen von
Eiter, Fibrinablagerungen und Nekrosen. In vielen Fallen wird anschlie3end
eine Lavage durchgefuihrt. Als Standardspullosung wird isotonische
Kochsalzlosung verwendet. Ist bei der initialen Durchfihrung dieser
Maflnahmen keine definitive Fokussanierung erreicht worden, sind weitere
Therapieschritte notwendig. Dies ist auch der Fall, wenn der Patient eine langen
und invasiven Eingriff auf Grund seines Allgemeinzustandes nicht toleriert und
die initiale Fokussanierung nur teilweise durchgefihrt werden kann. Eine
wichtige Frage bei der Durchfiihrung der weiteren chirurgischen Maflinahmen ist
der Zeitpunkt nach dem ersten Eingriff, zu dem diese Verfahren eingesetzt
werden sollen und die Art der Durchfihrung. Verschieden Konzepte stehen hier
zur Auswabhl:

1. Verschluss des Abdomens und Relaparotomie bei Bedarf

2. Geplante Relaparotomie

3. Offenes Abdomen (Laparostomie)

Bei der ersten Alternative erfolgt der primare Verschluss der Bauchdecke. Im
Folgenden enscheidet der weitere klinische Verlauf Uber eine erneute
Laparotomie. Zusatzlich flielRen Parameter wie Laborbefund und radiologische
Diagnostik in die Festlegung der Therapie ein.

Bei der geplanten Relaparotomie wird zum Zeitpunkt der initialen Operation der
Zeitpunkt zur erneuten Laparotomie festgesetzt. Dieses Vorgehen zeigte in
einer Studie Vorteile bei der diffusen fekalen Peritonitis (Schein, 1991).

Ein weiteres Verfahren besteht in dem Offenlassen des Abdomens oder auch
Laparostomie, bei dem auf einen Wiederverschluf3 nach der ersten operativen
Behandlung verzichtet wird. Erneute Peritonealtoiletten kénnen dann auf der
Intensivstation durchgefuhrt werden (Hollender et al.,, 1983). Ein temporarer
Verschlul3 kann hierbei durch ein in die Operationswunde eingebrachte
Membran mit einem ReiRverschluld erzielt werden (Hedderich et al., 1986).

Um eine erneute Erdffnung des Abdomens bei geplanter Relaparotomie zu

vermeiden wird diese mit der Laparostomie kombiniert. Eine Kombination dieser
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Vorgehensweisen ist das STAR-Verfahren (,Staged abdominal repair®)
(Wittmann, 2000).

Eine Studie, die die Laparaoomie bei Bedarf und die geplante Laparotomie
verglichen hat, fand keinen siginifikanten Unterschied in der Mortalitat (Hau et
al. 1995).

Die Therapiestrategie der geplanten Relaparotomie verursacht durch mdégliche
noskomiale Infektionen (Adam, 1997) sowie durch Freisetzung intrabdominaler
Zytokine zusatzliche Risiken (Schein, 1996). Andererseits weisen Daten auf
eine erniedrigte Mortalitdt bei unzureichender Fokussanierung durch die initiale
Operation hin (Billing, 1992).

Daher sollten geplante Relaparotomien mit offenem Abdomen durchgefihrt
werden, wenn zum einen der direkte Verschluss des Abdomens auf Grund
eines abdominellen Kompartmentsyndromes (erhohter intraabdomineller Druck)
nicht moglich ist oder eine besonders schwere Peritonitis mit inadaquater
primarer Fokussanierung vorliegt. In anderen Fallen sollte nur nach Bedarf und

unter Einbeziehung von CT-Befunden relaparotomiert werden (Schein, 2002).

1.3.2. Peritoneallavage

Die peritoneale Lavage wird nach Entfernung groberer Verunreinigungen
durchgefuhrt. Die Standardsubstanz ist physiologische Kochsalzlésung. Diese
wird in grolReren Mengen von circa 10 | in die Abdominalhtéhle gegeben.
Anschliel3end erfolgt eine mdglichst vollstandige Absaugung der Flussigkeit.
Das Ziel ist vor allem eine Keimzahlverminderung im Peritonealraum oder eine
komplette Keimzahleleminierung (Condon, 1979). In einer Studie mit 241
Patienten mit diffuser Peritonitis konnte durch frihe Fokusanierung und eine
Lavage mit 20 | Kochsalzldsung die Rate der postoperativen Komplikationen,
der Abszef¥formierung und die Rate der Reoperationen reduziert werden
(Brugger et al., 1999). Andere Studien konnten diesen Effekt nicht zeigen
(Minervini et al., 1980 und Hunt et al., 1982).

Antibiotisch und antiseptisch wirksame Substanzen finden als Zusatze zu einer
Lavage mit reiner Kochsalzlésung Verwendung. Im Tiermodell konnte der

Zusatz von Ceftriaxon eine Verbesserung der Uberlebensrate mit zuséatzlicher
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Gabe systemischer Antibiotika erzielen (Perdue et al., 1994). Eine
Verhinderung der intraabdominellen postoperativen Abszef3bildung und eine
Verminderung von Wundinfektionen im Vergleich zu historischen Kontrollen
konnte durch den Zusatz von Metronidazol erreicht werden (Saha, 1996). In
einem Tiermodell mit Clindamycin und Gentamycin als Lavagezusatz konnte
keine  Verminderung der intraabdominellen Infektionen und der
Abszel3formation im Vergleich zur parenteralen antiobiotischen Therapie
festgestellt werden (Lally et al, 1983 und Lally et al. 1985). In einer prospektiven
Studie an 87 Patienten konnte weder durch alleinige Lavage mit
Kochsalzlésung, noch durch Zusatz von Chloramphenicol die Rate der
postoperativen Komplikationen gesenkt werden (Schein et al., 1990).

In der Kklinischen Situation haufig eingesetzte antiseptische Substanzen sind
Noxythiolin  und Povidon-Jodid. Zu Dbeiden Substanzen existieren
widerspruchliche experimentelle und klinische Daten (Schein, 1988).

Intensive Untersuchngen wurden zur Wirksamkeit des Taurolidins in der lokalen
Behandlung der Peritonitis durchgefuhrt. Taurolidin ist ein Abkémmling der
Aminosulfonsdure Taurin. Es wirkt bakterizid auf grampositive, gramnegative
und obligat anaerobe Bakterien. Ein antimykotischer Effekt insbesondere gegen
Candida albicans besteht ebenfalls. Die Plasmahalbwertzeit von 2g Taurolodin
betragt nur 45 Minuten. Nach enzymatischer Hydrolyse im Serum entsteht der
Metabolit Taurultam mit einer Plasmahalbwertzeit von 7 Stunden. Bei der
weiteren Hydrolyse zu Taurin entstehen freie Methylolgruppen. Diese verbinden
sich irreversibel mit Bestandteilen von Bakterienwadnden, wodurch der
bakterizide Effekt entsteht. Resistente Bakterienstdmme sind nicht bekannt.
Durch den gleichen Mechanismus kommt es auch zur Inaktivierung von
Bakterienzellwandfragmenten und somit zur Inaktivierung von Endotoxin.
Taurolidin hemmt auRerdem die Adharenz von Bakterien an Endothelzellen
(Staubbach, 1997). Positive Effekte auf die Keimelemination intrabdominal bei
unveranderter Phagozytoseleistung der Granulozyten sind beobachtet worden
(Billing et al. 1992). In einer experimentellen Untersuchung mit menschlichen
Monozyten konnte Taurolodin nach LPS-Stimulation die Ausschittung der
proinflammatorischen TNF und IL-1 deutlich vermindern (Bedrosian et al.,
1991). In einem Tiermodell konnte die Taurolidinadministration die kardiale und

pulmonale Instabilitdt bei intravasaler Endotoxinadministration vermindern
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(Egan, 2002). Klinische Beobachtungen zeigten auch einen positiven Effekt von
Taurolodin bei der lokalen Behandlung der Peritonitis (Gortz, 1997). In der
tierexperimentellen  Untersuchung einer mit  Staphylocccus  aureus
kontaminierten GefalR3prothese konnte jedoch kein positver Effekt der lokalen
Taurolodinbehandlung nachgewiesen werden (Hernandez-Richter, 2001).
Positive Ergebnisse aus prospektiven, randomisierten Studien zur Taurolodin-
Gabe bei Peritonitis liegen nicht vor.

Klinische Studien, die zur intraoperativen Lavage durchgefihrt wurden, haben
nur einen eingeschrankten Aussagewert. Experimentelle Studien bilden die
klinische Situation nicht richtig ab. Klinische Studien sind haufig retrospektiv
und unkontrolliert durchgefuihrt worden. Viele Studien sind auf3erdem ohne

Gabe systemischer Antibiotika durchgefuhrt worden (Schein, 1988).

1.3.3. Antibiotika-Therapie

Die Mehrzahl der intraabdomiellen Infektionen konstituiert sich aus einer
Mischinfektion aus anaeroben und aeroben Bakterien. Haufig sind
Enterobakterien, aber auch Enterokokken und Staphylokokken anzutreffen.
Eine kalkulierte Antibiotikatherapie ist daher fur die Prognose des Patienten
entscheidend (Focht und N6sner, 1997). Es ist sehr wichtig, die Therapie initial
auf den Schweregrad der intraabdominellen Infektion abzustimmen. In vielen
Studien zur Antibiotikatherapie der Peritonitis ist dies nicht geleistet worden
(Holzheimer und Dralle, 2001). In einer kleineren Studie wurde die antibiotische
Therapie auf Basis des Mannheimer-Peritonitis-Indices an 3 Guppen
angepasst: Es wurden leichtgradige, mittlerschwere und schwerste Peritonitiden
unterschieden. Die beiden ersten Gruppen erhielten Cefotaxim und
Metronidazol, die dritte Gruppe erhielt zusatzlich Ofloxacin. Diese Studie zeigte
bei der Erniedrigung der Mortalitat einen positiven Trend (Winkeltau et al.,
1997). Im Weiteren ist es angezeigt Uber eine einheitliche Art und Dauer der
Therapie einen Konsensus zu erreichen (Lorenz et al., 1996). Nach Auswertung
der zur Verfugung stehenden Literatur wurden Richtlinien zur initialen Auswahl
des Antibiotikums erstellt. Die Paul-Ehrlich-Gesellschaft fur Chemotherapie

machte folgende Therapievorschlage zur Behandlung einer Sepsis mit
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Erregerursprung im Bauchraum: Die zu erwartenden Keime sind
Enterobacteriacae, Anaerobier, Enterokokken und Pseudomonaden. Bei
ambulant erworbener Infektion sollte mit einem Acylaminopenicillin + BLI
(Betalaktamaseinhibitor), einem Cephalosporin der Gruppe 3a + Metronidazol
oder einem Carbapenem behandelt werden. Bei nosokomialer Infektion ist auch
der Einsatz eines Cephalosporins der Gruppe 3b + Metronidazol sowie eines
Fluorchinolons der Gruppe 2/3 + Metronidazol sinnvoll (Bodmann et al., 2001).

Eine spezifischere Darstellung der Antibiotikatherapie intrabdomineller
Infektionen, insbesondere auch unter Bertcksichtigung des Schweregrades der
Infektion und des Allgemeinzustandes des Patienten wurde durch die
Richtlinien der ,Surgical Infection Society” erreicht. Bei der Einzeltherapie
kénnen Ampicillin/Sulbactam, Cefotetan, Cefoxitin, Ertapenem,
Imipinem/Cilastatin, Meropenem, Piperacillin/Tazobactam oder
Ticarcillin/Clavulansaure eingesetzt werden. Eine Kombinationtherapie kann mit
einem Aminoglykosid (Amikacin, Gentamicin) und Clindamycin bzw.
Metronidazol, Azetreonam + Clindamycin, Cefuroxim + Metronidazol,
Ciprofloxacin + Metronidazol oder einem 3./4. Generation Cephalosporin +
Clindamycin oder Metronidazol durchgefiihrt werden. Keine der Substanzen
besitzt einen Vorteil gegenuber der anderen. Eine Umstellung der
Antibiotikatherapie unter Einbeziehung intra-operativer Kulturergebnisse hat in
den bisherigen Studien keine Verbesserung des Outcomes bewirkt. Bei
leichterem klinischem Verlauf der Infektion, sollten die Dbreitwirksamen
Antibiotikaregimes, die in der Hochrisikogruppe zum Einsatz kommen,
vermieden werden. Hochrisikopatienten sind Patienten mit fortgeschrittenem
Alter, schlechtem Erndhrungszustand und ausgepragter Komorbiditat. Ein
hoher APACHE II-Score gibt einen signifikanten Hinweis auf diese Patienten.
Eine nosokomiale Infektion sowie eine unzureichende Fokussanierung bilden
ebenfalls Risiken fur einen komplizierten Verlauf einer Infektion. Die
Empfehlung einer Einzelherapie besteht in der Gabe von Imipenem/Cilastatin,
Meropenem oder Piperacillin/Tazobactam. Zur Kombinationstherapie stehen ein
Aminogylkosid + Clindamycin oder Metronidazol, Aztreonam + Clindamycin,
Ciprofloxacin + Metronidazol oder 3./4. Generation Cephalosporin +
Clindamycin oder Metronidazol zur Verfiigung. In besonders schweren

Verlaufen sollte eine antimykotische Therapie erwogen werden. Bei Patienten
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mit schwerer tertiarer Peritonits zeigt sich auch das Heranziehen von
Kulturergebnissen als sinnvoll (Mazuski et al., 2002).

Ein besonders schwieriges Problem stellt desweiteren die Frage nach der
Dauer der antibiotischen Therapie dar. In einer Studie wurde
Infektionsmediziner und Chirurgen zur Behandlung chirurgischer Infektionen
befragt. Es fiel auf, das die Infektionsmediziner einen deutlich langeren
Zeitraum fir die Behandlung dieser Infektionen vorschlugen (Gorecki et al.,
2000). Auf Grund der nicht eindeutigen Datenlage wurde ein
Disuskussionsforum chirurgischer Spezialisten gebildet, das folgende

Empfehlungen erarbeitete:

Kontamination => Keine postoperativen Antibiotika bei

-Gastroduodenaler Ulkusperforation, Operation innerhalb 12 h

-Traumatischer Darmruptur, Operation innerhalb 12 h

-Peritoneale Kontamination mit Darminhalt wahrend elektiver oder Notfall-
Operation

-Appendektomie bei friiher oder phlegmonéser Appendizitis

-Cholezystektomie bei friher oder phlegmondser Cholezystitis

Resezierbare Infektion => 24 Stunden postoperative Antibiotikagabe

-Appendektomie bei gangrendser Appendizitis
-Cholezistektomie bei gangrantser Cholezystitis
-Darmteilresektion bei ischamischem oder stranguliertem Darmanteil ohne

deutliche Perforation

.Milde" Infektion => 48 Stunden postoperative Antibiotikagabe

-Intraabdominelle Infektion verschiedener Ursachen mit lokalisierter
Eiteransammlung
-Altere (mehr als 12 Stunden) traumatische Darmlasion und gastroduodenale

Perforation ohne intaabdominelle Infektion

Moderate" Infektion => maximal 5 Tage postoperative Antibiotikagabe

-Diffuse intraabdominelle Infektion aller Ursachen
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Schwere Infektion => Mehr als 5 Tage postoperative Antibiotikatherapie

-Schwere intraabdominelle Infektion mit schwer kontrollierbarem Infektionsfokus
(infizierte Pankreasnekrose)

-Schwere intraabdominelle Infektion, die mit geplanten Relaparatomien
behandelt wird

-Postoperative intraabdominelle Infektion (Schein et al, 1996b)

1.3.4. Adjuvante TherapiemalRnahmen

Die Fokussanierung, eine adaquate antibiotische Therapie und eine
intensivmedizinsiche, supportive Therapie sind als MalRnahmen der
Behandlung der intarabdominellen Infektion und einer sich daraus
entwickelnden Sepsis anerkannt (Bloos und Reinhart, 2002). Adjuvante
Therapieansatze greifen zuséatzlich in Uberschiel3ende Zytokinkaskaden ein.
Auch endokrine Prozesse, das Gerinnungssystem und bakterielle Toxine sind
das Ziel dieser Therapien. In vielen Tiermodellen zeigten sich positive
Ergebnisse, die in klinischen Studien nicht oder nur unzureichend bestétigt
werden konnten. Hierunter befinden Therapien mit Antikdrpern gegen TNF oder
seinen Rezeptor, Inhibition von IL-1-Rezeptoren, Inhibition von Phospholipase
A, Neutralisation von Platelet-activating factor, Inhibiton von Prostaglandinen,
Inhibition von NO, Neutralisation von Bakterienendotoxin Substitution von
Antithrombin Il und die Gabe polyvalenter Immunglobuline (Marshall, 2003).

In einer ,Roundtable“-Diskussion wurden funf adjuvante und spezifisch
intensivtherapeutische Mal3nhahmen in der Behandlung der Sepsis aufgezeigt,
die derzeit eine ausreichende Evidenz fur den klinischen Einsatz bieten
(Vincent, J.-L., 2002).

1. Die Beatmung mit niedrigen Tidalvolumina bei ARDS (Acute respiratory

distress syndrome), einer haufigen Begleiterscheinung bei Sepsis (The

Acute respiratory distress network, 2000)
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2. Early goal-directed therapy. Dies bedeutet eine friihestmogliche Optimierung
der hamodynamischen Parameter eines septischen Patienten, noch vor
Beginn der eigentlichen Intensivtherapie (Rivers et al. 2001).

3. Therapie mit aktiviertem Protein C (aktiviertes Drotrecogin alfa). Diese
antikoagulative und profibrinolytische Therapie zeigte sich als wirksam bei
Patienten mit schwerer Sepsis (Bernhard et al., 2001).

4. Die Gabe einer moderaten Kortisondosis. Es zeigte sich ein positiver Effekt
bei Patienten mit refraktarem septischen Schock und
Nebenniereninsuffizienz (Annane et al., 2002).

5. Intensivierte Insulintherapie. Eine Senkung des Blutzuckers auf normale
Werte (80-110 mg/dl) zeigte in dieser Studie einen positven Effekt auf das
Outcome (Mortalitat) (Van den Berghe et al., 2001).

1.4. Das Konzept der CMRTs (Clinical modelling rand  omized

trials)

1.4.4. Tiermodelle in der Sepsisforschung

Verschiedene Tiermodelle sind zur praklinischen Simulation der Sepsis
entwickelt worden. Dabei werden féakales Material, Bakterien oder Bestandteile
von Bakterien (z.B. LPS) als Infektionsausléser verwendet. Die Auslosung einer
Sepsis abdominalen Ursprungs wird durch die Einbringung dieser
Komponenten in die Peritonealhdhle erzielt, andere Modelle verwenden die
intravendse Injektion. Die wichtigsten bisherigen Strategien mit ihren Vor- und
Nachteilen sollen hier beschrieben werden (Rittirsch et al., 2006).

LPS-Modell: Hier wird Lipopolysaccharid (LPS), ein Bestandteil der Zellwand
gramnegativer Bakterienwande i.v. injiziert. Eine inraperitoneale Instillation kann
ebenfalls durchgefuhrt werden. Durch das Endotoxin wird eine massive, akute
Freisetzung von Zytokinen induziert. Die Endotoxamie fihrt unmittelbar zum
SIRS und zu einer frihen Mortalitdt (Galanos et al., 1979). Klinisch finden sich
ahnliche Veranderungen bei den Versuchstieren, wie bei Patienten die an einer
Sepsis leiden. Es zeigte sich aber, dass diese Immunantwort weitaus schneller

und starker bei diesem Modell eintritt als in der Realitat (Remick et al., 2000).
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Somit ist die Ubertragung von Endotoxinmodellen auf die klinische Situation nur
bedingt mdglich. Dieses Modell ist eher zur Untersuchung der Pathophysiologie
des SIRS geeignet. Bei den verwendeten Versuchtieren handelt es sich vor
allem um kleine Nagetiere (Ratten oder Mause) (Rittirsch et al., 2007).

Fekales und bakterielles Inokulum: Bei diesen Modellen wird eine Suspension

oder ein Pellet aus Fibrin, das Stuhl oder Bakterien enthalt, intraperitoneal
appliziert. Uber die Menge des infektiosen Materials kann die Schwere der
Sepsis beeinflusst werden. Stuhl oder Suspensionen aus verschiedenen
Bakterien koénnen eine Mischinfektion, wie bei der humanen abdominalen
Sepsis simulieren. Pellets verursachen haufiger intraabdominale Abszesse als
eine Sepsis. Reinkulturen von Bakteriensuspensionen entsprechen weniger der
realen Situation einer fekalen Sepsis als Mischinfektionen (Weinstein et al.,
1974).

CASP-Modell: Die Colon ascendens stent peritonitis (CASP) wird durch das

Einbringen eines Stents in den aufsteigenden Dickdarm und dadurch
austretendes fekales Material induziert. Ein intestinales und konstantes Leck
nach einem operativen Eingriff wird somit simuliert. Unterschiedliche
StentgroRen verursachen eine Verdnderung der Mortalitdtsrate (Zantl et al.,
1998).

CLP-Modell: Bei diesem Modell erfolgt hier die Ligierung des Darms unterhalb
der lleozekalklappe. Anschlie3end erfolgt die Punktion des Zaekums mit einer
Nadel (cecal ligation and puncture). Danach tritt Stuhl in den Peritonealraum
aus. Ahnlich wie beim CASP-Modell kommt es zu einer abdominellen Sepsis
mit einer Mischinfektion (Wichtermann et al.,, 1980). Diese Prozedur ist
allerdings in ihrer Durchfihrung schlechter zu reproduzieren, da die
Auspragung der Sepsis mit der Lange des ligierten Darmes und der
Punktiongrol3e variiert (Maier et al., 2004).

1.4.2. Ubertragung auf die klinische Situation

Tiermodelle zur Beurteilung von Therapiestrategien zur Behandlung der Sepsis
zeigten im Verlauf ihrer Durchfiihrung in sehr groRer Anzahl eine Verbesserung

des Krankheitsverlaufes. Trotzdem fuhrte dies nur zu sehr wenigen Therapien,
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die in der Behandlung der menschlischen Sepsis einen positiven Effekt hatten.
Wie weiter oben ausgefuhrt gibt es derzeit nur finf neuere Therapien, die in
groRen Kklinischen Studien signifikant positive Ergebnisse erbrachten.
Antibiotische und chirurgische Therapien werden ohne einen dieser
Wirkamkeitsnachweise durchgefiihrt. Das Tiermodell weicht in einigen, nur
schwer beeinflussbaren Faktoren von der klinischen Situation ab. So sind die
Versuchstiere meistens jung und haben keine wesentliche Komorbiditat,
wahrend Sepsispatienten im Durchschnitt 60-65 Jahre alt sind und haufig unter
Begleiterkrankung leiden. Auch unterscheidet sich die Biologie der Sepsis
kleiner Nagetiere von der des Menschen. Der Verwendung von Primaten zur
Sepsisforschung stehen nicht zu vernachlassigende ethische und
tierschutzrechtliche Aspekte gegeniber (Esmon, 2004).

Im Jahr 2005 wurden auf einem Symposium der Shock Society und des
International Sepsis Forums wichtige Punkte diskutiert, die bei der
Durchfihrung eines Tierversuches beachtet werden sollten, damit trotz der
genannten Einschrankungen eine gute Abbildung der humanen Erkrankung
erfolgen kann.

Zunachst sollte eine praklinische, tierexperimentelle Studie mdglichst
standardisiert durchgefiihrt werden, um ein reproduzierbares Ergebnis zu
erhalten. Als Richtlinie werden hier die Kriterien des CONSORT-Statements
genannt, die fur klinische Studien eingefuhrt wurden und in dieser Arbeit im
Methodenteil naher erlautert werden. Fur einen Tierversuch bedeutet dies, dass
alle Details des Versuches (Tiere, Tierhaltung, Zeitablauf, Interventionen etc.)
genauestens beschrieben werden sollen. Nur dies kann unter anderem zu einer
Vergleichbarkeit von Versuchen unterschiedlicher Arbeitsgruppen fuhren. Auch
ist die Randomisierung und Verblindung der Durchfihrenden ein wichtiger
Bestandteil.

Ein weiterer Punkt der genannt wird, ist die Einhaltung des Tierschutzes und die
Beachtung ethischer Aspekte bei der Durchfihrung eines Tierversuches. Die
Beurteilung durch eine unabhangige Ethikkommission ist unbedingt notwendig.
Besonders ist wahrend eines Tierversuches auf eine Analgetikagabe zu achten.
Vielfach wird dieses abgelehnt, da man eine Beeinflussung der Ergebnisse

beflrchtet. Analgetika sind aber, wie auch Antibiotika und Volumenersatz mit
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intravenoser Flussigkeit wichtige Bestandteile der klinischen Sepsistherapie.
Somit sollten sie in einem madglichst realistischen Sepsismodell nicht fehlen.
Des Weiteren sollte ein praklinisches Modell auf die Hypothese oder Frage, die
untersucht werden soll, abgestimmt sein. Die Aufklarung pathophysiologischer
Mechanismen kann dabei mit einem einfachen Modell (z.B. LPS-Modell)
erfolgen. Sollen komplexe klinische Fragestellungen untersucht werden, ist ein
Modell, das diese Situation abbilden kann erforderlich, und das dem
entsprechend Bestandteile der klinischen Sepsistherapie enthalt.

Schlie3ich sollten Ergebnisse aus préaklinischen Modellen immer auch das
Konzept der Erkrankung, also in diesem Fall der Sepsis beeinflussen. Dies
umfasst vor allem die Interventionen in das Zytokinnetzwerk, die in
unterschiedlichen Modellen teilweise gegenteilige Effekte zeigen (Marshall et
al., 2005).

1.4.3. Besonderheiten des CMRT-Konzepts

Das Konzept der Clinical modelling randomized trials (CMRT) wurde entwickelt,
um den Anforderungen von aussagefahigen préaklinischen Versuchen
Rechnung zu tragen.

Das Tiermodell der Ratte wird zur fekalen, intraperitonealen Kontamination und
Infektion verwendet. Die Versuche erfolgen randomisiert und doppelblind. Die
statische Auswertung erfolgt mit dem Ziel signifikante Ergebnisse zu erhalten.
Das Modell enthalt mehrerer Elemente, die in der realen, klinischen Situation
wichtig sind. Die Versuchstiere enthalten eine Narkose mit Fentanyl und
Droperidol. Uber einen Schwanzvenenkatheter werden zu vorgegebenen
Zeitpunkten Volumen und Antibiotika appliziert (vor und nach Infektion). Nach
dem chirurgischen Eingriff (Laparotomie), wird eine standardisierte humane
Stuhllésung injiziert. Im Anschluss erfolgt die Gabe eines Analgetikums
(Tramadol). In diesem Modell kénnen verschiedene Interventionen getestet
werden. Im Falle dieser Arbeit erfolgt dies durch die prophylaktische Gabe von
G-CSF vor dem Eingriff und eine Gabe nach dem Eingriff sowie durch eine
Spulung der Bauchhohle mit physiologischer Kochsalzlésung oder Taurolodin.

Die Menge des Antibiotikums und des G-CSF entspricht klinischen Standards.
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Die Stuhlmenge wurde in friheren Versuchen mittels einer Dosiswirkungskurve
an die zu erwartende Letalitdt einer abdominellen Sepsis angepasst, die ca.
50% betragt. Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Bestandteile der

CMRTs folgt im Abschnitt Material und Methoden (Lorenz et al., 1994).
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2. Fragestellung

Die peritoneale Lavage bei postoperativer Peritonitis ist ein Verfahren, das in
der klinischen Situation regelmaflige Anwendung findet. Dies geschieht nicht
auf Grund eindeutiger Ergebnisse grof3er, placebo-kontrollierter Studien,
sondern in erster Linie aus der Kklinischen Erfahrung des einzelnen
behandelnden Chirurgen heraus. Ein Ziel dieser Arbeit ist die Reproduktion
einer klinischen Situation mittels der Clinical Modelling Randomized Trials
(CMRTS). Im Tiermodell der Ratte wird durch das Einbringen einer definierten
Menge humanen Stuhls in den Bauchraum der Ratte eine Anastomosenleakage
simuliert. Hieraus resultiert eine fakale Peritonitis mit abdomineller Sepsis.
Anschliel3end wurden der Effekt der intraoperativen Lavage und verschiedener
Lavageldsungen (isotonische Kochsalzlésung und Taurolodin) auf die Mortalitat
anhand dieses Modells analysiert. Des Weiteren wurden Untersuchungen zur
Phagozytosefunktion und zur Zytokinproduktion als sekundare Endpunkte
durchgefuhrt.

Granulozyten Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF) zeigte in experimentellen
Arbeiten seine Wirksamkeit in der Sepsistherapie. In einem Teilversuch wurde
daher der Effekt der G-CSF Administration im Tiermodell der Ratte auf
Mortalitdt sowie Funktionalitat der Granulozyten (Phagozytose) und
Zytokinproduktion untersucht. Die Ergebnisse flossen in eine Leitlinie zum
Management der postoperativen Anastomoseninsuffizienz und Peritonitis fur
eine klinische, multizentrische und placebokontrollierte Studie mit G-CSF ein
(Stinner et al., 2001).
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um mannliche Wistar-Ratten mit einem
Gewicht von 230-300 g. Sie wurden ausnahmslos von Charles River Wiga,
Sulzfeld, BRD bezogen. Die Haltung wurde unter standardisierten Bedingungen
bei 27C Raumtemperatur und 55% Luftfeuchtigkeit du rchgefiihrt. Die Macrolon-
Kéafige befanden sich mindestens einen Meter Uber den Boden und sie waren in
einem Raum mit kdnstlichem Tag-/Nachtrhythmus (12/12 Stunden)
untergebracht. Die Diat bestand aus Altromin 1313 bis 12 Stunden vor
Versuchsbeginn und Wasser ad libitum.

Die Erlaubnis zur Durchfihrung der Versuche wurde durch die regionale

Tierschutzkommission, Giessen, Hessen, Deutschland erteilt.

3.2. Reagenzien

Rekombinantes, humanes G-CSF (rhG-CSF, Filgastrim) wurde von Amgen
(Munchen) zur Verfigung gestellt. Bei den Tierversuchen wurde des Weiteren
verwendet: Co-Amoxiclav (Augmentan, SmithKline Beecham), Fentanyl
(Janssen), Droperidol (Dihydrobenzperidol), Tramadol (Tramal, Grunenthal);
aufgearbeitete Stuhlsuspension aus humanem Stuhl, 0,9%ige NaCl Lésung
(Braun, Melsungen), Taurolidin (0,5%ige Taurolin/Ringer Lésung, Hoechst,
Frankfurt) Heparin (Liquemin, Roche) und EDTA-Reagenzglaser (Sarstedt,
Nurmbrecht). Bei den funktionellen Tests kamen zum Einsatz: Der Phagotest-Kit
(Orpegen-Pharma, Heidelberg) bestehend aus stabilisierter FITC-markierter
E.coli-Suspension, Quenchlésung (Methylenblau), DNA-Farbelosung,
Waschlosung und Lysing Solution. IL-6, IL-10 und TNF-a-Bestimmung wurden
mit Ratten ELISA-Kits der Firma Pharmingen (Heidelberg) durchgefuhrt.

Zur Einstellung der Mortalitatsrate auf einen Wert von circa 50% wurden vor
dem eigentlichen Versuch in Vorversuchen Dosiswirkungskurven von der

Stuhlsuspension erstellt. In dem Versuch kamen unterschiedliche Stuhlproben
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zum Einsatz, bei denen die Menge des zu injizierenden Stuhles 1,0-1,3 ml/kg
KG betrug.

3.3. Laborgerate

Zur  Messung von  Zellparametern  (Phagozytoserate) und  zur
Zytokinbestimmung mittels ELISA (Messung von IL-6, IL-10 und TNF-a) wurde
ein DurchfluBzytometer, FACScan der Firma Becton Dickinson und ein
Mikrotiterplattenreader 340 ATTC der Firma SLT Labinstruments verwendet.

3.4. Software

Die Messungen der Phagozytoserate am DurchfluRzytometer wurden mit der
Cell Quest Software der Firma Becton Dickinson durchgefuhrt. Zur Auswertung
der ELISAs wurde die Software der Firma SLT verwandt. Die Diagramme

wurden mit MS Excel fir Windows erstellt.

3.5. Statistik

Die statistische Analyse wurde bei nominalen Daten mit dem Pearson x-Test in
k Proben und bei ordinalen Daten mit dem Kruskal-Wallis ANOVA-Test mit der
SAS™.Software durchgefiihrt. Die Analyse der Uberlebensrate wurde mit dem
log rank test durchgefuihrt. Bei Anwendung mehrerer Testverfahren wurde die
Boneferoni-Korrektur eingesetzt. Ein mittlerer p-Wert < 0,05 wurde bei ordinalen

Daten als signifikant akzeptiert.

31



3.6. Versuchsdesign und Durchflihrung

3.6.1. Aufbau des Versuches nach den Kiriterien des CONSORT-
Statements (Consolidated Standards of Reporting Tri  als)

Das CONSORT-Statement enthalt Empfehlungen zur Verbesserung der Qualitat
klinischer Studien. Die Vorschlage beziehen sich auf sogenannte RCTs
(Randomized controlled trials) (Begg et al., 1996). RCTs bieten die beste
Moglichkeit der Uberprifung der Wirksamkeit medizinischer Interventionen
(Latronico et al., 2002). Da weiterhin der Anhalt bestand, das die Versuche zur
Optimierung klinischer Studien nur zum Teil erfolgreich waren wurde 2001 eine
revidierte Fassung des CONSORT-Statements veroffentlicht (Altman et al.,
2001). In einer Arbeit konnte gezeigt werden, das Zeitschriften, die unter
Anwendung dieser Kriterien publizierten, eine hohere Qualitat ihrer Artikel
erreichten (Deveraux et al., 2002). Besonders im Bereich der chirurgisch-
klinischen Forschung ist die Anwendung dieser Kriterien bei der Durchfihrung
qualitativ hochwertiger Studien entscheidend (Hall, J. C. und Hall, J. L., 2002).
Wichtige statistische Parameter wie zum Beispiel die NNT (Number Needed to
Treat) oder ARR (Absolute Risk Reduction), die wichtige Hinweise fur die
Wirksamkeit einer Intervention liefern, sind in den Kriterien enthalten (Nuovo et
al., 2002). Die Anwendung des CONSORT-Statements auf RCTs kann nicht
zuletzt auch bei der Beurteilung der Kosten und Nutzen einer diagnostischen

oder therapeutischen Intervention dienen (Bruns, 2001).
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Ein RCT sollte die nachfolgenden Schritte enthalten:

Beurteilung der Versuchsteilnehmer: Einschluss oder Ausschluss

A

Randomisierung

A 4
Zuweisung zu mindesten 2 Gruppen

A 4
Follow-up

A 4
Analyse der Versuchsergebnisse

Abbildung 1: Vereinfachtes FluRdiagramm eines RCT (nach Moher et al., 2001)

In Anlehnung an diese Vorgaben aus der klinisch Forschung wurde ein
Versuchsmodell in der préklinischen Forschung entwickelt, das dieselben
Vorteile der RCTs enthalt und den Kriterien des CONSORT-Statements folgt,
die sogenannten CMRTs (Clinical modelling randomized trials) (Lorenz et al.,
1994). Bei diesem Modell erhielten alle Tiere (in diesem Modell die Ratte) eine
standardisierte  Menge humanen Stuhls, der zu Simulation einer
Anastomoseninsuffizienz in den Bauchraum injiziert wird. Alle Tiere erhielten
eine Andasthesie und Analgesie. AuRerdem erhielten alle Tiere eine
Antibiotikaprophylaxe. In diesem CRMT wurde bei einigen Tieren zusatzlich eine
Peritoneallavage mit physiologischer Kochsalzlésung oder Taurolodin
durchgefuhrt. Einige Tiere erhielten auch eine adjuvante subkutane G-CSF-
Administration. Im Ergebnissteil wird die schematische Darstellung der

Versuche 1, 2 und 3 durch Flul3diagramme wiedergegeben.
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3.6.2. Versuchsdesign

Die Versuchstiere wurden den Gruppen randomisiert und verblindet zugeteilt.
Verblindet bedeutete in diesem Versuchsaufbau, dass die Person, die die Tiere
den Gruppen zuteilte nicht am eigentlichen Versuch direkt beteiligt war.
AulRerdem war dem Operateur die Gruppenzugehoérigkeit der Tiere nicht
bekannt. Die Anzahl der Tiere je Gruppe in Versuch 1 und 2 betrug jeweils
n=18. In Versuch 3 wurde anhand der Ergebnisse der beiden ersten Versuche
eine neue statistische Berechnung zur Fallzahl durchgefuhrt und den beiden
Gruppen jeweils n=30 Tiere zugeteilt. In jedem Teilversuch wurden 2 Tiere als
Reservetiere nicht randomisiert. Der Beobachtungszeitraum nach Durchfiihrung
des Versuches betrug t=120 h. Innerhalb dieses Zeitraumes gestorbene Tiere

wurden als Tote gewertet.

Versuch 1:

Uberprifung verschiedener Lavagelosungen (NaCl 0,9% versus

Taurolodin)

1. Antibiotikum-Schadigungsgruppe mit Peritoneallav age (NaCl 0,9%):
Die Tiere erhielten nach AB-Prophylaxe und Infektion eine Lavage mit

isotonischer NaCl-Losung.

2. Antibiotikum-Schadigungsgruppe mit Taurolidinlav age:
Die Tiere erhielten eine Lavage mit einer 0,5%igen Taurolidin-Ringer-
Losung. Beim zweiten Lavageschritt wurde die Flussigkeit 1 h im Bauchraum

zur Erh6hung der Wirksamkeit belassen.



Versuch 2:

Prophylaxe mit Granulozyten Kolonie-stimulierendem Faktor und Lavage
mit NaCl 0,9%.

1. Antibiotikum-Schadigungsgruppe:
Diese Tiere erhielten ein Stuhlinokulum und eine Antibiotikaprophylaxe mit
Co-Amoxiclav.

2. Antibiotikum-Schadigungsgruppe mit Peritoneallav age (NaCl 0,9%):
In dieser Gruppe wurden neben den MalRnahmen aus der 1. Gruppe eine
Laparotomie und eine Lavage des Bauchraumes mit isotonischer NaCl-
Lésung durchgefihrt.

3. Antibiotikum-Schadigungsgruppe mit Peritoneallav age (NaCl 0,9%)
+G-CSF:
Diese Gruppe erhielt zusatzlich zur Antibiotikabehandlung und zur Lavage
mit NaCl 0,9% eine dreimalige subkutane Injektion von G-CSF (-12 h, +12h
und 36 h).

Versuch 3:

Abdominelle Lavage mit NaCl 0,9%.

1. Antibiotikum-Schadigungsgruppe mit abdominalem D ebridement
Die Tiere erhielten ein Stuhlinokulum und eine Antibiotikaprophylaxe.
AulRerdem wurde eine mechanische Reinigung der Abdominalhdhle
durchgefuhrt.

2. Antibiotikum-Schadigungsgruppe mit abdominalem D ebridement und
Peritoneallavage (NaCL 0,9%).
Zusatzlich zur mechanischen Reinigung des Peritonealraums wurde eine
Lavage mit NaCl 0,9 % durchgefuhrt.
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3.6.3. Behandlung der Versuchstiere, Durchfihrung d  er Operation und

Lavage

Den randomisiert und verblindet den einzelnen Versuchsgruppen zugeteilten
Ratten wurde 12 h vor Versuchsbeginn die Nahrung entzogen. Wasser stand
weiterhin ad libitum zu Verfigung. Die Gruppenzugehdrigkeit wurde mit
numerierten Ohrmarken, die die Tiere bei Anlieferung erhielten, kenntlich
gemacht. Die Ratten wurden am Tag vor dem Versuch gewogen. Nach dem
Gewicht wurde die Menge an zu verabreichendem G-CSF berechnet. Den
Tieren, die einer G-CSF-Gruppe zugeteilt wurden, wurde 20 upg/kg
Korpergewicht s.c. injiziert. Die erste Injektion 12 h vor der
Versuchsdurchfihrung, zwei weitere dann 12 h und 36 h nach der
Versuchsdurchfuhrung. Als genauer Zeitpunkt, von dem diese Zeitrdume
ausgingen wurde das Einbringen des Inokulums in den Bauchraum der Ratte
gewahlt. Den Gruppen die kein G-CSF erhielten wurde die gleiche Menge
Ringerldsung injiziert.

Die Behandlung und Operation wurde nach einem etablierten Versuchsaufbau
durchgefuhrt  (Lorenz et al, 1994). Als  Antibiotikum wurde
Amoxicillin/Clavulansaure  (Co-Amoxiclav)  ausgewahlt, da sich in
vorhergehenden CMRTs die rhG-CSF-Wirkung als antibiotikaabhangig
herausstellte (Bauhofer et al., 2004). Am Tage des Versuches wurden die
Ratten zunachst mit einem 1:1-Gemisch aus Fentanyl und Droperidol, das
intraperitoneal injiziert wurde, narkotisiert. Diese Injektion erfolgte circa eine
Stunde vor der Inokulation des infektiosen Materials. Die Dosierung entsprach
0.08 mg/kg KG Fentanyl und 4 mg/kg KG Droperidol. Des Weiteren erhielten die
Tiere nach Anlage eines Schwanzvenenkatheters Uber diesen 2 ml
Ringerldsung intravents verabreicht. Dann erhielten die Gruppen mit der
Antibiotikaprophylaxe 10/1 mg/kg KG Co-Amoxiclav, wahrend die anderen
Versuchstiere die entsprechende Menge an Ringerlésung erhielten. Zum
Zeitpunkt t=0 wurden 1,0-1,3 ml/kg KG des aufbereiteten, humanen Stuhls in
den Bauchraum der Ratten eingebracht. Der Stuhl wurde zuvor mit
Ringerlosung 1:5 verdinnt und mindestens 10 Minuten mit N, begast. Zum
Einbringen des Inokulums wurde die Situation einer Laparotomie simuliert.

Zunachst wurde ein circa zwei cm langer Hautschnitt durchgefiihrt. Danach
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folgte eine circa einen cm lange Inzision der Bauchdecke. Das Inokulum wurde
mittels einer, auf eine kleine Spritze aufgesetzten Braunule durch diesen
Einschnitt in den Bauchraum injiziert. Der Wundverschluss erfolgte in zwel
Lagen mit jeweils drei bis vier Stichen. Nach einer Stunde (t= +1h) erfolgte die
postoperative Gabe der Antibiose. Zur postoperativen Analgesie wurden
anschlielend 20 mg/kg Tramadol s.c. verabreicht. Nach der Operation erhielten
die Tiere Futter und Wasser ad libitum.

Die Versuchstiere, die eine postoperative Peritoneallavage erhielten, wurden
24h nach Einbringen des infektibsen Materials mit Fentanyl/Droperidol erneut
narkotisiert. Die Na&hte wurden entfernt und mit einem vier bis fiunf cm langen
Schnitt der Bauchraum freigelegt. Zunachst wurde ein Debridement des
fibrinbsen und nekrotischen Materials durchgefuhrt. Peritonealflissigkeit wurde
mit eine Kkleinen Spritze entnommen, in Eppendorf-Cups geflillt und nach
sofortiger Zentrifugation bei minus 70°C gelagert. Anschlieend wurde der
Bauchraum mit auf 37°C vorgewarmter isotonischer NaCl-Lésung gespult (2x20
ml). Bei Tieren, die eine Behandlung mit der antimikrobiellen Substanz
Taurolidin erhielten, wurde die Flissigkeit nach Spulung des Peritoneums eine h
im Bauchraum belassen, um eine Einwirkzeit zu gewahrleisten. Bei den
Kontrolltieren dieses Versuches wurde die isotonische NaCl-Lésung ebenfalls
eine h im Bauchraum belassen. Die Wunde wurde nach der Lavage mit zwei

Stichen wieder verschlossen.

3.6.4. Uberlebensrate, Messung der Phagozytose un  d der Zytokine

Primarer Endpunkt in den drei Versuchen war die Uberlebensrate nach einer
Beobachtungszeit von 120 h nach intraperitonealer Infektion.

In Versuch zwei wurden als sekundare Endpunkte die Messung der
Phagozytoserate in vitro mittels Durchflul3zytometrie und die Bestimmung der
Zytokine IL-6, TNF-a und IL-10 in Plasma und Peritonealflissigkeit mittels
ELISA gewahlt. Hierzu wurden neun Ratten aus jeder der drei Versuchsgruppen
zufallig ausgewaéhlt. Ihnen wurde eine Blutprobe aus dem retroorbitalen
Venenplexus eine Stunde und 24 Stunden nach Einbringen des infektiosen
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Materials in den Bauchraum entnommen. Zur Messung der Phagozytoserate
wurde das Blut, um eine Koagulation zu verhindern, mit 500 IE/ml Heparin
versetzt. Zur Bestimmung der Zytokine wurden mit Ethylendiamine Tetra-Acetic
Acid (EDTA) beschichtete Reagenzglaser verwendet.

Zur Messung von IL-6, TNF-a und IL-10 in der Peritonealfllssigkeit wurden
jeweils ein ml der Flussigkeit vor der Lavage und nach der Lavage enthnommen.
Bezogen auf den Infektionszeitpunkt bedeutete dies eine Entnahmezeit von zum
einen 24 Stunden und zum anderen 48 Stunden nach der intraperitonealen
Infektion. Die weitere Durchfihrung der Messung wird im Folgenden

beschrieben.

3.6.5. DurchfluRzytometrie

Grundlagen der DurchfluRzytometrie

Die Mdglichkeit mit Hilfe eines optischen Gerétes die Grol3e von Zellen, die in
einer Flussigkeit suspendiert sind, zu bestimmen wurde erstmals von Coulter
1956 beschrieben. Bisher waren nur Hamatologiezahlgerate, die Uber eine
Messung des elektrischen Widerstandes arbeiteten, bekannt. Die neue
Methode beruht auf der Messung des Streulichtes, das von einzelnen Zellen,
die durch eine Lichtquelle gefuihrt werden, abgegeben wird. Wenig spater
konnte mit dieser Methode auch der DNS-Gehalt der Zelle bestimmt werden.
Eine Weiterentwicklung machte es moglich, das durch Einfarben der Zelle mit
Fluoreszenzfarbstoffen zusatzliche Parameter bestimmt werden konnten. Durch
Kopplung dieser Farbstoffe mit Antikérpern gegen spezifische zellulare
Strukturen wurde an Hand einer Messung der Anregung im Lichtstrahl des

DurchfluRzytometers die quantitative Darstellung dieser Strukturen ermdglicht.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des DurchfluRzytometers

Bei der DurchfluBzytometrie werden also Zellen, die sich in einer
Flissigkeitssuspension befinden an einer Lichtquelle mit einer bestimmten
Wellenlange vorbeigefuhrt. Anwendung findet hier ein Argonlaser, der Licht
einer Wellenlange von 488 nm ausstrahlt. Die Zellen werden mit Hilfe einer
Tragerlosung durch eine diunne Kapillare innerhalb der Mel3zelle gepref3t, wo
sie dann aufgereiht den Laserstrahl passieren. Detektoren messen dann das
Streulicht sowie das angeregte Licht der Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen die

Probe vorher behandelt wurde.
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Abbildung 3: Darstellung des Messvorganges im Durchflu3zytometer

Die rechnerische Darstellung erfolgt zunachst durch Umwandlung der von den
Detektoren gemessenen Lichtimpulse in elektrische Impulse. In einem
sogenannten Histogramm werden dann die gemessenen Werte verschiedenen
Feldern zugeteilt. Zur Unterscheidung von allen drei Leukozytenpopulationen ist
ein 2-Parameter-Histogramm notwendig, bei dem ZellgroRe und DNS-Gehalt
der Zelle im Streulicht gemessen und dann graphisch dargestellt werden.
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Abbildung 4: Darstellung eines Zwei-Parameter-Histogramms

Um weitere Informationen tber Zellstrukturen mittels Fluoreszenzfarbung und
Messung des angeregten Lichtes zu erhalten, ist bei der Auswertung ein Gating
erforderlich. Dabei wird um eine Population im Streulichthistogramm ein ,Gate*
gelegt und diese dann in einem neuen Histogramm auf ihr Verhalten im

angeregten Zustand untersucht (Raffael et al., 1994).
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Abbildung 5: Darstellung der Phagozytose FITC-markierter E. coli nach
~Gating®.

41



Neben zelleigenen Strukturen kann auch die Aufnahme, also Phagozytose von
Partikeln mit der DurchfluBzytometrie gemessen werden. Es wurde
nachgewiesen, dass diese Methode bei der Inkubation von PMNs mit
fluoreszierenden Latex-Partikeln eine hohe Genauigkeit bei der Messung der
phagozytierten Partikel erbrachte (Dunn und Tyrer, 1981).

Eine weitere Untersuchung von Granulozyten kann nach der Auftrennung einer
Blutprobe durch Dichtegradientenzentrifugation erfolgen (Szics et al., 1994).
Bei der Auftrennung wurden bei zwei funktionell unterschiedlichen
Subpopulationen von Zellen jedoch gleichwertige Phagozytosefahigkeiten
gefunden (Klempner und Gallin, 1978). Zellauftrennungsverfahren haben
sowohl eine Zunahmen als auch Abnahme verschiedener Oberflachenantigene
zur Folge (Macey et al., 1992). Durch Temperaturschwankungen bei der
Prozedur kdnnen sowohl die Antigene, als auch die Fuktionalitat der Zellen
gestort werden (Glasser und Fiederlein., 1990). Daher wurden Verfahren
entwickelt, die die Bestimmung der Menge einzelner Subpopulationen von
Leukozyten ermdglichen (Terstappen et al., 1989). Durch die direkte Analyse
von Granulozyten aus Blutproben ohne die vorherige Auftrennung durch die
Dichtegradientenzentrifugation ist eine genaue Bestimmung der Oberflachen-
Antigene (Hamblin et al., 1992 und McCarthy und Macey, 1993) sowie der
Funktionalitat (Oxidative burst und Phagozytose) mdoglich (Perticaraci et al.,
1994). In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Messung der

Phagozytoserate direkt aus der Blutprobe durchgefihrt.

Durchfiihrung des Versuches

Die aus dem retroorbitalen Plexus gewonnenen Blutproben der Versuchstiere
wurden in Eppendorf-Cups mit 500 I.U/ml Heparin gesammelt. Es befand sich
jeweils ein ml in jedem Cup. Die Blutproben wurden sofort auf Eis gestellt und
so auf 0T heruntergekuhlt. 100 pl der Blutprobe wurden darufhin in ein fanf ml
Falcon Probenrohrchen (Fa. Becton Dickinson) pipettiert. Das Blut wurde vorher
auf einem Vortex gemischt. Die ebenfalls auf 0T he runtergekihlte E. coli-
Suspension wurde mittels mehrmaliger Aspiration mit einer Pipette und

Vortexen gut durchmischt. 20 pul der Suspension wurden zu jedem Ansatz
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pipettiert. Danach wurden die Ansatze auf einem Vortex durchmischt. Die
Probenréhrchen befanden sich in einem Eiswasserbad. Wahrend die Kontrollen
im Eiswasserbad bei 0T blieben, wurden die Gbrigen Proben bei 37T in einem
Laborofen der Firma Bachhofer zehn Minuten inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Proben sofort in ein Eiswasserbad gestellt, um die
Reaktion zu stoppen. Dann wurden 100 pl der vorgekihlten Quenchlésung mit
einer Multipipette hinzugegeben. Die Proben wurden auf dem Vortex gemischt.
Danach wurden drei ml Waschlésung zum jedem Ansatz pipettiert. Es folgte
das Abzentrifugieren bei 250 g RT Uber funf Minuten. Nach Absaugen des
Uberstandes wurde das zuriickgebliebene Pellet erneut mit drei ml
Waschlosung vermischt und abzentrifugiert. Der Ansatz wurde dann mit zwei ml
Lysing-Solution, die auf Raumtemperatur vorgewarmt war, vermischt und tber
20 Minuten bei RT lysiert und gleichzeitig fixiert. AnschlieRend wurden die
Rohrchen in der Kuhlzentrifuge abzentrifugiert. Es folgte eine nochmalige
Waschung mit drei ml Waschlésung. Danach wurde zu jeder Probe 100 pl DNA-
Farbelésung und 100 pl FACS-Buffer hinzupipettiert. Die Proben wurden dann
zehn Minuten auf Eis und bei Dunkelheit inkubiert. Nach der Inkubation war die
Aufbereitung der Proben beendet und die Messung am Flow-Cytometer
(FACScan, Becton Dickinson) konnte begonnen werden. Die Messung wurde
bei blaugriner Lichtanregung (488 nm beim Argonlaser) und durch setzen
eines Live-Gates im Histogramm der Rotfloureszenz (Propidiumjodid)
durchgefuhrt, so das die Leukozyten tUber ihren DNA-Gehalt detektiert werden
konnten. Bei jeder Messung wurden 40000 Granulozyten akquisitiert. Zur
Auswertung wurde die Cell-Quest Software der Firma Becton Dickinson

benutzt.

3.6.6 TNF-a, IL-6 und IL-10 ELISAs

Grundlagen

Die Technik des ELISA wurde 1971 durch Engvall und Perlmann entwickelt. Alle

Reaktionen des ELISA finden mit einem immobilisierten Partner statt, was die

Trennung von gebundenen und nicht gebundenen Reagenzien erheblich
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erleichtert. Das Antigen wird an einer Plastikoberflache unter bestimmten
Bedingungen zwar nicht kovalent, aber mit einer hohen Festigkeit gebunden. In
einem zweiten Schritt wird der entsprechende Antikdrper in verschiedenen
Konzentrationen zugegeben. Uberschussige Antikdrper werden durch Waschen
entfernt. Nach einer gewissen Inkubationszeit gibt man den zweiten Antikdrper
dazu. Der zweite Antikorper erkennt den konstanten Teil des ersten Antikorpers.
Auch hier wird ein Uberschuss durch Waschen beseitigt. Der zweite Antikdrper
ist an ein Enzym gekoppelt, das eine Chromogenumwandlung katalysiert. Das
farblose Chromogen wird zu einem Farbstoff umgesetzt und vermessen. Die
Menge an freigesetztem Farbstoff korreliert mit der Menge der gesuchten
Substanz, in diesem Fall mit der Menge des ersten Antikorpers.

Die Ergebnisse eines TNF-alpha-ELISA zeigen eine gute Korrelation mit dem
WEHI-Bioassay (Engelberts et al., 1991). Obwohl verschiedene Faktoren bei
der ex-vivo Untersuchung von Zytokinen durch Temperatur, Lagerung und
Antikoagulation der Proben mit Heparin die Ergebnisse verandern kénnen, zeigt
sich auch hier eine gute Korrelation mit experimentellen Werten (Thavasau et
al., 1992).

Praktische Durchfiihrung:

Zur Bestimmung der Zytokine TNF-a und IL-6 wurden spezielle Enzyme linked
immuno adsorbent assays (ELISAs) durchgefuhrt. Hierzu wurden kommerzielle
Kits der Firma Pharmingen verwendet.

Die Wéande der wells der benutzten Mikrotiterplatten waren mit einem gegen das
jeweilige Zytokin gerichteten Antikdrper beschichtet. An diesen bindet das
Zytokin-Antigen. Ein zweiter biotynilierter Antikorper der sich allerdings in
Losung befand wurde in die wells gegeben. Nach Auswaschen des
Uberschussigen l6slichen Antikérpers wurde Streptavidin-Peroxidase in die wells
gegeben, das an den biotynilierten zweiten Antikdrper band. Nach erneutem
Waschen wurde Substratlésung in die wells gegeben. Die durch Interaktion mit
dem gebundenen Enzym entstandene Farbe war direkt proportional zur Menge

des ebenfalls an der Wand des wells gebundenen Zytokins.



Die Arbeitsschritte zur Erstellung einer Verdunngsreihe fur die Eichkurve und die
Verarbeitung der Proben erfolgte genau nach den Protokollen der einzelnen
Kits.

Gemessen wurde die Intensitat mit einem flr Mikrotiterplatten geeigneten
Photometer (340 ATTC der Firma SLT Labinstruments). Die rechnerische

Auswertung erfolgte mit der Software der Firma SLT.
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4. Ergebnisse

4.1. Profil des Versuches 1

Nachfolgendes Flu3diagramm zeigt den Ablauf des Versuches 1.

Registrierte oder geeignete
Tiere (n = 38)

Nicht randomisiert (n = 2)
Grund: Reservetiere

Randomisierung
(n =36)

Erhalten Standard-
Intervention, Lavage
(Kochsalz) wie
zugewiesen (n = 16)

Erhielten keine Standard-
Intervention (n = 2),
verstorben vor Lavage

Follow-up (n = 16)
Primarer Endpunkt: 120 h
Motalitatsrate

Ausgeschlossen (n = 2)

Versuch beendet (n = 16)
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Erhielten Standard-
Intervention, Lavage
(Taurolodin) wie
zugewiesen (n = 17)

Erhielten keine Standard-
Intervention (n = 1),
verstorben vor Lavage

Follow-up (n = 17)
Primarer Endpunkt: 120 h
Mortalitatsrate

Ausgeschlossen (n = 1)

Versuch beendet (n = 17)




4.1.1. Uberlebensrate nach Lavage mit Taurolidin o  der NaCl-Lésung

Nach Zuweisung zu den Versuchsgruppen, verstarb kein Versuchstier aber drei
Tiere beendeten den Versuch nicht (zwei in Gruppe 1 und eins in Gruppe 2).
Diese Tiere wurden aus dem Versuch herausgenommen, da sie vor der
Reoperation nach 24 Stunden durch Anasthesie-Komplikationen oder an der
Sepsis verstarben (Siehe FluRdiagramm 1).

Bei einer Spilung des Bauchraumes mit isotonischer NaCl-Losung Uberlebten
nach Anwendung der intention-to-treat-Regel 9 von 16 Tieren. Dies entspricht
einer Uberlebensrate von 56%. In der Gruppe der Versuchstiere, die eine
Lavage mit dem Chemotherapeutikum Taurolidin unter Einhaltung einer 1-
stiundigen Einwirkzeit erhielten Uberlebten 5 von 17. Dies entspricht einer

Uberlebensrate von 29% (p = 0,32, log rank test).

70%

60% - 54%

50% -

40% - -

30% -

Uberlebensrate
N
(@)
X

20% 4

10% -

0%

NaCl-Ldsung Taurolidin

Grafik 3: Uberlebensrate bei Lavage mit NaCl-Losung oder Taurolidin
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4.2. Profil des Versuches 2

Nachfolgendes Flu3diagramm zeigt den Ablauf des Versuches 2.

Registrierte oder geeignete

Tiere (n = 56)

Nicht randomisiert (n = 2)

Grund: Reservetiere

Randomisierung
(n=54)

Erhalten Standard-
Intervention, Keine
Lavage wie

zugewiesen (n = 16)

Erhielten Standard-
Intervention, Lavage
(Kochsalz) wie

zugewiesen (n = 18)

Erhielten Standard-
Intervention Lavage
+ G-CSF wie

zugewiesen (n = 18)

Follow-up (n = 18)

Primarer Endpunkt:
120 h- Motalitatsrate.
Sekundéarer Endpunkt:
Zytokine und
Phagozytoserate (vor
und nach Intervention)

Follow-up (n = 18)

Primarer Endpunkt:
120 h-Mortalitatsrate
Sekundarer
Endpunkt: Zytokine
und Phagozytose
(vor und nach
Intervention/Lavage)

Follow-up (n = 18)

Primarer Endpunkt:
120 h-Mortalitatsrate
Sekundarer
Endpunkt: Zytokine
und Phagozytose
(vor und nach
Intervention/Lavage)

|

Ausgeschlossen (n = 0)

Ausgeschlossen (n = 0)

Ausgeschlossen (n = 0)

Versuch beendet
(n=18)

Versuch beendet
(n=18)

Versuch beendet (n
= 18)
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4.2.1. Versuch 2: Prophylaxe mit Granulozyten Kolon ie-stimulierendem
Faktor und Lavage mit isotonischer NaCl-Lésung

Uberlebensrate

Alle Versuchstiere erhielten eine PCI mit AB-Prophylaxe und beendeten den
Versuch. Es traten keine technischen Probleme oder Ané&sthesie-
Komplikationen auf.

In Gruppe 1 uberlebten 3 von 18 Tieren, so dal die Uberlebensrate 17 %
betrug. In Gruppe 2 mit zusatzlicher Peritoneallavage uberlebten 6 von 18
Tieren den Versuch. Dies ergab eine Uberlebensrate von 33 %. Bei Einsatz von
G-CSF mit Peritoneallavage in der Gruppe 3 Uberlebten 11 von 18 Tieren. Die

Uberlebensrate betrug 61 % (p < 0,05, log rank test).

80%

70% -
61%

60% - 1

509% -
40% | 230
30% - J
20% - 11%
10% - l

0% ‘
Kontrolle Lavage Lavage + G-CSF

Uberlebensrate

Grafik 4: Uberlebensrate bei keiner Lavage, Lavage mit NaCl-Losung und

Lavage mit NaCl-Lésung + G-CSF Gabe.
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Grafik 5 zeigt eine Analyse der Uberlebensrate nach Kaplan-Meyer der Tiere in
Versuch 2. Startpunkt ist das Einbringen des infektibsen Inokulums in den
Peritonealraum. Die Dauer der Analyse entspricht dem Beobachtungszeitraum
von 120 Stunden. Alle Tiere erhielten eine Antibiotika-Prophylaxe mit Co-
Amoxiclav eine Stunde vor der intraperitonealen Infektion. Erwarmte isotonische
Kochsalzlosung (37 Grad Celsius) wurde fur die Lavage 24 Stunden nach der

Infektion verwandt.

100 No lavage
-------- Lavage
= Lavage + G-CSF
80
9
P 60
©
©
2
2 :
5 40
> — 1
1
1
"""" ]
20 -
]
-
] ] l | ] |
0 20 40 60 80 100 120
Time after PCI (h)
No. at risk
No lavage 18 17 11 8 7 6 6
Lavage 18 18 14 10 5 4 3
Lavage + G-CSF 18 18 17 15 12 11 11

Grafik 5: Kaplan-Meier Uberlebensanalyse uber 120 Stunden (p < 0,05,

Lavage + G-CSF versus Lavage und keine Lavage, Log rank test).
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Phagozytoserate

Die Phagozytoserate der Granulozyten die in vivo mit G-CSF behandelt wurden,
war bei einer Messung mittels DurchfluRzytometrie eine Stunde nach Einbringen
des Inokulums erhoht. Die mittlere Phagozytoserate betrug 40 % bei G-CSF-
Gabe im Vergleich zu 31 % bei Tieren die nur eine Lavage oder keine Lavage
erhalten hatten. 24 h und 48 h nach PCI konnte kein Unterschied in der

Phagozytoseaktivitat nachgewiesen werden.

Phagozytoserate in %
w
(@)

= N
o o o
| | |

ACI AClI, lavage ACI, lavage, G-CSF

Grafik 6: Phagozytoserate von Bakterien 1 Stunde nach Infektion (p <
0,05, X* Test).

Autopsieergebnisse

Nach Versuchsende wurde der Abdominalraum er6ffnet. Bei der Begutachtung

fand sich kein Unterschied in der Bildung peritonealer Adhéasionen oder

Abszesse in den einzelnen Gruppen.
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IL-6, IL-10 und TNF- a Werte in Plasma und in der Peritonealflissigkeit

Die Zytokinwerte im Plasma waren bei beiden Entnahmezeitpunkten niedriger
als die Zytokinwerte in der Peritonealfliissigkeit. Die Plasmawerte von IL-6 und
IL-10 waren vor der Lavage signifikant in der Gruppe mit G-CSF-Prophylaxe
reduziert.

Keinen Unterschied ergab die Messung der TNF-a Konzentration vor Lavage
(+24 h) und nach Lavage (+48h). Die Lavage hatte keinen EinfluR auf die
Zytokinwerte, sowohl im Plasma als auch in der Peritonealfliissigkeit (24 h nach
Lavage, d.h. +48 h).

Im Gegensatz dazu reduzierte sich die IL-6 Konzentration in der
Peritonealflussigkeit in der Gruppe mit G-CSF-Prophylaxe deutlich (+ 24 h, 1080
pg/ml mit Lavage versus 390 pg/ml mit Lavage + G-CSF; p < 0,01, Kruskal-
Wallis Test). Die TNF-a Konzentration war zu diesem Zeitpunkt ebenfalls
signifikant reduziert (270 versus 80 pg/ml; p < 0,01).

24 Stunden nach Lavage (+48 h nach Infektion) wurden diese signifikanten
Veranderungen nicht mehr beobachtet.

Die IL-10 Werte waren weder vor oder nach Lavage in der Peritonealfliissigkeit

signifikant unterschiedlich.
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300 — [ Before lavage (+ 24 h)

Bl After lavage (+ 48 h)
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d IL-6in plasma
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b IL-6 in peritoneal fluid

Grafik 6 a und b: IL-6 Werte in Plasma (p< 0,05 versus Kontrolle und
Lavage-Gruppen, Kruskal-Wallis Test) und Peritonealflissigkeit (p< 0,01
versus Lavage-Gruppen, Kruskal-Wallis Test) vor (+24h) und nach (+ 48h)

Lavage.
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Grafik 6 ¢ und d: TNF-a Werte in Plasma und Peritonealflissigkeit (p <

0,01 versus Lavage, Krukal-Wallis Test).
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Grafik 6 e und f: IL-10 Werte in Plasma (p < 0,01 versus Kontrolle und

Lavage-Gruppen, Kruskal-Wallis Test) und Peritonealflissigkeit.
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4.3. Profil des Versuches 3

Nachfolgendes Flu3diagramm zeigt den Ablauf des Versuches 3.

Registrierte oder geeignete
Tiere (n = 62)

Nicht randomisiert (n = 2)

Grund: Reservetiere

Randomisierung
(n = 60)

Erhielten Standard- Erhielten Standard-
Intervention, Intervention,
Antibiotikaprophylaxe Antibiotikaprophylaxe,
und intraoperatives intraoperative
Debridement (n = 30) Debridement und

Lavage (NaCl-Losung)

wie zugewiesen (n = 30)

Follow-up (n = 30) Follow-up (n = 30)
Primarer Endpunkt: 120 Primarer Endpunkt: 120
h- Motalitatsrate h-Mortalitatsrate
Ausgeschlossen (n = 0) Ausgeschlossen (n = 0)
Versuch beendet (n = 30) Versuch beendet (n = 30)
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Uberlebensrate im Vergleich Lavage vs. keine Lavage

In dem Versuch zeigte sich keine signifikante Anderung der Uberlebensrate (p =
0,14, Log rank test). Wahrend der intraoperativen Eroffnung des Abdomens fand
sich kein Unterschied in dem Grad der Ausprdgung der peritonealen
Adhesionen, egal ob eine Lavage durchgefuhrt wurde oder nicht. 16 der 30
Tiere, die eine Lavage erhielten, verstarben im Beobachtungszeitraum, wéahrend
11 der 30 Tiere, die keine Lavage erhielten, verstarben. In der weiteren
statistischen Auswertung konnte im Pearson x° Test nachgewiesen werden,
dass eine Behandlung mit perioperativer intrabdomineller Lavage keinen Vorteil

gegenuber keiner Lavage erbrachte (I3 = 0,75).

Uberlebensrate in %
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50 A 46,6
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Lavage Keine Lavage

Grafik 7: Uberlebensrate Lavage mit NaCl-Losung vs. keine Lavage
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5. Diskussion

5.1. Einleitung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Wirksamkeit der peritonealen
Lavage und der adjuvanten G-CSF-Therapie im Tiermodell der abdominellen
Sepsis. Im Vordergrund stand die Auswirkung der Therapie auf die Mortalitat
nach 120 Stunden. Sekundarer Endpunkt der Untersuchung waren die
Zytokinlevel von Interleukin-6, Interleukin-10 und TNF-a im Plasma und in der
Peritonealflissigkeit sowie die Phagozytoseaktivitat neutrophiler Granulozyten
im Plasma.

Um die komplexe Situation einer schweren, intraabdominellen Infektion mit den
Zeichen einer Sepsis zu modellieren, wurde das Konzept der CMRTs (clinical
modelling randomized trials) verwendet. Es enthalt im Vergleich zu vielen
anderen Tiermodellen Merkmale einer komplexen klinischen Situation mit
Anasthesie, Volumengabe, intraventser Antibiotikagabe, Inokulation einer
standardisierten Menge humanen Stuhles mit einem definierten Keimspektrum
und postoperativer Analgesie unter den kontrollierten Bedingungen eines
randomisierten, doppelblinden Versuches (Bauhofer et al., 1998). Die
Einbringung des Inokulums ist die peritoneale Kontamination und Infektion
(PCI). Ein weiteres Tiermodell, die cekale Ligation und Punktion (CLP), bei dem
eine Punktion des Zaekums der Ratte durchgefuhrt, um eine intraabdominelle
Infektion herbeizufliihren, hat deutliche Nachteile. So ist es nicht mdglich, Gber
eine Erhéhung der Anzahl der Punktionen eine reproduzierbare Variation im
Schweregrad der abdominellen Infektion zu erreichen. In einem weiteren
Tiermodell, der Colon ascendens stent peritonitis (CASP), bei dem ein Stent in
das Colon ascendens der Ratte implantiert wird, zeigte sich bei Vergrol3erung
des Stentdiameters eine schwere diffuse Peritonitis (Maier et al., 2004). Beide
Methoden haben den gemeinsamen Nachteil gegentiber der PCI, dass hier kein
standardisiertes Inokulum eingebracht wird, welches eine bekannte Keimzahl
hat und bekannte Resistenzen gegen verschiedene Antibiotika besitzt. Eine
genaue Steuerung der Mortalititsrate Uber die Menge des eingebrachten

Inokulums ist hier nicht oder nur schwer maoglich (Lorenz et al., 1994, Bauhofer
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et al, 1997 und Bauhofer et al., 2004). In vielen Tiermodellen der Peritonitis
wurde eine Infektion mit Instillation nur eines Bakteriums, in vielen Fallen E.
coli, versucht. Diese Versuche sind von limitierter Aussagefahigkeit und kénnen
keine klinische Situation simulieren, da Stuhl eine wichtige Komponente einer
intraabominalen Infektion ist und zur Abnahme der Abwehrreaktion und
Zunahme des Bakterienwachstums fihrt (Nystrom, 1996).

Die Durchfihrung von Tierversuchen mit adaquaten Modellen ist fir die
Implementierung dieser Versuche in klinische Studien von grofRer Bedeutung.
Sie helfen bei der Eingrenzung der Indikation der therapeutischen Mal3hahmen
durch eine bessere Abbildung der klinischen Situation. Somit kénnen klinische
Studien mit moglicherweise geringeren Patientenzahlen und spezifischer
Fragestellung zu eindeutigen Ergebnissen fihren (Bauer und Reinhart, 2006).
Die unzureichende Adaption von Tiermodellen an klinische Verlaufe der Sepsis
kann als eine Mitursache fur das Versagen Klinischer Studien bei der
Blockierung von TNF-a angesehen werden (Abrahams et al., 1995). Akute
Endotoxamie Modelle fuhren zu sehr hohen TNF-a Spiegeln, die in der

klinischen Situation von Sepsis-Patienten kaum zu finden sind (Deitch, 1998).

5.2. Intraoperative Lavage

Die bisherigen Ergebnisse aus Tierstudien zur peritonealen Lavage zeigten
sowohl positive, als auch negative Ergebnisse. Die Ubertragung auf klinische
Gegebenheiten ist hier aber, wie schon erwahnt nur unzureichend maoglich, auf
Grund der Einschrankungen des verwendeten CLP-Modells (Baker et al., 1983
und Lally et al, 1981). Es soll zunachst kurz auf die intravendse
Antibiotikaapplikation eingegangen werden, die bei der Therapie der
intrabdominellen Infektion von grofRer Bedeutung ist. Viele Tiermodelle sind
zum einen ohne eine i.v. Antibiotokagabe durchgefiihrt worden, oder die
Antibiotika wurden klinisch untblich intramuskular verabreicht (Edmiston, et al.,
1990 und Baker et al., 1983). Eine Antibiotikaprophylaxe hat auch Einfluss auf
die kardiovaskulare Situation chirurgischer Patienten. In Tierversuchen und
klinischen Beobachtungen wurden negative Effekt gesehen (Kuenneke et al.,

1996). Neuere CMRTs geben aber auch Hinweise auf eine Verbesserung des
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kardiovaskularen Zustandes von Versuchstieren durch Antibiotikagabe (Celik et
al.,, 2004). Nach eigenen Erfahrungen aus Vorversuchen sind auch die
Erwdrmung der Lavageflissigkeit und die grindliche Spilung des
Bauchraumes zur Simulation einer klinischen intraoperativen Lavage sehr
wichtig.

Intraoperative Lavage mit physiologischer Kochsalzlésung, antiseptischen
Substanzen und Antibiotikazusatzen zeigte in tierexperimentellen Studien
widerspruchliche Ergebnisse. Es existiert derzeit keine Studie, die einen
eindeutig positiven Effekt auf das Outcome der Patienten nachweist (Schein et
al., 1988 und Platell et al., 2000). Die Lavage wird nach personlicher Erfahrung
des Operateurs eingesetzt und scheint kein evidenzbasiertes Verfahren zu sein
(Whiteside et al., 2005). Auch wenn die Entfernung von groben
Kontaminationen bei einer fekalen Peritonitis sowie die Entfernung von
Fribrinbelagen und Blutkoageln im Rahmen der Fokussanierung als
unerlasslich erscheinen, ist bei der zusatzlichen Spulung der Bauchhéhle mit
einfacher Kochsalzlésung oder antinfektiven Substanzen kein zusatzlicher
positver Effekt auf die Auswirkungen einer Peritonitis nachgewiesen worden. In
dem, in dieser Arbeit vorgestellten Modell, kam es in Versuch 3 zu keiner
signifikanten Anderung der Mortalitatsrate bei Tieren, die eine intraoperative
Lavage erhielten. Durch eine Lavage soll eine madglichst vollstéandige
Entfernung von infektiosem Material wie Blut, Gallenflissigkeit und Stuhl
erreicht werden und somit die Bakterienproliferation gemindert werden. Die
Bakterien sollen auch direkt aus der Abdominalhdhle ausgewaschen werden.
Die Lavage kann auch negative Einflisse im Rahmen einer Peritonitis haben.
So konnen z.B. Opsonine, die fur die Phagozytose von Bakterien in der
Peritonealflussigkeit notwendig sind, mit ausgewaschen werden. Ohne
Opsonisation kann eine Phagozytose nur auf Oberflachen erfolgen, nicht jedoch
in Losungen (Wood et al, 1946). In einer anderen Studie wurde
dementsprechend eine Zunahme der Bakterienproliferation nach abdomineller
Lavage und eine Erh6hung der 48 Stunden Mortalitdtsrate nachgewiesen (Dunn
et al., 1984). Andererseits konnte eine Abnahme der Phagozytoserate nach 24
und 48 h in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Die Zytokin-assozierte
Immunantwort ist in der abdominellen Sepsis kompartmentalisiert. Die Werte

proinflammatorischer Zytokine sind in der Abdominalhdhle um ein Vielfaches im
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Vergleich zum Plasma erhoht, wie in einer Studie mit Peritonitispatienten fur
TNF-a, IL-6, Elastase und Neopterin nachgewiesen wurde (Holzheimer et al.,
1995). Die Entfernung der Zytokine durch eine Lavage wurde in dieser Arbeit
nicht dauerhaft erreicht. Die Level von IL-6 und TNF-a und des anti-
inflammatorisch wirkenden IL-10 waren 24 h nach Lavage bei Tieren mit und
ohne Lavage nicht signifikant verandert. Eine klinische Studie an Patienten mit
Peritonitis zeigte, dass schon zwei Stunden nach Durchfihrung einer Lavage
pratherapeutische Konzentrationen von IL-6, IL-8, Elastase und Kathepsin B in
der Peritonealflissigkeit wieder vorlagen (Biling et al., 1998).
Tierexperimentelle Daten zeigen, dass mesotheliale Zellen des Peritoneums ein
Produktionsort der Zytokine TNF-a, IL1M3, IL-10 und ICAM-1 bei einer chemisch
induzierten Peritonitis sind (Yao et al., 2004). Daten aus anderen
Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass der Kontakt mit bakteriellen
Toxinen die Zytokinproduktion auslost (Kinnaert et al., 1998).

Die Lavage mit Kochsalzlésung ist nicht in der Lage die Bakteriendichte des
peritonealen Mesotheliums bei der Peritonitis zu reduzieren (Edmiston et al.,
1990). Vielmehr geben andere Daten Hinweise auf einen negativen Effekt der
Lavage auf die mesotheliale Immunabwehr (Heel et al., 1996). Die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-13, GRO-a und ICAM-1 werden nach
einer Lavage vermehrt sezerniert und die Lavage fuhrt zu einer direkten
Schadigung des Mesotheliums in einem tierexperimentellen Modell. Diese
Schadigung ist aber in der Regel reversibel (Yao et al.,, 2005). Nicht zu
vernachlassigen ist, dass das in dieser Arbeit vorgestellte Modell, eine erneute
Laparotomie, die 24 Stunden nach PCI einen erneuten grof3en abdominellen
Eingriff bedeutet, erforderlich macht. Eine bakterielle Translokation aus dem
Abdominalraum bei geschadigten Mesothelium, wird durch die Peritonitis
induziert (Yao et al., 2001). Ein wiederholtes Trauma des intestinalen Traktes
durch die extensive Lavage nach 24 h kann dann zu einer irreversiblen
Schadigung des Mesotheliums mit einer erhdhten intestinalen Permeabilitat
fuhren (Anup et al., 1999). Da in Versuch 3 dieser Arbeit mehr Tiere in der
Lavagegruppe starben, als in der Gruppe, die auch eine Relaparotomie und nur
eine mechanische Reinigung der Bauchhohle erhielten, kann es hier zu einem
additiven Effekt der negativen Lavagewirkung auf die Zytokinbalance und des

erneuten chirurgischen Traumas bei der Lavagegruppe gekommen sein.
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Eine mogliche Losung, um diesen negativen Auswirkungen der intraoperativen
Lavage zumindest teilweise zu umgehen, ist die Verwendung antiseptischer
Substanzen in der Lavagelosung. Eine Studie ergab keinen Unterschied im
Outcome bei der Verwendung von Kochsalzlosungen oder antiseptischen
Losungen (Baker et al., 1983). Hinweise auf positve Ergebnisse ergaben
Studien mit Polyvidon-Jod und Taurolidin (Platt et al. und Gortz, 1997). Daten
aus Tierversuchen mit Ratten gaben Hinweise auf eine positive Wirkung des
Antiseptikums Taurolidin auf die Immunantwort durch Blockierung der
endotoxin-induzierten Zytokinsekretion (Rosman et al., 1996). Taurolidin
werden auf3erdem bakteriostatische Eigenschaften zugeschrieben (Billing et al.,
1992). In dieser Arbeit konnte eine Uberlegene Eigenschaft gegentber normaler
Kochsalzlésung bei der Mortalitét nach 120 Stunden nicht nachgewiesen
werden. Eine mdgliche Ursache konnte die Taurolidin zugeschriebene
Eigenschaft sein, peritoneale Adhasionen zu verursachen, die sich negativ auf
das Outcome in tierexperimentellen Studien ausgewirkt haben (van Westreenen
et al.,, 1999). Die Autopsien ergaben in der vorliegenden Untersuchung
allerdings keinen Hinweis auf eine Zunahme der Adh&sionen bei den Tieren der
unterschiedlichen Gruppen. Eine peritoneale Antibiotikaapplikation wurde in
diesen CMRTs der abdominalen Sepsis nicht untersucht. In der Literatur findet
sich kein Hinweis auf einen evidenzbasierten Nutzen dieser Therapie bei
Patienten, die eine adaquate parenterale Antibiotikatherapie erhalten (Schein et
al., 1990).

5.3. Adjuvante G-CSF Therapie

In Versuch 2 dieser Arbeit konnten die negativen Auswirkungen der
intraperitonealen Lavage durch die Gabe von rhG-CSF verhindert werden.
Sechs Tiere in der Lavagegruppe Uberlebten den Versuch, wahrend nur drei
Tiere ohne Lavage nach 120 Stunden Uuberlebten. In der mit rhG-CSF
behandelten Gruppe konnte die Anzahl der Uberlebenden Tiere annahernd
verdoppelt werden. 11 von 18 Tieren Uberlebten die Beobachtungszeit. Die
Fahigkeit von G-CSF, die Uberlebensrate zu erhéhen wurde bereits in
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vorhergehenden CMRTs nachgewiesen (Bauhofer et al., 1998, Lorenz et al.,
1994 und Bauhofer et al., 1997).
Die Mechanismen der Stimulation der Immunabwehr und der Granulozyten
durch G-CSF bestehen in:
1. Erhéhung der PMN Anzahl durch vermehrte Neubildung und Suppression
der Apoptose.
2. Stimulation der Adhéasion an Endothelzellen durch Expression von CD 11
b/c und CD 18 und dem Austritt der Granulozyten aus dem Gefal3system.
3. Die Chemotaxis durch Migration in die Richtung von Chemokinen und
Beakterientoxinen wird stimuliert.
4. Die Phagozytose von Bakterien, Viren und Pilzen wird stimuliert.
5. Die Lyse der Mikroben durch Proteasen und reaktiven Sauerstoff wird
stimuliert.
In friheren Studien wurde eine Normalisierung der Migration und der Superoxid
Anionen-Produktion unter Einflu@ der PCI durch G-CSF nachgewiesen
(Bauhofer et al., 1997). Eine Induktion der Adhasionsmolekile CD 11 b/c und
CD 18 auf Granulozyten wurde in einer tierexperimentellen Arbeit bei
abdomineller Sepsis gesehen (Zhang et al., 1998). Die Phagozytose und H,O--
Produktion wurde in einem anderen Tiermodell durch G-CSF Administration
ebenfalls verbessert (Ishikura et al., 1996). Eine weitere Erklarung fir die
Verbesserung der Immunabwehr durch G-CSF, kdnnen die in dieser Arbeit
gemessenen niedrigeren Spiegel der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und
TNF-a in der Peritonealflissigkeit und im Plasma sein. Die Hb6he des anti-
inflammatorisch wirksamen IL-10 blieb in der mit G-CSF behandelten Gruppe
dagegen unverandert. Ein hyperinflammatorischer Zustand mit Zerstdrung
intakten Gewebes zu Beginn einer Sepsis, sowie ein zunehmender
Funktionsverlust und Apoptose der Neutrophilen in der Spatphase kdnnen als
Hauptursachen der Mortalitat einer Sepsis angesehen werden (Weiss et al.,
1999). Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die Hypothese, dass die G-
CSF-Behandlung zum einen die Funktionalitat der Neutrophilen verbessern
kann, zum anderen aber auch eine uberschie3ende Immunantwort verhindert.
Dartber hinaus finden sich Hinweise auf die Fahigkeit des G-CSF die Situation
einer abgeschwachten Immunantwort positiv zu beeinflussen in zwei neueren

CMRTs. Eine Sepsis durch PCI bei Ratten wurde mit einer leichtgradigen
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Hypothermie kombiniert. Adjuvante G-CSF Prophylaxe zeigte ein Reduktion der
Mortalitdt sowie eine Abnahme der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und
MIP-2 (Macrophage inflammatory protein-2) (Torossian et al., 2003). Eine
Hypothermie wurde in der vorliegenden Arbeit wahrend der Peritoneallavage
durch ein Anwarmen der Spullésung auf 37 Grad allerdings verhindert. In einem
anderen CMRT wurden die Ratten einer abdominellen Sepsis und einem peri-
oder postoperativen Blutverlust ausgesetzt. Hier fand sich nach G-CSF-
Prophylaxe ebenfalls eine Reduktion der Mortalitat und eine Verringerung des
MIP-2 in der Lunge (Bauhofer et al., 2006). Experimentelle Daten aus weiteren
Tierversuchen weisen auf die schon benannte Verbesserung der
Granulozytenfunktion hin, aber auch auf eine Verbesserung der kardialen
Funktion wahrend eines septischen Schocks durch adjuvante G-CSF-Therapie
(Eichacker et al.,, 1994 und Patton et al., 1998). In dieser Arbeit wurde zur
Durchfihrung der postoperativen Lavage eine erneute Operation mit einem
grolen Trauma und zusatzlichem Blutverlust durchgefuhrt. Eine deutliche
Verbesserung der Uberlebensrate bei Durchfilhrung einer postoperativen
Lavage in Kombination mit G-CSF-Prophylaxe spricht fir den besonderen
Nutzen der G-CSF-Gabe bei zusatzlich geschwachtem Immunsystem
(Bauhofer et al., 2002). Die Auswertung der Ergebnisse legt einen klinischen
Einsatz von G-CSF als Prophylaxe bei Hochrisikopatienten vor grossen
abdominellen Eingriffen nahe. Um hier eine evidenzbasierte Empfehlung
abgeben zu kénnen, sind jedoch weitere klinische Studien nach den Kriterien
der RCTs erforderlich. Erste Hinweise konnte eine Multizenterstudie geben, in
der Patienten der ASA Klassifikation 3 und 4 vor einer Operation bei
kolorektalem Karzinom eine G-CSF Prophylaxe erhielten. Primar wurden
Scores zur Lebensqualitat, zur Lange der Krankenhausverweildauer und zur
Komplexitat der postoperativen Behandlung untersucht. In den sekundéren
Endpunkten Familie/Sozialleben, Zeit im Krankenhaus und nichtinfektiose
Komplikationen wurden signifikante Verbesserungen im Vergleich zur
Plazebogruppe festgestellt. Diese Ergebnisse sollten ebenfalls durch weitere
Studien bestatigt werden, bevor eine Empfehlung zum klinischen Einsatz von
G-CSF gegeben werden kann (Bauhofer et al, 2007).



6. Zusammenfassung

Der Nutzen einer Peritoneallavage bei intra-abdominellen Infekten und einer
daraus resultierenden Sepsis konnte bis zum heutigen Zeitpunkt nicht auf einer
Evidenz basierenden Grundlage erbracht werden. Die Peritoneallavage ist
jedoch immer noch weit verbreitet, je nach einzelner chirurgischer Lehrmeinung
und Schule. Bei der Stimulation der kérpereigenen Immunabwehr mit G-CSF
handelt es sich hingegen um einen neuartigen Ansatz, der bisher keinen Einzug
in die Klinik gefunden hat, obwohl in experimentellen und klinischen Studien
viel versprechende Ergebnisse erzielt wurden.
Um im Tiermodell die klinische Situation moéglichst akkurat zu simulieren, wurde
das Konzept der CMRTs (clinic modelling randomised trials) entwickelt. Die
CMRTs enthalten wichtige klinische Elemente wie: Anasthesie, Antibiose,
Volumengabe, Laparotomie, Kontamination und Infektion mit standardisierten,
humanen Stuhlbakterien und eine Analgesie. Neben den klinischen Elementen
enthalten sie auch viele Eigenschaften von randomisierten, klinischen Studien
wie Fallzahlberechnung, Randomisation, Verblindung und ein Studien-
Verlaufsdiagramm wie im CONSORT Statement postuliert. In der vorliegenden
Arbeit wurden drei unabhéngige CMRTSs durchgefihrt:
1) Peritoneallavage mit physiologischer Kochsalzlésung versus Lavage mit
dem Bakteriostatikum Taurolidin.
2) Keine Lavage versus Lavage mit Kochsalzlosung versus Lavage mit
adjuvanter Gabe von G-CSF 12 h vor PCI sowie 12 h und 36 h danach.
3) Keine Lavage versus Peritoneallavage. Die Gruppenzahl wurde hier
nach statistischen Berechnungen von 18 auf 30 Tiere erhoht.
In Versuch 1 war die Lavage mit Taurolidin der Lavage mit einfacher
Kochsalzldsung nicht tberlegen. In der Taurolidin-Gruppe tberlebten 5 von 18
Tieren die Beobachtungszeit von 120 h, in der Gruppe mit NaCl-Lavage
Uberlebten 8 Tiere. Im Versuch 2 lberlebten am meisten Tiere in der G-CSF
Therapiegruppe (11 Tiere), verglichen mit der Kontrollgruppe ohne Lavage (6
Tiere) und mit Lavage (3 Tiere). Durch die G-CSF Gabe konnte die
Phagozytoseaktivitat 1h nach PCI erhdht, die IL-6 und TNF-a-Spiegel in der
Peritonealflissigkeit erniedrigt sowie die IL-6 und IL-10 Spiegel im Plasma

erniedrigt werden. In Versuch 3 konnte kein signifikanter Unterschied in der
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Uberlebensrate gefunden werden. Ohne Lavage uberlebten 19 Tiere und mit 14
Tiere.

In dieser Studie konnte durch den Einsatz der Peritoneallavage keine Reduktion
der Mortalitat erzielt werden. Durch G-CSF-Gabe in Kombination mit
Peritoneallavage konnte dies jedoch erreicht werden. Es ergeben sich Hinweise
aus den Bestimmungen der Zytokine und der Phagozytoseaktivitat, dass diese
durch G-CSF positiv beeinflusst wurden und zur Senkung der Mortalitét fuhrten.
Die Verwendung der Peritoneallavage in der Klinik ist kritisch zu betrachten.
Dies erscheint besonders unter Bertcksichtigung neuerer Ergebnisse
problematisch, da die Peritoneallavage nach erfolgter Operation oder Trauma
als Ausldser einer Peritonitis als ,second-hit* im Sinne eines erneuten Traumas
anzusehen ist. Wie in dieser und weiteren Studien gezeigt werden konnte,
beeinflusst G-CSF zumindest im Tiermodell bei komplizierten chirurgischen
Eingriffen das Outcome positiv. Um den klinische Einsatz zu rechtfertigen ist
jedoch auch fur G-CSF ein EBM basierter Nachweis mittels klinischer Studien
zu erbringen. Erste Ergebnisse aus einer randomisierten, Kklinischen
Multizenterstudie bei Hochrisikopatienten mit Operationen auf Grund eines

kolorektalen Karzinoms sind viel versprechend.
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